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OBJETO

1. OBJETO

El hueso es un tejido calcificado, metabdlicamente activo y en constante
remodelacion. Este biomaterial estd compuesto de una matriz organica, fundamentalmente
colageno tipo I, y un componente mineral, cristales de hidroxiapatita, en proporciones que
varfan con la edad y localizaciéon dentro del esqueleto. Por otra parte, el mineral del
compartimento 6seo es la principal reserva de calcio y fésforo en el organismo. Estos
elementos desempenan un papel fundamental en numerosas funciones fisiologicas y su
homeostasis esta regulada por mecanismos que controlan la formacién y resorciéon del
tejido Oseo, procesos que pueden alterarse por diferentes factores ambientales,
nutricionales, genéticos y endocrinos, dando lugar a composiciones anormales o patologfas

del hueso.

Los minerales del hueso no son componentes inertes ni permanecen fijos sino que
son constantemente intercambiados y reemplazados junto con los componentes organicos
en un proceso que se conoce como remodelado o furmover 6seo. Su formacién y
homeostasis esta regulada por hormonas y los alimentos ingeridos, que aportan minerales
de vital importancia para su correcto funcionamiento. En este sentido, la leche es uno de
los alimentos que se considera posee una mayor biodisponibilidad de calcio y por tanto

puede incidir de manera positiva en el proceso de mineralizacion del hueso.

El Grupo de Investigacion “Alimentaciéon, Nutricion y Absorcion” (AGR- 2006)
dirigido por la Profesora Sanchez Campos, con quienes he realizado la presente Memoria
de Tesis, ha puesto de manifiesto en repetidas ocasiones el efecto beneficioso de la leche de
cabra respecto a la de vaca (cominmente consumida por la poblacién) sobre la utilizacion

nutritiva de minerales en sindrome de malabsorcion y ferrodeficiencia.

A lo largo de su experiencia investigadora, el grupo AGR-206 ha acumulado
evidencias cientificas de que la anemia por deficiencia de hierro produce un considerable
grado de osteomalacia, pero en la literatura cientifica existen muy pocos indicios en este
sentido, por lo que nos planteamos efectuar un estudio en profundidad del proceso de
remodelado o furmover 6seo, en estado de anemia por deficiencia de hierro y durante la

replecién crénica con hierro.



OBJETO

Estos antecedentes nos llevaron a utilizar la experiencia del Grupo en situacién de
anemia ferropénica y dar un paso mas, profundizando en el impacto, no solo a nivel
hematolégico y mineral, sino también a nivel 6seo, en situaciéon de anemia ferropénica
nutricional inducida y en la recuperacién de esta patologia tras consumir dietas basadas en
leche de cabra o vaca, con un contenido normal o con sobrecarga de Fe para estudiar si la

leche de cabra podria tener influencia positiva sobre el remodelado del hueso.
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. REMODELADO OSEO

El hueso es un tejido conectivo que consiste esencialmente en una matriz
extracelular mineralizada y células especializadas. El principal componente organico de la
matriz es el colageno tipo I, que supone alrededor del 90%; el 10% restante lo componen
una serie de proteinas no estructurales de menor tamano entre las que se encuentran la
osteocalcina, osteonectina, algunas fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de crecimiento y
proteinas séricas. La fase inorganica estd compuesta por minusculos cristales de un mineral
de caracter alcalino, la hidroxiapatita. Estos cristales se incrustan en las fibras de colageno
para formar un material que reune las caracteristicas adecuadas de rigidez, flexibilidad y
resistencia, permitiendo esta forma de Ca almacenado ser rapidamente liberado en caso de
necesidad cuando la ingesta es inadecuada (Ehrlich y Lanyon, 2002). El hueso, como
organo y tejido vivo, sufre, a lo largo de la vida, diferentes procesos de transformacion
modulados por factores de tipo local o endocrinometabdlico, actuando para ello como
efectores las distintas poblaciones celulares 6seas: células de revestimiento, osteoclastos,

osteoblastos, osteocitos y sus precursores.

En general, dichas transformaciones involucran tres procesos diferentes:
crecimiento, modelado y remodelado 6seo. Se denomina crecimiento al proceso de
alargamiento del esqueleto que ocurre durante la infancia y la juventud, y que dura hasta el
cierre de las epifisis. El proceso de modelado esta relacionado con la expansion transversal
del hueso y la adquisiciéon de su forma exterior durante la etapa de crecimiento. El
remodelado 6seo; sin embargo, es el mecanismo por el cual el hueso adulto se renueva para
mantener intacta su competencia estructural y biomecanica, evitando la acumulacién de

microlesiones causadas por la fatiga del material (Parfitt, 2001).

Mientras que el concepto de modelado 6seo se refiere a los cambios que
experimenta el esqueleto durante el desarrollo hasta alcanzar el tamano y forma definitivos,
el remodelado es el proceso que tiene lugar en el hueso adulto, gracias al cual se sustituye
continuamente tejido 6seo viejo por nuevo. Como consecuencia de esta renovacion, el
remodelado 6seo, no solamente asegura un abastecimiento de hueso nuevo, sino que

contribuye a la homeostasis del Ca (Kanis, 1998). Asi pues, modelado y remodelado
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difieren completamente: el primero es general y continuo mientras que el remodelado es
local y ciclico, la extensién del remodelado es del 5% en el hueso cortical y del 20 % en el
trabecular (dado que la superficie expuesta es mayor), la del modelado es del 100%; el
balance 6seo del remodelado puede ser negativo y en el modelado es positivo (Mundy y

col., 2003).

En circunstancias normales, en los individuos jévenes el remodelado mantiene la
masa esquelética practicamente invariable. Sin embargo; con el envejecimiento, la
menopausia o algunas enfermedades, se altera el balance de manera que la resorcién
predomina sobre la formacién y se produce una pérdida neta de hueso que conduce a la
osteoporosis. Ello puede deberse a una actividad osteoclastica aumentada o a una
disminucién de la actividad osteoblastica. El hueso trabecular es especialmente sensible a

las alteraciones del balance 6seo, dado su rapido #urmover (Arnett y col., 2003; Arnett, 2004).

A nivel microscépico el remodelado dseo se produce en las llamadas unidades
basicas multicelulares o BMU (basic multicellular units). La unidad de remodelado se
compone de un frente de osteoclastos seguido de un grupo de osteoblastos, un aporte
vascular y nervioso, y tejido conectivo (Fernandez Garcia, 2007). La vida media de cada
unidad de remodelado en humanos es de 6 a 9 meses y la mayor parte de este perfodo esta
ocupado por la formacién ésea. Existen en el esqueleto humano 35 millones de unidades
basicas multicelulares y cada afio se activan 3-4 millones, en cada una de ellas el hueso es
destruido y sustituido después por otro recién formado (Manolagas y col., 2000; Jilka y col.,
2003) por lo que el esqueleto se renueva totalmente cada 10 afios (Fernandez-Tresguerres y

col., 2006).

Figura n° 1. Sincitio funcional compuesto por osteocitos, osteoblastos, células de la

medula 6sea y células endoteliales (Manolagas, 2000).

estrés mecanico mensajes hormonales
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129
. TR
|
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2.1.1. OSTEOBLASTOS

Los osteoblastos son células grandes (20-30 um), de forma poliédrica, con
citoplasma baséfilo y con un aparato de Golgi y un reticulo endoplasmico rugoso de
tamafio importante. Proceden de las células mesenquimales pluripotenciales de la médula

Osea, endostio, periostio y pericitos perivasculares (Canfield y col., 2000).

Los osteoblastos sintetizan la matriz organica o sustancia osteoide a un ritmo de 2 a
3 pm por dfa y expresan una enzima caracteristica: la fosfatasa alcalina (ALP), que permite

la mineralizaciéon a un ritmo de 1-2 pm por dia. Actualmente, se sabe que:

1. sintetizan las proteinas colagenas y no colagenas de la matriz organica del
hueso,

2. dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular,

3. contribuyen a la mineralizacién de la sustancia osteoide, gracias a la
fosfatasa alcalina,

4. median en la reabsorcion llevada a cabo por los osteoclastos a través de la
sintesis de citoquinas especificas (Simonet y col., 1997) y

5. sintetizan factores de crecimiento.

Al término de su vida, los osteoblastos pueden desaparecer por mecanismos de
apoptosis, transformarse en células de revestimiento (bone lining cells) o en osteocitos

(15%) (Aubin y col., 1996).

Las células de revestimiento pueden regular la afluencia y salida de iones minerales
del fluido 6seo extracelular, sirviendo asi como una barrera entre el hueso y la sangre, pero
conservando la capacidad de diferenciarse de nuevo a osteoblastos ante la exposicion a la

hormona de paratiroidea o fuerzas mecanicas (Dobnig y Turner, 1995).

Los osteocitos participan en la sintesis y mineralizaciéon de la matriz osteoide, pero
se cree que su funciéon principal es la de controlar el remodelado 6seo, detectando las
variaciones mecanicas de las cargas, fendmeno denominado mecanotransduccion (Lanyon,

1993).
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Figura n° 2. Los osteoblastos sintetizan la matriz proteica rellenando los huecos

de resorcion (Clarke, 2008).

En la diferenciaciéon y funcién de los osteoblastos intervienen diversos factores
(Raisz y col., 2005) de los que merecen sefialarse en primer término el Cbfa-1 o Runx-2 y el
Osterix (Osx), que actia distalmente a aquel. Ambos son necesarios para la diferenciaciéon
de los osteoblastos. El Cbfa-1, ademais, influye sobre el binomio RANKL/OPG. El
receptor PPARY, al contrario de lo que hace el factor Cbfa-1, desvia precursores de los
osteoblastos hacia adipocitos. La produccién de ligandos de este receptor es estimulada por

la lipoxigenasa (Boyle y col., 2003).

La via de sefializaciéon Wnt (mediada por PB-catenina, denominada via canénica)
constituye un mecanismo esencial en la regulacién del remodelado éseo, implica el correcto
funcionamiento de diversos factores conectados entre si, y es capaz de ejercer un control
global sobre el osteoblasto, favoreciendo su proliferacion, diferenciaciéon o apoptosis. Uno
de los componentes imprescindibles de dicha via es el complejo co-receptor formado por
una proteina relacionada con el receptor de LDL (LRP5/6) y un teceptor fiizzled (Fz); el
funcionamiento adecuado de este complejo conlleva la activaciéon de mecanismos de
transcripcion genética en el nicleo, mediados por B-catenina, que regulara la expresion de

genes relacionados con la diferenciacion o funcién del osteoblasto (Escobar-Gémez y col.,

2009).
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Figura n° 3. Las células mesenquimales pluripotenciales dan lugar a distintos tipos

de células, entre ellas los osteoblastos (modificado de Caetano-Lopes y col., 2007).
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2.1.2. OSTEOCLASTOS

Son las células encargadas de la reabsorcion. Se trata de células grandes (100 pum),
multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas. Contienen fosfatasa acida tartrato
resistente (TRAP), que permite la desfosforilacién de las proteinas, cuya actividad es
aprovechada para su identificacién, como veremos mas adelante. Ademas tienen receptores

para calcitonina.

En la membrana de los osteoclastos podemos diferenciar: un borde en cepillo,
donde tiene lugar la reabsorcion y una zona clara, rica en microfilamentos, con integrinas
que sirven de anclaje a la matriz. Para ello, los osteoclastos se movilizan hacia la zona a
reabsorber y, seguidamente, se adhieren a la superficie 6sea mineralizada por el ribete en
cepillo sellando los bordes del area mediante las integrinas. La integrina del osteoclasto,
particularmente avf33, reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) existente en el colageno y
otras proteinas de la matriz osteoide. A este nivel el pH es acido, ya que secretan acidos
(H") generados por la anhidrasa carbénica Il y enzimas proteoliticas como colagenasas,

metaloproteasas, catepsina K, glucuronidasa, etc. (Mundy, 1993), que van a originar la
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reabsorcion del hueso mediante la solubilizaciéon de la matriz organica primero y de la

mineral después (Fernandez-Tresguerres y col., 2000).

Figura n°® 4. Osteoclastos multinucleados reabsorben el hueso para formar

cavidades de resorcion conocidos como lagunas de Howship (Clarke, 2008).

Los osteoclastos proceden de células madre hematopoyéticas medulares
denominadas “Unidades Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macréfagos” (CFU-
GM), precursoras de macrofagos y monocitos (Mundy, 1993). Pero los osteoblastos juegan
un papel fundamental en la formaciéon de los osteoclastos pues producen M-CSF, OPG,
RANK y RANKL que son importantes reguladores de la osteoclastogénesis: el factor
estimulante de las colonias de macréfagos (M-CSF) es requerido en las primeras fases del
proceso para la formacion de células gigantes multinucleadas; RANKL (ligando del
receptor activador de NFkB) antiguamente llamado ODF (osteoclast differentiation factor)
(Simonet y col., 1997; Burgess y col., 1999) es una citoquina transmembrana perteneciente a
la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) (Lacey y col., 1998), se trata de un ligando
situado en la superficie de osteoblastos y pre-osteoblastos, que al interaccionar con su
receptor RANK (situado en la membrana de osteoclastos y pre-osteoclastos) produce una
activacion de la diferenciacion y de la actividad osteoclastica, aumentando la reabsorcion; y
la OPG (osteoprotegerina, proteina perteneciente a la superfamilia de los receptores de
TNF (Simonet y col., 1997) que es sintetizada por osteoblastos y pre-osteoblastos.), cuando
se une a RANKIL inhibe la unién de RANKI. a RANK, inhibiendo, en definitiva, la

diferenciacion osteoclastica (Cohen, 20006).
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Figura n° 5. Regulacion de la osteoclastogénesis (modificado de Aubin, 2000).
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2.1.3. FASES DEL REMODELADO OSEO

El lugar en el que se inicia el remodelado puede ser al azar pero se ha visto que
también esta dirigido concretamente a areas que requieren reparacion (Burr, 2002; Parfitt,
2002).

El remodelado 6seo se divide en las siguientes fases:

Figura n° 6. Secuencia del remodelado éseo (modificado de Kearns y Kallmes,
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Fase quiescente: Se dice del hueso en condiciones de reposo. Los factores que

inician el proceso de remodelado aun no son conocidos.

Fase de activacion: el primer fenémeno que tiene lugar es la retracciéon de las
células limitantes y la digestiéon de la membrana enddstica por la accién de las colagenasas.
La fase de activacion produce en esa zona un aumento de la actividad metabdlica, con
liberacién de enzimas proteoliticas que dejan expuestas sustancias quimiotacticas (colageno
tipo I, osteonectina, etc.) encargadas de reclutar de la circulaciéon a las células

mononucleares precursoras de los osteoclastos (Roodman, 1999).

Fase de resorcion: una vez generados y activados los osteoclastos se fijan, gracias
a su borde en cepillo, a la superficie que va a ser remodelada formando una anillo que sella
el espacio existente entre la membrana osteoclastica y la matriz Osea, aislandolo del
microambiente 6seo, para posteriormente comenzar a Secretar protones y enzimas
proteoliticas (colagenasas, catepsina K, etc.). La acidificaciéon produce un fendémeno de
desmineralizacién, y posteriormente la matriz desmineralizada es degradada por las enzimas
proteoliticas (Boyle y col., 2003) que dan lugar, en el hueso cortical, a un tinel denominado

“cono penetrante” y, en el hueso trabecular, a una zanja llamada “laguna de Howship”

(figura 4).

La fase de resorcion finaliza con la apoptosis osteoclastica, proceso regulado por
diversos factores, entre los que destaca por su importancia TGF-B que ademids inhibe la

apoptosis de los osteoblastos (Parfitt y col,, 2002). Esta fase dura aproximadamente 3

semanas.

Fase de inversion: al término de la etapa anterior, las cavidades de resorcion
contienen células mononucleares, incluyendo monocitos, osteocitos liberados de la matriz
de hueso, y preosteoblastos que sintetizan una sustancia cementante sobre la que se va a
adherir el nuevo tejido y expresan BMPs (proteinas morfogenéticas dseas). Las sefiales que
acoplan el final de la resorcion y el principio de la formacién son aun desconocidas, se
piensa que puede tratarse de factores de crecimiento contenidos en la matriz:
fundamentalmente TGF-§ (factor transformante del crecimiento ) (Bonewald y col., 1990;

Locklin y col., 1999; Dallas y col., 2002), PDGF (factor de crecimiento derivado de las
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plaquetas), IGF-I y II (factor analogo a la insulina I y II) (Hock y col., 2004) y factor de

crecimiento de fibroblastos; o incluso elementos constituyentes de la propia mattiz.

Fase de formacion: los preosteoblastos, atraidos por los factores de crecimiento
que se liberaron de la matriz que actian como quimioticticos y que ademas estimulan su
proliferacion (Lind y col., 1995), se diferencian a osteoblastos, este proceso es mediado por
IGF-1 y BMP-2 (Kawaguchi y col., 2005). A los pocos dias, los osteoblastos, ya formados,
van sintetizando los componentes organicos de la matriz (figura 2), que en el caso del
hueso cortical se van depositando en forma de laminillas concéntricas, y de forma paralela

en el hueso trabecular.

Fase de mineralizacion: dado que el hueso depositado inicialmente no esta
mineralizado (hueso osteoide), los osteoblastos regulan la mineralizaciéon de la matriz
liberando pequefas vesiculas que concentran el Ca y el fosfato y destruyen
enzimaticamente inhibidores de la mineralizacién como el pirofosfato o los proteoglicanos
(Anderson, 2003). En la interfase entre el osteoide y el hueso preexistente tiene lugar la
mineralizacién primaria de la matriz, de manera que el hueso recién formado va
aumentando progresivamente su densidad mineral a lo largo de un plano de barrido
denominado frente de mineralizacion. Todo este ciclo completo de remodelacion ésea dura
entre 3 y 8 meses. La fase de mineralizacion secundaria, mas lenta y gradual que la primaria,

puede prolongarse durante anos (Kanis, 1996).

2.1.4. FACTORES REGULADORES DEL REMODELADO OSEO

El balance entre la reabsorcion y la formacién 6seas esta influido por una serie de
factores, interrelacionados entre si, como son factores genéticos, mecanicos, nutricionales,

sistémicos y locales.

Factores genéticos: son determinantes muy importantes en el pico de masa 6sea,
ya que entre el 60 y el 80% de ésta se encuentra determinada genéticamente (Grant y
Ralston, 1997). Asi los sujetos de raza negra poseen una masa 6sea mayor que los de raza
blanca y éstos mayor que la amarilla. La masa 6sea se transmite de padres a hijos, por ello la
predisposicion a padecer osteoporosis es mayor en hijas de madres que la padecen (Pocock

y col., 1987).

11
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Factores mecanicos: entre los que se incluyen la gravedad, el peso y la actividad
fisica. Se cree que la accién muscular transmite al hueso una tensiéon que es detectada por la
red de osteocitos, estos en respuesta a los estimulos, enviarfan 6rdenes a las células de
revestimiento, que se retraerfan para dejar libre la superficie 6sea y atraerfan a los

precursores de los osteoclastos (Noble y col., 2003).

Factores nutricionales: es interesante este factor porque puede ser modificado. Se
necesita un minimo de Ca para permitir la mineralizacién que la mayoria de los autores
cifran en unos 1.200 mg diarios hasta los 25 afios; después y hasta los 45 no debe ser
inferior a 1 gramo y tras la menopausia debe ser por lo menos 1.500 mg al dia. Asimismo,
se conoce que habitos téxicos como tabaco, cafeina, alcohol y exceso de sal constituyen

factores de riesgo para la apariciéon de osteopenia (Fernandez-Tresguerres y col., 20006).

Factores sistémicos: los reguladores hormonales sistémicos fueron los primeros
estudiados, y de los que se tiene mayor informacién de sus acciones sobre el tejido dseo.

Estos factores hormonales circulantes se pueden clasificar en tres grandes grupos:

Tabla n° 1. Hormonas implicadas en el remodelado 6seo.

Hormonas calciotropas
e Parathormona (PHT)
e Calcitriol
e C(Calcitonina
Hormonas sexuales
e Estrogenos
¢ Andrégenos
Otras
e Hormona de crecimiento
e Hormonas tiroideas
e Insulina
e Glucocorticoides

e Leptina
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Parathormona (PTH)

Es la hormona que controla la homeostasis del Ca a través de la acciéon directa
sobre el hueso y el rindén e indirecta en el intestino. Producida en las glandulas paratiroideas
que responden al descenso de la calcemia, es la hormona hipercalcemiante por excelencia,

al favorecer la resorcion.

No obstante, en los ultimos afios se ha descubierto un papel estimulador en la
formacién 6sea, a través de la sintesis de IGF-I y TGFE-$ (Canalis y col., 1989). Este doble
efecto de resorcion y formacion se explicaria porque la PTH administrada de forma
continua estimula la resorcion 6sea a través de la secrecion de RANKL e IL-6 y IL-11 por
los osteoblastos, lo que activa la diferenciacion y funciéon osteoclastica. Esta activacion se
produce de forma indirecta aunque los osteoclastos expresan receptores para la PTH
(Dempster y col., 2005), mientras que a dosis intermitentes, la PTH favorece la formacion
de hueso, a través de un aumento del nimero de osteoblastos y de la tasa de formacion
(Cosman y col., 2004) ya que estimula la transformaciéon de osteocitos en osteoblastos
activos (Langub y col., 2001) y disminuye la apoptosis de los mismos (Bringhhurst y col.,
2002).

Calcitriol o 1,25(OH), vitamina D,

Hormona esteroidea que proviene de la sintesis enddgena en la piel y de la dieta,
favorece la absorcion intestinal de Ca y fosfato, facilitando por tanto, la mineralizacién ésea
(Fiter, 2004; Fernandez-Tresguerres, 20006). Ademas estimula la resorciéon Osea,
probablemente a través de su accién sobre la maduracién de las células precursoras
hematopoyéticas que se diferenciaran hacia osteoclastos y estudios recientes sugieren que la
vitamina D producirfa la liberacién de factores de reabsorcion por parte de los

osteoblastos, que estimularfan la actividad osteoclastica (Holick, 2003).

Calcitonina

Producida en las células C o parafoliculares del tiroides, es inhibidora de la

resorcion o6sea. Chambers (2000) ha demostrado la inhibicién directa que la calcitonina

(CT) ejerce sobre el osteoclasto; esto se ha establecido de dos maneras: inhibiciéon de la
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movilidad y distribucién de los osteoclastos, y una reducciéon de la resorcion de hueso
cortical por osteoclastos aislados, medida por microscopia electronica de barrido. En el
pasado, un gran ndimero de investigadores han intentado determinar si la calcitonina
estimula la formacion 6sea osteoblastica, y la opinién sobre esta cuestion esta muy dividida
(Wallach y col, 1993) ya que aunque tradicionalmente se ha considerado que los
osteoblastos carecen de receptores para la CT, en algunos experimentos se ha comprobado
cierta accién de la misma sobre estas células; consiste en un efecto anabdlico, con
estimulacion de la formacion 6sea producida por BMP-2 y de la produccién de factores de
crecimiento (Zaidi y col.,, 2002). La CT ejerceria una accion directa y estimuladora sobre los
osteoblastos, por receptores especificos, actuando via protein-kinasa C (Villa y col,, 2003).
Segun estos hallazgos, se debe estudiar la posibilidad de que esta hormona incremente la
formacion 6sea, a pesar de que incuestionablemente es mas evidente su efecto sobre la

resorcion.

Estrogenos

Esenciales para el cierre de los cartilagos de conjuncion, juegan un papel importante
en el desarrollo esquelético tanto femenino como masculino durante la adolescencia (Fiter,
2004). Los estrogenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo 6seo, favoreciendo, por
un lado, la formacion 6sea, al aumentar el nimero y funcion de los osteoblastos y evitar su
apoptosis (Kousteni y col., 2001), y por otro, disminuyendo la reabsorcién pues estimulan
la apoptosis de los osteoclastos mediante la produccién de TGF-f por los osteoblastos
(Huber y col.,, 2001) y la inhibicién de la producciéon de 116, el principal estimulo para la
resorcion (Pleilschifter y col., 2002).

Se han descrito receptores de estrogenos en osteoblastos, osteocitos y osteoclastos
humanos. Existen distintos estudios tanto zz vivo como in vitro acerca del efecto de los
estrogenos sobre el sistema OPG/RANK/RANKIL, que aunque con resultados no
contundentes, parece ser que apoyan la idea de que los estrogenos inhiben la
osteoclatogénesis via OPG/RANK/RANKL (Koshla y col., 2002; Hofbauer y col., 2004).
Estos hechos quedan manifiestos en la pérdida de masa 6sea que ocurre en los primeros
aflos de postmenopausia tras el cese de la actividad estrogénica que ocasiona un aumento

del remodelado (Rigss y col., 2002).
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Andrégenos

Tienen un efecto anabolizante sobre el hueso a través del estimulo de los receptores
de los osteoblastos, favoreciendo su proliferacion, diferenciaciéon y supervivencia
(Vanderschueren y col., 2004), estos efectos pueden deberse a la estimulacién de TGF-3
(Vanderschueren y col., 2004) e IGF-1 (Rucker y col.,, 2004) y a la inhibicién de IL-6.
Mientras que la deficiencia androgénica se asocia a una menor DMO, la administracién de
testosterona en jovenes antes del cierre epifisario incrementa la masa 6sea. Igualmente, las
mujeres con exceso de androgenos presentan densidades 6seas mas altas (Fiter, 2004;

Fernandez-Tresguerres, 2000).

Hormona de crecimiento (GH)

Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. L.a GH actia directamente
sobre los osteoblastos, con receptores para la hormona, estimulando su actividad, lo que
produce un aumento en la sintesis de coldgeno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La accién
indirecta se produce a través del aumento de la sintesis de IGF-I y II por los osteoblastos.
Estos factores favorecen la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos, aumentando

su numero y funciéon (Fernandez-Tresguerres, 2000).

Desde hace unos afios se viene considerando a la GH como un factor de
crecimiento local, ya que no sélo se sintetiza en la adenohipéfisis, sino en casi todas las
células del organismo, incluidos los osteoblastos (Harvey y Hull, 1998), teniendo un efecto

autocrino y paracrino, ademas de endocrino.

Hormonas tiroideas

Poseen dos acciones contrapuestas sobre el hueso. En primer lugar, estimulan la
sintesis de la matriz osteoide por los osteoblastos y su mineralizacién, favoreciendo la
sintesis de IGF-I. Por esto en el hipotiroidismo congénito (cretinismo) se produce talla baja
por alteraciéon de la formaciéon 6sea. En segundo lugar, se produce un efecto contrario,
estimulando la resorcién al aumentar el numero y funcién de los osteoclastos. La
manifestacion clinica de este efecto es la aparicion de pérdida de masa 6sea en el

hipertiroidismo (Jédar Gimeno y col., 1997).
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Insulina

Tiene un efecto anabdlico importante, pues estimula la incorporacion de
aminoacidos al tejido 6seo, ademas de aumentar la produccién de colageno (Guyton Arthur

y Hall John, 1998) y la sintesis hepatica de IGF-1.
Glucocorticoides

De forma fisiolégica, actian como moduladores del remodelado éseo; a dosis altas
tienen efectos catabdlicos sobre el hueso, ya que inhiben la sintesis de IGF-I por los
osteoblastos, y suprimen directamente la BMP-2 y el Cbfal, factores criticos para la

osteoblastogénesis (Manolagas, 2000).
Leptina

Es una de las tltimas hormonas que ha sido incluida entre los reguladores de la
fisiologia 6sea. Cuando actia a nivel del sistema nervioso central, determina un efecto
inhibidor sobre el desarrollo de la masa 6sea y cuando acta a nivel periférico da lugar al

efecto contrario.

El principal mecanismo de accién es una estimulacion directa sobre la actividad
osteoblastica promoviendo la sintesis de colageno (Gozdeladze y col, 2002) y una
estimulacién antiosteoclastogénica de la osteoprotegerina (Burguera y col., 2001),

promoviendo la mineralizacién Osea.

Factores locales: como ya se ha comentado, la secuencia de remodelado dseo se
produce en parcelas concretas a lo largo de todo el esqueleto. Cada una de ellas se halla
separada tanto en tiempo como en espacio, de las otras. Esta es una de las razones por las
cuales los investigadores han postulado que los factores locales son los principales

responsables del control de la remodelacion.

16
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Tabla n° 2. Factores locales reguladores del remodelado 6seo (Fernandez-

Tresguerres, 2000).

Estimulan formacion

Estimulan reabsorcion

Inhiben reabsoreion

Factores

BMP-2 (Proteina morfogenética dsea-2)
BMP-4 (Proteina morfogenética dsea-4)

|
BMP-6 (Proteina morfogenética dsea-6)

TNF (Factor de necrosis tumoral)
EGF (Factor de crecimiento epidérmico)
PDGF (Factor de crecimiento derivado

PGE, (Prostaglandina E-1)
PGG; (Prostaglandina G-2)
PGl; (Prostaglandina 1-2)
PGH, (Prostaglandina H-2)

de BMP-7 (Proteina morfogenética 0sea-7) de las plaquetas
crecimiento IGF-I (factor analogo a la insulina I) FGF (Factor de crecimiento fibroblastico)
IGF -11 (Factor analogo a la insulina 11) M-CSF (Factor estimulante de colonias
TGF-B (Factor transformante del de macrofagos)
crecimiento f) GM-CSF (Factor estimulante de colonias
FGF (Factor de crecimiento fibroblastico) | de granulocitos y macrofagos)
PDGF (Factor de crecimiento derivado de
las plaquetas)
VEGF (Factor de crecimiento vascular
endotelial)
IL-1 (Interleuquina -1)
IL-6 (Interleuquina -6)
IL-8 (Interleuquina -8)
IL-11 (Interleuquina -11) L
Citoquinas PGE; (Prosta g]zim‘lina E2) IFN-y (Interferon)

IL-4 {Interleuquina-4)

IGF-1y II (Insulin-like Growth Factor I y IT)

Los factores de crecimiento analogos a la insulina son polipéptidos similares a esta

hormona sintetizados por el higado y los osteoblastos. Se hallan en gran concentracién en

la matriz osteoide (Cohick y Clemmons, 1993). La IGF-I incrementa el numero y funcién

de los osteoblastos, favoreciendo la sintesis de colageno (Manolagas, 2000). Circulan unidos

a proteinas de uniéon IGFBP de IGF-binding proteins) que a su vez pueden ejercer efectos

estimulatorios o inhibitorios sobre el hueso (Minuto y col, 2005). Los IGFs estan

regulados por hormonas y factores de crecimiento locales; asi la GH, los estrégenos y la

progesterona aumentan su produccién, mientras que los glucocorticoides la inhiben.

Asimismo, median en la interaccion osteoblasto-osteoclasto e intervienen de forma activa

en el remodelado 6seo (Ueland., 2005).

17



18

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

TGF-B (Transforming Growth Factor-§)

Los factores de crecimiento transformantes 3 son una superfamilia de proteinas
muy abundantes en el tejido 6seo (los segundos, tras los IGF). Estan presentes en la matriz
en forma latente y se activan durante la reabsorcién osteoclastica. TGF-$ inhibe la
apoptosis de los osteoblastos y estimula la de los osteoclastos, acoplando de esta manera la

resorcion y la formacion del tejido 6seo (Janssens y col., 2005; Shoback y col., 2007).

BMPs (Bone Morphogenetic Proteins)

Las proteinas morfogenéticas 6seas estan incluidas dentro de la familia de los TGF-
B. Constituyen un grupo de 15 proteinas capaces de conseguir la transformacion de tejido
conjuntivo en tejido 6seo, por lo que se consideran osteoinductivas. Asimismo, son capaces
de estimular la diferenciacion de células pluripotenciales hacia diferentes lineas celulares
(tejido adiposo, cartilago y hueso). Son muy abundantes en el tejido 6seo y durante la

embriogénesis participan en la formacién de hueso y cartilago.

Actualmente se las considera como los factores mas potentes de la diferenciacion
osteoblastica (Yamaguchi y col., 2000). Canalis y col (2003) creen que ademas de estimular

la osteogénesis inhiben la osteoclastogénesis.

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor)

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas por un lado estimula la sintesis
proteica llevada a cabo por los osteoblastos (Nash y col,, 1994) y por otro, favorece la

reabsorcion Osea.
GM-CSF (Granulocyte/Macrophage-Colony Stimulating Factor)
El factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos es importante para

la osteoclastogénesis y puede intervenir en la patogenia de la osteopetrosis (Fernandez-

Tresguerres, 20006).
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M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor)

El factor estimulador de colonias de macréfagos es producido por los osteoblastos
y células del estroma medular y es requerido como factor esencial en las primeras fases de
la osteoclastogénesis para la formacién de células gigantes multinucleadas, pero no tiene
efecto sobre la actividad osteoclastica (Fernandez-Tresguerres, 2000).

TNF (Tumor Necrosis Factor)

El factor de necrosis tumoral iz vitro estimula la reabsorcion y se le ha relacionado

con la pérdida 6sea de la artritis y de la enfermedad periodontal (Fernandez-Tresguerres,

2006).

Interleuquina 1 (IL-1)

Es un factor activador de los osteoclastos maduros (Kim y col., 2000).

Interleuquina 6 (IL-6)

Estimula los precursores hematopoyéticos de los osteoclastos, por tanto,

indirectamente estimula la formacion osteoclastica (Gorny y col., 2004)

Interleuquina 11 (IL-11)

Estimula la produccién de RANKL por los osteoblastos (Ahlen y col., 2002).

Prostaglandinas (PG)

Parecen favorecer, al menos iz vitro, la proliferacion de los osteoclastos y la
resorcion o6sea, fundamentalmente la PGE2, pero también la PGE1, PGG2, PGI2 y la
PGH2 (Kawaguchi, 1995).
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Oxido Nitrico

Su sintesis es estimulada por diversas citoquinas y por algunas hormonas, como el
calcitriol y los estrogenos. Parece ejercer efectos tanto sobre los osteoblastos como sobre
los osteoclastos (Van’t y Ralston, 2001). A concentraciones bajas, el NO tiende, en general,

a favorecer la actividad osteoblastica (Otsuka y col., 1998).

Proteinas de la matriz

Recientemente se ha descubierto que las proteinas de la matriz actdan como
moduladores de los factores de crecimiento (Young, 2003). Hay que tener en cuenta que las
proteinas de la matriz se hallan a una concentracién mil veces mayor que los factores de
crecimiento, por lo que podrian jugar un papel mas importante en la regulacion de las

diferentes funciones celulares (Horowitz, 2003).

2.1.5. MARCADORES DEL REMODELADO OSEO

Durante el proceso de remodelado, son liberadas a la circulacién una serie de
sustancias derivadas de la actividad de osteoclastos y osteoblastos, cuya medida, refleja de
manera indirecta la fisiologfa del tejido éseo, son los llamados “marcadores bioquimicos del
remodelado 6seo” (MRO). Cada marcador proporciona informacién sobre un aspecto
diferente del metabolismo del hueso. Incluso, algunos de estos marcadores (como la
osteocalcina sérica o la hidroxiprolina urinaria) pueden reflejar, al menos en cierto grado,

tanto la formaciéon como la resorcion del hueso (Stepan, 20006).

Las caracteristicas ideales que deberfa cumplir un marcador de remodelado 6seo
son: determinacion no invasiva, facilidad de recogida de la muestra, ser un producto
especifico del metabolismo 6seo, mostrar correlacion con técnicas de referencia en el
analisis del remodelado y responder al tratamiento especifico de enfermedades que afecten
al metabolismo 6seo (de la Higuera Lopez-Frias, 2004). Sin embargo, aunque los MRO son
instrumentos de investigacioén interesantes, su utilidad clinica esta limitada por sus aspectos

técnicos y analiticos especificos y por la variabilidad preanalitica (Stepan, 2000).
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El proceso de resorciéon 6sea origina la liberaciéon de su contenido mineral y la
degradacion de la matriz proteica. De igual forma, en la sintesis y mineralizacién del tejido
6seo se liberan sustancias enzimaticas y fragmentos derivados del procesamiento del
colageno que son integrados al torrente circulatorio y pueden ser determinados como
indices de remodelado 6seo. De los once marcadores bioquimicos mas frecuentemente
usados para medir la formacién y reabsorcion Oseas, nueve son proteinas de la matriz

extracelular (Young, 2003).

Tabla n° 3. Marcadores del metabolismo dseo.

Marcadores de formacion

e Fosfatasa alcalina especifica de hueso (BSAP)

e Osteocalcina (OC)

e Propéptidos de colageno tipo-I carboxil terminal (PICP)

e Propéptidos de colageno tipo-I amino terminal (PINP)
Marcadores de resorcion

e Hidroxiprolina e Hidroxilisina

e Piridolina (Pyr) y Deoxipiridolina (D- Pyr)

e N-telopéptidos de los enlaces de colageno (NTx)

e C- telopéptidos de los enlaces de colageno (CTx) y enlaces
unidos a C-telopéptidos de colageno tipo-I (ICTP)

e Fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP)

2.1.5.1. MARCADORES DE FORMACION OSEA

Los marcadores de formacion de hueso son medidos en el suero. Unos son enzimas
u otras proteinas secretadas por osteoblastos en diferentes estadios de diferenciacion, y

otros son los subproductos de la deposicion de colageno tipo I (Schonau y Rauch, 1997).

Fosfatasa Alcalina en Suero (ALP)

La fosfatasa alcalina se encuentra en la membrana celular de los osteoblastos y en
las células del higado, el rifidn, el intestino, el bazo, y la placenta. Todavia no se sabe con
precision su funcion, pero se piensa que desempena un papel en la formacién osteoide y la

mineralizacion. En adultos normales, aproximadamente la mitad de la fosfatasa alcalina del
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suero proviene del hueso (Calvo y col., 1996). Como la fosfatasa alcalina de los diferentes
tipos de células se diferencia en su contenido de carbohidratos, se han desarrollado
inmunoensayos relativamente especificos para la fosfatasa alcalina del hueso, aunque
todavia exista una reactividad cruzada entre las enzimas del hueso y del higado de hasta el

20% (Seibel, 2005).

Osteocalcina

La osteocalcina es un péptido grande sintetizado por los osteoblastos, se une a la
hidroxiapatita y la mayor parte se incorpora a la matriz del hueso. Como los fragmentos de
osteocalcina son liberados de la matriz durante la resorcién, los ensayos para determinar la
osteocalcina y sus fragmentos reflejan tanto formacién como resorcion (Cloos y Christgau,

2004).

Péptidos de Procolageno

El colageno tipo I es el componente mas abundante de la matriz ésea. Durante la
sintesis del mismo, se liberan fragmentos peptidicos amino y carboxiterminales de la
molécula precursora (el pro-colageno) y son liberados a la circulacion (Risteli y Risteli,
20006). Los productos fraccionados de este proceso son el PICP y el PINP. Estas
extensiones de péptidos de pro-colageno tipo I pueden ser detectadas por

radioinmunoanalisis y reflejan la cantidad de matriz 6sea sintetizada (Cons-Molina, 2003).

Estudios 7z vitro han demostrado un aumento en la secrecion de PINP después de
estimular osteoblastos de ratén con BMP-4 y estrégenos (Parikka y col., 2005). Y los
valores de PINP también son elevados tras el tratamiento con PTH tanto en ratas jovenes

ovarictomizadas como en ratas viejas intactas (Hale y col., 2007).

El PINP es un marcador particularmente util para monitorizar la eficacia de la
terapia antiosteoporotica con agentes anabolicos (Chen y col., 2005; Finkelstein y col.,
2000), y es también el mejor marcador de remodelado 6seo para monitorizar la eficacia de

la terapia antiresortiva (Nenonen y col., 2005; Finkelstein y col., 2000).
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2.1.5.2. MARCADORES DE RESORCION OSEA

Son liberados como consecuencia de la degradacion osteoclastica durante la
resorcion Osea, son medidos en el suero o la orina. Los indicadores mas directos son los

fragmentos de colageno producidos por la actividad osteoclastica (Calvo y col., 1996).

Hidroxiprolina e Hidroxilisina

Son aminoacidos caracteristicos del colageno, por tanto, el aumento en el
remodelado 6seo puede elevar los niveles hidroxiprolina urinaria; sin embargo, en la
actualidad la medicién de hidroxiprolina urinaria es el menos empleado de los marcadores

port ser poco especifico (Singer y Eyre, 2008).

Piridinolina y Deoxipiridinolina

Son los dos principales tipos de aminoacidos encontrados en los puentes cruzados
intra y extramoleculares (crossiinks) del colageno tipo I, que le confieren elevada

insolubilidad y resistencia, a diferencia de las fibras colagenas de otros tejidos (Eyre, 1988).

La piridinolina se encuentra principalmente en el cartilago y a niveles bajos en el
colageno del hueso. En contraste, la deoxipiridinolina se halla casi exclusivamente en la

dentina y en el colageno tipo I, siendo de esta manera un marcador excelente de pérdida

osea (Rosen, 1994).

Telopéptidos C-terminal o aminoterminal del colageno tipo I

Son también fragmentos liberados durante la actividad de los osteoclastos y son
marcadores potencialmente mas especificos de la pérdida de colageno éseo. Las pruebas
inmunoenzimaticas para los telopéptidos-N y telopéptidos-C son indicadores sensibles y
especificos de la resorcion 6sea. Los niveles de telopéptidos en sangre o en orina aumentan
en pacientes con enfermedades seas asociadas con aumento en la resorcién (Cons-Molina,

2003).
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Fosfatasa Acida Resistente a Tartrato (TRACP)

Los macréfagos activados y los osteoclastos en fase de resorcion dsea expresan una
alta cantidad de fosfatasa acida tartrato resistente (RatTRAP o TRACP), que puede ser
distinguida de otras isoenzimas de fosfatasa acida (Yaziji y col., 1995). En sangre, circulan
dos formas de TRACP: TRACP 5a y TRACP 5b (Lam y col., 1981). TRACP 5b procede de
los osteoclastos (juega un papel importante en la resorcion o6sea) y TRACP 5a de
macroéfagos inflamatorios (Halleen y col.,, 2000; Janckila y col.,, 2002). Los osteoclastos
secretan TRACP 5b al torrente sanguineo como una enzima activa que posteriormente es
inactivada y degradada a fragmentos mas pequefios antes de ser eliminada de la circulacion;
de manera que la actividad de TRACP 5b no se acumula en caso de fracaso renal o

hepatico (Halleen y col., 2001; Hannon y col., 2004).

La variabilidad diurna de TRACP 5b en suero es baja y sus niveles no se ven
afectados por la alimentacion, permitiendo por tanto la recogida de la muestra en cualquier

momento de dia (Hannon y col., 2004).

Los niveles plasmaticos de TRACP estan elevados en pacientes con enfermedades
6seas metabolicas que cursan con un aumento en la velocidad del remodelado 6seo. Es el
unico de los marcadores de remodelado que evalta la actividad directa del osteoclasto ya
que el resto de los marcadores de resorcion son indicadores del grado destruccion de la
matriz 6sea (Cons-Molina, 2003). Incluso estudios recientes van mas alla y han mostrado
que la secreciéon de TRACP 5b indica mas bien el numero de osteoclastos que su actividad

(Alatalo y col., 2004).

Usos potenciales de los Marcadores Bioquimicos de Remodelado Oseo:
prediccion de la masa 6sea, prediccion del riesgo de fractura, prediccion de pérdida dsea y

monitoreo de la efectividad de un tratamiento (Cons-Molina, 2003).
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2.2. EL CALCIO COMO NUTRIENTE

El Ca es el mineral mas abundante del organismo, aproximadamente el 99%
(alrededor de 1,2 Kg) se encuentra en los dientes y en la matriz inorganica del esqueleto
formando parte de los cristales de hidroxiapatita [Ca,(PO,)((OH),] y brinda al hueso su
estabilidad mecanica. El 1% restante esta disuelto en el plasma sanguineo y en fluidos
celulares, donde lleva a cabo su principal funcién metabdlica, que es servir como un
segundo mensajero acoplando varias respuestas intracelulares a sefales extracelulares
(Awumey y Bukoski, 2006), como son: la conduccién nerviosa, la contraccion muscular, la
secrecion hormonal, la proliferacion celular y la coagulacién sanguinea (Miller y col. 2001).
Estas son funciones vitales que justifican que el organismo proporcione un nivel constante
de Ca en la sangre y en las células, de manera que cuando existe un aporte insuficiente de
este mineral en la alimentacién, el organismo recurrira al agotamiento parcial de la reserva
de Ca que constituye el esqueleto, aun poniendo en peligro la fortaleza 6sea, protegiendo

asf la funcién metabdlica fundamental del Ca (Heaney y Robert, 2000).

2.2.1. FUENTES ALIMENTARIAS DE CALCIO

Tabla n® 4. Aporte de Ca de algunos alimentos (Lépez y col., 2007).

Gramos Calcio

por racion {mg)

Leche completa 250 290
Leche descremada 250 300
Crema de leche 250 285
Yogurt natural hipograso 250 415
Yogurt con frutas hipograso 250 315
Yogurt helado 250 200
Helado con leche 250 176
Sardinas (con espina) 95 372
Salmén 05 | 80
Gambas 250 147
Brocoli (cocinado) 250 136
Nabos verdes cocinados 250 267
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Aunque la leche y los productos lacteos constituyen las fuentes primarias de Ca,
existen otros alimentos con igual o mayor aporte de este elemento, cabe destacar las
verduras de hoja verde como el brécoli, repollo, apio, coliflor y nabo; en el caso del
ruibarbo, las espinacas y la remolacha el acido oxalico limita bastante su biodisponibilidad.
Los pescados azules como el bacalao, caballa, salmoén, sardinas, angulas, langostinos y
arenques frescos, aportan una cantidad importante de Ca a la dieta. Los frutos secos
(almendras, nueces, avellanas, castafias, higos, pasas y cacahuetes) y legumbres (garbanzos,
judfas blancas y pintas, habas y lentejas) también son ricos en este micronutriente, destaca
especialmente el Ca presente en la soja y sus derivados, como por ejemplo el tofu
(elaborado con sulfato calcico o cloruro calcico), pues es absorbido por el cuerpo de igual

modo que el de la leche o incluso en mayor proporcion.

Tabla n°® 5. Tasa de absorcién del Ca de algunos alimentos.

Hortalizas de hoja verde oscura (brécol, coles de Bruselas, 50-70%
col china o verde, col rizada, etc.)

Leche 32%
Salmoén y sardina 30%
Almendras 21%
Legumbres 17%
Espinacas cocidas 5%

Beneficios del calcio procedente de la leche y sus derivados

La leche y sus derivados constituyen un grupo de alimentos de gran valor
nutricional, proporcionan cantidades importantes de sustancias nutritivas esenciales como:
P (32%), riboflavina (26%), vitamina B,, (21%), proteina de alta calidad (19%), K (18,9%),
Zn (16%), Mg (16%), y vitamina A (15%) pero el nutriente por excelencia que aporta este
conjunto de alimentos es el Ca, el 75-89% del Ca ingerido procede de estas fuentes

(Caceres y col., 2003).
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El Cay el P de los productos lacteos se encuentran en una proporcién optima para
el crecimiento y el desarrollo esquelético, de ahi la relacién directa que existe entre la
ingesta de lacteos y la adquisiciéon de masa osea, esta circunstancia les confiere un mayor
valor nutritivo si cabe. De hecho, estudios clinicos y epidemiolégicos publicados desde
1975 demuestran que el consumo de las cantidades adecuadas de Ca o alimentos ricos en
Ca, como la leche y sus derivados, en todas la etapas de la vida, contribuye a optimizar el
pico de masa 6sea a los 30 afios o antes, reducir la pérdida de hueso relacionada con la edad
y el riesgo de fractura osteoporotica en la edad adulta. Este punto es reforzado por las
Directrices Dietéticas para americanos de 2005 y en el Informe sobre salud dsea y osteoporosis de 2004,
que recomienda 3 productos lacteos al dia (pues es dificil alcanzar las recomendaciones de
Ca dietéticas sin su consumo), y sugiere que su ingesta puede tener beneficios en la salud

adicionales mas alla de los mencionados en el hueso (Huth y col., 2000).

Tanto la leche de vaca como la de cabra contienen 1043-1283 mg/kg de Ca
(Gaucheron, 2005) de los cuales el 20% esta unido a caseina como un coloide organico
insoluble y el 80% restante en forma mineral (45% en el fosfato tricalcico de los
fosfocaseinatos, que es también insoluble y coloidal, y un 35% soluble). El Ca organico y
mineral unido a la caseina es facilmente liberado durante la digestién, y su biodisponibilidad es
alta, por ello, muchos estudios de solubilidad del Ca usan el de la leche como patrén de
referencia; mientras que el Ca en las espinacas, presente como un oxalato insoluble, es tomado
como el ejemplo extremo de la peor biodisponibilidad. Sin embargo, excepto para los recién
nacidos alimentados con leche materna que pueden absorber casi todo el Ca ingerido, el
porcentaje absorbido de la leche, rara vez excede el 40% en condiciones normales (Guéguen,

2000).

Otros derivados lacteos, como por ejemplo el queso, también contienen Ca facilmente
disponible, a pesar de que usualmente contienen grandes cantidades de acidos grasos
saturados de cadena larga y no contienen lactosa (Guéguen, 1992). Estudios en ratas
alimentadas con queso cheddar marcado con “Ca mostraron que el Ca fue absorbido de la
misma forma que en la leche y que el grado de maduracion del queso no afect6 a la absorcion
(Buchowski y Miller, 1990). El Ca de este queso y otros quesos procesados es utilizado tan
bien como el de la leche ya que los fosfocaseinatos formados por la digestion proteolitica de la
caseina en el intestino aumentan su absorcion. El queso madurado es una fuente de Ca

especialmente buena para individuos que presentan deficiencia de lactasa (Kato y col., 2002).
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El Ca de la leche presenta varios aspectos interesantes con respecto a otros alimentos
o suplementos dietéticos. Estos factores pueden ser importantes cuando es necesatio asegurar

una alta absorcion de Ca, bajo ciertas condiciones fisiologicas que no son favorables.

Puesto que el Ca de la leche esta unido a péptidos y proteinas, es mas probable que
permanezca en solucion cuando el pH es desfavorable, como cuando existe aclorhidria. El Ca
de la leche puede absorberse en ausencia de vitamina D, bajo la influencia de la lactosa en el
intestino delgado distal, a través de la via paracelular. Por tanto, la leche proporciona Ca con
“absorcion asegurada”, que es generalmente insensible a factores externos, excepto a los
inhibidores como el acido oxalico. Los productos licteos no contienen ningin componente
que inhiba la absorcién intestinal de Ca, a diferencia de algunos vegetales que contienen
fitatos, oxalatos o polifenoles que reducen la biodisponibilidad del Ca a pesar de que su
contenido en este mineral es alto. El efecto hipercalcitrico de los sulfatos de las proteinas
lacteas es compensado por el efecto hipocalcitrico del P (Spencer y col., 1988). Estas ventajas

no pueden ser proporcionadas por ninguna otra fuente de Ca (Heaney, 1990).

Fortificacion de alimentos con calcio

La disminucién del consumo de leche en los pafses industrializados ha dado lugar a
una inadecuada ingesta de Ca. Esta es una de las razones por las que la industria alimentaria ha
desarrollado los alimentos fortificados con Ca asegurando asi un consumo conveniente de este
mineral (Nicklas, 2003; De la Fuente y col., 2004). Perales y col., (2006) comprobaron que la
biodisponibilidad del Ca es mayor en leches fortificadas en comparaciéon con las que no lo
estan. En estudios llevados a cabo en humanos, 1a eficacia de la fortificacion con Ca dietético

ha sido demostrada por una mejora en el balance de Ca cuando su ingesta aumenta (Kohls,

1991; Chang y col., 1995).

El zumo de naranja, el pan, los cereales o los productos de reposterfa son algunos
alimentos que suelen fortificarse con Ca. Es de gran importancia una correcta eleccion de la
sal empleada sobre todo en bebidas como la leche de soja y el zumo de naranja, pues se ha
demostrado que algunos fortificantes tienden a asentarse en la parte inferior del envase
(Heaney y col,, 2005; Heaney y Rafferty, 2006), e incluso la agitacién vigorosa no era

suficiente para resuspender la sal de Ca en algunos productos.
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Rafferty y col., en un meta-andlisis llevado a cabo en 2007, compararon once sales
de Ca, y en general, a pesar de que parece que algunas de ellas destacan (como por ejemplo
el lactato calcico, el fosfato calcico o el sulfato calcico), la mayoria presentan una
biodisponibilidad similar. De hecho, en estudios anteriores realizados en férmulas infantiles
fortificadas se obtuvieron resultados equivalentes, demostrando que los efectos positivos
derivados del enriquecimiento con sales calcicas podrian deberse al alto contenido de Ca

presente en el alimento y no al tipo de sal (Kaup, 1998).

Por tanto, segin Rafferty y col., (2007), a la hora de seleccionar una fuente de Ca
para enriquecer un alimento o bebida se tendra en cuenta la facilidad de uso, el sabor, y la
estabilidad en el alimento terminado. Y la cantidad de Ca empleada dependera del costo
total y de sus beneficios para la salud: el Ca es mejor absorbido por el organismo cuando se
consume en cantidades pequefias, tomadas varias veces durante el dfa. Por lo tanto, el Ca
afladido es, probablemente, mas eficaz en unos niveles de fortificacion de no mas de 300

mg por porcion.

En cuanto a la facilidad de uso, el carbonato de calcio se utiliza a menudo en
alimentos como barras de cereales donde su caracteristico “sabor a tiza” probablemente no
se notara. Como el carbonato de calcio es el menos costoso, bebidas de reemplazo de
comida y bebidas de soja también son un buen vehiculo para esta sal, sobre todo en forma
micronizada. Esta aplicacion; sin embargo, funciona mejor cuando los estabilizadores y los
ingredientes para reducir la interacciéon con proteinas (cuando existen) son empleadas para
mantener este Ca insoluble en suspension y reducir al minimo la formacién de complejos

proteina-Ca y la sedimentacién (Rafferty y col., 2007).

El fosfato calcico es otra fuente de Ca de baja solubilidad usada en alimentos y
bebidas que no sean transparentes, porque también puede actuar como un amortiguador
para el control de la acidez. En el caso de las bebidas transparentes, sera necesaria una sal
soluble a un cierto pH, como el citrato calcico, o bien, que sea soluble en un amplio pH y

gama de concentracion (Rafferty y col., 2007).

El lactato calcico y el gluconato calcico son formas de Ca sumamente solubles pero
que provocan un sabor desagradable en el alimento haciéndolo indeseable para el consumidor.

El fumarato calcico parece ser util para bebidas claras por su sabor y solubilidad, pero la
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disolucion es considerablemente mas lenta que la de las sales de lactato y gluconato, y la
solubilidad en el agua fria es inferior también. Finalmente, las mezclas concentradas o
jarabes son dificiles o imposibles de obtener con el fumarato calcico mientras que el lactato

calcico y el gluconato calcico si los hace factibles (Rafferty y col., 2007).

No obstante, la adicién de sales minerales como fortificantes en productos de
alimentacion plantea el riesgo de reducir la biodisponibilidad de los minerales propios del
alimento debido a un cambio en su solubilidad intestinal o por competencia por los sitios
de absorciéon entre minerales con propiedades fisicas y quimicas similares; el efecto
inhibitorio del Ca en la absorciéon del Fe y el Zn es el ejemplo mas debatido y mejor

documentado (Lonnerdal B, 1997; Amaro y Camara, 2004).

La mayoria de los experimentos realizados en animales han demostrado un efecto
inhibitorio del Ca procedente de los productos lacteos sobre la absorcion del Fe (Jovani y
col.,, 2001, Amaro y Camara, 2004). Y en numerosos estudios 7z vivo se ha observado el
resultado negativo del Ca en la biodisponibilidad del Fe: 1a absorcién del Fe disminuye un
45% cuando la ingesta de Ca y Fe es simultanea (Abrams y col. 1996; Hallberg, 1998). Sin
embargo, en el contexto de la totalidad de la dieta, una serie de estudios humanos y
animales han puesto de manifiesto la adaptacion, al menos parcial, a este hecho si la
inhibicién de la absorcién de Fe no es prolongada o si no llegan a desarrollarse
anormalidades en el estado de Fe (Reddy y Cook, 1997; Wauben y Atkinson, 1999). En dos
estudios aleatorios, no hubo efectos perjudiciales sobre la absorcién o el estatus de Fe en
niflos de 9 meses alimentados con férmulas enriquecidas en Ca y P (Dalton y col., 1997), o
en nifos alimentados con cereales de desayuno fortificados con Ca. Asi, hasta el momento,
ninguna prueba indica que la ingesta de Ca deberia ser restringida para mejorar el estado de

Fe (Abrams y col., 2001).

2.2.2. FUNCIONES DEL CALCIO

Elemento estructural: el Ca es un compuesto clave en la configuracion estructural de
hueso y dientes. El Ca 6seo puede encontrarse de dos formas: como Ca intercambiable o
difusible; es decir, constituyendo cristales amorfos de fosfato monocalcico poco fijados al

hueso y muy pequefios, lo que permite una facil movilizacién tanto para depositarse como
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para reabsorberse; o bien, como Ca en depésito que constituye el Ca que forma parte de los

cristales de hidroxiapatita (Mataix, 2008).

Segundo mensajero: el Ca actia como una molécula de sefal dentro de la célula
gracias a la cual se llevan a cabo procesos tales como la excitabilidad nerviosa, la contraccion
muscular, movimientos y adhesion celulares, secreciones glandulares y procesos de division
celular. Cuando el Ca es liberado y por lo tanto es activo, actia en un espacio muy limitado de
tiempo, por eso la concentracién de Ca* dentro de la célula es muy baja normalmente. El Ca
esta almacenado dentro de organulos, habitualmente en el reticulo endoplasmico o reticulo

sarcoplasmico en las células musculares.

Figura n° 7. Esquema que ilustra la entrada, redistribucion intracelular y salida de

Ca’" en una célula (Bguiagaray y col., 2004).
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Cuando la célula se encuentra en reposo el Ca citosélico se mantiene muy bajo (0,1
micromolar) gracias a que existen bombas de “achique” que lo expulsan al exterior celular
(Ca-ATPasa e intercambiador Na/Ca de la membrana plasmatica) o hacia el reticulo
endoplasmico (Ca-ATPasa reticular, SERCA, o “Sarco-Endoplasmic Reticulum Calcium
ATPase”). Al activarse la célula, el Ca®* citosélico se eleva bruscamente hasta 100 y maés
veces por encima de su concentraciéon basal (1-10 micromolar). Este aumento se hace a
expensas de dos fuentes, extra e intracelular. En células excitables, que sufren grandes
cambios de su potencial de membrana y pueden generar rafagas de potenciales de accion
(neuronas, musculo, células endocrinas), el Ca*" extracelular, arrastrado por un enorme

gradiente electroquimico favorable, penetra en la célula por canales de Ca®* sensibles al
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voltaje, que se abren al activarse la célula y despolarizarse su membrana plasmatica. En
células no excitables (hepatocito, linfocito, macréfago, endotelio, glia) el Ca’" almacenado
en el reticulo endoplasmico se libera al citosol por un canal sensible al inositol trifosfato
(IP;): cuando se activa un receptor de la membrana plasmatica, perteneciente a la gran
familia de los acoplados a proteinas G (muscarinico, serotoninérgico, adrenérgico alfa) se
sintetiza IP;, (ya que se estimula una fosfolipasa C de membrana, que hidroliza el
fosfatidilinositol ~ 4,5-bifosfato  (PIP,), originando inositol 1,4,5-trifosfato  (IP;) y
diacilglicerol (DAG)) que acciona el mecanismo de apertura del receptor IP; en el reticulo

endoplasmico (Eguiagaray y col., 2004).

Este Ca citosolico activa una calmodulina especifica que a su vez lo hace con
determinadas quinasas, que fosforilando a proteinas especificas llevan a cabo las
correspondientes funciones celulares (contraccion muscular lisa, secreciéon de insulina por
células B-pancreiticas, secrecion cortico adrenal de aldosterona) (Mataix, 2008). Asi por
ejemplo, el complejo Ca®"/calmodulina tiene efecto sobre la 6xido nitrico sintasa (NOS),
enzima encargada de la sintesis del neurotransmisor gaseoso, y sobre el 6xido nitrico (NO)
(responsable de la vasoconstriccion y vasodilatacion), que activa a la guanilciclasa, encargada
de la sintesis del segundo mensajero GMPc. Ademas, el Ca*" tiene efectos sobre proteinas
de transcripcion, y asi actia en la regulacion de la expresion de genes (Charney y col,
1999). Por otra parte, el DAG liberado a partir del PIP, activa una proteinquinasa ligada a
la membrana, la cual estimula la bomba correspondiente para sacar sodio al exterior celular
para recuperar el nivel de reposo, y poder de nuevo iniciar un nuevo ciclo de activacion-

reposo (Mataix, 2008).

Pero este sistema de liberaciéon de Ca reticular no es patrimonio exclusivo de las
células no excitables; también las células excitables poseen depésitos intracelulares de Ca**
que realizan funciones muy precisas. Asi en cada latido cardiaco, el potencial de accién abre
un canal por el que el Ca’* accede al interior celular. Pero no es este Ca’* el que utiliza la
fibra miocardica para contraerse; esta pequefia cantidad de Ca®*, que procede del exterior,
activa un canal del retfculo sarcoplasmico, lo que permite la salida hacia el citosol del Ca**
almacenado. Este canal de Ca intracelular recibe el nombre de canal rianodina. También las
neuronas, células endocrinas y otras muchas células excitables o no excitables expresan

canales rianodina (Eguiagaray y col., 2004).
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La mitocondria es la fabrica que acufia la moneda energética universal, el ATP. La
formacion de ATP se incrementa durante la activacién celular, y el Ca®* tiene mucho que
decir en este proceso. L.a membrana interna posee un uniportador, que se pone en marcha
cuando se eleva la concentracién citosdlica de Ca®*, para bombear el catién al interior
mitocondrial. Ta elevacién del Ca®" en la luz mitocondrial ocasiona la activacién de
deshidrogenasas y la formacién de ATP. En otras palabras, el Ca** acopla la produccion de
ATP al incremento de la demanda de energia que se produce durante la activacion celular.

(Eguiagaray y col., 2004).

Hasta ahora, la sobrecarga mitocondrial de Ca*" se habfa asociado a situaciones
patolégicas de isquemia-reperfusion en corazén y cerebro, a fendmenos de neurotoxicidad
y a enfermedades neurodegenerativas en las que la deplecion de ATP, la produccién en
exceso de radicales libres y la liberacion de factores apoptoticos conducen a la muerte
celular. Sin embargo, los ultimos experimentos sugieren que las enormes elevaciones
transitorias de Ca®" mitocondrial que se han detectado estin lejos de lo patolégico, y
revisten gran interés fisiolégico, para la regulacion de la entrada y distribucién de Ca* en el

interior celular. (Montero y col., 2000; Villalobos y col., 2002).

Cofactor proteico: el Ca es asimismo un cofactor de proteasas diversas que
estabiliza y potencia su actividad entre las cuales se encuentran la gliceraldehido
deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidrogenasa. También es un

cofactor fundamental para la actuacion de diversos factores de coagulacion (Mataix, 2008).

Sistema Vestibular: el oido interno contiene un 6rgano sensorial que percibe el
equilibrio y da la informacién acerca de la posicion corporal. Las células sensoriales del sistema
vestibular detectan el desplazamiento de una capa de carbonato calcico incrustada en una

matriz gelatinosa (la membrana otolitica).

2.2.3. EL CALCIO Y LAS ENFERMEDADES CRONICAS

Calcio y osteoporosis: la osteoporosis es una enfermedad cronica y multifactorial
que puede progresar en forma silente por décadas hasta que ocurra una fractura. Se

caracteriza por una baja densidad 6sea y por un deterioro de la microarquitectura 6sea
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(OMS, 1994), lo cual produce una mayor vulnerabilidad de sufrir fracturas, principalmente

en la mufieca, cadera y columna vertebral (Curhan y col., 1993).

La osteoporosis es una enfermedad juvenil, ya que es en la adolescencia cuando se
adquiere la mayor parte de la masa 6sea, lo cual determinara si la persona tendra riesgo de
sufrir fracturas en los préximos afios. Asi, a los 17 afios de edad la adolescente femenina ha
adquirido el 90% de su masa 6sea, a los 19,8 afos el 95% y a los 22,1 afios el 99% de su
masa Osea (Teegarden y col., 1995). Aunque el proceso de la adquisicion de la masa Osea
esta determinado en un 60-80% por la genética del individuo, existen factores modificables
que afectan este proceso, como ingesta de Ca, actividad fisica y estilo de vida, dentro de los
cuales, la ingesta de Ca es el que tiene mayor efecto (Matkovic y col., 1990). Si en la
adolescencia el individuo no consume una cantidad adecuada de este mineral, no llegara al
pico maximo de masa Osea y entrara en la etapa adulta con una densidad 6sea inferior a su
potencial genético (linea punteada, figura 8). Cuando comience el periodo de rapida pérdida
de la masa 6sea, lo que se corresponde con la menopausia, este individuo podria llegar a
presentar fracturas. El desarrollo de la masa 6sea hasta el potencial del pico maximo
protege contra la osteoporosis, ya que hay una relacion inversa entre la densidad mineral

6sea y la incidencia de fracturas (Melton y col., 1993; Cummings y col., 1993).

Figura n° 8. Factores que afectan la masa 6sea en el tiempo (Palacios, 2003).
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Estudios en adolescentes y nifios y en adultos han demostrado que la
suplementaciéon con Ca aumenta la masa 6sea. En nifias adolescentes se observo un

incremento de 35 g mas en el contenido mineral éseo con la suplementacion de productos
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lacteos durante un afio comparado con el grupo control (Chan y col., 1995). Estos efectos
se mantienen sélo si la alta ingesta de Ca es constante, y no como una intervencién corta,
ya que después de un ano de la intervencion, desaparecieron las diferencias en densidad
osea (Lee y col,, 1996). Estudios transversales y de intervenciéon en adultos reportan una
relacion positiva entre la ingesta de Ca y la masa 6sea. Un meta-analisis de 33 estudios
evidenci6é una correlacion significativa entre la ingesta de Ca y la densidad 6sea (Welten y
col,, 1995). Se concluyé que la ingesta de 1 g/dia de Ca puede prevenir la pérdida de 1% de
hueso/afio en la mayoria de las regiones del cuerpo. En los primeros afios de la post-
menopausia, la masa 6sea no responde tanto a la suplementaciéon con Ca, ya que es una
etapa de rapida resorcioén osea; sin embargo, si favorece a aquellas mujeres con mas de 5
aflos posmenopausicas (Dawson-Hughes y col, 1990). En ancianos también se ha
observado que la intervenciéon con Ca favorece la reducciéon del indice de fracturas
(Dawson-Hughes y col., 1997). Ademas de proteger la masa 6sea, un alta ingesta de Ca
reduce la remodelacién excesiva comin en mujeres posmenopausicas y en la osteoporosis
(Recker y col., 2004). Un grado de remodelacién alto es un factor de riesgo de fractura,
probablemente, tan importante como una masa 6sea baja (Heaney, 2003). Esto se muestra,
por ejemplo, en el hecho de que la tasa de remodelacion predice la fractura (Eastell y col.,
2003). As{ pues, examinando la totalidad de las pruebas, resulta claro que la gran mayoria
de los estudios que evaldan la relaciéon entre el consumo de Ca y la masa Osea,
relacionandolo con la edad o el riesgo de fractura, muestran el efecto beneficioso de la
ingesta de Ca alta, de hecho, hay pocos estudios que no encuentren ningun efecto (Grant,

2005; Porthousey col., 2005; Jackson y col., 2000).

Calcio y obesidad: la informacién reciente procedente de estudios animales y
epidemiolégicos ha proporcionado un fuerte apoyo al efecto beneficioso del aumento del
consumo de productos lacteos sobre la disminucion del peso y la grasa corporal durante la
restriccion de energfa; existiendo una relacion inversa, estadisticamente significativa, entre
la ingesta de productos licteos/ingesta de Ca y el peso de cuerpo y la pérdida de grasa, esta
asoclacion fue demostrada en un estudio epidemiolégico en mujeres, donde aquellas con
un alto consumo de Ca (>1300 mg/d Ca), presentaron un bajo riesgo relativo (0,16) de
tener alta grasa corporal comparado con aquellas con una ingesta menor a 300 mg/d de Ca

(Zemel y col., 2000).
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Ensayos clinicos recientes también han demostrado que estos hechos tienen lugar
cuando los suplementos proporcionan el Ca adecuado y este efecto es aun mayor si la
cantidad equivalente de Ca es suministrada por medio de productos lacteos, poniendo asi
de manifiesto que las sustancias nutritivas adicionales de la leche y sus derivados
desempefian un importante papel (Huth y col., 2006). Este hecho quedé demostrado en un
ensayo realizado en sujetos obesos a los que se les administré una dieta exclusivamente a
base de productos lacteos, estos perdieron 7,4 kg, mientras que aquellos con una dieta
mixta perdieron sélo 1,4 kg en 4 semanas (Summerbell y col., 1998). En un re-analisis de
varios estudios en mujeres se determiné que por cada 1000 mg de diferencia en el consumo

de Ca habia 8 kg de diferencia en el peso corporal (Davies y col., 2000).

Algunos autores sugieren que la disminuciéon de la ingesta dietética de Ca puede
resultar en un aumento de los niveles de Ca intracelular, el cual interviene en la modulacion
de los depositos de triglicéridos, podria aumentar la lipogénesis, e inhibir la lipdlisis y la
termogénesis. También se ha propuesto que el Ca dietético podria inhibir la absorcién de
grasas en el tracto gastrointestinal y aumentar la pérdida de acidos grasos por las heces. Sin
embargo, los estudios de observaciéon han demostrado resultados inconsistentes (Tejeda-

Loépez y col., 2009).

Calcio e hipertension arterial: existe una base de datos considerable procedente
de los ensayos clinicos y los estudios de observacién en cuanto a los efectos beneficiosos
del Ca sobre la tension arterial y la reduccion del riesgo de hipertension. Distintos tipos de
estudios de observacion indican que el consumo de leche y sus derivados se asocia con una
menor prevalencia asi como un riesgo inferior de desarrollar hipertension. Uno de estos
analisis demostré que el Ca procedente de los alimentos era mas efectivo en la reduccion de

la presion arterial comparado con los suplementos (Griffith y col., 1999).

Los resultados de ensayos clinicos aleatorios controlados sugieren que el consumo
de los niveles recomendados de productos lacteos puede contribuir a bajar la presion
arterial sistolica y diastdlica en individuos que presentan una tensiéon arterial normal y
elevada (Huth y col., 2006). El estudio “DASH”(Dietary Approaches to Stop Hipertension)
investigo el efecto de 3 dietas en la presion arterial: 1) dieta alta en grasa saturada y baja en
Ca (450 mg/d Ca); 2) dieta rica en frutas y vegetales pero baja en Ca (450 mg/d Ca); y 3)

dieta rica en frutas y vegetales y en productos lacteos bajos en grasa saturada “dieta
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combinada” (1240 mg/d Ca). La dieta combinada redujo significativamente la presién
arterial comparada con las otras dos dietas (Appel y col., 1997) y era dos veces mejor que

los suplementos de carbonato de calcio (McCarron, 2000).

El mecanismo por el cual el Ca afecta la presion arterial es alterando sus sistemas
regulatorios (Resnick, 1999): la vitamina D y la PTH; estas hormonas regulan el Ca libre en
el citosol, el cual participa como segundo mensajero en diversas reacciones. Un alto nivel
de Ca libre en el citoplasma aumenta la contracciéon del musculo liso, secrecion de
catecolaminas y actividad del sistema nervioso central y por consiguiente aumenta la
presion arterial. Una alta ingesta de Ca mantiene bajo el Ca libre en el citoplasma porque la
vitamina D y la PTH no aumentan, por lo que la presiéon arterial tampoco aumenta

(Palacios, 2003).

Calcio y cancer: estudios epidemiolégicos han demostrado que un alto consumo
de Ca disminuye el riesgo de padecer cancer de colon y su recurrencia. En estudios con
mas de cien mil sujetos se determiné que la ingesta de 1200 mg/dia de Ca estaba asociada a
un menor riesgo e incidencia de cancer de colon, tanto en hombres como en mujeres (Wu
y col., 2002). Estudios longitudinales con numerosos sujetos con o sin historia de cancer de
colon demuestran que el consumo de mas de dos porciones diarias de alimentos ricos en
Ca protege contra el cancer de colon recurrente, especialmente si se consumen productos
lacteos bajos en grasa (Ma y col., 2002), lo cual resulta en un bajo riesgo relativo de cancer

de colon (Jarvinen y col., 2001).

Estudios clinicos han encontrado una disminucién de la actividad proliferativa de
las células colénicas con el consumo de Ca (Holt y col., 2001). El mecanismo por el cual el
Ca parece proteger contra el cancer de colon radica en la participacién del Ca en la division
celular y en la regulaciéon de la proliferacion y diferenciacion celular. Un bajo nivel de Ca
ionizado intracelular contribuye a la proliferaciéon celular mientras que las altas
concentraciones disminuyen la proliferaciéon de las células colénicas (Boffa y col.,, 1989).
Aunque el cancer de colon tiene una compleja etiologfa, hay estudios suficientes (en
humanos y animales) que indican que los acidos grasos y ciertos acidos biliares no
absorbidos, a través de su efecto irritante en la mucosa, actian como promotores del
cancer (Holt, 2000). El Ca actuarfa también precipitando los acidos biliares y grasos en las

heces (Van der y col,, 1997), los cuales son potencialmente toxicos, mientras que las sales
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insolubles de Ca son menos toxicas para la mucosa colonica. De manera que la
suplementacion con Ca reduce la concentracion de los acidos biliares fecales (Lupton y col.,

1996).

En cuanto al cancer de mama, se encontré que un alto consumo de productos
lacteos estaba relacionado a un bajo riesgo relativo en mujeres jovenes (Knekt y col., 1996),
pero no en mujeres post-menopausicas (Shin y col., 2002). Se observé que los productos
lacteos bajos en grasa, especialmente los productos fermentados (yogurt), estaban
relacionados con un menor riesgo de cancer, mientras que los productos lacteos altos en

grasa (chocolate y queso amarillo) con un mayor riesgo (Ronco y col., 2002).

La ingesta de Ca también ha sido asociada con la prevenciéon del cancer ovarico.
Segun Goodman y col., (2002), existe un bajo riesgo relativo cuando el consumo de

productos lacteos bajos en grasa es alto, en comparacion con un consumo bajo.

Para observar el efecto protector del Ca en el cancer no es necesario consumir
niveles mas altos que los recomendados para la poblacién en general, ya que se ha
demostrado que niveles més altos de Ca (>1200 mg/dia) no producen beneficios

adicionales (Wu y col., 2002).

Calcio y litiasis renal: los calculos renales se forman cuando la orina se concentra
y las sustancias que normalmente se encuentran en ella cristalizan, tal es el caso del oxalato
y el Ca; por lo que la primera medida terapéutica ante una litiasis renal implicarfa una
reduccion del consumo de Ca; sin embargo, existen evidencias que demuestran lo
contrario. Un estudio con mas de 45 mil hombres demostré que la alta ingesta de Ca
disminuy6 el riesgo de presentar calculos renales en un 34% (Curhan y col.,, 1993), con un
bajo riesgo relativo en aquellos con un alto consumo de Ca comparado con los que
consumieron < 850 mg/d de Ca. En mujeres también se observé que un alto consumo de
Ca disminuy6 el riesgo de calculos renales, pero solo si el Ca provenia de los alimentos, ya
que el uso de suplementos de Ca estuvo asociado positivamente al riesgo de calculos
renales, especialmente en aquellas que consumieron el suplemento sin la comida (Curhan y
col.,, 1997). Varios afios mas tarde Borghi y col. (2002), en un estudio aleatorio controlado
de cinco afios realizado en hombres con tendencia a formar piedras, mostré que una alta

ingesta de Ca procedente de fuentes lacteas, redujo la reincidencia de litiasis renal en un
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50% en comparacién con una dieta restringida en Ca, puesto que los alimentos ricos en Ca
(productos lacteos) pueden contener otras sustancias que ayuden a disminuir el riesgo. Se
ha sugerido que el mecanismo por el cual el Ca evita los calculos renales es la interferencia

de la absorcién intestinal del oxalato (Liebman y Chai, 1997).

Estudios clinicos demuestran que el Ca se une al oxalato a nivel intestinal,
haciéndolo menos disponible para su absorcion, lo que lleva a un menor contenido de
oxalato en el organismo y por lo tanto a una menor excrecion de oxalato en la orina
(Sakhaee y col., 1994; Nishiura y col., 2002). La alta concentracién de oxalato en la orina es

la que ocasiona el calculo.

2.2.4. UTILIZACION NUTRITIVA DE CALCIO

2.2.4.1. REQUERIMIENTOS

El Ca presenta lo que se denomina un comportamiento “umbral” (Heaney, 2000),
pues a medida que aumenta su consumo la retencién de este mineral (es decir, la masa
Osea) se eleva, pero so6lo hasta un cierto nivel. Esta ingesta umbral da lugar a una retencion
positiva durante el crecimiento, nula durante la etapa adulta y negativa durante la vejez.
Por encima de la ingesta umbral no se produce una retencién mayor. Para las actuales
recomendaciones de ingesta de Ca, el punto medio en el que los diferentes grupos de edad
habfan alcanzado su umbral fue tomado como la exigencia promedio estimada para la
poblacion, una cifra que fue designada “Adecuado consumo” (Al) en el informe final de la
Food and Nutrition Board (FNB). Por ello las recomendaciones alimenticias para el Ca
varfan en las distintas etapas de la vida, asf las necesidades de este mineral son mas altas
durante los periodos de crecimiento rapido, como la nifiez y la adolescencia, durante el
embarazo y la lactancia, en los casos de deficiencia de Ca, cuando se practica ejercicio que

aumenta la densidad del hueso y la absorcién del Ca y en la vejez.

La ingesta de Ca ideal es aquella que permite la formacioén de un adecuado pico de
masa Osea en la nifiez y la adolescencia, que se mantiene durante la edad adulta y que
reduce al minimo las pérdidas en el anciano (Flynn A, 2003). La principal finalidad de las
recomendaciones de Ca en el adulto es compensar las pérdidas diarias que se producen a

través de excretas, sudor, cabello, ufias y piel (Heaney y Robert, 2006). Food and Nutrition

39



40

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Board, Institute of Medicine (2004) ha definido recomendaciones de Ca dietéticas para
distintos los grupos de edad. Los requerimientos de Ca fueron establecidos basandose en

tres indicadores: el riesgo de fractura, medidas de la masa muscular y la maxima retenciéon

de Ca.

Las ratas, tanto en fase de crecimiento como en la edad adulta, requieren 5000 mg/Kg

de dieta de Ca (Reeves y col., 1993).

Tabla n® 6. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de Ca (modificado de Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

ETAPA DE LA

VIDA
Lactantes 0-6 meses 210 210
7-12 meses 270 270
1-3 afos 500 500
Nifios 4-8 afios 800 800
9-13 aflos 1300 1300
Adolescentes 14-18 afios 1300 1300
19-30 afios 1000 1000
Adultos 31-50 afios 1000 1000
51-70 afios 1200 1200
Mis de 70 anos 1200 1200
Menos de 18 afios - 1300
Embarazo 19-30 afios - 1000
31-50 afios - 1000
Menos de 18 afios - 1300
Lactancia 19-30 afios - 1000
Mais de 30 anos - 1000
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2.2.4.2. ABSORCION INTESTINAL DE CALCIO

La absorcion intestinal de Ca es, como la de todos los nutrientes que ingresan en
nuestro aparato digestivo, una funcién que debe estar conservada. La falta de absorcion de Ca,
se asocia a desordenes como el hiperparatiroidismo secundatio, osteopenia, osteoporosis,
patologias asociadas a la dentadura, hipertension, etc. Esta comprobado desde hace décadas
que no es suficiente el incremento de la cantidad de Ca en la dieta para lograr una mayor
absorcion, de hecho, el intestino parece defenderse de las grandes ingestas de Ca mediante

disminucion de la fraccion de absorcidn del cation.

El Ca debe encontrarse en su forma ionizada (Ca®") o unido a una molécula organica
soluble para que pueda atravesar la pared del intestino. Los dos procesos implicados en la
absorcién de Ca™ a través de epitelios son el transporte paracelular y transcelular. El
primero permite el cambio directo de iones de Ca entre dos compartimentos; el segundo
implica el transporte a través de al menos dos membranas celulares (Hoenderop y col.,
2005). La absorcion de Ca dietético mediante el transporte transcelular tiene lugar
predominantemente en el duodeno y en el yeyuno proximal, en gran parte es regulado por el
1,25(OH),D,, y es un transporte saturable que requiere energfa. La ruta paracelular es una
difusién dependiente de concentracién del i6n que ocurre en todas partes de la longitud del
intestino (Bronner, 2003) pero principalmente en el fleon y muy poco en el intestino

grueso, y es un proceso no dependiente de energfa.

El colon también posee una cierta capacidad absortiva, y puede disponer del Ca
presente en los vegetales cuando es liberado de la fibra por medio de la fermentacion
microbiana del colon. Cuando la ingesta de Ca es baja, el transporte transcelular en el
duodeno representa aproximadamente el 80% del Ca absorbido, pero la contribucién de
este transporte al Ca total es menor cuando la ingesta de Ca es alta, debido principalmente
al poco tiempo de transito intestinal (tres minutos en el duodeno) y a la bajada de la
regulacion de 1,25(OH),D,, los canales dependientes de Ca®* y la calbindina intestinal
(Bronner, 2003). Por lo que es importante aumentar el consumo de alimentos con Ca para
asegurar una absorcion adecuada del mismo y prevenir la pérdida de hueso (Bronner,

2009).
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Figura n° 9. Transporte epitelial de Ca (Russo de Boland, 2005).
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Transporte paracelular: la difusién pasiva de pequefias moléculas e iones a través
de las uniones intercelulares existentes entre las células epiteliales y el espacio extracelular es
conocida como transporte paracelular. La absorcion del Ca tiene lugar en un sistema de
intercambio Na/Ca, en donde tres moléculas de Na* se intercambian por una de Ca** (Groff y
Gropper, 2000). Se ha sugerido que las estrechas uniones del epitelio manifiestan las
mismas propiedades biofisicas: como la selectividad al i6n y al tamafio, la permeabilidad al
Ca dependiente de la concentracion, la sensibilidad al pH y la competencia entre moléculas

permeables (Butters y col., 1997; Tang y col., 2003).

La permeabilidad de la uniones celulares esta regulada constantemente por varias
condiciones fisiologicas (Butters y col., 1997; Goodenough, 1999) y modulada por
citoquinas, factores de crecimiento, toxinas bacterianas, hormonas, protein kinasa (PK) C,
serina treonina kinasa, y factores aun desconocidos (Wilson y col., 2001; Gopalakrishnan y
col., 2002; Benais-Pont y col., 2003; Wang y col., 2004). Otro agente importante que influye
en el transporte de Ca es el tiempo de estancia intestinal, que el mas alto es en el fleon
(Bronner, 2003), y donde, bajo dietas normocalcémicas, se absorbe la proporcion mas alta
de Ca (Marcus y Lengemann, 1962). Hay que hacer notar que las células del ileon no
contienen ninguna calbindina (Bronner, 2003). Como el tiempo de estancia intestinal esta
en funcién de la longitud del intestino, la contribucién total del transporte paracelular del

Ca en este 6rgano puede variar entre las especies. Aunque el transporte paracelular del Ca
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es la principal ruta de absorcién en el intestino cuando las dietas son altas en Ca, su
importancia no ha sido investigada a fondo. Hallazgos recientes sugieren que puede ser de
vital importancia en muchos estados de enfermedad, como hipomagnesemia familiar
(Simon y col., 1999), hipertensiéon (Wilcox y col., 2001) y formacién de tumores. Y que
puede ser regulado por claudina (Sheehan y col., 2007), proteina que regula la integridad de

la unién y su funcion (Wilson y col, 2001; Sheehan y col., 2007).

Transporte transcelular: este proceso comprende tres fases (Ramesh e Ilka, 2008).

(tigura 9):

a) Entrada del Ca a favor de un gradiente electroquimico desde el lumen a la célula
intestinal a través de canales de Ca especializados, localizados en la membrana de borde en
cepillo (BBM), estas proteinas de la membrana luminal no eran bien conocidas hasta que
Peng y col. (2003) describieran los canales CaT1l y ECaC, denominadas TRPV6 y TRPV5
respectivamente (Montell y col, 2002). Se ha demostrado que varios tejidos expresan
TRPV5 y TRPVG; la presencia de TRPV6 ha sido confirmada en intestino y rifiéon y
TRPV5 sélo en rifion (Okano y col., 2004).

b) Difusiéon intracelular, mediada por la proteina citosolica ligadora de Ca
(calbindina D-9k) involucrada en el transporte de Ca hacia la membrana basolateral (BLM),

as{ como en su regulacion intracelular (Russo de Boland, 2005).

) Extrusion del Ca al sistema vascular contra gradiente, mediado por la Ca-ATPasa
y el cotransportador Na'/Ca®" localizados en la BLM. Parte del Ca también puede ser
transportado en la célula por vesiculas endosémicas y lisosomicas y salir a través de un
proceso de exocitosis, ya que el rapido aumento de la concentracién de Ca* en la regién
apical puede alterar los filamentos de actina cercanos a los canales de Ca* ¢ iniciar la

formacién de vesiculas (Ramesh e Ilka, 2008).

Esto resulta en una absorciéon neta de Ca** desde el espacio luminal al

compartimiento extracelular.

El calcitriol (1,25(OH),D;) es el principal regulador de la absorcién transcelular de

Ca. Actua en intestino a través de dos mecanismos: uno tipico de hormonas esteroideas,
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uniéndose con su receptor (VDR) especifico en el citosol o nuicleo, el complejo H-VDR
interactia en el nucleo con secuencias especificas de ADN, induciendo la transcripcioén
génica y la sintesis de nuevas proteinas. El otro mecanismo es a nivel de membrana,
independiente de la sintesis de novo de proteinas, activando vias de transduccion de sefiales
que conducen en pocos segundos o minutos a una respuesta biolégica, siendo la mas

importante el aumento del Ca intracelular (figura 10).

Figura n° 10. Mecanismo de accién del calcitriol en las células intestinales (Russo

de Boland, 2005).

-Mecanismo gendémico: el principal efecto genémico del calcitriol en el
metabolismo del Ca es aumentar su absorcion intestinal induciendo la sintesis de varias
proteinas, incluyendo a la calbindina D-9k que constituye el producto génico mejor
entendido y mas estudiado (Christakos y col., 2003), los canales de Ca de la BBM, TRPV5y
TRPV6 (Hoenderop y col., 2003) involucrados en el transporte transcelular y la Ca-ATPasa
y el cotransportador Na*/Ca®" involucrados en la extrusién del Ca intestinal (Pannabecker

y col., 1995).

-Mecanismo no-genémico: la hormona activa de forma rapida y transitoria las
vias mensajeras intracelulares adenilil ciclasa/AMPc/PKA (Massheimer y col, 1994) y
fosfolipasa C/IP,/DAG/PKC que participan en la regulacion del Ca intracelular
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promoviendo el influjo de Ca a través de canales dependientes de voltaje, y provocando la
liberaciéon de Ca de los depésitos intracelulares (Wali y col.,, 1990, Boland y col., 1996);
seguido de un aumento sostenido que proviene del medio extracelular (Boland y Nemere,
1992) ya que el cierre y la apertura de los canales de Ca localizados en la BBM estan
controlados por el potencial de la membrana (canales sensibles a voltaje) y regulados por la

fosforilacion de las proteinas que forman el poro o canal.

Asi pues, el calcitriol estimula la actividad de los canales de Ca™ dependientes de
voltaje a través de las fosforilaciones mediadas por las proteinquinasas A y C (figura 11),
provocando la apertura del canal y por consiguiente la entrada de Ca al enterocito, elevando

su concentracion intracelular (Boland y Norman, 1990a; Boland y Norman, 1990b).

Figura n° 11. Apertura de los canales de Ca*'-dependientes de voltaje por

fosforilaciones mediadas por PKA y PKC (Russo de Boland, 2005).

Biodisponibilidad del calcio

Se entiende por biodisponibilidad la proporcion de un determinado nutriente que
puede ser absorbida y utilizada por el organismo desde los alimentos ingeridos que lo
contienen. La biodisponibilidad del Ca oscila entre el 20-35%. En la biodisponibilidad y
absorcion del Ca alimentario intervienen factores fisioldgicos, condiciones fisiopatoldgicas y

factores nutricionales y alimentarios.
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Proteina: los estudios epidemioldgicos indican que existe una relaciéon inversa entre
la proteina de la dieta y la salud 6sea. Uno de los aspectos mas importantes de la
interaccién de la ingesta de proteinas con el metabolismo de Ca, se refiere al aumento en la
excrecion de Ca en la orina: se estima que hay un aumento en orina de 60 mg de Ca/dfa
por cada 50 gramos de ingesta de proteinas; es decir, cada gramo de proteina metabolizada
provoca un aumento de las concentraciones urinarias de Ca alrededor de 1,75 mg. El
exceso de proteina animal conlleva una gran cantidad de aminodcidos azufrados
(metionina, cistina, hemocisteina, cisteina), responsables de una mayor eliminaciéon de
sulfatos que acidifican la orina, estos iones se unen al Ca impidiendo su reabsorcion
tubular, dando lugar a la pérdida del mineral. Ademas la acidificacion ocasionada, estimula
la actividad osteoclastica y la resorciéon 6sea, inhibiéndose la actividad osteoblastica y la
sintesis de colageno (Krieger y col., 1992; Brandao-Burch y col., 2005). Asi se comprende
que en los paifses subdesarrollados, con una menor ingesta de proteinas carnicas, las
necesidades de Ca sean menores. Probablemente, el efecto negativo que las proteinas
tienen en la reabsorcién renal de Ca y en el metabolismo de dicho elemento, en general,
solo serfa significativo si la ingesta de Ca es baja. Ademas, también depende de otros
elementos como el Na, K y P. Una relacion de Ca y proteinas superior a 20:1

probablemente protege el esqueleto (Fairweather-Tait y Teucher, 2002).

En la leche, la biodisponibilidad del Ca es alta debido a su alto contenido en dicho
mineral y que éste se encuentra asociado a caseinas. La caseina forma micelas y contiene
fosfato calcico en estado coloidal, lo cual favorece la absorcién de Ca, siendo mas
importante que el efecto de la proteina sobre la absorcién del mineral. Ademas los
caseinofosfopéptidos, producidos por la accién de las enzimas que degradan las proteinas
de la casefna, poseen una gran capacidad de unién al Ca y lo mantienen en solucién en un
pH neutro y alcalino, haciéndolo altamente biodisponible e inhibiendo su precipitacién en
el intestino en forma de fosfato calcico. El efecto positivo de los caseinofosfopéptidos
podria ser resultado no sélo del aumento de la solubilidad de Ca en el lumen intestinal, sino
también el posible efecto protector de estos compuestos contra las interacciones

antagonistas entre el Ca y otros minerales (Erba y col., 2001).

Fosforo: 1a accion “antiosificante” del P tendria lugar a través de dos mecanismos
fundamentales: el incremento en la secrecion de PTH y la reduccién de la absorcion

intestinal de Ca (Krall y Dawson-Hughes, 2002) al formarse complejos Ca-P relativamente



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

insolubles que conducen a pérdidas fecales de Ca. Y aunque se considere que la interaccién
Ca-P existe en sentido opuesto; es decir, favoreciendo la reabsorciéon de Ca en la parte
distal de la nefrona (Mataix, 2000), el P no compensa la pérdida neta de Ca asociada a la
elevada ingesta proteica (Weaver y col.,, 1999). Actualmente, adolescentes y nifios sustituyen
el agua de bebida y la leche por bebidas refrescantes, a las que se adiciona una gran cantidad
de P, de manera que el aporte de este mineral es tal, que incluso supera sus
recomendaciones. El exceso de P en relacién a Ca estimula la PTH y si este patrén de

consumo es cronico, se deriva en la pérdida de hueso (Anderson, 2003).

La absorcion simultanea de Ca y P incrementa la captacion de Ca por el hueso, por
tanto, disminuye su excrecion en orina. Generalmente se admite que una relacién Ca/P de
2/1, como en la leche materna, es 6ptima para la biodisponibilidad, mientras que relaciones
inferiores, como setfa el caso de la leche de vaca, (1,2/1) favorecetian la formacion de fosfatos

calcicos insolubles.

Sal y sodio: el incremento en el consumo de Na se acompafia de un aumento en la
excrecion renal de Ca debido posiblemente a la competencia Na-Ca por la reabsorcion renal o
por un efecto del Na en la secreciéon de PTH. Se ha comprobado, en roedores, que las dietas
ricas en sal son capaces de reducir la densidad mineral 6sea (De Vernejool, 2001). Cuando
se aportan 500 mg de Na anadidos, el rifién elimina unos 10 mg de Ca acompafiantes. Por
ello, se ha indicado que las mujeres postmenopausicas que sigan las recomendaciones de
ingerir 1000 mg Ca/dia no deben superar 2000 mg de Na, lo que equivale a 5 g de sal (Krall
y Dawson-Hughes, 2002).

Hidratos de carbono: en general, los hidratos de carbono parecen aumentar la
absorcién de Ca, en este sentido, la lactosa es el mais eficaz entre ellos. Durante el
transcurso de 50 anos, muchos estudios se han publicado acerca de la importancia de la
suplementacién con lactosa en la absorcién de Ca en la dieta de los animales. También en
los humanos, muchos investigadores han estudiado la eficacia de este azticar en gran
variedad de experimentos. Algunos incluso han sugerido que la osteoporosis es mas
frecuente en la maladigestiéon de la lactosa (Jackson y Savaiano, 2001). La lactosa podtia
afectar también la absorciéon de otros minerales, como el Zn, esta posibilidad fue sugerida
por Bertolo y col., (2001) en un estudio realizado en animales, pero no fue demostrado en

humanos, asi Abrams y col (2002) confirmaron que la absorcién de Ca era mayor en
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férmulas infantiles con lactosa comparadas con las que no la presentaban, pero no
observaron efectos en la absorciéon de Zn. Los efectos de la lactosa en la absorcién de
minerales pueden ser atribuidos a los disacaridos, porque la glucosa y la galactosa no
incrementan la absorcion de los mismos. Sin embargo, el mecanismo de acciéon aun no esta

claro.

En el neonato el papal de la lactosa parece evidente pero de relativa importancia, en
el caso del adulto joven; en cambio, esto no ha sido demostrado de modo concluyente. En
cualquier caso, como la lactosa se encuentra en la leche y el yogur, los posibles beneficios
que tenga suceden obligatoriamente al tomar esos alimentos que de forma habitual son casi

obligados actualmente para cubrir los correspondientes requerimientos nutricionales

(Mataix, 2000).

Fibra: una alta ingesta de fibra puede perjudicar la absorcién de minerales, sobre
todo de Ca, ya que debido a su naturaleza polianionica, reaccionaria con los iones metalicos
formando complejos inabsorbibles. La relacion entre la fibra dietética y el Ca es
controvertida puesto que algunos estudios defienden su efecto negativo sobre la absorcion
de Ca mientras que en otros no se observa ningun cambio en la absorcién o en el balance
mineral de una dieta rica en fibra comparada con un consumo moderado de ésta (Wisker y
col., 1991; Spencer y col.,, 1991; Coudray y col., 1997). Los resultados contrarios pueden ser
debidos a distintos aspectos metodolégicos de los estudios (como por ejemplo una
duracién corta) y a que en la mayor parte de estos ensayos estudiaron el efecto sobre la
absorcién mineral de suplementos de fibra y no de fuentes de fibra naturales (Shah y col.,
2009), en las que muchos componentes de la dieta en condiciones fisiologicas pueden

interferir con este proceso.

Asi en ratas alimentadas con dos fuentes de lignina procedente de salvado de trigo y
coliflor, no se observaron diferencias significativas en la absorcién de *Ca, cuando se
comparaban con el grupo control, que no recibia fibra (Shen y col.,, 1998). Mientras que Shah
y col,, (2009) si apreciaron que una dieta rica en fibra tiene un cierto impacto sobre el Ca y el
balance de P en sujetos con diabetes tipo 11 por ello aconsejan asegurar un aporte adecuado de
Ca y otros minerales en individuos que consumen una dieta rica en fibra. Pero hay que tener

en cuenta que la aparente influencia negativa de la fibra sobre la absorcion del Ca es
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principalmente debido a algunos componentes como los fitatos que con frecuencia estan

asociados con la fibra dietética (Guéguen, 2000).

Acido fitico y 4cido oxalico: el acido fitico presente en los cereales y las
leguminosas y el acido oxalico en los vegetales (Heaney y col., 1991; Heaney y col., 1998)
tienen la capacidad de unirse a cationes como el Ca en el tracto gastrointestinal, evitando asi

su absorcion.

Los productos no lacteos como la leche de soja fortificada con Ca constituyen una
buena fuente de este mineral, especialmente en poblaciones o grupos que no consumen
habitualmente productos lacteos. Sin embargo, la soja contiene cantidades relativamente
altas de 4acido fitico que inhibe fuertemente la absorciéon de Fe y Zn y en un menor grado la
absorcion del Ca. Los estudios en los adultos y adolescentes han demostrado que la
absorcion de Ca proveniente de la leche de soja puede aumentarse substancialmente
eliminando el acido fitico mediante tratamiento enzimatico (Heaney y col., 1991; Heaney y
col., 2000). Este método tiene el potencial de mejorar el valor nutritivo de los productos a
base de soja. Los cereales integrales también aportan gran cantidad de fitatos pero
solamente en casos muy reducidos en que se ingiera gran cantidad de salvado, normalmente
con fines laxantes, la interaccion del acido fitico y el Ca podra tener significacion y, ademas,
siempre que coincidiera la ingesta de un alimento con Ca y ese producto de uso minoritario

(Mataix, 2000).

El mas potente inhibidor de la absorcion de Ca parece ser el acido oxalico que esta
presente en las espinacas y los productos alimenticios de cacao. A pesar de contener una
cantidad apreciable de Ca, la tasa de absorcién del Ca de las espinacas es sélo del 5%
(Buzinaro y col., 2006). En cuanto al segundo, la cantidad de producto comercial que se
ingiere junto con, por ejemplo, un vaso de leche, no impide la absorcién total del Ca, sino
tan s6lo una muy pequefia parte de él, pero ademis, la ventaja de que, junto con estos
productos, muchos nifios e incluso ancianos tomen leche supera con creces las pequenas

pérdidas fecales del mineral (Mataix, 2000).

Fructooligosacaridos: se ha demostrado que la adiciéon de fructooligosacaridos en
los distintos tipos de alimentos también puede incrementar la absorcion de Ca, pues evita el

efecto inhibidor del acido fitico, oxdlico o de la fibra. Estos oligosacaridos son muy
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resistentes a las enzimas digestivas humanas, y llegan al intestino grueso intactos donde son
fermentados por la microflora del colon. Los acidos grasos de cadena corta producidos dan
lugar a una reduccion del pH del colon resolubilizando los complejos de Ca insolubles, y

volviendo el Ca disponible para la absorciéon (Lépez y col., 2000).

Los estudios en adolescentes, pero no en adultos, han demostrado que el consumo
de cantidades razonables de fructooligosacaridos aumenta la absorcion del Ca (Van den
Heuvel y col., 1999) y mejora la mineralizaciéon 6sea (Scholz-Ahrens y col., 2001), e influye
también positivamente en otros minerales como el Mg (Van den Heuvel y col., 2009) Las
dosis de oligosacaridos no digeribles que demostraron ser efectivas en adultos, han sido
altas y no es probable que se utilicen en alimentos para humanos por la incomodidad

digestiva que producen (Van den Heuvel, 1998).

Grasas: una dieta con alto contenido en grasa decrecera la biodisponibilidad del Ca
dietético en casos de malabsorcioén de grasa (Sayago-Ayerdi y col., 2008). Esto se debe a que
el Ca se une a los acidos grasos saturados para formar jabones insolubles los cuales no se
absorben y aparecen en heces. Sin embargo, los complejos formados entre acidos grasos
de cadena media y Ca y acidos grasos de cadena corta, parecen incrementar la absorcion del
mineral (Haderslev y col., 2000; Mineo y col., 2001). Se sabe que la grasa lactea y el acido
oleico favorecen la absorcién de Ca mientras que los 4cidos de cadena larga saturados

favorecen la formacién de jabones insolubles (Pérez-Granados y col., 2003).

Campos y col., (2003) compararon en ratas los efectos de la leche de cabra, rica en
acidos grasos de cadena media, frente a la leche de vaca sobre la absorcion de Ca y su
contenido en diferentes tejidos, y encontraron en el caso de la leche caprina, un incremento
en la absorcién y contenido en hueso de Ca. Los resultados se atribuyeron a que los 4cidos
grasos de cadena media mas abundantes en la leche de cabra, podrian incrementar el
transporte pasivo de Ca en el intestino al favorecerse la formacién de micelas y el flujo

mucosa-serosa.

Café y cafeina: se sabe que la cafeina incrementa la eliminacién urinaria de Ca en
las 1-3 horas siguientes a su toma, pero este efecto no se ha comprobado de forma
sostenida (Krall y Dawson-Hughes, 2002). En mujeres postmenopausicas que toman poca

leche, el consumo de dos o mas tazas de café (mas de 300 mg) se acompafia de una menor
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densidad mineral 6sea (Rapuri y col., 2001) por ello, se ha indicado que, por cada taza de
café de 180 mlL, la dieta debiera suplementarse con 40 mg de Ca. Sin embargo, otros

autores no han encontrado este efecto y no proponen dicha suplementaciéon (Rico, 2002).

Alcohol y tabaco: en el alcoholismo crénico hay una reducciéon de la densidad
mineral 6sea tanto por efecto toxico directo sobre los osteoblastos como por la
malnutricion habitualmente asociada, ademas de haber un alto riesgo de fracturas ante la
mayor frecuencia de caidas (Krall y Dawson-Hughes, 2002). Aunque se ha discutido acerca
del efecto beneficioso de la ingesta de ciertas cantidades de alcohol, Wolf y col., (2000)
determinaron que incluso su consumo moderado en mujeres perimenopausicas podria tener

un efecto negativo en la absorciéon de Ca.

Las personas fumadoras, especialmente mujeres, tienen una menor densidad mineral
6sea y una mayor velocidad de pérdida ésea que las no fumadoras. En varones, también se ha
visto la menor mineralizacién que se da en fumadores. El mecanismo podtfa ser multiple: los
fumadores suelen tener menor peso corporal y mayor consumo de alcohol y cafeina. Las
mujeres fumadoras tienen la menopausia mas temprana que las no fumadoras. Se sabe que el
tabaco aumenta la transformacion hepatica del estradiol en sustancias no activas y disminuye la

formacion de estriol y estrona, pero no se conoce las acciones del tabaco sobre los andrégenos

(Krall y Dawson-Hughes, 2002).

Edad: las mujeres ancianas pueden tener una absorciéon de Ca defectuosa, debido a
la falta de respuesta intestinal a la 1,25-(OH), D, (Pattanaungkul y col., 2000). Con la edad
también decrece la cantidad de acido producido en el estébmago (una ligera aclorhidria) que
incrementa el pH del estémago, debido a lo cual el Ca no puede disociarse completamente
de las sales, provocando una disminucion de la absorcién. Segun Weaver y Heaney (2001)
la aclorhidria no deberfa suponer un problema si el Ca se ingiere con las comidas.
Adicionalmente, los complejos de bajo peso molecular como el carbonato calcico pueden

ser absorbidos intactos a través de la ruta paracelular, incluso en personas con aclorhidria

(Weaver y Heaney, 1999).

Medicamentos: algunos medicamentos como los antibidticos, anticonvulsivantes y
glucocorticoides interfieren con la absorciéon del Ca. Dentro de los antibidticos se

encuentra la tetraciclina, un compuesto que forma quelatos con minerales, provocando que
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tanto el principio activo como el mineral no sean disponibles. La minociclina tiene menor
capacidad quelante y el efecto de la doxiciclina en la absorcién del Ca aun esta cargado de

controversia.

Los anticonvulsivantes tales como la fenitoina y fenobarbital, pueden causar
hipocalcemia por tres mecanismos diferentes: a) disminuyen la absorciéon de Ca,
posiblemente a través de la inhibicién de proteina transportadora de Ca, b) estimulan el
catabolismo del colecalciferol (vitamina Dj) y ¢) incrementan el catabolismo de la vitamina
K, con la consiguiente reduccién de la formacién de proteinas dependientes de esta

vitamina implicadas en el manejo del Ca por parte de los osteoblastos (Utermohlen, 2000).

El tratamiento a largo plazo con glucocorticoides puede causar complicaciones,
entre las cuales, la osteoporosis es uno de las mas con frecuentes. Se ha observado que los
pacientes tratados con una dosis de 7,5 mg o mas de prednisona diariamente durante al
menos tres meses desarrollan osteoporosis ya que el uso prolongado de estos farmacos da
lugar a una inhibicién de la formacién del hueso, un aumento de la resorcion, un balance de
Ca negativo (Papierska y Rabijewski, 2007) y un incremento de la necesidad de vitamina By,

Ca y vitamina D.

2.2.4.3. EXCRECION, RETENCION Y BALANCE DE CALCIO

El principal reservorio de Ca es el esqueleto (como ya se ha comentado). Los
factores que, en mayor medida, afectan la eficacia de su almacenaje en el hueso no son
dietéticos; son fisiologicos, como por ejemplo: el crecimiento, el embarazo o la lactancia. El
exceso de Ca absorbido que no puede ser almacenado en el hueso es excretado en la orina,
las heces y el sudor, piel, pelo y ufias. En el adulto no se produce retencion de Ca en el
tejido 6seo, de modo que este mineral es excretado por dichas rutas, posiblemente tras la
incorporaciéon y liberaciéon del hueso. En esta etapa, los individuos, pierden
aproximadamente un 0,3% de su masa 6sea al aflo; es decir, unos 10 mg Ca/afio: esto
significa que su balance de Ca es ligeramente negativo. En mujeres postmenopausicas, esta

pérdida de masa 6sea puede ser hasta 10 veces superior (Guéguen y Pointillart, 2000).

Las pérdidas célcicas diarias se han calculado en 420 mg/dfa, sumando las utinarias

(220 mg), fecales (136 mg) y dérmicas (64 mg).
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La excrecion fecal es la resultante de la porcién no absorbida proveniente del
alimento mas el Ca enddégeno que procede de células mucosales descamadas y de las

secreciones, salival, gastrica, intestinal y biliar (Mataix, 2008).

Las pérdidas urinarias resultan de la filtraciéon glomerular (unos 10 g de Ca por dia)
y la reabsorciéon tubular, que recupera el 98% de la carga filtrada (Broadus, 1993). La
reabsorcion tubular es un proceso fuertemente regulado por la PTH. Las cantidades de Ca
en la orina humana son mucho mayores que en la orina de otros animales. Cambios en la
cantidad de Ca excretado en orina pueden tener un gran impacto en el balance de Ca.
Ciertos factores de la dieta pueden influenciar la reabsorcion y deben ser evaluados
cuidadosamente a la hora de evaluar la biodisponibilidad del mineral (Guéguen y Pointillart,

2000).

Figura n°® 12. Metabolismo del Ca (Mora y col., 2000).
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La concentracion normal de Ca en sangre oscila entre 2,20 y 2,65 mmol/L.
Alrededor del 40% esta unido a albumina, 10% unido a citrato, bicarbonato o fosfato y el

50% restante esta en forma ionizada. La afinidad del Ca por la albimina y otras proteinas
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disminuye conforme desciende el pH (acidosis). El Ca estda sometido a un estricto control
homeostatico mediante la absorcién, la excrecion, la secrecion y el almacenaje en el hueso
para el mantenimiento de la concentraciéon de Ca ionizado en el plasma en torno a 1,1-1,3
mmol/L. La regulacién de la concentraciéon plasmatica de Ca se realiza mediante un
complejo sistema fisiolégico que comprende la interaccion de las hormonas calciotropas,
(PTH, 1,25(OH),D; y calcitonina), en los distintos tejidos diana (el rifién, el hueso y el
intestino) y asf, aumenta o disminuye la entrada de Ca en el espacio extracelular. Sélo en
circunstancias extremas, como la desnutricion severa o el hiperparatiroidismo, la
concentracion de Ca en suero se encuentra por debajo o por encima de la gama normal. La
secrecion de estas hormonas esta regulada, total o parcialmente, por la concentracién de Ca

ionizado en plasma, formando un sistema de retroalimentacion negativo (Cashman, 2002).

2.2.5. REGULACION HOMEOSTATICA DEL CALCIO

Receptor-sensor de Ca (CaSR): es un receptor transmembrana acoplado a
proteinas G que posee una gran region extracelular amino terminal capaz de responder a
variaciones de Ca extracelular activando una serie de cascadas intracelulares cuyo resultado
final es el mantenimiento de la homeostasis del Ca (Brown y MacLeod, 2001). CaSR es
expresado en muchos tejidos (Chattopadhyay y Brown, 2000), donde realiza importantes
funciones: como la modulacién de la secreciéon de PTH por la glandula paratiroidea y de
calcitonina por las células C del tiroides; en el rinén regula la excrecion de Ca, influyendo
en el movimiento transepitelial de agua y electrolitos (Goodman, 2004) también promueve
el transporte de Ca en la glandula mamaria (VanHouten y col., 2004) y el flujo de fluidos en

el tracto gastrointestinal (Cheng y col., 2002).

De igual forma, las respuestas extracelulares de CaSR, son observadas en tejidos
donde el papel fisiolégico de este receptor no esta claro, como el hueso. Osteoblastos y
osteoclastos cultivados responden al aumento extracelular del Ca a través de un mecanismo
que puede ser distinto de CaSR (Pi y Quarles, 2005). Aunque CaSR haya sido detectado en
estas células por algunos investigadores (Yamaguchi y col., 2001), otros han sido incapaces
de identificar CaSR en osteoblastos o en osteoclastos (Shalhoub y col., 2003; Kim y col.,
2003; Choudhary y col., 2003). Se ha observado que osteoblastos obtenidos de ratones que
presentan CaSR inactivados muestran respuestas inalteradas al Ca extracelular (Pi y col.,

2000), lo cual sugiere la presencia de otro mecanismo que detecta las variaciones de Ca.
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El microambiente 6seo tiene una concentracion extracelular de este mineral mas
alta que la circulacién general y una matriz extracelular 6sea especifica con proteinas de
unién al Ca como la osteocalcina, estas estrictas circunstancias hacen que los osteoblastos
detecten el Ca extracelular, posiblemente, a través de otro receptor de baja afinidad por el
Ca (P1iy col., 2005). Se ha propuesto la existencia de un posible receptor sensible al Ca en
los osteoblastos (Ob. CaSR), que se distingue de CaSR por las diferencias en la
especificidad del ligando y acoplamiento a las vias de transduccién de sefiales. La reciente
caracterizaciéon funcional de Ob. CaSR indica su capacidad para detectar cationes y
aminoacidos y funciona como un receptor acoplado a proteina G, sugiriendo que este
supuesto receptor también puede pertenecer a esta familia de receptores (Pi y Quatles,

2005).

Hormona Paratiroidea (PTH): es un polipéptido de 84 aminoacidos que se forma
a partir de la pre-proPTH (110 aminoacidos) y la pro-PTH (90 aminoacidos). Su accién

biolégica radica en el extremo amino-terminal.

Las variaciones de los niveles de Ca sérico son detectadas por CaRS (Brown, 2000)
que se encuentran en la membrana de las células de la glandula paratiroidea. En respuesta a
la hipocalcemia, ésta aumenta la produccion y secrecion de parathormona, que actda en el
tubulo renal distal para reducir la excrecion renal de Ca y en el tibulo proximal para inhibir
la reabsorcion de P; en el intestino delgado aumenta el transporte activo de Ca y P por
estimulo de la hidroxilacién de 25(OH)D; a 1,25(OH),D; a nivel renal (Rizzoli y col., 1974)
y también tiene efectos directos sobre el hueso a través de receptores de PTH en los
osteoblastos, dando lugar a un incremento del flujo de Ca y P de desde el compartimento
6seo (Talmage y col, 1976) a través de la resorcion RANKL-dependiente mediada por los

osteoclastos (Ma y col., 2001). Con todo ello se eleva de nuevo la calcemia.

La PTH es una hormona hipofosfatemiante puesto que en el rifién aumenta la
fosfaturia, efecto que prevalece frente al aumento del aporte de P desde el hueso e
intestino, esto contribuye al efecto hipercalcemiante de la hormona, ya que la

hipofosfatemia tiende a aumentar el Ca plasmatico.
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Figura n° 13. Eje PTH/1,25(OH),D, (modificado de Quatrles, 2008).
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Asi pues, la respuesta de la PTH al descenso del Ca plasmatico se produce en
cuestion de minutos por medio de acciones inmediatas (secrecion de la hormona,
reduccion de su degradacion) o mas tardias (aumento en la expresion génica, proliferacion
de las células paratiroideas). Los niveles elevados de Ca son también detectados por CaRS,
que hace que se desencadenen unas cascadas de sefalizacion intracelular que, en ultimo
término, llevan a una inhibicién de la liberacién de la hormona y, ademas, favorecen su
degradacion dentro de las propias células paratiroideas (Silver y col., 2002). El resultado es
una respuesta de la glandula paratiroides de tipo sigmoidal, en la que pequefios cambios en
el Ca i6nico extracelular provocan grandes variaciones de PTH, consiguiéndose su maxima
inhibicién en la hipercalcemia (Carrillo-Loépez y col., 2009). Se ha observado que anomalfas
en la regulacién de la PTH estan relacionadas con la baja expresion de la CaRS (Canadillas

y col., 2005).
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Calcitriol o 1,25(OH),D;: es una hormona que regula el metabolismo fosfocélcico.
Por tanto, su funcién primaria es mantener los niveles séricos de Ca y P en un estado
normal capaz de proporcionar las condiciones adecuadas para la mayoria de sus funciones
metabolicas, incluyendo la mineralizacién 6sea (Holick, 2006). Como esta implicada en el
crecimiento del esqueleto, la vitamina D, es esencial durante la nifiez y la adolescencia
(Gordon y col., 2004). Los niveles normales de vitamina D en suero determinan la
absorcion del 30% del Ca dietético y mas del 60-80 % durante los periodos de crecimiento,
debido a la alta demanda de Ca (Holick, 2004). Por eso la deficiencia de vitamina D durante
la nifiez puede causar retraso en el crecimiento y anormalidades de hueso (raquitismo),

aumentando el riesgo de fracturas en la edad adulta (osteomalacia) (Holick, 2007).

La vitamina D es producida en la piel por la exposicion a la radiacién UVB o es
ingerida en la dieta, pasa a circulacion, donde es transportada mediante sus proteinas de
unién (DBP) y lipoproteinas (De Luca, 2004; Holick, 2004; Holick, 2005). La Vitamina D es
liberada de DBP en el higado y sufre una hidroxilacién sobre el C-25 por la 25-Hidroxilasa
(también conocida como CYP27A1, CYP3A4, CYP2R1, CYP2]3) produciendo 25-(OH)-
vitamina D (De Luca, 2004; Holick, 2004; Bouillon R, 2001). Esta es la principal forma
circulante de la vitamina D, por lo que es medida para determinar el estado de la misma, ya
que su vida media en la circulaciéon es de dos semanas y se correlaciona con el
hiperparatiroidismo secundario, raquitismo y osteomalacia (Holick, 2004; Holick, 20006;
Bouillon, 2001). El complejo de la 25-hidroxi-vitamina D y la vitamina D unida a proteinas,
filtran en el rifién y son captadas del lumen tubular renal a través del receptor endocitico de la
mesalina. Una vez en el interior de las células epiteliales del tdbulo renal (Holick, 2004;
Bouillon R, 2001) la 25(OH)D; es liberada y es convertida en las mitocondrias por la 1-a-
hidroxilasa (también conocida como CYP27B1) en 1,25(OH),D; que es la forma
biolégicamente activa de vitamina D, responsable de mantener la homeostasis del Ca y el P.
La hidroxilacién renal esta estrechamente regulada por la PTH. La 1,25(OH),D; mejora la
absorcion intestinal de Py Ca, reduce su excrecion renal y estimula la expresion de
RANKL en los osteoblastos que interacciona con su receptor RANK en los
preosteoclastos induciendo la maduraciéon osteoclastica (Khosla, 2001; Holick, 2004,
Bouillon R, 2001), asf se libera el Ca y el P (HPO,”) procedentes del hueso. Finalmente, la
misma 1,25(OH),D; inhibe la 1-o-hidroxilasa renal y estimula la expresion de 25(OH)D-
24-hidroxilasa (24-OHasa). La hidroxilacién en la posicién 24 serfa el paso inicial en la

inactivacion del sustrato 25(OH)D;, y de 1,25(OH),D;.
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Figura n° 14. Fotoproduccién, metabolismo y varios efectos biologicos de

1,25(OH),D, sobre Ca, P y metabolismo del hueso (modificado de Holick, 2006).
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El receptor nuclear de la vitamina D (VDR) se encuentra ademas, de en intestino y

hueso, en una variedad de células y tejidos que incluyen linfocitos, células musculares

estriadas, corazon, pancreas, piel, cerebro, gonadas, etc. La interaccion de 1,25(OH),D; con

estos receptores es responsable de numerosos efectos fisiolbgicos recientemente

conocidos. Algunos tejidos como mama, prostata, colon y piel poseen la enzima 1-a-
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hidroxilasa y por lo tanto la capacidad de producir 1,25(OH),D; localmente. Asi la forma
activa de la vitamina D media en efectos inmunolégicos al unirse a su receptor VDR,
presente en las células inmunoldgicas, de respuesta innata y adaptativa. El1 VDR es
expresado en monocitos y macrofagos activados, células dendriticas, células asesinas o
natural killers, células T y B. Ademas se ha observado que al activarse tiene una potente
funcién antiproliferativa, pro-diferenciativa e inmunomoduladora, por lo que tiene efectos

inmunosupresores ¢ inmunoestimuladores (Nagpal, 2005).

Por otro lado se le ha reconocido a la vitamina D un rol en la regulacién de la
diferenciacion celular. Células preleucémicas de rata mostraron una marcada inhibicion del
crecimiento y aumento en la maduracion en presencia de 1,25(OH),D;. Posteriormente
varias observaciones mostraron el efecto antiproliferativo en células de cancer de mama,
melanoma y osteosarcoma (Holick, 2002). Aunque la actividad anticancerigena de la
vitamina D no esta totalmente dilucidada parece estar implicada en: la regulacién del ciclo
celular, estimulacion de la diferenciaciéon, disminucion de los estimulos que actian sobre el
crecimiento, inhibicién de la angiogénesis y aumento de la apoptosis de células malignas

(Pozzo, 2005).

Estudios epidemiolégicos y clinicos de las ultimas dos décadas sugieren, ademas la
existencia de una relacién inversa entre la vitamina D y la tension arterial y/o la actividad
de renina plasmatica. Segun las observaciones de Li y col. (2003), el receptor de vitamina D

podia ser un regulador negativo de la expresion de la renina.

Y algunos estudios han encontrado asociacion entre deficiencia de vitamina D y
diabetes tipo II. La célula pancreatica expresa VDR. El mecanismo patogénico podria ser
un efecto sobre la sensibilidad a la insulina, la funcién de la célula P o ambas. Un estudio
reciente, revel6 una correlacion positiva entre los niveles de 25(OH)D;, y la sensibilidad a la
insulina y un efecto negativo de la hipovitaminosis D sobre la funciéon pancreatica (Chiu y

col., 2004) .
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Figura n° 15. Funciones no-calcémicas del 1,25(OH),D; (modificado de Holick,
2000).
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Los requerimientos de vitamina D, de acuerdo con Food and Nutrition Board and
Institute of Medicine (2002), son de 2,5 pg/dia para prevenir un raquitismo por deficiencia
de esta vitamina. En los nifios y adolescentes se recomiendan 5 pg/dfa. Los adultos de mas
de 50 afios deben aumentar su ingesta hasta 10 pg/dfa e incluso de 15 pg/dia a partir de los
70 afios. Las maximas cantidades diatias tolerables son de 25 pg/dia para los nifios y de 50

ug/dia para los adultos.

En la mayoria de los casos, los aportes de vitamina D en la dieta son suficientes.
Los alimentos mas ricos en vitamina D son los pescados (bacalao, salmon, sardinas, ostras,
etc.), el higado de vaca o ternera, los huevos, la leche y el queso. Los suplementos de
vitamina D sélo son necesarios para aquellas personas que estén alejadas cronicamente del

sol como los trabajadores nocturnos o las personas que viven en latitudes muy noérdicas.

Calcitonina (CT): es un péptido de 32 aminoacidos producido por las células

parafoliculares del tiroides, células pituitarias y unas pocas células neuroendocrinas
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ampliamente dispersadas. Al igual que otras hormonas péptidicas, se sintetiza en forma de
pre-prohormona para posteriormente almacenarse en las vesiculas del aparato de Golgi
como calcitonina activa. Al contrario que la PTH y la vitamina D, la calcitonina posee una
acciéon hipocalcemiante, siendo el equilibrio entre las tres hormonas lo que determina

finalmente la concentracién de Ca y P en la sangre.

El osteoclasto es la célula mas rica en receptores de calcitonina (RCT). Una vez que
la CT se une a su receptor, ejerce su accion sobre la célula a través de la proteina G-
adenilciclasa-AMPc y de fosfolipasa C- inositol trifosfato. La gran riqueza de receptores en
el osteoclasto explica que se configure en esta célula la accidén biolégica fundamental de la
CT, actuando como un potente inhibidor de la actividad osteoclastica y, por tanto, del
remodelado 6seo. La CT actia sobre el osteoclasto maduro causando rapidamente una
pérdida del borde “en cepillo” y evita el reclutamiento de sus precursores, reduciendo
también el nimero de células; lo que lleva a una disminucién de la resorcion 6sea. La CT
inhibe, también, la sintesis y secrecion de la fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP), la
actividad de la Na"-K"-ATPasa y de la anhidrasa carbonica, reduciendo la secrecion acida
de H”, fenémenos todos necesatios para la accion resortiva. También inhibe la fijacion del

osteoclasto actuando sobre las integrinas y moléculas de adhesion.

La CT también ejerce su accion en otros tejidos, como el rifion, donde se sabe que
aumenta la expresion de mRNA de la enzima 1-alfa-hidroxilasa, que cataliza el paso de
25(OH)D; a 1,25(0OH),D; en el tdbulo proximal, aumentando los niveles de este dltimo
metabolito activo e, indirectamente, la absorcion intestinal de calcio. A nivel de los tabulos
renales inhibe la reabsorcion de fosfato y aumenta la reabsorcién absoluta de Ca™ y Mg*

(Pérez Cano y Montoya, 2004).
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2.3. EL FOSFORO COMO NUTRIENTE

El P desempefia un papel destacado en un gran nimero de procesos biologicos y es
un componente excepcionalmente importante de los cristales de hidroxiapatita, el principal
componente mineral del hueso. Ademas, el P esta presente en los acidos nucleicos, en la
sefializacion de proteinas bioactivas, en las enzimas fosforiladas y el las membranas celulares
(Ktebs y Beavo, 1979; Hunter y Coopet, 1985; Cohen, 1989; Hubbard y Till, 2000). Una
deficiencia prolongada de P origina serios problemas biolégicos, pues afecta a la
mineralizacién 6sea causando osteomalacia o raquitismo, provoca anormalidades en
eritrocitos, leucocitos y trastorna también la agregacion plaquetaria; cuando la integridad de la
membrana celular se ve perjudicada puede dar lugar a rabdomiolisis; y a alteraciones en la
funcién cardiaca (Knochel, 1977; Knochel y col., 1978; Kumar, 1997; Kumar, 2000; Schiavi y
Kumar, 2004). Por lo tanto, el mantenimiento apropiado de la homeostasis del P es critico

para el bienestar del organismo.

El contenido corporal total de P en el adulto (figura 16) es de 700 g
aproximadamente, el 85% se halla en el hueso en forma de cristales de hidroxiapatita
[Ca,,(PO,)(OH),], el 14% es intracelular y sélo el 1% es extracelular, del cual, el 70% es
organico y contenido en los fosfolipidos, y el 30% es inorganico, de éste, el 15% esta unido
a proteinas, siendo por tanto la mayorfa ultrafiltrable y el 85% restante se encuentra
complejado con Na*, Ca®* o Mg”" o como P inorganico (Pi) que representa el 0,15% del P
total (el 15% del P extracelular), circula de forma libre y es la fraccion medible (Moe, 2008).
La diferencia de concentracion entre el fosfato intracelular y extracelular no es tan acusada
como en el caso del Ca, por ello no es necesario un mecanismo de regulaciéon tan fino

como el de éste tltimo.

Por tanto, el P esta presente practicamente en cada fluido corporal. En el plasma
humano, se encuentra en forma de fosfato o Pi, fosfolipidos, y éster fostérico. La
concentracién total de P en suero oscila entre 89 y 149 mg/L (2,87-4,81 mM), el P
inorganico (fosfato, Pi) entre 25,6 y 41,6 mg/L (0,83-1,34 mm) éste experimenta
variaciones relacionadas con la ingesta y la excrecién renal, ademas muestra un ritmo
circadiano, observandose unos valores minimos por la mafiana y unos valores maximos al
final de la tarde (Mataix, 2008) y cambia también con la edad (Berndt y Kumar, 2007); la

concentracién de P como éster fosforico es de 25-45 mg/dL (0,81-1,45 mm), y el
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contenido de P en los fosfolipidos es de 69-97 mg/L (2,23-3,13 mm) (Diem y Lentner,
1970). Las ratas tienen un valor normal de Pi algo superior a los humanos, debido a las

diferencias en el metabolismo basal, que es superior en los roedores (Tenenhouse, 2005).

En mamiferos, el hueso contiene una cantidad sustancial de P (aproximadamente
10 g/100 g tejido seco libre de grasa); en comparacién con el musculo que presenta 0,2
g/100 g tejido libre de grasa, y el cerebro 0,33 ¢/100 g de tejido fresco (Diem y Lentner,
1970).

Figura n° 16. Distribucién y naturaleza quimica del P en el organismo (modificado

de Mataix, 2008).
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2.3.1. FUENTES ALIMENTARIAS DE FOSFORO

Las principales fuentes del P son los grupos de alimentos proteinicos: el huevo, la
carne (ternera, cerdo, pollo, pavo, caza) y la leche, entre los derivados lacteos cabe destacar el
queso, son particularmente ricos en este nutriente el queso cheddar (5,1 mg/g) y el queso
suizo (6,1 mg/g); en otros tipos de quesos mds suaves existen cantidades menores, pero

también significativas.
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Una alimentacién que cubra los requerimientos de Ca y proteina también suministra

una cantidad suficiente de P (Calvo y Park, 1990).

Aunque los panes integrales y los cereales contienen mas P que aquellos elaborados
con harina refinada, corresponden a una forma de almacenamiento del P llamada fitina, que
los humanos no absorben. Las frutas y las verduras contienen unicamente cantidades
pequefias de P (Yu, 2007; Plotnikoff, 2007). Este hecho debe ser tenido en cuenta,
especialmente en grupos con dietas presumiblemente saludables (ricas en cereales, legumbres,
frutas y verduras), en los cuales no es relevante la medida de la ingesta total de P (Calvo y

Park, 1996).

Tabla n° 7. Contenido en P de algunos alimentos (modificado de Food and Nutrition
Boatd, Institute of Medicine, 2004).

FOSFORO
ALIMENTO
(mg)
Yogur desnatado 240 g 383
1
Lentejas /> taza, 356
cocinadas

Salmoén 90 g, cocinado 252
Leche desnatada 240 g 247
Ternera 90 g, cocinada 173
Pavo 90 g, cocinada 155
Almendras 30¢g 139
Queso mozzarella 30g 131
Huevo 1, cocinado 104
Pan integral 1 rebanada 04
Bebida carbonatada de 360 o A4
cola

Hay que anadir que dentro de los nuevos productos que el ser humano consume, se
encuentran muchas bebidas de cola que son acidificadas hasta un pH de 2,4 mediante la
adicién de 4acido fosférico, asi el P alcanza valores de hasta 300 mg/L y la carga 4cida total

llega a ser de 20 mmosmo/L. Las recomendaciones de P en la infancia y en la adolescencia
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son de 800-1200 mg/dia, peto debido al gran consumo de alimentos ricos en P, se ha

comprobado que la ingesta llega a ser de 1000-1600 mg/dia (Infante y col., 2001).
2.3.2. FUNCIONES DEL FOSFORO

Ademas de ser uno de los componentes fundamentales en la formacién vy
estructura de los huesos (Hansen y col., 1976), el P juega un papel critico en la biologfa celular
(Berndt y Kumar, 2007) como elemento estructural e interviniendo en procesos que
requieren de este mineral de una u otra forma, incluyendo la sintesis y metabolismo de acidos
nucleicos (ADN y ARN) (Kornberg, 1979); el metabolismo energético (Lehninger y
Wadkins, 1962; Lardy y Ferguson, 1969) ya que es un elemento constituyente de la molécula
de adenosintrifosfato (ATP): principal fuente de energfa en distintos procesos metabodlicos
(transporte activo, reacciones de biosintesis, etc.) asi como para la contraccion muscular

(Bessman y Carpenter, 1985; Jencks, 1997).

Figura n° 17. Esquema de la molécula de ATP.

enlaces de alta energia AN

8000 kcal/mol P

RIBOSA

GRUPO FOSFATO

El i6n fosfato es esencial para el metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos
(Fruman y col, 1998) donde funciona como cofactor en mdaltiples sistemas enzimaticos;
participa también en la sefalizaciéon celular (Krebs y Beavo, 1979) formando parte de
segundos mensajeros hormonales como AMPc, GMPc, inositol trifosfato o 2,3-

difosfoglicerato; es fundamental para la integridad de las membranas (Rothfield y Finkelstein,
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1968; Op den Kamp, 1979) como componente basico de los fosfolipidos; un nimero elevado
de enzimas y hormonas dependen de la fosforilacién para su activacioén (Stock y col., 2000).
Acttiia como regulador de la liberaciéon de oxigeno por la hemoglobina; de fosfoproteinas
como calmodulina (proteina intracelular ligadora de calcio), estatmina (participa en la
proliferacién y diferenciacion celular) y glutaminasa (interviene en la eliminaciéon de NH; y
en la regulacion acido-basica) (Mataix, 2008). En forma de fosfato es especialmente
importante por su efecto estabilizador y amortiguador sobre los cambios de pH ya que las
soluciones acuosas a pH fisiologico (alrededor de 7,4) contienen aproximadamente cuatro
quintos del fosfato inorginico como i6n hidrogenofosfato (HPO,*) y casi un quinto como
i6n dihidrogenofosfato (H,PO,). Esto significa que la cantidad significativa de fosfato
inorganico en las células, fluido extracelular y sangre actia como un buffer efectivo

(Kohlmeier, 2003).

2.3.3. UTILIZACION NUTRITIVA DE FOSFORO

2.3.3.1. REQUERIMIENTOS

Los requerimientos de P son de unos 700-800 mg/dia en adultos, esta
recomendacion esta basada en el mantenimiento de un nivel normal de fosfato con objeto
de cubrir las necesidades celulares y la formacién del hueso, pero se elevan a unos 1200-
1250 mg/dia en la adolescencia ya que el P es necesario en los petiodos de rapido
crecimiento 6seo. Sin embargo, en la practica, las alimentaciones occidentales suelen
contener elevadas cantidades de huevos, carne, pescado y lacteos, con importante aporte de
P y proteinas, por ello es muy poco probable que se produzcan deficiencias en individuos
sanos; bien al contrario, en las sociedades ricas, donde la disponibilidad de estos alimentos
es elevada, el consumo de P supera las ingestas dietéticas recomendadas (Farré y Frasquet,

1999).

La ingesta de P debe ser paralela a la de Ca, puesto que una relacion Ca/P de 1:1 a
2:1 es la adecuada y por debajo de 1 se considera un riesgo de pérdida de masa 6sea

(Potrata y cols., 1996). Esta proporcion sélo se da en la leche y derivados.

Los requerimientos de P para la rata son 3000 mg/Kg de dieta, tanto en fase adulta

como de crecimiento (Reeves y col., 1993).
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Tabla n°® 8. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de P (modificado de Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

ETAPA DE LA
VIDA

Lactantes 0-6 meses 100 100
7-12 meses 275 275

1-3 afios 460 460

Nifios 4-8 afios 500 500
9-13 afios 1250 1250

Adolescentes 14-18 afios 1250 1250
19-30 afios 700 700

Adultos 31-50 afios 700 700
51-70 afios 700 700

Mis de 70 anos 700 700
Menos de 18 afos - 1250

Embarazo 19-30 afios - 700
31-50 afios - 700
Menos de 18 afnos - 1250

Lactancia 19-30 afios - 700
Mis de 30 afos - 700

2.3.3.2. ABSORCION INTESTINAL DE FOSFORO

El P es introducido en el organismo con los alimentos en distintas formas (sales de
fosfato, nucleétidos y fosfolipidos). Las uniones de P organicas son atacadas por las enzimas
digestivas (fosfatasa alcalina) como paso previo a la absorciéon del i6n fosfato.

Aproximadamente un 70% es absorbido principalmente en duodeno y yeyuno.
La absorcién intestinal, representa la suma de un componente pasivo, no saturable,

dependiente de la concentracion de P (independiente de vitamina D) y un componente activo,

saturable, mediado por proteinas transportadoras dependientes de Na" y estimulado por la
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1,25(0OH),D; (Laurence, 1997). El transporte debido al transportador tipo I es constante,
mientras que la expresion y el transporte el cotransportador Na'/Pi tipo IIb depende de la
ingesta de fosfato y la cantidad de 1,25(OH),D; . También existe la posibilidad de que un
transportador adicional Na'-independiente opere en la membrana del borde en cepillo. Los
cotransportadotes de Na” tipo III parecen estar implicados en la creacién de un flujo de Pi
desde la membrana basolateral para cubrir las propias necesidades del enterocito (Tenenhouse

y col.,, 1998).

La difusién pasiva predomina cuando las ingestas de P son altas, mientras que la
hormona paratiroidea (PTH) y dietas bajas en P estimulan la absorcién transcelular ejerciendo
sus efectos sobre la vitamina D. La absorcion intestinal de los fosfatos esta menos finamente
regulada que la absorcion del Ca y presenta dos diferencias importantes con respecto a este
elemento: a) la absorcién neta del P es tres veces mayor; b) el proceso de absorcion pasiva,
no saturable, tiene mayor importancia en el caso del P; se ha demostrado que en el
intervalo normal de ingestas dietéticas de P, la absorciéon es funcién lineal de su
concentracion en el lumen (Farré y Frasquet, 1999). En condiciones normales, la absorcion
pasiva puede satisfacer las necesidades de P y la regulacion hormonal de la absorcién intestinal

juega solo un rol menor en la homeostasis del P.

En general, la biodisponibilidad del P es elevada tanto si procede de fuentes
organicas como inorganicas, con algunas excepciones tales como los pirofosfatos y los
polifosfatos (fosfatos condensados unidos linealmente) utilizados en la industria alimentaria
para ablandar agua, en quesos para fundir, salchichas cocidas, surimi o palitos de
pescado.La presencia de oxalato también puede reducir la absorcion de este mineral y el P
en forma fitica (presente en semillas y cereales) puesto que no es inmediatamente
disponible debido a que el intestino humano es deficiente en la enzima fitasa. Una relacion
Ca/P mayor a 3 puede dar lugar a un descenso en la absorcion de fosfatos mediante la
formacion de compuestos insolubles en el intestino (Mataix, 2008). Se ha sefialado también
una disminucién de la eficiencia en la absorcion de fosfatos como consecuencia del uso de
antiacidos como el hidréxido de aluminio por un periodo de tiempo prolongado, debido a

que este compuesto fija el P haciendo que no sea disponible.
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2.3.3.3. EXCRECION, RETENCION Y BALANCE DE FOSFORO

El intestino y el rifién juegan los papeles mas destacados en la absorcion del P de la
dieta y en la excrecién del mismo en la orina, de ahi que el balance de P esté determinado
principalmente por los procesos que regulan la eficiencia de su absorcién intestinal y su
reabsorcion renal. La figura 18 muestra los aspectos cuantitativos de la homeostasis del P
en humanos (Berndt y Kumar, 2007). En los estados de equilibrio de P, la cantidad
absorbida en el intestino (13 mg/ kg/dia, ~1-1,5 g/24 h) es equivalente a la cantidad
excretada en la orina. Las hormonas y factores implicados en la regulacién de la
homeostasis del P actian modificando la eficacia de absorcién de Pi en el intestino o la

reabsorcion de Pi en el tibulo proximal del rifidn.

Figura n° 18. Balance de P (modificado de Berndt y Kumar, 2007).
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Tras ser absorbido, el P pasa al torrente sanguineo y al liquido extracelular. La
mayoria del fosfato circulante esta contenido en los fosfolipidos de las lipoproteinas y las
membranas de las células sanguineas. Una menor cantidad circula como i6n inorganico (Pi).
La concentracion plasmatica de fosfato inorganico es de alrededor de 1 mmol/L si la

ingesta es adecuada.
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El fosfato entra en las células a través del cotransportador de Na”, principalmente
por medio de los ubicuos cotransportadores de Na" tipo III. Una pequefia diferencia se
observa a nivel 6seo, donde el cotransportador de Na"/Pi tipo III bombea fosfato a la
matriz extracelular durante la mineralizacion 6sea en las primeras etapas de la vida. El
cotransportador de Na'/Pi tipo III también desempefia un papel importante en la

calcificacion vascular y de tejidos blandos, que se produce en respuesta a la hiperfosfatemia

(Giachelli y col., 2001).

Los osteoclastos disuelven los minerales del hueso creando un microambiente
acido. La ATPasa vacuolar bombea protones generados por la anhidrasa carboénica II a un
espacio restringido entre la superficie 6sea y el borde sellado por las fibras de actina. Una
serie de enzimas hidroliticas, entre las cuales se encuentran la fosfatasa acida tartrato-
resistente, proteasas y metaloproteasas, digieren el colageno y otros elementos de la matriz
6sea. Como resultado, los elementos minerales del hueso, incluyendo el fosfato, se liberan

y pueden difundir por los capilares sanguineos cercanos (Palmer y col., 1999).

Por las heces se eliminan alrededor de un 30% de los fosfatos ingeridos, pero el

rifién es la via de excrecion mas importante (Mataix, 2008).

Reabsorcion tubular de fosfato

Figura n° 19. Reabsorcion tubular proximal de Pi (Murer y col., 2000).
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Izquierda: transporte activo secundario. Derecho: cotransportadores Na“/Pi en la

célula tubular proximal.

El principal factor que determina el nivel de P sérico es la excrecion renal de fosfato
inorganico (Pi). Esta resulta de la filtracién glomerular del mismo y de su reabsorcién
tubular proximal. Para un sujeto adulto cuya filtracion glomerular es de 180 L/dia, se filtran
6500 mg de Pi por dia; de manera que si se excretan 775 mg/dfa, el 88% del Pi es
reabsorbido y solo el 12% es excretado. El P filtrado es reabsorbido mayoritariamente en el
tubulo proximal, siendo aproximadamente el 60% de la carga filtrada reclamada en su
porcién contorneada y 15 a 20% en su porcion recta. Solo una pequefia y variable porcion
de la carga filtrada (< 10%) es reabsorbida en las porciones mas distales de la nefrona. Por
todo esto, hablar de la regulacion del nivel de P sérico es hablar de la regulaciéon de la

reabsorcion tubular proximal de Pi (Negri, 2004).

El transporte transepitelial de Pi es esencialmente unidireccional e involucra la
entrada por la membrana apical con ribete en cepillo, su pasaje a través de la célula, y su
salida por la membrana basolateral. La captacion del Pi a nivel de la membrana apical es el
paso limitante de todo el proceso de reabsorcion y es el sitio mas importante de regulacién
(Berndt y Knox, 1992). La entrada de fosfato al tdbulo proximal es mediada por
transportadores de fosfato dependientes de Na" localizados en la membrana apical que a su
vez dependen del gradiente de Na” creado por la Na/K ATPasa que se encuentra en la

membrana basolateral para movilizar el proceso de transporte.

Se han identificado tres tipos no relacionados de cotransportadores Na'/Pi en
mamiferos: el tipo I (NPT1) y el tipo II (NPT2) y tipo III (Murer y col., 2000a; Murer y
col., 2000b; Tenenhouse y Murer, 2003; Murer y col., 2004). El tipo I esta localizado en el
ribete en cepillo de las células tubulares proximales. La funcién del cotransportador Na'/Pi
tipo I no esta claramente establecida, y se sugiere que mediaria el transporte de Cl y de
aniones otganicos. El cotransportador Na'/Pi tipo II se expresa en la membrana apical de
los epitelios absortivos/resortivos, existen tres subtipos: Ila, IIb y Ilc. La reabsorcién renal
fisiolégica de P es llevada a cabo por los subtipos I1a y IIc (Wagner, 2007). El tipo IIb se
expresa en el intestino delgado, como ya se ha comentado. Los cotransportadores Na*/Pi
tipo I median el cotransporte electrogénico de Na* y fosfato con una estequiometria de

tres iones de Na” por uno de fosfato. El tipo IIa parece ser el determinante mas importante
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de cotransporte Na'/Pi proximal y de la tasa global de reabsorcién tubular de P (Murer y
col,, 2001). La disrupcion del gen NPT2 que codifica este cotransportador, resulta en
fosfaturia, en la pérdida de aproximadamente el 80% de la tasa de cotransporte Na'/Pi, y
en una falta de respuesta de la reabsorcion tubular de fosfato a dos de los mas importantes
mecanismos regulatorios: la inhibiciéon inducida por la parathormona (PTH) y a la
estimulaciéon de la reabsorcion provocada por la privacion dietética de fosfato (Negti,

2004).

Existe una diferencia fundamental en la regulacién de los cotransportadores Na*/Pi
tipo Ila y IIb. En el rifién, donde esta localizado el cotransportador tipo Ila, existen
mecanismos regulatorios rapidos (mediados por PTH, otras hormonas peptidicas y por la
ingesta dietaria de P) y lentos (regulados por la demanda de fosfato por el crecimiento y
desarrollo). En contraste, en el intestino, donde esta localizado el cotransportador tipo IIb,

existen solo mecanismos reguladores lentos (relacionados con el aporte dietario de P o con

la 1,25(OH),D,).

La regulacion de la homeostasis sistémica de P se produce primariamente
controlando el niimero de cotransportadores Na'/Pi-Ila y Na'/Pi-Ilc presentes en la

superficie del ribete en cepillo del tabulo proximal (Negri, 2007).

2.3.4. REGULACION HOMEOSTATICA DEL FOSFORO

Las células detectan los cambios en la concentraciéon de Pi (AC) extracelular (o en
algunos casos intracelular) via “sensores de fosfato” especificos (Suzuki vy col., 2004;
Mouillon y Persson, 2006; Lamarche y col., 2008). Los cuales, alteran el metabolismo
intracelular de las proteinas, generalmente cambiando el estado de fosforilacion de las
mismas, y los acontecimientos de transcripciéon nucleares subsecuentes (figura 20). Las
proteinas sintetizadas en respuesta a los cambios de la transcripciéon génica aumentan la
eficacia con la cual el P es conservado por la célula y pueden ser los componentes del

sensor de Pi celular (Berndt y Kumar, 2009).
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Figura n° 20. Mecanismos por los cuales las células y organismos responden a
alteraciones en las concentraciones de P extracelular (modificado de Berndt y Kumar,

2009).
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Histéricamente la homeostasis del fosfato ha sido vista principalmente desde la
perspectiva del eje PTH/1,25(OH),D; en estrecha relaciéon con la homeostasis del Ca
(figura 21):

La PTH favorece la liberacion de P desde el hueso e inhibe la reabsorcion renal de fosfato
al producir la ripida internalizacién del cotransportador Na'/Pi-Ila y promover su
degradaciéon a nivel lisosomal. A su vez, las elevaciones cronicas de PTH modulan el
ARNm vy la proteina del Na’/Pi-Ila. Ta PTH también, indirectamente, incrementa la
absorcion intestinal de Pi al estimular la sintesis de 1,25(OH),D;. El P tiene un efecto de

estimulacion directo sobre la secrecion de PTH (Negri, 2007).

1,25(OH),D; o calcitriol estimula la resorcion 6sea, incrementa la absorcién intestinal y la
reabsorcion renal de Pi. El Pi extracelular regula la 1-a-hidroxilasa renal que controla la
sintesis de 1,25(OH),D; (Negri, 2007). Aunque hay estudios que demuestran la existencia
de un aumento del transporte de Pi, independiente de esta enzima durante la privaciéon de

Pi que ocurre en ausencia su receptor (De Luca, 2004; Segawa y col., 2004; Williams y De

Luca 2007).
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Ademas de la PTH y la vitamina D, existen otras hormonas que influyen en el
transporte de P, por ejemplo: insulina, hormona tiroidea, calcitonina, hormona del
crecimiento e IGF-I, glucocorticoides, etc. Entre los factores no hormonales que alteran la
velocidad de reabsorcion, podemos destacar la ingesta dietética, el ayuno y el estado acido-
base. Varios de dichos factores afectan la expresion y distribucion celular del

cotransportador Na*/Pi en el epitelio del tibulo renal (Murer y col., 2000).

Figura n° 21. Adaptaciéon a los cambios de P sérico (modificado de Berndt y

Kumar, 2007).

Fosfato sérico

normal

\U/

‘J\} +/— Factores de

0 crecimiento

~ : [ \
Fosfato sérico

normal

[ Respuesta a alto
fosfato en la dieta
| Respuesta a bajo
fosfato en la dieta

Fosfatoninas

Recientemente ha surgido una nueva clase de reguladores del control sistémico de
la homeostasis del P llamados fosfatoninas, que establecen un nexo directo de
comunicaciéon entre el metabolismo 6seo y el manejo renal del fosfato. El conocimiento de

esta nueva clase de reguladores del balance de P surgi6 de la observaciéon de un grupo de
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condiciones patologicas en las cuales los niveles de P estan alterados sin una modificacion
significativa en las concentraciones de PTH, 1,25(OH),D,y Ca, lo cual es incomprensible
segun el esquema clasico de regulacion del P. Estas enfermedades que se caracterizan por
hipofosfatemia, hiperfosfaturia y mineralizacion Osea defectuosa
(raquitismo/osteomalacia), incluyen a la hipofosfatemia ligada al X (XLH), el raquitismo
hipofosfatémico  autosémico  dominante  (del inglés  Autosomal Dominant
Hypophosphatemic Rickets o ADHR), su forma recesiva (ARHR) y la osteomalacia
inducida por tumores (TIO) (Negri, 2007). Asi se ha acufiado el término “fosfatoninas”
para describir a factores con actividad reguladora del P. Se han identificado diferentes
moléculas como el factor de crecimiento-23 (FGF-23) el FGF-7, el MEPE y el sFRP-4. Su
potencia como agentes fosfaturicos se ha demostrado tanto iz vitro como in vivo (Negti,

2007).

Factor de crecimiento fibroblastico-23 (FGF-23): es una proteina miembro de
una subfamilia de FGFs que son capaces de interactuar con receptores de FGF (FGFR) en
presencia de la proteina Klotho (proteina transmembrana necesaria para que la activacion
del receptor del FGF-23 se haga efectiva; por tanto, parece ser indispensable para que el
FGF 23 actde y consecuentemente imparte especificidad a sus funciones) y que tienen
acciones sistémicas/hormonales mas que locales/paracrinas més tipicas de este tipo de
factores de crecimiento (Quarles, 2008). Dentro de los distintos tipos de receptores para
FGF-23, los estudios 7 vitro indican que el FGF-23 puede activar FGFR1c, 3¢ y 4c (Kuro-o
y col., 1997; Urakawa y col., 2006). Hasta ahora todavia no esta resuelto cual es el receptor
de FGF-23 fisiologicamente relevante. Existe la posibilidad de que el FGF-23 tenga un
nuevo tipo de receptor, esta hipotesis surge al observar que ni la activaciéon ni la

inactivacion de los FGEFRs conocidos resultan en hipo o hiperfosfatemia.

El FGF-23 es producido principalmente por los osteoblastos/osteocitos en el
hueso (Yoshiko y col., 2007) y el rifién es su principal blanco fisiolégico. Actia como un
factor fosfaturico y ejerce su efecto reduciendo la reabsorciéon renal de P al suprimir la
expresion de los cotransportadores Na'/Pi-Ila y Ilc de la membrana del borde en cepillo
del tibulo proximal. Ademas, el FGF-23 suprime la expresiéon de la 1-o-hidroxilasa,
reduciendo de esta manera la producciéon renal de 1,25(OH),D; y también aumenta la
expresion de la 24-hidroxilasa renal que transforma a la vitamina D en un metabolito de

menor actividad biolégica (figura 22). De esta manera, el FGF-23 no solo decrece el P
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plasmatico por supresion de su reabsorcion renal sino también disminuyendo su absorcion
intestinal al bajar los niveles de 1,25(OH),D; (Quatles, 2008). Un incremento en los niveles
de FGF-23 causa hipofosfatemia y disminucién de 1,25(OH),D.

Figura n°® 22. Acciones del FGF-23 (Parisi y Oliveri, 2008).
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Jonsson y col. (2003) encontraron que el FGF-23 esta presente en la circulacion de
individuos sanos, aunque a niveles bajos, consistentes con el rol fisiolégico del FGF-23 en
la regulaciéon del P. Sin embargo, el FGF-23 estaba muy elevado en sujetos que padecian
tumores inductores de osteomalacia (TTIO) y los valores se normalizaron tras la reseccién
quirargica del tumor. También encontraron que los sujetos con XLH, el trastorno
hipofosfatémico hereditario mas frecuente ligado al cromosoma X, presentaban elevaciones

del FGF-23 circulante.

Proteina secretada similar a frizzle-4 (sFRP-4), factor de crecimiento
fibroblastico-7 (FGF-7) y la fosfoglicoproteina de la matriz extracelular (MEPE): al
igual que FGF-23, sFRP-4 disminuye la reabsorcion renal de PO, mediante la reduccién de
los cotransportadores NPT de los tabulos renales proximales e inhibe la formacién de

calcitriol (Berndt y col., 2003).

FGF-7 inhibe el NPT localizado en las células renales. Los anticuerpos anti-FGF-7
atenudan la inhibicién del trasporte de fosfato inducida por FGF-7 (Carpenter y col., 2005).

Se ha demostrado recientemente que FGF-7 es fosfaturico (Shaikh y col., 2007).
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MEPE es una proteina de 525 aminoacidos que se expresa en el hueso. MEPE ha
demostrado aumentar la excrecion fraccional de fosfato, inhibir la mineralizacién dsea e
inducir hipofosfatemia (Rowe y col., 2004). Su divisiéon libera un péptido rico en acidos
(ASARM) situado en la parte carboxiterminal de MEPE. ASARM es un péptido que causa
fosfaturia e inhibe la mineralizacién 6sea en ratones, sugiriendo que MEPE también juega
un papel en la homeostasis del P. El aumento de ASARM, MEPE y de FGF-23 se presenta
en los pacientes con hipofosfatemia ligada al cromosoma X, trastorno debido a mutaciones
en el gen PHEX (del inglés Phosphate-regulating gene with homologies to endopeptidases
on the X chromosome) (The Hyp Consortium, 1995). Liu y col., (2007) observaron que los
cultivos de células del estroma 6seo suplementadas con el péptido ASARM producian una
significativa elevacion de FGF-23 y una inhibiciéon de la mineralizaciéon. Estos hallazgos
sugieren que el MEPE inhibe la mineralizacién 6sea y la actividad del PHEX que lleva a un
incremento en la produccion de FGF-23. Es importante destacar que MEPE no inhibe la

formacion de calcitriol (Shaik y col., 2008).

La proteina de la matriz de la dentina 1 (DMP1, dentin matrix protein 1), es un
miembro de la familia de glicoproteinas acidicas extracelulares secretadas llamadas
SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein) que también incluye a la
sialoproteina 6sea (BSP, bone sialoprotein), dentina sialofosfoproteina (DSPP, dentin
sialophosphoprotein), osteopontina (OPN), y la fosfoglicoproteina de matriz extracelular
(MEPE, matrix extracellular phosphoglycoprotein). Esta proteina esta altamente expresada
en los tejidos mineralizados, especialmente en osteoblastos y osteocitos. Iz wvitro, los
péptidos de la DMP1 pueden promover la mineralizacién dependiendo del grado de
fosforilacion, el tamano del péptido, y la concentracion. La deleccion de DMP1 en ratones

resulta en un fenotipo 6seo hipomineralizado.

Recientemente, se han publicado dos estudios independientes sobre el raquitismo
hipofosfatémico autosémico recesivo (ARHR), en el cual se detectaron mutaciones en el
gen que codifica la DMP1 (Lorenz-Depiereux, 2006; Feng y col., 2006) dando lugar a
hipofosfatemia, aumento de la excreciéon de PO, en la orina e incremento de FGF-23.
MEPE y DMP1 estan predominantemente expresadas en los osteocitos donde
respectivamente inhiben o inducen mineralizacién 6sea (figura 23). A su vez estas dos
proteinas regulan la expresion del FGF-23: MEPE inhibiendo la actividad de la ectoenzima

PHEX que actuarfa sobre algun factor desconocido (factor X) que disminuye la expresion
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del FGF-23 y DMP1 inhibiendo directamente la expresion del FGF-23. Asi cuando MEPE
inhibe la mineralizacién, aumenta la produccion de FGF-23 para producir fosfaturia, ya que
en ese caso el P no se necesita para la mineralizaciéon. Por el otro lado cuando DMP1
aumenta, se estimula la mineralizaciéon y se reduce la produccién de FGF-23, ya que se

necesita conservar el P para favorecer la mineralizacién (Negti, 2007).

Figura n° 23. Eje hueso-riién (Negri, 2007).

FOSFATURIA

CELULA DMP,
TUBULAR PROXIMAL
DE RINON

NaPillayc

OSTEQCITO

FGF.,

MINERALIZACION
OSEA

FACTOR X

A ACTIVO
FACTOR X

INACTIVO

FOSFORO SERICO



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Los factores que influyen en la homeostasis del P quedan resumidos en la siguiente

tabla:

Tabla n° 9. Factores que influyen en la absorcién y reabsorcion de P en el intestino

y en el rifién (modificado de Berndt y Kumar, 2009).

INTESTINO RINON

Factores gue anmentan la absorcion de Pi Factores que aumentan la reabsorcion de Pi
1. Ingesta dietética de P reducida 1. Deplecién de fosfato
2. Niveles séricos de 1,25(OH),D; 2. Extirpacion de la glandula paratiroidea
elevados 3.1,25(OH),D,
4. Contraccion del volumen
Factores que reducen la absorcion de Pi 5. Hipocalcemia

6. Hipocapnia
3. Niveles séricos de 1,25(OH),D;

reducidos Factores que disminuyen la reabsorcion de Pi
4. Elevada concentracion de Ca en el

lumen intestinal 7. Sobrecarga de Pi
5. MEPE 8. Hormona paratiroidea/ AMPc

9. Expansion del volumen
10. Hipercalcemia
11. Inhibidotes de la anhidrasa carbénica
12. Dopamina
13. Glucosa y Alanina
14. Desequilibrios acido-base
15. Incrementos de bicarbonato
16. Hipercapnia
17. Inhibidotres metabdlicos
18. Arsénico
19. FGF-23
20. sFRP-4
21. MEPE
22. FGE-7
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2.4. EL HIERRO COMO NUTRIENTE

El Fe es un elemento muy abundante en la naturaleza y esencial para la vida de
practicamente todas las formas biolégicas. Contradictoriamente, las mismas propiedades
que hacen a este metal de transiciéon imprescindible para procesos biologicos vitales, como
el transporte de O, y de electrones, lo pueden hacer dafiino, pues la sobrecarga de Fe
conduce a la toxicidad y la muerte celular por la formaciéon de radicales libres y la
peroxidacion lipidica, por ello, la homeostasis del Fe tiene que estar perfectamente regulada
(Andrews, 1999; Mufnoz y col., 2005; Fleming y Bacon, 2005). Dado que el organismo no
dispone de ningun medio eficaz para excretar el Fe, la regulaciéon de la absorcion de Fe
dietético en el duodeno juega un papel critico en la homeostasis de este micronutriente

(Siah y col., 2000).

En un hombre adulto la cantidad aproximada de Fe es de 4 g, distribuidos en: la
hemoglobina (~2,5 g), las reservas principalmente hepaticas (~1 g) y en la mioglobina y
otras proteinas enzimaticas que son dependientes del metal (~0,3 g). Diariamente, un
adulto sano pierde ~0,025% de su Fe total (equivalente a 1 mg), el cual debe ser
reemplazado por la dieta (Conrad y Umbreit, 2002); estas pérdidas son producidas por la
descamacion de las células epidérmicas y epiteliales del tracto gastrointestinal y por el micro
sangrado fisiologico intestinal, para el caso de las mujeres, los nifios y adolescentes en
crecimiento esta cifra aumenta debido al sangrado menstrual y a las necesidades del

crecimiento (FAO/OMS, 2002).

2.4.1. FUENTES ALIMENTARIAS DE HIERRO

En los alimentos, el Fe puede encontrarse como Fe hémico o Fe no hémico
(Dallman, 1990). El Fe de tipo hémico, es el que forma parte de la hemoglobina,
mioglobina, citocromos y muchas otras hemoproteinas, que se encuentran principalmente
en los alimentos de origen animal: 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
tetrapirrolicos de la clorofila, el sirohemo y la fitocromobilina (Santana y col., 1998). El
grupo hemo presente en dichas proteinas estd formado por un anillo organico complejo,
llamado protoporfirina, a la que se une un atomo de Fe divalente, que forma 6 uniones

coordinadas; cuatro de ellas se forman con la protoporfirina y de las dos restantes, una lo
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hace con el N de la fraccién proteica y la otra queda libre como sitio de unién para una
molécula de O, (Lehninger y col., 1995). El Fe de tipo no hémico corresponde a aquel que
no se encuentra unido al grupo hemo; basicamente esta formado por sales inorganicas de
este metal y esta presente principalmente en los alimentos de origen vegetal, en la leche, los
huevos, asi como en la mayoria de los preparados farmacéuticos utilizados en la terapia

contra la deficiencia de este mineral (Dallman, 1990; Goodman, 1996).

Las mejores fuentes de Fe son el higado, la carne roja y magra (principalmente la
carne de res), ostras, huevos (especialmente las yemas) y pescados (salmoén o atun). La
carne de cordero, la carne de cerdo y los mariscos presentan cantidades moderadas. El Fe
procedente de hortalizas, frutas, granos y suplementos es mas dificil de absorber. Estas
fuentes abarcan: frutos secos (almendras, nueces, pistachos), frutas deshidratadas (ciruelas
pasas, uvas pasas y albaricoques), legumbres (habas, semillas de soja, habichuelas), verduras
(brécoli, espinaca, col rizada, coles, esparragos) y granos enteros (trigo, avena, arroz

integral).

Tabla n° 10. Contenido en Fe de algunos alimentos (modificado de Sorace y
Patzan, 2007).

ALIMENTOS QUE CONTIENEN HIERRO HEMATICO
Alimento Porcion Cantidad aproximada de Fe (mg)
Higado (cerdo) 85¢ 16,0
Higado (pollo) 85¢ 7,5
Ostras 85¢g 8,0
Mejillones 85¢g 5,7
Aguja 85¢ 3,2
Pavo 85¢g 2,0
ALIMENTOS QUE CONTIENEN HIERRO NO HEMATICO
Alimento Porciéon Cantidad aproximada de Fe (mg)
Cereal enriquecido 1 porciéon 3,9-53
Semillas de soja | "2 taza, cocida 4,7
Lentejas "2 taza, cocida 3,5
Tofu 85¢ 2,7
Espinacas V> taza, cocida 2,0
Arroz integral 1 taza, cocido 1,0
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La fortificaciéon con Fe de los cereales, harinas y pastas ha aumentado de forma
significativa la ingesta total de Fe en ciertos paises. Los cereales enriquecidos suponen un
aporte importante de este micronutriente para nifios, asi como para adolescentes y adultos
(Whittaker y col., 2001). La leche y productos lacteos estan practicamente desprovistos de este
mineral (Diaz-Castro, 2007). Esta intervencion presenta beneficios no sélo desde un punto de
vista nutricional, pues Oppenheimer en 2001, demostr6é que el fortalecimiento con Fe de la
leche o cereales no aumenta la morbilidad relacionada con la infeccion en nifios menores de
18 meses. Y en un analisis de cuatro estudios realizados en nifios que recibieron alimentos
fortificados con Fe, se observéd que el régimen no causé efectos adversos visibles y protegio
considerablemente contra el desarrollo de infecciones de vias respiratorias (Gera y Sachdev,

2002).

2.4.2. FUNCIONES DEL HIERRO

Transporte y almacenamiento de oxigeno: el Fe es un constituyente de la molécula
de hemoglobina, que se encuentra en los hematies y contiene mas del 65% del Fe total del
organismo. Esta protefna es un tetramero formado por 4 cadenas de globina, cada una de
ellas con un grupo hemo que contiene un atomo de Fe capaz de unirse al O,
reversiblemente en los capilares pulmonares formando oxihemoglobina, la cual, discurre por
el torrente sanguineo para llegar a los tejidos, donde el O, es liberado para intervenir en los
procesos oxidativos. Parte del CO, que se forma entonces es transportado por la misma
hemoglobina que se libera de ella en los pulmones para iniciar nuevamente el ciclo (Martinez
Monzé y Garcia Segovia, 2000). La mioglobina, otra proteina con Fe en su estructura, se
encuentra en el musculo y esta formada por una molécula de globina y un grupo hemo.
Esta tiene como funcién el transporte y almacenamiento de O, para ser utilizado durante el
proceso de contraccién muscular. Desde el punto de vista cuantitativo, la mioglobina
contiene aproximadamente el 10% del total del Fe del organismo (Dallman, 1990;

Lehninger y col., 1995).

Eritropoyesis: la eritropoyetina (EPO) y el Fe son vitales para la eritropoyesis, pues
estan involucrados en diferentes etapas del proceso diferenciacion y maduracion de las
células madre pluripotentes a eritrocitos (figura 24). La EPO es crucial a lo largo de
aproximadamente 10-13 dias cuando los progenitores eritroides BFU-E (burst forming

units-erithroid) se transforman en unidades-eritroides formadoras de colonias (CFU-E) que
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se diferencian a proeritroblastos, porque, en su ausencia, tiene lugar la apoptosis en las
fases CFU-E y BFU-E (Papayannopoulou y col., 2005). Durante este largo periodo de la
eritropoyesis, una pequena cantidad de Fe es incorporada en la hemoglobina dentro de la
célula. En cambio, la incorporacién de Fe en la sintesis de hemoglobina es mas evidente
durante el segundo, posterior y mas corto (3-4 dias), estadio en el que los eritroblastos se
desarrollan a reticulocitos. En este momento, la falta de Fe puede dafiar la completa
hemoglobinizacién de los hematies, dando lugar a una verdadera y grave deficiencia

funcional de Fe (Besarab y col., 2009).

Figura n° 24. Importancia de la EPO y el Fe en la eritropoyesis (modificado de
Besarab y col., 2009).
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Sensibilizacion al oxigeno: el factor inducible por hipoxia (HIF, hipoxia inducible
factor) es un factor de transcripcion que regula la respuesta celular a la hipoxia y actia como
regulador de la homeostasis del O, (Semenza, 2000; Kaelin, 2002; Semenza, 2003). HIF activa
genes que codifican las proteinas que aumentan la disponibilidad del O, y permiten la
adaptacion metabolica en ausencia del mismo, controlando la expresion de decenas de
productos de los genes y proteinas implicados en la angiogénesis, la eritropoyesis, la glucolisis,
la apoptosis, el tono vascular, la regulacion del pH y la homeostasis epitelial (Fraga y col.,
2009). En presencia de O,, tiene lugar la hidroxilacién del residuo de prolina HIF-1aw P564
por una enzima denominada HIF-1a prolil-hidroxilasa (HIF-PH), necesitando de Fe y O,,

este proceso transformara el HIF-1at en un objetivo para la degradacion (Masson y col., 2001;

Jaakkola y col,, 2001; Yu y col, 2001; Min y col.,, 2002). En condiciones de hipoxia, el O,
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molecular no esta disponible y de esta forma las enzimas estan inactivas, lo que implica un
aumento de los valores del HIF-1aw (Boddy, 2005). El HIF-1a no es hidroxilado y, por tanto,
degradado, provocando su acumulacion en la forma heterodimizada con la subunidad beta
(HIF-B). Este heterodimero emigra para el nucleo, donde se unir a las secuencias especificas
del ADN, activando genes implicados en la adaptaciéon a la hipoxia, supervivencia celular y

angiogénesis (Fraga y col., 2009).

Transporte de electrones, metabolismo energético y detoxificacion del
organismo: el Fe participa en los procesos redox que se dan en las reacciones de transferencia
de electrones en la cadena respiratoria, facilitando la fosforilacién oxidativa que permite
convertir el ADP a ATP (Mataix, 2008). Los citocromos, son un grupo de moléculas con
importantes funciones metabdlicas, estan formados basicamente por una molécula de
globina y un grupo hemo. Los mismos se encuentran principalmente en las mitocondrias y
otras organelas celulares. Su funcion bésica es la de intervenir en los procesos de transporte
de electrones, como por ejemplo, en las mitocondrias donde intervienen en la produccién
oxidativa de energfa, o en el caso del citocromo P-450 que interviene en los procesos de la
degradacién oxidativa de compuestos enddgenos o de diferentes farmacos (Johnson y col,,

1990; Beri y Chandra, 1993; Coon y col., 1998; Boccio y col., 2003).

Antioxidante y funciones pro-oxidantes beneficiosas: las catalasas y las
peroxidasas son enzimas que contienen Fe en su forma hemo, catalizan la reaccién de
reduccion del H,O, convirtiéndolo en oxigeno y agua, protegiendo asf a las células contra la
acumulacion de esta especie reactiva del O, altamente perjudicial (Brody, 1999). Aunque el
contenido total del Fe en las enzimas representa apenas un 3%, fisiologicamente su
presencia resulta indispensable, ya que dichas enzimas serfan metabdlicamente inactivas en

ausencia de este metal (Cooper, 1999; Lall y col., 1999).

Sistema inmune: la enzima mieloperoxidasa, que presenta en su composiciéon un
grupo hemo, es parte del sistema de defensa de los leucocitos polimorfonucleares (PMN).
Es responsable de la actividad microbicida de los mismos contra un amplio espectro de
organismos, dado que en los PMN estimulados, esta enzima cataliza la produccion acidos
hipohalogenosos, principalmente 4cido hipocloroso, y otros intermedios toxicos que

aumentan poderosamente la actividad microbicida (Brody, 1999).
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Sintesis del ADN: la ribonucleétido reductasa es una enzima dependiente de Fe
requerida para la sintesis del ADN vy la divisién celular, de hecho, esta enzima tiene un papel

limitante en la sintesis del acido desoxirribonucleico (Beard, 2001).

Sistema nervioso: ¢l Fe tiene un papel importante en el sistema nervioso central ya
que participa en la regulaciéon los mecanismos bioquimicos del cerebro, en la produccion de
neurotransmisores y otras funciones encefalicas relacionadas al aprendizaje y la memoria como

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

La deficiencia de Fe afecta la regulacion y la conducciéon de neurotransmisores
como son la serotonina, la dopamina y el acido gamma amino butirico (GABA). Estudios
recientes demuestran que la densidad de receptores para serotonina y norepinefrina se
encuentra alterada por la deficiencia de Fe en la dieta (Beard y col., 2006; Felt y col., 20006).
Los efectos de deficiencia de Fe a temprana edad sobre los neurotransmisores en el cerebro
dependen del momento en que se producen y de la severidad de la carencia (Burhans y col.,
2005; Beard y col., 20006). La anemia también incide de manera negativa en la formacion de
la mielina en las neuronas cerebrales (Rama y col., 2002). En ratas sometidas a dietas con
déficit de Fe se aprecia una disminuciéon general del volumen de mielina, asi como en la
composicion de proteinas y fosfolipidos. Estas alteraciones persisten hasta la edad adulta
del animal, incluso después de suplementar y corregir la deficiencia de Fe en las mismas

(Beard, 2007).

2.4.3. UTILIZACION NUTRITIVA DE HERRO

2.4.3.1. REQUERIMIENTOS

El estado nutricional de Fe de una persona depende del balance determinado por la
interacciéon entre contenido en la dieta, biodisponibilidad, pérdidas y requerimientos por
crecimiento. Existen perfodos de la vida en que este balance es negativo y el organismo
debe recurrir al Fe de depdsito para sostener una eritropoyesis adecuada. Durante esos
petiodos, una dieta con insuficiente cantidad o baja biodisponibilidad de Fe agrava el riesgo

de desarrollar una anemia ferropénica (Donato y col., 2005).
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Para determinar las exigencias de Fe desde el nacimiento hasta el primer afio de
vida, hay que tener en cuenta los altos niveles de Fe adquiridos durante el periodo
intrauterino, el reemplazo de la hemoglobina fetal, la disminucién de la concentraciéon de
hemoglobina y el aumento de las demandas relacionadas con el crecimiento (Schiimann y
col., 2007). Por ello, hasta el momento, no existe evidencia disponible para establecer las
exigencias de Fe del nifio recién nacido. La ingesta de Fe recomendada para nifios de hasta
6 meses se basa en la Ingesta Adecuada (IA) mas que en la RDA vy refleja el promedio del
consumo de Fe de bebés nacidos a término que se alimentan unicamente de leche materna.
(0,78 L leche/dia x 0,35 mg Fe/L = 0,27 mg Fe/dia). En el nifio de 7-12 meses las
recomendaciones son de 11 mg Fe/dia porque la dependencia del Fe alimentario aumenta

para garantizar una eritropoyesis eficiente.

Hay que asegurar que el lactante tenga una dieta rica en Fe, garantizando un
suministro adecuado para cubrir sus requerimientos (Dallman y col., 1993) puesto que,
durante esta etapa, la causa mas frecuente de la carencia de Fe es la nutricional, ya que los
requerimientos por crecimiento son maximos, mientras que la ingesta es relativamente
pobre dado que la dieta habitual en esta etapa es predominantemente lictea (Olivares,
1997). La predisposicion a desarrollar anemia es ain mayor en el prematuro debido a que
sus depositos de Fe al nacer son menores y sus requerimientos mas elevados. Esta
susceptibilidad también es mayor en el nifio con lactancia artificial, a menos que reciba
térmulas lacteas fortificadas, pues el contenido de Fe de la leche de vaca es bajo y este
mineral es pobremente absorbido (Stekel y col.,, 1986; Olivares y Walter, 2003). Por el
contrario el lactante nacido a término alimentado exclusivamente con leche materna, pese
al bajo contenido de Fe de ésta, se encuentra protegido hasta los 6 meses de vida debido a
la excelente biodisponibilidad del Fe de esta leche (50%) (Saarinen y col, 1977;
Olivares y Walter, 2003).

En la infancia los requetimientos se reducen, alrededor de 10 mg/dia, debido a la
disminucién del ritmo de crecimiento y a una dieta mas abundante y variada, siendo la
deficiencia una situacién que se arrastra desde el perfodo de lactante (Olivares, 1997). Sin
embargo, en términos de ingesta relativa, las necesidades continuan siendo elevadas cuando
se comparan 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 (Diaz-Castro, 2007).
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Los adolescentes varones presentan requerimientos elevados por el marcado
crecimiento que tiene lugar en este periodo y la dieta puede no aportar Fe suficiente.
Durante el desarrollo puberal, un adolescente aumenta unos 10 Kg de peso, que debe
acompafiarse de un incremento de 300 mg de su Fe corporal para lograr mantener
constante su hemoglobina, que en este periodo aumenta a razén de 50-100 g/I./afio. En
consecuencia, un adolescente varén requiere alrededor de 350 mg de Fe por afio durante
el pico de crecimiento de la pubertad (Uzel y Conrad, 1998). En las mujeres a los elevados
requerimientos por crecimiento se agregan las pérdidas menstruales. Como agravante, la
dieta, por motivos socioculturales, suele ser marcadamente deficiente en Fe (Donato y col.,
2009). El aumento de unos 9 Kg de peso de una adolescente durante la pubertad, implica
un aporte de unos 280 mg de Fe para mantener la concentraciéon 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 por afno (Conrad y Umbreit, 2000).

En la mujer en edad reproductiva la pérdida de Fe por la menstruaciéon determina
un aumento de los requerimientos de este mineral, lo que hace que este grupo sea mas

vulnerable a experimentar una deficiencia de Fe (Hallberg y Hultén, 1996).

El requerimiento de Fe para afrontar un embarazo es de 1040 mg. De esta cifra 350
mg son destinados al feto y la placenta y 250 mg se pierden durante el parto. En el periodo
de gestacion se necesitan 450 mg para cubrir la demanda impuesta por la expansion de la
masa eritrocitaria materna. Las pérdidas basales normales contintdan, excepto la pérdida
menstrual, lo que suma aproximadamente 240 mg. Sin embargo, la pérdida neta de Fe es de
840 mg (1040 mg-250 mg perdidos en el parto+450 mg recuperados en el post parto al
contraerse la masa eritrocitaria) (Hallberg, 1992). Esta pérdida neta es mayor en partos por

cesarea, ya que el sangrado es casi el doble que en un parto normal.

Las recomendaciones de Fe son desiguales durante el embarazo. La cantidad
promedio de Fe absorbido requerido diariamente es de 0,8 mg en el primer trimestre
(incluso menor que en la mujer no gestante), concentrandose la mayor parte de los
requerimientos en los dos dltimos trimestres, 4,4 mg en el segundo trimestre y 6,3 mg en el
tercero, en mujeres que comienzan su embarazo con depdsitos ausentes o minimos

(FAO/OMS, 2004). Por otra parte, la absorcion de Fe dietario es baja en el primer
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trimestre, para luego aumentar progresivamente a medida que declina la nutriciéon de Fe,
llegando a triplicarse alrededor de la semana 36 de gestacion. A pesar de este aumento, es
imposible cubrir los elevados requerimientos sélo con el aporte de Fe de la dieta. Se estima
que se requieren entre 300 a 500 mg de depositos de Fe previo a la concepcién para cubrir
el déficit neto de Fe impuesto por el embarazo (Hallberg, 1992). Esta cuantia de depésitos
de Fe es dificil de encontrar ain en sociedades con altos ingresos econémicos

(Olivares y Walter, 2003).

En hombres adultos, las pérdidas basicas de Fe son el unico factor que determina
las exigencias de Fe. La FNB (Food and Nutrition Board, Institute of Medicine) asume que

éstas suponen unos 14 ug Fe/kg/d.

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).

Tabla n® 11. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de Fe (modificado de Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

ETAPA DE LA EDAD
VIDA

Lactantes 0-6 meses 0.27 0.27

7-12 meses 1 11

1-3 afos 7 7

Nifios 4-8 afios 10 10

9-13 afios 8 8

Adolescentes 14-18 afios 1 15

Adultos 19-50 afios 8 18

51 afos en adelante 8 8

Embarazo Todas las edades - 27

Lactancia 18 afios 0 menos - 10

materna 19 afios en adelante - 9
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2.4.3.2. ABSORCION INTESTINAL DE HIERRO

La absorcion del Fe ocurre de manera fundamental en el duodeno y en las primeras
porciones del yeyuno. En este proceso estan implicados varios pasos, incluyendo la
reduccion del Fe a un estado ferroso, la absorcion en la membrana apical, el almacenaje
intracelular o el trafico transcelular, y la liberaciéon basolateral (figura 25). El Fe dietético
puede encontrarse como Fe hemo (el 10%) y como Fe no-hemo (iénico, el 90%), su
absorcion duodenal en la membrana apical de los enterocitos acontece por mecanismos

diferentes.

El Fe no hemo, presente en los vegetales, leche, huevos y sales de Fe solubles,
constituye la principal fuente de Fe dietético. Este tipo de Fe es captado por dos
mecanismos: difusion a través de las células de la mucosa y mecanismo activo mediante

transportadores dependientes de energia (Mataix, 2008).

El i6n férrico (Fe™) es insoluble a pH > 3; en el estémago, si bien no se produce la
absorcion de este elemento, el mismo contribuye a dicho proceso, a través de la secrecion
de acido clorhidrico y enzimas, que ayudan no solo a liberar el Fe de la matriz alimentaria,
sino también a solubilizarlo, ya que el acido clorhidrico favorece la reduccion de este cation
a la forma ferrosa (Carpenter y Mahoney, 1992; Hernandez Garcia, 1993; Boccio y col.,
2003). Ademas en el lumen intestinal se forman cantidades variables de i6n ferroso (Fe™)

por accion de agentes dietéticos como el acido ascérbico (Han y col., 1995; Wienk y col.,
1999) B-caroteno (Layrisse y col., 1997; Garcfa-Casal y col.,, 2000) y aminodacidos tales
como la cisteina (Glahn y van Campen, 1997) y la histidina (Swain y col., 2002). En la
membrana apical del enterocito también se encuentra una enzima con alta eficiencia, la
citocromo b duodenal (CytbD) (McKie y col.,, 2001; Latunde-Dada y col., 2002), con
actividad de ferrorreductasa, que reduce al i6n Fe’" a Fe®*. Este es luego transportado a
través del epitelio intestinal por una proteina trans-membranosa, la proteina transportadora
de metales divalentes (DMT-1), conocida también como proteina transportadora de cation
divalente (DCT-1) (Gunshin y col., 1997) o como proteina natural de resistencia asociada a
macr6fago (Nramp-2) (Fleming y col., 1997). La DMT-1 no sélo transporta los iones Fe?",

: 94 : : 2 2 2 2 2 :2 2
sino también otros iones divalentes como: Zn*", Cd*", Pb*", Mn*", Co*’, Ni*, Cu”" por un

mecanismo acoplado a protones (Andrews, 1999; Mufioz Gémez y col., 2005). La

relevancia de la proteina DMT-1 se ha confirmado a través de estudios genéticos, en ratas
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Belgrade. Las ratas portadoras de una mutacion genética, en el locus de DMT-1, mostraban
anemia hipocrémica microcitica y también trastornos en la absorcién, captacidén y
utilizaciéon del metal por parte de los tejidos periféricos, incluyendo los precursores

eritroides (Fleming y col., 1998).

Los iones férricos (Fe’™) también pueden ser absorbidos directamente por las
células enterales, aunque con baja eficiencia, por medio de un mecanismo que es distinto al
de DMT-1 (Conrad y Umbreit, 2002). El Fe que ha sido liberado por acciéon de las
proteasas gastricas y pancreaticas se une a ligandos intraluminales (mucinas) que tienen
como funcién estabilizar la forma férrica. Bl Fe’* es absorbido via una proteina de
membrana miembro de la familia de las integrinas, la P3-integtina, para luego ser
transferido a la proteina chaperona mobilferrina (Conrad y col.,, 1993) ubicada en la cara
citoplasmatica del enterocito; una vez en el citosol, el i6n férrico es cedido a un complejo
proteinico-enzimatico citoplasmico llamado paraferritina. Este complejo se halla formado
por integrina-B3, mobilferrina, flavin-mono-oxigenasa, P2-microglobulina y enzimas
transportadoras de la cadena de electrones que utiliza NADPH, para reducir el Fe

absorbido de Fe’* a Fe’* (Umbreit y col., 1996).

Hay ademas un camino de absorcién del Fe mediado por lipocalina-2, que parece
ejercer una respuesta inmune innata frente a la infecciéon bacteriana secuestrando el Fe,

pero su papel fisiologico no esta totalmente dilucidado (Flo y col., 2004).

Los alimentos carnicos, que contienen el Fe heminico, son digeridos por las
enzimas pancreaticas, rescatando el grupo hemo de las globinas existentes en la
hemoglobina y mioglobina. El grupo hemo es absorbido, en la membrana apical de los
enterocitos como una metalo-porfirina intacta, mediante una proteina transportadora
intestinal para el Fe hemo, la HCP-1 (Hem Carrier Protein) recientemente descrita por lo
que no esta totalmente caracterizada (Shayeghi y col., 2005; Andrews, 2005; Schaer y col.,
2008), es una proteina de membrana encontrada en el intestino proximal, donde se produce
la mayor absorcion del Fe hemo (Krishnamurthy y col., 2007). Una vez en el citoplasma, el
grupo hemo, es degradado por la hemo-oxigenasa, liberando el Fe del grupo tetrapirrélico,
este Fe’" se incorpora al pool citoplasmico (Andrews, 1999; Mufioz Gémez y col., 2005).
Sin embargo, permanece incierto si algin grupo hemo podtia atravesar las células intactas,

abandonando el enterocito por la accién de los exportadores hemo recientemente
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caracterizados, Berp/Abcg2 (Krishnamurthy y col., 2007). Si esto realmente ocutre, la
disposicion subsecuente del grupo hemo en plasma es desconocida. Ademads, ain no se
sabe si la proteina transportadora intestinal para el Fe hemo, la HCP-1, tiene papeles
fisiolégicos en otros tejidos ademas del intestino ya que también es expresada en los
rifiones y el higado, lo que sugiere que puede actuar en dichos 6rganos. Asi, por ejemplo,
podria rescatar el Fe hemo libre o mediar su absorcion celular desde su proteina portadora

circulante, hemopexina (Andrews, 2005).

En el citoplasma, el Fe procedente de cualquiera de las vias antes puntualizadas,
(absorcién férrica, ferroso o heminica), finaliza por efecto enzimatico en un poo/ ferroso
(Fe™") que puede seguir diferentes caminos: permanecer en la célula como ferritina para su
empleo o almacenaje (este Fe no es absorbido; mas bien se pierde cuando los enterocitos
envejecen y se produce la descamaciéon de la mucosa intestinal) o ser exportado a través de

la membrana basolateral del enterocito a la circulaciéon (Fe absorbido).

El Fe es transferido al plasma por medio de una proteina transportadora
transmembrana: la ferroportina 1 (Donovan y col., 2000) también conocida como Iregl
(iron-regulated transporter 1) (McKie y col.,, 2000) o MTP1 (metal transporter protein 1)
(Abboud y Haile, 2000), éste es el unico exportador de Fe identificado hasta el momento.
Una vez que el Fe’' es exportado a través de la membrana basal por la ferroportina 1, es
oxidado a Fe’ por una oxidasa multi-Cu llamada hefastina (una protefna enzimatica similar
a la ceruloplasmina plasmatica) (Mladenka y col., 2005) para ser captado por la apo-
transferrina circulante. La Tf (transferrina) plasmatica puede unirse a dos atomos de Fe
trivalente, llamada transferrina diférrica Tf-(Fe’*)2, puede estar unida a un solo atomo de
Fe’*, forma mono-férrica Tf-(Fe’") o a ningin atomo de Fe, la apo-transferrina (apo-Tf).
La ferroportina 1 es también el exportador de Fe en macréfagos y hepatocitos (Andrews,
1999; Mufioz Gémez y col., 2005). La absorcion del metal es dependiente de los niveles de
Fe del organismo, la hipoxia y la eritropoyesis. El Fe circula por la sangre unido
basicamente a la transferrina, pero en pequefisimas proporciones, lo hace unido a la
albimina, a moléculas de bajo peso molecular, al citrato u otras pequenas proteinas
plasmaticas; constituyendo el poo/ de Fe no unido a transferrina (FNFT o NTBI: non-

transferrin bound iron).
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Figura n°® 25. Regulacion de la absorcion intestinal de Fe (Zimmermann y Hurrell,

2007).
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Debido a que no existe una via fisiologica para la excreciéon de este metal esencial,
su absorciéon a nivel duodenal estd cuidadosamente regulada para mantener un equilibrio
entre la incorporacion y la pérdida corporal (Pérez y col., 2005). Se han propuesto dos
modelos para explicar como se regula la absorciéon de Fe: el modelo de la cripta

programada y el modelo de hepcidina (Mufioz y col., 2009).

Modelo de la cripta programada: este modelo propone que las células de las
criptas del duodeno (células no diferenciadas) captan Fe del plasma, de manera que el nivel
intracelular de Fe de las mismas es directamente proporcional a la concentracién plasmatica
de dicho elemento. En la membrana de la cara baso-lateral, de las células cripticas; existen
receptores de transferrina (TfR1 y 2) que permite el reingreso del Fe unido a transferrina
(Tf) Mufioz y col., 2005; Siah y col., 20006). Los receptores de transferrina TfR1 se hallan en
la superficie de todas las células nucleadas del organismo mientras que TfR2 es restringido
a hepatocitos, células cripticas duodenales y células eritroides, lo que sugiere un papel mas
especializado en el metabolismo de Fe. El nimero de receptores que contiene cada célula

depende de los requerimientos de Fe que tengan las células del tejido.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

La unién de la Tt a su ligando el TR estda modulada por HFE, una molécula MHC
de clase I que necesita estar asociada con la microglobulina 3, para el procesado intracelular
normal y la expresion en la superficie celular (Feder y col., 1997; Waheed y col., 1997,
2002). El HFE unido a TfR regula la velocidad a la cual la transferrina unida al Fe puede
entrar en la célula (Parkkila y col., 1997; Feder y col., 1998). En distintos estudios, se ha
sugerido que HFE normalmente facilita mas que obstaculiza la incorporacion celular de Fe
unido a la transferrina mediada por el TfR, y parece que HFE puede también unir otras
proteinas o ejercer efecto directo sobre el transporte del mineral inhibiendo la liberacion de
Fe de la célula via ferroportina 1 (Waheed y col., 2002; Zhang y col., 2003; Davies y col.,
2003; Pietrangelo, 2004). Asf se piensa que la concentracién celular de Fe establecida como
el resultado de la interaccion HFE /TR determina, en dltimo lugar, el nivel de expresion de
las proteinas involucradas en la absorcién de Fe en las células absortivas maduras en el
tercio superior de las vellosidades; es decir, los niveles de proteina transportadora son pre-
programados en las células que dejan la cripta y la re-programacion en respuesta a cambios
en el estado corporal de Fe necesita 2-3 dias mas para ser establecida (por ejemplo, el
tiempo necesario para que se produzca la division de las células de la base de la cripta

duodenal y lleguen a convertirse en enterocitos maduros en la punta de la vellosidad) (Dfaz-

Castro, 2007).

La expresion de las proteinas clave involucradas en el metabolismo del Fe es
controlada post-transcripcionalmente por los niveles intracelulares del metal. El mecanismo
de regulaciéon es mediado por interacciones especificas entre elementos sensibles al Fe
(IRE, iron responsive elements) localizados en los respectivos ARNm y proteinas
reguladoras de Fe citosélico (IRP, iron regulatory proteins) (Klausner y col., 1993) (figura
26). En células de mamiferos han sido identificadas dos proteinas IRP (IRP1 e IRP2) que
actian como sensores del contenido celular de Fe. Las IRE, secuencias de nucle6tidos
filogenéticamente conservadas, estan constituidas por 28 bases que forman una estructura
secundaria en forma de horquilla, conformacién que les permite interactuar con las IRP
(Hentze y Kihn, 1996). Estas secuencias IRE estan localizadas en las regiones no
codificantes o no traducidas (UTRs) situadas en los extremos 5 o 3’ de los ARNm vy,
dependiendo de la posicién, difiere el efecto que ocasiona su interacciéon con las IRP. Los
IRE localizados en regiones UTR 5', formados por una sola horquilla, regulan la unién del
mensajero al ribosoma; es decir, controlan la iniciaciéon de la traducciéon. Las IRP unidas a

éstos bloquean la sintesis. Los localizados en UTR 3' modulan la estabilidad o degradacion
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del ARNm por accién de las ribonucleasas. La fijacion de las IRP a estos IRE estabiliza al
ARNm impidiendo su degradacién, por lo que favorece la sintesis de esta proteina. Asi, en
un estado de deplecion de Fe, el objetivo de la célula es incrementar la captacion del metal
y disminuir su utilizacién o almacenamiento, por lo que las IRP activas se unen a las
secuencias IRE, aumentando la sintesis de TfR, DMT-1 y ferroportina 1, mientras que
disminuyen la de ferritina; es decir, un alto grado de unién de IRP refleja bajas reservas de
Fe y el resultado es una regulacién positiva de estas proteinas en el duodeno y el aumento
de la absorciéon de Fe de la dieta. Inversamente, cuando los niveles de Fe son altos, el metal
es utilizado o almacenado y su incorporaciéon debe ser disminuida. Las IRP se disocian de
las IRE y, como consecuencia, el ARNm del TfR es degradado y la sintesis de ferritina

aumenta (Mufioz Gémez y col., 2005).

Figura n°® 26. Mecanismo de homeostasis celular de Fe (Pérez y col., 2005).
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Modelo de la hepcidina: parece que el transportador basolateral ferroportina 1
serfa el principal punto de regulaciéon de la absorciéon de Fe dietario en respuesta a los
requerimientos sistémicos, mientras que la regulaciéon del transporte apical servirfa de
mecanismo de seguridad (Nemeth y col, 2004). La hepcidina, un pequefio péptido

antimicrobiano producido por el higado, se perfila como la principal responsable de esta
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regulacion. De acuerdo con este modelo, la produccién hepatica de hepcidina estarfa
regulada por el grado de saturaciéon de la Tt y el nivel de receptores para esta proteina a
nivel hepatico (TfR1 y 2), de modo que cuando la relacion Tfdiférrica/TfR aumenta, se
induce la secreciéon de hepcidina. La unién de esta hormona proteica a la ferroportina 1
induce la internalizaciéon y posterior degradaciéon de la proteina transportadora. Como
consecuencia de la disminucién de la exportaciéon de Fe, se produce la inhibicién de su
adquisicion por parte de la Tt plasmatica y el aumento de la concentraciéon del metal en el
enterocito que, a su vez, conducirfa a una inhibicién de su transporte apical. Por el
contrario, cuando la relaciéon Tf-diférrica/TfR disminuye, cesa la produccién hepética de
hepcidina y se restaura la absorciéon de Fe. La regulaciéon post-traduccional de la
ferroportina 1 por hepcidina completa un circulo homeostatico: el Fe regula la secrecion de
hepcidina, la cual a su vez, controla la concentracién de ferroportina 1 en la superficie
basolateral de los enterocitos (Nemeth y col., 2004; Leong y Loénerdal, 2004; Mufoz
Goémez y col., 2005).

Hay pruebas para apoyar a ambos modelos y es posible que ambos mecanismos de
control puedan contribuir a la regulacién de la absorciéon de Fe. En este sentido, hay
indicios de que la hepcidina puede actuar directamente en los enterocitos maduros de las
vellosidades en lugar de los enterocitos de la cripta. Hay varias situaciones (por ejemplo, la
respuesta de fase aguda) en las que la absorcién de Fe puede ser modulada mas
rapidamente (en horas) que a través del mecanismo que involucra la programacién y la

maduracion de los enterocitos de la cripta (en dfas) (Siah y col., 2000).

Biodisponibilidad del hierro

La biodisponibilidad, definida como la eficiencia con la cual el Fe obtenido de la
dieta es utilizado biolégicamente (Wienk y col., 1999), depende del tipo de Fe que se
suministre en los alimentos, de la cantidad del mismo, de la combinacién de alimentos en
una comida, el estado nutricional del Fe y de algunos eventos que requieran modificar la
movilizaciéon de Fe entre los tejidos o la absorciéon del mismo como: la eritropoyesis
aumentada, la hipoxia y las infecciones (Raja y col., 1988; Lynch, 1997; Hallberg y col.,
1998). La absorcion de Fe se encuentra aumentada durante la deficiencia del metal, ya que
como respuesta a una importante disminucioén del poo/ intracitoplasmatico de Fe, se induce

el aumento de la expresion de los RTf a través del mecanismo mediado por la interaccion
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IRE-IRP descrito anteriormente. De esta manera, las células se adecuan para captar el Fe
necesario para cubrir sus requerimientos. Bajo condiciones de deficiencia de Fe, su
absorcion intestinal también se incrementa como consecuencia del aumento de la expresion
de la proteina DMT1 (Canonne-Hergaux y col.,, 1999) y de la reductasa férrica duodenal
DcytB (Latunde-Dada y col., 2002). Contrariamente, ha sido reportado que tras una dosis
oral elevada del metal se produce una rapida disminuciéon de la expresion de DMT1 y
DcytB (Frazer y col.,, 2003). Las células absortivas de sujetos con deficiencia del metal
esencial contienen elevados niveles de hemooxigenasa (Conrad y Umbreit, 2000),

sugiriendo también un aumento del aporte de Fe de origen hémico.

Las anemias hemoliticas y en la hipoxia, igualmente, dan lugar a un incremento de
la absorcién de Fe, mientras que en los procesos infecciosos o inflamatorios existe una
reduccién de la absorcién del mismo. Por ejemplo: la infecciéon con Helicobacter pylori
produce atrofia gastrica que, aun en ausencia de la sangria significativa, puede conducir a
anemia por deficiencia de Fe profunda. Como es esperado, esta anemia es poco sensible a
la terapia oral de Fe, pero puede ser corregida mediante el tratamiento de la infeccion de H.

pylori (Marignani y col., 1997).

La cantidad de Fe que puede ser absorbida de los alimentos oscila desde menos de
un 1% hasta mas de un 50%, aunque se podria establecer como valor medio de absorcion,

a partir de dietas occidentales, de un 10 a un 15% (Mataix, 2008).

El Fe de tipo no hémico se encuentra en mayor proporciéon en la dieta; su
absorcion sera significativamente modificada por el status férrico del individuo (el nivel de
Fe de los depdsitos del organismo). De manera que cuando los depésitos estan agotados,
existird un aumento de la absorcién de Fe vy, si por el contrario los depdsitos estan repletos,
existira una disminuciéon de su absorcion; asi los 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 de Fe ingerido (Zlotkin, 2001).
También existen diferentes estados fisioldgicos que producen un sustancial incremento en
la absorcién de este metal, como en el crecimiento y el embarazo, como consecuencia de
un aumento de la sintesis de nuevas biomoléculas que poseen Fe en su estructura (Cook,
1990; Hulten y col., 1995). Entre los factores que influyen en la absorcién del Fe no

hémico a nivel del lumen intestinal, tenemos aquellos que producen un aumento en la
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absorcion, que son llamados activadores y aquellos que disminuyen la absorcién llamados

inhibidores (Lynch, 1997; Sandstrom, 2001; Miret y col., 2003).

Activadores de la absorcion del Fe no hemo: entre los activadores de la
absorcion se encuentran sustancias como el acido ascorbico, que produce no solo la
reduccién del Fe a su forma ferrosa, sino también su quelacion, manteniendo de esta forma
al Fe soluble y biolégicamente disponible para ser absorbido. También existen otros acidos
organicos que producen un aumento de la absorcién de este tipo de Fe, como son el acido

citrico, malico y tartarico (Teucher y col., 2004).

La presencia de carne en una comida no solo proporciona una fuente de Fe hemo
sino que también estimula la absorcién intestinal de Fe no hemo (Glahn y col., 1996, 1998;
Swain y col, 2002) a través de un “factor carne” cuya naturaleza sigue sin estar
completamente dilucidada. Existen evidencias experimentales que sugieren que la
composicion en aminoacidos de las proteinas constitutivas de la carne serfa un factor
determinante, asignandole a la cistelna (Baech y col, 2003) y a otros aminoacidos
azufrados, asi como a los péptidos que los contienen, dicho efecto promotor. Ya que los
enlaces sulfidrilos promueven la solubilidad del Fe** y ademas, facilitan la reducciéon del
Fe** (Mulvihill y col., 1998). Para el caso del Fe hemo, se reconoce que cuando es
consumido junto con proteinas su biodisponibilidad aumenta. Se especula que las proteinas
evitan la degradacion del anillo de protoporfirina en el lumen gastrico manteniendo
indemne el grupo hemo o bien participan en el mecanismo de captacion del mismo por el

enterocito (Gaitan y col., 2000).

En los ultimos afios diversos estudios han demostrado que la vitamina A al igual
que los B-carotenos aumentan la solubilidad del Fe contenido en el alimento, ademas de
disminuir el efecto inhibitorio que provocan los fitatos y polifenoles presentes en la dieta.
Si bien, no se ha dilucidado el mecanismo por el cual estos compuestos producen dicho
efecto, se supone que podria ocurrir a través de la formacién de complejos que
mantendrian soluble al Fe en el lumen intestinal, previniendo de esta forma los efectos
inhibitorios de los taninos y polifenoles en su absorciéon (Garcia-Casal y col., 1998; Garcia-
Casal y col, 2000). Ademas, 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., 2000).
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Inhibidores de la absorcién del hierro no hemo: entre los inhibidores de la
absorcién se encuentran fundamentalmente los fitatos y taninos, presentes en los alimentos
de origen vegetal. Estos compuestos producen la quelaciéon del Fe dentro del lumen
intestinal generando compuestos insolubles e impidiendo de esta forma que el mismo se
encuentre biolégicamente disponible para ser absorbido (Reddy y col., 1996; Sandberg y
col., 1999; Agte y col., 2005). Por ello, a pesar de que el contenido de Fe no hemo de las
legumbres y cereales es alto, estos alimentos no son buena fuente del metal, debido a que
también son ricos en estos inhibidores de su absorcion. Dado 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 (Gaitan y col,,
20006). En el caso de los taninos (presentes en ciertas frutas, verduras, café, té y especias
como el orégano) su efecto inhibitorio se reduce en presencia de la vitamina C (Fairbanks,

1999; Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

Entre las proteinas que inhiben la absorcién del Fe no hémico, encontramos una
amplia variedad, tanto de origen animal como vegetal. Las proteinas de origen animal que
poseen un efecto inhibitorio mas significativo son la caseina, las proteinas del suero de la
leche, la seroalbumina bovina y las proteinas de la yema del huevo (fosvitina) (Kasdan y
Herbert, 1999). De las proteinas de origen vegetal la mas importante es una fraccion
derivada de la proteina de soja denominada 7S congicina, que demostré poseer un efecto
inhibitorio sobre la absorcion del Fe no hémico similar al producido por los fitatos (Hurrell

y col., 1992; Lynch y col., 1994; Boccio y col., 2003).

Los fosfatos y el Ca estan presentes en muchos alimentos y son potenciales
inhibidores de la absorciéon de Fe. Los fosfatos producen compuestos insolubles,
principalmente con los iones férricos, inhibiendo consecuentemente su absorcién

(Sandberg y col., 1999).

En el caso del Ca existen algunas contradicciones con respecto al grado de
inhibicién que produce en la absorcion del Fe, asi como con respecto al mecanismo por el
cual dicho efecto es ejercido. Minotti y col. (1993) estudiaron el efecto inhibitorio de
diferentes fuentes de Ca en la absorciéon del Fe, demostrando que tanto la forma quimica
en la que se encuentra el Ca como el estado fisiolégico con respecto al Fe, son factores

determinantes en el efecto inhibitorio que produce el Ca sobre la absorciéon de Fe (Reddy y
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Cook, 1997; Hallberg, 1998). Ademas es sabido que el efecto del Ca sobre la
biodisponibilidad del Fe es dosis dependiente, no teniendo consecuencias a dosis menores
a 40 mg de Ca y disminuyendo la biodisponibilidad del Fe hasta en un 50% cuando la dosis
es de 300 mg de Ca o mas (Hallberg y col., 1991; Gaitan, 2006). El Ca y el Fe no hemo
compiten por el transportador DMT-1, lo cual explica el resultado sobre este tipo de Fe.
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
demostro el efecto beneficioso de la leche de cabra, que favorece la utilizaciéon de Fe y Ca 'y

minimiza la interaccidn entre estos dos minerales.

Otros metales, potencialmente, podrian tener un efecto negativo en la absorcion del
Fe. De ellos el mas significativo es el Zn (que compite con el Fe por el transportador
DMT1), ya que es frecuente la utilizacion de suplementos de Zn y Fe en determinadas
condiciones fisiolégicas como durante el embarazo y en nifios que reciben foérmulas
infantiles. Se ha demostrado que el Zn interfiere en la absorcién del Fe sélo cuando su
concentracion molar es muy superior a la del Fe y ambos minerales son suministrados sin
ningin alimento. Sin embargo, cuando ambos compuestos se administran en forma
conjunta con los alimentos en dosis que estan comprendidas dentro de los requerimientos
nutricionales diarios, no se ha encontrado ninguna interaccion reciproca en la absorciéon de
los mismos (Whittaker, 1998; Arredondo y col., 2006). En este sentido, se ha visto que el
consumo de leche de cabra es beneficioso por su contenido en vitamina C y D (Hartiti y
col.,, 1994; Alférez y col., 2006; Diaz-Castro y col., 2009). Sus especiales caracteristicas
nutricionales contribuyen a una mayor biodisponibilidad de Fe y Zn en situacidon de
ferrodeficiencia en ratas que consumen dieta basada en leche de cabra (Alférez y col., 20006;

Campos y col., 2007; Nestares y col., 2008; Dfaz-Castro y col., 2009).

El efecto del Cu sobre la biodisponibilidad del Fe es paradéjico, inicialmente, el Cu
fue reconocido como un factor antianémico debido a que la suplementacién de este metal
mejoraba las anemias ferropénicas, independientemente, de la suplementacion con Fe,
actualmente se sabe que la ceruloplasmina es una enzima dependiente de Cu implicada en
la absorcién intestinal y la movilizacién del Fe entre los distintos tejidos (Sharp, 2004) de
esta forma, las deficiencias del Cu afectarfan la biodisponibilidad de los dos tipos de Fe. Por

otra parte, estudios realizados zz vitro en células caco-2 sugieren que el Cu disminuye la
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biodisponibilidad del Fe no hemo, debido a que ambos metales utilizan el transportador de

membrana apical DMT-1 para su absorciéon (Arredondo y Nufiez, 2006).

Se ha visto que el Mn tiene un efecto inhibitorio sobre la biodisponibilidad del Fe
no hemo, pero ain 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, 20006).

La absorcion del Fe no hemo también puede verse disminuida debido a la
administraciéon conjunta de tetraciclinas, inhibidores de la bomba de protones y antiacidos

(Mufioz y col., 2009).

En el caso del Fe hémico, si bien su proporciéon en el alimento es pequefia
comparada con la del Fe no hémico, su absorcion es elevada, por lo que la fraccién en
relacién al Fe absorbido pasa a ser significativa. La absorcion del Fe hémico es poco
variable con respecto al estado nutricional del individuo para este mineral y los inhibidores
de la absorcién del Fe no hémico tienen poco o ningtn efecto sobre la biodisponibilidad de
este tipo de Fe, a excepciéon del Ca que produce una disminuciéon estadisticamente
significativa de su absorcién cuando los dos minerales se administran en soluciéon (Hallberg
y col.,, 1993) pero no cuando se administran en comidas completas, en donde no se puede
aislar el efecto de otros inhibidores (Grinder-Pedersen y col.,, 2004); a pesar 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 DMT-1 también esté implicado en el efecto del Ca sobre la
biodisponibilidad del Fe hemo (Roughead y col., 2005). El cocinado prolongado también
afecta a la biodisponibilidad del Fe hemo, pues puede conducir a la degradacién de la

estructura potfirinica y la “conversion” a Fe no hemo (Lombardi-Boccia y col., 2002).

2.4.4.3. EXCRECION, RETENCION Y BALANCE DE HIERRO

En los adultos sanos, tan solo se absorben 1-2 mg Fe/dia en el tracto intestinal; sin
embargo, la cantidad total de Fe almacenado en el organismo es mayor: la mioglobina
muscular contiene aproximadamente 300 mg de Fe, y 600 mg se encuentran almacenados
en los macréfagos reticulo endoteliales. La mayor parte del Fe, 1.800-2.000 mg, se

incorpora como hemoglobina a los eritrocitos circulantes (figura 27) (Andrews, 1999). El
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movimiento de este mineral entre los distintos compartimentos (musculo, intestino,
macréfagos, y médula para el desarrollo de los gloébulos rojos), en circunstancias normales,
s6lo puede producirse a través de la proteina transportadora de Fe plasmatico: la

transferrina.

Cada dfa, alrededor de 20-25 mg de Fe son destinados a la médula 6sea para la
sintesis de la hemoglobina de los nuevos glébulos rojos; la produccién de la misma por los
precursores eritroides es el principal uso del Fe. Una alta expresiéon de TfR1 en estos
asegura la absorcion de Fe en este compartimento. Para la formacién del grupo hemo, el Fe
debe volver a cruzar una membrana impermeable a iones para entrar en la mitocondria. El
importador Mitocondrial de Fe fue identificado recientemente como mitoferrina (también
conocido como SLC25A37), una proteina transmembrana que desempena un papel crucial
en el suministro de Fe a la ferroquelatasa, encargada de la inserciéon del metal en la
protoporfirina IX para formar el grupo hemo (Andrews, 2008). Recientemente, han sido
identificados diferentes exportadores del grupo hemo en eritroblastos humanos, y su
actividad parece ser esencial en la eritropoyesis, ya que transfieren el grupo hemo de la
mitocondria al citosol (Abcb0) y eliminan el exceso del mismo de las células eritroides

(FLVCR, Bcetp/Abcg2) (Mufioz y col., 2009).

Los glébulos rojos que han cumplido con su vida util tras unos 120 dias, son
reconocidos por las células del sistema reticulo endotelial como eritrocitos viejos y son
destruidos. En este proceso, la fraccion proteica de la hemoglobina es descompuesta en sus
aminoacidos constitutivos y el grupo hemo es degradado por accién de la hemoxigenasa,
liberando el Fe que es trasladado al citoplasma a través de la accion de la proteina natural
de resistencia asociada a macréfago (Nramp-1), una proteina de transporte similar a la
DMT-1 (Schaer y col., 2008). Los macréfagos pueden también obtener Fe de las bacterias
y las células apoptoticas del plasma a través de la accion de TfR1 y DMT-1. Dentro de la
célula, el Fe puede ser almacenado en dos formas: en el citosol como ferritina y, tras la
ruptura de la ferritina dentro de los lisosomas, como hemosiderina. L.a Hemosiderina
representa una fraccion muy pequefia de las reservas de Fe normales del cuerpo,
principalmente en los macrofagos, pero aumenta drasticamente en la sobrecarga de Fe
(Crichton y col,, 2008). Es importante destacar que el almacenamiento de Fe en los

macréfagos es seguro, ya que no conduce a dafos oxidativos. La EPO reduce la retencién
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de Fe en los macréfagos disminuyendo DMT-1 y aumentando la expresion de ferroportina

1 (Kong y col., 2008).

Pero la mayor parte de este Fe es rapidamente liberado al plasma, la exportacion del
Fe de los macrofagos a la transferrina se lleva a cabo principalmente por la ferroportina 1,
la misma proteina exportadora de Fe expresada en los enterocitos duodenales, y regulada
por hefaestina (Mufioz Gémez y col., 2005). Alrededor de un 40% es destinado a la médula
Osea para ser reutilizado en la biosintesis de nuevas moléculas de hemoglobina, que
posteriormente son incorporadas a los eritrocitos nuevos, de hecho, la cantidad de Fe
necesaria para la produccion diaria de 300 mil millones de glébulos rojos (20-30 mg) es
proporcionado principalmente por el reciclaje de Fe por los macréfagos (Andrews, 1999); y
el resto va a almacenarse en los depédsitos de Fe (Cassanelli y Moulis, 2001). Asi, durante la
eritropoyesis normal, la transferrina unida a Fe debe renovarse mas de 6-7 veces por dia

(Besarab y col., 2009).

El higado es el otro 6rgano fundamental en el almacenamiento de Fe. Cuando
existe una sobrecarga de este mineral, la formacién de radicales libres y la generacién de los
productos de la peroxidacién lipidica puede provocar la progresiva lesion de los tejidos y,
finalmente, cirrosis o carcinoma hepatocelular (Imlay y col., 1988). El Fe es almacenado en
los hepatocitos, principalmente en forma de ferritina o hemosiderina. El Fe almacenado en
el hepatocito en estos macrocomplejos puede liberarse hacia la Tf, por mecanismos no del
todo conocidos, pero también puede liberarse en el interior del mismo, produciendo dafio
oxidativo (Alla y Bonkovsky, 2005). Para evitar estos efectos nocivos, la regulaciéon de la
captacion y almacenamiento de Fe a nivel hepatico es diferente a la que se produce en los
enterocitos y macréfagos. En las células hepaticas, y otras células parenquimatosas, estos
procesos parecen estar influenciados por el HFE que reduce la afinidad de TfR por la Tty
posiblemente la expresion de DMT-1, al tiempo que regula los niveles de ferritina (Alla y
Bonkovsky, 2005). La captacién, desde el plasma, de la transferrina unida a Fe por el
higado, es mediada por TfR1 y TfR2. TfR2 es altamente expresado en el higado humano, y
es probable que desempefie un papel importante en la carga de Fe hepatico en estados de
sobrecarga de Fe. A diferencia de TfR1, TfR2 carece de un IRE y de manera que no esta
regulado mutuamente en respuesta al nivel de Fe plasmatico. En cambio, la expresion de
proteinas TfR2 estd determinada por la saturacion de la transferrina (TSAT), y por tanto,

aumenta en situaciéon de sobrecarga, mientras que TfR1 disminuye. En condiciones
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normales y de sobrecarga de Fe, la expresion de TfR2 excede a TfR1, lo que sugiere que
TfR2 desempefa un importante papel en la carga de Fe hepatico en la hemocromatosis
(Siah y col., 2006), de hecho, una mutaciéon en TfR2 es responsable de la hemocromatosis
tipo 3 (Iolascon y col, 2009). La ferroportina 1 es, probablemente, la tnica proteina
exportadora de Fe desde el hepatocito al plasma, que luego es oxidado por la

ceruloplasmina y unido a la transferrina (Andrews, 1999; Munoz Gémez y col., 2005).

El depésito de Fe en los cardiomiocitos es también de gran interés, ya que la
insuficiencia cardfaca es la principal causa de muerte entre los pacientes con
hemocromatosis hereditaria sin tratar o con hemosiderosis asociada a transfusion. En las
células cardiacas, el exceso de Fe puede provocar estrés oxidativo y alteracion de la funcion
del miocardio debido al dafio en el ADN por el peréxido de hidrégeno a través de la

reaccion de Fenton (Mufioz Gémez y col., 2005).

El balance corporal de Fe esta determinado por las diferencias entre la absorcién y
las pérdidas del mismo, siendo los humanos los unicos que carecen de un sistema efectivo
para excretar el exceso de Fe. Por ello la eliminacién de este mineral se realiza a través de
las pérdidas diarias: por descamacién celular en mucosa y piel, caida de faneras, sudoracion,
saliva, bilis y otras secreciones. Estas pérdidas ascienden a aproximadamente 1 a 2 mg de
Fe/dia. La cantidad de Fe eliminado por la orina es relativamente escasa, porque muchas
proteinas que contienen Fe son demasiado grandes para filtrar a nivel glomerular. Sin
embargo, las pequenas cantidades de transferrina que son filtradas se unen a cubilina en el
borde en cepillo de la membrana del tibulo proximal y son captadas con la ayuda de la
mesalina (Kozyraki y col., 2001). De manera que la transferrina, y por lo tanto el Fe, se
pueden perder por orina cuando existe un dafio renal que da lugar a proteinuria como
consecuencia de la falta de cubulina, mesalina o CIC-5 (canal de cloruro voltaje-dependiente
necesario para la acidificacion de las vesiculas de endocitosis y la liberacion de Fe unido a la

transferrina) (Devuyst y col., 2005).
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Figura n° 27. Balance y distribucién del Fe (modificado de Besarab y col., 2009).
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El Fe, liberado a la circulacién unido a la transferrina, es transportado a los lugares
de uso y almacenamiento. Alrededor del 30%-40% de los sitios de unién de esta proteina
transportadora estan ocupados en condiciones fisiolégicas normales. Asi, aunque la
transferrina unida a Fe supone tan s6lo unos 3-4 mg, ésta constituye el pool de importacion

de Fe mas dinamico (Crichton y col., 2008).

El Fe transportado por transferrina ingresa en las células diana (principalmente
células eritroides, pero también las células inmunes y hepaticas) a través de un proceso de
endocitosis mediado por TR (figura 28). El primer paso es la unién de la transferrina a su

receptor situado en la membrana. A pH 7,4 el TR posee muy baja afinidad por la apo-
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transferrina, intermedia por la transferrina monoférrica y cuatro veces mas elevada por la

transferrina diférrica (Brittenham, 2000).

Los TfR se encuentran concentrados en fosas (invaginaciones de la membrana
plasmatica) revestidas internamente por la proteina clatrina. Una vez formado el complejo
T{-T1R, el proceso de invaginaciéon se completa, dando origen a una vesicula revestida que
es transportada junto con el complejo ligando-receptor al interior celular. Una vez que la
clatrina es retirada, la vesicula resultante se fusiona con un endosoma (siderosomas)
(Crichton y col., 2008). El pH del interior del compartimiento endosomal oscila alrededor
de 5,5 debido a la accién de una bomba de protones dependiente de ATP presente en su
membrana, la cual bombea protones desde el citosol al interior del siderodosoma. A este
pH, el Fe es liberado del complejo Tf-TfR como ion férrico. Posteriormente, el metal es
reducido por una ferri-reductasa endosomal y transportado al citoplasma por el
transportador de cationes divalentes DMT-1 (DCT-1, Nramp-2) (Fleming y col., 1998;
Gruenheid y col., 1999). En contraste con la mayoria de los ligandos, que se disocian de su
receptor y entran en una ruta de fusiéon con lisosoma y degradacion, la elevada afinidad del

TR por apoTf a pH acido los mantiene unidos (Young y Bomford, 1994).

El complejo apoTf-TfR es transportado intacto hacia la membrana plasmatica
donde, al tomar contacto nuevamente con el medio extracelular de pH neutro, se disocia.
La apoproteina queda entonces disponible para captar Fe nuevamente y comenzar otro
ciclo de transporte e internalizacion (Mufioz Gémez y col. 2005; Andrews, 2008) (figura

28). Una vez en el citoplasma, el ion ferroso incorporado puede seguir tres destinos:

e poo/ de utilizacion; es decir, las proteinas celulares que requieren Fe

® poo/ de almacenamiento, constituido primariamente por ferritina y hemosiderina,
cuya funcién fundamental es garantizar el depdsito intracelular de Fe para su
posterior utilizacion en la sintesis de proteinas y enzimas

® poo/ regulatorio, el cual incluye a las proteinas encargadas de detectar variaciones en

los niveles intracelulares del metal (Pérez y col., 2005).
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Figura n° 28. Captacién y destino celular del Fe (Pérez y col., 2005).
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2.4.4. REGULACION HOMEOSTATICA DEL HIERRO

La regulaciéon de los niveles de Fe, como se menciond, es muy sutil. Desde hace
muchos afios se ha planteado que la absorcién intestinal juega un factor critico para el
mismo, debido principalmente a que los seres humanos no disponemos de una via de
excrecion del Fe (Andrews, 1999; Mladenka y col., 2005). Clasicamente, tres mecanismos
reguladores no comprendidos en su totalidad han sido propuestos para explicar la
homeostasis del Fe. El primero es el bloqueo mucosal, en el cual segin la carga del Fe
dietético el propio enterocito modula su absorcién, un segundo mecanismo dependiente de
los depositos de Fe y el tercero llevado a cabo por la eritropoyetina e independiente de los

niveles de Fe (Andrews, 1999).

A estos mecanismos regulatorios, recientemente se les aflade el llevado a cabo por
la Hepcidina (Hepcidin: hepatic bactericidal protein): un péptido de origen hepatico
formado por 25 aminoacidos codificado por un gen localizado en el cromosoma 19, que

fue aislado por Park y col, en el afio 2000 (Roy y Enns, 2000; Fleming y Bacon, 2005).
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Inicialmente la hepcidina se describié como LEAP-1(liver-expresed antimicrobal peptide 1)
y también es conocida como HAMP (hepatic antimicrobial peptide). La sintesis de este
péptido ocurre principalmente en el higado y una parte en el rifién, por ello, el higado,
juega un papel central en la regulacion de la homeostasis del Fe. La hepcidina es
considerada actualmente como la hormona reguladora del metabolismo del Fe por
establecer el enlace entre los depdsitos y la absorcion (Hugman, 2006; Garcia-Erce y
Muifoz, 2008). Ademas, forma parte también del sistema inmune innato y posee actividad

antimicrobiana (Fleming y Bacon, 2005; Garcia-Erce y Munoz, 2008).

El conocimiento sobre el mecanismo de accion de este péptido se inicié en
modelos experimentales de hemocromatosis, donde niveles inapropiadamente bajos de
hepcidina producian una absorcién aumentada de Fe, mientras que la sobre-expresion de la
misma conllevaba a deficiencia y anemia ferropénica (Verga Falzacappa y Muckenthaler,
2004). El aumento de la sintesis de hepcidina conlleva la reduccion de la absorcion del Fe,
debido a que éste péptido disminuye la actividad funcional de la ferroportina 1 por medio
de la unién directa con éste y posterior internalizacion y degradacion en el citoplasma
celular, por lo que el Fe queda atrapado dentro del enterocito, por no disponer de proteina
que lo exporte hacia la sangre (Verga Falzacappa y Muckenthaler, 2004; Hugman, 20006;
Nemeth y Ganz, 2000).

Se ha demostrado a su vez, que en presencia de niveles elevados de hepcidina existe
una retro-alimentacion negativa sobre el DMT-1 intestinal, no estando claro si es un efecto
directo de la misma (lo que sugeriria la producciéon de hepcidina a nivel intestinal), una
consecuencia de su unién a la ferroportina 1 en el enterocito, o si es fruto de ambos hechos
(Yamaji y col, 2004; Nemeth y Ganz, 2006). La hepcidina igualmente bloquea a los
transportadores ferroportina presentes en el higado (depédsito de Fe) y en el sistema reticulo
endotelial (reutilizacién de Fe) por lo que la liberacion de Fe hacia la sangre se ve
totalmente interrumpida en presencia de niveles elevados de hepcidina (figura 29) (Roy y

Enns, 2000; Deicher y Hori, 2000).
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Figura n® 29. Accién de la hepcidina sobre la regulaciéon del metabolismo del Fe

(modificado de Fleming 2005).
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La sintesis de hepcidina esta modulada tanto por los requerimientos de Fe del
organismo, como por los estados inflamatorios e infecciosos. Asi sus niveles aumentan en
la inflamacién, explicando las anemias asociadas a las enfermedades infecciosas o
inflamatorias crénicas, y en la sobrecarga de Fe de origen no genético, como ocurre con las
transfusiones multiples, y disminuye en la anemia ferropénica, la hipoxia y el estrés
oxidativo. Por otra parte, su deficiencia es caracteristica de algunas hemocromatosis
hereditarias (Nemeth y Ganz, 20006). Se plantea que el disparador de la sintesis de hepcidina
esta relacionado con los TfR1 y TfR2 presentes en el higado, asi como con los genes que
codifican los receptores hemojuvelina (HJV) y HFE. HFE fue identificado en 1996 como
producto del gen de la hemocromatosis hereditaria (Feder, 1996), modula la homeostasia
del Fe corporal mediando en la incorporaciéon celular de Fe unido a la transferrina. Se
plantea que HFE puede ser un sensor de las reservas corporales de Fe, e incluso se ha
sugerido que la relacion HFE/T{R es ctitica para el mantenimiento de la homeostasia del
Fe (Gross vy col, 1998; Roy y Enns, 2000). La Hemojuvelina es la més reciente de las
nuevas proteinas vinculadas al metabolismo del Fe, fue descubierta en 2004, su gen es el

responsable de la hemocromatosis juvenil (Daraio y col., 2005). Se piensa que junto al HFE
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y al TfR2, puede ser uno de los elementos de la cascada de sefializaciéon que controla la
expresion de la hepcidina; parece ser sensible a los niveles de Fe-transferrina presentes en
sangre (Verga Falzacappa y Muckenthaler, 2004; Fleming y Bacon, 2005; Hugman, 2000),
de tal manera que cuando la relacion Tf-diférrica/TfR aumenta, se induce la expresion de la
hepcidina y si por el contrario la relacion Tf-diférrica/ TR disminuye, cesa la produccién
hepatica de hepcidina restaurandose en consecuencia la absorcién de Fe. Esto explica el
que los pacientes deficientes de HFE y HJV no manifiestan aumento de la produccién de
hepcidina en respuesta a la sobrecarga de Fe (Gehrke y col., 2003; Nemeth y col., 2003). La
expresion de esta proteina se produce fundamentalmente en el higado, el corazén y el
musculo esquelético, lo que sugiere que su participacion en la localizaciéon del Fe pudiera

ser extendida a otros tejidos ademas del higado (Rodriguez Martinez y col., 2004).

Es importante mencionar que el inicio de la absorciéon de Fe, tras la disminucién de
los niveles de hepcidina, no ocurre de manera inmediata, existiendo un retraso de unos 4-5
dias, tiempo que tarda en disminuir la concentraciéon de ARNm en el citoplasma. Si ademas
existiese un estimulo inflamatorio a pesar de disminuir la relacion Tf-diférrica/TfR, el
retraso puede ser mucho mayor, ya que la hepcidina se comporta como un reactante de
fase aguda. Mas recientemente, se ha descrito una inhibiciéon dosis-dependiente directa de la
sintesis de hepcidina por los niveles de EPO; esto es, se disminuye la sintesis de hepcidina

para permitir el aporte de Fe a la médula 6sea estimulada por la EPO (Pinto y col., 2008).
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2.5. ALTERACIONES DEL METABOLISMO DE HIERRO

El contenido total de Fe de un adulto normal es de aproximadamente 3,52 5 g. En
individuos con un estado nutricional éptimo, alrededor del 65% se encuentra formando
parte de la hemoglobina, el 15% esta contenido en la mioglobina y diversas enzimas, el
20% esta como Fe de depdsito y solo entre 0,1 y 0,2% se encuentra unido a la transferrina

circulante.

Tal como ya ha sido mencionado, el Fe tiene capacidad de aceptar y donar
electrones facilmente a través de su interconversién entre las formas Fe** y Fe’, propiedad
que lo convierte en un compuesto sumamente util. Sin embargo, este metal también puede
provocar dafios en los tejidos catalizando la conversion de peréxido de hidrégeno en
radicales libres que pueden dafar las membranas celulares, las proteinas o el ADN. Por lo
tanto, la homeostasis de Fe se halla rigurosamente controlada, ya que tanto la deficiencia

como la sobrecarga de este metal esencial son perjudiciales (Pérez y col., 2005).

2.5.1. ANEMIA FERROPENICA NUTRICIONAL

La anemia se define como: “disminuciéon de la masa de glébulos rojos o de la
concentraciéon de hemoglobina por debajo del segundo desvio estandar respecto de la
media para edad y sexo” (Donato y Buys, 2005); de acuerdo con la OMS, existe anemia
cuando la hemoglobina se encuentra por debajo de 130 g/L en hombres y de 120 g/L en
mujeres (Ania y col, 1997) ya que la secrecién de eritropoyetina aumenta cuando los
niveles de hemoglobina descienden por debajo de 120 g/1, indicando, por tanto, que dicha
concentraciéon de hemoglobina es necesaria para una oxigenacion optima de los tejidos

(Gabrilove, 2000).

La anemia es un problema de salud publica generalizado que tiene consecuencias de
gran alcance para la salud humana y para el desarrollo social y econémico. Esta patologia es
indicador de una pobre nutricién y una mala salud. I.a carencia de Fe en su forma mas
severa resulta en anemia ferropénica. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) calcula
que en el mundo hay aproximadamente un total de 2.000 millones de personas anémicas, y
que cerca del 50% de los casos pueden atribuirse a la falta de Fe (OMS/UNICEF/UNU,

2001). La anemia ferropénica o por deficiencia de Fe es, por tanto, la carencia nutricional
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mas frecuente de la humanidad. Su importancia radica en la gran cantidad de poblacién de
todos los paises, estados sociales y edades que la padece, de ahi que haya sido reconocido

como uno de los mayores problemas sanitarios.

Los grupos de poblacion mas afectados son las mujeres en edad fértil,
especialmente las embarazadas, y los nifios (Stephenson y col., 2000); y el riesgo de sufrir
ferrodeficiencia en las embarazadas adolescentes se multiplica debido a sus pobres habitos
alimentarios y su continuo crecimiento. En pafses poco desarrollados, la prevalencia de la
anemia ferropénica es aun mayor, entre un 40-50% de los nifios y las mujeres adultas tienen
anemia y la anemia ferropénica representa cerca del 50% en nifios de edad escolar y
mujeres, y el 80% en niflos de edad preescolar (de 2 a 5 afios de edad) (Staubli Asobayire I

y col., 2001). Estos datos ponen de manifiesto el alcance de esta patologia.

2.5.1.1. CAUSAS

Para la eritropoyesis son necesarios unos 20-30 mg de Fe diarios, el 99% del cual
proviene del reciclado de la hemoglobina en las células del sistema reticulo endotelial. La
absorcion intestinal solo aporta el 1% restante, ademas de compensar las pérdidas diarias a
través de heces y rifion. De modo que, cuando se produce un aumento de las demandas, un
aumento de las pérdidas o una disminucién de la absorcién (tabla 12) por distintas
circunstancias como: a) pérdida de sangre (uterina en las mujeres, gastrointestinal en ambos
sexos), b) dieta deficiente o inadecuada (pobre en Fe o con exceso de inhibidores de la
absorcién del metal), ¢) aumento de la demanda (embarazo y crecimiento) y d) mala
absorcion (patologias gastrointestinales) (Chanarin, 1992); se ha de recurrir a las reservas de
Fe asociado a ferritina y hemosiderina; pero si el balance negativo persiste, dichas reservas
terminan por agotarse, asi en estas situaciones en las que existe escaso Fe disponible, se
producen limitaciones en la sintesis de compuestos fisiolégicamente activos que contienen

este mineral y, por lo tanto, surgen consecuencias deletéreas (Pérez y col., 2005).

El déficit de Fe presenta varios estadios, empezando por la deplecion férrica, que es
seguida por la eritropoyesis ferrépénica que acaba originando anemia cuando no se dispone
del Fe suficiente para la sintesis de la hemoglobina (Brittenham, 2000; Vives, 2001). Como

consecuencia, se reducen las células rojas en la circulaciéon y se producen cambios en la
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citologfa y morfologia de las mismas, dando lugar a hematies microciticos e hipocrémicos,

ademas de una disfuncion del transporte de oxigeno (Hercberg y Galan, 1992).

Tabla n° 12. Principales causas de la deficiencia de Fe (modificado de Mufioz

Goémez y col., 2008).

A. Aumento de las demandas

B. Aumento de las pérdidas

C. Ingesta insuficiente

2.5.1.2. SIGNOS Y SINTOMAS

ILa anemia por deficiencia de Fe, en su etapa inicial, es probable que sea

asintomatica, coincidiendo con el estado conocido como “deficiencia de Fe sin anemia” en el
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que los depésitos corporales de Fe, la ferritina y la hemosiderina decrecen, mientras que el
hematocrito y la hemoglobina permanecen normales. Después, disminuye el nivel de Fe sérico
y de forma concomitante aumenta la capacidad de fijacion de Fe, reduciéndose el porcentaje

de saturacion de la transferrina, y por tanto, disminuyen los hematies circulantes.

En un estado mas avanzado de hiposiderosis, caracterizado por baja concentracion
de hemoglobina y descenso de hematocrito, los pacientes pueden presentar sintomas
inespecificos como falta de energia, puesto que el aporte de oxigeno a la célula no es el
adecuado y existe una deficiencia en la cadena de transporte electrénico; cansancio y disnea
de esfuerzo que, posiblemente, se produce como consecuencia de una acidosis lactica
hipoéxica, que obliga a aumentar la ventilaciéon, asi como por una fatiga precoz de los

musculos respiratorios.

El examen fisico puede revelar palidez generalizada y conjuntival (debido a la
disminucion del pigmento hematico y a una vasoconstriccion local, ya que se produce una
desviacion de la sangre desde la piel y rifion a los 6rganos vitales). Asi como, coiloniquia
(cambios en el color, la forma, la textura o el espesor de las ufas), fragilidad del cabello,
caida excesiva del mismo y encanecimiento precoz y también alteraciones en las mucosas

como glositis v estomatitis puesto que disminuye la proliferacion celular ante la falta de Fe.
g y p q yelap

La taquicardia y los sintomas compatibles con una insuficiencia cardiaca son
resultado de la vasodilataciéon con aumento del gasto cardiaco, lo cual, unido a una sangre mas
fluida, justifica las palpitaciones, el aumento de la presion diferencial y por tanto la amplitud

del pulso y los soplos cardiacos.

Los cambios de comportamiento tales como “pica” (el deseo y el consumo de
articulos no alimenticios) y el sindrome de piernas inquietas (consecuencia del escaso
aporte de oxigeno a los tejidos) también pueden estar presentes (Grote y col., 2009;

Ekbom y Ulfberg, 2009).

Los pacientes ocasionalmente pueden quejarse de sintomas “alarmantes” tales
como un cambio de calibre de las heces o en los habitos intestinales, dolor epigastrico,
pérdida de peso, saciedad precoz y poco apetito. Y si la patologia se hace crénica pueden

aparecer las membranas esofagicas asociadas con la anemia ferropénica que constituyen el
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sindrome de Plummer-Vinson (dificultad para deglutir debido a crecimientos de tejido

pequenos y delgados que bloquean parcialmente el es6fago) (Zhu y col., 2010).

La anemia ferropénica presenta consecuencias negativas en el desarrollo cognitivo
de los nifios y en la productividad laboral de los adultos (Stoltzfus, 2001). Desde el trabajo
pionero de Oski y Honig en 1978, han aparecido decenas de estudios demostrando
inequivocamente que la anemia ferropriva en la infancia produce un retraso del desarrollo
psicomotor. Mas recientemente, se describid que estos efectos deletéreos persisten hasta
los 5 y 10 anos. La tercera generaciéon de estas investigaciones ha sido categorica en
demostrar alteraciones en la maduracién del sistema nervioso central que también persisten
mas alla de la infancia. Lo mas inquietante de estos hallazgos, es que parecieran no ser
reversibles, atin a largo plazo, a pesar del tratamiento oportuno y satisfactorio de la anemia
de acuerdo con las normas pediatricas habituales. Estos hechos ponen énfasis en la

importancia de las medidas de prevenciéon de la anemia por carencia de Fe (Olivaresy

Walter, 2003).

Dado que el Fe es cofactor de multiples enzimas, la deficiencia de este mineral da
lugar también a alteraciones inmunitarias (disminucion de la respuesta inmune mediada por

células) y del metabolismo hepatico.

La identificacién de la anemia ferropénica puede realizarse a consecuencia de la
sintomatologfa o tras un examen hematolégico en el que se observa: reduccién o ausencia
de depésitos de Fe, baja concentracion de Fe sérico, baja saturaciéon de transferrina,

concentracion de hemoglobina baja y reduccién del hematocrito.

El diagnédstico de la ferrodeficiencia se lleva a cabo mediante dos métodos: a)
screening de los niveles de Fe en la eritropoyesis y b) evaluacion del estatus férrico de los
tejidos. Los tests mas novedosos incluyen porcentaje de eritrocitos hipocrémicos,
contenido de hemoglobina en reticulocitos y sintesis de receptores de transferrina (TfRs)

(Beutler y col., 2003).

a) Hemograma (Donato y col., 2009):
- Hemoglobina y hematocrito: disminuidos

- Recuento de reticulocitos: normal.
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- Recuento de plaquetas: elevado.

- Recuento leucocitario: normal.

- Indices hematimétricos:

» Volumen Corpuscular Medio (VCM): disminuido.

» Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM): disminuida.

» Amplitud de Distribucion Eritrocitaria (ADE): elevada.

-Morfologia eritrocitaria: hipocromfa, microcitosis, ovalocitosis, policromatofilia, punteado

baséfilo (eventualmente).

b) Pruebas que evaluan el estado del Fe (Donato y col., 2009):
- Fe del compartimiento funcional:

»Ferremia: disminuida.

»Capacidad de fijacion del Fe (TIBC): aumentada.

»Porcentaje de saturacion de la transferrina: disminuido.
»Protoportirina libre eritrocitaria: aumentada.

»Receptores solubles de transferrina: aumentados.

- Fe del compartimiento de deposito:

»Ferritina sérica: disminuida.

»Hemosiderina en médula ésea: disminuida/ausente.

2.5.1.3. TRATAMIENTO Y PREVENCION

Para prevenir la anemia ferropénica nutricional es necesaria una dieta equilibrada
que aporte los requerimientos de este mineral; sin embargo, esto en muchas ocasiones no
es posible ya sea por limitaciones econdémicas o por habitos dietéticos erréneos muy
frecuentes hoy dia, especialmente entre adolescentes y nifios, grupos de poblacién con un
alto riesgo de anemia ferropénica nutricional (Brotanek y col., 2007), por ello en muchos
casos sera necesario no solo la modificaciéon de dichos habitos dietéticos si no también

recurrir a alimentos fortificados e incluso la suplementacién con Fe.

Las modificaciones de la dieta incluyen aumentar el consumo de alimentos ricos en
sustancias que favorecen la absorcion de Fe no hemo (acido ascérbico), disminuir el
consumo de inhibidores de la absorcién (polifenoles, fitatos) y aumentar el consumo de Fe

hemo (carnes rojas, higado).
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La fortificaciéon de alimentos con Fe es probablemente la solucién mas practica,
sostenible y rentable a largo plazo para controlar la deficiencia de Fe (Baltussen y col,
2004; OMS, 2006; Laxminarayan y col., 2006). Su principal ventaja es que el consumo de
estos productos no requiere de una conducta activa por parte del sujeto. Sin embargo, el
enriquecimiento de productos alimenticios con este mineral es mas dificil que con otras
sustancias nutritivas, ya que a pesar de que los compuestos de Fe mas biodisponibles son
solubles en agua o acido diluido, a menudo reaccionan con otros componentes del
alimento causando pérdida de sabores, oxidacién de las grasas y/o cambios en el color
(Hurrell, 2002), por ello las formas menos solubles de Fe, aunque menos absorbibles, a
menudo son escogidas para el enriquecimiento con objeto de evitar los cambios sensoriales
no deseados. El empleo de bajas cantidades de Fe para el fortalecimiento podria ser una
intervencién mas segura que la suplementacion pues las dosis son mas similares al ambiente

fisiologico. (OMS, 2006; OMS, 2007).

Dentro de los programas de fortificaciéon encaminados a prevenir las deficiencias
del Fe, se contempla la adicién de acido ascorbico, dado que no sélo aumenta la absorcion
de este metal sino que ademas es esencial en la produccién de hemoglobina (Killip y col.,
2007). Actualmente, la industria alimentaria intenta disminuir el contenido de fitato,
mediante el uso de fitasas, asimismo, se estan manipulando genéticamente algunas plantas,
con el fin de producir alimentos bajos en este inhibidor de la absorcién de Fe y de este

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

El tratamiento de eleccién de la anemia ferropénica nutricional es la administracién
de suplementos de Fe por via oral (sobrecarga oral de Fe). La dosis (calculada en
miligramos de Fe elemental) es 3-6 mg/kg/dfa (300 mg de sulfato ferroso), fraccionada en
1-3 tomas diarias (Comité Nacional de Hematologia, 2001; Donato, 2002; Donato y col.,
2005). Las sales ferrosas (sulfato ferroso y gluconato ferroso) son las mas utilizadas, debido
a su mayor solubilidad y disponibilidad al pH del duodeno y yeyuno y por su bajo costo
(Cook, 2005). El preparado de eleccion es el sulfato ferroso (Dallman y col., 1993; Arvas y
Gur, 2000; Donato y col.,, 2007) puesto que su efectividad para corregir la anemia y
restablecer los depésitos de Fe no ha sido superada por otros compuestos (Dallman y col.,
1993; Lanzkowsky, 2005). El preparado debe administrarse con el estémago vacio, pero
muchas personas no lo toleran asi y pueden necesitar tomarlo con alimentos; no obstante,

es recomendable tomarlo alejado de las comidas (media hora antes o dos horas después)



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

pues muchos alimentos disminuyen la absorcién de Fe hasta un 40-50% (Hallberg y col.,
1978), cabe destacar la interferencia que en este sentido ejercen la leche y los antidcidos,

por lo que no deben tomarse simultineamente con los suplementos del mismo.

Cuando la intolerancia al sulfato impida realizar el tratamiento, debe intentarse con
otros preparados; de ellos, el que mejor tolerancia presenta es el Fe polimaltosa (Jacobs y
col., 2000; Walter y col., 2005; Toblli y Brignoli, 2007), que es un complejo hidrosoluble de
hidréxido de Fe’* y polimaltosa (dextrina parcialmente hidrolizada) adecuado para
tratamiento por via oral. Su interaccién con otros componentes de la dieta parece ser
menor que la del sulfato ferroso, (Jacobs y col 1979; Geisser, 1990) y algunos estudios han
informado que presenta mejor tolerancia y similar biodisponibilidad que este tultimo (Jacobs
y col., 1984; Johnson y Jacobs, 1990; Walter y col, 2005). Varios autores han comunicado
que el Fe polimaltosa es efectivo para corregir estados ferropénicos en adultos, mujeres
embarazadas, nifios y lactantes (Reddy y col., 2000; Jacobs y col., 2000; Reddy y col., 2001),
mientras que para otros su empleo no igualé a los resultados obtenidos con las sales
ferrosas (Mehta, 2003; Kavakli y col., 2004; Ruiz-Arguelles y col., 2007). Sin embargo,
Donato y col, (2007) demostraron que el sulfato ferroso produce incrementos mas
precoces y de mayor intensidad para todos los parametros, permite la normalizacién de
valores en mayor cantidad de pacientes y presenta similar tolerancia y grado de adhesion al

tratamiento que el hidréxido férrico polimaltosado.

El tiempo de administracion es variable: una vez alcanzados valores normales de
hemoglobina y hematocrito debe continuarse, a igual dosis, durante un tiempo similar al
que fue necesario para alcanzar la normalizaciéon (Comité Nacional de Hematologia, 2001;
Donato y col., 2005). Esta prolongacion del tratamiento sirve para reponer depositos de Fe.
Las complicaciones habituales son: intolerancia digestiva (nduseas, estrefiimiento, diarrea,
vomitos, dolor abdominal) y coloracion negruzca de las heces. Estos sintomas varfan en
proporcién a la concentraciéon de Fe ionizable en la parte alta del tracto gastrointestinal y
puede ser reducida, como ya se ha comentado, si se acompafia de la ingesta de alimentos,
como es comunmente consumido (Cook, 2005). Por otra parte, debido a que el Fe tiene
propiedades pro-oxidantes, la reduccion en la cantidad y/o frecuencia de Fe administrada,
ademas de disminuir la incidencia de los efectos adversos, reduciria el riesgo de estrés

oxidativo (Olivares y Walter, 2003). Para asegurar que hay una respuesta al tratamiento, la

117



118

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

anemia debe ser monitorizada. La causa mas frecuente del fallo del tratamiento, es el

incumplimiento terapéutico.

El Fe intravenoso o intramuscular esta indicado para pacientes con hemorragia, en
caso de malabsorcién intestinal o intolerancia a las formas orales (Killip y col., 2007), con
esta forma de administracion, se detecta un incremento de Fe sérico tras 1 o 2 horas de la
ingesta de 60 mg de Fe como sulfato ferroso. Hasta hace poco el Fe-dextrano ha sido la
principal forma disponible de Fe parenteral. El 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).

2.5.2. SOBRECARGA DE HIERRO

Un estado de sobrecarga en el contenido total de Fe resulta de un aporte del metal
que excede los requerimientos. Como las necesidades son limitadas y los seres humanos
carecen de un mecanismo fisiolégico para la excrecion del exceso de Fe, un incremento
sostenido en su absorcién por factores hereditarios, transfusiones repetidas u otras
condiciones patolégicas puede, eventualmente, resultar en una acumulacién del metal
Como consecuencia, si la capacidad del organismo para llevar a cabo su transporte y
almacenamiento es excedida, la toxicidad del metal, debida a la producciéon de especies
reactivas de oxigeno, puede producir dafio a distintos 6rganos e, inclusive, desencadenar la
muerte. Las manifestaciones toxicas de la sobrecarga de Fe dependen en parte de la
magnitud del exceso, de la velocidad de acumulacién y de la distribucion del metal entre
sitios de deposito relativamente benignos en los macréfagos y los mas perjudiciales en las
células parenquimatosas (Van Eijk y De Jong, 1992; Chapman, 1992; Crichton y col., 2003)
Los rasgos caracteristicos de la sobrecarga de Fe avanzada son la insuficiencia de 6rganos
vitales como el higado y el corazén, ademas de disfunciones endocrinas (Kohgo y col.,

2008).

Las condiciones patoldgicas a las que da lugar la sobrecarga de Fe se denominan
sindromes de sobrecarga de Fe y son las causas de la disfuncién de 6rganos en los que este

metal se deposita, incluida la muerte celular, fibrosis y la carcinogénesis (Kohgo y col.,
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2008). Los sindromes de sobrecarga de Fe se clasifican como genéticos (primarios) o

secundarios, dependiendo del mecanismo subyacente (Pietrangelo, 2000) (tabla 13).

Tabla n° 13. Clasificacion de la sobrecarga de Fe (modificado de Kohgo y col,
2008).

HEMOCROMATOSIS HEREDITARIA Y PATOLOGIAS
RELACIONADAS

Hemocromatosis Hereditaria Tipo 1
mutacion del gen HFE (6p21.3)
Tipo 2
Subtipo A: mutacion del gen hemojuvelina (1q21)
Subtipo B: mutacion del gen hepeidina (19q13)

Tipo 3
mutacion del gen receptor de Transferrina 2 (7q22)
Tipo 4
mutacion del gen Ferroportina (2¢32)

Mutacion del gen Ferritina mutacion del gen H-ferritina (mutacion en el IRE
del ARNm)

Mutaciéon del gen DMT-1

Mutacion del gen Ceruloplasmina

Atransferrinemia mutacion del gen  Transferrina

SOBRECARGA DE HIERRO SECUNDARIA

Eritropoyesis ineficaz Talasemia, anemia sideroblastica, sindromes
mielodisplasicos

Administracion de Fe durante Por via oral o intravenosa

largos periodos

Transfusion durante largos

periodos

Sobrecarga de Fe dietética

Disfuncién hepatica Lesion hepatica alcohdlica, hepatitis cronica (tipo
(), esteatohepatitis no alcoholica

OTROS Porfiria

¢Coémo responden los mecanismos que regulan la homeostasis celular de Fe ante
una sobrecarga del metal? Contrariamente a lo que sucede bajo condiciones de deficiencia
de Fe, el aumento de la saturacion de transferrina sérica induce la regulacion negativa de la
expresion de RTf en células hepaticas y de otros 6rganos. Por otra parte, el excedente de Fe
que circula en la forma de complejos de bajo peso molecular, induciria el aumento de la
captacion del metal por la via independiente de transferrina en aquellas células encargadas
de la detoxificacion del medio, como los macréfagos (Olakanmi y col., 1997). En respuesta
a la sobrecarga de Fe, el higado secreta hepcidina, hormona proteica que controla los
niveles plasmaticos del metal, regulando la absorcion de Fe dietario. La unién de hepcidina

a la ferroportina 1 induce la internalizacién y posterior degradaciéon de la proteina
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transportadora; como consecuencia, disminuye la exportaciéon de Fe desde el enterocito

hacia el plasma (Nemeth y col., 2004).

La forma mas comun de sobrecarga de Fe es la hemocromatosis hereditaria (HH)
(Roy y Andrews, 2001), una enfermedad metabodlica que se caracteriza por sobrecarga y
deposito de Fe en las células parenquimatosas de diferentes 6rganos, induciendo su
deterioro funcional y estructural (EASL International Consensus Conference on
Haemochromatosis, 2000) como resultado del estrés oxidativo inducido por Fe en esos
tejidos (Pietrangelo, 2004). Se considera la enfermedad genética mas frecuente en los paises
occidentales (Olynyk y col., 1999; Pérez-Aguilar, 2002; Yen y col., 20006). Los pacientes con
este desorden autosémico recesivo absorben regularmente dos o tres veces mas Fe dietario
que las personas normales. Por lo tanto, la cantidad del metal unido a transferrina aumenta,
pudiendo alcanzar valores de 50-60% de saturacion. El exceso de Fe es depositado en las
células parenquimatosas del higado, corazén, pancreas, glandula pituitaria y paratiroides.
Como consecuencia, los pacientes desarrollan hepatomegalia con fibrosis y cirrosis,
cardiomiopatias y diversas endocrinopatias como diabetes mellitus, hipopituitarismo,
hipogonadismo e hipoparatiroidismo (Andrews, 1999). Curiosamente, esta enfermedad no
es causada por un defecto en una proteina involucrada en el transporte de Fe, sino por una

anomalfa en un regulador del transporte.

En 1996 fue identificada la proteina de membrana HFE que se halla mutada en la
mayoria de los pacientes con hemocromatosis hereditaria (Feder y col, 1996). Esta
proteina, estructuralmente similar a las del complejo mayor de histocompatibilidad de clase
I, no une ni transporta Fe. Parece ser una molécula regulatoria que influye sobre la
eficiencia de la absorcién del metal esencial. HFE forma un heterodimero con la 32-
microglobulina, el cual es expresado en la superficie de muchas células, incluyendo las de la
cripta duodenal y macréfagos. A pH neutro, el heterodimero forma un complejo estable
con el RTf (Waheed y col.,, 1999), resultando en un cambio conformacional del receptor
que provoca modificacion de su afinidad por Tf (Roy y col,, 1999). De esta manera, HFE
modularfa la captaciéon de Fe unido a Tf desde el plasma hacia los enterocitos de la cripta
duodenal y participaria en el mecanismo por el cual dichas células detectan modificaciones
de las reservas corporales de Fe (Waheed y col., 2002). La alteraciéon de este mecanismo
desempefia un papel fundamental en la patogénesis de la hemocromatosis hereditaria. Han

sido descritas mutaciones en el gen HFE que atentian la captaciéon de Fe unido a
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transferrina por parte de las células duodenales de la cripta, proveyendo de esta manera
seflales paraddjicas que conducen a la regulacién positiva de la expresion de DMT-1 en las
células absortivas, a pesar de la elevada saturacion de la transferrina y del alto contenido

hepatico de Fe (Fleming y col., 1999; Stuart y col., 2003).

A partir del descubrimiento del HFE, se identificaron nuevos genes implicados en
otros sindromes de sobrecarga de Fe menos comunes, que se producen como resultado de
mutaciones en los genes que codifican TfR2, ferroportina 1, hepcidina (HAMP) vy
hemojuvelina (HJV) (Franchini, 2006), pero todos siguen un modelo similar de depédsito

de Fe en los tejidos (Bomford, 2002; Pietrangelo, 20006).

Hay que tener en cuenta también que la sobrecarga de Fe se observa con frecuencia
como una condiciéon secundaria. Esta circunstancia se produce frecuentemente en
pacientes que requieren transfusiones de sangre a largo plazo debido a anemias severas,
situacion que tiene lugar en trastornos genéticos como la talasemia y la anemia falciforme, y
en la anemia refractaria a los tratamientos convencionales. En estos pacientes, la
eritropoyesis ineficaz y la acumulacién continua de Fe por transfusiéon exdgena se
consideran responsables de la sobrecarga de Fe que provoca los fallos organicos
resultantes, tales como insuficiencia hepatica, insuficiencia cardfaca y diabetes mellitus
severa (Andrews, 1999). Ademas de estas condiciones patolégicas ya conocidas, existen
muchas enfermedades que muestran un depésito de Fe suave o una desregulacion de la
distribucién corporal de Fe, como son la hepatitis C cronica, la enfermedad hepatica
alcoholica, esteatohepatitis no alcoholica, y resistencia a la insulina, puesto que el Fe es un
cofactor importante que modifica estas situaciones. Ademas, es cada vez mas patente la
dependencia peligrosa existente entre el exceso de Fe y trastornos relacionados con el estilo
de vida, ya que promueve la aterosclerosis, la carcinogénesis o la diabetes entre otros

(Bonkovsky y col., 2003).

2.5.2.1. MECANISMOS DE TOXICIDAD DEL HIERRO

En situacion de sobrecarga de Fe, la capacidad de saturacién de transferrina puede
ser excedida, produciéndose un marcado aumento de la proporciéon de Fe libre en el
plasma. Este Fe no unido a transferrina, definido por Esposito y col. (2003) como Fe labil,

tiene actividad redox, es quelable, y capaz de entrar en los érganos e inducir sobrecarga de
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Fe en los tejidos; por tanto, es eliminado muy rapidamente del plasma por el higado y otros
organos (Brissot y col, 1985; Craven y col., 1987) donde se produce una progresiva

acumulacion del metal que puede llegar a ser dafiina (Breuer y col., 2000).

La toxicidad celular del Fe se debe a que su interaccién con el oxigeno, cataliza la
conversion a peréxido de hidrégeno y a radical superdxido, mediante su participaciéon en
las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, que terminan generando radicales hidroxilos que
inducen riesgos para las membranas celulares, proteinas y ADN (Fiers y col., 1999;

Haliwell, 2001).

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 biologica 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
funcién 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).

El estrés oxidativo resulta de un desequilibrio entre la formacién 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 reparacién del dafio oxidativo (Fiers y
col., 1999; Haliwell, 2001). La alteracién 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).

Las condiciones patolégicas, el metabolismo del Fe y el del radical superdxido estan
intimamente vinculados. Cada uno puede exacerbar la toxicidad de los demas. La
sobrecarga de Fe puede amplificar los efectos nocivos de la sobreproduccion del radical
superoxido. Ademas, el estrés oxidativo cronico puede modular la absorciéon del Fe y su
almacenamiento, lo que puede llevar a efectos citotoxicos y mutagénicos (Emerit y col.,

2001).
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Entre las especies reactivas del oxigeno (ROS), el radical hidroxilo es la fraccion
mas toxica, las moléculas a las que ataca son carbohidratos, proteinas y acidos nucleicos. Se
sabe que la reaccion del radical hidroxilo con la base 8-hidroxiguanina (8-OHG) del acido
nucleico esta altamente correlacionada con la teratogenicidad y carcinogenicidad inducida
por el estrés oxidativo (Kohgo y col., 2008). Los radicales derivados del hidroperdxido son
responsables de la peroxidacion lipidica en membranas biolégicas, provocando 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 Ca (Yung-Suk y Akera, 1987; Halliwell y Chirico, 1993; Littarru y Battino,
1994).

Por el contrario, en situaciéon de anemia ferropénica, existe controversia en la
comunidad cientifica acerca de la susceptibilidad de las células al dafio oxidativo: algunos
autores establecen que no existen diferencias en la susceptibilidad a la oxidacién de
pacientes con anemia en comparacion con individuos sanos (Acharya y col.,, 1991; Isler y
col., 2002, Diaz-Castro y col., 2008), pero otros defienden que la produccién de sustancias
oxidantes estaba incrementada y los sistemas antioxidantes se encontraban disminuidos,
por tanto, el equilibtio 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., 2000).

2.5.3. REPERCUSIONES OSEAS DE LAS ALTERACIONES DEL
METABOLISMO DE HIERRO

2.5.3.1. EFECTO DE LA ANEMIA EN EL COMPARTIMENTO OSEO

La deficiencia de Fe provoca no sélo anemia, si no también otros problemas de
salud como hiperlipemia, peroxidacion lipidica y cambios en el metabolismo vitaminico
(Uehara y col.,, 1997; Stangl y Kirchgessner, 1998; Rosales y col., 1999). Recientemente, se
ha estudiado la relaciéon existente entre el Fe y el metabolismo 6seo, poniéndose de
manifiesto que la ingesta de Fe se asocia con la densidad mineral 6ésea (DMO) en mujeres
posmenopausicas (Harris y col., 2003; Maurer y col., 2005). Medeiros y col. (1997, 2002,
2004); Parelman y col. (2000) y Katsumata y col. (2006) han demostrado que la deficiencia

de Fe disminuye el contenido mineral 6seo, la DMO vy resistencia mecanica; afectando
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negativamente a la microarquitectura del hueso y a la calidad de los huesos largos y

vertebras.

Figura n°® 30. Impacto de una carencia dietética de Fe o de Ca sobre la calidad del

hueso cortical y trabecular y como este efecto es exacerbado por una carencia conjunta de

Fe y Ca (Izquierda: Medeiros y col., 2004; Derecha: Medeiros y col., 2002).

Femurs

Tibias

Control (dieta control AIN-1980), Ca™ (dieta restringida en Ca), Fe (dieta deficiente

en Fe), CaFe (dieta deficiente en Fe y restringida en Ca), PF (dieta control administrada

pair-fed).

El Fe es un cofactor necesario para las enzimas prolil y lisil hidroxilasa, que catalizan la
formacion de los puentes cruzados en las fibras adyacentes de colageno por lo que el metal
juega un papel fundamental en la maduraciéon de esta molécula (Tunderman y col., 1977).
Ademas, la conversion de vitamina Dj, a 1,25-(OH), vitamina D, se lleva a cabo mediante dos
pasos de hidroxilacion en el higado y en el rifién. La hidroxilacién final de la vitamina D es Fe-
dependiente, ya que requiere un sistema de tres componentes que implica una flavoproteina,
una proteina sulfoférrica y un citocromo P-450 (De Luca, 1976). Por lo tanto, en situacién

de anemia ferropénica, estas enzimas dependientes de Fe podrian inactivarse conduciendo
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a un anormal metabolismo del colageno y de la vitamina D que finalmente provoca la

osteomalacia observada.

Campos y col.,, (2007) indicaron que la anemia produce una clara desmineralizacion
6sea, como se puede deducir del menor depésito de Ca en fémur de ratas anémicas. En un
estudio previo se puso de manifiesto que la anemia ferropénica nutricional provoca una
significativa alteracién en el metabolismo del Ca y P. Asimismo, tras el consumo de una
dieta con contenido normal en Fe, en situacion de ferrodeficiencia, las concentraciones de
Ca y P se incrementaron en el esternén, pero no en fémur (Campos et al., 1998), revelando
que la desmineralizaciéon ésea se mantenia incluso después de la recuperacion de la anemia.
Esto puede deberse también al incremento de los niveles séricos de PTH (que estimula los
osteoclastos) y cortisol (que inhibe los osteoblastos) que provoca la anemia ferropénica

(Campos y col., 2007).

La deficiencia de Fe severa parece disminuir no sélo la formacién de hueso sino
también la resorcién 6sea, aunque siendo ésta mayor que la formacion, desequilibrando de
esta manera el proceso de remodelado hacia la destrucciéon de hueso resultando en pérdida

total (Katsumata y col., 2009).

2.5.3.2. EFECTO DE LA SOBRECARGA DE HIERRO EN EL
COMPARTIMENTO OSEO

Por otra parte, tal y como se ha confirmado por diversos estudios, el Fe en exceso y
su inadecuado depdsito en el organismo ha sido reconocido como un factor de riesgo para
la osteopenia y la osteoporosis (Weinberg, 2006; 2008). Hecho que se demuestra por la
osteoporosis que acompafia a la hemocromatosis hereditaria, que puede ser debida a un
incremento de la resorciéon osteoclastica relacionada con el hipogonadismo que causa esta
patologia, a la supresion de la formacién 6sea ocasionada por el efecto téxico del exceso Fe
sobre los osteoblastos o a la coincidencia de ambas circunstancias (Valenti y col., 2009). En
ensayos realizados en ratas, se ha observado una marcada pérdida de la conectividad del
hueso esponjoso en la epifisis y del hueso trabecular en la metafisis del fémur ante una

sobrecarga de Fe (Kudo y col., 2008).
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El sindrome de sobrecarga de Fe hepatico esta asociado con elevados niveles
circulantes de fragmentos de PTH conteniendo las regiones 44-68, las cuales parecen
intervenir en los cambios osteoarticulares, osteopenia y osteoporosis (Guggenbuhl y col.,
2005). Es conocido que los osteoblastos tienen receptores para la PTH, asi que el efecto de
esta hormona en osteoclastos es indirecto y mediado por osteoblastos (Habener y Potts,
1990). El Fe puede afectar a los osteoblastos y a las células de revestimiento, inhibiendo o
disminuyendo la sintesis de la matriz de colageno, o puede perturbar el efecto de la PTH,
posiblemente alterando los receptores de los osteoblastos a esta hormona o afectando a su

ruta biolégica (Mandalunis y Ubios, 2005).

Ademas, el Fe actia de forma directa en la membrana plasmatica del osteoblasto y
del osteoclasto (Vernejoul y col., 1984; Kazama y col., 1997, Mandalunis y col., 1997;
Matsushima y col,, 2001). Se hipotetiza que el Fe puede intervenir dinamicamente
aumentando el reclutamiento osteoblastico conduciendo a la masiva acumulaciéon de
osteoide que excede la capacidad de mineralizacién; o bien, el Fe intracitoplasmatico del
osteoblasto que rodea al hueso trabecular puede suprimir el remodelado y llevar a la

hiperosteoidosis (Sato y col., 1997; Matsushima y col., 2003).

Sin embargo, distintos estudios zz vitro demuestran que el Fe causa una disminucion
en la proliferacion celular y en la actividad osteoblastica (Diamond y col., 1991; Mandalunis
y Ubios, 2005), y esta inhibicion de la formacién ésea causada por el Fe es dosis
dependiente (Sato y col., 1997). Estos hallazgos 7z vitro son compatibles con estudios 7 vivo
que ponen de manifiesto que la sobrecarga de Fe deteriora el remodelado y la formacion
osea (Ebina y col, 1991; Sato y col, 1997, Mandalunis y col.,, 1997). La inactividad
osteoblastica y la reducida tasa de formaciéon 6sea puede ser asociada a un descenso en
IGF-1 debida a los cambios causados en las células hematopoyéticas por la presencia de los
depositos de Fe (Mahachokletwattan y col., 2003; Mandalunis y Ubios, 2005). A esta accion
a nivel celular ejercida por el Fe, hay que afiadir un efecto téxico directo del ion,
recientemente descubierto por Guggenbuhl y col. (2008), que han mostrado que el Fe
inhibe el crecimiento y altera la calidad de los cristales de hidroxiapatita zz vitre, en un
modelo de calcificacion acelular y no enzimatico. Esto sugiere un efecto directo del Fe
sobre la mineralizacién del hueso y, en consecuencia, sobre la calidad del mismo,

independientemente de células, proteinas y enzimas.
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El mecanismo propuesto para la acciéon del Fe involucra, a nivel sistémico, la
formacion de radicales libres o disminucion del pH por estrés oxidativo lo cual es causa de
la peroxidacién lipidica de membranas plasmaticas (Matsushima y col., 2003). A nivel del
hueso afecta la matriz 6sea, incrementa la resorcién y en menor medida la formacion ésea.
El efecto neto es por tanto, la disminuciéon de la masa 6sea (Vernejoul y col., 1984;
Mandalunis y col., 1997; Matsushima y col., 2003). As{ pues, se puede afirmar que el Fe
jugarfa un papel en la remodelacién ésea por accién directa sobre la actividad del
osteoblasto tal y como queda patente por la inhibiciéon de la produccién del colageno tipo 1
y de los marcadores de la diferenciaciéon osteoblastica que tiene lugar en situaciéon de

sobrecarga de Fe (Yamasaki y Hagiwara, 2009).

La accién del Fe en el metabolismo 6seo y mineral deberfa explorarse en todos los
pacientes con sindromes de sobrecarga de Fe o en caso de una sobrecarga oral de Fe

prolongada.
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2.6. 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, sélo
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 antigiedad, reconocié sus propiedades lecheras (Boza y Sanz
Sampelayo, 1984). Su talla pequefia, pocas exigencias, capacidad de adaptacion, docilidad y
elevada produccioén, 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)
especialmente mediante su transformacion en queso. Tradicionalmente se ha dado a bebés

y niflos 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 investigaciéon. A
pesar de su bajo consumo, la leche de cabra esta adquiriendo un gran interés nutricional en
la tendencia actual de buscar alimentos mas saludables en los paises desarrollados (Chandan

y col., 1992).
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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 fisiolégico 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 anade ningin
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.,

2000), arteriosclerosis y osteoporosis.

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 alimentaciéon con leche de cabra (Chacén, 2005). No obstante, los
pediatras no la recomiendan como sustituto total de la leche materna en nifios menores de
un afio dado su alto nivel proteico y mineral, y por su bajo contenido de carbohidratos,

acido félico y vitaminas B y B, (Darnton y col., 1987).

2.6.1. 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 intervenciéon de dicha
glandula. Esto es muy importante en el caso de niflos pequefios cuya actividad tiroidea no

esta totalmente desarrollada.
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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 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 mas propensa a enranciarse (Chacon,

2005).

El sabor se debe, segun 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 4acidos
grasos caproico, caprilico y caprico, de 6, 8 y 10 atomos de carbono respectivamente.
Ademas, 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 06,7), 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., Xanthinm sp., Digital sp., Eupatorium sp., Capsella sp., asi como diversas
plantas aromaticas o la pulpa de la remolacha, comunican sabores extrafios y poco

atractivos a la leche (Arbiza, 1980).
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2.6.2. 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 varfa 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. Aun mas, el
estado y el momento de lactancia en que se hace el ordefio, asi como la dieta del animal, su
salud y su estado fisioldgico general tiene un efecto directo sobre todos los constituyentes

mayores y menores de la leche (Chacén, 2005).

De manera que el contenido graso puede variar desde un minimo del 3,00% hasta
un maximo 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 fisiolégico 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:4 y C:16 se
reducen significativamente en los paises que experimentan las cuatro estaciones (Chacon,

2005).

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

cabra (Samarzija y 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

131



132

ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

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
fermentacion ruminal, modificando la produccién de los diferentes acidos grasos y con ello
el contenido graso de la leche. La modificacion de la composicion lactea en los rumiantes
es mas dificil que la de los animales monogastricos, debido al proceso de hidrogenacion
que sufre la grasa de piensos y forrajes en el rumen, incrementando el contenido de acidos
grasos saturados y reduciendo el de los esenciales en la leche. Las grasas “protegidas”
suministradas en los piensos, salvan el obstaculo del rumen y parecen una buena estrategia
para mejorar la calidad lactea, aumentando el contenido de acidos grasos poliinsaturados
(PUFAs), con marcados efectos beneficiosos en el metabolismo lipidico humano (Sanz-

Sampelayo y col., 2004).

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

resumida en la siguiente tabla:

Tabla n° 14. Composiciéon quimica de la leche de cabra en comparacion con la de

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

Leche cabra | Leche vaca Diferencias para
(%) (%) leche de cabra (%)
Sélidos totales 13.57 11.36 +16.3
Proteinas 3.48 2.82 +19.0
Grasa 5.23 3.42 +34.6
Cenizas 0.75 0.65 +13.3
Lactosa 4.11 4.47 - 8.8
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2.6.2.1. PROTEINA 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 fraccién 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).

En general, la composicién 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 mas 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
qued6 demostrada en un estudio realizado en ratas con reseccion parcial de intestino delgado,
en el que se observod que los animales que consumieron dieta elaborada a base de leche de
cabra tenfan un indice de crecimiento superior, con una mejor utilizacién digestiva y
metabolica de la proteina, que las que consumieron dieta basada en leche de vaca (Lopez-

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 fraccién proteica mayoritaria y precipitan a
un pH= 4.6; se distinguen tres tipos distintos: o-caseina, B-caseina y K-caseina. Las
proteinas que permanecen en soluciéon a dicho pH son las proteinas hidrosolubles,
termosensibles y no coagulables que forman parte del lactosuero: a-lactoalbumina, 3-
lactoglobulina, albumina, inmunoglobulinas, péptidos y otras proteinas menores, algunas
con caracter enzimatico; éstas se pierden en la elaboraciéon del queso por el suero y se

desnaturalizan por los tratamientos térmicos para la conservacion de la leche.
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Tabla n° 15. Fraccién proteica de la leche de cabra (modificado de Sanz Ceballos y
col., 2009).

Leche cabra | Leche vaca Diferencias para
(g/100 g) (g/100 g) leche de cabra (%)
Caseina (Cn) 82.70 82.65
as1-Cn 18.92 30.80 -62.8
as2-Cn 8.52 7.50
B+x-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 K-caseina
(Park, 2000). La asl-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 mas 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, ésta constituye un excelente sustituto en el 25% de los nifios
de mas de dos anos de vida. Y segun Haenlein (2004), en diversos estudios realizados en
Francia asf como en otros paises, la sustitucion de la leche de vaca por la de cabra produjo
efectos positivos hasta en un 93% 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 generaciéon 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 o-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 accién del calor, al ser termosensibles, y por lo

tanto su poder alergénico se inactiva en productos tratados térmicamente como son las
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leches en polvo o 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 (Chacén, 2005).

Seis de los 10 aminoacidos esenciales se encuentran en cantidades superiores en la
leche de cabra »s. vaca (Haelein, 2004). Cabe destacar el alto contenido de lisina de la leche

de cabra a pesar de tener menor cantidad de as1-caseina (Sanz Ceballos, 2007).

De acuerdo con Chandan y col. (1992), la concentraciéon 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,
generandose en aquélla acidos grasos libres y productos aromaticos caracteristicos, debidos

a la distribucion de la lipoprotein-lipasa (LPL) en varias de sus fracciones.

2.6.2.2. 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,
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que determina la capacidad de digestion de la leche. Si existe una insuficiencia de lactasa, el
azucar de la leche se acumula en el intestino, fermenta y produce gas, mas tarde sera
evacuada mediante deposiciones liquidas (diarrea), debido al aumento en la luz intestinal de

este disacarido osméticamente activo. Asi, valores bajos de lactasa se asocian a la intolerancia

lactea (Ganong, 2004).

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 esta 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 liberacién de
nutrientes desde el estomago 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 oligosacaridos: 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-Ferez, 20006). Esta
similitud sugiere que estos compuestos podrian tener una bioactividad similar. En este
sentido, se ha demostrado iz vitro que los oligosacaridos 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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2.6.2.3. 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 estan formados principalmente
por un nucleo de triglicéridos, rodeado de una capa externa constituida por lipidos polares
(principalmente fosfolipidos) y proteinas. Una caracteristica de la leche de cabra es el
pequefo tamafio de estos glébulos grasos comparados con el de los globulos en la leche de
vaca (2 pm en la leche de cabra y un promedio de 3-5 pm en la de vaca), ademas, la leche
caprina, no contiene aglutinina, proteina encargada de agrupar los glébulos grasos para
formar estructuras de mayor tamafio, por esta razén sus globulos estan 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 posicién 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 globulos de grasa, facilitando la hidrolisis. Esta es la
razon por la cual la leche de cabra presenta mayor porcentaje de acidos grasos libres (0.6%
del total de grasa frente al 0.4% en la leche de vaca), lo que también contribuye a su mayor

digestibilidad (Chilliard, 1996).

La leche de cabra es mas saludable que la de otros rumiantes, en gran medida,
gracias a su perfil de acidos grasos (Haelein, 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 caprico) 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 energfa rapida, ya que se absorben directamente en el

intestino delgado proximal y no necesitan la participacion de las sales biliares para su
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absorcion. Por ello son muy utiles en dietas para pacientes con insuficiencia pancreatica,
fibrosis quistica, déficit o ausencia de sales biliares, hepatitis crénica o neonatal, cirrosis
biliar o alcoholica, ictericia obstructiva e hiperlipoproteinemia (Boza y Sanz Sampelayo,
1997). Ademas, la oxidacién mitocondrial de los acidos 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 rapida absorcién, los MCT han sido
utilizados en la prevenciéon de la obesidad. Los acidos grasos derivados de estos
triglicéridos son rapidamente oxidados en el higado, por lo que estimulan la saciedad de
forma rapida, disminuyen los depositos 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 reseccién intestinal del 50% de intestino
delgado distal, la utilizaciéon 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).

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, araquidénico
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 nutriciéon. Se ha demostrado que la leche de cabra es un alimento cardiosaludable, ya
que reduce los niveles de LDIL-colesterol, manteniendo dentro del rango fisiolégico los
niveles de triglicéridos, HDL-colesterol y transaminasas (GOT y GPT) (Lépez-Aliaga y
col., 2005). Varios estudios han investigado, los posibles efectos del acido linoleico
conjugado (CLA) sobre la salud humana, sus propiedades estan relacionadas con isémeros
especificos, con propiedades anticancerigenas (Ip y col., 1999), antiaterogénicas, (McGuire
y McGuire, 2000) y antidiabéticas (tipo II) (Ryder y col., 2001), alterando la divisiéon de
sustancia nutritiva y el metabolismo lipidico (Park y col, 1999), reduciendo Ia
hiperglucemia, con modulacién inmune y mejora de la mineralizaciéon de hueso (McGuire y
McGuire, 2000; Pariza y col., 2001). El contenido de CLLA esta muy relacionado con la dieta

del animal.
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2.6.2.4. MINERALES

La composicion 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, Mg
y Cl, y la menor de Na y §, de la leche de cabra respecto a la de vaca (Park, 2000).
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.

Tabla n® 16. Contenido mineral de la leche de cabra (modificado de Sanz Ceballos

y col., 2009).

Leche cabra Leche vaca Diferencias para
(g/100 g) (g/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, sin
embargo, la biodisponiblidad de este elemento es mucho mayor en la primera. En un
estudio realizado por Lépez-Aliaga y col., (2000), la utilizacién digestiva del Fe y Ca, asi
como el depdsito en 6rganos 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., (2000) 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
depodsito 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
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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, por la solubilizaciéon de Fe ferroso o férrico formando quelatos
tridentados, son el principal factor asociado con una mayor absorcién del metal (Van
Campen, 1973). Por otra parte, el mayor contenido de acido ascérbico (vitamina C) en la
leche de cabra, contribuye a aumentar la absorciéon 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
(Chacén, 2000), a lo que hay que anadir que la leche de cabra favorece la absorcién del Ca
debido a su mayor contenido en Vitamina D (Alférez y col., 1990) y lisina, aminoacido que

parece estar relacionado con el transporte pasivo de Ca (Diaz-Castro, 2007).

Ademas, 1a leche de cabra tiene un alto contenido en MCT frente a la leche de vaca
que, segun Tappenden y col. (1997), favorece el transporte de nutrientes a través de la
membrana basolateral del enterocito, por una mas rapida utilizacion de la energia

disponible a partir de esos triglicéridos de cadena media.

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 dlceras gastricas, especialmente cuando la constante irritacién causada por la
accion de los jugos gastricos es dafina para el revestimiento del tracto digestivo (Chacon,

2005).

El Ca y el P se encuentran en proporciones 6ptimas para su absorcion, Campos y
col. (2003) demostraron que el consumo de leche de cabra en ratas con reseccion intestinal
mejoraba la absorcién de de estos minerales, asi como su destino metabdlico en los

organos diana.
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La leche de la cabra contiene Se en una cantidad similar a la leche materna (13,3 uLL
v5.15,2 uL)) y muy superior a la leche de vaca (9,5 pl)). Este mineral se caracteriza por su
accion antioxidante (USDA, 2004) puesto que actia como cofactor de la enzima glutation
peroxidasa, implicada en los procesos de eliminaciéon de radicales libres del organismo. Asi
pues, el aporte de Se es muy importante no sélo porque suele ser deficiente en el cuerpo
humano, si no porque ayuda a controlar el sistema inmunoldgico y actda 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).

2.6.2.5. VITAMINAS

La leche de cabra contiene niveles mas altos de vitaminas del grupo B que la leche
de vaca, a excepciéon de las vitaminas B, y B, que estain en menor cantidad (Jauber y
Kalantzopoulos, 1996). El contenido en vitamina D y acido 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 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 fdlico
(vitamina By) 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
descrédito que sufri6 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 acido folico. Trabajos experimentales han demostrado que la
fortificacion de la leche de cabra con acido félico no solo eleva su nivel nutricional si no
que deberfa ser un estandar cuando esta leche se destina a dietas infantiles (Maree, 1978;

Chacén, 2005).
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Tabla n°17. Composicién vitaminica de las leches de cabra y vaca (modificado de

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

Vitaminas Lechedecabra | Lechedevaca
A, Ul/L 2030.0 1260.0
D, ug/L 0.6 0.3
E, mg/L 0.3 1.0
K, ug/L 12.0 -
By, mg/L 0.5 0.1
B,, mg/L 14 14
Niacina, mg/L 2.7 0.8
Acido Ascérbico, mg/L 21.0 15.6
Acido pantoténico, mg/L 3.1 3.0
Bs, mg/L 0.5 0.7
B2, HO/L 0.7 3.5
Acido fdlico, pg/L 6.0 50.0
Colina, mg/L 119.9 120.0
Inositol, mg/L 110.5 109.3

2.6.2.6. 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 varfa
en funcién del periodo de lactancia, probablemente debido a una adaptacién de las
necesidades del neonato (Ploszaj y col., 1997). En la leche de vaca, la concentraciéon 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 lactaciéon (a excepcion de la putrescina que disminuye

durante las primeras semanas) y siempre los niveles son superiores a los de la leche de vaca
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(Ploszaj y col.,, 1997). Este patréon de secreciéon es parecido al que ocurre en la leche

humana.

La mayor concentracion de poliaminas se ha relacionado con la reduccién del
riesgo de padecer alergias alimentarias, ya que al favorecer la maduraciéon 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 concentracién de espermina y
espermidina en la leche humana, comparada con las férmulas infantiles disponibles en el

mercado (Dandrifosse y col., 2000).

La leche de cabra también es mas rica en nucleétidos. Al contrario de lo que ocurre
con las poliaminas, el patréon de secrecion de nucleétidos es muy similar en las leches
caprina y bovina. En el calostro, la concentracion es maxima, y a partir de las primeras
semanas, disminuye. Sin embrago, el contenido en nucleétidos totales es siempre mayor en
la leche de cabra. Ia leche de vaca sélo es mas rica en acido orético (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).

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:
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Tabla n° 18. Factores bioactivos presentes en la leche de cabra (Chacén, 2005).

FACTOR BIOACTIVO

B-linfocitos

FUNCIONALIDAD

Produccién de anticuerpos

Macroéfagos Respuesta inmune
Neutrofilos Respuesta inmune
T-linfocitos Respuesta inmune
Anticuerpos IgA/IgG Respuesta inmune

Proteina ligante de B,,

Reduce la vitamina B12 en colon evitando
asi crecimientos bacterianos indeseables

Factor Bifidum

Promueve el desarrollo de bifidobacterium
en colon

Fibronectina Favorece a los macrofagos
Gama Interferén Favorece a los macréfagos
Lisozima Ruptura de paredes celulares microbianas

Mucinas y oligosacaridos

Probidticos

Hormonas y factores de crecimiento

Estimulo del sistema digestivo y del
crecimiento
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se han empleado 100 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 Ftica de la Universidad de Granada y de acuerdo con las

directrices comunitarias de la Unién Europea.

Tras el destete, las ratas son divididas en dos grupos experimentales. La
ferrodeficiencia es inducida en uno de ellos por la técnica desarrollada previamente por
nuestro grupo de investigaciéon (Pallarés y col., 1993): los animales son sometidos a un
periodo pre-experimental (PPE) de 40 dias, en los cuales se les suministra dieta estandar
TAN-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 obtiene omitiendo el Fe del suplemento
mineral de la dieta. El grupo control recibe la misma dieta, pero con un contenido normal
en Fe (45 mg Fe/kg dieta) (Reeves y col,, 1993). El ultimo dia del PPE, se separan 10 ratas
por grupo, se someten a un ayuno de 12 horas y posteriormente, son pesadas y anestesiadas
con pentobarbital sédico (Sigma Diagnostics, St Louis, MI, USA) mediante inyeccion
intraperitoneal a una dosis de 5 mg/100 g peso corporal. Tras laparotomia media, los
animales son desangrados por canulacién de la aorta abdominal y se procede a la extraccion
del fémur y esternon. También se toman muestras de sangre periférica de la vena caudal
para el control hematologico de la anemia y se evalia el remodelado 6seo en todos los
animales, determinando los matrcadores del mismo (25-OH vitamina D, PTH, Rat/Mouse
PINP como marcador de osteogénesis y RatLaps, RatTRAP, como marcadores de

osteoclasia) en ambos grupos de animales al final del PPE.

Tras el PPE, las ratas se someten a un periodo experimental (PE) en el cual,
controles y anémicas son divididas en cuatro subgrupos, alimentados durante 50 dias con 4
tipos diferentes de dieta: basadas en leche de cabra o vaca 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 comun para inducir la sobrecarga crénica de Fe en estudios animales (Raja y col.,

1994). Durante el PE, los animales son sacrificados del mismo modo que en el periodo
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anterior para la extraccién del fémur y esternén (dfa 70 y 90 del estudio). El remodelado
0seo, se determina (en los dias 50, 70 y 90 del estudio) estudiando los marcadores

mencionados en el PPE. La figura 31 muestra el disefio experimental del estudio.

Figura n° 31. Disefio experimental del estudio.

PERIODO EXPERIMENTAL (PE)

Dietabasada en leche de vacacon contenide normal de Fe

Anémicas (n = 10)

Dieta basada en leche de cabra con contenido normal de Fe

PERIODO PRE-EXPERIMENTAL (PEP) —

~ Anémicas (n = 10)

Dia del estudio

I ‘ I FI | ]

\
I [
(_) 10 20 30 4.0w 50 80 o 80 g+

Dieta basada en leche de vacacon sobrecarga de Fe

Cmssmssrmnnan DietaAINO3 G {sssscsansanas H —

K3

Anémicas (n=10)

Contenido normal Bajo contenido Dieta basada en leche de cabra con sobrecarga de Fe
de Fe en Fe para
para controles anémicas

e — TN

Anémicas (n=10)

* Toma de sangre de vena caudal, determinaciéon de parametros de remodelado 6seoy
sacrificio de 10 animales por grupo para extraccion de fémur y esternon.

** Determinacién de parametros de remodelado 6seo.

*** Determinaciéon de parametros de remodelado 6seo y sacrificio para extraccion de

fémur y esternon.

Desde el comienzo del estudio, las ratas se alojan en células individuales de
metabolismo con recogida separada de heces y orina. Estas células se encuentran situadas
en una habitacién aireada y termorregulada (21 * 2°C) con fotoperiodo controlado de 12
horas (luz-oscuridad) y un 55-60% de humedad. El agua bidestilada esta disponible “ad
libitun’, mientras que la ingesta de alimento se controla, de manera que los animales
ingieren 15 g de alimento al dia ‘pair feed”, para evitar las diferencias debidas a la cantidad

de dieta ingerida. Estos 15 g son el 80% de la ingesta media de alimento al dfa.
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3.2 DIETAS ENSAYADAS

La tabla 19 muestra la composicion de las dietas ensayadas durante el PEP y PE.

Tabla n°19. Dietas ensayadas durante el PPE y PE.

Componente Cantidad (g/kg)
PPE
Dieta IAN 93 G (contenido normal o bajo contenido en Fe)*
Caseina 200
Aceite de Oliva Virgen 100
Almidén 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
Almidoén de trigo 148
Ingredientes constantes b 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
Almidoén de trigo 160
Ingredientes constantes ” 199

* Las dietas fueron preparadas de acuerdo a las recomendaciones del Instituto Americano de
Nutriciéon (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).

b Los 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 preparé de acuerdo a las directrices del Instituto Americano de
nutricion (Reeves y col, 1993). El corrector mineral se reparé de acuerdo a las
recomendaciones del Instituto Americano de Nutricién (Reeves y col., 1993) para las dietas
en el PPE y para las dietas basadas en leche de cabra y vaca empleadas en el PE se
formularon correctores minerales especificos teniendo en cuenta el contenido mineral que
aportaban las leches para alcanzar dichas recomendaciones.

“Las dietas se prepararon de acuerdo a las recomendaciones del del Instituto Americano de
Nutricién (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.
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Durante el PPE las ratas se alimentaron con la dieta estindar IAN 93-G, los
suplementos minerales y vitaminicos son preparados de acuerdo a las recomendaciones del
Instituto Americano de Nutriciéon (Reeves y col., 1993), pero con ligeras modificaciones en
la fuente y nivel de grasa: ésta proviene de aceite de oliva en lugar de soja (debido a sus
conocidos efectos beneficiosos sobre la salud y por ser la mas comunmente consumida en
nuestro pafs) siendo la proporcion de grasa del 10% en lugar del 7%. Se emplea caseina
como fuente proteica y el Fe se aporta como citrato férrico. El contenido en este mineral
obtenido por analisis en las dietas ensayadas durante el PPE es: 44,71 mg/kg en la dieta

pata los animales controles y 6,31 mg/kg en la dieta que recibieron las ratas anémicas.

Las dietas usadas en el PE se elaboran con leche en polvo desnatada de vaca (raza
Holstein) o cabra (raza Murciano-granadina). Se toman las cantidades necesarias de leche
en polvo de cabra o vaca para obtener una dieta con un 20% de proteina cogiendo 553,71
g/kg dieta de leche de cabra y 570,13 g/kg dieta de leche de vaca. Puesto que el contenido
de grasa en la dieta era indetectable (<0,01%, debido a que se trata de leches desnatadas),
ésta se aflade para conseguir una dieta con un 10% de grasa. L.a grasa se obtuvo por
purificaciéon de nata o mantequilla (de cabra o vaca, respectivamente). Ambos tipos se
funden al bafio maria y posteriormente se centrifugan a 300 g (Hetticj, Universal 30 RF,
Germany) durante 15 min a 4 °C, para separar el sobrenadante que constituye la grasa

pura.

El contenido en Fe, Ca y P (mg/kg dieta) en las dietas ensayadas durante el PE, es

el siguiente:

Tabla n° 20. Contenido mineral de las dietas ensayadas durante el PE.

Contenido noomal en Fe Sobrecarpa de Fe
Vaca Cabra Vaca Cabra
Fe 39,6 40,5 481,87 476,44
Ca 5146 5136 5100 5093
P 3217 3067 3181 3105
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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 que alcance un peso constante. La materia seca se

determina en las distintas dietas ensayadas, heces, orina y en los 6rganos objeto de estudio.

3.3.2. MATERIA GRASA

El contenido graso de las leches y las dietas se determina tras hidrolisis hidroclérica

por extraccion con éter de petroleo (Sanderson, 19806).

3.3.3. CONTENIDO PROTEICO

El contenido en nitrégeno de las leches 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. MINERALIZAZION POR ViA HUMEDA

Un gramo de muestra en sustancia seca en el caso de las dietas o el hueso completo se
colocan 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, Espafia) a una temperatura de 70-80°C y se espera la aparicion de vapores
rojizos/anaranjados de o6xido nitrico. Se afiaden 2 ml de 4cido nitrico (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) a la muestra, tantas veces como se necesario hasta la aparicion de
vapores blanquecinos. En este momento se comienza a afiadir 10 ml de mezcla
nitrico/perclotico (4:1, v/v) Merck KGaA, Darmstadt, Germany) en alicuotas de 2 mL
cada vez, hasta completar la mineralizacion. Una vez finalizada la mineralizacion, se deja
enfriar, se filtra en papel Whatman del n® 41 libre de cenizas (Whatman International Ltd.,
Maidstone, UK) vy se enrasa hasta un volumen final de 25 mL en un matraz aforado. Como
resultado final obtenemos una solucién transparente que emplearemos en la posterior

determinacién de minerales.
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3.3.4.1. DETERMINACION DE HIERRO Y CALCIO

Las concentraciones de Fe y Ca en dietas, fémur y esternén se determinan por
espectrofotometria de absorcion atéomica (AAS) (PERKIN ELMER 1100B, Norwalk, USA)
a partir de una muestra adecuada, previamente mineralizada por via humeda y diluida
convenientemente, comparandose frente a una serie de patrones de concentraciéon conocida.
En la espectroscopia atomica se consigue que los atomos individuales de una especie

interactien con la radiacion electromagnética.

Dada la importancia de una exacta determinacion de los distintos parametros
estudiados se ha llevado a cabo un control de calidad de estas determinaciones. Este control
incluye el analisis de un conjunto de patrones primarios y muestras problemas. Los estandar
primarios son de dos tipos: propios de cada determinaciéon y sueros controles liofilizados
(BCR certified reference material CRM 063R; Community Bureau of Reference, Brussels,
Belgium). Los valores derivados del analisis de este material de referencia son: Fe: 210 £ 6

mg/kg (valor certificado: 214 + 6 mg/kg), Ca: 132 £ 2 mg/kg (valor certificado: 135 £ 1
mg/kg).

En nuestro caso, tanto la desviacion estandar de la media de los patrones primarios
entre ellos, como en relaciéon con las muestras problema no fueron significativos en ningin

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

3.3.4.2. DETERMINACION DE FOSFORO

La concentracion de P en dietas, fémur y esternén se analiza por

espectrofotometria visible mediante la técnica de Fiske-Subbarow (1925).

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 de la anemia. LLas determinaciones se han

llevado a cabo con un autoanalizador hematolégico SYSMEX KX-21 (Sysmex, Tokyo,
Japan).
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3.3.6. FERRITINA SERICA

Los niveles de ferritina sérica se determinan wusando un sistema de
quimioluminiscencia CHIRON DIAGNOSTICS ACS: 180 (Chiron Diagnostics
Corporation, Norwood, MA, USA). La quimioluminiscencia es el fenémeno de emisiéon de
radiacion electromagnética, ultravioleta o visible, que se observa cuando una especie
electrénicamente excitada, producida por una reaccidn quimica a temperatura ambiente
regresa a su estado fundamental. En este caso la intensidad de emision de luz es funcion de la

concentracion de la ferritina.

3.3.7. HIERRO SERICO, TIBC (CAPACIDAD TOTAL DE UNION AL
HIERRO) Y PORCENTAJE DE SATURACION DE TRANSFERRINA

Para calcular la tasa de saturaciéon de transferrina, primero se determina el TIBC
colorimétricamente (capacidad total de fijacién al Fe) y los niveles de Fe sérico
enzimaticamente, usando un kit comercial SIGMA( iron and total iron-binding capacity)
(Sigma Diagnostics, St. Louis, MI, USA). El porcentaje de saturacién de la transferrina ha

sido calculado usando la siguiente ecuacion:

Saturacion de transferrina (%o) = concentracion de Fe sérico [ug/!] | TIBC [ug/1] x 100

3.3.8. MARCADORES DE REMODELADO OSEO

Los marcadores determinados para evaluar el remodelado 6seo son los mas
frecuentemente utilizados en estudios con ratas en la bibliografia consultada (Meyer y col.,
1994; Holick y col.,, 1996; Melkko y col., 1996; Garnero y col.,, 2003; Seidlova-Wuttke y col.,
2003; Alatalo y col., 2003).

3.3.8.1. 25-OH VITAMINA D

El kit 25-Hydroxy Vitamin D RIA de IDS (INMUNODIAGNOSTICS SYSTEMS
LTD, BOLDON, UK) es un radioinmunoensayo de fase liquida destinado a la extracciéon y
cuantificacioén de la 25-OH CC y otros metabolitos hidroxilados en suero o plasma. La adicién

de los reactivos de extraccion a las muestras y calibradores provoca la precipitacion de
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proteinas séricas y permite extraer la 25-OH vitamina D. Después de centrifugar, se incuban
alicuotas del sobrenadante con 25-OH vitamina D marcada con I y un anticuerpo ovino de
alta especificidad frente a la 25-OH vitamina D. Tras una breve incubacién con Sac-Cel®
(anti-IgG ovina unida a celulosa), seguida de centrifugacién y decantacion, se separa el
trazador unido al anticuerpo del trazador libre. Ia radiactividad del complejo ligado es

inversamente proporcional a la concentracion de 25-OH vitamina D.

La concentracion sérica de 25-OH vitamina D esta considerada como la medida mas
fiable para valorar el estado general de la Vitamina-hormona D, y por tanto puede emplearse
para determinar si el individuo objeto de estudio dispone de un aporte suficiente de ésta

(Holick y col., 19906).

3.3.8.2. PARATHORMONA (PTH)

El Kit de ALPCO DIAGNOSTIC para PTH de rata ha sido validado para determinar
esta hormona segun el método descrito por Meyer y col,, (1994). Se trata de un ensayo
immunoradiometrico IRMA) para la medida de hormona paratiroidea de rata en el suero, el
plasma o cultivos celulares. Se han purificado por cromatografia de alta afinidad dos
anticuerpos de cabra diferentes para la region N-Terminal de n (1-34) de la PTH de rata.
Uno de los anticuerpos es inmovilizado en esferas de plastico para secuestrar las moléculas de

PTH vy el otro anticuerpo es marcado radiactivamente para la deteccion.

La muestra que contiene PTH de rata se incuba simultineamente con esferas
recubiertas del anticuerpo y con el anticuerpo marcado con '*I. Tanto la PTH intacta (1-84) y
la. PTH N-terminal (1-34) contenidas en la muestra se unen mediante una reaccion
inmunolodgica al anticuerpo inmovilizado y al anticuerpo marcado radiactivamente para formar

un “complejo sandwich’:

Esfera/Anti-PTH de rata— PTH de rata — '*T Anti-PTH de rata

Al final del periodo de incubacion, las esferas se lavan para eliminar el exceso de
anticuerpo marcado no unido y el resto de componentes. Posteriormente se determina la
radiactividad del radioisétopo unido a la esfera en un contador gamma. La radiactividad

del “complejo sandwich” es directamente proporcional a la cantidad de PTH en la muestra.
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La cuantificacion de las formas intactas biolégicamente activas y N-Terminales de la
PTH de rata con este equipo puede proporcionar una evaluacién exacta y sensible de los

cambios del hueso y el metabolismo mineral.

3.3.8.3. RAT/MOUSE PINP

El Rat/Mouse PINP es un método especifico para determinar el propéptido
aminoterminal del procolageno tipo I liberado durante la sintesis del colageno del hueso de
rata/ratén. Se usa para conocer la tasa de formacién de hueso en muestras de suero de

rata/ratén, y en medios de cultivo de osteoblastos de rata/ratén.

La determinacién se llevé a cabo mediante un kit de enzimoinmunoensayo de IDS
(INMUNODIAGNOSTICS SYSTEMS LTD, BOLDON, UK) empleando anticuerpos
policlonales anti-PINP de conejo adheridos a la superficie interna de los pocillos de
poliestireno. Los patrones, controles y muestras, se adicionan a los pocillos seguidos de PINP
marcado con biotina y la placa se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente antes de la
aspiracion y el lavado. Se adiciona la enzima (peroxidasa de rabano) marcada con avidina y
ésta se une selectivamente al complejo de biotina. Tras el paso siguiente (lavado), el color se
desarrolla usando un sustrato cromégeno (TMB). La absorbancia final se determina en un
lector de microplacas, siendo la intensidad de color inversamente proporcional a la

concentracion de PINP.

El PINP es probablemente el marcador de formaciéon dsea mas especifico y

sensitivo (Melkko y col., 1996).

3.3.8.4. RATLAPS

El RatLaps esta basado en la observacion de los telopéptidos C-terminales (productos
de la degradacién del colageno tipo I) liberados durante la accion osteoclastica. Mediante este
kit es posible para medir estos productos de degradacion en el suero de rata/ratdn, en la orina
y en medios de cultivo celulares de hueso (Garnero y col, 2003; Seidlova-Wuttke y col.,
2003). La medida consiste en un enzimoinmunoensayo de IDS (INMUNODIAGNOSTICS
SYSTEMS LTD, BOLDON, UK). Este kit esta basado en la unién competitiva de un
anticuerpo policlonal a los antigenos solubles de RatLaps EKSQDGGR o a los antigenos
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insolubles Rat Laps. Durante un breve periodo de tiempo, el anticuerpo policlonal, se enfrenta
a un péptido sintético que posee la secuencia (EKSQDGGR), especifica para la porcion C-
terminal de las cadenas a1 del colageno tipo I de rata. Durante el periodo de pre-incubacion,
la secuencia EKSQDGGR biotinilada es inmovilizada por unién a los pocillos recubiertos de
estreptavidina. Posteriormente los pocillos se vacfan y se lavan. Las muestras y los patrones
son pipeteadas a los pocillos apropiados, seguido de una solucién de anticuerpo primatio
(anticuerpo policlonal de conejo). Tras la primera incubacién, los pocillos se vacian y se lavan.
En la secunda incubacién, se aflade una soluciéon de anticuerpo anti-conejo procedente de
cabra conjugado con peroxidasa (anticuerpo secundario) y se une al anticuerpo policlonal de
conejo. Tras el tercer lavado, se afade el sustrato cromoégeno (TMB) y se detiene la reaccion
con acido sulfarico. Por ultimo, se determina la absorbancia a 450 nm. La absorbancia esta

inversamente relacionada con la concentracion de antigenos de Ratlaps en la muestra.

3.3.8.5. RATTRAP

El RatTRAP es un método especifico para la determinaciéon de la actividad de
TRACP 5b en muestras de suero de rata (Alatalo y col., 2003). El ensayo consiste en un kit
comercial IDS (INMUNODIAGNOSTICS SYSTEMS LTD, BOLDON, UK), que emplea
un anticuerpo monoclonal generado en baculovirus, usando Rat Trap C recombinante como
antigeno. En este ensayo, el anticuerpo monoclonal es incubado en pocillos recubiertos de
IeG anti-ratén. Tras el lavado, los controles y las muestras de suero se incuban en los pocillos
y la actividad del TRACP 5b ligado, se determina con una sustancia cromoégena que produce
color. La reaccién se detiene y la absorbancia se determina en un lector de microplacas,
siendo la intensidad de color directamente proporcional a la actividad del TRACP 5b presente

en la muestra.

Los wvalores de TRACP 5b en suero pueden ser usados para sustituir la
determinacion histologica del nimero de osteoclastos en hueso de rata (Alatalo y col., 2003;

Rissanen y col., 2000).
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3.3.9. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos se presentan como valor medio = EEM. Para comprobar las diferencias
entre grupos (controles z5. anémicas, y contenido normal de Fe #s. sobrecarga de Fe) se usa
el test de la ¢ de Studen?” para muestras independientes. Se usa el analisis 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 ho’ de Tukey, cuando los efectos principales y sus interacciones resultaban
significativas. Los datos fueron analizados mediante three-way ANOVA para determinar
los efectos de la anemia, tipo de dieta y sus interacciones (dieta x anemia, dieta x contenido
de Fe, anemia x contenido de Fe, dieta x anemia x contenido de Fe). Las diferencias son
consideradas significativas para todos los tratamientos estadisticos a un nivel de P<0.05.
Todos los analisis se han efectuado con el paquete estadistico “Statistical Package for Social

Sczences” (SPSS, version 15.0).
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RESULTADOS Y DISCUSION

4. RESULTADOS Y DISCUSION

41. ESTUDIO HEMATOLOGICO EN SITUACION DE ANEMIA
FERROPENICA NUTRICIONAL INDUCIDA

Las ratas, tras consumir una dieta con bajo contenido de Fe (5 mg/Kg de dieta, PPE)
durante 40 dias, presentan un cuadro de anemia ferropénica severa con una concentracion de
hemoglobina media de 77,3+2,6 g/I.. Ademas, el hematoctito, el Fe sérico, fertitina sérica y la
saturacion de transferrina son bajos (P<0.001) y los niveles de plaquetas y TIBC estan
marcadamente elevados (P<0.001), debido a la deplecién progresiva de Fe desde los
depositos corporales, mientras que en ratas controles que han consumido una dieta con un
contenido de Fe de 45mg/Kg de dieta, establecido por el IAN (Reeves y col. 1993) todos
los parametros hematolégicos estudiados (recuento de hematies, VCM, hematoctito,
plaquetas, hemoglobina, Fe sérico, ferritina sérica, porcentaje de saturacion de transferrina y
TIBC) estan dentro de los limites normales para esta especie al comienzo y al final del periodo
principal del experimento (tabla 21). Estos resultados eran esperados y consistentes con la
anemia ferropénica severa inducida experimentalmente tras 40 dias de deprivacion de Fe en

la dieta.

4.2. REMODELADO OSEO Y DESTINO METABOLICO DE HIERRO,
CALCIO Y FOSFORO EN RATAS CON ANEMIA FERROPENICA (DiA 40 DEL
ESTUDIO)

Bajo nuestras condiciones experimentales, se observa un importante grado de
osteomalacia inducida por la ferrodeficiencia, como se pone de manifiesto por los bajos
niveles séricos del marcador de formacion Rat/Mouse PINP encontrados en el grupo
anémico (P<0.001), junto con un acusado incremento en el marcador de resorcion RatTRAP
(P<0.001) y parathormona (P<0.001) (tabla 22). Varios mecanismos han sido propuestos
como causantes de la pérdida de densidad mineral y resistencia mecanica 6sea en el transcurso

de la ferrodeficiencia, como se expone a continuacion.

El Rat/Mouse PINP es, probablemente, el marcador mas sensible del que se dispone
en la actualidad para evaluar la formacién 6sea (Claudon y col., 2008). Durante la sintesis de

colageno tipo I, se liberan fragmentos peptidicos amino (PINP) y carboxiterminales (PICP)
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de la molécula precursora (el pro-colageno) y son liberados a la circulaciéon (Risteli y Risteli,
2000). Los productos fraccionados de este proceso son el PICP y el PINP. Estas
extensiones de péptidos de pro-colageno tipo I reflejan la cantidad de matriz 6sea
sintetizada (Cons-Molina, 2003). En nuestro estudio, se ha encontrado un claro descenso
(P<0.001) (6,16£0,20 en controles »s. 4,4810,28 en anémicas) en este marcador de
formacion ésea en ratas anémicas al final del perfodo pre-experimental (PPE), indicando
que el zurnover 6seo ha sufrido un desequilibrio y que las ratas tienen un grado considerable

de osteomalacia.

Los niveles séricos de PTH se encuentran elevados en el grupo ferrodeficiente
(P<0.001) (12,98%0,51 en controles »s. 17,641,16 en anémicas), indicando un incremento
del trafico de Ca en el organismo, entre el compartimento 6seo y el plasmatico. De hecho,
la disminucién en los niveles séricos de Ca i6nico son el estimulo para la secrecion de la
PTH, incrementandose sus niveles (Masuyama y col., 2000). Estudios previos demostraron
que una disminuciéon en la tasa de secrecion de PTH conlleva un incremento en la
utilizacion de Ca, por estar aumentada la absorcién de dicho mineral (Calvo, 1994; Campos
y col., 2007). Asi, los mayores niveles de PTH en el dia 40 del estudio, justifican la

osteomalacia inducida por la anemia.

Por otra parte, Katsumata y col. (2006), encontraron una amplia reduccién (56%) de la
osteocalcina en ratas anémicas obtenidas en condiciones experimentales muy similares a las
nuestras. Este resultado sugiere que la deficiencia de Fe en la dieta también podria disminuir
la formacion 6sea mediante un descenso en la funcién osteoblastica. La osteocalcina es un
péptido voluminoso sintetizado por los osteoblastos, se une a la hidroxiapatita y la mayor
parte se incorpora a la matriz del hueso. Como los fragmentos de osteocalcina son
liberados de la matriz durante la resorcion, los ensayos para determinar la osteocalcina y sus
fragmentos reflejan tanto formacién como resorcion (Cloos y Christgau, 2004). Ademas, la
expresion de la osteocalcina esta regulada por la 1,25-(OH), Vitamina D, la forma activa de la
hormona-vitamina D (Yoon y col., 1988; Theofan y Price, 1989). La conversion de vitamina
D; a 1,25-(OH), Vitamina D; requiere dos pasos de hidroxilacion en el higado y en el rifién.
La hidroxilacién final de la vitamina D es Fe-dependiente, ya que requiere un sistema de tres
componentes que implica una flavoproteina, una proteina sulfoférrica y un citocromo P-450

(De Luca, 19706). Por tanto estas actividades enzimaticas Fe-dependientes, estaran disminuidas
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como consecuencia de la ferrodeficiencia, produciendo una vez mas pérdida de masa dsea

durante la anemia.

Con respecto a los marcadores de resorcién, los macréfagos activados y los
osteoclastos en fase de resorciéon dsea expresan una alta cantidad de fosfatasa acida tartrato
resistente (TRAP o TRACP) (Yaziji y col, 1995). En sangre, circulan dos formas de
TRACP: TRACP 5a y TRACP 5b (Lam y col, 1981). La TRACP 5b procede de los
osteoclastos (juega un papel importante en la resorciéon 6sea) y la TRACP 5a de macrofagos
inflamatorios (Halleen y col., 2000; Janckila y col., 2002). Los osteoclastos secretan TRACP
5b al torrente sanguineo como una enzima activa que posteriormente es inactivada y
degradada a fragmentos mas pequefios antes de ser eliminada de la circulacién; de manera
que la actividad de TRACP 5b no se acumula en caso de fracaso renal o hepatico (Halleen y
col., 2001; Hannon y col., 2004). Bajo nuestras condiciones experimentales, los niveles
plasmaticos de RatTRAP (TRACP 5b) estan elevados al final del periodo experimental en
ratas ferrodeficientes (P<0.001) (0,51+0,01 en controles »s. 0,72+0,08 en anémicas),
indicando, una vez mis, un claro incremento en la resorcién ésea. Este es el tnico de los
marcadores de remodelado que evalaa la actividad directa del osteoclasto, ya que el resto de
los marcadores de resorcion son indicadores del grado destrucciéon de la matriz 6sea (Cons-

Molina, 2003).

El RatLaps determina los fragmentos C-terminales de colageno tipo I, liberados a la
circulacion, procedentes de la degradacion de la matriz organica del hueso. El hueso es un
tejido conectivo que consiste esencialmente en una matriz extracelular mineralizada y
células especializadas. El principal componente organico de la matriz es el colageno tipo I,
que supone alrededor del 90%; el 10% restante lo componen una serie de proteinas no
estructurales de menor tamafio entre las que se encuentran la osteocalcina, osteonectina,
algunas fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de crecimiento y proteinas séricas (Ehrlich y
Lanyon, 2002). También se ha observado un incremento no significativo de este marcador
en el grupo anémico, parametro que una vez mas revela la tendencia a la resorcién dsea en
situacion de ferrodeficiencia. El Fe es un cofactor esencial para la prolil y lisil hidroxilasa en
la sintesis y maduraciéon de colageno, por tanto juega un papel fundamental en la matriz
organica del hueso (Tunderman y col., 1977), asi una disminucién en la sintesis de colageno

inducida por la deficiencia de Fe, conduce inevitablemente a la pérdida de masa 6sea.
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A pesar de que es evidente un acusado grado de osteomalacia inducida por la anemia,
es destacable que los valores de Rat/Mouse PINP y de RatLaps son bastante elevados en
comparacion a los periodos posteriores (figura 33 y 34), esto se debe a que las ratas se
encuentran en una etapa de crecimiento activo muy elevado (Sisk y Zehr, 2005; McCutheon y

Marinelli, 2009).

Al final del PPE (dia 40), el contenido de Ca y P en el fémur es significativamente
menor para el grupo anémico (P<0.001), mientras que no hubo diferencias en el esternén
(tabla 26). Estos datos confirman los obtenidos en estudios previos de nuestro grupo de
investigacion, que encontraron un importante grado de desmineralizacion ésea causada por la
ferrodeficiencia, con el menor depdsito de Ca en fémur de ratas anémicas (Campos y col.,
2007). En este sentido, otros autores han indicado que la deficiencia de Fe conduce a una
disminucion de la densidad mineral y resistencia mecanica en ratas jévenes (Medeiros y col.,
1997; Medeiros y col., 2002; Medeiros y col., 2004). Por otra parte el deposito de Ca y P no se
altera en el esternén de ratas ferrodeficientes, pero como era de esperar por el consumo de
una dieta con bajo contenido en Fe durante 40 dias, se produjo una drastica disminucion
(P<0.001) (77,65%£4,35 en controles »s. 61,90£2,85 en anémicas) en el contenido de Fe en

esternon, hecho que incide de manera negativa en el proceso hematopoyético.

43. REMODELADO OSEO TRAS LA REPLECION DE HIERRO
DURANTE DIEZ DIAS CON DIETAS BASADAS EN LECHE CON Y SIN
SOBRECARGA DE HIERRO (DiA 50 DEL ESTUDIO)

4.3.1. EFECTO DE LA ANEMIA

No se encuentra efecto de la anemia en los niveles séricos de 25 OH vitamina D, con
ninguna de las dos dietas basadas en leche con contenido normal de Fe (tabla 23). Sin
embargo, se observa un aumento de esta vitamina en animales anémicos que consumen dieta
basada en leche de cabra con sobrecarga de Fe con respecto a sus controles (P<0.05)
(77,14£5,58 en controles us. 97,72£6,08 en anémicas), mientras que la dieta de leche de vaca
con sobrecarga de Fe provoca una disminucion significativa en animales anémicos, con
respecto a sus controles (P<0.01) (97,00£4,08 en controles »s. 80,84£321en anémicas). Es
bien conocido que la tasa de absorcién de Fe depende del status férrico del individuo, es decir,

de los depositos del organismo. Una baja cantidad de Fe en los depésitos corporales implica
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una mayor tasa de absorcion, as{ en situacion de anemia ferropénica se incrementa
considerablemente la absorcion de Fe (Zlotkin, 2001; Nestares y col,, 2008). Como se ha
comprobado previamente, la mayor avidez por el Fe en los animales anémicos, junto con el
incremento en la biodisponibilidad de dicho mineral que produce la leche de cabra da lugar a
una mayor absorcion de Fe (Alférez y col,, 2001; Alférez y col., 2006; Campos y col., 2007,
Nestares y col., 2008; Diaz-Castro y col., 2009), que estarfa disponible como cofactor en los

procesos de hidroxilacién y por tanto en la sintesis de hormona-vitamina D (De Luca, 1976).

El Rat/Mouse PINP aumenta entre los animales anémicos en comparacion a sus
controles cuando se suministra la dieta basada en leche de cabra tanto con contenido normal
de Fe (P<0.05) como con sobrecarga (P<0.001), sin embargo, este marcador de formacién
6sea no se modifica en animales con anemia ferropénica respecto a sus controles cuando
consumen las dietas basadas en leche de vaca, tanto con contenido normal como con
sobrecarga de Fe (tabla 23). Varios estudios de Medeiros y colaboradores en 1997, 2002, y
2004 han comprobado que el Fe ejerce su influencia en el hueso a través de la sintesis de
colageno. El Fe, como ya se ha mencionado, es un cofactor requerido para las enzimas prolil y
lisil hidroxilasa, que catalizan la formacién de los puentes cruzados en las fibras adyacentes de
colageno (Tunderman y col., 1977). Por tanto en la anemia, existe menos Fe disponible como
cofactor de las actividades enzimaticas prolil y lisil hidroxilasa, lo cual conducira a una
disminucién en los enlaces entre fibras de colageno y por consiguiente debilidad de la matriz
organica del hueso. El consumo de leche de cabra, mejora la biodisponibilidad de Fe (Alférez
y col., 2006; Nestares y col., 2008), lo cual favoreceria las actividades enzimaticas implicadas en
la sintesis de colageno, mejorando la cohesion entre las fibras del mismo y por tanto incidirfa
de manera positiva en la formacion 6sea a la vista del incremento del Rat/Mouse PINP, indice

que refleja la cantidad de matriz dsea sintetizada.

Es bien conocido por nuestro grupo de investigacion el efecto beneficioso sobre el
metabolismo mineral de la leche de cabra, que mejora la biodisponiblidad de Fe (Alférez y col.,
2006; Nestares y col., 2008), debido a varios factores nutricionales que se encuentran en la
leche de cabra, como la solubilidad de su proteina (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997) de origen
animal (Sharp y col., 2003). Ademas, la calidad lipidica de la grasa es distinta: la leche de cabra
es mas rica en triglicéridos de cadena media (MCT) que la leche de vaca (36% frente al 21%)
(Alférez y col,, 2001; Alférez y col., 2006; Campos y col., 2007; Nestares y col., 2008; Diaz-

Castro y col,, 2009). Los MCT de la dieta son rapidamente absorbidos a nivel intestinal y
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metabolizados para obtener energfa (Garcia-Unciti, 19906), lo cual contribuiria a incrementar la

sintesis de proteinas transportadoras y por tanto la absorcién de Fe.

El RatLaps se eleva (P<0.05) en los animales anémicos respecto a sus controles tras
consumir la dieta basada en leche de cabra con contenido normal de Fe, indicando que existe
cierto grado de resorcion residual inducida por la anemia. En cambio, no existen diferencias
en dicho parametro entre los animales controles y anémicos que consumen la dieta basada en
leche de vaca con contenido normal de Fe (tabla 23). El consumo de la dieta basada en leche
de cabra ha comenzado a normalizar el proceso de remodelado, como ponen de manifiesto
los parametros de formacién y resorcion estudiados, lo que justificarfa el mayor recambio

encontrado respecto a la dieta basada en leche de vaca.

No existen diferencias significativas en el RatTRAP entre animales controles y
anémicos que consumen ambas dietas basadas en leche, ya sea con contenido normal o
sobrecarga de Fe, excepto en el grupo control que consume la dieta basada en leche de vaca
con sobrecarga de Fe, donde se observa un acusado incremento de dicho marcador (P<0.001)
(tabla 23). Esto pone de manifiesto que existe un proceso de resorcioén activo en el grupo
alimentado con leche de vaca y que como indicaron Irie y col. (2000), existe una correlacién
funcional entre la actividad del RatTRAP en osteocitos y la osteolisis. En los osteoclastos, el
TRACP 5b (RatTRAP) genera radicales libres, participando directamente en la resorcion dsea
(Hayman y Cox, 1994), para desfosforilar la osteopontina y la sialoproteina 6ésea, por tanto
sirve como factor de separacion para los osteclastos (Ek-Rylander y col., 1994), que se movi-
lizan hacia la zona de destruccién vy, seguidamente, se adhieren a la superficie 6sea
mineralizada comenzando el proceso de resorcion. Este efecto negativo en el proceso de
turnover 6seo no se observa cuando las ratas consumen dieta basada en leche cabra (figura
35), indicando una vez mas un efecto positivo en el proceso de recuperacion de

osteomalacia inducida por la ferropenia.

Los resultados expresados para los dos parametros de resorcion estudiados,
RatLaps y RatTRAP, podrian resultar contradictorios; sin embargo, las diferencias
obtenidas son légicas ya que el RatLaps mide los fragmentos de colageno liberados durante
la resorcion mientras que el RatTRAP refleja la actividad de la enzima fosfatasa acida

tartrato resistente.
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En cuanto a los niveles de PTH, no encontramos diferencias significativas entre
grupos controles y ferrodeficientes que consumen ambas dietas con sobrecarga de Fe,
mientras que el suministro de las dietas con contenido normal produce una disminucién de
esta hormona en los animales anémicos que consumen la dieta basada en leche de cabra
(P<0.001) (28,48%1,63 en controles »s. 16,68+1,72 en anémicas) y un aumento en las ratas
anémicas que consumen dieta basada en leche de vaca (P<0.001) (16,96£1,05 en controles vs.
27,7612,60 en anémicas) (tabla 23). La disminucién de los niveles de PTH en ratas anémicas
alimentadas con dieta basada en leche de cabra con contenido normal en Fe, indica un
incremento en la utilizacién de Ca, consecuencia de la mayor absorcion de dicho mineral, lo
que coincide con resultados previos de nuestro grupo de investigacion (Campos y col.,

2007).

4.3.2. EFECTO DE LA SOBRECARGA DE HIERRO

La sobrecarga de Fe no induce cambios en los niveles de 25 OH vitamina D en
ninguno de los grupos, excepto en animales anémicos que consumen dieta basada en leche de
vaca, donde se produce una disminucién (P<0.05) (106,06110,06 con contenido normal de Fe
vs. 80,84£3,21 con sobrecarga de Fe). Esto se debe, como hemos comentado anteriormente, a
que la anemia se recupera de manera menos eficiente con la leche de vaca (Alférez y col., 2001;
Alférez y col.,, 2006; Campos y col,, 2007; Nestares y col., 2008) conduciendo esta
patologia a una deficiencia moderada de vitamina D, ya que como ya hemos comentado, la
conversion de colecalciferol a 1,25-(OH),-colecalciferol requiere dos pasos de hidroxilacion

en el higado y el rifién, siendo el dltimo paso dependiente de Fe (De Luca, 1970).

El Rat/Mouse PINP no se modifica por efecto de la sobrecarga de Fe en ninguno de
los grupos experimentales, excepto en las ratas anémicas que consumen la dieta basada en
leche cabra, donde se observa una disminucién de dicho parametro (P<0.001) (5,10£0,36 con
contenido normal de Fe us 2,12%0,29 con sobrecarga de Fe). Como se menciona a
continuacion, los niveles séricos de marcadores de resorcion son mucho mas bajos en
animales anémicos alimentados con dieta basada en leche de cabra (figura 33B), de manera
que el incremento del proceso resortivo en el hueso inducido por la anemia parece detenerse
en este punto, debido a que el #rnover 6seo, que es un proceso dinamico y continuo, se
mantiene mediante el incremento de los procesos de recambio encaminados a conservar la

homeostasis. El remodelado mantiene la masa esquelética practicamente invariable, por
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tanto un incremento en la actividad osteoblastica conduce a un aumento proporcional de la

actividad osteoclastica (Arnett y col., 2003; Arnett, 2004).

La sobrecarga de Fe en ratas controles que consumen dieta basada en leche de cabra
conduce a un incremento en el RatlLaps (P<0.01), mientras que en las anémicas no se
observan diferencias. En ratas controles que consumen dieta elaborada con leche de vaca, no
se observan diferencias por la sobrecarga de Fe, en cambio en las anémicas el RatLaps
disminuye (P<0.001). En cuanto a los niveles séricos de RatTRAP, descienden por efecto de
la sobrecarga de Fe en controles y anémicas que toman leche de cabra (P<0.001 para ambos
grupos) y también en anémicas que toman leche de vaca (P<0.001), mientras que el RatTRAP
se eleva en los controles que toman leche de vaca (P<0.05) (tabla 23). Este es el marcador de
remodelado que evalua la actividad directa del osteoclasto ya que el RatLaps indica el grado
destruccion de la matriz 6sea (Cons-Molina, 2003). En los osteoclastos, el RatTRAP genera
radicales libres, participando directamente en la resorcion ésea (Hayman y Cox, 1994), por
tanto en condiciones de sobrecarga de Fe el exceso de radicales libres catalizados por ¢l
incidiran de manera negativa en el proceso de #umover 6seo, desequilibrandolo hacia la zona de
resorcion. Sin embargo, podemos afirmar a la vista de los resultados que la actividad
osteoclastica y por tanto la resorcién ésea es menor en ambos grupos de animales que
consumen leche de cabra y en anémicas que consumen leche de vaca. Esto es debido a la
mayor avidez por el Fe que presentan los animales anémicos, de manera que habria menos Fe
disponible para catalizar la formacién de radicales libres, y junto con las caracteristicas
nutricionales beneficiosas de la leche de cabra que mejora la biodisponibilidad de minerales
antioxidantes (Cu, Zn) protegeran frente a la generaciéon de especies reactivas del oxigeno

(Barrionuevo y col., 2002; Diaz-Castro y col., 2009).

La sobrecarga de Fe produce un claro descenso en los niveles de PTH en animales
controles que consumen dieta basada en leche de cabra (P<0.001) (28,48%1,63 con contenido
normal de Fe »5. 14,1611,81 con sobrecarga de Fe), mientras que en los alimentados con dieta
basada en leche de vaca se observa un incremento (P<0.05) (16,96£1,05 con contenido
normal de Fe »s. 24,38%2,54 con sobrecarga de Fe). No se observan diferencias por efecto de
la sobrecarga de Fe en animales anémicos. Los niveles séricos de Ca i6nico son el principal
estimulo para la secreciéon de la PTH (Masuyama y col., 2000). En estudios previos de
nuestro grupo se ha comprobado que el consumo de leche de cabra induce un aumento del

Ca i6nico, disminuyéndose los niveles de PTH debido a una mejor utilizacion nutritiva del Ca
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(Campos y col., 2007). La disminucién de la PTH tras el consumo de leche de cabra incide

de manera positiva en el proceso de mineralizacion ésea.

4.3.3. EFECTO DE LA DIETA

El consumo de las distintas dietas, tanto con contenido normal como con sobrecarga
de Fe no produce cambios significativos en la 25 OH vitamina D en ninguno de los grupos
experimentales (tabla 23). El suministro de las dietas durante 10 dias, probablemente no ha

sido suficiente para observar cambios en este parametro.

No se observan diferencias en el Rat/Mouse PINP de animales controles que
consumen ambas dietas tanto con contenido normal como con sobrecarga de Fe. Sin
embargo, si se comparan los grupos ferrodeficientes con contenido normal de Fe se observa
que este parametro de formacién aumenta (P<0.001) en los que consumen la dieta basada en
leche de cabra con respecto a la vaca, hecho que no se observa entre los grupos que reciben
dietas con sobrecarga de Fe (tabla 23). Estos resultados pueden ser debidos al hecho de que la
leche de cabra mejora la utilizacién nutritiva de Fe y Ca, minimizando las interacciones entre
ambos minerales (Barrionuevo y col., 2002; Campos y col., 2003). Como se ha mencionado
anteriormente, el Fe es requerido para la sintesis de colageno tipo I y la mejora de la
utilizaciéon de ambos minerales incide de manera positiva en el proceso de formacion dsea,
ya que el Fe actuaria como cofactor en la sintesis de fibras de colageno tipo I que sirven de
soporte para la hidroxiapatita, cuyo principal componente es el Ca. Estos cristales se
incrustan en las fibras de colageno para formar un material que reune las caracteristicas
adecuadas de rigidez, flexibilidad y resistencia, actuando como reservorio de Ca que puede

ser liberado en caso de necesidad (Ehtlich y Lanyon, 2002).

El consumo de leche de cabra mejora la biodisponibilidad de Fe (Alférez y col., 2000)
e incrementa la actividades enzimaticas de la prolil y lisil hidroxilasas, lo que favorece la
cohesion entre fibras de colageno y aumenta la formacion de hueso, como ponen de
manifiesto los mayores niveles del marcador de formacion Rat/Mouse PINP, que refleja la

cantidad de matriz dsea sintetizada.

En relacién al marcador de resorcion 6sea RatLaps, no se observan diferencias por la

dieta, excepto en ratas anémicas alimentadas con dieta basada en leche de cabra con
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sobrecarga de Fe, donde se encuentra un aumento de este parametro (P<0.01). El RatTRAP
disminuye en animales controles que consumen dieta basada en leche de vaca en comparacion
con la de cabra (P<0.001), mientras que aumenta (P<0.01) en animales controles que
consumen dieta basada en leche de vaca con sobrecarga de Fe. La PTH desciende (P<0.001)
en animales controles que consumen dieta basada en leche de vaca con contenido normal en
Fe, sin embargo se eleva en animales controles que consumen dieta basada en leche de vaca
con sobrecarga de Fe (P<0.05). En cuanto a los animales anémicos, observamos un aumento
de los niveles de PTH (P<0.05) en los alimentados con leche de vaca en comparacién a los de
leche de cabra con contenido normal de Fe. Cuando se suministran dietas con sobrecarga de

Fe, no se observan diferencias significativas en los niveles de esta hormona (tabla 23).

En general, a la vista de los resultados obtenidos, este primer periodo experimental
puede ser considerado como de transicion, destacando que en los animales que consumen
dieta basada en leche de cabra, ya ha comenzado a estabilizarse el proceso de remodelado
6seo, si bien dado el escaso tiempo de suministro de las dietas, aun podemos observar cierto

desajuste en los marcadores estudiados.

4.4. REMODELADO OSEO Y DESTINO METABOLICO DE HIERRO,
CALCIO Y FOSFORO TRAS LA REPLECION DE HIERRO DURANTE
TREINTA Y CINCUENTA DiAS CON DIETAS BASADAS EN LECHE CON Y
SIN SOBRECARGA DE HIERRO (DIA 70 Y 90 DEL ESTUDIO)

4.4.1. EFECTO DE LA ANEMIA

Los niveles de 25 OH vitamina D son significativamente mas elevados en ratas
anémicas que, durante 30 dias (tabla 24), consumen la dieta basada en leche de cabra con
contenido normal de Fe, respecto a sus controles (P<0.01) (94,38£4,86 en controles us.
111,00%2,92 en anémicas), en cambio estas diferencias no se observan cuando se suministra la
misma dieta con sobrecarga de Fe o con la dieta basada en leche de vaca, ya sea con contenido
normal o con sobrecarga de Fe. En el dia 90 del estudio (tabla 25), no se modifican los niveles
de 25 OH vitamina D por efecto de la anemia, cuando se suministra la dieta basada en leche
de cabra, ya sea con contenido normal o con sobrecarga de Fe, mientras que son
significativamente mayores en ratas anémicas que consumen dieta basada en leche de vaca con

sobrecarga de Fe (P<0.001) (38,43£9,27 en controles »s. 89,5014,39 en anémicas).
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Transcurridos 30 dias del consumo de las dietas basadas en leche (dfa 70 del estudio),
con contenido normal o sobrecarga de Fe, el marcador de formacion 6sea Rat/Mouse PINP
no presenta diferencias en los distintos grupos experimentales, poniendo de manifiesto que la
osteomalacia inducida por la anemia ferropénica estd practicamente recuperada, si bien el
proceso de estabilizacion del furmover comenzo antes en los animales alimentados con dieta
basada en leche de cabra, como indican los niveles de este marcador tan sélo 10 dfas después
del consumo de dietas basadas en leche (tabla 24, figura 33). Sin embargo, tras 50 dias del
consumo de las dietas basadas en leche, sélo se observa una disminucién de este marcador de
formacion 6sea en ratas anémicas que consumen la dieta basada en leche de vaca con
sobrecarga en Fe (P<0.01) (2,20%0,12 en controles »5. 1,5410,25 en anémicas), lo que pone de
manifiesto que tras este periodo de suministro de las dietas, la osteomalacia inducida por la
ferropenia se encuentra practicamente recuperada en los animales que consumen leche de
cabra con contenido normal o sobrecarga de Fe, y no ocurre asi en los que consumen la dieta
de vaca con sobrecarga, probablemente debido a que la leche de cabra minimiza las

interacciones Fe-Ca (Barrionuevo y col., 2002; Campos y col., 2003).

En cuanto a los marcadores de resorcion 6sea (RatLaps y RatTRAP) en el dia 70 del
estudio (30 dias de suministro de las dietas basadas en leche) no se observa efecto de la anemia
con ninguna de las dietas ensayadas, con contenido normal o sobrecarga de Fe, lo que pone de
manifiesto una vez mas que el proceso de remodelado 6éseo alterado por la ferrodeficiencia
esta practicamente restablecido (tabla 24). Sin embargo cuando se prolonga el suministro de
dietas con sobrecarga de Fe durante 50 dias (dfa 90 del estudio), sélo se observa un ligero
aumento en el factor de resorcion RatlLaps (P<0.05) (tabla 25), al suministrar la dieta basada
en leche de cabra, lo que puede atribuirse al prolongado suministro de dieta con alto
contenido en Fe y una disminucién del RatTRAP (P<0.001) en animales anémicos que
consumen dieta basada en leche de cabra con contenido normal de Fe, lo cual confirma que el

remodelado 6seo esta practicamente normalizado tras 50 dfas de suministro de esta dieta.

En las ratas anémicas que consumen la dieta basada en leche de cabra con contenido
normal de Fe, hay un descenso acusado en los niveles de PTH respecto a sus controles
(P<0.001) (38,10£3,39 en controles zs. 14,36+0,74 en anémicas), y no existen diferencias
significativas cuando consumen esta dieta con sobrecarga de Fe, si bien existe una clara
tendencia a que disminuya también en estos animales (tabla 24). Si la dieta es elaborada con

leche de vaca y contenido normal de Fe, la PTH desciende en los animales ferrodefcientes en
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comparacion a sus controles (P<0.001) (17,5810,71 en controles zs. 12,9610,80 en anémicas),
probablemente como resultado del incremento en la utilizacion de Ca, consecuencia de la
mayor absorciéon de este mineral. En este sentido, estudios previos han demostrado que
una disminucion en la tasa de secrecion de PTH conlleva un incremento en la utilizacién
nutritiva de Ca (Calvo, 1994; Campos y col., 2007). Sin embargo, al suministrar la dieta
basada en leche de vaca con sobrecarga de Fe, los niveles de esta hormona aumentan en
animales anémicos (P<0.05) (28,90£3,19 en controles »s. 47,76%£6,38 en anémicas),
probablemente debido a la disminucion en los niveles séricos de Ca iénico como ya habian
indicado previamente Masuyama y col. (2000) en situacion de ferrodeficiencia. Por otra
parte, cuando se prolonga el suministro de las dietas basadas en leche durante 50 dias, se
elevan los niveles de PTH en animales anémicos que consumen la dieta basada en leche de
cabra tanto con contenido normal (P<0.001) como con sobrecarga de Fe (P<0.05) (tabla 25).
Segun Hale y col. (2007), los niveles de Rat/Mouse PINP pueden correlacionarse de forma
directa con los niveles de PTH y estudios recientes revelan que a dosis intermitentes y dentro
del rango fisiolégico, la PTH favorece la formacion de hueso, a través de un aumento del
numero de osteoblastos y de la tasa de formacion (Cosman y col., 2004) ya que estimula la
transformaciéon de osteocitos en osteoblastos activos (Langub y col., 2001) y disminuye la

apoptosis de los mismos (Bringhhurst y col., 2002).

En relaciéon al deposito de Ca en fémur, al suministrar las dietas con contenido normal
de Fe durante 30 o 50 dias no se observa efecto de la anemia en los animales que consumen la
dieta basada en leche de cabra y hay un ligero incremento (P<0.05) cuando consumen la dieta
basada en leche de vaca durante 30 dias, mientras que si se prolonga el tiempo de suministro
de esta dieta durante 50 dias, disminuye el depdsito de Ca en animales anémicos (P<0.05) y en
este mismo grupo de animales, si esta dieta tiene sobrecarga de Fe, aumenta el P (P<0.001) y
disminuye el depdsito de Ca en fémur (P<0.05) (tabla 27, 28). Si bien, el depodsito de Ca en
fémur en el dia 70 del estudio es mayor en los animales que consumen la dieta basada en leche
de cabra (figura 37B). El mayor depésito de Ca en animales que consumen la dieta de leche de
cabra en el fémur, se puede atribuir a que este tipo de leche tiene un mayor contenido de
vitamina D, que favorece el transporte transcelular saturable de Ca dependiente de energfa.
Ademas, también se puede atribuir a que la lactosa presente en la leche de cabra es mas
digestiva y su absorcién 6ptima (Martinez-Férez, 2004) y de acuerdo con Heaney (1996)
estos factores favorecen la absorcion de Ca via paracelular, por lo que la leche de cabra

proporciona Ca con una “absorcion asegurada”, insensible a factores externos.
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Con respecto al contenido de Ca y P en esternén no se observan diferencias en
ratas ferrodeficientes cuando se comparan con sus respectivos controles que consumen la
dieta basada en leche de cabra durante 30 6 50 dias, tanto con contenido normal como con
sobrecarga de Fe. Sin embargo, el depdsito de Ca es superior en ratas anémicas que
consumen la dieta basada en leche de vaca, sélo si tiene sobrecarga de Fe (P<0.001) y se
suministra durante 30 dias, mientras que si se suministra durante 50 dias, el contenido de Ca
disminuye (P<0.05) y el de P no se modifica (tabla 27, 28). La recuperacién del contenido de
Ca y P en esternon (figura 39, 40) se puede atribuir a que la dieta basada en leche de cabra
produce una mejor recuperacion del metabolismo del Fe (Alférez y col., 20006) y bajo estas
condiciones, la cantidad de oxigeno disponible y de ATP se incrementa, recuperandose los
transportadores de Ca de forma mas eficiente y favorece la absorcion del mineral por
transporte activo (Conrad y Umbreit, 1993). Ademas la leche de cabra por sus peculiares
caracteristicas nutricionales reduce la interacciéon Fe-Ca e incrementa la utilizacién nutritiva
de ambos (Barrionuevo y col., 2002; Campos y col., 2003), hecho que ocurre incluso en

condiciones de sobrecarga cronica de Fe.

En relaciéon al depésito de Fe en esternén a los 30 dias de suministro de la dieta basada
en leche de vaca, los animales anémicos presentan una disminucién del contenido de dicho
mineral cuando la dieta tiene contenido normal (P<0.001) o sobrecarga de Fe (P<0.01),
diferencias que no se observan con la dieta basada en leche de cabra (tabla 27). Sin embargo,
s6lo hay un incremento en el dep6sito de Fe en esternén en el dia 90 del estudio st la dieta es a
base de leche de vaca (P<0.01) (tabla 28), revelando que es necesario un consumo mas
prolongado de esta leche para replecionar los depédsitos de Fe en esternon que con la leche de
cabra estaban ya replecionados en el dia 70. A la vista de estos resultados, es evidente que la
replecion de Fe durante 30 dfas, da lugar a un mayor depésito de Fe en el esternén sélo en
los animales anémicos que consumen la dieta basada en leche de cabra (figura 41, linea azul) y
este 6rgano tiene una importante funcién hematopoyética. Dado que la incorporacion de Fe
en la sintesis de hemoglobina es fundamental en el proceso de desarrollo de eritroblastos a
reticulocitos, es en este momento, donde la falta de Fe puede danar la completa
hemoglobinizaciéon de los hematies, dando lugar a una verdadera y grave deficiencia
funcional de Fe (Besarab y col, 2009). Por tanto, a la vista de la evoluciéon de la
concentraciéon de Fe en esternén, se puede afirmar que con la leche de cabra se ha

normalizado el proceso hematopoyético, alterado como consecuencia de la restriccion de Fe
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para inducir la anemia ferropénica, tan sélo 30 dias después del suministro de la dieta, mientras

que es necesatio un tiempo mas prolongado (50 dias) con la leche de vaca.

4.4.2. EFECTO DE LA SOBRECARGA DE HIERRO

Los niveles de 25 OH vitamina D disminuyen en ratas controles (P<0.01)
(126,80£10,43 con contenido normal de Fe us. 73,4026,80 con sobrecarga de Fe) que
consumen dieta basada en leche de vaca y también en ratas anémicas (P<0.001) (111,00£2,92
con contenido normal de Fe »s. 76,48+4,66 con sobrecarga de Fe) con la dieta basada en leche
de cabra suministrada durante 30 dfas. La sobrecarga de Fe durante 50 dias provoca una
disminuciéon de la 25 OH vitamina D en los animales controles que reciben ambas dietas
basadas en leche (P<0.001), si bien esta disminucién es mas acusada entre los animales que
consumen la dieta basada en leche de vaca (77%), que en los que consumen la dieta basada en
leche de cabra (27%) (tabla 25). Este descenso en los niveles séricos de 25 OH vitamina D, se
relaciona con la disminucion de los procesos de resorcion ésea a la vista de los marcadores
Ratlaps y RatTRAP, ya que esta vitamina estimula la resorcion del hueso, probablemente a
través de su accion sobre la maduracion de las células precursoras hematopoyéticas que se
diferenciaran hacia osteoclastos; ademas, estudios recientes sugieren que la vitamina D
produce la liberacién de factores de resorcion por parte de los osteoblastos, que estimulan

la actividad osteoclastica (Holick, 2003).

En cuanto al marcador formacién 6sea Rat/Mouse PINP, tras 30 6 50 dias de
consumo de ambas dietas basadas en leche con sobrecarga de Fe, no se observan diferencias
en ninguna de las condiciones experimentales estudiadas (tabla 24, 25), lo que pone de
manifiesto que la osteomalacia inducida por la ferropenia esta practicamente recuperada al
consumir durante estos periodos las dietas con contenido normal o sobrecarga de Fe. Si bien,
como muestra la evolucion de este parametro (figura 33), la formacion ésea es menor a los 90
dias del estudio en comparacion con los periodos anteriores dado que en este punto la rata se
encuentra ya en la etapa adulta (McCutcheon y Marinelli, 2009), el crecimiento activo ha

finalizado y el remodelado 6seo se ha estabilizado.

En cuanto a los marcadores de resorcion ésea (RatLaps y RatTRAP) hay una marcada
disminucién del RatTRAP (P<0.001) en los animales anémicos que consumen la dieta basada

en leche de cabra, descenso que es de menor entidad en los animales alimentados con la dieta
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basada en leche de vaca (P<0.05) (tabla 24). Estos resultados ponen de manifiesto, una vez
mas, que el proceso de remodelado 6seo se estda normalizando con ambas dietas pero es mas
patente con la leche de cabra que con la de vaca en el dia 70 del estudio. Posteriormente, en el
dia 90 y como consecuencia del suministro prolongado de dietas con sobrecarga de Fe, se
observa una disminuciéon de ambos parametros de resorcién en animales controles que
consumen dieta basada en leche de cabra (P<0.01), mientras que el que el RatLaps aumenta en
anémicas (P<0.01) y el RatTRAP no se modifica. Si los animales consumen la dieta basada en
leche de vaca, la sobrecarga produce una disminucion del Ratlaps en controles (P<0.01) y
anémicas (P<0.05), y no se modifica tampoco el RatTRAP con este tipo de leche (tabla 25). A
la vista de los resultados de los marcadores de resorcion Osea se puede afirmar, que aunque la
osteomalacia se ha recuperado, aun queda cierta actividad resortiva residual, probablemente

como consecuencia del exceso de Fe en el organismo.

Por efecto de la sobrecarga de Fe, en el dfa 70 del estudio, los niveles de PTH
aumentan en todos los grupos experimentales (tabla 24, figura 36B). Este resultado se puede
justificar porque esta hormona incrementa la velocidad de recambio 6seo y la movilizacién de
los depésitos de Ca en el organismo, lo que coincide con los resultados de Pawlostky y col.
(1999) y Dimitriadou y col. (2009), quienes afirman que hay un incremento en los niveles
séricos de PTH en individuos con sobrecarga de Fe. Posteriormente, a los 50 dias de
suministro de las dietas con sobrecarga de Fe, no hay diferencias en los niveles de PTH, en
ninguno de los grupos experimentales (tabla 25). Este hallazgo es un indicador de que el
trafico de Ca entre los compartimentos plasmatico y 6seo se ha normalizado, tras el consumo
de ambas dietas basadas en leche. Este hecho una vez mas apoya la teorfa de que el zurnover
0seo se ha restablecido al final del periodo experimental, incluso en situacién de sobrecarga de

Fe.

En el dep6sito de Ca en fémur a los 30 y 50 dias de suministro de las dietas basadas en
leche con sobrecarga de Fe, se observa una tendencia al incremento en todos los grupos
experimentales (tabla 27, 28) especialmente evidente en el dia 70 del estudio (figura 37B), lo
que esta de acuerdo con Anghileri y Thouvenot (1998) que indican que la sobrecarga de Fe
aumenta la captacion celular de Ca, disminuye la actividad de la ATPasa-Ca dependiente
dificultando la salida del Ca hacia el liquido extracelular y favorece por tanto su
acumulacién en la célula. En relacion al depésito de P en fémur, es mayor en animales

controles y anémicos alimentados durante 30 dias con ambas dietas basadas en leche,
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diferencia que es sélo estadisticamente significativa con la dieta de leche de vaca

(P<0.001), y que no se observa tras 50 dias de suministro de las dietas (tabla 27, 28).

El contenido de Ca y P en esternén tras 30 dias de suministro de las dietas presenta
una tendencia a aumentar en todos los grupos experimentales por efecto de la sobrecarga de
Fe (tabla 27, figura 39B, 40B). Sin embargo, tras 50 dias de suministro de las dietas con alto
contenido en Fe, sigue un patrén bastante irregular, tal y como muestra la evolucion de estos

minerales en el dia 90 del PE.

El depésito de Fe en esternén aumenta por efecto de la sobrecarga en el dia 70 del
estudio en todos los grupos experimentales y es estadisticamente significativo en ambos
grupos de animales alimentados con la dieta basada en leche de vaca y en anémicas
alimentados con la dieta basada en leche de cabra (P<0.001) (tabla 27), mientras que en el dia
90 el contenido de Fe en el esternén aumenta en animales controles (P<0.001) y anémicos
(P<0.01) alimentados con dieta basada en leche de cabra. Los animales controles que
consumen dieta basada en leche de vaca, presentan un mayor contenido de Fe en esternon
(P<0.001) y no se modifica en los anémicos (tabla 28). Todos estos resultados pueden ser

debidos a la sobrecarga crénica de Fe durante periodos de tiempo prolongados (figura 41B).

4.4.3. EFECTO DE LA DIETA

Tras consumir durante 30 y 50 dfas la dieta basada en leche de cabra con contenido
normal de Fe se observa una disminucion de la 25 OH vitamina D en los animales controles
(P<0.05 en el difa 70, P<0.001 en el dia 90), hecho que no ocurre en ratas anémicas. Cuando
las ratas consumen estas dietas pero con sobrecarga de Fe, sélo se encuentran diferencias en el
dfa 90 del estudio, si bien el comportamiento de este metabolito sigue un patrén irregular

(tabla 24, 25).

Tras 30 dias de suministro de las dietas basadas en leche, se observa un incremento en
el marcador de formacién Rat/Mouse PINP tan s6lo en los animales controles que consumen
dieta basada en leche de cabra con contenido normal de Fe (P<0.05) (tabla 24), lo que pone de
manifiesto que en estas condiciones, se forma mas hueso con este tipo de leche. En este
periodo, se puede indicar que se ha restablecido el metabolismo del hueso perjudicado por la

anemia inducida, lo que se ratifica con los marcadores de resorcién oOsea (RatLaps y
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RatTRAP), que no presentan diferencias entre los distintos grupos experimentales. Por otra
parte, tras 50 dias de suministro de las dietas, el Rat/Mouse PINP aumenta en todos los
grupos experimentales alimentados con la dieta basada en leche de cabra (P<0.001 para
controles con contenido normal de Fe y anémicas con sobrecarga de Fe; P<0.01 para
animales anémicos con contenido normal de Fe) (tabla 25). Como hemos mencionado
anteriormente, la leche de cabra mejora la utilizacién nutritiva de Fe y Ca, minimizando las
interacciones entre los dos minerales (Barrionuevo y col., 2002; Campos y col., 2003). El Ca
incide de manera muy positiva en el proceso de formacioén 6sea, dejando patente, una vez
mas que se estd formando tejido 6seo con la dieta basada en leche de cabra, tanto con
contenido normal como con sobrecarga de Fe. Sin embargo, los parametros de resorcion
osea (RatlLaps y RatTRAP), en general aumentan con la dieta basada en leche de cabra en
este periodo, debido a que la formacién de tejido 6seo es muy elevada a la vista de los
resultados del Rat/Mouse PINP, el #umover 6seo, que es un proceso dindmico y continuo, se
mantiene, mediante el incremento de procesos resortivos encaminados a mantener la
homeostasis. En circunstancias normales, el remodelado mantiene la masa Osea
practicamente invariable, por tanto un incremento en la actividad osteoblastica conduce a

un aumento proporcional de la actividad osteoclastica (Arnett y col., 2003; Arnett, 2004).

En animales controles alimentados con dieta basada en leche de cabra durante 30 dias,
tanto con contenido normal como con sobrecarga de Fe, se aprecia un incremento en los
niveles de PTH (P<0.001), mientras que no se modifica en ratas anémicas con ninguna de las
dietas ensayadas (tabla 24). Una vez mas, podemos afirmar que el #mover 6seo se ha
recuperado en animales ferrodeficientes, mientras que las variaciones de PTH en animales
controles se pueden deber a que como han indicado previamente otros autores (Sisk y Zehr,
2005; McCutheon y Marinelli, 2009), en este tiempo, las ratas se encuentran en el inicio de la
etapa adulta y por tanto, aun existe crecimiento activo. Sin embargo, tras 50 dias de consumo
de las dietas basadas en leche, los niveles de PTH no se modifican por efecto de la dieta en
ninguno de los grupos experimentales, indicando que la velocidad de remodelado 6seo ha
descendido, como consecuencia de la recuperaciéon completa del metabolismo del hueso,

tanto con un contenido normal como con sobrecarga.

En cuanto al depdsito mineral en fémur en el dia 70 del estudio, se observa un
incremento de Ca en animales controles (P<0.001) y anémicos (P<0.01) alimentados con la

dieta basada en leche de cabra. En relacién al destino metabdlico de P en fémur, se observa
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que sélo en ratas controles alimentadas con dieta basada en leche de cabra y contenido
normal de Fe, hay un mayor depdsito de dicho mineral (P<0.001). En esternén, el
contenido de Ca y P no presenta diferencias significativas cuando los animales consumen
dieta basada en leche de cabra con contenido normal en Fe, pero si reciben esta misma
dieta con sobrecarga de Fe, el Ca en esternéon aumenta (P<0.05) y no se modifica el
deposito de P. En los animales anémicos, que reciben dieta basada en leche de cabra con
contenido normal de Fe, el depdsito de Ca en esterndén aumenta considerablemente
(P<0.001), hecho que no se observa con sobrecarga de Fe (tabla 27). Este mayor depdsito
de Ca puede ser debido a que el consumo de la dieta basada en leche de cabra recupera mas
eficientemente el metabolismo del Fe y bajo estas condiciones la cantidad de oxigeno
disponible y de ATP se incrementa, recuperandose los transportadores de Ca de forma mas
eficiente, lo que favorece la absorciéon de Ca por transporte activo (Conrad y Umbreit,
1993). Algo similar ocurre con el P, ya que la absorcion de este elemento se realiza, en
parte, a través de transporte activo (Lopez-Aliaga y col., 1994). Ademas, como se ha
observado previamente, la dieta basada en leche de cabra reduce la interaccion entre Fe y
Ca y por tanto incrementa la utilizaciéon digestiva de ambos (Barrionuevo y col., 2002;
Campos y col.,, 2003). La menor interacciéon Ca-Fe en animales alimentados con la dieta
elaborada con leche de cabra puede contribuir a la mejor utilizacién nutritiva de Ca,
comprobada en estudios previos de nuestro grupo de investigacion (Alférez y col., 2000;
Barrionuevo y col., 2002; Campos y col., 2003). El mayor depésito de Ca y P en fémur
favorece la formacion de la matriz inorganica del hueso, ya que son los principales
constituyentes de los cristales de hidroxiapatita que se incrustan en las fibras de colageno
para formar un material que reune las caracteristicas adecuadas de rigidez, flexibilidad y

resistencia para constituir la matriz inorganica del tejido 6seo (Ehrlich y Lanyon, 2002).

Con respecto al dep6sito de Ca y P en fémur tras 50 dias de suministro de las dietas
se observa una ligera disminuciéon del depésito de Ca en este 6rgano (P<0.05) y un
aumento del depésito de P (P<0.05) en animales que consumen la dieta basada en leche de
cabra, mientras que en animales controles que consumen esta misma dieta pero con
sobrecarga de Fe, hay una disminucién del depésito de Ca en fémur (P<0.05) y el P no se
modifica (tabla 28). A pesar de esta ligera disminucion del depdsito de Ca en fémur, se
puede afirmar que el remodelado 6seo es normal en el dia 90, a la vista de los resultados del
marcador de formacién 6sea Rat/Mouse PINP y niveles de PTH. En ratas anémicas no hay

efecto de las dietas basadas en leche ya sea con contenido normal o con sobrecarga. El
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depodsito de Ca y P en esternén no se modifica por efecto de la dieta en ninguno de los
grupos experimentales, excepto en animales anémicos alimentados con dieta basada en
leche de cabra con sobrecarga de Fe, donde se observa un aumento (P<0.001 para el Cay
P<0.05 para el P) (tabla 28). Este incremento del depdsito de Ca en el esternén favorece la
eritropoyesis que estaba disminuida en las ratas con ferrodeficiencia, ya que el Ca esta
implicado en la iniciacién de la sintesis de ADN, en la agrupacién de los cromosomas,
regulacion de la division y proliferacion celular. La estimulacion de receptores sensibles al Ca,
promueve la diferenciacion de células, entre ellas las células madre pluripotenciales (Bikle y

col., 2001).

El suministro durante 30 dias de la dieta basada en leche de cabra con contenido
normal de Fe aumenta su depésito en esternén de animales anémicos (P<0.05) (tabla 27). Lo
que se atribuye a varios factores nutricionales de la leche de cabra: su proteina mas soluble
(Boza y Sanz-Sampelayo, 1997) y de origen animal favorece la absorcién de Fe (Sharp y col,,
2003); es mas rica en triglicéridos de cadena media (MCT) (Alférez y col.,, 2001) que son
rapidamente absorbidos y metabolizados para obtener energia (Garcia-Unciti, 1996), lo que
contribuye a incrementar la sintesis de protefnas transportadoras y por tanto la absorcion de
Fe. Por otra parte, cuando se prolonga el tiempo de suministro de las dietas (50 dias), no se
aprecian cambios importantes en el destino metabdlico de Fe en esternén (tabla 28), lo que

pone de manifiesto que los depdsitos estan ya replecionados.
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Tabla n° 21. Parametros hematoldgicos de ratas controles y anémicas en el dia 40 del PPE (datos expresados como media * error estandar de la

media).

Fe sérico (ug/L)

Concentracion de Hb (g/L)
Gl6bulos rojos (10%/L)
Hematocrito (%)
Plaquetas (10%L)

VCM (fL)

Ferritina sérica (ug/L)
Saturacion transferrina (%)

TIBC (ug/L)

1387+122
127,7+2,7
7,1+0,15
38,8+0,76
737+24,5
55,2+0,2
82,5+2,7
47,5%7,2

2842+202

699+56 *
77,3+2,6*
6,47+0,17*
27,5+0,48 *
1361+67,2*
39,3+0,7*
50,1+1,3*

3,7+0,3*

17899+731*

*Valores significativamente diferentes (P<0.001) del grupo control mediante el test de la “ de Student”.
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Tabla n® 22. Parametros de remodelado 6seo de ratas controles y anémicas en el dia 40 del PPE (datos expresados como media t error estandar

de la media).

25 OH Vit D 101,20+8,61 105,40+5,36
Rat/Mouse PINP (F) 6,16+0,20 4,48+0,28*
RatLaps (R) 30,14+1,97 37,11+3,80
RatTRAP (R) 0,51+0,01 0,72+0,08*
PTH (R) 12,98+0,51 17,64+1,16*

*Valores estadisticamente distintos de sus respectivos controles (P<0.001) mediante el test de la “# de Student”.
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Tabla n° 23. Parametros de remodelado 6seo en ratas controles y anémicas alimentadas con dieta basada en leche de cabra o vaca con o sin

sobrecarga de Fe en el dfa 50 del estudio (datos expresados como media F error estandar de la media).

Parametro de

Dieta basada en leche de cabra

Dieta basada en leche de vaca

Valor de P (three-way ANOVA)

. Dieta* Anemia Dieta x Sobrecarga
remodelado (50 dias) Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico (D) (A) Anemia de Fe AxS DxS DxSxA
(Dx A) (S)

250H Vit D (Fe normal) 96,68+11,83a 116,66+11,75A 102,40+12,86a 106,06+10,06A < 0.001 NS <0.05 NS NS <005 NS
(sobrecarga) 77,1445,58a 97,7246,08cA 97,00+4,08a 80,84+3,21cCA < 0.001 NS <0.05

Rat/Mouse PINP  (Fe normal) 3,38+0,48a 5,10+0,36CA 2,96+0,09a 2,90+0,11B <0.001 <0.05 <0.01 NS NS NS NS
(sobrecarga) 4,40+0,46a 2,12+0,29cCA 3,68+0,38a 4,18+1,11A NS! NS NS

RatLaps (Fe normal) 18,78+1,55a 22,82+0,59cA 23,36+1,00a 23,96+0,95A NS NS NS NS NS NS NS
(sobrecarga) 24,60+1,09Ca 28,32+3,03A 24,32+5,63a 17,58+1,13CB NS NS NS

RatTRAP (Fe normal) 0,72+0,02a 0,75+0,06A 0,58+0,03b 0,68+0,04A <0.01 <0.01 <0.01 NS NS NS NS
(sobrecarga) 0,50+0,008Ca 0,51+0,014CA 0,83+0,089Chb 0,51+0,016cCA NS <0.05 NS

PTH (Fe normal) 28,48+1,63a 16,68+1,72cA 16,96+1,05b 27,76+2,60cB <0.05 NS NS NS NS NS NS

| (sobrecarga) 14,16+1,81Ca 20,00+2,98A 24,38+2,54Ch 22,36+3,88A NS NS NS

INS, no significativo.

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 mayuiscula 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, mediante el test de la “# de Student”).
C Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupos de animales alimentados con dietas con contenido normal en Fe (P<0.05, mediante el test de la “7 de

Student”.).

* Dieta, efecto principal de la dieta (D); Anemia, efecto principal de la anemia (A); Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga en la dieta (S). Interacciones: D x A, A

xS, DxSyDxSxA.
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Tabla n° 24. Parametros de remodelado 6seo en ratas controles y anémicas alimentadas con dieta basada en leche de cabra o vaca con o sin

sobrecarga de Fe en el dfa 70 del PE (datos expresados como media  error estandar de la media).

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Valor de P (three-way ANOVA)
Parametro de, Dieta* Anemia Dieta x Sobrecarga
remodelado (70 dias) Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico (D) (A) Anemia de Fe AXS DxS DxSxA
(D x A) (S)

250HVitD (Fe normal) 94,38+4,86a 111,00£2,92cA 126,80+£10,43b 111,00+6,90A <0.001 NS <0.01 <0.001 <001 <00l <005

(sobrecarga) 84,53+7,66a 76,48+4,66CA 73,40+6,80Ca 92,58+16,54A <0.05 NS NS
1

Rat/mouse PINP (Fe normal) 3,53+0,13a 3,12+0,19A 2,46+0,35b 3,08+0,09A NS NS NS NS NS NS NS
(sobrecarga) 3,45+0,61a 3,13+0,45A 2,47+0,24a 3,90+0,47A NS NS NS

RatLaps (Fe normal) 22,48+0,49a 23,26+0,33A 19,06+1,20a 24,90+2,47A NS <0.001 <0.01 NS <005 <005 <005
(sobrecarga) 26,85+3,43a 29,53+2,99CA 22,83+4,39a 24,63+2,52A <0.001 NS <0.01

RatTRAP (Fe normal) 0,63+0,04a 0,75+0,05A 0,74+0,06a 0,84+0,08A NS NS NS <0.01 <005 <005 NS
(sobrecarga) 0,61+0,11a 0,50+£0,05CA 0,63+0,11a 0,56+0,03CA NS NS NS

PTH (Fe normal) 38,10+3,39a 14,36+0,74cA 17,58+0,71b 12,96+0,80cA <0.01 NS <0.05 <001 <005 <0.05 NS
(sobrecarga) 56,08+1,89Ca 34,55+9,12CA 28,90+3,19Ch 47,76+6,38cCA < 0.001 NS <0.01

INS, no significativo.

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 mayuiscula 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, mediante el test de la “# de Student”).

C Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupos de animales alimentados con dietas con contenido normal en Fe (P<0.05, mediante el test de la “7 de
Studen?”.).

* Dieta, efecto principal de la dieta (D); Anemia, efecto principal de la anemia (A); Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga en la dieta (S). Interacciones: D x A, A
xS, DxSyDxSxA.

180



Tabla n° 25. Parametros de remodelado 6seo en ratas controles y anémicas alimentadas con dieta basada en leche de cabra o vaca con o sin

sobrecarga de Fe en el dfa 90 del PE (datos expresados como media  error estandar de la media).

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Valor de P (three-way ANOVA)
Parametro de, Dieta* Anemia Dieta x Sobrecarga
remodelado (90 dias) Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico (D) (A) Anemia de Fe AxS DxS DxSxA
(D x A) (S)

250HVitD (Fe normal) 94,98+2,47a 81,58+7,21A 116,17+4,71b 93,90+2,79cA <0.001 NS <0.01 <001 <001 <001 <0.05
(sobrecarga) 69,53+3,95Ca 63,80+0,90A 38,43+9,27Cb 89,50+4,39¢cB <0.05 NS NS

Rat/Mouse PINP  (Fe normal) 2,30+0,20a 2,26+0,14A 1,62+0,21b 1,42+0,13B <0.001 NS <0.01 NS <005 <005 <005
(sobrecarga) 2,13+0,20a 2,10+0,10A 2,20+0,12a 1,54+0,25cB NS! <0.001 <0.01

RatLaps (Fe normal) 26,28+2,12a 18,06+1,06cA 24,03+2,12a 23,58+2,17A NS NS NS <0001 <001 <005 NS
(sobrecarga) 15,43+1,89Ca 26,90+3,60cCA 16,43+1,84Ca 16,17+0,75CB NS <0.05 NS

RatTRAP (Fe normal) 0,79+0,02a 0,69+0,02cA 0,49+0,03b 0,52+0,04B <0.001 NS <0.01 NS <0.05 <005 NS
(sobrecarga) 0,70+0,02Ca 0,73+0,11A 0,56+0,02b 0,60+0,02A <0.05 NS NS

PTH (Fe normal) 12,12+1,88a 21,98+0,84cA 15,37+1,99a 20,63+3,83A NS <0.01 <0.05 NS NS NS <005
(sobrecarga) 13,60+0,59a 21,25+2,05cA 25,35+4,69b 35,17+6,63A NS < 0.001 <0.01

NS, no significativo.

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 mayuiscula 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, mediante el test de la “7 de Studen?”).

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

* Dieta, efecto principal de la dieta (D); Anemia, efecto principal de la anemia (A); Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga en la dieta (S). Interacciones: D x A, A
x5, DxSyDxSxA.
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Tabla n° 26. Contenido mineral en érganos diana de ratas controles y anémicas en el dia 40 del PPE (datos expresados como media * error

estandar de la media).

Caen fémur (mg/g SS) 168,31+3,50 99,42+3,7*

P en fémur (mg/g SS) 122,83+£2,60 102,62+2,64*
Ca en esterndn (mg/g SS) 76,59+2,42 75,91+2,73
Fe en esterndn (ug/g SS) 77,65+4,35 61,90+2,85*
P en esterndn (mg/g SS) 56,22+2,1 54,87+2,89

*Valores significativamente diferentes (P<0.001) del grupo control mediante el test de la “# de Student”.
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Tabla n° 27. Contenido mineral en 6rganos diana de ratas controles y anémicas alimentadas con dieta basada en leche de cabra o vaca con o

sin sobrecarga de Fe en el dfa 70 del PE (datos expresados como media * error estandar de la media).

Dieta basada en leche de cabra

Dieta basada en leche de vaca

Valor de P (three-way ANOVA)

Organos 70 dias Dieta* Anemia Dieta x Sobrecarga
Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico (D) (A) Anemia de Fe AXS Dx S DXxSxA
(D x A) (S)

Caen fémur (mg/g SS) (Fe normal) 143,84+12,34a 133,30+10,19A 97,1745,87b 113,95+2,13cB < 0.001 NS <0.05 <0.001 <0.05 <0001 <0.05

(sobrecarga) 230,74+4,86Ca 155,93+5,205cCA 237,29+13,22Ca 252,23+8,27CB <0.001 NS <0.05
Z 1

P en fémur (mg/g SS) (Fe normal) 104,99+5,22a 93,8845,71A 83,21+3,86b 94,19+3,88A NS NS NS <0.001 <0.05 <0.05 NS
(sobrecarga) 120,11+4,92a 117,01+13,63A 113,67+4,06Ca 125,94+5,10CA NS NS NS

Ca en esternén (mg/g SS) (Fe normal) 80,65+17,77a 90,9245,96A 57,91+3,73a 58,74+2,50B <0.001 NS <0.05 <0.001 <0.05 <0.05 NS
(sobrecarga) 105,47+12,27a 111,13+5,06CA 88,31+7,14Cb 117,56+4,10cCA NS NS NS

Fe en esternon (pg/g SS) (Fe normal) 76,086,78a 66,44+1,57A 77,635,55a 47,16+3,96cB NS <0.001 <0.05 <0001 <00L <0.05 <005
(sobrecarga) 94,26+7,31a 108,16+12,11CA 119,22+6,61Ca 90,10+8,84cCA NS NS NS

P en esternén (mg/g SS) (Fe normal) 63,75+6,73a 58,94+2,76A 60,88+1,54a 68,39+6,34A NS NS NS <0.001 <0.05 NS NS
(sobrecarga) 74,07+2,32a 77,91+6,18CA 79,44+5,59Ca 79,09+1,82A NS NS NS

INS, no significativo.

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 mayudscula 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 “# 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 “# de Student”.).
*Dieta, efecto principal de la dieta (D); Anemia, efecto principal de la anemia (A); Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga en la dieta (S). Interacciones: D x A, A x

S;DxSyDxSxA.
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Tabla n° 28. Contenido mineral en 6rganos diana de ratas controles y anémicas alimentadas con dieta basada en leche de cabra o vaca con o

sin sobrecarga de Fe en el dfa 90 del PE (datos expresados como media * error estandar de la media).

Dieta basada en leche de cabra

Dieta basada en leche de vaca

Valor de P (three-way ANOVA)

Organos 90 dias Dieta*  Anemia Dieta x Sobrecarga
Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico (D) (A) Anemia de Fe AXS Dx S DXxSxA
(DxA) (S)
Z 1

Caen fémur (mg/g SS) (Fe normal) 105,04+5,92a 120,01+7,07A 128,93+7,01b 110,52+2,60cA <0.001 NS <0.05 <0.01 NS <0.01 NS
(sobrecarga) 130,00+2,89Ca 127,03+6,93A 163,97+8,41Cbh 136,50+6,00cCA <0.001 NS <0.05

P en fémur (mg/g SS) (Fe normal) 117,21+5,49a 105,92+1,6A8 88,48+2,38b 112,71+4,38cA <0.01 NS NS NS NS NS NS
(sobrecarga) 117,92+5,90a 126,75+8,12CA 120,67+14,30Ca 126,44+6,76A < 0.001 NS <0.05

Ca en esternén (mg/g SS) (Fe normal) 119,18+2,94a 109,43+3,82A 113,85+1,81a 105,38+3,31cA <0.01 NS NS <001 NS NS NS
(sobrecarga) 104,79+2,16Ca 96,19+5,38A 75,10+12,19Ca 39,69+7,23cCB < 0.001 NS <0.05

Fe en esternén (ug/g SS) (Fe normal) 64,55+8,32a 81,21+7,18A 44,28+4,46a 66,73+7,01cA < 0.001 NS <0.05 <0.001 <005 <001 NS
(sobrecarga) 127,91+4,97Ca 123,13+11,16CA 85,95+2,47Cb 73,79+21,41A < 0.001 NS <0.05

P en esternén (mg/g SS) (Fe normal) 76,33+3,64a 67,04+4,34A 68,51+3,99a 76,80+2,38A <0.001 NS <0.05 NS NS <0.05 NS
(sobrecarga) 80,44+2,13a 82,65+3,79CA 71,84+7,70a 65,65+3,30CB <0.01 NS NS

INS, no significativo.

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 supetindice mayudscula 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 “# 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 “z de Student”.).

*Dieta, efecto principal de la dieta (D); Anemia, efecto principal de la anemia (A); Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga en la dieta (S). Interacciones: D x A, A x

S;,DxSyDxSxA




Figura n® 32A. Evolucién de la 25-OH vitamina D en dietas basadas en leche sin

sobrecarga de Fe.
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Figura n° 32B. Evoluciéon de la 25-OH vitamina D en dietas basadas en leche con

sobrecarga de Fe.
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Figura n°® 33A. Evolucién del Rat/Mouse PINP en dietas basadas en leche sin

sobrecarga de Fe.
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Figura n° 33B. Evolucién del Rat/Mouse PINP en dietas basadas en leche con

sobrecarga de Fe.
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Figura n° 34A. Evolucién del RatLaps en dietas basadas en leche sin sobrecarga de Fe.

40

35

30

25

20

15

de Fe.

39

34

29

24

19

14

AN

N\
N

~ AN

—— Control Cabra
-s— Anemica Cabra
Control Vaca
——Anemica Vaca

v N

diad40 dia50 dia70 dia90

]

Figura n° 34B. Evolucién del Ratlaps en dietas basadas en leche con sobrecarga
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Figura n® 35A. Evolucion del RatTRAP en dietas basadas en leche sin sobrecarga

de Fe.
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Figura n°® 35B. Evolucion del RatTRAP en dietas basadas en leche con sobrecarga

de Fe.
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Figura n°® 36A. Evolucion de la PTH en dietas basadas en leche sin sobrecarga de
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Figura n°® 36B. Evolucion de la PTH en dietas basadas en leche con sobrecarga de
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Figura n° 37A. Evoluciéon del Ca en fémur en dietas basadas en leche sin

sobrecarga de Fe.
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Figura n° 37B. Evolucién del Ca en fémur en dietas basadas en leche con

sobrecarga de Fe.

245

225

JAN

205

185

4
//
7/

A\

165
145

/ I~

A\

125

\\}~

—e— Control Cabra
-s— Anemica Cabra
Control Vaca
——Anemica Vaca

105

85

dia 40

dia 70

dia 90




Figura n°® 38A. Evoluciéon del P en fémur en dietas basadas en leche sin sobrecarga

de Fe.
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Figura n° 38B. Evolucién del P en fémur en dietas basadas en leche con

sobrecarga de Fe.
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sobrecarga de Fe.
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Figura n°® 40A. Evolucién del P en esternén en dietas basadas en leche sin

sobrecarga de Fe.
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Figura n® 41A. Evolucién del Fe en esternén en dietas basadas en leche sin

sobrecarga de Fe.
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5. RESUMEN Y CONCLUSIONES

La investigacion llevada a cabo estudia los parametros de remodelado 6seo, asi como
el depdsito mineral en hueso de ratas controles y con anemia ferropénica nutricional inducida
experimentalmente y en el proceso de replecion de hierro mediante dietas basadas en leche de

cabra o vaca, con un aporte normal o sobrecarga de Fe.

Para inducir la anemia, los animales se someten a un periodo preexperimental de 40
dias, en los que un grupo se alimenta con dieta estandar siguiendo la directrices del TAN
(excepto el contenido de grasa que es de 10% y procede de aceite de oliva), con un contenido
normal de Fe (45 mg/Kg dieta) en animales controles o bajo contenido de Fe (5 mg/Kg dieta)
en animales anémicos. Tras suministrar las dietas con contenido normal o bajo contenido en
Fe, se determinan los siguientes parametros hematologicos en ambos grupos: recuento de
hematies, volumen corpuscular medio, hematocrito, plaquetas, hemoglobina, Fe sérico,
saturacion de transferrina, ferritina y TIBC. Asi como parametros de remodelado 6seo, para

comprobar la influencia de la ferrodeficiencia en el urnover 6seo.

Posteriormente, los animales se someten a un periodo experimental, en los que son
alimentados con dietas basadas en leche de cabra o vaca (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 10, 30 y 50 dias del consumo de las dietas basadas
en leche, (dias 50, 70 y 90 del estudio) se determinan los parametros de remodelado 6seo (25-
OH vitamina D, Rat/Mouse PINP, RatTRAP, Ratlaps, PTH) en todos los grupos, ademas

del contenido de Ca y P en fémur y esternén y Fe en esternon.

Los resultados obtenidos obtenidos nos han permitido llegar a las siguientes

CONCLUSIONES:
CONCLUSION PRIMERA
La anemia ferropénica severa causa un considerable grado de osteomalacia, a la

vista de la considerable disminuciéon del marcador de formacién 6sea Rat/Mouse PINP,

junto con un acusado incremento en el marcador de resorcion RatTRAP y niveles de PTH.
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CONCLUSION SEGUNDA

En ratas anémicas la dieta basada en leche de cabra con contenido normal de Fe,
eleva el marcador de formacion 6sea Rat/MousePINP y disminuye los niveles de PTH en
tan sélo 10 dias de suministro de esta dieta, indicando el comienzo de la restauracién de la

osteomalacia inducida por la anemia, hecho que no ocurre con la leche de vaca.

CONCLUSION TERCERA

En ratas controles, la dieta basada en leche de cabra con sobrecarga de Fe,
suministrada durante 10 dias, produce un descenso de los niveles de PTH lo que incide de

manera positiva en el proceso de mineralizacion sea.

CONCLUSION CUARTA

Tras 30 dias de suministro de las dietas basadas en leche, con contenido normal o
sobrecarga de Fe, los marcadores de formacién (Rat/Mouse PINP) y resorcién (Ratlaps y
RatTRAP) no presentan diferencias entre ratas anémicas y controles, lo que indica que la
osteomalacia inducida por la anemia ferropénica se ha recuperado, si bien el proceso de
estabilizacion del #urmover seo comienza antes en los animales alimentados con dieta basada en
leche de cabra. Ademas hay un mayor depdsito de Ca en fémur, hecho que incide
positivamente en la mineralizacién del hueso, asi como un incremento de Fe en esternén lo
cual refleja que la hematopoyesis se ha normalizado practicamente con la dieta basada en leche

de cabra.

CONCLUSION QUINTA

Al final del estudio, tras 50 dias de suministro de las dietas basadas en leche, en los
animales que consumen la dieta de leche de cabra con contenido normal o sobrecarga de Fe,
la osteomalacia producida por la ferropenia se encuentra recuperada, aunque los marcadores
de formacién y resorcion indican que esta activo el remodelado del hueso, si bien, su velocidad

ha descendido ya que los niveles de PTH no se modifican.

196



RESUMEN Y CONCLUSIONES

CONCLUSION GENERAL

La anemia causa un considerable grado de osteomalacia. La replecién de Fe mediante
el consumo de una dieta basada en leche de cabra, ya sea con contenido normal o sobrecarga
de Fe, recupera el estatus 6seo en tan solo 10 dias y al prolongar el consumo de las dietas
basadas en leche, los parametros de remodelado 6seo se normalizan con ambas dietas, si bien
la leche de cabra restablece antes este proceso y favorece el deposito mineral. Los resultados
obtenidos en la presente Tesis nos permiten aconsejar la inclusion de la leche de cabra en la
dieta de poblaciones que sufren anemia ferropénica nutricional, ya que este tipo de leche ayuda
a paliar los efectos adversos producidos en el hueso tanto por la deficiencia como por la

sobrecarga de Fe.
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