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ABREVIATURASUSADAS

-AAS: Espectrofotometria de absorcion atdmica.

-ADP: Adenosin difosfato.

-AMP: Adenosin monofosfato.

-ATP: Adenosin trifosfato.

-CDA: Coeficiente de digestibilidad aparente.

-CP: Creatin-fosfato.

-Dieta E: Dieta estandar, con contenido normal de Ca.

-Dieta E*: Dieta estandar, con contenido doble de Ca.

-Dieta C: Dieta basada en leche de cabra, con contenido normal
de Ca.

-Dieta C*: Dieta basada en leche de cabra, con contenido doble
de Ca.

-Dieta V: Dieta basada en leche de vaca, con contenido normal
de Ca.

-Dieta V*: Dieta basada en leche de vaca, con contenido doble
de Ca.

-DMT1: Transportador de metales divalentes 1.

-DNA: Acido desoxirribonucleico.

-Dyctb: Citocromo duodenal b.

-ERH: Eficacia de regeneracion de la hemoglobina.

-FAO: Organizacion para la agricultura y alimentacion.

-GL C: Cromatografia gas-liquido.

-GOT: Transaminasa glutdmico-oxalacético.

-GPT: Transaminasa glutdmico-piravico.

-GTP: Guanosin trifosfato.

-Hb: Hemoglobina.

-HDL: Lipoproteina de alta densidad.

-HPL C: Cromatografia liquida de alta resolucion.

-HFE: Gen responsable de la hemocromatosis.
-IAN: Instituto Americano de Nutricion.

-IRE: Elemento regulador de hierro.

-IRP: Proteina reguladora de hierro citosolica.
-LC: Cromatografia liquida.

-LDL: Lipoproteina de baja densidad.

-LPL: Lipoprotein-lipasa.

-MCT: Triglicérido de cadena media.

-MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad.
-MS: Espectrometria de masas.

-MTPI: Proteina transportadora de metales 1 (ferroportina 1).
-NADH: Nicotin adenin dinucledtido reducido.
-PTH: Parathormona.

-PTHTrP: Proteina relacionada con la PTH.

-Pi: Fosforo inorganico.

-PITC: Fenilisotiocianato.

-PUFA: Acido graso poliinsaturado.

-RDA: Ingesta diaria recomendada.

-R/I: Relacion retenido con respecto al ingerido.
-RNA: Acido ribonucleico.

-RP-HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion en fase
inversa.

-STF: Estimulador del transporte de hierro.
-TfR1,2: Receptor de transferrina 1,2.

-TIBC: Capacidad total de fijacion al Fe.

-VCM: Volumen corpuscular medio.
-WHO/OM SS: Organizacion mundial de la salud.

-XO: Xantina-oxidasa.
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OBJETO

1. OBJETO

Los avances en la tecnologia alimentaria, con una poblacion cada vez mads
preocupada por la salud y la calidad de vida, han llevado a la ciencia de la nutricion a la
busqueda de nuevos alimentos con valor afiadido, que tengan beneficios saludables y
ayuden a retrasar e incluso prevenir la aparicion de algunas enfermedades. En este contexto
se enmarca la leche de cabra, producto con unas propiedades nutricionales excelentes que le
confieren un alto interés como alimento y objeto de investigacién. A pesar de su bajo
consumo, la leche de cabra estd adquiriendo un gran interés en la tendencia actual de buscar

alimentos mads saludables en los paises desarrollados.

La leche de cabra es un alimento natural de muy facil digestion y tolerancia y con
un alto valor nutricional. Es una fuente excelente de protefnas de alta calidad y facil
absorcion, proporciona dcidos grasos de cadena corta y media (caproico, caprilico y
caprico) lo que contribuye a una digestion mds rdpida, asi como dcidos grasos esenciales
tales como linoleico, linolénico y araquidonico. Entre los minerales cabe destacar el calcio
y el fosforo de alta digestibilidad, en parte debido a que se encuentran en asociacion con la
casefna de la leche. También es una buena fuente de vitaminas entre las que destacan la A,

D, y E, tiamina, riboflavina y niacina.

Estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion en animales de
experimentacion han puesto de manifiesto el efecto beneficioso de la leche de cabra
respecto a la de vaca sobre la utilizacion nutritiva de proteina, grasa y minerales en
sindrome de malabsorcion, acompafiado de un descenso en los niveles de LDL- colesterol,
manteniendo dentro del rango fisiologico los niveles de triglicéridos, HDL-colesterol y

transaminasas.

Ya en la década de los cincuenta se llevaron a cabo por diversas entidades
internacionales, entre ellas la propia Organizacion Mundial de la Salud, programas de

enriquecimiento de alimentos para luchar contra la desnutricion en zonas deprimidas del
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planeta. Ha sido en los tultimos afios cuando se ha producido el auténtico “boom” de los
alimentos enriquecidos (vitaminas, minerales, fibra, dcidos grasos, etc), los cuales han
empezado a formar parte habitual de nuestra dieta diaria. Al mismo tiempo, y de forma
paralela, se va imponiendo también poco a poco la alimentacién con productos naturales.
Estas dos tendencias son complementarias y, en definitiva, son la expresion de la inquietud

que se va generando en torno a la alimentacion como fuente de salud.

El sindrome anémico secundario a una deficiencia férrica, representa la anemia
carencial mas frecuente en nuestro medio y la primera causa de consulta hematoldgica. Segun
la Organizacion Mundial de la Salud, el déficit de hierro es ademads, la causa mas frecuente de
deficiencia nutricional en todo el mundo y se caracteriza por una disminucion o ausencia de
los depdsitos de hierro, con baja concentracion de hierro sérico y una baja saturacion de
transferrina, lo que repercute en los niveles de concentracion de hemoglobina y de

hematocrito.

Por otra parte, nuestro grupo de investigacion ha llevado a cabo estudios que
demuestran que la anemia ferropénica nutricional provoca alteraciones importantes en el
metabolismo del calcio y fosforo, con una mayor excrecion urinaria que da lugar a un

considerable grado de desmineralizacion dsea.

Ante el enriquecimiento creciente en calcio de algunos productos y la tendencia en el
aumento de su consumo, es necesario plantearse los posibles efectos negativos debido a su
interaccién a nivel metabdlico con otros minerales, en especial con el hierro, hecho que

adquiere una gran importancia en situacion de anemia ferropénica nutricional.

Sin embargo, los efectos de la suplementacion crénica de calcio sobre el estatus
mineral no estdn todavia claros y la informacion es escasa acerca de los efectos de una
ingesta elevada de este mineral sobre la biodisponibilidad y depdsitos corporales de hierro,

calcio, fosforo y magnesio.



OBJETO

En base a estos antecedentes el objeto del presente trabajo se centra en el estudio
comparativo de la leche de cabra respecto a la de vaca, con un contenido normal o
enriquecidas en calcio, sobre la utilizacion digestiva y metabdlica de hierro, calcio, foésforo
y magnesio mediante la técnica de balance metabdlico, en ratas controles y con anemia
ferropénica nutricional inducida experimentalmente. Ademads, con el fin de conocer como la
utilizacion nutritiva de estos minerales puede incidir en la distribucion y destino metabdlico
de los mismos, se ha determinado su concentracion a nivel de los distintos Organos
implicados en su regulacion homeostdtica. Por otra parte, se estudian distintos pardmetros
hematoldgicos relacionados con el metabolismo de hierro con el fin de conocer si estd afectado
su estatus, asi como los niveles séricos de Ca (total e id6nico), P, parathormona, y la

concentracion de Mg en sangre total, relacionados con el metabolismo de los otros minerales.
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2.1.EL HIERRO EN LA NUTRICION

2.1.1. INTRODUCCION

En términos de Salud Publica, la carencia de hierro es, con diferencia, la principal causa

de anemia nutricional.

La anemia por deficiencia de hierro ha sido reconocida como uno de los mayores
problemas sanitarios que afecta a una elevada proporcion de la poblacion mundial a todas las
edades. Los grupos de poblacién mas afectados son las mujeres en edad fértil, especialmente las

embarazadas y los nifios (Stephenson y col., 2000).

La anemia ferropénica se produce cuando las pérdidas de hierro o los requerimientos del
mismo superan el aporte que proporciona la dieta, con lo cual se agotan las reservas del
organismo, disminuye la sintesis de enzimas ferrodependientes, desciende la eritropoyesis y por

ultimo, disminuye la concentracion de hemoglobina.

2.1.2. DEFICIENCIA DE HIERRO

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

6%), es similar a la observada en mujeres de paises desarrollados (MacPhail y Bothwell, 1992).
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De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO), la anemia se define como
un nivel de hemoglobina inferior a 130 g/L. en hombres y menos de 120 g/L en mujeres (Ania y
col.,, 1997). La secrecion de eritropoyetina aumenta cuando los niveles de hemoglobina
descienden por debajo de 120 g/L, indicando que esos niveles de hemoglobina son necesarios

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

La anemia por deficiencia de hierro se caracteriza por la reducciéon o ausencia de
depdsitos de hierro, baja concentracion de hierro sérico, baja saturacion de transferrina, una
concentracion de hemoglobina baja y una reduccion del hematocrito. Inicialmente, los depdsitos
corporales de hierro, la ferritina y la hemosiderina decrecen, mientras que el hematocrito y la
hemoglobina permanecen normales. Después de esto, disminuye el nivel de hierro sérico y de
forma concomitante aumenta la capacidad de fijacion de hierro, reduciéndose el porcentaje de
saturacion de la transferrina. Consecuentemente, hay una rapida reduccion de las células rojas en
la circulacion. Este estado se conoce como “deficiencia de hierro sin anemia”. La anemia por
deficiencia de hierro es un estado mas avanzado de hiposiderosis, caracterizado por baja
concentracion de hemoglobina y descenso de hematocrito, con cambios en la citologia y
morfologia del eritrocito, los cuales dan lugar a hematies microciticos e hipocromicos, ademas

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

2.1.2.1. CAUSASDE LA ANEMIA FERROPENICA

La cantidad de hierro en el organismo se deriva del balance entre las demandas
fisiologicas y la cantidad ingerida. Hay determinados periodos de la vida en los que este balance
es negativo y el organismo debe recurrir al hierro de depdsito para poder mantener una
eritropoyesis adecuada. Por lo tanto, durante dichas etapas una dieta con insuficiente cantidad o

baja biodisponibilidad de hierro agrava el riesgo de desarrollar una anemia ferropénica.

La anemia ferropénica puede deberse a:
-Disminucién del hierro disponible, no pudiendo satisfacer los requerimientos normales.

En la mayoria de casos, la menor ingesta de hierro se produce en paises pobres, donde la dieta en
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general es insuficiente y el menor aporte de hierro es una deficiencia nutricional mas. En los
paises socioeconémicamente desarrollados, el aporte insuficiente se produce por dietas

inadecuadas, desequilibradas o insuficientes.

-Elevados requerimientos de hierro, como ocurre durante los primeros afios de vida,

adolescencia, embarazo y lactancia.

-Pérdidas sanguineas, bien por pérdidas menstruales excesivas o por hemorragias

diversas, como ocurre en €l caso de tumores intestinales o uterinos.

-Por ultimo, también puede deberse a infestaciones parasitarias como sucede en la
anquilostomiasis, a sindromes de malabsorcion, pacientes con aclorhidia o gastrectomia

extensiva (Scanlon y Yip, 1996).

2.1.2.2. CONSECUENCIASDE LA FERODEFICIENCIA

El hierro se encuentra formando parte de distintas moléculas de gran responsabilidad
bioldgica, lo que conlleva alteraciones amplias y en ocasiones de gran severidad al
establecimiento de anemia ferropénica. Las principales alteraciones que se producen en esta

patologia son:

-Falta de energia:

La incapacidad de un adecuado aporte de oxigeno a la célula, asi como la deficiencia de
la cadena de transporte electronico impiden una adecuada obtencion de energia que explica entre
otros efectos, la sensacion de fatiga, apatia, mareos, debilidad, irritabilidad, anorexia, mialgias e

incluso parestesias de pies y manos.

-Disminucién dela proliferaciéon celular:
Los epitelios mucosos disminuyen su grado de proliferacion ante la falta de hierro,

afectando en mayor grado a aquellos de mayor capacidad proliferativa. Asi ocurre a nivel de la
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mucosa digestiva, donde puede llegar a producir atrofia gastrica con hipoclorhidia. Otras
consecuencias de esta disminucion de la proliferacion celular son: lengua lisa y brillante,

estomatitis angular, unas quebradizas y deformes, pelo quebradizo, etc.

-Palidez de pid y mucosas.
Se debe a la disminucion del pigmento hematico y la palidez cutdanea a una
vasoconstriccion local, ya que como mecanismo homeostatico circulatorio, se produce una

desviacion de la sangre desde la piel y rifion a los 6rganos vitales.

-Manifestacionescirculatorias:
Salvo en la piel y el rifidén, hay vasodilatacion con aumento del gasto cardiaco, lo cual,
unido a una sangre mas fluida, justifica la taquicardia, palpitaciones, aumento de la presion

diferencial y por tanto la amplitud del pulso y los soplos cardiacos.

-Disnea:
Posiblemente se produce como consecuencia de una acidosis lactica hipoxica, que obliga

a aumentar la ventilacion, asi como por una fatiga precoz de los musculos respiratorios.

-Afectacion cerebral:

Se pueden afectar determinadas estructuras cerebrales que requieren un contenido
relativamente elevado de hierro, como demuestra el dato indirecto de las reservas hepaticas de
dicho elemento. Las funciones mas afectadas son las relacionadas con el sistema dopaminérgico
de neurotransmision, posiblemente porque la deficiencia de hierro conduce a una disminucion
del receptor D2 de la dopamina. Esto, a su vez, se asocia con una alteracion del catabolismo de
las aminas bidgenas como la serotonina, asi como el de opiopéptidos enddgenos. La
sintomatologia de la afectacion nerviosa puede ser muy variada, pudiendo llegar a afectarse la

atencion, la memoria y el aprendizaje.

Con respecto a las manifestaciones de la patologia en el sistema nervioso, hay que tener

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

un riesgo de afectacion neuronal (Hallterman y col., 2001).

-Alteracionesinmunitarias.

Se produce una disminucion de la respuesta inmune mediada por células (linfocitos T),
ya que disminuye la actividad de la enzima ribonucleétido reductasa, dependiente de hierro.
Ademaés hay una reduccion de la capacidad fagocitica de los neutrdfilos, por una menor
produccion de radicales libres, al disminuir la NADH dependiente de hierro. Igualmente,

también se ve afectada la mieloperoxidasa, implicada en el mecanismo de defensa.

-Alter aciones metabdlicas hepaticas:

El higado es uno de los 6rganos fundamentales en el metabolismo del hierro, ya que
ademas de almacenar y reciclar las reservas de este elemento, sintetiza diversas enzimas
dependientes de hierro. Asi en situacion de anemia, disminuyen diversas ferroproteinas
hepaticas como la citocromo C oxidasa, succinato deshidrogenasa, aconitasa, xantina oxidasa y

mioglobina.

-Alteraciones heméticas:
a) Hematies: microciticos (volumen corpouscular medio, VCM < 80 fL). Ademas
también son hipocromicos, porque la sintesis de hemoglobina es insuficiente.
b) Hemoglobina: inferior a 130 g/L en el hombre y 120 g/L en la mujer.
¢) Hierro sérico: inferior a 11 mmoles/L.
d) Capacidad de fijacion de hierro: superior a 70 mmoles/L.
e) Indice de saturacion de transferrina: inferior al 16%.
f) Ferritina: inferior a 40 mmoles/L.

g) Sideroblastos (tincion de Perls): No existe hierro tefiible en aspirado de médula.
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h) Otros datos hematicos: los niicleos de los neutrofilos son hiperpigmentados y las

plaquetas estan aumentadas.

2.1.2.3. TRATAMIENTO DE LA ANEMIA FERROPENICA

El tratamiento preferido, antes de la identificacion de la fuente de pérdida de hierro, es la
administracion oral de suplementos de hierro. Las sales de hierro ferroso son las mas utilizadas,
debido a su mayor solubilidad y disponibilidad al pH del duodeno y el yeyuno. La terapia
estandar para la anemia por deficiencia de hierro en adultos consiste en la administracion oral de
una tableta de 300 mg de sulfato ferroso (60 mg de hierro elemental), tres o cuatro veces al dia.
Mientras la absorcion estd potenciada por la administracion del hierro con el estdmago vacio, es
comun que aparezca dolor epigastrico cuando se ingiere el suplemento de hierro en ayunas, por
eso debe ser ingerido con las comidas. Otros efectos adversos que pueden aparecer con este tipo
de preparados son pirosis, nauseas, vomitos y diarreas. Estos sintomas se reducen administrando
las tabletas con las comidas, disminuyendo la dosis de hierro o administrando oralmente hierro-
carbonilo. Las preparaciones pediatricas liquidas de hierro pueden ser usadas, modificando la
dosis, para evitar efectos adversos. Para asegurar que hay una respuesta al tratamiento, la anemia
debe ser monitorizada. La causa mas frecuente del fallo del tratamiento, es el incumplimiento

terapéutico.

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

anemia para reponer los depdsitos del hierro del organismo.

El hierro para administracion intramuscular o intravenosa, estaba disponible en forma de
hierro-dextrano, pero ha tenido una alta tasa de toxicidad y ahora rara vez es prescrito. Por el
contrario, el polimero hierro-sacarosa resulta ser bastante mas seguro. Otras preparaciones
parenterales, tales como gluconato férrico y citrato férrico ceden el hierro a muchas proteinas

aparte de las proteinas transportadoras de hierro, con lo cual pueden ser depositadas en el
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parénquima hepatico y causar necrosis (Geisser y col., 1992). Los productos orales de hierro se
han abandonado en pacientes con enfermedad renal, que ahora son tratados con eritropoyetina.
Los efectos adversos mas frecuentes durante el tratamiento en pacientes con hemodialisis son:

hipotension, calambres y nauseas (Nissenson y col., 2003).

2.13. FUENTESALIMENTARIASDE HIERRO Y BIODISPONIBILIDAD

Por ahora, la mejor fuente alimentaria de hierro es el higado, seguido de pescados y
ostras, rifiones, corazén y carnes magras. Las judias secas son la mejor fuente vegetal de este
elemento. Algunas otras fuentes que aportan una buena cantidad de hierro son: la yema de
huevo, frutos secos, melazas de fruta, pasta integral, vino y cereales. La leche y productos
lacteos estan practicamente desprovistos de hierro. El maiz es un alimento altamente pobre en
hierro, por eso ciertas culturas cuyas dietas estan basadas principalmente en este alimento, tienen
tasas elevadas de anemia. La biodisponibilidad del hierro presente en la dieta es importante a la
hora de considerar las fuentes alimentarias de dicho elemento. Por ejemplo, solo el 50% o menos
del hierro presente en los cereales y algunos vegetales est4 disponible en una forma util para el
organismo. La fortificacion con hierro de los cereales, harinas y pastas ha aumentado de forma
significativa la ingesta total de hierro en ciertos paises. Los cereales enriquecidos con hierro se
han convertido en una fuente de hierro sustancial para nifios, asi como para adolescentes y

adultos (Whittaker y col., 2001).

Varios factores afectan la biodisponibilidad del hierro de la dieta. La tasa de absorcion
de hierro depende del status de hierro del individuo, es decir, del nivel de hierro de los depositos
del organismo. Una baja cantidad de hierro en los depdsitos implica una mayor tasa de
absorcion. Individuos con anemia ferropénica son capaces de absorber entre un 20 y un 30% del
hierro presente en la dieta, mientras que un individuo sin anemia solo absorbe un 5-10% del total

de hierro ingerido (Zlotkin, 2001).

El hierro esta en dos formas en la dieta: hierro hemo o hierro no hemo. La primera

forma estd presente en la carne como hemoglobina, mioglobina y ferritina, y el hierro no
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hemo esta presente como hidroxidos de hierro y otras sales, que pueden ser endégenamente
almacenadas en alimentos o adicionadas exdgenamente durante la fortificacion (por ejemplo
de la harina) o como consecuencia de la contaminacién. De las dos formas, el hierro hemo es
el mas disponible, la absorcion media a partir de una comida que contiene hierro hemo es de
un 25%. En una dieta occidental tipica, el hemo deberia probablemente constituir entre un 5
y un 10% de la ingesta de hierro diaria (Hallberg y col., 1979). La absorcion de hierro hemo
no esta afectada por otros componentes de la dieta, con la posible excepcion del calcio
(Hallberg y col., 1991, 1992), pero el cocinado prolongado puede conducir a la degradacion
de la estructura porfirinica y la “conversion” a hierro no hemo (Lombardi-Boccia y col.,
2002). Es de resaltar, que la presencia de carne en una comida no solo proporciona una fuente
de hierro hemo sino también estimula la absorcion intestinal de hierro no hemo (Glahn y col.,
1996, 1998; Swain y col., 2002) a través de un “factor carne” cuya naturaleza sigue sin estar

completamente dilucidada.

La absorcion de hierro puede ser inhibida en diferente magnitud por un niimero de
factores que quelan el hierro, incluyendo carbonatos, oxalatos, fosfatos y fitatos. También
ciertos factores presentes en la fibra vegetal pueden inhibir la absorcion de hierro no hemo. El
hecho de tomar en las comidas te o café puede reducir la absorcion de hierro en un 50% debido a
la formacion de complejos de hierro insolubles con los taninos. El hierro de la yema de huevo se

absorbe muy poco debido a la presencia de fosvitina (Stopler y col., 1999).
-Potenciador es dela absor cion del hierro no hemo:
e Vitamina C (Acido ascorbico): la vitamina C potencia fuertemente la absorcion
de hierro no hemo, reduciendo el hierro férrico de la dieta (Fe*") a hierro ferroso

(Fe*") y formando un complejo absorbible hierro-acido ascérbico.

e Oftros &cidos organicos. citrico, malico, tartarico y lactico tienen efecto

potenciador sobre la absorcion de hierro no hemo.
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e Carne, pescado y aves: aparte de proporcionar hierro hemo altamente absorbible,
también potencian la absorcion de hierro no hemo. El mecanismo para favorecer
la absorcion de hierro no est4 atin claro (Lynch, 1997; Food and Nutrition Board,

Institute of Medicine, 2004).

-Inhibidores dela absorcion del hierro no hemo:

e Acido Fitico: El acido fitico estd presente en las legumbres y el arroz y actia
como inhibidor de la absorcion de hierro no hemo. Pequefias cantidades de acido
fitico (de 5 a 10 mg) pueden reducir la absorcion de hierro no hemo en un 50%.

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

e Polifenoles: estos compuestos presentes en ciertas frutas, verduras, café, te y
especias, pueden inhibir de forma notable la absorcion de hierro no hemo. Este
efecto se reduce en presencia de la vitamina C (Fairbanks, 1999; Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

e Proteinas de la soja: las proteinas de la soja, como las que se encuentran en el
tofu, tienen un efecto inhibidor en la absorcion de hierro, que depende del
contenido en acido fitico (Food and Nutrition Board, Institute of Medicine,

2004).

e Algunos minerales: la absorcion del hierro no hemo se ve afectada por distintos
minerales con propiedades fisicoquimicas similares en cierta medida al hierro,
entre los que se encuentran el cinc, manganeso, cobre y calcio (Reddy y Cook,
1997). Sin embargo, Lopez-Aliaga y col. (2000), estudiaron la influencia de la
leche de cabra y vaca sobre la utilizacion digestiva y metabolica de hierro y
calcio en ratas adultas. Este estudio demostr6 el efecto beneficioso de la leche de
cabra, que favorece la utilizacion de hierro y calcio y minimiza la interaccion

entre estos dos minerales.
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TABLA |. Contenido en hierro de algunos alimentos (modificado de Yip, 2000):

ALIMENTO PORCION HIERRO (mg)
Tofu "4 de bloque 6.22
Ostras 6 (medianas) 5.04
Patata con piel Y, patata, cocida 2.75
Rifiones Y4 taza, cocinados 2.60
Melaza 1 cucharada sopera 3.50
Ternera 100g, cocinado 231
Zumo de ciruelas Un vaso de 250 mL 227
Carnedepollo 100g, cocinado 1.13

2.1.4. FUNCIONESDEL HIERRO

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

Las funciones principales del hierro son:

-Transportey almacenamiento de oxigeno:

El grupo hemo es un compuesto que contiene hierro y se encuentra en varias moléculas
biologicamente activas. La hemoglobina y la mioglobina son proteinas que contienen el grupo
hemo y estan implicadas en el transporte y almacenamiento de oxigeno. La hemoglobina es la
principal proteina de las células rojas de la sangre y representa aproximadamente dos tercios de
todo el hierro presente en el organismo. El papel vital que desempefia la hemoglobina en el
transporte de oxigeno desde los pulmones al resto del organismo se deriva de su capacidad tnica

para captar oxigeno rapidamente, durante el corto intervalo de tiempo que estd en contacto con
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los pulmones y liberar posteriormente este oxigeno segin las necesidades a través de su
circulacion por los distintos tejidos. Las funciones de la mioglobina en el transporte y almacén
de oxigeno a corto plazo en las células musculares, ayuda a cubrir su demanda por parte de los

musculos que estan trabajando (Beard, 2001).

-Sensibilizacion al oxigeno:

Un aporte inadecuado de oxigeno, por ejemplo como el que experimentan las personas
que viven a grandes altitudes, o los que sufren una enfermedad crénica de pulmon induce una
respuesta compensatoria fisioldgica que incluye un aumento de la formacion de células rojas, un
aumento del crecimiento de vasos sanguineos (angiogénesis) y una mayor produccion de
enzimas utilizadas en el metabolismo anaerobio. Bajo condiciones de hipoxia, factores de
transcripcion conocidos como factores inducibles por la hipoxia, se unen a elementos de
respuesta en ciertos genes que codifican varias proteinas implicadas en la respuesta
compensatoria a la falta de oxigeno e incrementan la sintesis de dichas proteinas. Recientes
estudios revelan que la enzima prolil-hidroxilasa hierro-dependiente juega un papel crucial en la
regulaciéon de estos factores inducibles por la hipoxia y consecuentemente en la respuesta
fisiologica a esta situacion. Cuando la tension celular es adecuada, las subunidades o de los
recién sintetizados factores inducibles por la hipoxia, son modificados por la enzima prolil-
hidroxilasa en un proceso dependiente de hierro que las hacen muy sensibles a la degradacion.
Cuando la tension celular de oxigeno cae por debajo de un umbral critico, la prolil-hidroxilasa
no puede modificar la subunidad a para su degradacion, lo que permite que esta subunidad o se
una a la subunidad B y formen un factor de transcripcion activo que es capaz de entrar en el
nucleo y unirse a elementos de respuesta especificos en ciertos genes (Ivan y col., 2001;

Jaakkola y col., 2001).

-Transporte de eectrones, metabolismo ener gético y detoxificaciéon dd organismo:

En la produccién de ATP mitocondrial participan multitud de enzimas que contienen
hierro hemo y no hemo. Los citocromos presentes en practicamente todas las células, ejercen su
funcion en la cadena de transporte electronico mitocondrial, transfiriendo electrones y

almacenando energia gracias a las reacciones alternas de oxidacion y reduccion (redox) del
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hierro. Numerosos xenobidticos insolubles en agua y moléculas organicas toxicas son
transformadas por el sistema del citocromo P450 hepatico, en otras moléculas mucho mas

hidrosolubles, que pueden ser excretadas por via biliar (Beard, 2001).

-Antioxidante y funciones pr o-oxidantes beneficiosas.

La catalasa y la peroxidasa son enzimas que contienen el grupo hemo y protegen a la
célula de la acumulacion de peréxido de hidrogeno, una especie reactiva del oxigeno altamente
perjudicial, convirtiéndola en agua y oxigeno. Formando parte de la respuesta inmune, algunas
células blancas de la sangre engloban a bacterias patogenas y las exponen a especies reactivas
del oxigeno, consiguiendo asi eliminar al agente patégeno. La sintesis de acido hipocloroso (una
especie reactiva del oxigeno) de los neutréfilos es catalizada por la enzima mieloperoxidasa, que

contiene el grupo hemo (Brody, 1999).

-Sintesisdel DNA:
La ribonucledtido reductasa es una enzima dependiente de hierro requerida para la
sintesis del DNA, de hecho, esta enzima tiene un papel limitante en la sintesis del acido

desoxirribonucleico (Beard, 2001).

2.2.UTILIZACION NUTRITIVA DE HIERRO

2.2.1. REQUERIMIENTOS

Los requerimientos de hierro en cada etapa de la vida estan determinados por los

cambios fisioldgicos a los que se enfrenta el organismo durante su desarrollo.

Al nacer, el nifio sustituye el suministro seguro de hierro aportado por la placenta por
otro mas variable y con frecuencia insuficiente, proveniente de los alimentos. Durante el
primer afio de vida, el nifio crece rapidamente, como resultado de lo cual, al cumplir el primer
afio habri triplicado su peso y duplicado su hierro corporal (Dallman y col., 1993). En este
periodo se estima que las necesidades de hierro oscilan en un rango de entre 0.6 y 1.0

mg/Kg/dia (11 mg/dia) (Bothwell, 1995; Food and Nutrition Board, 2004).
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Durante esta etapa de vida, pueden distinguirse tres periodos caracteristicos, en
dependencia del estado nutricional del hierro. El primer periodo comprende las primeras 6 a
8 semanas, durante las cuales se produce un descenso progresivo de los niveles de
hemoglobina, de 170 g/L al nacer a 110 g/L, como consecuencia de la disminucion de la
eritropoyesis. El hierro liberado producto de la destruccion de los hematies es insuficiente
para cubrir las necesidades durante este periodo y el que no se utiliza, se almacena para
satisfacer las demandas de las siguientes etapas de desarrollo. Durante estas semanas, la
cantidad de hierro absorbido a partir de los alimentos no es significativa (Lonnerdal y Dewey,

1995).

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

en la etapa anterior, que se traduce en un incremento de los niveles de hemoglobina.

El tercer periodo comienza alrededor del cuarto mes y se caracteriza por un aumento
progresivo de la dependencia de hierro alimentario para garantizar una eritropoyesis eficiente.
Esto hace que sea necesario asegurar al lactante una dieta rica en hierro, que garantice un

suministro adecuado de este metal para cubrir sus requerimientos (Dallman y col., 1993).

En el caso de los nifios prematuros y con bajo peso al nacer, la susceptibilidad de
desarrollar una ferrodeficiencia es mucho mayor, ya que sus reservas corporales son menores,
unido a un crecimiento postnatal mas acelerado. Esto hace que las reservas se agoten mas
facilmente, por lo que se hace necesario el suministro de hierro exdgeno antes del cuarto mes

de vida.

Lonnerdal y Dewey (1995) afirman que durante la infancia, las necesidades de hierro
para el crecimiento son menores, alrededor de 10 mg/dia, pero contintian siendo elevadas en
términos de ingesta relativa, 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 hierro o alteran su biodisponibilidad.
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En la adolescencia se produce un nuevo incremento de las demandas de hierro, como
consecuencia del crecimiento acelerado. Durante el desarrollo puberal, un adolescente
aumenta unos 10 Kg de peso, que debe acompafarse de un incremento de 300 mg de su
hierro corporal para lograr mantener constante su hemoglobina, que en este periodo aumenta
a razén de 50-100 g/L/afno. En consecuencia, un adolescente vardn requiere alrededor de 350

mg de hierro por aiio durante el pico de crecimiento de la pubertad (Uzel y Conrad, 1998).

Las necesidades de hierro en mujeres son superiores, pues aunque la velocidad de
crecimiento es menor, se adicionan las pérdidas menstruales (Lonnerdal y Dewey, 1995). El
aumento de unos 9 Kg de peso de una adolescente durante la pubertad, implica un aporte de
unos 280 mg de hierro para mantener la concentracion de hemoglobina en niveles adecuados.
Un sangrado menstrual promedio de unos 30 mL de sangre implica la pérdida de unos 75 mg
de hierro. En consecuencia, una adolescente en pleno pico de crecimiento requiere unos 455

mg de hierro por afio.

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

lactancia pueden agravar esta situacion (Conrad y Umbreit, 2000).

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

establecen en 45 mg/Kg de dieta de hierro (Reeves y col., 1993).
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TABLA Il. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de hierro (modificado de Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

EtapadelaVida Hombres (mg/dia) Mujeres (mg/dia)

L actantes 0-6 meses 0.27 0.27
L actantes 7-12 meses 11 11
Nifios 1-3 afios 7 7
Nifios 4-8 afios 10 10
Nifios 9-13 afios 8 8
Adolescentes 14-18 afios 11 15
Adultos 19-50 afios 8 18
Adultos 51 afios en adelante 8 8
Embarazo Todas las edades - 27
L actancia materna 18 afios 0 menos - 10
Lactanciamaterna 19 afios en adelante - 9

2.2.2. ABSORCION

La mayor parte del hierro no hemo de la dieta entra en el tracto gastrointestinal en la
forma férrica o forma Fe'*. Este es esencialmente no biodisponible y primero debe ser
convertido a ferroso o Fe** (FIGURA I). Hay numerosos componentes dietarios capaces de
reducir el Fe’" a Fe*" incluyendo el 4cido ascorbico (Han y y col., 1995; Wienk y col., 1999)
[-caroteno (Layrisse y col., 1997; Garcia-Casal y col., 2000) y aminoacidos tales como la
cisteina (Glahn & van Campen, 1997) y la histidina (Swain y col., 2002). Ademas, los
enterocitos poseen actividad reductora enddgena gracias a la recientemente caracterizada
reductasa férrica Dcytb (McKie y col., 2001) (Dcytb: citocromo duodenal b) que se expresa
en la membrana del borde en cepillo de los enterocitos duodenales, el principal sitio para la
absorcion del hierro de la dieta. Se ha demostrado que una elevacion de los anticuerpos frente

al Dyctb, bloquea la actividad de la reductasa férrica endogena de la membrana del borde en
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cepillo duodenal. Ademas, el RNAm del Dcytb y la expresion proteica estan reguladas al alza
por los estimuladores de la absorcion de hierro, sugiriendo un papel principal en la captacion

de hierro (McKie y col., 2001).

Una vez formado, el Fe*" llega a ser un sustrato para el transportador metal divalente
(DMTT1) conocido también como transportador catién divalente DCT1 (Gunshin y col., 1997)
y proteina macréfago asociada a la resistencia natural, Nramp2 (Fleming y col., 1997). El pH
relativamente bajo del duodeno proximal junto con el microclima acido presente en la
membrana del borde en cepillo (Lucas y col., 1978; McEwan y col., 1990) estabiliza al
hierro ferroso. Ademas, este medio proporciona una fuente rica de protones que son
esenciales para el cotransporte con el hierro via DMT]1 (Gunshin y col., 1997; Tandy y col.,
2000). EI papel de este transportador en la homeostasis de hierro intestinal es puesto de
relieve por dos modelos de roedores, el raton mk/mk (Fleming y col., 1997) y la rata Belgrade
(b) (Fleming y col., 1998). Ambos modelos de animales poseen la misma mutacion (G185R)
en el gen DMT1 que conduce al defecto en la captacion intestinal de hierro y a la anemia

microcitica.

También se ha propuesto que el Fe’™ puede ser absorbido por los enterocitos
intestinales a través de un mecanismo que es distinto al del DMT1 (Conrad y Umbreit, 2000).
En este modelo, cuando el hierro es movilizado a partir del alimento en el medio acido del
estomago, es quelado por las mucinas, las cuales mantienen el hierro en estado férrico. El
Fe’" entra en el enterocito a través de la membrana apical por interaccion con la integrina -3
y mobilferrina (una homologa de la calreticulina). En el citosol, este complejo se combina
con la flavina monooxigenasa y la microglobulina -2 para formar un conglomerado mas

. .. .y + . 2+
grande conocido como paraferritina, resultando en la conversion del Fe'" absorbido a Fe*".

Los mecanismos involucrados en la captacion del hemo no se conocen claramente. La
captacion tiene lugar a través de un mecanismo independiente del no hemo que puede
involucrar un mecanismo mediado por receptor (Grasbeck y col., 1979, 1982). La evidencia

funcional para un supuesto transportador/receptor hemo ha sido recientemente comprobada
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en las células intestinales Caco-2 (Worthington y col., 2001), pero su localizacion y funcion

en los tejidos intestinales nativos tienen que ser determinadas.

Dentro del enterocito, el hierro contenido en el anillo porfirinico hemo es escindido
por accion de la hemo oxigenasa (Raffin y col., 1974) y entra en un pool comun, junto con el
hierro no hemo, dentro de los enterocitos duodenales. En esta fase, el hierro absorbido tiene
dos destinos, dependiendo de los requerimientos del organismo. Si los depositos corporales
(principalmente en el higado) estan repletos, el hierro sera almacenado en los enterocitos
como ferritina y eliminado del lumen intestinal, ya que las células viejas son desprendidas en
el apice de la vellosidad. Sin embargo, si hay unos requerimientos para reponer los depositos
o una demanda metabolica incrementada, el hierro absorbido pasa a formar parte del pool de

hierro 1abil, desde donde es procesado para la salida de la célula.

El eflujo basolateral es llevado a cabo por medio de la accion coordinada de una
proteina transportadora IREG1 (McKie y col., 2000)- también conocida como ferroportina 1
(Donovan y col., 2000) y MTP1 (Abboud y Haile, 2000)- y una oxidasa férrica, la hefaestina
(Vulpe y col., 1999). El IREG1 actia como una proteina de eflujo de hierro cuando se
expresa en los oocitos de Xenopus laevis, pero esta funcion requiere la presencia de
ceruloplasmina, una proteina de unién con atomos de cobre que actiia como una ferroxidasa,
ademas de la transferrina para unirse al hierro liberado recientemente (McKie y col., 2000).
Esto sugiere que el eflujo de hierro por medio de la IREG1 ocurre como Fe*" pero debe ser
oxidado a Fe’” para facilitar su carga sobre la transferrina, favoreciendo asi el posterior
transporte en el plasma. En el intestino, la oxidacion del hierro es llevada a cabo por un
homologo de la ceruloplasmina, la hefaestina, la cual como la ceruloplasmina es una
ferroxidasa multicobre. El papel de la hefaestina en el eflujo de hierro fue demostrado en la
anemia vinculada al sexo de este modelo animal, donde la captacion de hierro a partir de la
dieta es normal, pero la liberacion a través de la membrana basolateral esta enormemente
alterada. En estos animales, el gen de la hefaestina es defectuoso conduciendo a una forma de

proteina truncada no funcional (Vulpe y col., 1999).
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FIGURA |. Modelo de las rutas de absorcion de hierro en el enterocito. La figura
muestra el hierro i6nico y el hierro hemo del lumen intestinal y su transferencia a la sangre.
DMT1: Transportador de metales divalentes 1. HFE: proteina de la hemocromatosis. TfR1:

Receptor de la transferrinal. TfR2: Receptor de la transferrina 2. (Trinder y col., 2002):
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-Regulacion del transporteintestinal de hierro:

La regulacion de la absorcion intestinal de hierro es un hecho complejo y reside en
seflales generadas en los principales sitios de almacén de hierro (higado) y utilizacion
(médula 6sea) que indican el estado de hierro corporal. Estas sefiales son a menudo llamadas
el “regulador de los almacenes” y el “regulador eritroide” respectivamente y juntos coordinan

la captacion intestinal con los requerimientos corporales.

El sitio de accion de estos reguladores es todavia controvertido. La hipdtesis actual
concerniente al control de la absorcion intestinal de hierro contempla las células producidas

recientemente en las criptas duodenales de Lieberkiihn y los “sensores” de hierro intestinal
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que gobiernan la expresion de las proteinas involucradas en la homeostasis de hierro en el

intestino.

Las células de las criptas solo expresan el HFE en el duodeno (Parkkila y col., 1997a;
Waheed y col., 1999), una proteina que muta en mas del 80% de los pacientes con
hemocromatosis (Feder y col., 1996). El1 HFE es una molécula MHC de clase I y 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). La microglobulina 3,
juega un papel esencial en el metabolismo del hierro, ya que la supresion de este gen conduce
a una sobrecarga progresiva de hierro similar a la que aparece en los pacientes con

hemocromatosis (Rothenberg y Voland, 1996; Santos y col., 1996).

Ademas del HFE y la microglobulina 3,, las células duodenales de la cripta también
expresan receptores a la transferrina (TfR) en su superficie basolateral. Se cree que el HFE
unido a TfR regula la velocidad a la cual la transferrina unida al hierro puede entrar en la
célula (Parkkila y col., 1997b; Feder y col., 1998). Normalmente, la captacion de hierro por el
duodeno a partir del plasma es directamente proporcional a la concentracion plasmatica de
dicho elemento. Sin embargo, en los ratones knockout nfe la captacion duodenal de hierro a
partir de la transferrina plasmadtica es significativamente menor que en los ratones controles,
confirmando la hipotesis de que el HFE juega un papel crucial en la regulacion de la
captacion del hierro unido a transferrina (Trinder y col., 2002). Se pens6 que la concentracion
celular de hierro establecida como el resultado de la interaccion HFE / TfR determina, en
ultimo lugar, el nivel de expresion de las proteinas involucradas en la absorcion de hierro en
las células absortivas maduras en el tercio superior de las vellosidades. Esto esencialmente
significa que los niveles de proteina transportadora son pre-programados en las células que
dejan la cripta y que la re-programacion en respuesta a cambios en el estado corporal de
hierro 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).

23



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Se piensa que el control de la expresion de los genes reguladores de hierro, ocurre por
medio de un mecanismo post-transcripcional que implica interacciones entre las proteinas
reguladoras de hierro citosolico (IRP) y los elementos sensibles al hierro (IRE), estructuras de
tronco curvo en ambas regiones no translocadas 5’ y 3’ de varias especies de mRNA,
incluyendo los transportadores de hierro (Lee y col., 1998). Tradicionalmente, la interaccion
IRP/IRE en el 3’UTR (por ejemplo en el receptor de la transferrina) se sospecha que induce

la estabilidad del RNAm (Casey y col., 1988; Miillner y Kiihn, 1988; Hentze y Kiihn, 1996).

La regulacion de la expresion del transportador IREG1 es una cuestion compleja y la
evidencia sugiere que la respuesta a cambios en el estado de hierro es especifica de los
tejidos. El RNAm IREGI contiene un solo IRE en el 5’UTR (Abboud y Haile, 2000; McKie
y col., 2000). Se ha demostrado que la expresion de otros genes que poseen 5’IREs, tales
como la ferritina, estd incrementada por el hierro elevado en los enterocitos duodenales
(Oates y Morgan, 1997). De acuerdo con estos efectos previsibles, la expresion del IREG1 en
el higado (Abboud y Haile, 2000) y pulmén (Yang y col., 2002) es regulada por el hierro
elevado. Sin embargo, el papel del IRE en la regulacion de la transcripcion del IREGI

intestinal es controvertido.

2.2.3.DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

-Circulacion sanguinea:

La mayoria del hierro en la sangre forma parte de la hemoglobina de las células rojas, lo
cual representa una cantidad de entre 400 y 600 mg/L. La menor cantidad de este elemento
presente en el plasma (2-20 mg/L) esta casi completamente unida a transferrina. La ferroxidasa
(ceruloplasmina) oxida el Fe’ circulante a Fe'. El Fe’* puede fijarse a dos sitios de la
transferrina, pero menos de la mitad de los sitios disponibles son ocupados en individuos sanos.
La concentracion de hierro libre (no unido a transferrina) es normalmente inferior a 10 mol/L.
El mantenimiento de una concentracion muy baja de hierro libre limita la generacion de

radicales libres y evita la proliferacion de bacterias dependientes de hierro en la sangre y tejidos.
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Incluso un leve incremento, tipico en individuos con variantes heterozigoticas del gen de la

hemocromatosis HFE, aumenta el riesgo de sufrir una septicemia mortal (Gerhard y col., 2001).

Los receptores de transferrina en las fosas recubiertas de clatrina de la superficie de
muchas células portan transferrina diférrica (que tiene dos atomos de hierro) con cientos de
pliegues preferentes comparado con la apotransferrina (que no porta hierro) y ejerce como
mediador de la captacion a través de la ruta de la endocitosis. La invaginacion de las fosas
conduce a la formacion de vesiculas endosomicas que comienzan la acidificacion por la accion
de una ATPasa transportadora de protones (Levy y col., 1999). La bomba de protones DMT]1
bombea hierro desde la vesicula acida (rica en protones) hasta el citoplasma donde se une a

mobilferrina (Conrad y col., 1996).

Existen dos receptores de transferrina con una distribucion tisular caracteristica. El
receptor de transferrina 1 (TfR1) se expresa principalmente en los enterocitos y los precursores
de muchas células rojas. El receptor de transferrina 2 (TfR2) se expresa en las células hepaticas
y monocitos circulantes. Més de cuatro residuos de adcido neuraminico residen en la transferrina
sanguinea de la mayoria de individuos sanos. Al receptor de transferrina se une transferrina sin
acido neuraminico (asialotransferrina) en menor cantidad que la sialotransferrina normal. La
asialotransferrina es preferentemente aclarada en el higado via receptor de la asialoglicoproteina
(Potter y col, 1992). Una ingesta muy elevada de alcohol incrementa el porcentaje de

asialotransferrina en sangre (Walter y col., 2001).

-Barrera hematoencefélica:

Los mecanismos de transferencia de hierro desde la sangre al cerebro son de particular
interés, porque un aporte inadecuado durante la infancia obstaculiza un 6ptimo desarrollo
cognitivo e intelectual y porque la acumulacion de hierro en el cerebro es una de las causas mas
comunes de enfermedades neurodegenerativas durante la tercera edad. El hierro puede alcanzar
el cerebro por dos vias: atravesando la capa endotelial de los capilares cerebrales y por filtracion
al fluido cerebroespinal y consecuente captacion mediada por receptor de las neuronas (Moos y

Morgan, 2000). Tanto el hierro libre como el unido a proteinas también pueden cruzar
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directamente de la circulacion sanguinea al cerebro a través de sitios sin barrera

hematoencefalica.

El principal mecanismo para entrar a las células endoteliales de la barrera
hematoencefalica es la endocitosis mediada por receptor del hierro unido a transferrina. El
DMT]1 transporta hierro fuera de las vesiculas endociticas (Burdo y col., 2001). La salida de
hierro se realiza usando apotransferrina de los astrositos, que es captada via receptores de
transferrina, cargada con hierro y retornada al espacio extracelular. Otra ruta transepitelial capta
hierro unido a lactoferrina, gracias a una proteina relacionada con el receptor LDL (Gross y
Weindl, 1987). El transporte axonal puede aportar hierro a las neuronas fuera del cerebro a
distancia considerable. La proteina transportadora de metales 1 (MTP1) promueve la salida de

hierro del cerebro (Burdo y col., 2001).

-Transferencia mater no-fetal:

La transferrina diférrica de la sangre materna atraviesa la capa sincitiotrofoblastica por
endocitosis mediada por receptores de transferrina (Georgieff y col.,, 2000). El hierro es
transportado fuera de los endosomas por la DMT1 y movido a la membrana basal. La salida de
hierro del sincitiotrofoblasto hasta la sangre fetal es un proceso complejo y no completamente
conocido, que implica la oxidacion por una cobre-oxidasa de la placenta, de forma similar a la
accion de la ceruloplasmina (Danzeisen y col., 2000) y transferencia a través de la membrana

basal por la ferroportina 1 (Gambling y col., 2001).

Al final de un embarazo a término, una madre ha proporcionado unos 245 mg de hierro
al feto y 75 mg son usados para la placenta y el cordon umbilical (Food and Nutrition Board,
Institute of Medicine, 2004). Este hecho no tiene en cuenta la expansion de la masa de
hemoglobina materna durante el embarazo (unos 500 mg). Una ferrodeficiencia materna
incrementa la eficiencia de la transferencia de hierro al feto, parcialmente debida a la expresion
incrementada de la cobre-oxidasa y el receptor de transferrina (Gambling y col., 2001). Esto

significa que la transferencia de hierro al feto tiene preferencia sobre las necesidades de la madre

26



JAVIER DiAZ CASTRO

y la deficiencia materna puede empeorar si la ingesta no es adecuada. La pérdida de sangre

durante el alumbramiento implica una pérdida de otros 150 mg de los depdsitos maternos.

2.24. METABOLIZACION

-Recuperacion de hierro hemo:
La hemo oxigenasa escinde el grupo a-metileno del hemo, genera biliverdina y libera
Fe’". La NADH-ferrihemoprotein reductasa es necesaria para producir en una reacciéon NADH-

dependiente tres moléculas de ferricitocromo por cada grupo hemo escindido.

La isoforma 1 de la hemo oxigenasa es inducida por el grupo hemo, la presencia de
metales pesados, agentes oxidantes y endotoxinas, mientras que la hemo oxigenasa 2 no es
inducible. Las células rojas senescentes de la sangre (las que han cumplido su ciclo de vida
medio de unos 120 dias) son eliminadas de la circulacion principalmente por el bazo y el higado.
La hemo oxigenasa microsomal del bazo y muchos otros tejidos también provoca la escision del
grupo hemo de la mioglobina, citocromos y enzimas con el grupo hemo. La biliverdina entonces
puede ser metabolizada por la biliverdin-reductasa y es convertida en bilirrubina. Alrededor de
un 40% del hierro de las células rojas fagocitadas es usada para la sintesis de hemoglobina; el

resto va a almacenarse en los depdsitos de hierro (Cassanelli y Moulis, 2001).
2.2.5. DEPOSITOSDE HIERRO EN EL ORGANISMO

El contenido total de Fe en los hombres es de unos 50 mg/Kg, mientras que las mujeres
tienen una proporcion ligeramente inferior y se distribuye como se ilustra en la FIGURA II. La

mayoria del Fe del organismo (60-70%) forma parte de la hemoglobina de las células rojas

(Papanikolau y Pantopoulos, 2004).

27



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

FIGURA Il1. Distribucion del hierro en el organismo (Papanikolau y Pantopoulos,

2004):

Duodeno

Absorcion de Fe de la dieta

Miisculo ~ 1-2mg/dia Parénquima hepético
~ 300 mg 'L ~ 1000 mg
{principalmente i almacenado principalmente

en la ferritina)

{__\-_t:—_::______.??
_\_\_\-\"\i{}'
— # « Meédula dsea

Macrafagos , B.UU mg
Eritrocitos (principalmente
= GO0 myg )
~ 1800 mg en la hemoglobina)

{en la hemoglobina)

en la mioglobina)

Pérdidas corporales de Fe
Descamacion de las
células de la piel

Menstruacion
Otras pérdidas sanguineas
~ 1-2 mg/dia

\

El exceso de hierro se deposita intracelularmente como ferritina y hemosiderina,
fundamentalmente en el sistema reticuloendotelial, el higado y la médula 6sea. Cada molécula
de ferritina puede contener hasta 4500 atomos de Fe, aunque en condiciones normales tiene
alrededor de 2500, almacenados como cristales de hidréxido fosfato férrico (Dallman y col.,

1993; Wick y col., 1996; Cassanelli y Moulis, 2001).
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La molécula de apoferritina es un heteropolimero formado por 24 subunidades de 2 tipos
diferentes: L y H, con un peso molecular de 20 kDa cada una, constituidas por 4 cadenas
helicoidales. Las variaciones en el contenido de subunidades que componen la molécula
determinan la existencia de diferentes isoferritinas, las cuales se dividen en dos grandes grupos:
isoferritinas acidas (ricas en cadenas H) localizadas en el corazon, los gldbulos rojos, los
linfocitos y los monocitos, y las isoferritinas basicas (ricas en cadenas L) predominantes en el

higado, bazo, placenta y granulocitos (Worwood, 1995; Cassanelli y Moulis, 2001).

Las subunidades se organizan entre si de tal manera que forman una estructura esférica
que rodea a los cristales de hierro. Esta cubierta proteica posee en su entramado 6 poros de
caracter hidrofilico con un tamafo suficiente para permitir el paso de flavinmononucleotidos,
acido ascorbico o desferroxamina. Se plantea que estos poros tienen una funcién catalizadora
para la sintesis de los cristales de hierro y su incorporacion al interior de la molécula de ferritina

(Dallman y col., 1993).

La funcion fundamental de la ferritina es garantizar el deposito intracelular de hierro para
su posterior utilizacion en la sintesis de proteinas y enzimas (FIGURA III). Este proceso implica
la unién del hierro a los canales de la cubierta proteica, seguido por la entrada y formacion de un
nucleo de hierro en el centro de la molécula. Una vez formado un pequefio nicleo sobre su
superficie, puede ocurrir la oxidacion de los restantes dtomos del metal a medida que se van

incorporando (Andrews y col. 1992).

Se han observado diferencias entre la velocidad de captacion de hierro por las diferentes
isoferritinas; asi las isoferritinas ricas en cadenas H tienen mayor velocidad de captacion y se ha
demostrado que ésta es precisamente la funcién de este tipo de subunidad. No obstante, las
cadenas H y L cooperan en la captacion del hierro, las subunidades H promueven la oxidacion
del hierro y las L, la formacion del nicleo (Levi y col., 1992). Tanto el deposito de hierro como
su liberacion a la circulacion son muy rapidos, e intervienen en este ultimo proceso el

flavinmononucledtido. El hierro es liberado en forma ferrosa y convertido en férrico por la
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ceruloplasmina plasmatica para que sea captado por la transferrina que lo transporta y distribuye

al resto del organismo.

La hemosiderina esta quimicamente emparentada con la ferritina, de la que se diferencia
por su insolubilidad en agua. Aunque ambas proteinas son inmunoldgicamente idénticas, la
hemosiderina contiene un porcentaje mayor de hierro (30%) y al microscopio se observa como
agregados de moléculas de ferritina con una conformacion diferente de los cristales de hierro

(Cassanelli y Moulis, 2001).

FIGURA I11. Representacion esquematica de las rutas de absorcion de hierro por los
hepatocitos. DMTI1: Transportador de metales divalentes 1. TfR1: Receptor de Ila
transferrinal. TfR2: Receptor de la transferrina 2. STF: Estimulador del transporte de hierro.

(Trinder y col., 2002):
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2.2.6. ELIMINACION

El hierro se pierde inevitablemente a través de la bilis (84 ug/Kg), la piel (42 ng/Kg), y
la orina (14 pg/Kg). Una pérdida menstrual tipica supone 30 mL por ciclo. La contracepcion
hormonal esta asociada con menores pérdidas. El contenido de hierro de la hemoglobina es 3.46
mg/g. Con una concentracion de hemoglobina en sangre de 130 g/L, la pérdida de 1 mL de
sangre equivale a 0.45 mg de hierro. Pérdidas escasas de sangre, usualmente de unos mililitros
por dia del tracto digestivo, es una causa comun de deficiencia severa de hierro, especialmente

en la tercera edad.

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

debido a la transferencia a la leche (Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

Las pérdidas de hierro por la orina son relativamente escasas, porque muchas proteinas
que contienen hierro son demasiado grandes para filtrar a nivel glomerular. Ademads la
hemoglobina libre y el hemo son eliminados rapidamente de la circulacion bajo muchas
circunstancias y la concentracion de hierro libre en sangre es muy baja. Sin embargo, las
pequeiias 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). La falta de alguno de estos receptores incrementan las pérdidas de hierro notablemente.

2.2.7. REGULACION HOMEOSTATICA DEL BALANCE DE HIERRO

Los niveles de hierro son regulados principalmente a nivel de la absorcion intestinal,
pero otros sitios incluyendo los rifiones, también desempefian un papel primordial en la

regulacién homeostatica del hierro (Ferguson y col., 2001).

La funcién de la transferrina en el intestino delgado puede ser el enlace entre la
concentracion intracelular de hierro y los niveles de hierro sistémicos (la absorcion de hierro es

alta y no responde a los niveles de hierro sistémico en ausencia de transferrina). Con un estado
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de hierro idoneo (depdsitos llenos), mayor cantidad de hierro va de los enterocitos a la sangre y
la concentracion intracelular de hierro se mantiene mas alta que en condiciones de
ferrodeficiencia. Por tanto, individuos con los depdsitos de hierro repletos absorben una mayor

cantidad de hierro de la dieta, que aquellos que se encuentran en un estado de deplecion.

La absorcion intestinal de hierro estd regulada en varios puntos. Uno de ellos es el ajuste
de la captacion mediada por la DMT1 (Divalent Metal Transporter). Una alta concentracion de
hierro en los enterocitos, tal como la que se puede producir con una comida rica en hierro,
inmediatamente conduce a la redistribucion de DMT1 desde el borde en cepillo de los
enterocitos hasta el citosol e inmediatamente después a una disminucion de los niveles de DMT]1
y de la expresion del gen HFE (el gen responsable de la hemocromatosis) (Sharp y col., 2002).
Un segundo mecanismo es el incremento de captacion por la ferritina del enterocito en
respuesta a una alta concentracion de hierro intracelular. El complejo hierro-ferritina es
bloqueado en su avance fuera de la célula y excretado en las heces cuando se produce la
eliminacion de la célula absortiva al final de su periodo de dos o tres dias de vida (Conrad y
Umbreit, 2000). El gen HFE que se parece a las moléculas de clase I del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), juega un papel importante en la regulacion de la absorcion de
hierro, puesto que personas con este gen defectuoso absorben mas cantidad de hierro y muestran

un fenotipo clinico de hemocromatosis (Pietrangelo, 2002).

La enzima dependiente de hierro aconitato-hidratasa y una proteina relacionada sin
actividad aconitasa actian como proteinas reguladoras de hierro (IRP) que detectan la
concentracion citosolica de hierro disponible y lo unen a elementos de respuesta especificos
para el hierro (IRE) en varios genes. La unién de las IRPs repletas de hierro a las IRE de la
ferritina incrementa su expresion y por tanto, disminuye la absorcion intestinal y promueve el
depdsito en el higado y los tejidos hematopoyéticos. La union de las IRPs repletas de hierro al
receptor de transferrina mRNA acelera su degradacion y ralentiza la transferencia del hierro del
intestino y los tejidos de reserva de hierro. Andlogas interacciones también regulan la expresion

de la ferroportina 1 y DMT1 (Pietrangelo, 2002).
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2.2.8. SOBRECARGA DE HIERRO

Varios desordenes genéticos pueden conducir a una acumulacion patologica de hierro en
el organismo. La hemocromatosis hereditaria aparece como resultado de una sobrecarga de
hierro, en lugar de una ingesta normal de dicho elemento y la hemocromatosis subsahariana
requiere una combinacion de una alta ingesta de hierro y una predisposicion genética.
-Hemocromatosis hereditaria:

Alrededor de uno de cada 200 individuos del Norte de Europa estan afectados por un
desorden genético conocido como hemocromatosis hereditaria (HH). Esta patologia se
caracteriza por una acumulacion de hierro en el higado y otros tejidos como resultado de un leve
incremento en la absorcion intestinal durante muchos afios. Si no es tratado, la acumulacion de
hierro en los tejidos puede conducir a cirrosis hepatica, diabetes, cardiomiopatia o artritis. La
HH era conocida como un desorden genético que afectaba la absorcion intestinal de hierro
durante afos, pero el gen (HFE) y la mutacion resultante en la HH ha sido identificado hace
escasos anos (Feder y col.,, 1996). En el momento actual, el papel exacto de la proteina
codificada por el gen HFE en la absorcion intestinal de hierro no esta aun bien dilucidado
(Anderson y col., 2000). La sobrecarga de hierro en la HH es tratada por flebotomia, extrayendo
500 mL de sangre de una vez, a intervalos determinados por la severidad de la sobrecarga de
hierro. Es comun que se advierta a los individuos con HH que eviten cualquier suplemento de
hierro, pero no suelen ser advertidos acerca de los perjuicios que pueden causarles los alimentos
enriquecidos en hierro. El consumo de alcohol esta totalmente desaconsejado debido al riesgo

incrementado de sufrir cirrosis hepatica (Fairbanks y col., 1999).

-Hemocromatosis Subsahariana:

La sobrecarga de hierro en personas de color de Sudafrica esta asociada con una
exposicion cronica a dietas que contienen demasiado hierro derivado principalmente los
utensilios de cocina y los barriles usados para fermentar la cerveza. Esta forma de sobrecarga de
hierro es mas severa en hombres adultos, cuyo consumo de cerveza tiende a ser mayor y en estos
casos, la ingesta de hierro puede superar los 100 mg/dia. Como ocurre en la hemocromatosis

hereditaria, también puede producirse una cirrosis hepatica o diabetes. De distinto modo a la
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HH, la hemocromatosis subsahariana aparece como consecuencia de una alta ingesta de hierro,
asociada a un factor genético que no ha sido atn identificado (Fairbanks, 1999; Walter y Segal,

1999).

2.3.EL CALCIOEN LA NUTRICION

2.3.1. INTRODUCCION

El calcio es el mineral mas comun en el organismo humano y representa entre un 1.5 y
un 2% del peso total del cuerpo. Alrededor del 99% se encuentra en los huesos y dientes,
mientras que el 1% restante se encuentra en la sangre y tejidos blandos. Los niveles en la sangre
y fluidos extracelulares deben ser mantenidos en unos rangos muy estrictos de concentracion
para asegurar un funcionamiento fisiolégico normal del organismo. Las funciones fisioldgicas
del calcio son tan vitales, que el organismo recurre a la desmineralizacion 6sea para mantener
los niveles adecuados de éste en sangre cuando la ingesta no es adecuada. Puesto que el hueso
contiene la mayor proporcion de este mineral, su desarrollo y mantenimiento es el mayor
determinante de las necesidades de dicho elemento. Los requerimientos varian en las distintas
etapas de la vida, siendo mayores en los periodos de crecimiento rapido, en el embarazo y

lactacion y durante la tercera edad (Weaver y Heaney, 1999).

2.3.2. FUENTESALIMENTARIASDE CALCIO

Las fuentes de calcio mas importantes son la coliflor, repollo, nabo y el brdcoli (de estos
alimentos puede absorberse hasta el 50%). También son una fuente importante de este mineral:
la raspa de la sardina y el salmon ahumado (se puede absorber hasta un 30% del calcio que
contienen), las almejas y las ostras. La soja también contiene una importante cantidad. El 4acido
oxalico limita bastante la biodisponibilidad en el ruibarbo, espinacas, y remolacha. Los zumos
de naranja enriquecidos pueden llegar a contener tanto calcio como la leche. El tofu (un
producto derivado de la soja) preparado por precipitacion de calcio es también una excelente
fuente de dicho mineral. El pan y otros productos de reposteria preparados con calcio, tienen una

cantidad aceptable de éste. Por otra parte, la leche y derivados lacteos también proporcionan un
34



JAVIER DiAZ CASTRO

buen aporte de calcio y con una elevada biodisponibilidad (de la leche puede absorberse mas del

30%).
TABLA I11.Contenido en calcio de algunos alimentos (modificado de Weaver y col.,
1999):
ALIMENTO PORCION CALCIO (mg)
Yogur desnatado 1 vaso 300
Leche desnatada 1 vaso 302
Queso cheddar 30g 204
Espinacas ' taza, cocinadas 138
Tofu > taza 115
Naranja 1, mediana 52
Col 15 taza, cocinada 47
Carnedepollo 100 g, cocinado 14

2.3.3. FUNCIONESDEL CALCIO

-Funcién estructural:

El calcio es el principal elemento estructural en los huesos y los dientes. El componente

mineral del hueso consiste principalmente en cristales de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH)], que

contienen una gran cantidad de calcio y foésforo (aproximadamente un 40% de calcio y un 60%

de fosforo) (Heaney, 2000). El hueso es un tejido dindmico que estd sometido a una constante

remodelacion a lo largo de la vida (es un “turnover” continuo). Las células encargadas de la

formacion del hueso se denominan osteoblastos, y las células encargadas de la resorcion se

denominan osteoclastos. Durante un crecimiento normal, la formacion Osea supera a la

resorcion. En las etapas de la vida en las que no hay crecimiento existe un equilibrio entre los

procesos de formacion y resorcion. La osteoporosis puede aparecer como resultado de un

equilibrio negativo de ambos procesos, a favor de la resorcion (Weaver y Heaney, 1999).
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-Mensgjero cdular:

El calcio juega un papel importante como mediador en la contraccion y relajacion de los
vasos sanguineos (vasoconstriccion y vasodilatacion), transmision del impulso nervioso,
contraccion muscular y en la secrecion de hormonas tales como la insulina. Las células
excitables, como las del musculo esquelético y neuronas, contienen canales de calcio voltaje-
dependientes en sus membranas celulares, lo cual permite cambios rapidos en las
concentraciones de calcio. Cuando una fibra muscular recibe un impulso nervioso que la
estimula para contraerse, los canales de calcio de la membrana celular se abren para permitir la
entrada de unos pocos iones de calcio a las células musculares. Estos iones de calcio se unen a
proteinas activadoras dentro de la célula que liberan un flujo de iones de calcio desde las
vesiculas donde estd almacenado en el interior celular. La union del calcio a la proteina
troponina-c inicia una serie de reacciones que conducen a la contraccion muscular. La union del
calcio a la proteina calmodulina activa enzimas que escinden el glicogeno que produce la

energia necesaria para la contraccion (Weaver y Heaney, 1999).

-Cofactor paraenzimasy proteinas:

El calcio es necesario para estabilizar o permitir la actividad optima de un elevado
numero de proteinas y enzimas. La union de iones de calcio es requerida para la activacion de
siete factores de coagulacion dependientes de la vitamina K en la cascada de reacciones de la
coagulacion. El término de cascada de reacciones de la coagulacion se refiere a una serie de
eventos, dependientes todos entre si, que frena el sangrado a través de la formacién de agregados

plaquetarios (Brody, 1999).

-Liberacion de neurotransmisor:

El calcio juega un papel fundamental en la liberacion de neurotransmisor desde las
vesiculas en las terminales sinapticas de las células nerviosas, pero muchos detalles acerca de
estos mecanismos todavia no son bien conocidos (Agustine, 2001). Los canales de calcio
voltaje-dependientes permiten un influjo rapido de calcio a las neuronas en respuesta a la

despolarizacion y esto inicia la liberacion de neurotransmisor. La liberacién de neurotransmisor
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y la excitabilidad de la neurona también esta regulada a través de canales de potasio (Gribkoff y
col., 2001).
-Crecimientoy proliferaciéon cdular:

El calcio estd implicado en la iniciacion de la sintesis de DNA, en la agrupacion de los
cromosomas, regulacion de la division y proliferacion celular. La estimulacion de receptores
sensibles al calcio, por ejemplo, promueve la diferenciacion de células tales como los

queratinocitos (Bikle y col., 2001).

-Sistema Vestibular:

El oido interno contiene un o6rgano sensorial que percibe el equilibrio y da la informacion
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).

2.3.4. BENEFICIOSADICIONALESDEL CALCIO

-Calcio para prevenir la ganancia de peso:

La ingesta de calcio puede prevenir el incremento de peso que conduce a la obesidad.
Davies y col. (2000) demostraron una asociacion entre ingesta de calcio y peso corporal en la
reevaluacion de cinco estudios clinicos de ingesta de calcio. Las participantes eran mujeres de
20, 50 u 80 afios. Se encontr6 una asociacion negativa entre ingesta de calcio y ganancia de peso
para los tres grupos de edad. Las participantes tratadas con calcio mostraron una pérdida de peso
significativa en relacion a las que recibian placebo. La estimacion de la relacion indica que una
diferencia de 1000 mg en la ingesta de calcio esta asociada con una diferencia de peso corporal
de 8 Kg, lo cual explica aproximadamente el 3% de la varianza del peso corporal. Carruth y
Skinner (2001) evaluaron la ingesta de alimentos en nifios de edad preescolar de 24 a 60 meses y
relacionaron estos hallazgos con la composicion corporal a los 70 meses. Los resultados de las
investigaciones mostraron que una ingesta mas alta de calcio y mas productos lacteos al dia

estaba relacionado con una menor cantidad de grasa corporal.
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-Hipertension:

El enriquecimiento con calcio puede prevenir la hipertension esencial arterial y otros
desordenes hipertensivos relacionados con la gestacion. Se ha demostrado que el suplemento de
un gramo de calcio al dia durante la gestacion, puede disminuir la presion arterial maxima,
particularmente en mujeres con alto riesgo de hipertension gestacional (Atallah y col., 2000). Un
estudio de la DASH (Dietary Approaches to Stop Hipertension) demostré una espectacular
capacidad para disminuir la presion arterial de una dieta rica en frutas y verduras e incluso una

reduccion atin mayor cuando se servian tres productos lacteos bajos en grasa al dia.

-Cancer y otr os desor denes:

El incremento de la ingesta de calcio y derivados lacteos reduce el riesgo de sufrir cancer
de colon, posiblemente debido a la disminucion de las concentraciones de éacidos biliares y
acidos grasos libres fecales, lo cual implica una menor citotoxicidad. Ademas, el calcio de la
dieta y la vitamina D pueden proteger contra el cancer de mama y otros tipos de cancer.
Tradicionalmente ha existido una gran preocupacion porque se creia que el enriquecimiento de
alimentos con calcio aumentaba el riesgo de sufrir calculos renales. Estudios recientes indican
que ocurre todo lo contrario: la posibilidad de sufrir calculos renales es mayor en mujeres que
ingieren una baja cantidad de calcio y magnesio (Hall y col., 2001). El mecanismo por el que se
produce, consiste en que el calcio se une al oxalato, un compuesto que se absorbe muy poco,
previniendo asi que el oxalato forme céalculos (Weaver, 2001). Un suplemento de 1200 mg de
calcio diario durante 3 meses también ha mostrado que reduce significativamente los sintomas
de sindrome premenstrual en un 48%, comparado con un 30% del grupo placebo (Thys-Jacobs,

1998).
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2.35. PECULIARIDADES Y VENTAJAS DEL CALCIO EN LA LECHE Y
DERIVADOSLACTEOS

La leche y los derivados lacteos son la principal fuente de calcio en la dieta. La leche de
vaca contiene una media de 1.20 g de calcio por litro (la misma cantidad aproximadamente que
la de cabra), de los cuales el 20% est4 unido a caseina como un coloide organico insoluble y el
80% restante en forma mineral (45% en el fosfato tricélcico de los fosfocaseinatos, que es
también insoluble y coloidal, y un 35% soluble). El calcio organico y mineral unido a la caseina
es facilmente liberado durante la digestion, y su biodisponibilidad es alta. Muchos estudios de
solubilidad del calcio usan el de la leche como patron de referencia. El calcio 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 calcio ingerido, el porcentaje absorbido de la leche, rara vez

excede el 40% en condiciones normales.

El calcio presente en los quesos es 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 calcio fue absorbido de la misma forma que en la leche y que el grado de maduracion del

queso no afecto a la absorcion (Buchowski y Miller, 1990).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que el calcio de la leche difiere en varios aspectos
interesantes del calcio presente en otros alimentos o suplementos dietéticos. Estos factores
pueden ser importantes cuando es necesario asegurar una alta absorcion de calcio, bajo ciertas
condiciones fisiologicas que no son favorables. Puesto que el calcio de la leche estd unido a
péptidos y proteinas, es mas probable que permanezca en solucion cuando el pH es
desfavorable, como cuando existe aclorhidia. El calcio 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
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paracelular. Por tanto, la leche proporciona calcio con “absorcion asegurada”, que es
generalmente insensible a factores externos, excepto a los inhibidores como el 4cido oxalico.

La leche y los derivados lacteos no son s6lo una excelente fuente de calcio, sino que
también proporcionan una gran cantidad de nutrientes beneficiosos en la dieta como proteinas,
vitaminas y otros minerales. Este hecho fomenta la absorcion de calcio y proporciona un aporte
simultaneo de fosforo, esencial para la formacion oOsea. Estas ventajas no pueden ser

proporcionadas por ninguna otra fuente de calcio (Heaney, 1996).

2.3.6. ENRIQUECIMIENTO DE ALIMENTOSCON CALCIO

Las sales mas usadas para la fortificacion de los alimentos con calcio son: glicerofosfato
calcico, gluconato calcico y lactato célcico. El tipo de sal usada parece que no afecta mucho a la
biodisponibilidad de este mineral, segun un estudio de dos leches infantiles fortificadas con
calcio: una con gluconato calcico y glicerofosfato calcico y otra con fosfato calcico tribasico
(Schanler y Abrams, 1995). Estudios en formulas infantiles fortificadas han obtenido resultados
similares y han demostrado que los efectos positivos de los suplementos de sales célcicas
podrian ser atribuidos de forma exclusiva al alto contenido de calcio presente en el alimento

(Kaup, 1998).

Otros estudios realizados con ratas a las que se les suministré un suplemento de calcio en
forma de carbonato, lactato y fosfato calcico han demostrado que la suplementacion con calcio
durante largos periodos de tiempo producen efectos adversos como hipercalcemia,
hipomagnesemia e hipofosfatemia. Los suplementos de fosfato célcico obtuvieron los mejores
resultados para el calcio y el fosforo, sin alterar los depdsitos de magnesio. Esto demuestra la
importancia de la combinacion de calcio y fosforo para obtener una 6ptima mineralizacion dsea

(Patwardhan y col., 2001).

El uso de lactato célcico para la fortificacién mejora el balance de calcio en nifios con
bajo peso al nacer. Sin embargo, esta mejora es mas una consecuencia de la alta ingesta de

calcio derivada de la adicion de la sal, que del propio efecto del lactato calcico. El posible efecto
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beneficioso del lactato calcico deberia ser determinado teniendo en cuenta factores tales como la
concentracion de calcio en el propio suplemento o en el tipo de leche, comparandolo con otros
tipos de sales similares como fosfato célcico, cloruro célcico o carbonato calcico y la relacion

calcio/fosforo.

Las sales de calcio usadas para la fortificacion presentan problemas relacionados con la
solubilidad y las caracteristicas organolépticas. El carbonato célcico y el fosfato calcico no
poseen sabor, porque son insolubles en agua y medios acuosos. El lactato célcico y el gluconato
calcico son solubles en agua, pero proporcionan al alimento un sabor muy fuerte, que
generalmente no gusta al consumidor. Han aparecido otros compuestos alternativos como el
gluconato célcico estabilizado con glicina. Sarabia y col. (1999), usando **Ca como marcador,
encontraron que la cantidad total de calcio excretado en orina es 10 veces mayor con el
gluconato célcico estabilizado con glicina, que con el gluconato célcico solo. La alta solubilidad
de esta sal en medio alcalino hace que sea facil de absorber en el intestino y, consecuentemente,

altamente biodisponible.

Las tasas de absorcion aproximada de varias sales célcicas después de la ingestion de
250 mg de calcio son las siguientes: carbonato célcico, entre un 36% y un 42% es absorbido;
acetato y lactato célcico, del 28% al 36%; gluconato cdlcico, entre un 24% y un 30%; citrato
calcico, del 27% al 33% (Groff y Cropper, 2000). Otros estudios han demostrado que la
absorcion de calcio procedente de citrato y carbonato calcico es igual, con una bidisponibilidad

similar (Heaney y col., 2001).

El calcio en los alimentos, particularmente en la leche, es mejor absorbido que en los
suplementos (Cadogan y col., 1997). Es interesante resaltar que la biodisponibilidad del calcio
en ciertos vegetales como el brocoli es mas alta que en los derivados lacteos, aunque las
cantidades de calcio son menores en estos vegetales. La razon de este hecho no esta clara
(Weaver y Heaney, 2001). Cuando se evalua la ingesta, es apropiado asumir que la absorcion del
calcio es similar para la mayoria de derivados lacteos, sales de calcio usadas para fortificar

alimentos y suplementos, por tanto no hay que centrarse inutilmente en la biodisponibilidad.
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Pero cuando se incluyen en la dieta alternativas a los derivados lacteos como primera fuente de
calcio, es importante asegurarse que otros nutrientes, aparte del calcio, son proporcionados por
la dieta en cantidades adecuadas. Estos nutrientes necesarios son: magnesio, vitamina D,

riboflavina y vitamina B, (Weaver, 2001).

2.4.UTILIZACION NUTRITIVA DE CALCIO

24.1. REQUERIMIENTOS

Las ingestas adecuadas estimadas por el Food and Nutrition Board (2004) estan basadas
en determinar los requerimientos de ambos géneros durante las distintas etapas de la vida.
Durante varios periodos del ciclo de vida femenino, la ingesta de calcio es critica: pubertad,
adolescencia, postmenopausia, embarazo y lactancia. En un estudio en adolescentes, 1300 mg de
calcio o incluso més fueron necesarios para obtener una maxima retencion o6sea (Yates, 1998).
Los hombres también necesitan cantidades adecuadas de calcio durante su ciclo vital, pero se

conoce menos acerca de sus requerimientos.

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

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

42



JAVIER DiAZ CASTRO

TABLA V. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de calcio (modificado de Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

EtapadelaVida Hombres (mg/dia) Mujeres (mg/dia)
L actantes 0-6 meses 210 210
L actantes 7-12 meses 270 270

Nifios 1-3 afios 500 500
Nifios 4-8 afos 800 800
Nifios 9-13 anos 1300 1300
Adolescentes 14-18 afios 1300 1300
Adultos 19-30 afios 1000 1000
Adultos 31-50 afios 1000 1000
Adultos 51-70 anos 1200 1200
Adultos Mas de 70 afios 1200 1200
Embarazo Menos de 18 aflos - 1300
Embarazo 19-30 afios - 1000
Embarazo 31-50 afios - 1000
Lactancia Menos de 18 aflos - 1300
Lactancia 19-30 afios - 1000
Lactancia Mas de 30 afios - 1000

2.4.2. ABSORCION

El calcio estd presente en los alimentos y suplementos de la dieta como sales
relativamente insolubles. Puesto que el calcio solo puede ser absorbido en su forma ionizada
(Ca®"), debe ser liberado de estas sales antes de absorberse. Este proceso ocurre a pH
ligeramente 4cido, de manera que las sales calcicas se solubilizan en una hora aproximadamente.
Sin embargo, el calcio puede formar complejos con otros minerales o constituyentes de la dieta
bajo condiciones de alcalinidad, como en el intestino delgado, limitando la biodisponibilidad del
calcio ingerido (Groff 'y Gropper, 2000).
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La mayoria del calcio es absorbido en el intestino delgado, especificamente en el ileon,
debido al prolongado espacio de tiempo que los alimentos permanecen en esta region intestinal
(Groff'y Gropper, 2000). La eficiencia de la absorcion de calcio esta basada en el estado actual
del calcio en el organismo. Durante las etapas de crecimiento, embarazo, lactancia y
adolescencia donde se produce el pico maximo de acumulacion de masa dsea, se puede llegar a
absorber hasta un 75% del calcio presente en la dieta. Se ha sugerido que el calcio es un
nutriente umbral (Heaney, 1999). La ingesta de calcio por encima del umbral no produce
necesariamente un aumento de masa 6sea a largo plazo. El aumento de masa 6sea puede ser
determinado por otros factores, incluyendo factores genéticos y el nivel de ejercicio (estrés
mecanico). Puesto que el valor del umbral depende de la edad, existen variaciones en los
requerimientos segun la edad. Sin embargo, existe mucha controversia acerca de los niveles

adecuados de ingesta en hombres y mujeres en funcion de su edad.

Existen dos procesos principales de transporte responsables de la absorcion del calcio. El
primer proceso es la denominada ruta transcelular, que tiene lugar en el duodeno y en el yeyuno
proximal. Es una transferencia activa que requiere energia y una proteina de unién llamada
calbindina (Groff y Gropper, 2000). Este proceso esta regulado por el calcitriol o vitamina D,
1,25(0OH),D; (Weaver y Heaney, 1999). La ingestion de pequenas cantidades de calcio estimula
el sistema de transporte calcitriol-dependiente, particularmente con ingestas inferiores a 400 mg
y también bajo condiciones de mayor necesidad como son el embarazo, la lactancia y
adolescencia. Conforme disminuyen los niveles de calcio sérico, aumentan los niveles de PTH,
causando la liberacion de calcitriol. La absorcion inducida por calcitriol implica cambios en la
membrana lipidica del enterocito e inicia la sintesis de calbindina, una proteina transportadora
que actua como lanzadera de calcio desde el citoplasma del enterocito a la membrana basal.
Cuando llega a la membrana basal, el calcio debe ser transportado fuera de la célula al liquido
extracelular. Este proceso de extrusion requiere energia en forma de adenosin trifosfato (ATP) y
una enzima regulada por la vitamina D (Ca-Mg ATP-asa) que hidroliza el ATP y libera energia
para bombear el calcio fuera de la célula, mientras el magnesio y el sodio son bombeados al

interior de la célula (Groff y Gropper, 2000; Weaver, 2001). La absorcion regulada por calcitriol
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decrece con la edad, particularmente en la menopausia. La produccion renal de calcitriol se

vuelve menos eficiente en respuesta a la PTH, hecho que también se exacerba con la edad.

FIGURA V. Modelo de transporte de calcio intestinal (Stipanuk, 2000):
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El calcio atraviesa el intestino por dos posibles rutas. Una de ellas esta caracterizada por
un transporte paracelular no saturable, dependiente de la concentracion y requiere energia,
teniendo lugar probablemente entre los enterocitos y no esta regulado hormonalmente. El
segundo proceso consiste en un transporte transcelular saturable dependiente de energia, que
tiene una capacidad de transporte limitada y estd regulado principalmente por la 1,25(OH),Ds a
través de un mecanismo que estimula la produccién de calbindina D. La calbindina D es una
proteina citosolica que actia como un transportador intracelular para el calcio a través del
compartimento citosolico acuoso. Parte del calcio también puede ser transportado en la célula

por vesiculas endosomicas y lisosémicas y salir de la célula a través de un proceso de exocitosis.
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El segundo proceso por el que se produce la absorcion de calcio, llamado difusion
paracelular, implica la difusién pasiva del calcio entre las células en el yeyuno e ileon. La
absorcion de calcio por este proceso se incrementa cuando la ingesta de calcio es elevada y tiene
lugar en un sistema de intercambio Na-Ca, en donde tres moléculas de Na" se intercambian por
una de Ca*" (McCance y Hueter, 1998; Groff y Gropper, 2000). Una vez en la sangre, el calcio
es transportado en una de estas tres formas: unido a proteinas (aproximadamente el 40%),
formando complejos con fosfato, sulfato o citrato (aproximadamente el 10%) y libre o ionizado

(el 50% restante) (Groff y Gropper, 2000).

El duodeno y yeyuno proximal son las regiones anatomicas mads eficientes para la
absorcion activa del calcio, debido al pH ligeramente acido (6.0) y la presencia de calbindina.
Sin embargo, la mayoria de calcio se absorbe en el ileon debido al largo periodo de tiempo que
el quimo permanece alli (Weaver y Heaney, 1999). Hay que tener en cuenta que el intestino
delgado no es el unico sitio donde se absorbe el calcio. Frecuentemente, el calcio se une a otros
minerales y especialmente a la fibra. En muchos casos, esto impide la absorcion del calcio, pero
el intestino grueso contiene bacterias que pueden actuar en algunas fibras (como la pectina),
fermentandolas y liberando asi el calcio unido a ellas. Entre 5 y 8 mg pueden ser absorbidos

diariamente en el colon (Groff'y Gropper, 2000).

243. FACTORESQUE INFLUYEN EN LA BIODISPONIBILIDAD DEL CALCIO

Existen multitud de factores que afectan la biodisponibilidad del calcio. Algunos de
estos factores ayudan a lograr un correcto status de calcio para una correcta mineralizacion 6sea.
En este sentido, algunos compuestos presentes en la leche, tales como lactosa o
caseinofosfopéptidos formados durante la digestion de las caseinas parece que mejoran la
absorcion del calcio. La proteina tiene un efecto negativo claro en la biodisponibilidad del
calcio. Por otra parte, también se ha estudiado el posible efecto inhibidor de la fibra, sin
resultados concluyentes entre los estudios in vivo e in vitro. El papel del acido fitico como

inhibidor de la absorcion de calcio podria ser prevenido usando fructooligosacaridos, que no
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pueden ser digeridos en el intestino delgado y llegan practicamente intactos al colon, donde son

fermentados.

- Proteina:

Conforme aumenta la ingesta proteica, también se incrementa la excrecion urinaria de
calcio. Weaver y col. (1999) calcularon que cada gramo de proteina adicional ingerido con
respecto a las recomendaciones, tiene la consecuencia de una pérdida adicional de calcio de 1.75
mg por dia. Puesto que solo el 30% del calcio de la dieta es absorbido, cada gramo de
incremento en la ingesta proteica diaria, requiere 5.8 mg de calcio adicionales para compensar la

pérdida del mineral.

La biodisponibilidad del calcio en la leche 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 absorcion de calcio, siendo mas importante que el
efecto de la proteina sobre la absorcion del mineral. Ademas los caseinofosfopéptidos formados
durante la digestion de la caseina mejoran la absorcion del calcio, a través de su union con el
mineral, manteniendo asi el cation en una forma soluble, que lo hace biodisponible e inhibe su
precipitacion en el intestino en forma de fosfato célcico. El efecto positivo de los
caseinofosfopéptidos podria ser resultado no sélo del aumento de la solubilidad de calcio en el
lumen intestinal, sino también el posible efecto protector de estos compuestos contra las

interacciones antagonistas entre el calcio y otros minerales (Erba y Col., 2001).

-Fésforo:

El fosforo, que es tipico de dietas ricas en proteina, tiende a disminuir la excrecion de
calcio en orina. Sin embargo, los alimentos ricos en fosforo también tienden a incrementar el
contenido de calcio en las secreciones digestivas, dando como resultado un aumento de la
pérdida de calcio en heces. Asi pues, el fosforo no compensa la pérdida neta de calcio asociada a
la elevada ingesta proteica (Weaver y col., 1999). El incremento en la ingesta de fosfatos, debido
a los aditivos alimentarios o ciertas bebidas, han causado preocupacion en ciertos investigadores

con respecto a la correcta mineralizacion Osea.
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-Sodio:

Una ingesta elevada de sodio produce un aumento de las pérdidas de calcio en la orina,
debido posiblemente a la competencia entre sodio y calcio por la reabsorcion renal o por un
efecto del sodio en la secrecion de PTH. Cada 2.3 g de incremento de sodio (5.8 g de sal, CINa)
excretado por el rifidn, se ha observado que se excretan entre 25 y 40 mg de calcio en la orina.
Debido a que las pérdidas urinarias representan, aproximadamente, la mitad de las diferencias en
la retencion de calcio entre individuos, el sodio de la dieta tiene una gran influencia en la pérdida
de masa 6sea. En mujeres adultas, cada gramo extra de sodio consumido al dia produce una tasa
adicional de pérdida de masa 6sea de un 1% al aflo. Ciertos estudios en animales han revelado
que la pérdida de masa dsea es mayor con elevada ingesta de sal y ademas, estudios clinicos no
controlados, han llevado a confirmar la relacion entre ingesta de sal y pérdida de masa 6sea en
humanos (Weaver y Heaney, 1999; Calvo, 2000). Ademas, un estudio de dos afios en mujeres
postmenopausicas reveld que un aumento en la excrecion urinaria de sodio (un indicador de una
ingesta elevada de sodio) esta asociada con una menor densidad 6sea en la cadera (Devine y

col., 1995).

-Carbohidratos:

El tipo de carbohidrato (lactosa, sacarosa, polimeros de glucosa, maltodextrinas, etc.)
afectan a la biodisponibilidad del calcio de formas diferentes. Moya y col. (1992) compararon
dos formulas infantiles con dos tipos de carbohidratos: lactosa y policosa (un polimero de la
glucosa). Se observaron porcentajes mas elevados de absorcion de calcio en los nifios
alimentados con dietas que contenian lactosa. Con respecto a otros carbohidratos, no se
encontraron diferencias significativas en los niveles de calcio, fosfatasa alcalina, ni en el
contenido mineral del hueso en los nifios alimentados con dos tipos de formulas basadas en soja:
una contenia exclusivamente polimeros de glucosa y la otra una mezcla de glucosa, fructosa, y

polimeros de sacarosa a partes iguales.

Parece que la lactosa mejora la absorcion del calcio. Este efecto positivo de la lactosa ha
sido observado también en otros minerales como el zinc (Bertolo y col., 2001). Los efectos de la

lactosa en la absorcién de minerales pueden ser atribuidos a los disacaridos, porque la glucosa y
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la galactosa no incrementan la absorcion de minerales. Sin embargo, el mecanismo de accidén

aun no esta claro.

-Fibra:

La biodisponibilidad del calcio también puede verse condicionada por la presencia de
fibra en los alimentos, la cual parece tener un efecto negativo en la absorcion de calcio. Este
efecto, sin embargo, debe ser observado minuciosamente en los términos del papel que
desempefian las diferentes fracciones de la fibra que forma complejos con los cationes. Asi pues,
en ratas alimentadas con dos fuentes de lignina procedente de salvado de trigo y coliflor, no se
observaron diferencias significativas en la absorcion de *Ca, cuando se comparaban con el
grupo control, que no recibia fibra (Shen y col., 1998). En un estudio in vitro con polisacaridos
polianiénicos clasificados como fibra soluble, los polisacaridos con bajo contenido en sulfato y
grupos carboxilo (goma guar y agar) presentaron una baja respuesta para formar complejos con
cationes, mientras que la capacidad para unir cationes fue elevada en los polisacaridos con un
alto contenido en sulfato y grupos carboxilo (pectina, carragenina y xantano). Este efecto pude
explicarse por el hecho de que todos esos grupos son desprotonados al pH intestinal y pueden
interaccionar electrostaticamente con los cationes minerales (Debon y Tester, 2001). Se encontro
un comportamiento similar in Vivo para las condiciones que se experimentan en el intestino
delgado cuando, después de neutralizar el jugo gastrico en el duodeno, el pH se incrementa a
niveles de entre 6.5 y 7.0. Por tanto, la respuesta de algunos componentes de la fibra para formar
complejos con cationes, es el resultado de la naturaleza polianidnica de la fibra, aunque muchos

componentes de la dieta en condiciones fisiologicas pueden interferir con este proceso.

-Acido fitico y fructooligosacéridos:

La reduccion de la biodisponibilidad del mineral por el acido fitico estd ampliamente
reconocida y se basa en el hecho de que es una molécula cargada con seis grupos fosfato, que
muestran una gran afinidad para unir cationes como el calcio en el tracto gastrointestinal,
evitando asi su absorcion y también la posterior reabsorcion del calcio excretado
endogenamente. Sin embargo, el efecto inhibidor del acido fitico en la absorcion mineral puede

ser prevenido adicionando fructooligosacaridos a la dieta, los cuales no s6lo incrementan la
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absorcion del calcio y otros minerales sino que también inhiben los efectos negativos del acido

fitico en la absorcion mineral.

Este efecto puede explicarse por el hecho de que los fructooligosacaridos no pueden ser
degradados por las enzimas presentes en el intestino delgado y, por tanto, llegan practicamente
intactos al colon donde son fermentados por la flora bacteriana autdctona, produciendo gases,
lactosa y acidos organicos tales como acetato, propionato y butirato, que disminuyen el pH y

hacen al calcio mas soluble, favoreciendo su absorcion (Lopez y col., 2001).

-Cafeina:

La cafeina en grandes cantidades incrementa la excrecion urinaria de calcio durante un
limitado periodo de tiempo. Sin embargo, ingestas de cafeina de 400 mg por dia no cambian
significativamente la excrecion urinaria del mineral en mujeres premenopausicas, comparado
con el placebo (Barger-Lux y col., 1990). Aunque un estudio observacional encontr6 una
pérdida de masa dsea acelerada en mujeres que consumieron menos de 744 mg de calcio por dia

y bebian de 2 a 3 tazas de café al dia (Harris y Dawson-Hughes, 1994).

-Ciertos medicamentos:

Algunos medicamentos como los antibidticos, anticonvulsivantes y corticosteroides
interfieren con la absorcion del calcio. Dentro de los antibidticos se encuentra la tetraciclina, un
compuesto que forma quelatos con minerales, provocando que tanto el principio activo como el
mineral no sean disponibles. La minociclina tiene menor capacidad quelante y el efecto de la
doxiciclina en la absorcion del calcio aun estd cargado de controversia (Utermohlen, 2000). Los
anticonvulsivantes tales como la fenitoina y fenobarbital, pueden causar hipocalcemia por tres
mecanismos diferentes: (a) disminuyen la absorcion de calcio, posiblemente a través de la
inhibicion de proteina transportadora de calcio, (b) estimulan el catabolismo del colecalciferol
(vitamina Ds) y (c¢) incrementan el catabolismo de la vitamina K, con la consiguiente reduccion
de la formacién de proteinas dependientes de esta vitamina implicadas en el manejo del calcio
por parte de los osteoblastos. Los corticosteroides administrados durante largos periodos

incrementan la necesidad de vitamina Bg, calcio y vitamina D. El uso crénico de
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anticonvulsivantes y corticosteroides son factores clave en el desarrollo de osteoporosis

secundaria en mujeres jovenes (Utermohlen, 2000).

-Edad:

La edad puede influenciar la absorcion de calcio. Las mujeres ancianas pueden tener una
absorcion de calcio defectuosa, debido a la falta de respuesta intestinal a la 1,25-
dihidroxivitamina D; (Pattanaungkul y col., 2000). Con la edad también decrece la cantidad de
acido producido en el estobmago (una ligera aclorhidia) que incrementa el pH del estomago,
debido a lo cual el calcio no puede disociarse completamente de las sales, provocando una
disminucion de la absorcion. Segin Weaver y Heaney (2001) la aclorhidia no deberia suponer
un problema si el calcio 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 aclorhidia (Weaver y Heaney, 1999).

-Estilo devida:

El estilo de vida puede afectar a la absorcion de calcio. Need y col. (2002) demostraron
en mujeres postmenopausicas que fumar estaba asociado a una reduccion de la eficacia de
absorcion de calcio, debido a la supresion del eje PTH-calcitriol. Hasta hace relativamente poco
tiempo, se pensaba que el consumo de elevadas cantidades de alcohol durante largos periodos
tenia un efecto adverso que afectaba a las hormonas reguladoras del calcio. Un estudio reciente
(Wolf y col., 2000) determindé que incluso moderadas cantidades de alcohol en mujeres

perimenopausicas podrian tener un efecto negativo en la absorcion de calcio.
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2.44.DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

-Circulacion sanguinea:

La concentracion normal de calcio en sangre oscila entre 2.20 y 2.65 mmol/L. Alrededor
del 40% del calcio en sangre esta unido a albumina, 10% unido a citrato, bicarbonato o fosfato y
el 50% restante estd en forma ionizada. La afinidad del calcio por la albumina y otras proteinas
disminuye conforme desciende el pH (acidosis).

La concentracion intracelular (citosolica) de calcio libre es una minima fraccion
(alrededor de 0.0001 mmol/L) de la concentracion en el fluido extracelular y la sangre. Varias
ATPasas transportadoras de calcio bombean calcio al exterior de la célula para mantener este
elevado gradiente. Ademas, los endosomas, lisosomas y otros compartimentos intracelulares

retiran calcio con alta especificidad, bajo una estrecha regulacion.

-Barrera hematoencefalica:
La concentraciéon de calcio es menor en el cerebro que en la sangre. La ATPasa
transportadora de calcio en la luz del endotelio capilar cerebral mantiene este gradiente

bombeando calcio a la sangre (Manoonkitiwongsa y col., 2000).

-Transferencia mater no-fetal:

El enorme tamafio del feto en relacion al estrecho canal del parto requiere cierta
flexibilidad del craneo. Este hecho podria explicar la razoén por la cual la mineralizacion del
esqueleto fetal es relativamente débil. Sin embargo, deben transferirse alrededor de 140 mg/dia
de calcio de la madre al feto durante el tercer trimestre y un total de 30 g de calcio durante toda
la gestacion. La informacion acerca de las rutas de transferencia de calcio a través de la placenta
esta aun incompleta. Parece claro que el calcio difunde desde la madre al sincitiotrofoblasto a
través de canales de calcio por difusion pasiva, ya que la concentracion de calcio en la sangre

materna es mucho mayor que en el feto (Lafond y col., 2001).

52



JAVIER DiAZ CASTRO

2.4.5. DEPOSITOSDE CALCIO EN EL ORGANISMO

El calcio es el mineral mas abundante del cuerpo humano y es necesario en muchas
reacciones fundamentales para el organismo. El calcio como i6n es capaz de unirse a 12
moléculas de oxigeno, permitiéndole facilmente unirse a proteinas. En el cuerpo humano, el
99% del calcio esta en el esqueleto (Weaver, 2001). En el hueso esta en forma de hidroxiapatita
[Ca;o(PO4)s(OH),], permitiendo esta forma de calcio almacenado ser rapidamente liberado en

caso de necesidad, cuando la ingesta es inadecuada.

El calcio no solo estd localizado en el hueso, sino también distribuido en los liquidos
intracelulares y extracelulares. Las concentraciones de calcio en sangre y fluido extracelular son
mantenidas bajo estrecha regulacion, a 2.5 mmol/L, con aproximadamente la mitad del calcio
existente como una molécula cargada positivamente, o una forma ionizada (Ca®") en el plasma y
en el resto unida o complejada con otras sustancias (Weaver, 2001). El calcio extracelular es la
principal fuente de calcio para el desarrollo de los huesos. Intracelularmente, el calcio activa un
amplio rango de respuestas fisioldgicas, incluida la contraccion muscular, liberacion hormonal,
liberacién de neurotransmisor, metabolismo del glicogeno, vision y diferenciacion celular

(Weaver y Heaney, 1999).

2.4.6. ELIMINACION

El exceso de calcio que no puede ser absorbido es excretado en las heces, orina y sudor.
El balance de calcio en adultos es cero, de manera que el calcio absorbido es excretado por estas
rutas, posiblemente después de haber sido incorporado y posteriormente liberado del hueso. Casi
todo el calcio reabsorbido por el tracto intestinal proviene de secreciones como la bilis, y el

calcio endogeno excretado en las heces es la fraccion que no es reabsorbida.

Las pérdidas urinarias resultan de la filtracion glomerular (unos 10g de calcio por dia) y
la reabsorcion 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 calcio en la orina
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humana son mucho mayores que en la orina de otros animales. Cambios en la cantidad de calcio
excretado en orina pueden tener un gran impacto en el balance de calcio. Ciertos factores de la
dieta pueden influenciar la reabsorcion y deben ser evaluados cuidadosamente a la hora de

evaluar la biodisponibilidad del mineral.

La FIGURA V muestra las principales rutas del calcio en humanos adultos. Los adultos
pierden aproximadamente un 0.3% de su masa oOsea al afio. Esto significa que su balance de
calcio es ligeramente negativo y pierden unos 10 mg de calcio cada afo. Esta pérdida de masa

6sea puede ser hasta 10 veces superior en mujeres postmenopausicas.

FIGURA V. Rutas principales del calcio en adultos. (Guéguen y Pointillart, 2000):
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El objetivo final de toda la regulacion hormonal de la absorcion, resorcion dsea y
reabsorcion tubular del calcio es mantener la concentracion plasmatica de calcio constante,

particularmente el 50% del mismo en forma i6nica. La PTH y el calcitriol son las hormonas més
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importantes implicadas en la homeostasis del calcio. Este complejo mecanismo de control
también regula el calcio extracelular (unos 900 mg en el organismo humano). El fluido
extracelular contiene unos 10 M de Ca", mientras que la concentracion en el citosol es mas de

1000 veces menor.

-Factoresde la dieta que afectan la excrecion de calcio en orina:

Excepto la ingesta simultanea de fosforo, que puede ser confundido con el efecto de la
comida (casi todos los alimentos son ricos en fosforo), y ciertos constituyentes que elevan el pH
(bicarbonatos, sales de potasio), todos los demas factores de la dieta tienen un efecto a nivel
renal que provocan un aumento de las pérdidas urinarias de calcio, generalmente por la

reduccioén de la reabsorcion tubular del mismo (Lemann, 1993).

El fosforo puede tener un efecto directo, incrementando la reabsorcion de calcio en la
parte distal de la nefrona, o un efecto indirecto, estimulando la secrecion de PTH o favoreciendo
el deposito de calcio en el hueso. La absorcion simultdnea de calcio y fosforo incrementa la

captacion de calcio por el hueso, por tanto, disminuye su excrecion en orina.

Un exceso de proteina conduce generalmente a un incremento de la pérdida urinaria de
calcio, que puede estar enmascarada por el efecto opuesto del exceso de fosforo (de
componentes en la dieta ricos en proteina y fosforo). Este efecto es especialmente acusado en
proteinas con alto contenido en aminoacidos con grupos sulfuro (cisteina, metionina), ya que la
ruptura de estos grupos provoca la liberacion de sulfato, causando una moderada acidosis e
incrementando la eliminacion de calcio en orina (Whiting y col., 1997). Los iones sulfato
también se unen al calcio, impidiendo su reabsorcion tubular e incluso su incorporacion al
hueso. Por tanto, no es de extrafiar que un exceso de proteinas ricas en aminoacidos con grupo
sulfuro u otras fuentes de sulfato (como ciertas aguas minerales), provoquen un aumento de las
pérdidas urinarias de calcio que otros alimentos, tales como los tipicos de dietas vegetarianas o

con bicarbonatos, no suelen causar (Massey, 1998).
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La acidosis cronica metabdlica debido a excesiva ingesta de sulfato y aniones cloruro
conduce a unas mayores pérdidas de calcio en orina. La alcalosis resultante de la ingestion de

bicarbonato o citrato potasico tiene el efecto contrario (Massey, 1998).

2.4.7. REGULACION HOMEOSTATICA DEL CALCIO

-Sensor decalcio:

Una red de hormonas y otros efectores regulan cuidadosamente la concentracion de
calcio en sangre. La proteina G asociada al receptor de calcio responde a las concentraciones
extracelulares de calcio en varios puntos clave para la regulacion (paratiroides, rifiones, células
epiteliales intestinales, células oseas, queratinocitos, otros tejidos) y promueve la liberacion de
varios mediadores y hormonas implicadas en la homeostasis del calcio (Brown y col., 2001). El
efecto depende del tipo de célula donde esté localizado el receptor. La estimulacion del receptor
por una alta concentracion idnica de calcio, provoca una disminucioén de la secrecion de PTH
por parte de las células de la glandula paratiroidea, aumenta la secrecion de calcitonina por las
células C del tiroides, promueve la reabsorcion renal de calcio o regula los canales de cloruro

intestinales (Shimizu y col., 2000).

-Hormona Par atiroidea (PTH):

Las glandulas paratiroideas estan situadas a los lados de la glandula tiroides. Estas
glandulas secretan PTH en una respuesta muy rapida (segundos) a la disminucion de la
concentracion de calcio ionizado en sangre. La PTH promueve la movilizacion de calcio desde
el hueso, la reabsorcion renal de calcio, la sintesis de 1,25-dihidroxi-vitamina D y otras
actividades que no estan relacionadas directamente con la disposicion de calcio. La proteina
relacionada con la PTH (PTHrP) es un importante regulador de calcio producido por el feto,
placenta y a bajo nivel por algunos tejidos no relacionados con el embarazo en adultos. Esta
hormona peptidica también tiene influencia en el transporte de calcio a través de la placenta,
desarrollo 6seo y funciones como estimulador paracrino de la diferenciacion y el crecimiento
celular. Las células secretoras de PTH pueden adaptarse muy rapido a diferentes

concentraciones extracelulares de calcio, cambiando la degradacion intracelular de PTH cuando
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estd a punto de ser liberada. Si la sintesis de PTH es superior a la cantidad apropiada para la
concentracion de calcio circulante, un mayor porcentaje es secretado como fragmentos carboxi-

terminales inactivos.

-Calcitonina:

Esta hormona peptidica reguladora del calcio es secretada en las células C de la glandula
tiroides, células pituitarias y unas pocas células neuroendocrinas ampliamente dispersadas. La
union de la calcitonina a su receptor inhibe la accion de los osteoclastos, e indirectamente la

liberacion de calcio.

-Vitamina D:

El complejo de la 25-hidroxi-vitamina D y la vitamina D unida a proteinas, filtran en el
rifidn y son captadas del lumen tubular renal a través del receptor endocitico de la mesalina. La
produccién de 1,25 dihidroxi-vitamina D tiene lugar en las células epiteliales del tabulo renal,
bajo la regulacion de la PTH. Las acciones de la vitamina D como hormona incluyen la
regulacion de la expresion de calcio-ATPasa en el intestino delgado y en los tubulos renales

distales.

24.8. CALCEMIA

El calcio total en el suero consiste en tres fracciones distintas:
- Calcio libre o ionizado: 50%.
- Complejos entre calcio y aniones como fosfato, citrato u otros aniones organicos: 10%.

- Calcio unido a proteinas, principalmente albtimina: 40%.

. . . + g ;. . . s
El Calcio ionizado (Ca®") se equilibra rapidamente con el calcio unido a proteinas en
sangre. La concentracion sérica de calcio ionizado es controlada principalmente por la PTH,
aunque otras hormonas tienen papeles puntuales en su regulacion. Entre esas otras hormonas se

incluyen la calcitonina, vitamina D y estrégenos, entre otras. El nivel de calcio sérico total es

57



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

mantenido en un estricto limite de 8.8 a 10.8 mg/dL, siendo el rango del calcio sérico ionizado

de 4.4 a5.2 mg/dL.

El calcio en los huesos esta en equilibrio con el calcio en sangre. La PTH desempenia el
papel mas importante en el mantenimiento de la concentracién normal, mientras que el papel
fisiologico de la calcitonina, atin no esta bien definido. Cuando la concentracion de calcio en
sangre decae por debajo del nivel fisiologico, la PTH estimula la transferencia de calcio a la
sangre. Al mismo tiempo, la PTH promueve la reabsorcion tubular de calcio y estimula
indirectamente la absorcion intestinal de calcio, a través de la forma hormonal de la vitamina D
(1,25[OH];D3). La vitamina D no solo aumenta la absorcion de calcio en el intestino delgado,

sino también en el colon (Alférez y col., 1996).

Lopez-Aliaga y col. (1989) encontraron que el suplemento de vitamina Ds en la dieta
(0,4 mg/kg de dieta) mantiene la calcemia a niveles fisiologicos en las ratas sometidas a

reseccion intestinal (11,7 mg Ca/100 mL de suero).

Otras hormonas como los glucocorticoides, hormonas tiroideas, y hormonas sexuales
desempefian un papel también importante en la homeostasis del calcio. Los glucocorticoides
pueden impedir la absorcion de calcio a través de mecanismos activos y pasivos. Un exceso de
glucocorticoides conduce a una pérdida de masa 6sea, una condicién muy comun entre pacientes
que reciben terapia cronica con glucocorticoides. Las hormonas tiroideas pueden estimular la
resorcion 0sea. En las mujeres, un balance 6seo normal requiere concentraciones de estrogenos

séricos normales. La resorcidon 6sea también puede ser inhibida por la testosterona.

2.5.EL FOSFORO EN LA NUTRICION

2.5.1. INTRODUCCION

El fosfato inorgénico (Pi) es fundamental para el correcto funcionamiento celular y la

mineralizacion 6sea. El Pi es suficientemente abundante en una dieta normal y es poco probable
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desarrollar una deficiencia, excepto bajo condiciones de extrema inanicidn o como consecuencia
de la administracion de ciertos agentes terapéuticos que captan el Pi. La ingesta normal de
fosforo del humano adulto es de 800 a 1600 mg/dia. Aproximadamente del 65 al 75% del Pi
ingerido es absorbido en el intestino delgado, independientemente del nivel de ingesta y la
regulacién hormonal de este proceso desempeiia un papel secundario en la homeostasis del Pi.
El Pi absorbido es eliminado o reabsorbido en el rifidon, incorporado en formas organicas en
células proliferativas y depositado como componente mineral del hueso (hidroxiapatita). La
deposicion mineral se relaciona con un mayor porcentaje de Pi retenido durante el periodo de
crecimiento. Sin embargo, incluso en un organismo en crecimiento, s6lo un pequefio porcentaje
del fosforo procedente de la dieta es retenido. La mayoria del fosforo absorbido es excretado por
via urinaria. Esto significa que la homeostasis y la concentracién plasmatica del Pi dependen
principalmente de los mecanismos renales que regulan su transporte tubular. El Pi representa
alrededor del 1% del peso corporal. Aproximadamente el 85% el Pi esta en los huesos y dientes,
el 15% en tejidos blandos y el resto (<1%) en los fluidos extracelulares. El Pi existe en el plasma
en dos formas: una forma organica que consiste principalmente en fosfolipidos y ésteres de
fosfato y una forma inorganica. Aproximadamente el 29% del total de la concentracion
plasmatica de Pi esta en forma inorganica y sélo esta forma es determinada en los analisis
clinicos de rutina. De esta fraccion, entre un 10 y un 15% esta unido a proteinas y el resto, que es
filtrado facilmente por el glomérulo renal, existe como iones libres de Pi o como iones

complejados con Na*, Ca*" o Mg*".

En la medida del Pi plasmatico, hay que tener en cuenta que existe una variacion diurna
con un minimo entre las 9:30-10:00 h y un maximo a las 4:00 h. Esta variacién en la
concentracion plasmatica puede ser de hasta 1 mg/dL, lo que representa del 25 al 35% de la
concentracion plasmatica. La concentracion de Pi también varia en funcion de la edad,
encontrandose los mayores niveles durante los tres primeros meses de vida. 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).
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2.5.2. FUENTESALIMENTARIASDE FOSFORO

Es importante reconocer que los alimentos poseen tres tipos muy diferentes de
compuestos de fosfato. Los primeros dos tipos, sales inorganicas de fosfato y organofosfatos
incluyendo los fosfolipidos, son facilmente absorbidos y tienen un profundo impacto en el
metabolismo humano. En contraposicion a este hecho, los inositoles polifosfato son dificilmente
absorbidos, no comparten ninguna de las caracteristicas de las sales de fosfato o de otros
organofosfatos y tienen propiedades caracteristicas. Las tablas alimentarias actuales y otras
fuentes de composicion de alimentos proporcionan solo un valor inico para el fosfato total y
pierden por completo su utilidad en el caso de legumbres, frutas y verduras. Muchos de estos
alimentos tienen una biodisponibilidad relativamente baja de fosfato, sin embargo esta

informacion esté disponible en las tablas de composicion de alimentos mas usadas (ADA, 1998).

La leche (1.0 mg/g) y los derivados lacteos son las fuentes principales de fosfato.
Fuentes particularmente ricas en este nutriente son el queso cheddar (5.1 mg/g) y el queso suizo
(6.1 mg/g). En otros tipos de quesos mas suaves existen cantidades menores, pero también
significativas. Una medida importante es la relacion entre fosfato biodisponible y proteina, que
alcanza valores elevados en la leche (29.6), queso curado (20), huevo (14.3) y valores mas bajos
en el cerdo (11.4), ternera (9.5), pollo (6.7) y pescado (6.1). Esta relacion puede ser una valiosa
herramienta para personas que necesitan minimizar la ingesta de fosfato, pero manteniendo un

adecuado aporte proteico (Calvo y Park, 1996).

El contenido en fosfato de alimentos derivados de vegetales es mucho mas dificil de
establecer, puesto que una gran cantidad de este nutriente estd unido a inositol como fitato
(inositol hexafosfato, pentafosfato o tetrafosfato). 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 fosforo (Calvo y

Park, 1996).
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Las sociedades industrializadas continuan incrementando el consumo de alimentos que
contienen aditivos ricos en fosfato y la ingesta media proveniente exclusivamente de esta fuente
puede llegar a proporcionar 500 mg/dia. La ingesta total diaria de fosfato en varones jovenes
tiende a ser alrededor de 1500 mg, mientras que la de mujeres jovenes ronda los 1000 mg. Las
ingestas varian mucho entre individuos y tienden a descender cuando se llega a la edad media

(Calvo y Park, 1996).

TABLA V. Contenido en fésforo de algunos alimentos (modificado de Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

ALIMENTO 7 PORCION i FOSFORO (mg)
Yogur desnatado 240 g 383
Lentgas Y2 taza, cocinadas 356
Salmén 90 g, cocinado 252
Leche desnatada 240 g 247
Ternera 90 g, cocinada 173
Pavo 90 g, cocinada 155
Almendras 30g 139
Queso mozzardla 30g 131
Huevo 1, cocinado 104
Pan integral 1 rebanada 64
Bebida carbonatada de cola 360 g 44

2.5.3. INTERACCION CON OTROSNUTRIENTES

-Fructosa:

Un estudio reciente en 11 hombres adultos concluyd que una dieta rica en fructosa (20%
del total de calorias) provocaba un incremento de las pérdidas urinarias de fosforo y un balance
negativo (las pérdidas superaban la ingesta diaria). Este efecto era mas pronunciado si la dieta

también era deficiente en magnesio. Un mecanismo potencial para este efecto es la falta de
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inhibicion por retroalimentacion negativa de la conversion de fructosa en fructosa-1-fosfato en el
higado. En otras palabras, la acumulacion incrementada de fructosa-1-fosfato en la célula no
inhibe la enzima que fosforila la fructosa, consumiendo grandes cantidades de fosfato. Este
fendmeno es conocido como “captura de fosfato”. Este hallazgo es relevante porque el consumo
de fructosa en los paises industrializados se ha incrementado mucho en los lltimos anos, debido
al elevado consumo de alimentos bajos en calorias que contienen este hidrato de carbono (Milne

y Nielsen, 2000).

-Calcioy VitaminaD:

El fosforo de la dieta es rapidamente absorbido en el intestino delgado y el exceso de
fosforo absorbido es excretado por via renal. La regulacion de los niveles plasmaticos de calcio
y fosforo estd vinculada a las acciones de la hormona paratiroidea (PTH) y la vitamina D. Un
leve descenso en los niveles de calcio sanguineo (por ejemplo cuando hay una ingesta
inadecuada), estimula las glandulas paratiroideas aumentando por tanto la secrecion de PTH. La
PTH estimula la conversion de Vitamina D a su forma activa (calcitriol) en los rifiones. Los
niveles aumentados de calcitriol conducen a un aumento de la absorcidn intestinal de calcio y
fosforo. La PTH y la vitamina D estimulan la resorcion 6sea, provocando la liberacion de calcio
y fosforo del hueso hacia la sangre. Aunque la estimulacion de la produccion de PTH produce
una disminucién de las pérdidas urinarias de calcio, también produce un aumento de la
excrecion urinaria de fosforo. Este incremento en las pérdidas renales de fosforo es una ventaja
para elevar los niveles de calcio hacia el rango fisioldgico, porque los altos niveles sanguineos

de fosfato inhiben la conversion de vitamina D en los rifiones (Bringhurst y col., 1998).

2.5.4. FUNCIONES DEL FOSFORO

El fosforo es uno de los principales constituyentes del hueso en forma de sales de fosfato
calcico denominado hidroxiapatita. Los fosfolipidos son los principales constituyentes de las
membranas celulares. Toda la produccion y almacenamiento de la energia es dependiente de
compuestos fosforilados como el adenosin trifosfato (ATP) y creatin-fosfato (CP). Los acidos

nucleicos, responsables del almacenaje y transmision de la informacidén genética son largas
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cadenas de moléculas que contiene grupos fosfato. Un niimero elevado de enzimas, hormonas y
mensajeros celulares, dependen de la fosforilacion para su activacion. El fosforo también ayuda
a mantener un balance acido-base adecuado (pH), siendo uno de los tampones mas importantes
del organismo. El 2,3-difosfoglicerato se une a la hemoglobina en las células rojas sanguineas y

afecta a la liberacion de oxigeno en los distintos tejidos (Knochel, 1999).

-Esteresdefosfato ricos en energia:

Muchas de las reacciones de transferencia de energia quimica en el organismo implican
la intervencion de ésteres de fosfato. Esto es especialmente cierto para el ATP, que es la
principal “moneda energética” de gran parte de reacciones metabolicas, pero también se puede
aplicar a mas formas especializadas como el GTP, creatinin-fosfato y arginin-fosfato. Estos y
otros nucleotidos adicionales son también las bases para la sintesis del DNA y RNA. Varios
nucleotidos como el cAMP también son fundamentales, debido a la funcidon que desempenan

como mensajeros celulares (Kohlmeier, 2003).

-Organofosfatos:

Un largo espectro de compuestos sintetizados endogenamente, ademas de los ya
mencionados anteriormente, contienen uno o mas grupos fosfato formando parte de su
estructura. Son necesarias grandes cantidades de varios tipos de fosfolipidos para la formacion
de membranas celulares, vainas de mielina neuronales, transporte de lipidos con lipoproteinas y

facilitar la absorcion de lipidos a nivel intestinal, entre otras funciones (Kohlmeier, 2003).

-Activacion de ésteres de fosfato:

El metabolismo de muchos nutrientes transcurre a través de la via ésteres de fosfato en
algun punto, para proporcionar la reaccion energética necesaria. En este grupo se incluyen los
fosfatos de glucosa, fructosa, galactosa y glicerol entre otros. La lista de vitaminas que son
activas so0lo como ¢ésteres de fosfato incluye: tiamina, riboflavina, piridoxina, niacina y
pantotenato. La fosforilacion también puede servir para prevenir la salida de dichos nutrientes de
la célula y favorecer la absorcion por difusion pasiva. Un ejemplo tipico de este hecho es la

absorcion intestinal de vitamina Bg. La vitamina Bg libre difunde a través del borde en cepillo
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del enterocito, participando unos transportadores aun desconocidos y es inmediatamente
fosforilada por la piridoxal-quinasa. Puesto que la forma fosforilada no puede retornar y la
concentracion intracelular de formas libres es muy baja, la difusion hacia el enterocito continta

mientras existan cantidades significativas en el lumen intestinal (Kohlmeier, 2003).

-Fosforilacion de proteinas:

La actividad de muchas proteinas es regulada a través de la fosforilacion y
defosforilacion. El efecto de un grupo fosfato afiadido depende de la proteina en particular. Por
ejemplo, la fosforilacion inactiva la glicogeno-sintasa y la defosforilacion reactiva el enzima

(Kohlmeier, 2003).

-Capacidad tampon:

Las soluciones acuosas a pH fisiologico (alrededor de 7.4) contienen aproximadamente
cuatro quintos del fosfato inorganico como i6n hidrogenofosfato (HPO,”) y casi un quinto
como i6n dihidrogenofosfato (H,POy’). Esto significa que la cantidad significativa de fosfato
inorganico en las células, fluido extracelular y sangre actia como un buffer efectivo, que

estabiliza y amortigua los cambios de pH (Kohlmeier, 2003).

-Polifosfatos:

Algunos tipos de osteoblastos contienen cantidades significativas de polifosfatos
(Leyhausen y col., 1998). Estos polifosfatos pueden contener miles de grupos fosfato unidos a
la cadena. La funcidn de estas estructuras no es bien conocida. Se sugiere que podrian actuar
almacenando fosfato, inhibiendo la mineralizacion oOsea, quelando iones dibasicos y
aminodacidos basicos, en la apoptosis, regulando el pH o protegiendo contra el estrés osmético,
por ejemplo. Las exopolifosfatasas y en algunos casos las pirofosfatasas liberan iones fosfato de

las cadenas de polifosfato (Kohlmeier, 2003).
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2.6.UTILIZACION NUTRITIVA DE FOSFORO

2.6.1. REQUERIMIENTOS

El fosforo se encuentra ampliamente distribuido en los alimentos, especialmente en
los que son fuente de proteinas de origen animal (carnes, pescados, huevos, lacteos), en
legumbres y frutos secos. Por ello, su deficiencia dietética es practicamente desconocida.
Ademas, se aniaden aditivos ricos en fosfatos a muchos alimentos procesados. Las dietas con
una adecuada cantidad de energia y proteina, aportan también cantidades suficientes de

fosforo (Calvo y Park, 1996).

Las ingestas diarias recomendadas para el fosforo estan basadas en el mantenimiento de
un nivel normal de fosfato en el adulto, el cual cubre las necesidades celulares y la formacion
Osea. La ingesta media de fosforo de un adulto en paises industrializados es de 1300 mg/dia para
el hombre y 1000 mg/dia para la mujer. La mayoria del fosforo (alrededor del 60%) proviene de
la leche, carne, aves, pescado y huevos. Los cereales y las legumbres proporcionan otro 20% y
menos del 10% proviene de frutas y zumos. Otras fuentes son te, café y aceites vegetales. La

cantidad estimada que proporcionan los aditivos alimentarios es 10% (Calvo y Park, 1996).
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TABLA VI. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de fosforo (modificado de Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

EtapadelaVida - Hombres(mg/dia)  Mujeres(mg/dia)
L actantes 0-6 meses 100 100
L actantes 7-12 meses 275 275

Nifios 1-3 afios 460 460
Nifios 4-8 anos 500 500
Nifios 9-13 afios 1250 1250
Adolescentes 14-18 afios 1250 1250
Adultos 19-30 afios 700 700
Adultos 31-50 afos 700 700
Adultos 51-70 afios 700 700
Adultos Mas de 70 afios 700 700
Embarazo Menos de 18 aflos - 1250
Embarazo 19-30 afios - 700
Embarazo 31-50 afios - 700
Lactancia Menos de 18 aflos - 1250
Lactancia 19-30 afios - 700
L actancia Mas de 30 afios - 700

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

de crecimiento (Reeves y col., 1993).

2.6.2. ABSORCION

Existen varias formas de fosfatos en la dieta, incluyendo sales de fosfato, nucleotidos y
fosfolipidos que son absorbidos con una alta eficiencia (60-70%) en el intestino delgado.
Muchas moléculas de organofosfatos son escindidas como paso previo a la absorcion del i6n

fosfato. La fosfatasa alcalina del borde en cepillo de la membrana del enterocito, por ejemplo,
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escinde la creatina-fosfato. Tanto la fosfatasa inorgénica como la fosfatasa alcalina pueden

hidrolizar el pirofosfato.

Los cotransportadores de Na/Pi tipo I y ITb movilizan el Pi y tres iones Na' a través del
borde en cepillo (Murer y col., 2001). El transporte debido al transportador tipo I es constante,
mientras que la expresion y el transporte del transportador 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.

Se cree que los cotransportadores de sodio tipo III proporcionan un flujo de Pi desde la
membrana basolateral para cubrir las propias necesidades del enterocito (Tenenhouse y col.,
1998). En relacion a los fosfolipidos consumidos con los alimentos, es un hecho conocido que
grandes cantidades son secretadas con la bilis y forman micelas con los acidos biliares, acidos
grasos, colesterol y otro tipo de lipidos. Los fosfolipidos son hidrolizados por la fosfolipasa A2
del pancreas y la molécula resultante (lisolecitina) es captada desde la micela a través del borde

en cepillo de la membrana enterocitica.

En el higado, una proteina especifica transportadora de acidos grasos (L-FABP) colabora
para movilizar los lisofosfolipidos a los compartimentos intracelulares. Un 4cido graso se une a
multiples lisofosfolipidos y el fosfolipido es exportado con los quilomicrones. Alternativamente,
la lisofosfolipasa puede hidrolizar la lisofosfatidilcolina a 3-fosforilcolina, que es exportada y

llega al higado a través de la circulacion portal (Murer y col., 2001).

2.6.3. DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

-Circulacion sanguinea:

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. El fosfato entra en las células a través del cotransportador de Na', principalmente a

través de los ubicuos cotransportadores de Na' tipo III. Una pequefia diferencia se observa a
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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).

La mayoria del ATP es usado fuera de la mitocondria (por ejemplo proporciona la
energia para bombear iones), pero necesita ser reconstituido de nuevo por la fosforilacion
oxidativa mitocondrial. El transportador de fosfato mitocondrial y los translocadores de adenina

son los precursores para la sintesis de ATP en la mitocondria (Giachelli y col., 2001).

-Barrerahematoencefalica:
El transporte de fosfato a través de la barrera hematoencefilica no es un hecho bien
conocido. Es probable que la mayor parte de la transferencia se realice a través de un transporte

tipo antiporte que intercambia fosfato por bicarbonato (Lajeunesse y Brunnete, 1988).

-Transferencia mater no-fetal:
El fosfato, que tiene que ser suministrado en grandes cantidades al feto para el
crecimiento de sus tejidos y mineralizacion 6sea cruza la placenta a través de un cotransportador

de Na' (Lajeunesse y Brunnete, 1988).

2.6.4. DEPOSITOS DE FOSFORO EN EL ORGANISMO

El organismo humano adulto contiene entre 0.6 y 1.1% de fosforo (Arunabh y col.,
2002), del cual, el 85% se encuentra en el hueso. Los osteoblastos depositan fosfato en la matriz
6sea en forma de cristales de hidroxiapatita. Los cotransportadores Na/Pi tipo III estan
implicados en la movilizacion de fosfato a los sitios diana de mineralizacion extracelulares
(Palmer y col., 1999). La liberacion de iones fosfato de la fosfoetanolamina y otros ésteres de
fosfato por una forma de fosfatasa alcalina tisular no especifica (localizada en higado, rifion y
tejido 6seo), es un evento muy importante en la mineralizacion 6sea, aunque el mecanismo por

el cual se produce no est4 aun bien dilucidado.
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Los osteoclastos disuelven los minerales del hueso creando un microambiente 4cido. La
ATPasa vacuolar bombea protones generados por la anhidrasa carbonica I 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 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).

2.6.5.ELIMINACION

La mayoria del fosfato se excreta con la orina, pequenas cantidades se pierden por las
heces (descamacion de la mucosa intestinal) y la piel. Una filtracion glomerular disminuida

debido a un fallo renal causa retencion de fosfato, por la incapacidad de eliminar el exceso.

De los 16 g de fosfato que aproximadamente se filtran por el rifion cada dia, la mayoria
es reabsorbido. Las pérdidas renales dependen de la cantidad filtrada y de los niveles séricos de
Pi. El umbral maximo para el fosfato es una medida de la cantidad maxima de fosfato que puede
ser reabsorbida. Todo el fosfato filtrado que sobrepase este umbral es excretado en la orina

(Murer y col., 2001).
El cotransportador Na/Pi tipo Ila en las células del tibulo proximal renal es el principal

responsable de la reabsorcion del fosfato. Cantidades mucho menores de fosfato son recuperadas

gracias al cotransportador Na/Pi tipo I en el tabulo distal (Murer y col., 2001).
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2.6.6. REGULACION HOMEOSTATICA DEL BALANCE DE FOSFORO

El control de las concentraciones de fosforo a través de la absorcion intestinal y la
conservacion renal es critico para varios procesos biologicos, que incluyen el metabolismo
mineral, desarrollo dseo, transferencia de energia, senales celulares y regulacion de la funcion
proteica.

La concentracion circulante de fosfato depende de la ingesta de Pi procedente de la dieta,
la absorcion intestinal, la filtracion y reabsorcion renal y del intercambio intracelular y

reservorio 6seo (Murer y col., 2001).

FIGURA V1. Metabolismo del fésforo en humanos (Schiavi y Kumar, 2004):

Ingesta Hueso
20 mg/Kg/dia

3 mg/Kg/dia

16 mg/Kg/dia
Absorcion
intestinal Pool de Fésforo
P en el fluido
3 mg/Kg/dia extracelular
Jugos
intestinales *
Heces Rifign
7 mg/kg/dia 13 mg/Kg/dia

Un adulto normal ingiere aproximadamente entre 1.5 y 2.0 g de Pi por dia (20
mg/Kg/dia). De esta cantidad, entre 1.0 y 1.2 g (16 mg/Kg/dia) es absorbido en el intestino
proximal y unos 200 mg (3 mg/Kg/dia) son secretados al lumen intestinal, resultando una

absorcion neta de aproximadamente 1.0 g (13 mg/Kg/dia). El fosforo absorbido pasa al fluido
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extracelular y varia segtn las necesidades del hueso (3 mg/Kg/dia). Aproximadamente 1.0 g se
excreta por los rifiones, de manera que las cantidades absorbidas y eliminadas son equivalentes.
Por tanto, bajo condiciones fisioldgicas, la funcion intestinal y renal actian manteniendo una
homeostasis normal de fésforo y unas concentraciones plasmaticas normales de Pi (entre 2.5 y

4.5 mg/dL).

Las principales hormonas que regulan el metabolismo del fosforo son la 1,25(0OH),D; y
la PTH (Murer y col., 2001). La PTH inhibe la reabsorcion renal de de fosfato y de manera
indirecta incrementa la absorcion intestinal de fosforo, estimulando la sintesis de 1,25(OH),Ds .
El foésforo tiene un efecto estimulador directo en la secrecion de PTH y parece ser que un nivel
elevado de Pi en suero es un factor importante que contribuye al hiperparatiroidismo asociado

con largos periodos de enfermedad renal cronica (FIGURA VII).

FIGURA VII. Influencia del fosfato en la sintesis y actividad de la PTH y la vitamina D
(Schiavi y Kumar, 2004):
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La 1,25(0OH),Ds incrementa la absorcion intestinal y la reabsorcion renal de Pi (Kumar,
2002). La generacion de la forma activa de la vitamina Ds, 1,25(OH),D; es regulada por el Pi de
la dieta, concentraciones séricas de Pi y la PTH. EI Pi extracelular regula la actividad y sintesis
de la 25(OH)Ds la-hidroxilasa, de manera que bajas concentraciones de Pi incrementan su
sintesis y actividad y altas concentraciones de Pi producen el efecto contrario en la 25(OH)D;

la-hidroxilasa.

TABLA VII. La regulacion de la homeostasis del fosfato en el rifion ocurre
principalmente en el tubulo proximal y es controlada por varios factores que pueden incrementar

o disminuir la reabsorcion de Pi (Murer y col., 2001):

Factores que disminuyen la reabsorcion de Pi Factores que aumentan la reabsorcion de Pi
Sobrecarga de Pi Deplecion de Pi
Hormona paratiroidea/cAMP Extirpacion del paratiroides
Expansion del volumen Contraccion del volumen
Hipercalcemia Hipocacemia
Inhibidores de la anhidrasa carbdonica 1,25(0OH),D;
Glucosa y Alanina Hormona del crecimiento (GH)

Desequilibrios 4cido-base
Incrementos de bicarbonato
Hipercapnia

Inhibidores metabolicos
El fosforo inorgénico plasmatico filtra libremente en el glomérulo. Aproximadamente el

80% del fosfato filtrado es reabsorbido junto con el sodio a través de cotransportadores

especificos Na-Pi Ila, localizados en el tabulo proximal.
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La regulaciéon de la reabsorcion de fosfato en el rifion es llevada a cabo controlando el
numero de cotransportadores Na-Pi Ila, presentes en la superficie del borde en cepillo de las
membranas proximales de los enterocitos. Estudios actuales evidencian que un descenso agudo
de Pi presente en la dieta, conduce a un reclutamiento de cotransportadores Na-Pi Ila de un pool
intracelular (Levi y col., 1996), mientras que cambios crénicos en el Pi ingerido regulan los
cotransportadores Na-Pi Ila a través de mecanismos de transcripcion (Miyamoto e Itho, 2001).
La administracion cronica de 1,25(OH),D; y PTH también modula la expresion génica de Na-Pi
ITa (Friedlander y col., 2001). Una elevacion de los niveles de PTH reduce rédpidamente el
numero de transportadores Na-Pi Ila, retirdndolos de la superficie celular y degradando los

lisosomas resultantes (Hernando y col., 2001).

La absorcion intestinal de fosfato ocurre a través de dos mecanismos: transporte pasivo
no regulado y mecanismos de transporte activo regulados. El cotransportador Na-Pi IIb,
localizado principalmente en el yeyuno, actia como mediador en el transporte activo intestinal
de fosfato y parece que esta regulado a nivel transcripcional por la 1,25(OH),Ds (Hernando y
col., 2000). Sin embargo, este hecho no conlleva la retirada de cotransportadores en respuesta a
la PTH. Los mecanismos que controlan la liberacion de calcio y fosfato de los pools intracelular

y 6seo no estan todavia bien dilucidados.

Ademas de estos mecanismos bien conocidos, en la actualidad existe una clase nueva de
proteinas reguladoras de fosfato, que son las denominadas “fosfatoninas” (Jan de Beur y Levine,
2002). La fosfatonina desempefia un papel importante, modulando la reabsorcion renal de

fosforo y la produccion de 1,25(OH),Ds.

73



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

FIGURA VIII. Regulacion de la reabsorcion renal de fosforo y la mineralizacion 6sea a

través de la fosfatonina (Quarles, 2003).
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La fosfatonina (una hormona fosfaturica) estimula la excrecion renal de fosfato. Se cree
que los osteoblastos son las células encargadas de producir la fosfatonina. Un incremento en la
liberacion de fosfatonina conduce a un efecto autocrino para regular la mineralizacion osea y

una serie de efectos sistémicos que producen fosfaturia.
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2.7.EL MAGNESIO EN LA NUTRICION

2.7.1. INTRODUCCION

El magnesio es un mineral esencial en los humanos, con multiples funciones
bioquimicas y fisiolégicas como la activacion de enzimas, implicacion en maultiples rutas
metabolicas, regulacion de los canales de membrana y contraccion muscular (Schweigel y

Martens, 2000).

El magnesio estd almacenado principalmente en el hueso y los compartimentos
intracelulares de los tejidos blandos. Menos del 1% del magnesio total del organismo esta
circulando en sangre. En sujetos normales, los niveles séricos se mantienen en un rango estrecho
de concentracion (0.7-1.1 mmol/L). La homeostasis del magnesio depende del balance entre la

absorcion intestinal y la excrecion renal (Kerstan y Quamme, 2002).

2.7.2. FUENTESALIMENTARIASDE MAGNESO

Puesto que el magnesio es parte de la clorofila (el pigmento verde de las plantas), los
vegetales con hojas verdes son ricos en dicho elemento. Los granos sin refinar (integrales) y los
frutos secos también tienen un elevado contenido de magnesio. La carne, la leche y los
derivados lacteos tienen un contenido intermedio y los alimentos refinados tienen un contenido
muy bajo. El agua potable es una fuente variable de este elemento. Las “aguas duras” (con
elevado contenido de calcio) usualmente tienen una concentracion mas elevada de magnesio que

las “blandas” (Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).
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TABLA VIII. Contenido en magnesio de algunos alimentos (modificado de Sabatier y
col., 2002; Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

ALIMENTO PORCION MAGNESI O (mg)
Cerealesricos en fibra Y2 taza 129
Arrozintegral 1 taza, cocinado 84
Almendras 30g 82
Espinacas ”2 taza, cocinadas 78
Cacahuetes 30g 50
Avdlanas 30g 49
Banana 1, mediana 34
Leche 250 mL 34

2.7.3.INTERACCION CON OTROSNUTRIENTES

-Cinc:
Dosis elevadas de cinc en forma de suplementos, parecen interferir con la absorcion de
magnesio. Un suplemento de cinc de 142 mg/dia en hombres adultos sanos disminuye la

absorcion y balance de magnesio de forma significativa (Spencer y col., 1994).

-Fibra:

Incrementos elevados en la ingesta de fibra, disminuyen la utilizacion nutritiva de
magnesio, como queda demostrado en numerosos estudios experimentales. Sin embargo, no es
un hecho claro la magnitud en la cual la fibra de la dieta afecta al status nutricional del magnesio

en individuos con una dieta variada (Shils, 1999).
-Proteina:

La cantidad de proteina en la dieta puede afectar a la absorcién de magnesio. Un estudio

reveld que la absorcion fue menor cuando la ingesta proteica era inferior a 30 g/dia. Ingestas
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proteicas mas elevadas (93 g/dia) se asociaron con una mejor absorcion de magnesio en

adolescentes (Shils, 1999).

-VitaminaD y calcio:

La forma activa de la vitamina D (calcitriol) puede incrementar ligeramente la absorcion
de magnesio en duodeno, yeyuno y colon proximal (Lisbona y col., 1994). Sin embargo, la
absorcion de este elemento parece que no depende del calcitriol como en el caso del calcio y el
fosfato. Elevadas ingestas de calcio no afectan a la utilizacion nutritiva de magnesio, como
revelan varios estudios de balance. Unos niveles plasmaticos inadecuados de magnesio se
traducen en bajos niveles de calcio plasmaticos, resistencia a la PTH y resistencia a algunos

efectos de la vitamina D (Shils, 1999).

2.7.4. FUNCIONESDEL MAGNESIO

El magnesio estd involucrado en mas de 300 reacciones metabolicas esenciales para el

correcto funcionamiento celular (Shils, 1999).

-Produccién de energia:

El metabolismo de los carbohidratos y grasas para producir energia requiere numerosas
reacciones quimicas dependientes de magnesio. El magnesio se requiere para la sintesis proteica
mitocondrial. El ATP, la molécula que proporciona energia para casi todos los procesos
metabolicos, existe de forma primaria como un complejo con magnesio (MgATP) (Higdon,

2003).

-Sintesis de biomoléculas esenciales:

El magnesio se requiere en una serie de reacciones durante la sintesis de dcidos nucleicos
y proteinas. Un elevado nimero de enzimas implicadas en la sintesis de carbohidratos y lipidos
requieren la presencia de este elemento como cofactor. El glutation, un importante antioxidante,

también requiere magnesio para su sintesis (Higdon, 2003).
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-Funcidn estructural:

El magnesio desempefia un importante papel estructural en el hueso, la membrana
celular y los cromosomas. También es necesario para el transporte activo de iones como el K’ y
el Ca®" a través de las membranas celulares. Debido a su papel en el transporte idnico, el
magnesio afecta a la conduccion nerviosa, la contraccidon muscular y la frecuencia cardiaca

(Higdon, 2003).

-Mensgjero cdular:
El MgATP es requerido para la fosforilacion de proteinas y la formacion de mensajeros
celulares como el cAMP. El cAMP esta implicado en muchos procesos, incluyendo la secrecion

de la PTH por las glandulas paratiroideas (Higdon, 2003).
-Migracién celular:

Los niveles de calcio y magnesio en el liquido extracelular afectan a la migracion de
ciertos tipos de células. Este efecto en la migracion celular puede afectar al proceso de
cicatrizacion de heridas (Higdon, 2003).
2.8.UTILIZACION NUTRITIVA DE MAGNESIO

2.8.1. REQUERIMIENTOS

Los requerimientos de magnesio estan basados en la cantidad de mineral necesaria para

prevenir la deficiencia y mantener un estado de salud 6ptimo.

78



JAVIER DiAZ CASTRO

TABLA IX. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de magnesio (modificado de Food

and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

EtapadelaVida Hombres (mg/dia) Mujeres (mg/dia)
L actantes 0-6 meses 30 30
L actantes 7-12 meses 75 75

Nifios 1-3 afios 80 80
Nifios 4-8 afos 130 130
Nifios 9-13 aflos 240 240
Adolescentes 14-18 afios 410 360
Adultos 19-30 afios 400 310
Adultos Mas de 30 afios 420 320
Embarazo Menos de 18 aflos - 400
Embarazo 19-30 afios - 350
Embarazo Mas de 30 afios - 360
Lactancia Menos de 18 aflos - 360
Lactancia 19-30 afios - 310
Lactancia Mas de 30 afios - 320

Los requerimientos de magnesio para la rata son 513 mg/Kg de dieta, en fase de

crecimiento y 511 mg/Kg de dieta en fase adulta (Reeves y col., 1993).

2.8.2. ABSORCION

El principal lugar de absorcion de magnesio es el intestino delgado, en particular el ileon.
Cantidades menores de magnesio también se absorben en el colon. La absorcion intestinal de
magnesio ocurre a través de dos rutas principales: un transporte activo transcelular saturable y
un transporte pasivo paracelular no saturable (FIGURA IX) (Kerstan y Quanme, 2002; Lopez-
Aliaga y col., 2003).
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FIGURA | X. Modelo de absorcion intestinal de magnesio (Konrad y col., 2004):

LUMEN INTESTINAL J SANGRE
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-Transportetranscelular saturable:

El movimiento neto de un i6n en ausencia de gradientes electroquimicos y su
dependencia de la energia metabolica evidencia la presencia de un mecanismo de transporte
activo, presumiblemente celular. De acuerdo con este criterio, el transporte de magnesio en
direccion a las membranas mucosa y serosa es parcialmente celular en el ileon y colon, mientras

que el flujo en direccion inversa es puramente difusivo (Jiittner y Ebel, 1998).

El transporte transcelular intestinal de magnesio se puede considerar como un proceso en
tres pasos, consistente en: (a) entrada a la célula epitelial desde el lumen, (b) transito a través del

citosol y (c) extrusion desde la célula a través de la membrana basolateral.

La entrada de magnesio a la célula intestinal a través del borde en cepillo o0 membrana
apical no requiere energia metabdlica, puesto que dicho elemento se mueve gracias al gradiente

electroquimico.

La concentracion de magnesio en el lumen intestinal es variable, pero se mantiene en un

rango de entre 0.5 y 2 mM durante el ayuno y aumenta hasta 45 mM tras ingerir alimentos.
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Aunque el magnesio celular total es relativamente alto (3-6 mM/mg de peso fresco), la
concentracion de magnesio intracelular libre se mantiene entre 0.4 y 1 mM. Debido a estas
diferencias de concentracion, se crea una diferencia de potencial negativa entre el exterior y el

interior de la célula (Schweigel y col., 1999).

En la actualidad no hay datos concluyentes acerca de la extrusiéon de magnesio a través
de la membrana basolateral. Probablemente no exista (o si lo hay es minimo) un gradiente
quimico para el magnesio a través de esta membrana. El gradiente eléctrico ascendente para la
salida de un cation tal como el magnesio sugeriria la participacion de un transporte activo

primario (bombeo de Mg”") o secundario (intercambio Mg**/ Na") (Schweigel y Martens, 2000).

La cinética de saturacion del sistema de transporte transcelular se explica por la
capacidad limitada del transporte activo. A bajas concentraciones intraluminales, el magnesio es
absorbido principalmente a través de la ruta transcelular y a concentraciones superiores, se

absorbe basicamente a través de la ruta paracelular (Konrad y col., 2004).

-Transporte paracelular no saturable:

El movimiento pasivo de magnesio es mas efectivo en el epitelio de los segmentos
proximales del tracto gastrointestinal (intestino delgado), donde solo una pequeia fraccion de la
conductividad total del tejido puede ser atribuida al flujo transcelular del i6n a través de las
membranas mucosa y serosa. El resto (al menos el 85%), es una consecuencia del movimiento
de iones, principalmente Na', K" y CI” gracias a la alta conductividad y baja resistencia de las

rutas extracelulares.

El aumento paralelo de la absorcion neta de magnesio con el contenido de dicho
elemento en la dieta, sugiere que la absorcion de magnesio se realiza principalmente a través de

un proceso de difusion pasiva (Hardwick y col., 1990).

El flujo y direccion del transporte pasivo de magnesio a través de la ruta paracelular esta

exclusivamente determinado por gradientes electroquimicos. Sin embargo, esto no implica que
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el flujo pasivo de magnesio a través de la ruta paracelular no esté completamente regulado.
Existen evidencias de que la absorciébn de magnesio estd relacionada con la concentracion

luminal del mismo a través de una funcion curvilinea (FIGURA X) (Konrad y col., 2004)

FIGURA X. Absorcion intestinal de magnesio frente a ingesta. La funcion curvilinea

resulta de la combinacion del transporte paracelular y transcelular (Konrad y col., 2004):

=11]
E : l-{dl']’g O -D'._“‘a@
£ Fisiologico o
=
2
=
2
(]
p
) \
5 \\}\ﬁ
] cE -
- ?i.a -
-
— Z.
— Transcelular

Ingesta de Mg

2.8.3. DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

-Circulacion sanguinea:

El 55% del magnesio en plasma (entre 0.7-1.1 mmol/L) esta en forma ionizada. Una
fraccion mas pequefia (33%) se encuentra unida a proteinas y el resto (12%) formando
complejos con distintos aniones. Las células captan el magnesio a través de un transportador que
intercambia sodio. Los nucledtidos forman complejos con la mayoria del magnesio intracelular,
manteniendo las concentraciones de magnesio libre ionizado por debajo de 1 mmol/L (Romani y

col., 1993).
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-Barrera hematoencefélica:

Las concentraciones de magnesio en el fluido cerebroespinal y cerebro parecen estar
reguladas de forma independiente y no estan relacionadas con la concentracion sanguinea. Los
mecanismos de transporte a través de la barrera hematoencefalica no estan atn bien estudiados

(Gee y col., 2001).

-Transferencia mater no-fetal:

Proporcionalmente pasa mucho menos magnesio de la madre al feto que con otros
cationes divalentes similares como el calcio, lo cual indica que los mecanismos de transporte no
son compartidos. La manera exacta en la que el magnesio atraviesa la barrera placentaria no esta

aun bien dilucidada (Gee y col., 2001).

2.8.4. DEPOSITOSDE MAGNESIO EN EL ORGANISMO

El organismo de un adulto contiene unos 25 g de magnesio, almacenado principalmente
en el hueso y los compartimentos intracelulares de los tejidos blandos. Menos del 1% del total
del organismo esta circulando en sangre. En sujetos normales, los niveles séricos se mantienen

en un rango estrecho de concentracion (0.7-1.1 mmol/L) (Kerstan y Quamme, 2002).

2.85. ELIMINACION

El magnesio libre ionizado (Mg”") y el magnesio complejado con pequefios iones, que
constituyen la mayoria (80%) del magnesio circulante son filtrados facilmente en el glomérulo
renal (en condiciones normales mas de 2 g/dia). Los individuos sanos pierden menos del 5% del
magnesio filtrado en la orina. Una parte del magnesio luminal es recuperado de los tibulos
proximales, una mayor proporcion (70%) del asa de Henle ascendente y otra pequefia
proporcion del tubulo distal (Cole y Quanme, 2000). La reabsorcion de magnesio ocurre en una
considerable proporcion debido al movimiento del elemento entre las células epiteliales. Existen

ciertas proteinas complejas que sellan estos espacios intercelulares, como la claudina 16
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(paracellina 1), una proteina que controla el paso del magnesio a través de la ruta paracelular

(Weber y col., 2001).

FIGURA XI. Reabsorcion de magnesio en el Asa de Henle (Konrad y col., 2004):

APICAL BASOLATERAL
0.26 mM Mg2* 0.50 mM Mg2* J 0.75 mM Mg2*
Mgz+ L™ e ’
caz‘l' f_d
ROMK
'\Q\ 2 Na+
K+ 2Kt
CaSR
K
T
Na' CLC-Kb
CI-
Barttina-1
Mg®t o
cg:* >
Paracellina-1
+8mV 1 OmV

2.8.6. REGULACION HOMEOSTATICA DEL BALANCE DE MAGNESIO

La reabsorcion renal del filtrado primario es el principal mecanismo de control del
contenido de magnesio en el organismo. Las pérdidas urinarias se relacionan estrechamente con
las concentraciones sanguineas de calcio y magnesio, asi como con la cantidad de magnesio
presente en la dieta. La 1,25-dihidroxivitamina D estimula la reabsorcion de magnesio en el
tibulo distal, posiblemente porque la induccion de la calbindina 9K promueve el transporte
transcelular (Ritchie y col., 2001). El receptor extracelular de calcio/magnesio (Casr) en la
superficie externa de la membrana basolateral responde a la concentracion de iones divalentes,
modulando la permeabilidad de las uniones intercelulares y el voltaje transepitelial. Puesto que

las concentraciones i6nicas de calcio y magnesio disminuyen en el espacio pericapilar adyacente
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a la membrana basolateral (y en el lumen capilar), se incrementa la absorcién de ambos iones

(Cole y Quamme, 2000).

La PTH, calcitonina, hormona antidiurética y el glucagon también pueden disminuir las
pérdidas renales, pero su importancia en el mantenimiento de la homeostasis del magnesio
parece ser menor y no estd aun bien estudiada. La PTH también puede promover el transporte

activo de la absorcion intestinal (Rude, 2000).

2.9. CARACTERISTICASNUTRICIONALESDE LA LECHE DE CABRA

2.9.1 INTRODUCCION

En la actualidad se ha considerado a través de pruebas obtenidas por diversos estudios
arqueologicos, que hace aproximadamente unos 10000 afios, la especie humana dejé la caza y
la coleccion de diversos recursos alimentarios vegetales y animales disponibles en el medio,
para paulatinamente iniciar nuevas actividades que favorecian su subsistencia, como la

agricultura y la ganaderia.

La ganaderia lechera, tiene sus origenes como se ha demostrado, en la trashumancia,
que consiste en una forma de vida humana siguiendo a los rebafios de animales de acuerdo
con sus emigraciones anuales, obteniendo de las hembras leche y otros recursos. Existen
evidencias arqueoldgicas de la existencia de las cabras en la cultura Natufia que abarco desde

el ano 11000 hasta el 9300 A. C. y que se expandid por Palestina y Levante (Vega, 2003).

La adaptabilidad a climas variados y condiciones de manejo, aunado a su docilidad,
facilidad para el manejo y la factibilidad de obtener leche diariamente, hacen de la cabra un
animal de gran valor actual y futuro para mejorar el nivel de vida de los productores. La cabra
fue una de las primeras especies animales introducidas por los espafioles en México en el
siglo XVI, y se continuaron importando hasta el siglo pasado, con el propdsito de sostener e

incrementar sus inventarios (Sanchez, 2004).
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La cabra ha sido considerada como uno de los animales domésticos de mayor
aprovechamiento, sobre todo por su leche y carne, pero no debe olvidarse la utilidad de su

piel y otras partes de su cuerpo (Sanchez, 2004).

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

col., 1992).

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

niveles de HDL colesterol, triglicéridos y transaminasas (GOT y GPT).

2.9.2. CARACTERISTICASORGANOLEPTICAS

La leche de cabra es mas blanca que la de vaca, debido a que no tiene carotenos, que

amarillean en parte a la ultima. Posee un fuerte olor y sabor, como consecuencia de la absorcion

de compuestos aromaticos durante su manejo. Sin embrago, estas caracteristicas organolépticas
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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).

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

le confieren un sabor ligeramente salobre.

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

poco atractivos a la leche (Arbiza, 1986).

2.9.3. COMPOSICION DE LA LECHE DE CABRA

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

col., 1982).

Dependiendo de la raza de las cabras, condicionamientos genéticos, alimentacion,
factores medioambientales, momento de la lactacion, etc., existen variaciones en la composicion
de la leche. En relacion a los componentes mayoritarios de la leche de cabra, seglin los diversos

autores consultados, su composicion oscila en el siguiente rango de valores:
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TABLA X. Componentes mayoritarios y caracteristicas de la leche de cabra (Gnan y

col., 1985; Espie y Mullan, 1990; Faria y col., 1999):

PARAMETRO RANGO DE VALORES

Crioscopra (°C) (-0.585),(-0.595)
pH 6.41-6.70
Solidos Totales (%) 11.70-15.21
Lactosa (%) 3.80-5.12
Grasa (%) 3.00-6.63
Proteitna (%) 2.90-4.60
Casemna (%) 2.45-2.72
Cenizas (%) 0.69-0.89

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

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

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

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

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

factor que modifica principalmente el contenido proteico.

En cuanto al porcentaje de materia grasa y su composicion, como ya se ha comentado,
depende en gran medida de la dieta y carga genética del animal, asi como de la naturaleza y

composicion de la dieta que recibe, puesto que ésta determina cambios en la fermentacion
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ruminal, modificando la produccion de los diferentes acidos grasos y con ello el contenido graso
de la leche. La modificacion de la composicion lactea en los rumiantes es mas dificil que la de
los animales monogastricos, debido al proceso de hidrogenacion que sufre la grasa de piensos y
forrajes en el rumen, incrementando el contenido de acidos grasos saturados y reduciendo el de
los esenciales en la leche. Las grasas “protegidas” suministradas en los piensos, salvan el
obstaculo del rumen y parecen una buena estrategia para mejorar la calidad lactea, aumentando
el contenido de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs), con marcados efectos beneficiosos en el

metabolismo lipidico humano (Clarke y Jump, 1994; Sanz-Sampelayo y col., 2004).

2.9.3.1. PROTEINA DE LA LECHE DE CABRA

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

utilizacion digestiva y metabdlica de la proteina, en comparacion a las que consumian dieta

estandar o basada en leche de vaca (Lopez-Aliaga y col., 2003).

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

péptidos y otras proteinas menores, algunas con caracter enzimatico.
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Como componentes de la proteina lactea, existen seis fracciones genéricas de la glandula
mamaria de cardcter mayoritario: asj-caseina, asp-caseina, [-caseina, y-caseina, [3-
lactoglobulinas y a-lactoalbtiminas, exhibiendo todas un polimorfismo genérico producto de
genes autosomicos alélicos codominantes (Swaisgood, 1992). La leche caprina tiene menos o s;-
caseina que la leche de vaca (5% del total de proteinas en la cabra, frente al 35% de la vaca)
(Martin, 1996). Esta proteina, que no estd 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).

Quiles y col. (1994), senalaron que a lo largo de la lactacién de la cabra, los grupos
proteicos y sus fracciones se incrementan, salvo las proteinas del suero que disminuyen.
Posteriormente, Brownn y col. (1995), observaron cambios en la fraccion caseinica de la leche
de cabra a lo largo de la lactacion, sefialando una disminucion de o s)-caseina a medida que
progresa la lactacion, consecuente con la susceptibilidad a la proteolisis, asi como un aumento
en la concentracion de k-caseina en dicho curso. Igualmente, indican una correlacion entre By v-
caseina y la produccion lactea, marchando paralela con la involucién de la glandula mamaria en

el transcurso de la lactacion.

De acuerdo con Chandan y col. (1992), la concentracion enzimadtica 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.

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

capacidad de la leche de cabra para formar crema (Chandan y col., 1992).
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29.3.2. CARBOHIDRATOSDE LA LECHE DE CABRA

Tanto en la leche de vaca como en la de cabra, el hidrato de carbono més importante es

la lactosa (4,7-4,8%).

En condiciones fisioldgicas, la lactosa de la leche es hidrolizada por la lactasa en la
superficie de las células de la mucosa intestinal, pero deficiencias de este enzima pueden
producir diarreas, distension abdominal y flatulencia, debido al aumento en la luz intestinal de
este disacarido osmoticamente activo. En casi todos los mamiferos, la actividad lactasica
intestinal es alta al nacer, declina en la nifiez y permanece baja en la edad adulta; valores bajos
de lactasa se asocian a la intolerancia lactea (Ganong, 2004). La mayor tolerancia a la lactosa de
la leche de cabra parece ser debida a su mayor digestibilidad, pudiendo existir una interaccién
entre calidad y cantidad proteica, de manera que la tasa de liberacion de nutrientes desde el

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

Sin embargo, a pesar de que ambos tipos de leche contienen una cantidad de lactosa
similar, una diferencia muy importante en la composicion glucidica de ambos tipos de leche
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. Ademads, los
oligosacaridos caprinos se caracterizan por su gran variabilidad estructural, que los hace los mas
parecidos que existen a la leche humana. Otra caracteristica importante es su elevado contenido
en galactosa, muy importante para el desarrollo cerebral en las primeras etapas de vida

(Martinez-Férez, 2004).

La similitud de los oligosacéridos de la leche de cabra con los de la leche humana
sugiere que estos compuestos podrian tener una bioactividad similar. En este sentido, se ha
demostrado in 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).
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2.9.3.3. COMPOSICION LIPiDICA DE LA LECHE DE CABRA

La cantidad total de materia grasa es similar en las leches de vaca y cabra (3.2-3.8%),
también muy parecida a la de la leche humana. El contenido en colesterol (0.3-0.6%) y en

fosfolipidos (1%) es también similar en las leches de las tres especies.

La materia grasa de la leche es secretada por las glandulas mamaria en forma de globulos
grasos, dando lugar a una emulsion lipidica. Estos globulos grasos estan formados
principalmente por un nucleo de triglicéridos, rodeado de una capa externa constituida por
lipidos polares (principalmente fosfolipidos) y proteinas. El tamaio de los globulos grasos de la
leche de cabra es por término medio de 3.5 um, presentando un elevado porcentaje de globulos
con un diametro comprendido entre 1.5 y 3 um, considerablemente mas pequefios a los de la
leche de vaca (4.5 um por término medio). Este menor tamafio de los glébulos grasos de la leche
de cabra da como resultado una emulsién mas fina y uniforme, que influye favorablemente en su
digestibilidad, puesto que estos pequefios globulos son mas accesibles para las lipasas que

participan en la digestion lipidica (Chilliard, 1996).

Por otra parte, tanto la leche de vaca como la de cabra, contienen cantidades muy
importantes del enzima lipoprotein-lipasa (LPL). Este enzima juega un papel crucial en la
lipolisis espontanea de la leche (hidrélisis de triglicéridos, principalmente en posicion 3, para
producir 4cidos grasos libres). En el caso de la leche de vaca, la LPL se encuentra ligada a las
moléculas de caseina, mientras que en la leche de cabra estd mas ligada a los gldbulos 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).

Posiblemente, una de las principales diferencias en la composicion lipidica de las leches
de cabra y vaca estd en el tipo de acidos grasos que componen los triglicéridos. En la leche de
cabra el porcentaje de acidos grasos de cadena media (C6:0 caproico, C8:0 caprilico, C10:0

caprico) es superior al de la leche de vaca. Asi, la leche de cabra es mas rica en triglicéridos de
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cadena media (MCT). Estos triglicéridos son una fuente de energia rapida, ya que se absorben
directamente en el intestino delgado proximal y no necesitan la participacion de las sales biliares
para su absorcion. Ademas, la oxidacion 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).

Por esta razon, estos triglicéridos podrian tener efectos beneficiosos en situaciones
metabolicas desfavorables, tales como enfermedades hepaticas, pacientes inmunodeprimidos o
en el recién nacido, cuyo metabolismo es ain inmaduro. Asi, los MCT han sido utilizados en
nutricion parenteral de pacientes con enfermedades criticas y en nifios prematuros, con mejores

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

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

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

Alférez y col. (2001), estudiaron el efecto de la grasa de las leches de cabra y vaca sobre
la utilizacion digestiva de dicho nutriente y sobre parametros bioquimicos relacionados con el
metabolismo lipidico. En el estudio se emplearon ratas controles (transectadas) y otro grupo con
reseccion intestinal del 50% del intestino delgado distal. La utilizacion digestiva de la grasa fue
mayor en los animales que consumieron dieta elaborada a base de leche de cabra (rica en MCT),
con respecto a los que consumian dieta basada en leche de vaca. Ademas el consumo de leche de
cabra produce una reduccion de los niveles de LDL-colesterol, manteniendo dentro del rango
fisiologico los niveles de triglicéridos, HDL-colesterol y transaminasas (GOT y GPT) (Lopez-
Aliaga y col., 2005).
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2.9.3.4. COMPOSICION MINERAL DE LA LECHE DE CABRA

Al analizar la composicion mineral de un determinado tipo de leche, no s6lo hay que
tener en cuenta las cantidades de cada mineral, sino también su biodisponibilidad. En este
sentido, existen interacciones entre diferentes minerales y de éstos con otros componentes

lacteos, que puede afectar a su absorcion.

Asi, la composicion mineral de las leches de cabra y vaca no presentan grandes
diferencias. Es destacable la mayor cantidad de potasio de la leche de cabra y su menor
contenido en sodio. Sin embargo, existen estudios cientificos que demuestran que la
biodisponibilidad de ciertos minerales si es diferente, siendo mucho mas ventajosa en la leche de
cabra.

TABLA XIl. Composicion mineral de las leches de cabra y vaca (Gueguen , 1996):

L eche devaca L echedecabra

M acr oelementos mg/L mg/L
Calcio 1200 1260
Fosforo 920 970
Potasio 1500 1900
Sodio 450 380
Magnesio 110 130
Relacion Ca:P 1/3 1/3

Microeementos pg/L pg/L
Zinc 3800 3400
Hierro 460 550
Cobre 220 300
M anganeso 60 80
Yodo 70 80
Selenio 30 20
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El hierro es un claro ejemplo de como las interacciones entre componentes pueden
aumentar la biodisponibilidad. La leche de cabra contiene una cantidad de hierro ligeramente
superior a la de vaca, sin embargo, la biodisponiblidad de este elemento es mucho mayor en la
leche de cabra. Lopez-Aliaga y col., (2000) estudiaron el efecto de las leches de cabra y vaca
sobre la utilizacion digestiva y metabolica de hierro y calcio, usando como control una dieta
estandar (sin leche). La utilizacion digestiva del hierro y calcio, asi como el deposito en érganos
diana fue superior en los animales que ingirieron dietas basadas en leche de cabra. Por tanto, la
leche de cabra minimiza las interacciones entre hierro y calcio, favoreciendo asi su metabolismo.
Ademés, Alférez y col., (2006) estudiaron el efecto de la leche de cabra comparativamente a la
de vaca en ratas con anemia ferropénica nutricional inducida, concluyendo que el Fe presente en
la leche de cabra favorece su deposito en organos diana y la vuelta a la normalidad de los

parametros hematoldgicos alterados como consecuencia de la anemia ferropénica nutricional.

El efecto beneficioso de la leche de cabra sobre la utilizacion digestiva de hierro
puede deberse a varios factores nutricionales que se encuentran en la leche de cabra en mayor
proporciéon como son: la cisteina y la lisina por la solubilizacion de Fe ferroso o férrico
formando quelatos tridentados, son el principal factor asociado con una mayor absorcion del
metal (Van Campen, 1973). Por otra parte, el mayor contenido de &cido ascorbico (vitamina
C) en la leche de cabra, contribuye a aumentar la absorcion de hierro en las ratas alimentadas
con dieta elaborada con leche de cabra, ya que es conocido que la vitamina C forma un
quelato con este mineral que permanece soluble a un pH mas alto del intestino delgado

(Czajka-Narins, 1998).

La mayor absorcion de calcio en los animales que consumen la dieta con leche de
cabra se puede atribuir en parte al alto contenido en Vitamina D de la leche de cabra respecto

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

Otro factor que puede contribuir a esta mayor absorcion de calcio con la dieta
elaborada con leche de cabra es su mayor contenido en lisina respecto a la leche de vaca. El

efecto de este aminoacido parece que esta relacionado con el transporte de calcio pasivo, ya
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que no hay diferencias significativas entre los dos esterecoisémeros de la lisina.

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

partir de esos triglicéridos de cadena media.

La cantidad de magnesio en la leche de cabra también es ligeramente superior a la de
vaca. Un estudio en ratas con reseccion intestinal demostré que la leche de cabra aumentaba
la absorcion de magnesio (Lopez-Aliaga y col, 2003). También los MCT parecen
responsables de este efecto beneficioso en el metabolismo mineral. Ademés Campos y col.,
(2003) también demostraron que el consumo de leche de cabra en ratas resecadas mejoraba la
absorcion de calcio y fosforo, asi como su destino metabolico en los organos diana

implicados en la homeostasis de estos minerales.

2.9.35. COMPOSICION VITAMINICA DE LA LECHE DE CABRA

El bajo contenido en acido folico (vitamina Byg) de la leche de cabra es practicamente el
unico inconveniente de este tipo de leche en comparacion con la 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 sufrid la leche caprina en los afos 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).
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TABLA XII. Composicion vitaminica de las leches de cabra y vaca (Chandan y col.,

1992; O’Connor, 1994; Mataix y col., 1995):

VITAMINAS
A, UI/L
D, ng/L
E, mg/L
K, pg/L
B1, mg/L
B2, mg/L
Niacina, mg/L
Acido Ascoérbico, mg/L
Acido pantoténico, mg/L
Bs, mg/L
B12, pug/L
Acido félico, pg/L
Colina, mg/L
Inositol, mg/L

Leche de cabra
2030.0

0.6
0.3
12.0
0.5
1.4
2.7
21.0
3.1
0.5
0.7
6.0
119.9
110.5

Lechedevaca
1260.0
0.3
1.0
0.1
1.4
0.8
15.6
3.0
0.7
3.5
50.0
120.0
109.3

La leche de cabra contiene niveles més altos de vitaminas del grupo B que la leche de

vaca, con la salvedad de que las vitaminas Bs y Bj, estdn en menor cantidad (Jauber y

Kalantzopoulos, 1996). El contenido en vitamina D y acido nicotinico también es superior en la

leche de cabra.

Otra caracteristica destacable de la leche de cabra es su elevado contenido en vitamina A

y, a diferencia de la leche de vaca, no contiene precursores de dicha vitamina, sino que se

presenta como tal (Devendra y McLeroy, 1986).
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2.9.3.6. OTROSCOMPONENTESMINORITARIOSDE LA LECHE DE CABRA

Las poliaminas (espermidina, espermina y putrescina) son compuestos nitrogenados
presentes en la leche de diferentes mamiferos y parecen jugar un papel importante en el

desarrollo intestinal de los neonatos de distintas especies.

La concentraciéon de estas sustancias en la leche varia en funcién del periodo de
lactancia, probablemente debido a una adaptacion de las necesidades del neonato (Ploszaj y col.,
1997). En la leche de vaca, la concentracion de espermina y espermidina es maxima en el
calostro, debido a que la capacidad de sintesis es maxima. Durante el primer mes de lactancia, la

concentracion de estas sustancias disminuye y permanece baja hasta el final de la lactancia.

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

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

La mayor concentracion de poliaminas se ha relacionado con la reduccion del riesgo de
padecer alergias alimentarias, ya que al favorecer la maduracion intestinal, dificultan el paso de
alergenos alimentarios. En este sentido, diferentes estudios sugieren que el menor riesgo de
padecer este tipo de reacciones alérgicas en nifilos amamantados podria explicarse, al menos
parcialmente, por la mayor concentraciéon de espermina y espermidina en la leche humana,

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

La leche de cabra también es mas rica en nucleotidos. Al contrario de lo que ocurre con
las poliaminas, el patron de secrecion de nucledtidos 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 nucle6tidos totales es siempre mayor en la leche de
cabra. La leche de vaca sdlo es mas rica en acido orotico, nucledtido del que solo existen trazas

en la leche humana (Jaubert, 1996).
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3.MATERIAL Y METODOS

Se estudia el efecto de la leche de cabra en relacion a la de vaca enriquecidas o no en Ca
sobre metabolismo del Fe, asi como la interaccion con el metabolismo de otros minerales (Ca, P

y Mg) en ratas controles y con anemia ferropénica nutricional.

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se han usado 120 ratas (Ratus novergicus, raza Wistar albina) con un peso inicial
aproximado de 175 = 3 g, procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la

Universidad de Granada y distribuidas al azar en 12 experimentos de 10 ratas cada uno.

Las ratas se alojan en células individuales de metabolismo con recogida separada de
heces y orina. Estas células se encuentran situadas en una habitacion aireada y
termorregulada (21 £ 2°C) con fotoperiodo controlado de 12 horas (luz-oscuridad), donde
durante 40 dias toman agua bidestilada y dieta “ad libitum”. Durante esta primera fase
experimental se le suministra dieta estandar (IAN-93G) a las ratas controles y dieta estdndar
carente de hierro para provocar un ferrodeficiencia en las ratas que posteriormente

constituiran el grupo de las anémicas.
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> DIETA ESTANDAR <
1 J

? 1P 2|0 ?O AﬁO* 54*%
Grupo Estandar |
Control Normal de Ca [ |
(n=10) N
Dieta IAN-93G Dieta IAN-93G con un
contenido normal de Fey Ca
Controles <
= | |
Grupo Estandar I I I I I I
Control Doble de Ca 0 10 20 30 40* 54*1'
(n=10) I\ Dia del estudio
\ YT Y
Dieta IAN-93G Dieta IAN -93G con un contenido normal
de Fey doble de los requerimientos de Ca
[ o 10 20 30 40* 54+t
Grupo Estandar l l l l | |
Anémicas Normal de Ca | | | - - |
(n=10) X
[3) Dieta IAN-93G sin Fe Dieta IAN-93G con un
contenido normal de Fey Ca
Ferrodeficientes <
| |
Grupo Estandar | | | | | |
Anémicas Doble de Ca 0 10 20 30 40* 54*1'
(n=10) N\ A ) Dia del estudio
YT Y

*=Toma de sangre de la vena caudal.

Dieta IAN-93G sin Fe Dieta IAN -93G con un contenido normal

de Fey doble de los requerimientos de Ca

T = Sacrificio, extraccion de sangre y organos.
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DIETA BASADA EN
LECHE DE VACA

Grupo Vaca ? 1P 2|0 :?0 4i0* 5|4*T

Control Normal de Ca [ |
(n=10)

Dieta IAN-93 G Dieta basada en leche de vaca

con un contenido normal de Fey Ca

Controles <
| |
Grupo Vaca I I I I I I
Control Doble de Ca 0 10 20 30 40* 54*1'
(n=10) I\ Dia del estudio
\ T Y
Dieta IAN-93 G Dieta basada en leche de vaca con un

contenido normal de Fe y doble de Ca

(]) 1P 2|0 3P 4i0* 54*t
Grupo Vaca |
Anémicas Normal de Ca [ N — |
(n=10) Y.
Dieta IAN-93 G sin Fe Dieta basada en leche de vaca con
[5) un contenido normal de Fey Ca
Ferrodeficientes <
| |
Grupo Vaca | | | | | |
Anémicas Doble de Ca 0 10 20 30 40* 54*1'
(n=10) _ A ) Dia del estudio
I Y
Dieta IAN-93 G sin Fe Dieta basada en leche de vaca con un

contenido normal de Fe y doble de Ca

*=Toma de sangre de la vena caudal.
T = Sacrificio, extraccion de sangre y organos.
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Grupo Cabra
Control Normal de Ca
(n=10)

Controles

Grupo Cabra

Control Doble de Ca

Grupo Cabra
Anémicas Normal de Ca
(n=10)

Ferrodeficientes

DIETA BASADA EN
LECHE DE CABRA

0 10 20 30 40* 54*t
I I I I I ]
— - A ,
Dieta IAN-93 G Dieta basada en leche de cabra con un
contenido normal de Fey Ca
|
I I I I I
10 20 30 40* 54*t
_ Dia del estudio
~ — N
Dieta IAN-93 G Dieta basada en leche de cabra con un

1P 2|0 SP

contenido normal de Fe y doble de Ca

g

R

\ J

Dieta IAN-93 G sin Fe

Dieta basada en leche de cabra con un
contenido normal de Fey Ca

Grupo Cabra
Anémicas Doble de Ca

*=Toma de sangre de la vena caudal.

o —

| | |
10 20 30

I I
40* 54+t

Y

Dieta IAN-93 G sin Fe

T = Sacrificio, extraccion de sangre y organos.
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En el dia 40 se toma una muestra de sangre de la vena caudal en tubos que contienen
EDTA como anticoagulante para el control hematologico de la anemia. Tras los 40 dias de
suministro de la dieta IAN-93G con o sin Fe, los animales son alimentados durante 14 dias
con las seis dietas a ensayar (dieta estandar, dieta basada en leche de vaca, dieta basada en
leche de cabra, enriquecidas o no en Ca), asi los 12 grupos experimentales quedan definidos

de la siguiente manera:

GRUPO EXPERIMENTAL CARACTERISTICAS

Las ratas controles son alimentadas con dieta estandar, sin
1.-Grupo estandar control normal Ca )
suplemento de calcio (E).

Las ratas controles son alimentadas con dieta estandar, enriquecida con
2.-Grupo estandar control doble Ca - o
el doble de los requerimientos de calcio (E").

i Las ratas anémicas son alimentadas con dieta estdndar sin
3.-Grupo estandar anémicas normal Ca )
suplemento de calcio (E).

) . Las ratas anémicas son alimentadas con dieta estandar, con una
4.-Grupo estandar anémicas doble Ca ; . . o .
cantidad de calcio equivalente al doble de los requerimientos (E").

Las ratas controles son alimentadas con dieta basada en leche de vaca
5.-Grupo vaca control normal Ca ) ) )
sin enriquecer con calcio (V).

Las ratas controles son alimentadas con dieta preparada con leche de
6.-Grupo vaca control doble Ca o ;
vaca, con el doble de los requerimientos de calcio (V).

o Las ratas anémicas son alimentadas con dieta basada en leche de
7.-Grupo vaca anémicas normal Ca ) )
vaca, sin suplemento de calcio (V).

; Las ratas anémicas son alimentadas con dieta basada en leche de
8.-Grupo vaca anémicas doble Ca o o
vaca, con el doble de los requerimientos de calcio (V).

Las ratas controles son alimentadas con dieta preparada con leche de
9.-Grupo cabra control normal Ca ) )
cabra, sin suplementar con calcio (C).

Las ratas controles son alimentadas con dieta basada en leche de cabra,
10.-Grupo cabra control doble Ca - .
suplementada con el doble de los requerimientos de calcio (C").

) Las ratas anémicas son alimentadas con dieta basada en leche de
11.-Grupo cabra anémicas normal Ca ) ]
cabra sin suplemento de calcio (C).

; Las ratas anémicas son alimentadas con dieta basada en leche de
12.-Grupo cabra anémicas doble Ca o .
cabra, con el doble de los requerimientos de calcio (C").
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Se utiliza la técnica bioldgica adaptada de Thomas-Mitchell (1923) en la que los 7
primeros dias son de adaptacion a la dieta a ensayar, seguidos del periodo principal de 7 dias.
Los animales tienen acceso a la dieta “ad libitum” y diariamente se controla la ingesta, ademas
de recolectar por separado heces y orina. La orina se recolecta sobre una solucion acida de HCl y
el volumen total de diuresis obtenido durante los 7 dias se conserva en el frigorificoa 4 £ 2°C
hasta su posterior analisis. Las heces se recogen durante los 7 dias del periodo principal y

conservan en un congelador a -20 £ 2°C para su posterior andlisis.

Tras el periodo principal, todos los animales son sacrificados el dia 54 de la experiencia
(siguiendo el Protocolo del Comité de Etica de la Universidad de Granada). Se anestesia el
animal con pentobarbital sédico (SIGMA, St Louis, MI, USA) a una dosis de 5 mg/100 g de
peso por via intraperitoneal y se canula la aorta abdominal, obteniéndose una alicuota de sangre
en tubos con anticoagulante (EDTA) para determinar Mg y parametros hematoldgicos (recuento
de hematies, volumen corpuscular medio, hemoglobina, hematocrito y plaquetas). El resto de
sangre se recoge en tubos sin anticoagulante y se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 10 minutos.
Con una pipeta pasteur se extrae el suero, que se conservara congelado a -20 + 2°C, hasta ser
utilizado para la determinaciéon de Fe, Ca (i6nico y total), P, hormonas (parathormona y

corticosterona), ferritina, saturacion de la transferrina y capacidad total de union al Fe (TIBC).

Después se procede a la extraccion y congelacion de los distintos 6rganos objeto de
estudio: higado, bazo, cerebro, mtsculo Longissmus dors, ambos rifiones, ambos fémur y
esternon para determinar el contenido de Fe, Ca, P y Mg tras el adecuado procesamiento de la
muestra. También se analiza el contenido de dichos minerales en los seis tipos de dieta, heces y
orina. En cada uno de los experimentos se han llevado a cabo las siguientes determinaciones

analiticas:
- Dietas: humedad, Fe, Ca, P y Mg.

- Heces: humedad, Fe, Ca, P y Mg.
- Orina: Fe, Ca, Py Mg.

104



MATERIAL Y METODOS

- Suero: Fe, Ca, P, parathormona (PTH), corticosterona, saturacion de la transferrina, ferritina,

TIBC.

- Sangre total: Mg.

- Sangre periférica: determinacion de hemoglobina, recuento de hematies, hematocrito, volumen

corpuscular medio (VCM) y plaquetas.

- Deposito de Fe en higado, fémur, bazo y esternon.

- Deposito de Ca en fémur, esternon y musculo longissmus dors.

- Deposito de P en fémur, muasculo longissmus dorsi, cerebro, bazo y rifones.

- Deposito de Mg en fémur, esternon y musculo longissmus dors.

3.2.DIETASUTILIZADAS

Las dietas semisintéticas ensayadas han sido las siguientes:

Dieta estandar: preparada con un 10% de grasa procedente de aceite de oliva virgen y
un 20% de proteina (caseina) y los requerimientos vitaminicos han sido ajustados a
las directrices del IAN (Reeves y col., 1993). Para la dieta estindar normal (E), el
suplemento mineral se elabora de manera que cubra los requerimientos de todos
los minerales para la dieta normal (E) y con el doble de los requerimientos de Ca

para la dieta suplementada (E").

Dieta basada en leche de vaca: constituida mayoritariamente por liofilizado de leche
de vaca. Esta preparada con un 10% de grasa (procedente exclusivamente de leche
de vaca) y un 20% de proteina (procedente de leche de vaca y complementada con
caseina). Asimismo, las cantidades de vitaminas se han ajustado hasta cubrir los
requerimientos del IAN (Reeves y col., 1993). El suplemento mineral se elabora de
manera que cubra los requerimientos de todos los minerales para la dieta normal

(V) y con el doble de los requerimientos de Ca para la dieta suplementada (V™).
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e Dicta basada en leche de cabra: constituida fundamentalmente por liofilizado de
leche de cabra. Esta elaborada con un 10% de grasa (procedente en su totalidad de
leche de cabra) y un 20% de proteina (procedente de leche de cabra y suplementada
con caseina). También se han ajustado las cantidades de vitaminas a la pauta
marcada por el IAN (Reeves y col., 1993). El suplemento mineral se prepara de
manera que cubra los requerimientos de todos los minerales para la dieta normal

(C) y con el doble de los requerimientos de Ca para la dieta suplementada (C").

Para asegurar que los liofilizados mantienen constantes las caracteristicas nutricionales a
lo largo de todo el desarrollo experimental, se conservan envasados al vacio y congelados a -20

+ 2°C hasta el momento de la elaboracion de la dieta.

Las dietas son elaboradas segun las directrices del IAN (Reeves y col., 1993), excepto el
nivel de grasa en la dieta que es un 10% en lugar de un 7%, con lo que se pretende que el
liofilizado de leche constituya una tercera parte de las dietas basadas en leche y que la
procedencia de la grasa sea en su totalidad proveniente de la leche. Para las dietas enriquecidas
en Ca se emplea un corrector mineral que aporta el doble de las recomendaciones, es decir,

10000 mg Ca/Kg de dieta.

Las dietas basadas en leche (dietas V, V', C y C"), son preparadas usando liofilizado de
leche de vaca y cabra respectivamente. El liofilizado se analiza para determinar el contenido
graso, proteico, vitaminas, aminoacidos, lactosa y la composicion mineral. De este analisis se

derivan los siguientes datos:
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COMPOSICION DEL LIOFILIZADO

Proteina (g)

Lipidos (g)

Lactosa (g)

Ca(mg)

P (mg)

Mg (mg)

Fe (mg)

Cu (mg)

Zn (mg)

Vitamina C (mg)

Vitamina A (mg)

Vitamina D (mg)

Acidos Grasos Saturados (g)
C4
C6
C8
C10
C12
Cl14
C16
C18

Acidos Grasos Monosaturados (g)
Cl6:1
ci8s:.1

Acidos Grasos Poliinsaturados (g)
Ci18:2
Ci18:3

Aminoé&cidos (g)
Alanina
Arginina
Acido Aspértico
Acido Glutamico
Cistina
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Treonina
Tirosina
Valina

Cantidades por 100 g deliofilizado
L echede Vaca Lechede Cabra
24.84 23.36
28.76 30.69
40.75 39.20
1030 1319
782 813
85.2 89.5
0.87 1.23
0.14 0.25
3.5 4.1
10.3 14.1
0.24 0.43
0.50 0.74
0.83 0.98
0.25 0.36
0.26 0.65
0.64 2.08
0.59 0.78
2.73 2.70
7.35 7.57
2.89 3.18
1.27 1.30
7.23 8.46
0.52 0.71
0.19 0.18
0.87 0.90
0.90 0.91
1.87 1.75
5.47 5.23
0.32 0.21
1.18 1.20
0.53 0.48
0.62 0.61
1.58 1.64
2.39 2.28
1.93 2.14
0.61 0.60
2.39 2.75
1.41 1.42
1.14 1.24
1.23 1.38
0.94 0.10
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Atendiendo principalmente al contenido graso, se determinan las cantidades adecuadas de
liofilizado de vaca o cabra para obtener unas dietas con un 10% de grasa. Para alcanzar el 20%
de contenido proteico, se suplementa la dieta con caseina (Musal & Chemical, Granada,
Spain). Se afiaden 124 g de caseina por Kg para las dietas V, V' y 145 g de caseina por Kg para

las dietas C, C", puesto que la proteina aportada por el liofilizado es insuficiente.

e En las dietas elaboradas con liofilizado de leche de vaca (dietas V y V'), empleamos

42.55 g de liofilizado por 100 g de dieta para ajustar la grasa al 10%.

e En las dietas preparadas con liofilizado de leche de cabra (dietas C y C"), para ajustar el

contenido graso a un 10%, usamos 40.08 g de dicho liofilizado por 100 g de dieta.

Los hidratos de carbono en la dieta estandar son aportados por azicar (sacarosa),
almidon y fibra (celulosa micronizada). En las dietas basadas en leche (dietas V, V', C y C),
hay un aporte de lactosa proveniente del liofilizado, que tenemos en cuenta al anadir el azucar y
almidon, para asi obtener la misma proporcion de hidratos de carbono que tiene la dieta

estandar.

Las dietas semisintéticas (E, E", V, V', C y C"), estan elaboradas de acuerdo con la

siguiente composicion:
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DIETASESTANDAR (E y E")

CANTIDAD
(g/Kgdieta)
Proteina
-Caseina 200
Grasa
-Aceite de oliva 100
Hidratos de Carbono
-Almidon de maiz 501
-Sacarosa 100
Fibra
-Celulosa micronizada 50
Corrector Mineral 35
Corrector Vitaminico 10
ClorurodeCoalina 2.5
L-Cisteina 1.5

109



JAVIER DiAZ CASTRO

DIETASBASADASEN LECHE DE VACA (Vy V") ‘

CANTIDAD
(g/Kgdieta)
Proteina
-Proteina procedente de liofilizado + caseina 200
Grasa
-Procedente del liofilizado 100
Hidratos de Carbono
-Almidon de maiz 307
-Lactosa 194
-Sacarosa 100
Fibra
-Celulosa micronizada 50
Corrector Mineral 35
Corrector Vitaminico 10
Cloruro deColina 2.5
L-Cisteina 1.5

DIETASBASADASEN LECHE DE CABRA (Cy C") ‘

CANTIDAD
(g/Kgdieta)
Proteina
-Proteina procedente de liofilizado + caseina 200
Grasa
-Procedente del liofilizado 100
Hidratos de Carbono
-Almidon de maiz 302
-Lactosa 199
-Sacarosa 100
Fibra
-Celulosa micronizada 50
Corrector Mineral 35
Corrector Vitaminico 10
Cloruro de Coalina 2.5
L-Cisteina 1.5
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El corrector vitaminico utilizado en las tres dietas ha sido elaborado con la siguiente

composicion:

CORRECTOR VITAMINICO

g/Kgde

corrector
Clorhidrato de tiamina 0.600
Riboflavina 0.600
Clorhidrato de piridoxina 0.700
Acido nicotinico 3.000
Pantotenato calcico 1.600
Acido félico 0.200
Biotina 0.025
Cianocobalamina 0.002
Vitamina A (acetato de retinol) 0.800
Vitamina D3 (colecalciferol) 0.250
Vitamina E (tocoferol) 15.00
Vitamina K (menadiona) 0.075
Sacarosa finamente dividida c.s.p. 1000

El corrector mineral se prepara de acuerdo a las recomendaciones del IAN (1993) para

la dieta estandar (E). Para las dietas basadas en leche, se emplean unos correctores especificos

disefiados especialmente, que se elaboran teniendo en cuenta el aporte mineral de los liofilizados

de leche empleados. Estos correctores constituyen el complemento mineral que les falta a las

distintas dietas, para alcanzar las cantidades dictadas por el IAN (1993), en las dietas normales

en Ca (E, V y C), mientras que se ha empleado un corrector que aportaba el doble de los

requerimientos de Ca para las dietas suplementadas (E", V" y C").

e Los requerimientos de Fe, Ca, P y Mg para la rata son:

Hierro: 45 mg/Kg dieta
Calcio: 5000 mg/Kg dieta
Fésforo: 3000 mg/Kg dieta
Magnesio: 513 mg/Kg dieta
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CORRECTOR MINERAL

o/kg de corrector mineral
D. Estéandar D. Leche D. Leche
(E) Vaca(V) Cabra (C)

Carbonato célcico anhidro (40.4% Ca) * 357.000% 54.660%* 27.310%
Fosfato potasico monobasico (22.76% P; 28.73% K) 250.000 - 137.410
Cloruro Sadico (39.34% Na; 60.66% Cl) 74.000 74.000 74.000
Sulfato potésico (44.87% K; 18.39% 9 46.600 46.600 46.600
Citrato potasico monohidratado (36.16% K) 28.000 28.000 -
Oxido de Magnesio (60.32 % Mg) 24.000 4.620 -
Citrato férrico (16.5% Fe) 6.060 3.270 4.880
Carbonato de cinc (52.14% Zn) 1.650 0.770 1.060
Carbonato de manganeso (47.79% Mn) 0.630 0.630 0.630
Carbonato clprico (57.47% Cu) 0.300 0.250 0.280
loduro potasico (59.3% 1) 0.010 0.010 0.010
Selenito sdico anhidro (41.79% Se) 0.010 0.010 0.010
Paramolibdato de amonio tetrahidratado (54.34% Mo) 0.008 0.008 0.008
Sacarosa finamente dividida c.s.p. 1000 1000 1000

#Para las dietas enriquecidas en calcio (E, V',C") la cantidad de carbonato calcico
empleado es el doble de los requerimientos para esta especie, obteniéndose asi una dieta
suplementada en calcio. Paralelamente, se ha ajustado el resto de componentes del corrector para

que aporten la cantidad recomendada por el IAN (Reeves y col., 1993).

Se han determinado las concentraciones de Fe, Ca, P y Mg en las distintas dietas

ensayadas cuya riqueza en mg/kg de dieta, queda reflejada en la siguiente tabla:

DIETAS CON CONTENIDO NORMAL DE CALCIO
Fe Ca P Mg

ESTANDAR (E) 46.09 5400 3100 502
VACA (V) 4471 5700 4000 528
CABRA (C) 44.14 5200 4000 504

DIETASCON CONTENIDO DOBLE DE CALCIO

ESTANDAR (E") 4400 9720 3100 498
VACA (V) 4479 10958 3800 525
CABRA (C" 46.00 10436 3930 502
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3.3. TECNICASANALITICAS

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 y en los 6rganos objeto de estudio.

3.3.2.LIOFILIZACION

Para las dietas basadas en leche usamos como componente fundamental liofilizado de
leche de vaca o cabra. La liofilizacién es un proceso que consiste en desecar un producto
previamente congelado, lograndose la sublimacion del hielo bajo vacio. Es por tanto el paso
directo del hielo (s6lido) a gas (vapor), sin que en ningin momento aparezca el agua en su
estado liquido. Se obtiene una masa seca, esponjosa de mas o menos el mismo tamafio que la
masa congelada original, mejorando su estabilidad y siendo facilmente redisuelta en agua. Se
realiza a temperaturas inferiores a la de solidificacion total, es decir, la leche esta congelada a
temperaturas entre 10 y 15 °C por debajo de su temperatura eutéctica para evitar la formacion

de coagulos. El proceso puede esquematizarse en tres etapas:

a) Congelacion inicial: es una operacion previa y obligatoria. Una congelacion
adecuada es la base de que el producto liofilizado presente dptimas condiciones de aspectos,

conservacion de sus propiedades originales y rapida rehidratacion.

b) Sublimaciéon o desecacion primaria: es la etapa en la que la mayor parte del agua
libre pasa a vapor. Los parametros temperatura, presion y tiempo pueden ser modificados
independientemente pero estan intimamente relacionados, no es posible modificar, sin que se
afecten los otros, por lo que en todo momento deben ser considerados conjuntamente y

analizados sus efectos.
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¢) Desorcion o desecacion secundaria: Su mision es eliminar las ultimas trazas de
vapor de agua, evaporando el agua no congelada ligada al producto. Se lleva a cabo a una
temperatura inferior a la de desnaturalizacion del producto y se logra una humedad final hasta

valores inferiores al 1 %.

En nuestro caso, la liofilizacion es llevada a cabo en un liofilizador modelo FTS

SYSTEM TDS-3D-MP (FTS, New York, USA).

3.33. MATERIA GRASA

El contenido graso de los liofilizados y las dietas fue determinado tras hidrdlisis

hidroclorica por extraccion con éter de petroleo (Fanderson, 1986).

3.3.4. ACIDOS GRASOS

El patron de acidos grasos de los liofilizados fue determinado por cromatografia de gas-
liquido (GLC) segtn la técnica de Lepage y Roy (1986). La cromatografia de gases es una
técnica cromatografica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una

columna cromatografica. La elucién se produce por el flujo de una fase movil de gas inerte.

3.3.5. CONTENIDO EN NITROGENO Y COMPOSICION DE AMINOACIDOS

El contenido en nitrogeno de los liofilizados 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 los liofilizados y las dietas basadas en leche (Kjeldahl, 1883). La composicion
de aminoacidos de las proteinas se determina por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) segun el método Pico-Tag descrito previamente por Bennett y Solomon, (1986). Los
liofilizados se homogeneizan en medio acido para favorecer la solubilizacion de los péptidos
mas pequefios mientras que las proteinas de alto peso molecular, precipitan. El sobrenadante

homogeneizado se somete a extraccion en fase inversa con cartuchos C18 SEP-PAK (Waters,
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Milford, MA). El eludido resultante ha sido fraccionado mediante cromatografia liquida de
alta resolucion en fase inversa (RP-HPLC). Las fracciones individuales son digeridas,
tratadas con fenilisotiocianato (PITC) y sujetas a extraccion con acetato de etilo en
condiciones basicas. Los aminoacidos derivados de feniltiocarbamil se separan en la fase
organica, mientras que los otros productos de digestion permanecen en la fase acuosa. La fase
organica se analiza por RP-HPLC en una columna de andlisis PICO-TAG (Waters, Milford,
MA), monitorizando el eludido a 254 nm. Los aminoacidos son identificados y cuantificados

comparando sus posiciones de elucion y las areas bajo las curvas con la de los patrones.

3.36.VITAMINASA, D3y C

Las vitaminas A y Ds (colecalciferol) de los liofilizados son determinadas por
Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas (LC-MS) segtin el método de Heudi y col.,
(2004). Los liofilizados son saponificados y las vitaminas son separadas mediante extraccion en
fase solida en una columna CHROMABOND XTR (Macherey-Nagel, Diiren, Germany). La
deteccion y cuantificacion de las vitaminas se ha realizado con un espectrometro de masas
MICROMASS modelo AUTOSPEC-Q (Micromass UK Ltd, Manchester, UK). El contenido
en vitamina C de los liofilizados se determina mediante una reaccion colorimétrica usando un kit

comercial BOEHRINGER MANNHEIM (Boehringer Mannheim, Germany).

3.3.7.MINERALESTOTALES

Se determinan por mineralizacion total de la muestra por via humeda de uno o dos
gramos de muestra (en el caso de la dieta, heces y higado), de la pieza integra (en el resto de
organos) o de 0.5 mL (de sangre total). La muestra se coloca en un vaso de precipitado, se
afiaden 10-12 mL de 4cido nitrico concentrado (riqueza del 69%) y se tapa con un vidrio de
reloj. Se coloca en un bafio de arena SELECTA (Selecta, Barcelona, Espafa) a una temperatura
de 70-80°C y se espera la aparicion de vapores rojizos/anaranjados de 6xido nitrico. Se afiaden 2
mL de nitrico a la muestra, tantas veces como se necesario hasta la aparicion de vapores

blanquecinos. En este momento se comienza a aiadir 10 mL de mezcla nitrico/perclorico (4:1,
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v/v) en alicuotas de 2mL cada vez, hasta completar la mineralizacién. Una vez finalizada la
mineralizacion, se deja enfriar, se filtra en papel Whatman del n® 41 (libre de cenizas), y se
enrasa hasta un volumen final de 25 mL en un matraz aforado. Como resultado final obtenemos

una solucion transparente que emplearemos en la posterior determinacion de minerales.

3.3.7.1. HIERRO, CALCIO Y MAGNESIO

Las concentraciones de Fe, Ca y Mg en dietas, o6rganos, heces y orina, asi como la
concentracion de Mg en sangre total se determinan por espectrofotometria de absorcion atomica
(AAS) (PERKIN ELMER 1100B, Norwalk, USA) a partir de una muestra adecuada,
previamente mineralizada por via huimeda y diluida convenientemente, comparandose frente a
una serie de patrones de concentracion conocida. En la espectroscopia atdmica se consigue que

los atomos individuales de una especie interactiien con la radiacién electromagnética.

La espectroscopia de absorcion atomica, por tanto, consiste en la absorcion de
elementos. Si se aplica energia a un atomo, esta puede ser absorbida y un electron externo
puede ser promovido a una configuracion conocida como estado excitado; dado que ese
estado es inestable, el atomo retornard inmediatamente al estado fundamental, emitiendo

energia.

La caracteristica de interés en las medidas de absorcion atdmica, es la cantidad de luz
absorbida por un mineral, a la longitud de onda resonante, cuando pasa a través de una nube
atomica. A medida que el nimero de atomos se incrementa en el paso de la luz, la cantidad de

luz absorbida también aumenta.
La ley de Beer, muestra la relacion entre absorbancia y concentracion del mineral,

mediante la ecuacion:

A=axbxc
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Donde:

A = absorbancia

a = coeficiente de absortividad (constante)
b = longitud del camino Optico

C = concentracion

3.3.7.2. FOSFORO

La concentracion de P en dietas, heces, orina, fémur, musculo longissmus dors,
cerebro, bazo y rifiones se analiza por espectrofotometria visible mediante la técnica de Fiske-

Subbarow (1925).

3.3.8. CALCIO Y FOSFORO EN SUERO

Las concentraciones séricas de estos dos minerales se determinaron por colorimetria
utilizando el método de Sarkar y Chauhan (1967) para el Ca y el método de Drewes (1972) para
el P. El Ca i6nico se determina con un autoanalizador, usando un electrodo selectivo NOVA 7

(Nova Biomedical, Wathman, MA, USA).

3.3.9. PARATHORMONA (PTH)

Los niveles séricos de PTH se determinan mediante radioinmunoensayo para el

fragmento C-terminal de la hormona (Nichols Institute, San Juan Capistrano, CA, USA), medida

con un contador PACKARD (Packard, Meriden, CT, USA).

3.3.10. CORTICOSTERONA

Los niveles séricos de corticosterona son determinados mediante un kit comercial de

radioinmunoensayo ICN (ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa; CA, USA).
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33.11. RECUENTO DE HEMATIES, HEMOGLOBINA, HEMATOCRITO,
VOLUMEN CORPUSCULAR MEDIO Y PLAQUETAS

Efectuado en los dias 40 y 54 a partir de sangre periférica obtenida de la vena caudal y
recogida en un tubo con EDTA. Las determinaciones se han llevado a cabo con un

autoanalizador hematoldgico SYSMEX KX-21 (Sysmex, Tokyo, Japan).

3.3.12. FERRITINA SERICA

Los mniveles de ferritina sérica se determinan usando un sistema de
quimioluminescencia CHIRON DIAGNOSTICS ACS: 180 (Chiron Diagnostics Corporation,
Norwood, MA, USA). La quimioluminiscencia es el fendémeno de emision de radiacion
electromagnética, ultravioleta o visible, que se observa cuando una especie electronicamente
excitada, producida por una reaccion 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.

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

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

calculado usando la siguiente ecuacion:

Saturacion de transferrina (%) = concentracion de Fe sérico [ug/l] / TIBC [pg/l] x 100
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3.4.INDICESBIOLOGICOS

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

* Coeficiente de Digestibilidad Aparente (C.D.A.):

C.D.A.=Iéx100
A=1-F
* Balance (B):
B=I-(F+U)

* Ratio retencién frente aingesta (R/1):

%R/ = | —(F + U) x 100/

Las siglas empleadas en estas formulas, son las indicadas por la FAO/OMS (1966):
A = Absorbido
I = Ingerido
F = Excrecion fecal
U = Excrecion urinaria

B = Balance
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* Eficacia de Regener acion de Hemoglobina (E.R.H.) (Mahoney and Hendricks, 1982):

mg FeHb Final - mg FeHb Inicial
mg Feingerido

% E.RH.= x100

mL sangre « Hb Inicial « mg Fe
g Peso corporal 100 gHb

mg FeHb Inicial = Peso Inicial x

mL sangre « Hb Final « mg Fe

mg Fe Hb Final = Peso Final x
g Peso corporal 100 gHb

Se asume que mL de sangre/g de Peso corporal = 0.067 y que mg Fe/ g Hb = 3.35, de

manera que las ecuaciones quedan:

Hb Inicial
—X

mg FeHb Inicial = Peso Inicial x0.067 X 3.35

Hb Final
— X

mg Fe Hb Final = Peso Final x0.067 x 3.35

3.5.CONTROL DE CALIDAD

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

valores derivados del analisis de este material de referencia son:
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- Fe: 2.23 £ 0.29 pg/g (valor certificado: 2.32 £ 0.23 ng/g).

- Ca: 13.21+ 0.15 mg/g (valor certificado: 13.49 £ 0.10 mg/g).

- P:10.97 £ 0.17 mg/g (valor certificado: 11.10 += 0.13 mg/g).

- Mg: 1.238 + 0.030 mg/g (valor certificado: 1.263 + 0.024 mg/g).

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

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

3.6. TRATAMIENTO ESTADISTICO

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

cada pardmetro estudiado.

EEM.=92n1

n

Se usa el analisis de la varianza (One-Way ANOVA) y el test “post hoc” de Tukey para
comparar las diferentes dietas suministradas en los distintos grupos (controles y anémicas o

contenido normal y doble de Ca en la dieta).

Para comparar entre grupos de animales dentro de la misma dieta (controles frente a
anémicas y nivel normal de Ca frente a doble de Ca), usamos el test de la “t de Sudent” para

muestras independientes.

Para determinar los efectos de la anemia, tipo de dieta y sus interacciones (dieta x
anemia), los datos son analizados mediante Two-Way ANOVA. 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

Sciences” (SPSS, version 14.0, 2006).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TABLAS Y FIGURAS

L TABEA 1 PARAMETROS HEMATOLOGICOS EN EL DIA90-EN RATAS,

ALQI‘I\?ENTADAS CON-UNA DIETA NORMAL OCARENTE DE HIERRO

N . ‘MODELO DEANEMIA EEROPENICA). S 0 1 A
GRUPO CONTROL GRUPO FERRODEFICIENTE
PARAMETRO DIETA CON CONTENIDO DIETA CON BAJO CONTENIDO
NORMAL DE HIERRO (n =60) DE HIERRO (n =60) *
Recuento hematies
(10'/L) 7.10+0.14 6.48+0.16
VCM
55.11+£0.22 39.38+0.71
(fL)
L GTEITHALD 38.60 £ 0.77 27.59 + 0.48
(%)
Plaquetas
+ +
(10°/L) 738 £24.5 1360 £+ 67.1
Concentracion de
e (L) 128.5+2.8 78.4+£2.6
Fe sérico
1392 +£ 123 698 + 56
(ng/L)
LR LIDE) LA ) 82.32+2.71 50.21 +1.28
(ng/L)
Saturacion de
transferrina (%) 47.32+7.19 3.71 £0.31
TIBC
2837 £ 205 17915 £ 733
(png/L)

* Todos los parametros hematologicos son significativamente distintos de sus respectivos
controles (P<0.001) mediante Student’s t Test.
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LEYENDAS USADAS

DIETA
VACA

DIETA
CABRA

COMPARACION
ENTRE DIETAS

-

AN

AN

Grupo Control Normal
Grupo Control Doble
Grupo Anémicas Normal

Grupo Anémicas Doble

Grupo Control Normal
Grupo Control Doble
Grupo Anémicas Normal

Grupo Anémicas Doble

Grupo Control Normal
Grupo Control Doble
Grupo Anémicas Normal

Grupo Anémicas Doble

NIVEL DE ]
0 Vaca SIGNIFICACION:
b: -Cabra ® : p<0.001
¢: Vaca-Cabra A :p<0.01
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g/rata/dia

25

Fig. 1.-

DIETA INGERIDA

DIETA CABRA

DIETA ESTANDAR DIETA VACA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.01 NS
DOBLE P<0.001 P<0.01 NS
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Fig. 2.- CDA DE HIERRO

%
P<0.001
60 —
P<0.001
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ba|[HbeH|bel|[Mbe
111l
30— . | culfceHlce j ce
20
10—
P<0.01 P<0.05 P<0.01
0 —
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DAREC A 103 ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOBLE P<0.001 P<0.001 NS
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Y%
70

60—

S0

40

30

20

10

Fig. 3.- R/l DE HIERRO

—| P<0.

N

P<0.001

P<0.001

P<0.001

[ P<0.05 Q P<0.01 N ,.\'.
=lIIIINN =[N\ =[[[[ITRN
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA LDIDHILE LINLIALEN ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOBLE P<0.001 P<0.01 NS
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Fig.4.- DEPOSITO DE HIERRO EN ORGANOS

ng/g SS

150

100

50—

Fig. 4a.- Fémur

P<0.001

P<0.001

P<0.001
P<0.01
P<0.01
P<0.001
7eFlae be|lHbeHibe
P<0.001 P<0.001
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA LEHIBALA AT Ty ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.01
DOBLE P<0.001 P<0.001 P<0.01
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Fig.4.- DEPOSITO DE HIERRO EN ORGANOS

png/g SS

150

100

50

Fig. 4b.- Esternén

P<0.001
P<0.01
P<0.001
P<0.001
aelHaekHllaelllae ce|HcAfHIbeli{be
111
|cAlilcm
N
P<0.01
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.001
DOBLE P<0.001 P<0.001 P<0.001

139



JAVIER DiAZ CASTRO

Fig.4.- DEPOSITO DE HIERRO EN ORGANOS

Fig. 4c.- Bazo

Hg/g SS P<0.001

P<0.001
2500 —

2000

1500

1000

500

DIETA ESTANDAR

P<0.001

P<0.

DIETA VACA

P<0.001
P<0.001

DIETA CABRA

TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL NS P<0.001 NS
DOBLE NS P<0.001 NS
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Fig.4.- DEPOSITO DE HIERRO EN ORGANOS

ug/g SS

750

500

250

Fig. 4d.- Higado

P<0.001
P<0.001 P<0.001 P<0.001
P<0.001 P<0.05
am ae [b' I bum
ce
N
P<0.001 [ P<0.001 P<0.01
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA LDIDHILE LINLIALEN ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOBLE P<0.05 P<0.001 NS
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Fig.5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

10'2/L

10—

Fig. 5a.- Recuento de

hematies

SR
)

P<0.01

P<0.001 ‘

TINS5

P<0.001

IIIIIM\\\~

DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOBLE P<0.001 P<0.001 P<0.001
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Fig.5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Fig. 5b.- VCM

H P<0.001 |5 = P<0.001 h
P<0.001 P<0.001 =N
P<0.001
Y N
i Y
be
ae ae Cle cle
[_P<0.01 P<0.001 | P<0.001
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.001
DOBLE P<0.001 P<0.001 P<0.001
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%
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40—

30—

20—

10—

Fig.5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Fig. 5c.- Hematocrito

P<0.001 P<0.001

N N

P<0.001 P<0.01 P<0.001 P<0.001

P<0.001

DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA

TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL NS P<0.001 P<0.001
DOBLE NS P<0.01 P<0.01
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Fig. 5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

10°/L.

1000

750

500

250

Fig. 5d.- Plaquetas

P<0.001

P<0.001

P<0.001

P<0.001

|
=

P<0.001

P<0.01

CA

DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL NS P<0.001 NS
DOBLE NS P<0.001 NS
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Fig. 5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

ng/L

1750
1500
1250
1000
750
500

250

Fig. 5e.- Fe sérico
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DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIRTC GBS ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.01
DOBLE P<0.001 P<0.001 P<0.01
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Fig. 5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Fig. 5f.- Ferritina sérica

Hg/L P<0.001
110— P<0.001 P<0.001
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NN
10 P<0.001 P<0.001 P<0.001 P<0.01 P<0.05 P<0.05
o
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DD LN ANEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.01
DOBLE P<0.001 P<0.001 P<0.01
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Fig. 5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

%

60—
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30—

20—

10—

Fig. 5g.- Saturacién de
la transferrina

P<0.05

P<0.001
bA[{cA
aa|\a
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL NS P<0.01 NS
DOBLE NS P<0.01 NS
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Fig. 5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

ng/L

Fig. 5h.- TIBC
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DIETA ESTANDAR

DIETA VACA

DIETA CABRA

TWO-WAY ANOVA
CONTENIDO DE DIETA X
Ca EN LA DIETA DIETA ANEMIA ANEMIA
NORMAL NS NS NS
DOBLE NS NS NS
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Fig. 5.- PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Y

40|

30

20
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Fig. 5i.- ERH

P<0.001
P<0.001

P<0.001

P<0.001

P<0.001
P<0.001

bA[Hbuf|be([1be
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Fig.10.- DEPOSITO DE CALCIO EN ORGANOS
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Fig.10.- DEPOSITO DE CALCIO EN ORGANOS
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Fig.10.- DEPOSITO DE CALCIO EN ORGANOS
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Fig.11.- DEPOSITO DE FOSFORO EN ORGANOS
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Fig.11.- DEPOSITO DE FOSFORO EN ORGANOS
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Fig.11.- DEPOSITO DE FOSFORO EN ORGANOS
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Fig.11.- DEPOSITO DE FOSFORO EN ORGANOS
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Fig.11.- DEPOSITO DE FOSFORO EN ORGANOS
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Fig. 12.- NIVELES SERICOS
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Fig. 12.- NIVELES SERICOS
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Fig. 12.- NIVELES SERICOS
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Fig.15.- DEPOSITO DE MAGNESIO EN ORGANOS
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Fig.15.- DEPOSITO DE MAGNESIO EN ORGANOS
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Fig.15.- DEPOSITO DE MAGNESIO EN ORGANOS
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4.2. INGESTA DE ALIMENTO

La ingesta de alimento es del mismo orden en ratas controles y anémicas,
independientemente del tipo de dieta suministrada. La ingesta es mayor en ambos grupos de
animales que consumen la dieta estandar (E), en comparacion con las dietas basadas en leche de
vaca (V) y cabra (C) (P<0.001), tanto con un contenido normal, como suplementadas en Ca
(ingesta de alimento: E, E™>V, V'=C, C") (Tabla 1; Figura 1). En el presente estudio la menor
ingesta de alimento de las ratas, tanto controles como ferrodeficientes, alimentadas con las dietas
basadas en leche en comparacion con la dieta estandar, puede ser debida a las especiales
caracteristicas organolépticas que le confieren los liofilizados a las dietas, especialmente en la
dieta basada en leche de cabra, como ha sido observado previamente por nosotros (Alférez y
col., 2001; Lopez-Aliaga y col., 2003). A pesar de la baja ingesta de alimento observada para los
animales alimentados con las dietas basadas en leche de vaca y cabra, la cantidad consumida

cubre los requerimientos nutricionales para esta especie (Reeves y col., 1993).

4.3. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE HIERRO

El Two-Way ANOVA revela que no existe interaccion dieta x anemia (para los
diferentes parametros relacionados con la utilizacion digestiva y metabolica del Fe. La
utilizacion digestiva (CDA) del Fe esta afectada por la dieta y por la anemia (Two-Way
ANOVA, P<0.001). El CDA y la relacion R/I de Fe son mayores en ratas anémicas que en sus
respectivos controles con las tres dietas ensayadas, tanto con contenido normal como
suplementadas con Ca (P<0.001) (Tabla 2; Figuras 2 y 3). Este hecho pone de manifiesto que
existe una mayor avidez de Fe entre las ratas anémicas, debido a que la anemia incrementa la
sintesis de la proteina DMT1 (Transportador de Metales Divalentes 1) (Yeh y col., 2000), asi
como la expresion de la ferroportina 1 (Morgan y Oates, 2002). Por tanto, estos receptores
incrementan la absorcion intestinal de Fe en situacion de anemia (Forellat y col., 2000). Este
incremento en el CDA del Fe es similar al encontrado previamente por nosotros (Pallarés y col.,
1993). En ambos grupos de animales, controles y ferrodeficientes, el CDA 'y la relacion R/I de

Fe son mejores en las ratas alimentadas con la dieta basada en leche de cabra (C) (P<0.001),
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mientras que no existen diferencias en el CDA ni en el ratio R/l de Fe de las ratas alimentadas
con las dietas estandar y basadas en leche de vaca (CDA y R/ de Fe: C,C'>E,E'=V, V). La
suplementacion con Ca en la dieta basada en leche de vaca para ambos grupos de animales
(controles y ferrodeficientes) produce una disminucién del CDA y de la relacion R/I de Fe, en
comparacion con una dieta con contenido normal de Ca. Sin embargo, este efecto negativo no se
observa cuando se suministra la dieta basada en leche de cabra suplementada en Ca (C"),
llegando incluso la relacion R/I a alcanzar valores superiores en ratas anémicas, con respecto a
las que consumen una dieta con contenido normal de Ca. Por otra parte, el suplemento de Ca no
afecta al CDA ni a la relacion R/I de Fe en ratas controles alimentadas con las dietas estandar y

basada en leche de cabra suplementadas en Ca (E"y C")(Tabla 2; Figuras 2 y 3).

La mayor utilizacion nutritiva de Fe encontrada con las dietas basadas en leche de cabra
(C, C"), puede ser debida a varios factores nutricionales que se encuentran en la leche de cabra.
La proteina de esta leche es mas soluble y contiene una mayor proporcion de otras proteinas
solubles (B-lactoglobulina, a-lactoalbiimina y seroalbumina (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997).
Por tanto, esta proteina aportada por la leche de cabra, puede favorecer la absorcion de Fe,
debido a su elevada solubilidad y origen animal (Sharp y col., 2003). Ademas, la calidad lipidica
de la grasa es distinta en las tres dietas: 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). Los MCT de la
dieta son rapidamente absorbidos a nivel intestinal y metabolizados para obtener energia
(Garcia-Unciti, 1996), lo cual contribuiria a incrementar la sintesis de proteinas transportadoras

y por tanto la absorcion de Fe.

Numerosos componentes dietarios son capaces de reducir el Fe*" a Fe**, incluyendo el
acido ascorbico (Wienk y col., 1999) y aminoacidos como la lisina (Van Campen, 1973) y
cisteina (Glahn y Van Campen, 1997). Todos estos factores nutricionales estdn presentes en

cantidades superiores en la leche de cabra que en la leche de vaca (Alférez y col., 2006).

Otro factor a tener en cuenta es que la leche de cabra tiene casi dos veces mas vitamina

A que la de vaca (Alférez y col., 2006). La vitamina A puede movilizar el Fe disponible desde
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los depdsitos, para su posterior utilizacion en la sintesis de hemoglobina (Bloem, 1995). Por otra
parte, el B-caroteno mejora la absorcion de Fe y contribuye a prevenir el efecto inhibidor que
gjercen determinadas sustancias (Garcia-Casal y col., 2000). Gargari y col. (2006) han
demostrado que un incremento en la ingesta de vitamina A puede ser considerado como un
método eficaz para incrementar la biodisponibilidad de Fe, y asi combatir de manera simultanea

el déficit de Fe y vitamina A.

Ademas, la leche de cabra tiene mayor contenido en vitamina D que la de vaca (Alférez
y col., 2006). El papel positivo de la vitamina D como promotora del componente activo en el
proceso de absorcion del Fe ha sido demostrado previamente por nuestro grupo de investigacion

(Gémez-Ayalay col., 1998).

Algunos autores defienden que la ingesta simultanea de Fe y Ca en el mismo alimento,
inhibe la absorcion de Fe (Reddy y Cook, 1997). Sin embargo, estudios a largo plazo indican
que no existe una disminucion en los niveles de Fe absorbido (Minihane y Fairweather-Tait,
1998). Roughead y col. (2005) observaron en estudios realizados en humanos que la
suplementacion con Ca reduce la absorcion de Fe hemo y de Fe total, sin afectar de manera
significativa la absorcion de Fe no hemo, independientemente de la biodisponibilidad en el
alimento. También encontraron que el Ca inhibia la absorcion de Fe hemo en la membrana

apical en lugar de la transferencia en la membrana basolateral.

Nuestros resultados evidencian que el consumo de dietas con altos niveles de Ca durante
14 dias no tienen efecto adverso en la absorcion de Fe no hemo, ni en la relacion R/I del Fe en
ratas controles. Estos resultados estan de acuerdo con los postulados por otros autores (Grinder-
Pendersen y col., 2004), excepto en el caso de la dieta basada en leche de vaca suplementada
con Ca (V"), donde se encuentra un descenso significativo en el CDA de Fe, en comparacion
con una dieta con un aporte normal de Ca, como también fue descrito por Minihane y
Fairweather-Tait (1998). Sin embargo, en ratas ferrodeficientes alimentadas con las dietas
estandar o vaca suplementadas en Ca (E" o V"), el CDA de Fe, disminuye. Wienk y col. (1999)

describieron el mecanismo del efecto inhibidor de una ingesta elevada de COs;Ca sobre la
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biodisponibilidad de Fe en ratas anémicas. La disminucion en la transferencia de Fe inducida por
el COsCa a través del citoplasma o de la membrana basolateral del enterocito puede ser la causa

de la disminucioén en la biodisponibilidad de Fe.

Ademas es de destacar que, en ratas anémicas, la suplementacion con Ca tiene un efecto
positivo en el CDA y en la relacion R/I de Fe, cuando se suministra la dieta basada en leche de
cabra (C). Esto puede ser debido a las excepcionales caracteristicas nutricionales de la leche de
cabra (Lopez-Aliaga y col., 2000; Alférez y col., 2006), la cual minimiza las interacciones Ca-

Fe, incluso cuando la cantidad de Ca en la dieta es el doble de los requerimientos para la rata.

4.4. CONCENTRACION HIERRO EN ORGANOS

El Two-Way ANOVA muestra que tanto la dieta como la anemia tienen un efecto
significativo sobre los depositos de Fe en los distintos drganos estudiados (excepto la dieta en el
bazo). Ademas, se observa una interaccion dieta x anemia con respecto al depdsito de Fe en
fémur (P<0.01) y esternon (P<0.001), tanto para los animales que reciben dietas normales como
suplementadas en Ca. En general, en todos los 6rganos estudiados, las concentraciones de Fe
son menores en las ratas anémicas que en sus respectivos controles para las tres dietas ensayadas
(tanto normales como suplementadas con Ca) (P<0.001), excepto en el esternén de ratas
alimentadas con dieta estandar, donde no se observaron diferencias significativas. Este hecho
puede ser debido a que el suministro de las distintas dietas durante 14 dias no es suficiente para
restaurar los depositos de este mineral. Las concentraciones de Fe en el higado y bazo son
utilizados habitualmente como marcadores de rutina para evaluar los depodsitos de Fe en el
organismo (Whittaker y col., 1996). El marcado descenso en la concentracion de Fe en higado y
bazo, sugiere que existe una deplecion de los almacenes de Fe en ratas anémicas. Bajo nuestras
condiciones experimentales, las concentraciones mas altas de Fe se encuentran en el bazo, e
higado, seguido de otros 6rganos como esternon y fémur. (Tabla 3; Figuras 4a-d).

La comparacion de las dietas basadas en leche, revela que el contenido de Fe en los
organos es superior para ambos grupos de animales (controles y ferrodeficientes) alimentados

con las dietas de leche de cabra (tanto normal como con un contenido doble de Ca) que para
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aquellos alimentados con las dietas basadas en leche de vaca, particularmente en el esternon,
fémur e higado. La comparacion de las dietas estdndar y basadas en leche de cabra muestra que
el contenido de Fe en fémur es superior para ambos grupos de animales que reciben las dietas
constituidas con leche de cabra (normal o suplementada) (P<0.001). No obstante, la
comparacion entre las dietas vaca y estandar pone de manifiesto que en ambos grupos (controles
y ferrodeficientes), las concentraciones de Fe son menores en todos los érganos estudiados para
la dieta basada en leche de vaca, especialmente en el esternon (P<0.001). La suplementacion con
5000 mg Ca/Kg dieta con respecto a una dieta con un nivel normal de Ca no tiene efecto
significativo en el contenido de Fe en los diferentes 6rganos estudiados, tanto en controles como
ferrodeficientes, para las ratas que reciben la dieta basada en leche de cabra, mientras que para
las dietas estandar y vaca, los depdsitos de Fe son sensiblemente menores. Este hecho esta de
acuerdo con la mejor relaciéon R/I de Fe obtenida con la dieta elaborada con leche de cabra,

incluso cuando esta suplementada con Ca.

4.5. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

En ratas controles, todos los parametros hematoldgicos estudiados (recuento de
hematies, VCM, hematocrito, plaquetas, Hb, Fe sérico, ferritina sérica, porcentaje de saturacion
de la transferian y TIBC) estan dentro de los limites normales para esta especie al comienzo y al
final del periodo principal de la experiencia. Después de consumir una dieta con bajo contenido
en Fe durante 40 dias, las ratas eran anémicas, con una concentracion de Hb media de 78.4 + 2.6
g/L. Ademas, el hematocrito, el Fe sérico, VCM, ferritina sérica y la saturacion de la transferrina
eran bajos, mientras que los niveles de plaquetas y TIBC estaban elevados, hallazgos

consistentes con la anemia inducida en las ratas (Tabla 1).

El Two-Way ANOVA revela que la eficacia de regeneracion de la hemoglobina (ERH)
estd afectada por la dieta y por la anemia. Como era previsible, para las tres dietas ensayadas, la
ERH es mayor en las ratas ferrodeficientes que entre sus controles (P<0.001). Por otra parte, la
ERH es maés alta para las ratas que consumen la dieta elaborada con leche de cabra que en

aquellas que consumen las otras dietas (tanto con un contenido normal como doble de Ca), en
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las que la ERH era similar entre ellas (ERH: C, C" > E, E" = V, V") (Tabla 4; Figura 5i). La
ERH en animales controles es similar a la que muestran otros autores (Matsumoto y col., 2003).
La mayor utilizacion digestiva de Fe en las ratas anémicas se refleja en la ERH, la cual se
incrementa de forma acusada con las tres dietas. Estos valores son similares a los obtenidos por
nosotros en estudios previos (Pallarés y col., 1993). La ERH es claramente superior en ratas
ferrodeficientes alimentadas con las dietas basadas en leche de cabra, lo cual puede ser debido,

en parte, a la mejor utilizacion digestiva de Fe en los animales que consumen estas dietas.

Es un hecho aceptado la secuencia cronoldgica de eventos que tienen lugar durante el
tratamiento oral de la anemia ferropénica: primero se normalizan los niveles de Hb, y
posteriormente se restauran los depositos de Fe (Bothwell y Finch, 1962). Bajo nuestras
condiciones experimentales, existe una correlacion inversa entre la ERH y los depdsitos de Fe en
bazo e higado en ratas anémicas con todas las dietas ensayadas. Este hecho sugiere que, aunque
las ratas anémicas responden rapidamente a la replecion dietaria con respecto a la hematologia y
depdsito de Fe en organos, sin embargo muestran una concentraciéon de Fe significativamente
menor que sus controles. Estos resultados indican una restauracion incompleta de los depdsitos

de Fe durante los 14 dias del periodo principal de estos experimentos.

El Two-Way ANOVA revela que, en general, todos los parametros hematoldgicos estan
afectados por la anemia, por la dieta (recuento de hematies, VCM, Fe sérico, ferritina sérica) y
también se observa un efecto de interaccion dieta x anemia (recuento de hematies, VCM,
hematocrito, Fe sérico y ferritina sérica), tanto con contenido normal como doble de Ca (Figuras
Sa-1). En ratas ferrodeficientes, el recuento de hematies y el hematocrito es menor que para sus
controles para los tres tipos de dieta (tanto normal como suplementada en Ca) al comienzo del
periodo experimental (P<0.001), consecuente con la anemia ferropénica inducida. Las ratas
anémicas alimentadas con dietas normales o con doble de Ca muestran una completa
recuperacion del recuento de hematies, hematocrito y VCM, después de consumir las distintas
dietas (E, E',V, V',C, C"), especialmente en las ratas que consumen las dietas basadas en leche
de cabra (C y C") frente a aquellas alimentadas con las dietas elaboradas con leche de vaca (V,

V") (P<0.001) (Figuras 5a-c).
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La ferrodeficiencia tiene un claro efecto sobre el recuento de plaquetas, duplicando su
numero con respecto a las controles. La administracion de los distintos tipos de dietas ensayadas
reduce estos niveles a valores practicamente similares a sus controles, especialmente con las
dietas estandar suplementada en Ca (E") y basada en leche de cabra suplementada en Ca (C"),
mientras que con la dieta elaborada con leche de vaca suplementada (V") el descenso es mucho
menos acusado, siendo incluso mas altos los niveles de plaquetas en las ratas anémicas que en
las controles (P<0.001). Estos resultados indican que hay una menor recuperacion de la anemia
entre los animales que reciben las dietas elaboradas con leche de vaca, de hecho estudios previos
de nuestro grupo de investigacion manifiestan que los niveles de plaquetas son un fiel reflejo del
status del Fe en el organismo (Campos y col., 1998). En ratas controles alimentadas con dietas
suplementadas en Ca, los niveles de plaquetas son superiores a las que reciben dietas con un
contenido normal de Ca, para las dietas estandar y elaborada con leche de vaca (P<0.001). Este
ultimo resultado es destacable, ya que refleja lo que sucede en la utilizacion nutritiva de Fe y
confirma la interaccion entre Fe y Ca, que es minimizada cuando se suministra la dieta basada
en leche de cabra. Sin embargo, en ratas anémicas los niveles de plaquetas no se afectan por el
contenido de Ca en la dieta, probablemente como consecuencia del desajuste en el metabolismo

del Fe en esta situacion (Pallarés y col., 1993; Viteri, 1993).

En relacion a los niveles de Fe sérico, se observa una acusada disminucion en las ratas
anémicas que reciben las dietas basadas en leche de vaca (V, V') (P<0.001) o estandar (E, E")
tanto normales como suplementadas en Ca (P<0.05) en comparacion con sus respectivos
controles. Sin embargo, cuando suministramos las dietas basadas en leche de cabra (con aporte
normal o suplementada con Ca), no se observan diferencias entre grupos. Los niveles de Fe
sérico son similares para todas las dietas ensayadas en las ratas controles, en cambio, el Fe sérico
en ratas anémicas es significativamente mayor para las que reciben las dietas basadas en leche
de cabra (P<0.001) o estandar (P<0.01) que para aquellas que reciben las dietas basadas en leche
de vaca, tanto normales como suplementadas en Ca (Fe sérico: C, C'=E, E"> V, V). La
ferrodeficiencia provoca una dréstica disminucion en los niveles séricos de Fe, que permanecen
bajos tras consumir las elaboradas con leche de vaca (V, V). Sin embargo, cuando las ratas

anémicas son alimentadas con las dietas basada en leche de cabra (C) y estandar (E), éstos
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valores se recuperan, en especial con la dieta de leche de cabra (C) que llega a alcanzar valores
similares a sus respectivos controles. Ademas, el suplemento de Ca en las dietas, en el caso de la
dieta de leche de cabra (C") no afecta a los valores de Fe sérico. Estos resultados pueden ser
debidos al hecho de que la leche de cabra mejora la utilizacion nutritiva de Fe y minimiza las

interacciones con el Ca (Barrionuevo y col., 2002).

La ferritina sérica (Tabla 4; Figura 5f) es otro indice que es considerado muy til ya
que es un fiel reflejo de los depdsitos de Fe en el organismo (Walters y col., 1973). Nuestros
resultados revelan que la ferritina sérica es significativamente mayor en las ratas controles que
en las anémicas al comienzo del periodo principal (P<0.001). La influencia de la ingesta dietaria
de Fe durante 14 dias es especialmente significativa en las ratas alimentadas con la dieta
elaborada con leche de cabra (C), donde los valores de ferritina sérica en ratas anémicas se
igualan a los de sus controles, mientras que con las dietas estandar y las basadas en leche de
vaca, la recuperacion es menor, en especial con las dietas de leche de vaca (V, V'). La
suplementacion con Ca en la dieta produce una disminucion en los niveles de ferritina sérica
con todas las tres dietas ensayadas (E",V',C"), aunque este descenso es mucho menos
acusado en los animales que consumen dieta elaborada con leche de cabra (C"). Este hecho
revela que la inclusion de la leche de cabra en la dieta no solo restaura los depdsitos de Fe en
ratas anémicas, sino que este efecto positivo se mantiene incluso cuando la cantidad de Ca en

la dieta es el doble de los requerimientos para esta especie.

La saturacion de la transferrina (Tabla 4; Figura 5g) disminuye drasticamente con la
anemia, como ha sido revelado también por otros autores (Erikson y col., 1997). Después de
consumir las dietas basadas en leche de vaca (V, V"), la transferrina permanece baja en las
ratas anémicas, mientras que no se observan diferencias entre ratas anémicas y controles que
consumen las dietas estiandar (E, E") y basadas en leche de cabra (C, C"). Este hallazgo
revela que la leche de vaca no ayuda a recuperar la anemia, como indican los parametros
hematologicos, que permanecen bajos. La suplementacion con Ca en la dieta no afecta

significativamente a la saturacion de la transferrina, con ninguna de las dietas estudiadas.
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El TIBC (Tabla 4; Figura 5h) es menor en ratas controles que en anémicas al
comienzo del periodo experimental. Después del consumo de las distintas dietas ensayadas, el
TIBC no se afecta significativamente por el tipo de dieta, ni por el contenido de Ca en las
mismas, lo cual es bastante 16gico ya que este indice relaciona el Fe sérico con el porcentaje

de saturacion de la transferrina.

4.6. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE CALCIO Y FOSFORO

El Two-Way ANOVA muestra que el CDA y la relacion R/l de Ca y P estan afectados
por la dieta y por la anemia. Después de suministrar las distintas dietas ensayadas (con contenido
normal o suplementadas con Ca), el CDA vy la relacion R/l de Ca y P es menor en las ratas
ferrodeficientes que para sus respectivos controles, independientemente del tipo de dieta
consumida, salvo en las dietas basadas en leche de cabra (C, C"), donde no existen diferencias

significativas con los controles para el R/I del P (Tablas 5 y 6; Figuras 6 - 9).

Si se comparan los efectos de las tres dietas (tanto normales como suplementadas con
Ca) en ratas controles y anémicas, se observa que el CDA de Ca y P es mayor cuando los
animales reciben la dieta basada en leche de cabra (P<0.001), excepto en el caso de animales
controles alimentados con dietas suplementadas con Ca, donde no existen diferencias
significativas entre dietas para el CDA de P. La relacion R/l de Ca y P es mayor cuando se
suministra la dieta elaborada con leche de cabra respecto a la basada en leche de vaca, tanto con
contenido normal como doble de Ca. Cuando se suplementan las tres dietas con Ca, desciende el

CDA y larelacion R/l de Ca y P, tanto en ratas controles como en ferrodeficientes (P<0.001).

El menor CDA de Ca en los animales ferrodeficientes puede deberse a que la anemia
produce un incremento en la utilizacion digestiva de Fe y por tanto disminuye la del Ca. A
pesar de todo, se ha encontrado una mejor utilizacion digestiva y metabolica para el Ca y P,
tanto en ratas ferrodeficientes como controles alimentadas con las dietas basadas en leche de
cabra (C, C"). Esta significativa ventaja puede ser debida a que el consumo de la dieta basada

en leche de cabra produce una mejor recuperacion del metabolismo del Fe y ERH y por tanto
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bajo estas condiciones, la cantidad de oxigeno disponible y de ATP se incrementa,
recuperandose los transportadores de Ca de forma mas eficiente, lo cual favorece la absorcion
de Ca por transporte activo (Conrad y Umbreit, 1993). Una sucesion de eventos similares
tiene lugar 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 en
ratas controles, la dieta basada en leche de cabra (C) reduce la interaccion entre Fe y Ca y por
tanto se incrementa la utilizacion nutritiva de ambos (Barrionuevo y col., 2002; Campos y
col., 2003). La menor interaccion Ca-Fe en animales alimentados con la dieta elaborada con
leche de cabra puede contribuir a la mejor utilizacion nutritiva de Ca en situacion de anemia,
alcanzando el CDA de Ca valores que incluso superan a los encontrados para ratas controles
alimentados con la dieta estandar (E). Esta menor interaccion Ca-Fe, se puede explicar por las
peculiares caracteristicas nutricionales de la leche de cabra con respecto a la de vaca. La
leche de cabra tiene un alto contenido en Vitamina D, vitamina que favorece el transporte
transcelular saturable de Ca dependiente de energia. Otro factor que puede contribuir a esta
mayor absorcion de Ca con la dieta basada en leche de cabra (C), es su mayor contenido en
lisina con respecto a la leche de vaca, aminoacido que estd implicado en el transporte pasivo
de Ca (Alférez y col., 2006; Barrionuevo y col., Campos y col., 2003). Por otra parte, la
lactosa presente en la leche de cabra es mas digestiva y su absorcion es optima (Martinez-
Férez, 2004) y de acuerdo con Heaney (1996), el Ca de la leche puede absorberse bajo la
influencia de la lactosa en el intestino delgado distal, a través de la via paracelular. Por tanto, la
leche de cabra proporciona Ca con una “absorcion asegurada”, que es generalmente insensible a

factores externos.

4.7. DEPOSITO DE CALCIO Y FOSFORO EN ORGANOS

La anemia produce una clara desmineralizacion 6sea, como se puede deducir del menor
depdsito de Ca en fémur de ratas anémicas (Campos et al., 2006). Después de alimentar ambos
grupos de ratas (controles y anémicas) con las tres dietas experimentales con un aporte normal
en Ca, se observa que el contenido de Ca en fémur es similar a sus respectivos controles, en ratas

anémicas alimentadas con las dietas estandar y basada en leche de cabra (E y C). Sin embargo,
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cuando se duplica el contenido de Ca en la dieta, el depdsito de Ca en fémur de ratas anémicas
es superior a sus controles para las dietas basadas en leche, pero no para la dieta estandar (E),
donde se observa que el contenido de Ca en este 6érgano es menor en ratas anémicas que en sus

controles (Tabla 7; Figura 10a).

En general, el deposito de Ca en fémur es superior cuando se suministran las dietas
basadas en leche de cabra (C, C"), con respecto a las otras dietas ensayadas. Asi pues, el
suplemento de Ca en la dieta eleva el depdsito de Ca en fémur de ratas anémicas cuando se
alimentan con dietas basadas en leche, en especial con la leche de cabra, efecto que no se
observa para la dieta estandar (E). Los menores niveles de PTH encontrados en ambos grupos de
animales alimentados con la dieta basada en leche de cabra (Tabla 9; Figura 12d), junto con la
mayor biodisponibilidad de Ca presente en este tipo de leche podrian explicar el mayor depdsito

de este mineral en fémur.

En el caso del musculo longissmus dors, el depdsito de Ca es mas alto en ratas
anémicas que en controles, siendo esta diferencia estadisticamente significativa para las dietas
estandar (E, E") y las dietas basadas en leche de cabra (C, C"). En lineas generales, el deposito
de Ca en el musculo es superior con las dietas elaboradas a partir de leche de cabra (C, C") que
con las otras dietas estudiadas. Cuando se duplica el contenido de Ca en la dieta, se eleva el
contenido en Ca del musculo longissmus dors en ratas anémicas alimentadas con dietas
basadas en leche, especialmente con la dieta elaborada a partir de leche de cabra (C") (Tabla 7;

Figura 10c).

La comparacion de las dietas con un contenido normal de Ca, muestra que la dieta
basada en leche de cabra favorece el deposito de Ca en esternon de ratas anémicas respecto a sus
controles, hecho que no se observa con las dietas suplementadas en Ca. Este incremento del
deposito de Ca en el esternon favorece la eritropoyesis, que estaba disminuida en las ratas con

ferrodeficiencia (Tabla 7; Figura 10b).
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En relacion al contenido de P en fémur, es de resaltar, que cuando se duplica el
contenido de Ca en la dieta basada en leche de cabra, el depdsito de este mineral es mayor en
ratas anémicas que en controles, al contrario de lo que sucede con la dieta basada en leche de
vaca (Tabla 8; Figura 11a). Por otra parte, la leche de cabra enriquecida en Ca favorece el
depdsito de P en musculo de ratas anémicas, con respecto a la leche de vaca (Tabla 8; Figura
11b). El deposito de P en cerebro es mayor en ratas anémicas para las tres dietas ensayadas con
nivel normal de Ca (Tabla 8; Figura 11c). Al comparar las dietas basadas en leche, se observa
que el depdsito de P en cerebro es mayor en los animales alimentados con las dietas basadas en
leche de cabra (C, C"). El contenido de P en bazo y rifiones no se afecta por la anemia, la dieta,
ni el suplemento de Ca, permaneciendo en todo momento dentro de los margenes normales
descritos para esta especie en la bibliografia (Campos y col., 1998; Barrionuevo y col., 2002;

Alférez y col., 2006) (Tabla 8; Figura 11d y e).

Después de recuperarse de una situacion de anemia, el Ca (fundamental para el proceso
de contraccién muscular) es transportado hacia el tejido muscular en mayores cantidades en las
ratas ferrodeficientes que en las controles, ya que el musculo es un compartimento implicado en
la homeostasis plasmatica de dicho cation (Van Beresteijn y col., 1993). Estos resultados
parecen evidenciar que tras la recuperacion de la ferrodeficiencia se incrementa la actividad
muscular, actividad que esta reducida en la anemia por la menor cantidad de oxigeno aportado al
tejido. Ademas tras la recuperacion de la anemia, el musculo tiene una mayor necesidad de Ca.
El mayor contenido de P en musculo y cerebro de ratas anémicas con respecto a sus controles
alimentadas con la dieta basada en leche de cabra, es un hecho bastante destacable. Este efecto
positivo es logico, porque la anemia por deficiencia de Fe reduce el aporte de oxigeno a todas las
células del organismo, lo cual limita la produccion de ATP, pudiendo afectar a ambos 6rganos.
Por tanto, el mayor deposito de P en musculo y cerebro es importante para compensar el elevado

consumo de ATP de estos tejido tras la recuperacion de la anemia (Campos y col., 2006).
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4.8. NIVELES SERICOS DE CALCIO, FOSFORO, PTH Y CORTICOSTERONA

Después de alimentar a los animales con las distintas dietas ensayadas, los niveles de
Ca 16nico en suero son menores en ratas anémicas que en sus controles, sin embargo los
niveles de Ca total y P séricos no se afectan por la anemia. Con respecto al tipo de dieta, se
observa que existen unas concentraciones significativamente superiores en los niveles
séricos de Ca y P de ambos grupos de animales alimentados con las dietas basadas en leche
de cabra (C, C"), respecto a los que consumen las dietas estandar (E, E"), o basadas en leche
de vaca (V, V"). El efecto de los diferentes tipos de dieta sobre el Ca total muestra un patrén

similar al del Ca i6nico (Tabla 9; Figuras 12a-c).

El Two-Way ANOVA revela que el Ca (total e i6nico), el P sérico y la PTH estan
afectados por la dieta, tanto en dietas normales como suplementadas en Ca. Los niveles de Ca
ionico reflejan fielmente lo que tiene lugar a nivel digestivo. Los menores niveles de Ca
i6nico encontrados en ambos grupos de animales alimentados con las dietas estandar (E) y
basada en leche de vaca (V), se acompafia de un incremento en los niveles de PTH (Tabla 9;
Figura 12d), siendo esta disminucion en los niveles séricos de Ca i6nico el principal estimulo
para la secrecion de esta hormona (Masuyama y col., 2000). Estudios previos demostraron
que una disminucién en la tasa de secrecion de PTH conlleva un incremento en la utilizacion
de Ca, resultante del incremento en la absorciéon de dicho mineral (Calvo, 1994). Bajo
nuestras condiciones experimentales, la inclusion de leche caprina en la dieta produce un
incremento en la absorcion de Ca, acompafiado de una disminucion en los niveles séricos de

PTH.

Como es sabido, la anemia provoca un aumento en los niveles plasmaticos de
corticosterona (Campos y col., 1998). El suministro de las diferentes dietas con un aporte

adecuado de Fe normaliza los niveles de esta hormona (Tabla 9; Figura 12e).
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4.9. UTILIZACION DIGESTIVA Y METABOLICA DE MAGNESIO

La utilizacion digestiva de Mg (CDA) esta afectada por la dieta, la anemia en los
animales alimentados con las dietas tanto normales como suplementadas en Ca y solo se
observa interaccion dieta x anemia en los animales alimentados con dietas suplementadas en Ca
(Two-Way ANOVA, P<0.001). El CDA de Mg es menor en ratas anémicas que en controles
solo para las dietas basadas en leche de vaca (V, V') (P<0.001). En relacion al tipo de dieta
suministrada, en ambos grupos de animales alimentados con dietas con un contenido normal o
doble de Ca, el CDA de Mg es mejor en las ratas alimentadas con la dieta basada en leche de
cabra con respecto a las otras dietas ensayadas (P<0.001) (CDA Mg: C,C™>E, E'=V, V"). El
suplemento de Ca en la dieta conduce a un menor CDA de Mg en ratas controles y anémicas
alimentadas con las distintas estandar (E") y la elaborada con leche de vaca (V") (P<0.001) y en

menor medida con la dieta de leche de cabra (C") (P<0.05) (Tabla 10; Figura 13).

La absorcion de Mg a través del borde en cepillo o membrana apical del enterocito no
requiere energia metabdlica, puesto que dicho elemento se mueve gracias al gradiente
electroquimico (Schweigel y col., 1999) y por arrastre de disolvente (Hardwick y col., 1990). Es
un hecho reconocido que la mejora de las funciones digestivas conducira a mejorar la absorcion
intestinal de este mineral. El mayor CDA de Mg para la dietas elaboradas con leche de cabra (C
y C") se debe a varias caracteristicas nutricionales presentes en esta leche que favorecen el
proceso digestivo, como es su grasa rica en MCT y su proteina mas soluble que, como ha sido

descrito previamente, favorece la absorcion intestinal de Mg (Lopez-Aliaga y col., 2003).

Otro factor que podria contribuir a la mejora hallada en el CDA de Mg con la dieta
basada en leche de cabra en ratas anémicas es la mejor recuperacion del metabolismo del Fe,
como indica el CDA y la ERH observados en los animales alimentados con la dieta basada en
leche de cabra, con respecto a las otras dietas ensayadas. Esto se debe a que, con un mejor
metabolismo de Fe, la cantidad de oxigeno disponible y ATP se incrementa, por tanto los
receptores de Mg se recuperan de manera mas eficiente, lo cual favorece su absorcion por

transporte activo, como ha sido descrito por otros autores (Conrad y Umbreit, 1993). Otra
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consecuencia de la mejor recuperacion del metabolismo de Fe con las dietas de leche de
cabra, es que el componente pasivo de la absorcion de Mg estd menos influenciado por la
presencia de citrato libre en el lumen intestinal, que produce un complejo Mg-citrato de baja
solubilidad (Lépez de Novales, 1974). Este hecho es debido a que parte del citrato es
absorbido por transporte activo como un complejo de Fe (Fe-citrato), retirandose del lumen
intestinal y evitando asi la formacion de complejos insolubles con el Mg. Ademas, esta
explicacion esta apoyada por resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigacion
en ratas controles y anémicas (Campos et al., 1996), donde una dieta con proteina férrica

producia una mejor absorcion de Fe, acompafiada de un incremento en la absorcion de Mg.

La relacion R/I de Mg esta afectada por la dieta, por la anemia y por su interaccion
en las dietas con un aporte normal y doble de Ca. La relacion R/I de Mg es significativamente
menor en ratas anémicas que en sus controles para las dietas basadas en leche de vaca con un
contenido normal de Ca (P<0.001) y suplementada en Ca (P<0.05) y para la dieta estandar
suplementada en Ca (P<0.001). El R/I de Mg es superior en las ratas alimentadas con la dieta
basada en leche de cabra, que en las alimentadas con la dieta estandar y la basada en leche de
vaca (P<0.001). Por tultimo, la relacion R/l de Mg tiende a disminuir en ratas controles y
anémicas alimentadas con las dietas estandar y la basada en leche de vaca suplementadas en
Ca (E" y V') en comparacién con estas dietas con un contenido normal de Ca (E y V)
(significativa para la dieta E en ratas anémicas, P<(0.001) (Tabla 10; Figura 14). Es de
destacar, que la retencion de Mg (R/I) es significativamente mayor (P<0.001) cuando las ratas
son alimentadas con las dietas basadas en leche de cabra, ya sea con contenido normal o doble

de Ca.

Uno de los resultados mas relevantes es que la utilizacion digestiva de Mg con la
leche de cabra suplementada en Ca (C") estd mucho menos afectada negativamente que con
las otras dietas suplementadas en Ca (E”y V). El suplemento de Ca en la dieta conduce a
una menor absorcion de Mg, consecuencia, en parte, a que el Ca disminuye la permeabilidad
de las uniones entre células intestinales y, por tanto, reduce el movimiento paracelular de Mg

(Kimura, 2007). Las menores interacciones minerales en los animales alimentados con la
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dieta elaborada con leche de cabra, incrementa su utilizacion nutritiva, lo que contribuye a la
mejor relacion R/l de Mg en situacion de anemia y suplementacion de Ca, con valores que
duplican los resultados encontrados para la dieta de leche de vaca, e incluso la dieta estandar.
De hecho, las peculiares caracteristicas nutricionales de la leche de cabra con respecto a la de
vaca podrian contribuir a explicar la menor interacciéon mineral encontrada para las dietas
basadas en leche de cabra (Barrionuevo et al., 2002; Campos y col., 2003; Campos y col.,

2006).

El proceso de excrecion urinaria es el mecanismo regulador mas importante para la
homeostasis del Mg. Las pérdidas urinarias de Mg estan estrechamente relacionadas con los
niveles séricos de Mg. Bajo nuestras condiciones experimentales, la suplementacion con Ca
tiende a disminuir la retencion de Mg, excepto para los animales alimentados con dietas
basadas en leche de cabra, normal o doble de Ca. Unas menores pérdidas urinarias de Mg
debidas a una menor ingesta de Mg, ha sido descrita previamente por otros autores (Brink y
col., 1992), sin embargo, este hecho por si solo no justifica los mejores resultados obtenidos
con la dieta basada en leche de cabra. Una vez mas, las beneficiosas caracteristicas
nutricionales de este tipo de leche justifican los mejores resultados obtenidos con respecto al
metabolismo de Mg. De hecho, la mejor calidad de la proteina presente en la leche de cabra
en comparacion a la de vaca, puede ser parcialmente responsable de la disminucion de la
excrecion urinaria de Mg en los animales alimentados con este tipo de leche, ya que la
proteinuria causada por el consumo de proteina de baja calidad inhibe la reabsorcion tubular
de Mg, incrementando las pérdidas urinarias del mismo. Ademads el mayor contenido en
vitamina D de la leche de cabra, también contribuye a este efecto beneficioso, ya que la
1,25(0OH),D3 promueve la reabsorcion de Mg en el tibulo distal, dado la induccion de la

calbindina 9K estimula el transporte transcelular en este tibulo (Ritchie y col., 2001).

4.10. DEPOSITO DE MAGNESIO EN ORGANOS

El depdsito de Mg en fémur es menor en ratas anémicas que en sus controles para las

tres dietas ensayadas con aporte normal de Ca (E, V y C), asi como para los animales
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alimentados con la dieta basada en leche de vaca suplementada en Ca (V). Sin embargo, en
general en esternon y musculo longissimus dorsi, la anemia no modifica el deposito de Mg

con respecto a sus controles con las diferentes dietas estudiadas (Tabla 11; Figuras 15a-c).

En general, la comparacion de las seis dietas ensayadas indica que el contenido de Mg
en organos no muestra diferencias significativas en ambos grupos de animales, tanto en dietas

con aporte normal como suplementadas en Ca.

El suplemento de Ca provoca una disminucién en el contenido de Mg en esternon de
ratas controles alimentadas con la dieta estandar suplementada (E") (P<0.001) y ratas
anémicas alimentadas con la dieta basada en leche de vaca suplementada en Ca (V") (P<0.01)
(Tabla 11; Figura 15b). El compartimento 6seo (fémur y esterndn) es el destino preferente
para el depdsito de Mg en ratas controles y anémicas alimentadas con todas las dietas
ensayadas. Bajo nuestras condiciones experimentales, la anemia provoca un descenso en los
niveles de Mg en fémur, lo cual estd de acuerdo con resultados previos de nuestro grupo de
investigacion (Campos y col., 1998) y de otros autores (Medeiros y col., 2002), quienes
encontraron que en las ratas ferrodeficientes disminuye la masa Osea y se incrementa su

fragilidad.

En ratas anémicas, el enriquecimiento en Ca de la leche de cabra conduce a una
recuperacion del contenido de Mg en fémur, hecho que no se observa cuando se alimentan los
animales con la dieta basada en leche de vaca. La menor interaccion mineral explica, de

nuevo, este efecto beneficioso de la leche de cabra sobre el depdsito de Mg 6seo.

En general, tras los 14 dias de suministro de las distintas dietas ensayadas, no se
observan cambios importantes en los depositos de Mg en organos, lo cual se puede deber a
que este periodo de tiempo no es suficiente para que se refleje en los 6rganos lo que sucede a

nivel digestivo como ya indicaron Lerma y col. en 1993.
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En relacion al nivel de Mg en sangre total, se observa una cierta tendencia a ser
mayor en los animales alimentados con las dietas basadas en leche de cabra (C, C"), hecho

que confirma lo que ocurre a nivel digestivo y metabodlico (Tabla 9; Figura 16).
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5.RESUMEN Y CONCLUSIONES

La investigacion llevada a cabo estudia la utilizacion digestiva y metabdlica de Fe, Ca, P
y Mg, asi como los parametros hematoldgicos relacionados con el metabolismo del Fe en ratas
controles y con anemia ferropénica nutricional inducida experimentalmente, alimentadas con
dietas estandar (E), basada en leche de vaca (V) o basada en leche de cabra (C), con un aporte

normal o con el doble de los requerimientos de Ca.

Para realizar el estudio, las dietas se han preparado con igual contenido de grasa (10%) y
proteina (20%), pero distinta calidad lipidica y proteica (aceite de oliva y caseina para la dieta
estandar; grasa y proteina procedente de leche de vaca para la dieta elaborada con leche de vaca;

grasa y proteina procedente de leche de cabra para la dieta basada en leche de cabra).

El estudio consta de 12 experimentos de 10 animales por grupo, para las seis dietas
ensayadas. Después de alimentar a los animales durante 40 dias con una dieta estandar (AIN93-
G) con contenido normal o bajo contenido en Fe, se utiliza la técnica de Thomas-Mitchell para

los estudios de utilizacién nutritiva.

En todos los experimentos se determina la concentracion de Fe, Ca, P y Mg en dieta,
heces, orina y en los correspondientes organos diana. Ademads, se determinan los siguientes
parametros hematoldgicos: recuento de hematies, volumen corpuscular medio, hematocrito,
plaquetas y hemoglobina, asi como los niveles séricos de Fe, Ca (total e idnico), P,
parathormona, corticosterona, saturacion de la transferrina, ferritina y TIBC. Por tltimo, también

se determina la concentracion de Mg en sangre total.
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Tras la discusion de los resultados obtenidos, se ha llegado a las siguientes

CONCLUSIONES:

CONCLUSION PRIMERA

La recuperacion de la anemia es mejor cuando se suministra la dieta basada en leche de

cabra, normal o enriquecida en Ca, como se pone de manifiesto por la elevacion de la ERH y la

disminucion de los niveles de plaquetas.

CONCLUSION SEGUNDA

La desmineralizacion Osea provocada por la anemia ferropénica nutricional se recupera

mejor con las dietas basadas en leche, especialmente con la de cabra, debido a la mayor

biodisponibilidad de calcio y fosforo, junto con los menores niveles de PTH encontrados en los

animales que consumen este alimento.

CONCLUSION TERCERA

En animales controles y ferrodeficientes, la inclusion de leche de cabra en la dieta, con

un contenido normal o doble de calcio, favorece la utilizacion digestiva (CDA) y metabdlica

(R/T) de hierro, asi como su deposito en higado, esternon y fémur.
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CONCLUSION CUARTA

En general, el consumo habitual de leche de cabra, normal o enriquecida en calcio,
aumenta la utilizacion nutritiva de calcio, fosforo y magnesio (CDA y R/I), ya sea en situacion
normal o de ferrodeficiencia. Este hecho, en el caso de calcio y fosforo, se refleja a nivel de su
destino metabdlico en musculo longissmus dors y fémur. Ademas, el mayor deposito de
fosforo en musculo y cerebro, de ratas anémicas alimentadas con la dieta basada en leche de
cabra, es importante para compensar el elevado consumo de ATP de estos tejidos en la

recuperacion de la anemia.

CONCLUSION QUINTA

La leche de cabra, incluso enriquecida en calcio, minimiza las interacciones Ca-Fe ya
que favorece la utilizacion nutritiva de hierro y no afecta negativamente su depdsito en los
diferentes 6rganos estudiados, hecho que es evidente en animales controles y especialmente en

situacion de ferrodeficiencia.

CONCLUSION GENERAL

El consumo habitual de leche de cabra, alimento natural con unas caracteristicas
nutricionales altamente beneficiosas, tiene efectos positivos sobre el metabolismo mineral, la
recuperacion de la anemia ferropénica y la mineralizacion 6sea. Ademas, su enriquecimiento
con calcio no interfiere en la biodisponibilidad de los minerales estudiados, a diferencia de lo
observado con la leche de vaca. Por tanto, seria aconsejable la inclusion de la leche caprina
en la dieta, tanto en la poblacion general como en la afectada por anemia ferropénica

nutricional.
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6. SUMMARY

6.1. ABBREVIATIONSUSED

-AAS:. Atomic absorption spectrophotometry.
-ADC: Apparent digestibility coefficient.

-AIN: American Institute of Nutrition.

-C diet: Cow milk-based diet, with normal-Ca
content.

-C" diet: Cow milk-based diet, Ca-supplemented.
-DM: Dry matter.

-EP: Experimental period.

-FAQO: Food and Agriculture Organization.

-G diet: Goat milk-based diet, with normal-Ca
content.

-G" diet: Goat milk-based diet, Ca-supplemented.
-GL C: Gas-liquid chromatography.

-Hb: Haemoglobin.

-HPL C: High performance liquid chromatography.

-HRE: Haemoglobin regeneration efficiency.
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-IDA: Iron deficiency anaemia.

-LC: Liquid Chromatography.

-MCV: Mean corpuscular volume.
-MCT: Medium chain triglycerides.
-MS: Mass spectrophotometry.

-NFA: Nutritional ferropenic anaemia.
-PCV: Packed cell volume (haemaocrit).
-PEP: pre-experimental period.

-PITC: Phenylisothiocyanate.

-PTH: Parathormone.

-RBC: Red blood cells.

-R/1: Retention versus intake ratio.
-Sdiet: Standard diet, with normal-Ca content.
-S" diet: Standard diet, Ca-supplemented.
-TIBC: Total iron binding capacity.
-WHO: World Health Organization.






SUMMARY

6.2. TABLES AND FIGURES

" TABEE 1- HAEMATOLOGICAT PARAMETERS ON DAY 40 OF BERIN RATS

WITH A NORMAL OR LOW—IRON DIET (NUTRITIONAL FERROPENIC ANA'EMIA
A\ A\ A\

U L &0 )L 68 mMoBEDSd 'L &8 ) 1L 688 U
CONTROL GROUP ANAEMIC GROUP
PARAMETER NORMAL -Fe DIET LOW-Fe DIET
(n =60) (n =60) *
RBC
(10"/L) 7.10+0.14 6.48+£0.16
MCV
55.11+£0.22 39.38 +£0.71
(fL)
EF o R HCV) 38.60 £ 0.77 27.59+0.48
(%) . . . y
Plateletes
+ +
(10°/L) 738 £24.5 1360 £+ 67.1
Hb Concentration 1285428 184426
(/L) . . ; .
Serum Fe
1392 + 123 698 + 56
(ng/L)
SEUI HERRT D 82.32+2.71 50.21 + 1.28
(ng/L)
Transferrin
i o () 4732 +7.19 3.71 £0.31
TIBC
2837 +£ 205 17915 £ 733
(ng/L)

* All haematological parameters were statistically different from their respective controls
(P<0.001) by Student’s t Test.
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JAVIER DIAZ CASTRO

SYMBOLS USED

COW MILK
BASED DIET

GOAT MILK
BASED DIET

COMPARISON
BETWEEN DIETS

DN
]

A\

Control Group Normal-Ca Diet

Control Group Double-Ca Diet

Anaemic Group Normal-Ca Diet

Anaemic Group Double-Ca Diet

Control Group Normal-Ca Diet

Control Group Double-Ca Diet

Anaemic Group Normal-Ca Diet

Anaemic Group Double-Ca Diet

Control Group Normal-Ca Diet

Control Group Double-Ca Diet

Anaemic Group Normal-Ca Diet

Anaemic Group Double-Ca Diet

SIGNIFICATION

-Cow milk LEVELS:

: -Goat Milk ® : p<0.001
: Cow milk-Goat milk A : p<0.01
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g/rat/day

25—

20—

15

10

Fig. 1.- FOOD INTAKE

STANDARD DIET

COW MILK-BASED DIET

be

befflbe]

bA

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA

Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.01 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.01 NS
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Fig. 2.- ADC OF IRON

STANDARD DIET

P<0.001

=
COW MILK-BASED

—
GOAT MILK-BASED

DIET DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.001 NS

212



Y%
70

60

50

40

30

20

10

Fig. 3.- R/l OF IRON

—| P<0.001

N

P<0.05

STANDARD DIET

P<0.001

P<0.001

COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET

[ P<0.01

P<0.001
P<0.001

M

N

balHb aAE[be||Hbe

N

[ P<0.05

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.01 NS

213




JAVIER DIAZ CASTRO

Fig.4.- IRON CONTENT IN ORGANS

ng/g DM

Fig. 4a.- Femur

P<0.001

150

100

50—

P<0.01
P<0.01

P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001

P<0.

P<0.001

001

COW MILK-BASED DIET

P<0.001

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA

Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.01
DOUBLE P<0.001 P<0.001 P<0.01
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Fig.4.- IRON CONTENT IN ORGANS

ng/g DM

150

100

S0

Fig. 4b.- Sternum

STANDARD DIET

P<0.001

P<0.001

N\

| P<0.01

COW MILK-BASED

P<0.001
P<0.01

CARhlcm

GOAT MILK-

DIET BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.001
DOUBLE P<0.001 P<0.001 P<0.001
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Fig.4.- IRON CONTENT IN ORGANS

Fig. 4c.- Spleen

P<0.001

ng/g DM P<0.001 P<0.001 o007
P<0.001
P<0.001 |-
2500
2000
1500
1000
500
ae Ic A
o-
STANDARD DIET COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL NS P<0.001 NS
DOBLE NS P<0.001 NS
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Fig.4.- IRON CONTENT IN ORGANS

ng/g DM

750

500

250

Fig. 4d.- Liver

P<0.001
P<0.001

P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001

P<0.001

N

P<0.001

COW MILK-BASED GOAT MILK-BASED

P<0.001

P<0.05

P<0.01

Mba

DIET DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.05 P<0.001 NS
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Fig.5.- HAEMATOLOGICAL PARAMETERS

Fig. 5a.- RBC
10'%/L
P<0.01
10— P<0.001 P<0.001
87 -
be
6
ae |ce ce
a
2 \
AN
P<0.001 P<0.01 P<0.001 P<0.001 P<0.01
o
STANDARD DIET COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTEN TIN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.001 P<0.001
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Fig.5.- HAEMATOLOGICAL PARAMETERS

Fig. 5b.- MCV

P<0.001
P<0.001

P<0.01

STANDARD DIET

= P<0.001 = AIMIL
P<0.001 P<0.001

be

ae ae ce ce

N

P<0.001 P<0.001

COW MILK-BASED DIET

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.001
DOUBLE P<0.001 P<0.001 P<0.001
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Fig.5.- HAEMATOLOGICAL PARAMETERS

Fig. 5¢.- Haematocrit (PCV)

S

N

P<0.001 P<0.01 N
LSS

STANDARD DIET

P<0.001

P<0.001

COW MILK-BASED DIET

[TITITRSSS

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL NS P<0.001 P<0.001
DOUBLE NS P<0.01 P<0.01
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Fig. 5.- HAEMTAOLOGICAL PARAMETERS

10°/L

1000

750 —

500

250

Fig. 5d.- Platelets

P<0.001

P<0.001

P<0.001

<0.
P<0.001 P<0.01

=

CA

P<0.001

STANDARD DIET COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL NS P<0.001 NS
DOUBLE NS P<0.001 NS
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Fig. 5.- HAEMATOLOGICAL PARAMETERS

ng/L

1750
1500
1250
1000 —
750
500 —

250 —

Fig. 5e.- Serum Fe

P<0.05
P<0.05

P<0.05 P<0.05

STANDARD DIET

P<0.001
P<0.001
aa ||{ae
N
P<0.05 P<0.05

COW MILK-BASED DIET

N

bA

bA

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA

Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.01
DOUBLE P<0.001 P<0.001 P<0.01
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Fig. 5.- HAEMATOLOGICAL PARAMETERS

Fig. 5f.- Serum ferritin

P<0.001
P<0.001

P<0.001 P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001
P<0.001
m =|m\r
P<0.001 P<0.01

COW MILK-BASED DIET

bu|HbAH|be

be

N

P<0.05

P<0.05

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 P<0.01
DOUBLE P<0.001 P<0.001 P<0.01
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Fig. 5.- HAEMATOLOGICAL PARAMETERS

Fig. 5g.- Transferrin
Saturation percentage

%

607 P<0.05
50 P<0.001
40
ba |Nca
30
laA [Ham
20
10—
o-
STANDARD DIET COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL NS P<0.01 NS
DOUBLE NS P<0.01 NS
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Fig. 5.- HAEMATOLOGICAL PARAMETERS

ng/L

3500 —

3000 —

2500

2000

1500

1000 —

500 —

Fig. 5h.- TIBC

STANDARD DIET

COW MILK-BASED DIET

N

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA

Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL NS NS NS
DOUBLE NS NS NS
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Fig. 5.- HAEMATOLOGICAL PARAMETERS

%

40—

30

20

10

Fig. 5i.- HRE

P<0.001
P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001

COW MILK-BASED DIET

P<0.001

baA

P<0.001
P<0.001

bufi[befibe

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.01 P<0.001 NS
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Y%

60—

40—

20

Fig. 6.- ADC OF CALCIUM

P<0.001

P<0.05

P<0.001 ||| P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001

P<0.05

P<0.001 P<0.001

COW MILK-BASED

P<0.05

P<0.05

be|lHbeH|be[s]be

P<0.001 H|[ P<0.001

GOAT MILK-

DIET BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.05 NS
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Fig. 7.- ADC OF PHOSPHORUS

P<0.01
P<0.001

P<0.001

P<0.001

P<0.001

P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001
P<0.001
m =m\m
N
P<0.001 P<0.001

COW MILK-BASED

be [rtl"r:'ll be

ce celkice
N\

P<0.001 P<0.001

GOAT MILK-BASED

DIET DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.001 NS
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Fig. 8.- R/ OF CALCIUM

P<0.05

P<0.05 I—

P<0.001 P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001
P<0.05 I—
P<0.001 P<0.001

COW MILK-BASED DIET

P<0.

05

be be be

c AfHc e[gjjCe

be
Cc A

N

P<0.001 | P<0

.001

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA

Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.01 NS
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Fig. 9.- R/l OF PHOSPHORUS

P<0.001
P<0.001
P<0.05
it P<0.001
I ce ce ce ce
aA I al ae
N
P<0.001 || | P<0.001 P<0.001 El[ P<0.001 p<0.001 H|[ P<0.001
STANDARD DIET COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET ier AT ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.001 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.01 NS
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Fig.10.- CALCIUM CONTENT IN ORGANS

mg/g DM

250

200

150

100

50—

Fig. 10a.- Femur

P<0.001

P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001
P<0.001
P<0.001

N\

P<0.001

COW MILK-BASED DIET

P<0.001

P<0.01

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.05 P<0.05
DOUBLE P<0.01 NS NS
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Fig.10.- CALCIUM CONTENT IN ORGANS

mg/g DM

100

80
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40—

20

Fig. 10b.- Sternum

P<0.05
am [a AIMNED bA ibe[[{be
N
P<0.001 P<0.01
STANDARD DIET COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X

THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL NS NS P<0.01

DOuBLE NS P<0.05 P<0.01
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Fig.10.- CALCIUM CONTENT IN ORGANS

mg/g DM

12

10—

Fig. 10c.- Muscle L. D.
P<0.05
P<0.01
P<0.001
P<0.01 befflbek]lbe
_I Cc AlYce
ae ae
N
P<0.001 P<0.001
STANDARD DIET COW MILK-BASED GOAT MILK-BASED
DIET DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.01 NS
DOUBLE P<0.001 P<0.01 NS
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Fig.11.- PHOSPHORUS CONTENT IN ORGANS

mg/g DM

Fig. 11a.- Femur
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P<0.05

P<0.001

STANDARD DIET

P<0.001
P<0.01
ae ae I ae bA be
cm cA
P<0.01 P<0.01 P<0.001

COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 P<0.01 P<0.001
DOUBLE P<0.001 P<0.01 P<0.001
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Fig.11.- PHOSPHORUS CONTENT IN ORGANS

mg/g DM

14
12

10

Fig. 11b.- Muscle L.D.

P<0.05
aA aA be CA
DIETA ESTANDAR DIETA VACA DIETA CABRA
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET el AANVELE DUy ANAEMIA
NORMAL P<0.001 NS NS
DOUBLE P<0.001 P<0.01 P<0.01
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Fig.11.- PHOSPHORUS CONTENT IN ORGANS

mg/g DM
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Fig. 11c.- Brain

P<0.001

P<0.01 P<0.001

ae be be
ce cm
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STANDARD DIET COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 NS P<0.001
DOUBLE P<0.01 NS P<0.01
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Fig.11.- PHOSPHORUS CONTENT IN ORGANS

Fig. 11d.- Spleen

mg/g DM
20
18
16— - ,‘\\‘;\‘?

14—

12

10

O —— ———

STANDARD DIET COW MILK-BASED GOAT MILK-
DIET BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL NS NS NS
DOUBLE P<0.01 NS NS
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Fig.11.- PHOSPHORUS CONTENT IN ORGANS

Fig. 11e.- Kidneys

mg/g DM
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P<0.05
0 —4
STANDARD DIET COW MILK-BASED GOAT MILK-BASED
DIET DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 NS NS
DOUBLE NS NS NS
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mg/L
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Fig. 12.- SERUM LEVELS

Fig. 12a.- Total Calcium

STANDARD DIET

COW MILK-BASED DIET

be be
[T
ceHlce

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA

Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 NS P<0.01
DOUBLE P<0.001 NS P<0.01
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Fig. 12.- SERUM LEVELS

Fig. 12b.- lonic Calcium

mg/L
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STANDARD DIET COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET
TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 NS P<0.05
DOUBLE P<0.001 NS P<0.05
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Fig. 12.- SERUM LEVELS

Fig. 12c.- Phosphorus

P<0.05
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COW MILK-BASED DIET GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.001 NS NS
DOUBLE P<0.001 NS NS
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Fig. 12.- SERUM LEVELS

Fig. 12d.- PTH

Pg/mL

120
100
80—
60—
40—

20—

STANDARD DIET

COW MILK-BASED DIET

GOAT MILK-BASED DIET

TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.01 NS P<0.01
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Fig.15.- MAGNESIUM CONTENT IN ORGANS
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Fig. 15a.- Femur
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Fig.15.- MAGNESIUM CONTENT IN ORGANS
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Fig.15.- MAGNESIUM CONTENT IN ORGANS

Fig. 15c.- Muscle L.D.
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TWO-WAY ANOVA
Ca-CONTENT IN DIET X
THE DIET DIET ANAEMIA ANAEMIA
NORMAL P<0.05 NS NS
DOUBLE P<0.05 NS NS
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6.3. INTRODUCTION

Advances in food technology, with a population each time more concerned in health
and life quality, have leaded the nutrition science to the search of new foods with added
values, which has health benefits and help to retard or even avoid the emergence of some
diseases. In this context, goat milk, natural food with excellent nutritional properties, which
confer it a high interest as a food and research subject. In spite of it low consumption, goat’s
milk is acquiring great interest in the current tendency of looking for healthier foods in

developed countries.

Goat milk is a natural food, with an easy digestion and a high nutritional value. It is an
excellent source of protein of high quality and easy absorption, it has medium and short chain
fatty acids (caproic, caprilic and capric) which contributes to an easier and faster digestion, as
well as essential fatty acids such as linoleic, linolenic and arachidonic. Concerning the
minerals, it is noteworthy calcium and phosphorus with high digestibility, in part because
they are associated to the milk casein. Also is a good source of vitamins such as A, D, E

thiamin, riboflavin and niacin.

Previous studies reported by our research group in animal models reveals the
beneficial effect of goat milk versus cow milk on the nutritive utilization of protein, fat and
minerals in malabsorption syndrome, accompanied by a descent in LDL-cholesterol levels,

remaining within the physiological range triglicerydes, HDL-cholesterol and transaminases.

In the 50's decade several entities, like the World Health Organization (WHO),
executed food enrichment programs to palliate the malnutrition in depressed zones of the
planet. In the last years, a real “boom” has occurred with the enriched meals (vitamins,
minerals, fiber, fatty acids...), which has begun to be part of the habitual diet. At the same
time, it is becoming more usual the consumption of natural foods. These two tendencies are

complementary and they reflect the restlessness about the nutrition as a source of health.

There is no doubt that iron deficiency is the cause of most forms of anaemia.

According to the WHO, Fe-deficiency anaemia (IDA) is one of the most important nutritional
250



SUMMARY

public health problems in the world and the first cause of haematological consultation. This
deficiency is characterized by the reduction or absence of Fe stores, low serum concentration
of Fe, poor Hb concentration, low transferring saturation, haematocrit reduction and an

increased platelet count.

Otherwise, our research group has developed studies revealing that nutritional
ferropenic anaemia (NFA) provokes important disturbances in the calcium/phosphate
metabolism, with a high urinary excretion, that leads to a high degree of bone

demineralization.

Because of the actual tendency of supplementing foods and the increase on its
consumption, it is necessary to establish the potential negative effects due to its interaction

with other minerals, especially with iron, a fact that is extremely important in the NFA.

However, chronic Ca-supplementation effects over mineral status remains unclear and
little information exists about the effects of a high intake of this mineral over the

bioavailability and body stores of iron, calcium, phosphorus and magnesium.

Taking into account these considerations, the aim of this work is focused in the
comparative study of the goat milk versus cow milk, with a normal Ca-content or enriched,
over the digestive and metabolic utilization of iron, calcium, phosphorus and magnesium,
following the metabolic balance method, in control rats and with induced nutritional
ferropenic anaemia. Moreover, to determine the influence of the nutritive utilization of these
minerals on its distribution and metabolic use, it has been measured its concentration in the
target organs involved on their homeostatic regulation. Otherwise, another haematological
parameters related with iron metabolism have been determined, to evaluate whether iron
status is affected, as well as serum levels of Ca (total and ionic), P, PTH and Mg

concentration in whole blood, related with the metabolism of the other minerals studied.
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6.4. EXPERIMENTAL DESIGN

-Animals:

Male albino Wistar rats (n =120), aged about 3 weeks, purchased from the University
of Granada Laboratory Animal Service were used for this study. Animal care procedures and
experimental protocols were approved by the University of Granada Ethics Committee

according to European Community guidelines.

-Nutritional ferropenic anaemia model:

After weaning, the rats were randomly divided into two groups: a control group (45
mg Fe/Kg diet) and the anaemic group (5 mg Fe/Kg diet). Dietary Fe deficiency was induced
by a technique we had previously developed (Pallarés et al., 1993). After a pre-experimental
period (PEP) receiving the low-Fe diet for 40 days, the rats were anaemic, with low levels of
serum iron, Hb, MCV, and high levels of platelets, consistent with Fe-deficiency-induced

anaemia in rats.

After the pre-experimental period (PEP) of 40 days, both the control and anaemic groups
were divided into six groups, which were fed during the 14-day experimental period (EP)
with six different types of diet (S, S*, C, C", G and G") with a normal Fe (45 mg/ kg diet) and
Ca content (5000 mg/kg diet) or double Ca content (10000 mg/kg diet). From the start of the
study, the animals were housed in individual, ventilated, heat regulated cages (22 £ 2°C) with
a 12 h light-dark period and 55-60 % humidity. Diet and mineral-free water was available ad
libitum to all rats. Food intake was measured and urine and faeces were collected daily during
the EP. Body weight was recorded at the beginning and end. On day 14 of EP, the rats fasted
overnight and were then anaesthetized by intraperitoneal injection of 5 mg/100 g body weight
of sodium pentobarbital (Sigma Chemical Co, St Louis, MI, USA). After median laparotomy,
the rats were totally bled by cannulation of the abdominal aorta and aliquots were analyzed
for measuring RBC, MCV, hematocrit, platelets and Hb concentration. The remaining blood

was centrifuged at 1500 g for 15 min at 4°C to separate cells from serum for subsequent
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analysis. Organs were removed, frozen immediately in liquid nitrogen and then stored at

-20°C for subsequent analysis.

-Diets:

The diets and mineral and vitamin supplements during the EP were prepared
according to AIN93-G recommendations (Reeves et al., 1993), except for the source (olive
oil instead of soybean oil) and level of fat (10% rather than 7%), and the Ca-supplemented
diets, where a mineral premix was prepared using double the animals’ requirements (10000

mg Kg™' diet).

The milk-based diets were made with lyophilized cow’s or goat’s milk (diets C, C*, G
and G respectively). These lyophilates were analyzed to determine fat content (cow’s milk:
28.76%; goat’s milk: 30.69%), protein content (cow’s milk: 24.84%; goat’s milk: 23.36%)),
lactose content (cow’s milk: 40.75%; goat’s milk: 39.20%) and mineral composition (mg/Kg
of lyophilate) (cow’s milk: Ca: 10305, P: 7819, Mg: 852.5, Fe: 8.7, Cu: 1.4 and Zn: 35.1;
goat’s milk: Ca: 13190, P: 8133, Mg: 895, Fe: 12.3, Cu: 2.5 and Zn: 40.9) .
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The average composition of the lyophilates is:

COMPOSITION OF THE LYOPHILATES

Amounts in 100 g of lyophilate
Goat’s milk Cow’s milk
Protein (g) 23.36 24.84
Lipids (g) 30.69 28.76
Lactose (g) 39.20 40.75
Ca (mg) 1319 1030
P (mg) 813 782
Mg (mg) 89.5 85.2
Fe (mg) 1.23 0.87
Cu (mg) 0.25 0.14
Zn (mg) 4.1 3.5
Vitamin C (mg) 14.1 10.3
Vitamin A (mg) 0.43 0.24
Vitamin D (mg) 0.74 0.50
Saturated fatty acids (g)
c4 0.98 0.83
co 0.36 0.25
CS8 0.65 0.26
Cil0 2.08 0.64
Ci2 0.78 0.59
Cl4 2.70 2.73
Cil6 7.57 7.35
Ci8 3.18 2.89
Monounsaturated fatty acids (g)
Cil6:1 1.30 1.27
Ci8:1 8.46 7.23
Polyunsaturated fatty acids (g)
Ci8:2 0.71 0.52
Ci8:3 0.18 0.19
Amino acids (g)
Alanine 0.90 0.87
Arginine 0.91 0.90
Aspartic acid 1.75 1.87
Cystine 0.32 0.21
Glutamic acid 5.23 5.47
Glycine 0.48 0.53
Histidine 0.61 0.62
Isoleucine 1.64 1.58
Leucine 2.28 2.39
Lysine 2.14 1.93
Methionine 0.60 0.61
Phenylalanine 1.18 1.20
Proline 2.75 2.39
Serine 1.42 1.41
Threonine 1.24 1.14
Tyrosine 1.38 1.23
Valine 0.10 0.94
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The necessary quantities of lyophilized cow’s or goat’s milk were taken to obtain a
diet with a 10% fat content. To obtain a protein content of 20% the diet was supplemented
with casein, 124 g/kg of diet for C and C" diet and 145 g/kg of diet for G and G diet, as the
protein provided by the lyophilate used for the milk-based diets was insufficient. Fe and Ca

content (mg/kg diet) in the diets used during the EP after analysis was as follows:

NORMAL-Ca DIETS

Fe Ca P Mg

STANDARD (S) 46.09 5400 3100 502

COW’S MILK (C) 44.71 5700 4000 528

GOAT’S MILK (V) 44.14 5200 4000 504
DOUBLE-Ca DIETS

STANDARD (S*) 44.00 9720 3100 498

COW’S MILK (C") 44.79 10958 3800 525

GOAT’S MILK (V") 46.00 10436 3930 502

Composition of the experimental diets in the PEP:

AIN-93 G Diet"

AMOUNT (g/Kg diet)
Casein 200
Olive oil 70
Wheat starch 530
Constant ingredients " 200

*Normal-Fe (45 mg Kg' diet) for control rats or low-Fe (5mg Kg' diet) for anaemic rats. "The constant
ingredients consisted of (g Kg' diet): fibre (micronised cellulose) 50, sucrose 100, choline chloride 2.5, L-
cystine 3 for growing and 1.8 for adult rats, mineral premix 35, vitamin premix 10. The mineral and vitamin
premix for normal Ca diets were prepared according to the recommendations of the American Institute of
Nutrition (Reeves ef al., 1993).
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Composition of the experimental diets in the EP:

Diet S, S” (non-milk standard)*

AMOUNT (g/Kg diet)
Casein 200
Olive oil 100
Wheat starch 501
Constant ingredients’ 199

Diet C, C" (cow milk)*
AMOUNT (g/Kg diet)
Protein cow milk + casein 200
Cow milk fat 100
Wheat starch 307
Lactose 194
Constant ingredients’ 199

Diet G, G" (goat milk)®

AMOUNT (g/Kg diet)
Protein goat milk + casein 200
Goat milk fat 100
Wheat starch 311
Lactose 190
Constant ingredients* 199

“Normal-Fe (45 mg Kg™' diet). “The constant ingredients consisted of (g Kg™' diet): fibre (micronised cellulose)
50, sucrose 100, choline chloride 2.5, L-cystine 1.8, mineral premix 35, vitamin premix 10. The mineral and
vitamin premix for the normal Ca diets were prepared according to the recommendations of the American
Institute of Nutrition (Reeves et al., 1993) for standard diet and mineral and vitamin specific supplements for
diets C and G were formulated considering the mineral content of the lyophilized milks supplied in order to
meet these recommendations. The mineral premix for double-Ca diets was prepared using double the animals’
requirements (10000 mg Kg™' diet).
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6.5. MATERIAL AND METHODS

-Dry matter:
The water content of the diet, faeces, liver, sternum, femur and spleen were determined

by drying the materials at 105 £ 2°C until weight remained constant.

-Iron, Calcium and Magnesium determination:

The concentration of Fe, Ca, and Mg in the diets, faeces, urine, organs and Mg
concentration in total blood were determined by atomic absorption spectrophotometry (Perkin
Elmer 1100B, Norwalk, CT, USA). The samples had been previously mineralised by a wet
method in a sand bath (Bunsen, SA, Madrid, Spain) placing samples into a resistant flask and
dissolving in nitric acid, follow by mixture with HNO;:HCIO4 (1:4 v/v) until the total
elimination of organic matter. Finally, samples were diluted with milli-Q water, filtered with a

No. 41 Whatman filter and taken to an adequate volume.

-Phosphorus determination:

The concentrations of P in the diet, faeces, urine, serum and the different organs were
analyzed by visible spectrophotometry (Perkin Elmer UV/VIS spectrometer Lambda 16,
Rochester, NY, USA) using the Fiske-Subbarow method (Fiske and Subbarow, 1925).

-Serum calcium and phosphorus:

The levels of serum Ca and P were determined by a colorimetric reaction, using the
Sarkar y Chauhan method (Sarkar and Chauhan, 1967) for Ca and the Drewes method (Drewes,
1972) for P. Ionic Ca was measured with an autoanalyzer using a Nova 7 selective electrode

(Nova Biomedical, Wathman, MA, USA).
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-Serum parathormone:

Serum PTH was determined with a radioimmunoassay for the C-terminal/half molecule
of the hormone (Nichols Institute, San Juan Capistrano, CA, USA), measured with a Packard
counter (Packard, Meriden, CT, USA).

-Serum corticosterone:
Serum corticosterone levels were determined with a radioimmunoassay kit (ICN

Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, USA).

-Nitrogen content:
Nitrogen content in the lyophilates and diets was determined by Kjeldahl's method,
using a protein conversion factor of 6.25 for S diet and 6.38 for the lyophilates and milk-based

diets (Kjeldahl, 1883).

-Amino acid composition:
The amino acid composition of the proteins was determined by high-performance liquid
chromatography using the Waters PICO-TAG method with precolumn derivatization and

phenylisothiocyanate (PITC) as previously described (Bennett and Solomon, 1986).

-Vitamins A, D3 and C:

The vitamin A and D3 (cholecalciferol) content of the lyophilates was measured by LC-
MS according to the method of Heudi et al., (2004). The vitamin C content of the lyophilates
was measured by a colorimetric method using a commercial kit (Boehringer Mannheim,

Germany).
-Fat content:

The fat content in the lyophilates and diets was determined after hydrochloric hydrolysis

by extraction with petroleum ether, boiling point: 40-60°C, (Fanderson, 1986).
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-Fatty Acids:
The fatty-acid patterns of the lyophilates were determined by gas-liquid chromatography
(GLC) using the method of Lepage and Roy (1986).

-Haematological test:
RBC, MCV, PCV, platelets, Hb, in heparinised blood samples were measured by

using an automated haematology analyzer (Sysmex KX-21, Tokyo, Japan).

- Serum ferritin:
Serum ferritin concentration was determined using the Chiron Diagnostics ACS:180®
Automated Chemiluminescence System (Chiron Diagnostics Corporation, Norwood, MA,

USA).

- Serumiiron, transferrin saturation and TIBC:

To calculate the rate of transferrin saturation, TIBC and serum iron levels were
determined colorimetrically and enzymatically, using Sigma Diagnostics Iron and Total Iron-
Binding Capacity reagents (Sigma Diagnostics, St. Louis, MI, USA). The rate of transferrin

saturation was subsequently calculated using the following equation:

Transferrin saturation (%) = serum iron concentration [ug/l] / TIBC [ug/l] x 100.

-Biological indices:

The following indices and parameters were determined for each group, according to the
formulas given below: intake (expressed as dry weight), body weight, apparent digestibility
coefficient (ADC, eq. 1) and percent of iron retention / iron intake (% R/, eq. 2).

(1) ADC = (I-F) x 100/1

2) %RAI=1—(F+U)x100/1

where, I = intake, F = faecal excretion and U = urinary excretion.

The HRE was calculated as described by Mahoney and Hendricks (1982):
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mg Hb — Fe (final) - mg Hb— Fe (initial) o]

mg Fe consumed

% HRE = 00

ml blood Initial Hb . me Fe

mg Hb — Fe initial = initial body weight x X
g body weight 100 g Hb

ml blood Final Hb M Fe

mg Hb — Fe final = final body weight x X
g % % e g body weight 100 g Hb

assuming that the total blood volume of the rat is 6.7% of body weight and haemoglobin iron is

3.35 mg Fe per g of haemoglobin:

Hb — Fe= body weight x 0.067 XFng 3.35

-Quiality control:

Given the importance of obtaining an accurate determination of the different
parameters studied, a quality control test of these determinations was carried out. This
consisted of analyzing a lyophilized bovine liver (BCR certified reference material CRM
063R; Community Bureau of Reference, Brussels, Belgium), which yielded the following

values:

- Fe: 2.23 £ 0.29 ng/g (certified value: 2.32 £ 0.23 ng/g).

- Ca: 13.21+ 0.15 mg/g (certified value: 13.49 + 0.10 mg/g).

- P:10.97 +£ 0.17 mg/g (certified value: 11.10 = 0.13 mg/g).

- Mg: 1.238 + 0.030 mg/g (certified value: 1.263 £+ 0.024 mg/g).
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-Statigtical Analysis:

Data are reported as means = S.E.M. Differences between groups (control vs. anaemic
and normal-Ca vs. double-Ca) were tested for statistical significance with student’s ¢ test.
Variance analyses by one-way methods were used to compare the different diets supplied to the
two groups of animals (control and anaemic) in the EP. Individual means were tested by pair-
wise comparison with Tukey’s multiple comparison test when main effects and interactions
were significant. Data were analyzed statistically by Two-Way ANOVA to determine the effects
of anaemia, type of diet and their interaction (diet x anaemia). Differences were considered
significant at P< 0.05. All statistical analyses were carried out using the SPSS computer

program (SPSS, version 14.0, 2006; SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

6.6. RESULTS AND DISCUSSION

-Food intake:

In the EP, the food intake was similar in the control group and the anaemic rats given
the different diets. Food intake was higher in both groups of rats consuming diet S in
comparison with the milk-based diets (P<0.001), (Food intake: control and anaemic S, S* >
C, C" =G, G"). In this study, the lower food intake of the rats (both control and anaemic
animals) fed the milk-based diets, in comparison to S diet, could have been caused by the
particular sensory characteristics produced by the lyophilates used to process the diets,
especially in the case of the G diet, as has been observed previously for goat’s milk (Alférez
et al., 2001; Lopez Aliaga et al., 2003). In spite of the lower food intake observed for the
animals from C and G groups, the quantity consumed of both diets (C and G) supplies

enough nutrients and energy to cover the rats’ nutritional requirements (Table 1; Figure 1).

-Nutritive and metabolic utilization of Fe:
The two-way ANOVA showed that for the different parameters related to the
digestive and metabolic utilization of Fe, there was no interaction effect between the diet and

anaemia. The ADC of Fe was affected by both the diet and anaemia (Two-way ANOVA,
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P<0.001). The ADC of Fe was higher in anaemic rats than in the controls for the three diets
assayed, (P<0.001), for both normal and Ca-Supplemented diets (Table 2; Figures 2 and 3).
This reveals that there is a greater avidity for Fe among anaemic rats, which might be because
ferropenic anaemia increases the intestinal divalent metal transporter (DMT1) (Yeh et al.
2000) and ferroportin expression (Morgan and Oates, 2002). These receptors are affected by
non-heme Fe absorption and thus increases Fe absorption (Forellat et al. 2000). The increase
in the ADC of Fe in Fe-deficient rats is similar to that reported by Pallarés et al. (1993). In
both control and anaemic rats, ADC of Fe were better in the rats fed the G diet, whereas in
rats fed the S or C diets there were no differences in ADC of Fe (ADC of Fe: G, G' > S, S =
C, C"). In control and anaemic rats, Ca-supplementation in the C" diet decreased Fe ADC in
comparison with the normal-Ca diet (P<0.05 for the control rats and P<0.01 for the anaemic
rats). However, this adverse effect was not observed when the G* diet was supplied. (Table 2;

Figure 2).

The Fe R/I ratio was affected by the diet (P<0.001) and anaemia (P<0.01). R/I was
significantly higher for anaemic rats than for their controls in the three experimental diets,
both normal and Ca-supplemented (P<0.001). The type of diet supplied influences Fe
retention: R/I was higher for rats fed diet G than for either S diet or C diet (controls: P<0.01
in the double-Ca diet, P<0.05 in the normal-Ca diet and P<0.001 in the anaemic rats fed both
normal and Ca-supplemented) (R/I Fe: G, G" > S, S" = C, C"). A comparison between the
Ca-supplemented diet with the same diet but with normal-Ca content showed that the Fe R/I
decreased in the anaemic rats fed the S diet (P<0.05) or C diet (P<0.01), whereas in anaemic
rats fed the G diet the Fe R/I was even higher in the double-Ca group (54.7 + 1.0 % vs. 51.5
0.8 %) (P<0.05). However, Ca supplementation did not affect the Fe R/I in control rats for
the three assayed diets (Table 2; Figure 3).

The greater nutritive utilization of Fe found with diets G and G, could be due to
various nutritional factors; for example, the protein of this milk is more soluble and contains
a higher proportion of other soluble proteins (B-lactoglobulin, a-lactoalbumin and serum

albumin) (Boza and Sanz-Sampelayo, 1997). This protein supplied in the G diet, due to its

262



SUMMARY

greater solubility and animal origin (Sharp et al., 2003), could favour the absorption of Fe.
Moreover, fat quality is different in the three diets; goat’s milk fat is richer in medium chain
triglycerides (MCT) than the fat obtained from cow’s milk, 36% versus 21%, (Alférez et al.,
2001). The MCT in the diet are rapidly absorbed and metabolized to obtain energy (Garcia-
Unciti, 1996) and so could help to increase the synthesis of carrier proteins and thus Fe

absorption.

Numerous dietary components are capable of reducing Fe (III) to Fe (II), including
ascorbic acid (Wienk et al., 1999), and amino acids such as lysine (Van Campen, 1973) and
cysteine (Glahn and Van Campen, 1997). All these dietary components are present in greater

quantities in the G diet than in the C diet (Alférez et al., 2006).

Another factor to be taken into consideration is that goat’s milk has almost twice the
vitamin A content of cow’s milk (Alférez et al., 2006). Vitamin A may mobilize available Fe
stores and use them to form haemoglobin (Bloem, 1995). On the other hand, f-carotene
improves iron uptake and overcomes inhibition by potent iron absorption inhibitors (Garcia-
Casal et al., 2000). Gargari et al. (2006) have shown that increasing vitamin A intake can be
considered a method for increasing iron bioavailability, thus combating iron and vitamin A

deficiencies simultaneously.

In addition, goat’s milk has a higher vitamin D content than cow’s milk (Alférez et
al., 2006). We previously reported the positive role of vitamin D as a promoter of the active

component in the absorptive process of Fe (Gémez-Ayala ef al., 1998).

Several short-term studies have shown that the concurrent ingestion of Ca and Fe
from the same meal inhibits Fe absorption (Reddy and Cook, 1997). Long-term studies of Ca
supplementation, however, have not reported a consequent decrease in Fe status (Minihane
and Fairweather-Tait, 1998). In human studies, Roughead et al. (2005) observed that Ca

supplementation reduced heme and total Fe without significantly affecting non-heme Fe
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absorption, regardless of meal bioavailability. Calcium was found to inhibit the initial

mucosal uptake rather than the serosal transfer of heme Fe.

Our results show that the consumption of diets containing high levels of Ca for 14 d
has no adverse effects on non-heme Fe absorption in control rats, these results being
consistent with those reported by other authors (Grinder-Pedersen et al., 2004) except in the
case of the cow’s milk-based diet, in which there was a significant fall in Fe ADC in
comparison with a normal-Ca diet (Alférez et al., 2006), as was also found by Minihane and
Fairweather-Tait (1998). However, in rats with NFA fed the S or C diets with calcium
supplementation, the ADC of Fe decreased. Wienk et al. (1999) described the mechanism of
an inhibitory effect of high CaCOs intake on Fe bioavailability in anaemic rats. The CaCO:s-
induced decrease in Fe transfer through the mucosal cytoplasm and/or basolateral membrane

may have been responsible for the concurrent decrease in Fe bioavailability.

Moreover, in anaemic rats, Ca supplementation had no influence on ADC Fe when the
G diet was provided. This could be due to the exceptional nutritional characteristics of this
kind of milk (Lopez-Aliaga et al., 2000; Alférez et al., 2006), which minimizes Ca-Fe
interactions, even when the amount of Ca in the diet is double the requirements of the rat. In
addition, in the control and anaemic rats fed the G diet, the Fe ADC was higher than in those

fed the S or C diets.

-Fedepositin organs:

The two-way ANOVA showed that both diet and anaemia had a significant effect on
Fe deposits in organs. In addition, an interaction effect between diet (both normal and double-
Ca) and anaemia was observed in the femur (P<0.01) and sternum (P<0.001) for Fe
concentrations. In general, in all the organs studied (spleen, liver, sternum and femur), Fe
concentrations were lower in the anaemic rats than in the controls for the three diets assayed
(both normal and Ca-supplemented) (P<0.001), except in the sternum for diet S, in which
there were no differences. This is consistent with the lower Fe R/I ratio observed in anaemic

rats in all the experiments. Liver and, to a lesser extent, spleen Fe concentrations are routinely
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used as indicators of body Fe status in rats (Whittaker et al., 1996). The marked decreases in
Fe concentration in the liver and the spleen, as reported in this paper, are suggestive of the
depletion of Fe storage in anaemic rats. Under our experimental conditions in control and
anaemic rats, the highest Fe content was found in the spleen and liver, followed by other

organs such as the sternum and the femur (Table 3; Figures 4a-d).

A comparison of the milk-based diets showed that the Fe content in organs was higher
for both animal groups fed the G, G" diet than for those fed the C, C” diet, particularly in the
sternum, femur and liver. A comparison of G and S diets (both normal and Ca-supplemented)
shows that among the control and anaemic animals, the Fe content in the femur was greater
for G, G* diet (normal and Ca-Supplemented) (P<0.001). In general, Fe concentrations were
lower in all the organs studied, especially in the sternum for C diet (P<0.001). Dietary
supplementation with 10000 mg Ca/kg in comparison with a normal-Ca content diet had no
significant effect on Fe content in the different organs studied, in either control or anaemic
rats, for the animals given the G diet whereas for the S and C diets, Fe deposits were lower in
general. This is consistent with the better Fe R/I ratio achieved with the G diet, even when it

is supplemented with Ca.

-Haematological parameters:

Among the control rats, all the haematological parameters studied, namely Hb
concentration, serum Fe, RBC, PCV and platelets, were within normal limits for this species
at the start and end of the experimental period. After consuming the low-Fe diet for 40 d, the
rats were anaemic, with a mean blood Hb concentration of 78.4.0 g L"'. PCV and serum Fe
were low, consistent with Fe-deficiency-induced anaemia in rats. The level of Hb increased

after Fe-normal diets were provided (Table 1).

The HRE (haemoglobin-Fe gain/Fe intake) percentage was affected by the diet and
anaemia (Two-Way ANOVA, P<0.001). For the three diets assayed, HRE in Fe- deficient
rats was higher than among controls (P<0.001 for the normal-Ca diet and P<0.01 for the

double-Ca diet). The HRE percentage was higher in anaemic rats consuming diet G, G than
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in those given diets S, S or C, C" which were all similar (HRE: G, G >S, S*, =C, C") (Table
4; Figure 51). The HRE percentage among the control groups was similar to that reported by
other authors (Matsumoto et al., 2003). Greater digestive utilization of Fe by anaemic rats is
reflected in the HRE, which increased markedly for the three diets. These values are similar
to those obtained in previous studies (Pallarés et al., 1993). The HRE percentage was higher
in b for the anaemic rats given diet G compared with diets S and C, which may be due, in

part, to the higher nutritive utilization of Fe among the animals given diet G.

It is normally accepted that the sequence of events during oral treatment of Fe-
deficiency anaemia is, first, the normalization of the Hb value, followed by restoration of Fe
storage (Bothwell and Finch, 1962). Under our experimental conditions, there was an inverse
correlation between Hb-Fe gain and spleen and liver stores. This means that although
anaemic rats respond rapidly to Fe dietary repletion with respect to haematology and storage
of non-heme organ Fe, the anaemic rats showed a significantly lower Fe concentration than
did their controls. These results therefore indicate an incomplete restoration of Fe stores

within the time frame (14 d) of this experiment.

With respect to the Two-Way ANOVA, in general all the parameters studied were
affected by anaemia, diet (RBC, Serum Fe, ferritin) and an interactive effect between diet x
anaemia was observed in RBC, PCV, serum Fe and ferritin, in both normal and Ca-
supplemented diet (Figures 5a-1). Among Fe-deficient rats, RBC and PCV were lower than in
the control rats for the three diets studied at the start of EP (P<0.001). The Fe-deficient rats
showed complete recovery of RBC, PCV and MCV after consuming the different diets (S, S*
C, C', G and G"), especially RBC and MCYV in rats fed diet G, G* versus those given diet C,
C" (both normal and Ca-supplemented) (P<0.001 for RBC) (Figuras Sa-c).

Fe-deficiency causes duplication in the platelet count, regarding the respective
controls. The supply of the three diets tested reduced these levels to values almost similar to
their controls, especially for the S* and G" diets, whereas with C diet, this descent was less

pronounced. These results might mean there is less recovery from anaemia among the rats
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given the C diet, because previously reported studies (Campos et al.,1998) showed that
platelet levels reflect iron status. In control rats fed double-Ca diets, platelet levels were
higher than in those fed a normal-Ca diet for S and C diet (P<0.001) (Alférez et al., 2006).
This last result is noteworthy, because it reflects what occurs in the nutritive utilization of Fe
and confirms the interaction between Ca and Fe, which is minimized when diet G is supplied.
However, in anaemic rats platelet levels were not affected by Ca supplementation in the diet,

probably as a result of Fe metabolism being unbalanced (Pallarés et al., 1993; Viteri, 1993).

Serum Fe decreased markedly among the anaemic rats given diet C (P<0.001) or diet
S (both normal and Ca-supplemented) (P<0.05) in comparison with their controls; however,
the goat’s milk diet did not produce differences between groups. Among the control rats,
serum levels of Fe were similar for all the diets assayed. Nevertheless, for the anaemic rats,
serum Fe was significantly higher among those given diet G, G* (P<0.001) or diet S, S*
(P<0.01) than diet C and C" (Serum iron: G, G' =S, S* > C, C"). Fe deficiency caused a
drastic decrease in serum Fe levels which remained low after consuming S and C diets.
However, when the anaemic rats were fed the G diet these values were recovered and were
similar to those of the control group. Moreover, Ca supplementation did not affect serum Fe
values when the G diet was supplied. This could be due to the fact that dietary goat’s milk
improves the nutritive utilization of Fe and minimizes interference with Ca (Barrionuevo et

al., 2002).

Serum ferritin (Table 4; Figure 5f) is another index that is considered very useful
because it is a reflection of Fe stores (Walters et al., 1973). In this study, the mean value of
serum ferritin in control rats was significantly higher than in Fe deficient rats. The influence
of dietary Fe intake over 14 d was especially significant in the anaemic rats fed the G diet,
with serum ferritin levels reaching 98 pg/L with the normal-Ca diet and 90.2 pg/L with the
double-Ca diet, while they were much lower with the other diets assayed (S and C). The
comparison between the double and normal-Ca diets showed that serum ferritin levels
decreased significantly in both the control and the anaemic rats fed S and C" diets, and to a

lesser extent the G* diet. This shows that the goat’s milk in the diet not only restored body Fe

267



JAVIER DIAZ CASTRO

stores in anaemic rats but even did so when the amount of Ca was double the requirements

for this species.

Transferrin saturation (Table 4; Figure 5g) fell drastically with anaemia, as has been
reported by other authors (Erikson et al., 1997). After consumption of the normal-Fe diets by
rats given the C,C" diet, serum transferrin remained low in anaemic rats, while no differences
were observed between the anaemic rats and their controls with S,S™ and G,G" diets. This
shows that dietary cow’s milk does not aid recovery from anaemia, as levels of this
haematological parameter remain low; Fe serum values continue to be low despite the supply
of a diet with normal levels of Fe. Ca-supplementation did not affect transferrin for any of the

diets assayed.

TIBC (Table 4; figure 5h) was lower in the control than in the anaemic rats. After a
normal-Fe diet was consumed, in anaemic rats TIBC approached the values presented by the
control animals for the three diets assayed. In general, no differences were observed between
the control and anaemic rats concerning the diet supplied, as was confirmed by Two-Way
ANOVA (TIBC: G, G"'=C, C" =S8, S"). Ca content in the diet did not affect the TIBC in the

different experimental groups.

-Nutritive and metabolic utilization of Ca and P:

After the consumption of the normal or double-Ca diets, the ADC of Ca and P were
lower for the Fe-deficient rats than for the controls, regardless of the type of diet consumed.
On the other hand, Ca-supplementation had a negative effect on the digestive utilization of P

in anaemic rats with respect their controls.

A comparison of the effects of the three diets (both normal or double-Ca content)
revealed that, both among the controls and Fe-deficient rats, the ADC of Ca and P was
greater when the animals were given the G diet (P<0.001), except for control rats fed double-
Ca diets, where there were no differences between diets for the P. Ca-supplementation caused

a descent in the ADC of Ca and P (P<0.001), in both controls and anaemic rats. The Two-
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Way ANOVA revealed that the ADC and R/I of CA and P were affected by both diet and
anaemia. Anaemia caused a decrease in the R/I ratio of Ca and P (for both normal and Ca-
supplemented diets), except in the G and G diets, where no differences were found between Fe-

deficient and controls rats for The R/I of P (Tables 5 and 6; Figures 6, 7, 8 and 9).

A comparison of the milk-based diets (both normal and Ca-supplemented) revealed that
the R/I ratio of Ca and P is higher in the G and G diets with respect to C and C" diets in both

groups of animals (Control and Fe-deficient).

After feeding the rats the different diets (S, C or G), the ADC of Ca was found to be
lower in the anaemic rats, with respect to their controls, and at the same time the absorption
(ADC) of P was lower, confirming the findings of Lisbona et al. (1999). The lower ADC of
Ca could have occurred because anaemia promotes an increase in the digestive utilization of
Fe, thus diminishing that of Ca. Notably better digestive and metabolic results were obtained
for Ca and P, in both the control and the anaemic rats, after they were fed the G diet,
compared with the other two diets tested. This improvement could be because consumption
of the G diet produces a better recovery of Fe metabolism, as indicated by the ADC of Fe and
haemoglobin regeneration efficiency (HRE) (Alférez et al., 2006). In these conditions, the
amount of available oxygen and ATP increases, and the Ca carriers recover more efficiently,
which favours absorption of Ca by active transport (Conrad and Umbreit, 1993). A similar
chain of events must occur with P, as there has been shown to be active transport in the
process of P absorption (Lopez-Aliaga et al., 1994). Moreover, as has been shown previously
with normal rats, the G diet reduces the interaction between Ca and Fe, thus increasing the
nutritive utilization of both (Barrionuevo et al., 2002; Campos et al., 2003). The lower Ca—Fe
interaction in animals fed the G diet could contribute to the better nutritive utilization of Ca in
a situation of NFA, with values being reached that might even surpass those found in control
rats fed the S diet. Furthermore, the lower Ca—Fe interaction might partly explain the
particular nutritional characteristics of the G diet with respect to the C diet (Alférez et al.,

2006; Barrionuevo et al., 2002; Campos et al., 2003).
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-Ca and P content of organs:

Anaemia causes bone demineralization in Fe-deficient rats (Campos et al., 2006).
After feeding both groups of rats (control and anaemic) the experimental diets, it was
observed that the Ca content in the femur was similar to that of the respective controls in the
anaemic animals fed the G and S diets with normal-Ca content. However, Ca-
supplementation increased Fe deposits in the femur of Fe-deficient rats regarding their
respective controls with the milk-based diets, but this effect was not observed with the S diet,
where the Ca content in femur is lower for the anaemic rats than for the controls (able 7;

Figure 10a).

In general, Ca deposition in the femur is higher when the G or G" diet is supplied, and
Ca-supplementation increased ca deposits in the femur of anaemic rats fed with milk-based
diets, but this effect was not observed for the S diet. The lower levels of PTH found in both
groups of animals fed with goat’s milk-based diets (Table 9; Figure 12d), could explain the
higher deposits of Ca in the femur.

In the case of the longissimus dorsi muscle, Ca deposition was higher in anaemic rats
than in their controls, which was statistically significant for the S and G diet (both normal and
Ca-supplemented). In general, Ca deposit in muscle is higher with G and G* diets, relative to the
other diets assayed. Ca-supplementation increased Ca content in the muscle of anaemic rats fed
with the milk-based diets, especially for the G diet (Table 7; Figure 10c). A comparison of the
normal-Ca diets revealed that the goat milk-based diet favoured Ca deposit in sternum of
anaemic rats, and this fact was not observed for the Ca-supplemented diets (Table 7; Figure

10b).

When the Ca content in the diet is double the requirements in the goat’s milk-based diet
(G"), P deposit in femur is higher in anaemic rats than in their respective controls, but this effect
was not observed for the cow’s milk-based diet (Table 8; Figure 11a). Moreover, Ca-
supplemented goat milk favoured P deposit in the Longissimus dorsi muscle of anaemic rats,

compared with cow milk (Table 8; Figure 11b). P deposits in the brain (Table 8; Figure 11c) are
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higher in anaemic rats for the three normal-Ca content diets assayed. P content in spleen and
kidneys (Table 8; Figures 11d-e) was not affected by anaemia, the diet or Ca-supplementation; P
content in both organs remained within normal limits for this species during the experiment.
Moreover, when we compared the milk-based diets we observed that P deposit in brain is higher

in rats fed with normal-Ca diet.

It is interesting to note that the content of Ca in the muscle and P in the brain is
greater in anaemic than in the control rats, especially with the G diet. This positive effect is
logical, because Fe-deficiency anaemia reduces oxygen supply to all body cells, thus limiting
ATP formation; this would affect both the muscle and the brain. After recovery from a state
of anaemia, furthermore, the Ca that is essential for the process of muscle contraction is
transported towards the muscle in greater quantities in anaemic rats than in the controls,
because the muscle is a compartment involved in maintaining plasma levels of the cation
within physiological limits (Van Beresteijn et al., 1993). These results seem to indicate that,
after recovery from an anaemic state, muscle activity is increased, this activity having been
reduced during anaemia by the smaller amount of oxygen supplied. Therefore, after recovery
from anaemia, the muscle has a greater need for Ca. Apart from this, the larger deposits of P
in the brain are needed to satisfy the organ’s high consumption of ATP. A comparison of the
normal-Ca diets showed that, in the sternum, the G diet favoured Ca deposition in the

anaemic and control rats, but this tendency was not observed with the double-Ca diet.

-Serum Ca, P, PTH and corticosterone:

After feeding the animals the three diets with normal-Ca content, the level of ionized
Ca in the serum was lower for the anaemic than the control rats. However, Ca and P levels in
serum did not differ with regards to anaemia. With respect to type of diet, there were
significantly greater serum Ca and P concentrations in the control and anaemic rats fed the G
diet (both normal and Ca-supplemented) than in those fed the S diet or C diet (normal and
Ca-supplemented). The effect of different types of diets on levels of ionic Ca showed a
similar pattern to that of total serum Ca. Two-way ANOVA showed that the Ca (total and

ionic) and P in serum were affected by the diet (Table 9; Figures 12a-c).
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The levels of ionic Ca accurately reflect what occurs at a digestive level. The lower
content of ionic Ca in both groups of animals fed with S and C, is accompanied by an
increase in the levels of PTH, which is generally recognized to be the main stimulus for its
secretion (Masuyama, et al., 2000). Previous studies have reported that a decrease in PTH
secretion reflects an increase in Ca utilization in rats, resulting from increased Ca absorption
(Calvo, 1994); in our experimental conditions, the inclusion of goat’s milk in the diet

produced a greater absorption of Ca, accompanied by a fall in the levels of PTH in serum.

It is well known that Fe-deficiency anaemia causes an increase in the corticosterone
levels (Campos et al., 1998). When the different normal-Fe diets are supplied, the levels of

corticosterone decrease to a normal limit (Table 9; Figure 12e).

-Nutritive and metabolic utilization of Mg:

The digestive use (ADC) of Mg was affected for the diet, anaemia and the diet x
anaemia interaction (Two-Way ANOVA, P<0.001) in the double-Ca group, but not for the
diet x anaemia interaction in normal-Ca rats. The ADC of Mg was lower in anaemic rats than
in controls only for the C diet both in the normal and double-Ca groups (P<0.001). In relation
to the diet supplied, in both control and anaemic rats, and for normal or double-Ca, the ADC
of Mg was better in rats fed diet G compared with the diets S and C (P<0.001), whereas in
rats fed diets S or C there were no differences in ADC of Mg. Ca supplementation in the diet
led to a lower ADC of Mg in controls and anaemic rats for all the diets assayed (Table 10;

Figures 13).

Intestinal Mg absorption is essentially a passive intercellular process by
electrochemical gradient and solvent drag at usual Mg intake (Schweigel et al., 1999).
Consequently, an improvement in overall digestive functions will led to a better Mg
absorption. The greater Mg ADC for G diet is due to several nutritional characteristics of
goat’s milk which favour digestive processes such as fat rich in MCT and a more soluble
protein, which has been previously described to favour Mg absorption (Lopez-Aliaga ef al.,

2003).
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Another factor that could improve Mg ADC with the G diet in anaemic rats is the
significantly better recovery of Fe metabolism, as indicated by ADC and the haemoglobin
regeneration efficiency (HRE) observed for the goat’s milk-based diet relative to the C and S
diets. This could be due to the fact that with a better Fe metabolism, the amount of available
oxygen and ATP increases, and the Mg receptors recover more efficiently, which favours
their absorption by active transport, as has been described by other authors (Conrad and
Umbreit, 1993). Another consequence of the better recovery of Fe metabolism with the G diet
is that the passive absorption component of Mg is less influenced by the presence of free
citrate in the intestinal lumen, which produces Mg citrate, a low-solubility complex (Lépez de
Novales, 1974). This result is due to the fact that part of the citrate is absorbed by active
transport as a Fe complex (Fe-citrate). Moreover, this explanation is supported by the results
we previously obtained in control and anaemic rats (Campos et al., 1996), where a ferric
protein diet resulted in a greater recovery of Fe absorption accompanied by a greater

absorption of Mg.

The R/l Mg ratio was affected by diet (P<0.001), anaemia (P<0.05) and their
interaction (P<0.001) in normal-Ca diets and in double-Ca diets (P<0.001 for diet and
anaemia, P<0.05 for interaction). R/I was significantly lower for anaemic rats than for their
controls for the C diet (P<0.001 normal-Ca and P<0.05 double-Ca) and for S double-Ca diet
(P<0.001). R/T was higher for rats fed diet G than for either diet S or diet C in all cases
(P<0.001). The R/I Mg ratio tends to decrease in control and anaemic rats fed with diets S” or
C" in comparison with S o C diets (the descent was significant for the S diet in anaemic

groups, P<0.001) (Table 10; Figure 14).

One of the the most outstanding results regarding digestive utilization of Mg is that it
is not harmed by Ca-enrichment of goat’s milk; whereas the opposite occurs for S and C
diets. Mg absorption is harmed by high Ca concentrations in rats. This interactive effect may
be indirect, depending on the reduction of tight junction permeability with Ca and reducing of

the paracellular Mg movement (Kimura, 2007). Less mineral interaction in animals fed the G
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diet, increasing their nutritive utilization (Barrionuevo et al., 2002; Campos et al., 2003)
could contribute to a better R/I Mg ratio in NFA and Ca supplementation situations, with
values being reached that might even double those found in rats fed the S diet. Indeed, less
mineral interaction might partly explain the particular nutritional characteristics of the G diet

relative to the C diet (Barrionuevo et al., 2002; Campos et al., 2003; Campos et al., 2006).

The urinary excretion process is the most powerful regulator for Mg homeostasis
mechanism. Mg urinary losses are closely related with Mg serum levels and dietary Mg.
Under our experimental conditions, Ca supplementation tends to diminish Mg retention,
except for the G diet group. This is because, in spite of the lower Mg intake for the G group,
there are no differences in urinary Mg loss in control rats, which are even lower for anaemic
rats fed the G diet. Lower Mg urinary losses due to less Mg intake have been previously
described by other authors (Brink ez al., 1992). However, this fact by itself does not justify
the better results obtained with a goat’s milk-based diet. Once again, the profitable nutritional
characteristics of goat’s milk explain the better results obtained in Mg metabolism. Indeed,
the better quality of goat protein, in comparison with cow’s milk, may have been partially
responsible for the decrease in urinary Mg excretion of animals fed with this milk, because
increased proteinuria caused by lower-quality dietary protein inhibits the tubular reabsorption
of Mg and increases urinary loss. The higher vitamin D content in goat milk also accounted
for this effect. 1,25 (OH),Ds promotes Mg reabsorption at distal tubule, because calbindin 9K

induction stimulates transcellular transport in the distal tubule (Ritchie et al., 2001).

-Mg depositsin organs:

In general, Mg content in the femur was lower in anaemic rats than in their respective
controls for the three normal-Ca diets (S, C and G). Moreover, a higher Mg deposit was found in
animals fed with V" diet. Regarding Mg content in the sternum and Longissimus dorsi muscle,
no differences were found between anaemic and control rats with the six diets assayed (table 11,

figures 15a-c).
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The comparison of the six assayed diets indicated that the Mg content in organs did
not show significant differences for controls and anaemic animals, both normal and double-

Ca.

Ca-supplementation caused a descent in Mg content in the sternum of control rats fed
with S diet (P<0.001) and anaemic rats fed C* diet (P<0.01) and, finally, a slight decrease in
the Mg content in the sternum of control rats fed with G diet (P<0.05) (table 11, figure 15b).
Bones (femur and sternum) are the preferential organ for Mg deposit among the control and
anaemic animals given all the diets assayed. Under our experimental conditions, anaemia
caused a drop in femur deposits of Mg, as was to be expected considering our previous
results (Campos et al., 1998) and those of other authors (Medeiros et al., 2002), who found

that rats fed a Fe-deficient diet develop decreased bone mass and increased fragility.

In anaemic rats, Ca-enrichment of a goat’s milk diet led to recovery of the Mg content
in the femur, which was not observed in the animals fed a cow’s milk-based diet. Once again,
the lower mineral interaction found in animal fed the G diet compared with those given the C

diet would explain this.

In general, after feeding the animals during 14 days with all the diets assayed, no
significant changes were observed for Mg deposits in organs. This could be because it was a
short period and not long enough for digestive and metabolic use to be reflected in the organs

(Lerma et al., 1993).

Regarding Mg in total blood, we could see higher levels in animals fed G or G" diets,
accurately reflecting the events taking place in digestive and metabolic utilization (table 9,

figure 16).
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6.6. CONCLUSIONS

FIRST CONCLUSION
Recovery from anaemia is better when the goat milk diet is supplied, both normal and

enriched with calcium, as is shown by the high HRE and the descent in the platelets level.

SECOND CONCLUSION

Bone demineralization caused by nutritional ferropenic anaemia is better recovered with
the milk-based diets, especially with the goat milk, due to the higher bioavailability of calcium
and phosphorus, together with the low levels of PTH found in the animals that had been fed with
this kind of milk.

THIRD CONCLUSION
In control and anaemic rats, the inclusion of dietary caprine milk, with a normal or
double calcium content, favours the digestive (ADC) and metabolic (R/I) utilization of iron,

as well as its deposit in liver, sternum and femur.

FOURTH CONCLUSION

In general, habitual goat milk consumption, with a normal content or enriched in
calcium, increases the nutritive utilization of calcium, phosphorus and magnesium (ADC and
R/T), in control and anaemic animals. This fact is reflected at the metabolic level, especially
for calcium and phosphorus in longissimus dorsi muscle and femur. Moreover, the larger
deposits of phosphorus in the brain and muscle are needed to satisfy the organ’s high

consumption of ATP in these tissues, during the anaemia recovery.
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FIFTH CONCLUSION
Goat milk, even when supplemented with calcium, minimizes Ca-Fe interactions,
because favours the nutritive and metabolic utilization of iron and does not affect it deposit in

the different organs studied, in control animals and specially in ferropenic status.

GENERAL CONCLUSION

Usual goat milk consumption, a natural food with highly beneficial nutritional
characteristics, has positive effects on the mineral metabolism, recovery of the nutritional
ferropenic anaemia and bone mineralization. Moreover, Ca-enrichment of goat milk does not
interfere in the bioavailability of the minerals studied, a fact that it is not observed with cow
milk. Therefore, it would be recommendable to consider the inclusion of caprine milk in the

diet of the general population and people suffering from nutritional ferropenic anaemia.
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