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. OBJETO



Objeto

Se estima que en nuestro medio, el consumo de leche entera constituye alrededor
del 17% de la grasa total que consume una persona al dia, por lo que la leche y sus
derivados son una importante fuente de grasa en la dieta. Sin embargo, su consumo ha
descendido considerablemente en la ultima década debido a la preocupacion por una
dieta con bajo contenido graso y un perfil lipidico apropiado. Ademas, ha sido en los
ultimos afios cuando se ha producido una demanda masiva de alimentos enriquecidos
(vitaminas, minerales, fibra, acidos grasos, etc), los cuales han empezado a formar parte
de la dieta habitual. Esta tendencia es la expresion de la inquietud que se va generando

en torno a la alimentacion como fuente de salud.

Por otra parte, el hierro es un nutriente esencial para la vida, aunque en
cantidades elevadas resulta toxico para la célula. Cuando la ingesta de hierro es
insuficiente para satisfacer las demandas del organismo se produce anemia ferropénica,
que constituye un importante problema de Salud Publica; mientras que, cuando la
ingesta es muy elevada, como puede ocurrir con el tratamiento de la replecion cronica
con Fe, se produce sobrecarga. El hierro tiene la capacidad de ceder o donar electrones
facilmente y puede catalizar reacciones que dan lugar a la produccion de especies

radicalarias altamente perjudiciales para el metabolismo celular.

En este sentido, el dafio proteico, al material genético y la peroxidacion lipidica
son consecuencias directas de la accion de los radicales libres en el organismo. La dieta
puede contener diferentes antioxidantes naturales que contribuyen al refuerzo de las

defensas naturales del organismo.



Objeto

La principal defensa contra estos radicales libres es llevada a cabo por un
sistema enzimatico. Estas enzimas poseen minerales que actian como cofactores y por
tanto son fundamentales para su actividad catalitica. En ausencia de estrés oxidativo, las
especies reactivas del oxigeno que se generan se mantienen a niveles muy bajos gracias
a la accion coordinada de estas enzimas que neutralizan y eliminan estos radicales

perjudiciales.

Estudios previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion en animales
de experimentacidén 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
situacion normal y patologias tales como sindrome de malabsorcion o anemia
ferropénica y mas recientemente en estrés oxidativo y sobrecarga de hierro. Sin
embargo, la leche de cabra es deficitaria en acido félico, una vitamina hidrosoluble
esencial en la diferenciacion y crecimiento celular, regulacion del proceso apoptotico,
sintesis y reparacion del ADN, ademas de poseer actividad antioxidante per se dado su

papel como scavenger de radicales libres.

Por tanto, teniendo en cuenta estos antecedentes, el objeto de esta memoria de
Tesis es estudiar en ratas controles y con anemia ferropénica nutricional inducida
experimentalmente, el efecto del consumo de dietas basadas en leche de cabra (en
comparacion con la de vaca) con contenido normal o sobrecarga de hierro y
suplementadas o no en acido folico, sobre los pardmetros hematologicos, parametros
bioquimicos relacionados con el metabolismo hepatico (como tejido clave en la
detoxificacion de xenobioticos), procesos de peroxidacion lipidica y mecanismos de

defensa enzimatica antioxidante en plasma, citosol hepatico, eritrocitario y cerebral.
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1. EL HIERRO

El hierro (Fe) es un metal de transicion, abundante en la naturaleza y con
multiples acciones celulares. Por una parte, el Fe opera en estado reducido, ferroso
(Fe”); mientras que por otra parte se transporta y almacena en estado oxidado, férrico

(Fe’™).

El Fe participa en un conjunto de reacciones bioquimicas de gran importancia
para la vida, como las que intervienen y controlan el flujo de electrones, rutas bio-
energéticas, sintesis de ADN y aporte de oxigeno a los tejidos. También es
indispensable en la proliferacion y el crecimiento celular, y ademds es un elemento de
vital importancia en la respuesta inmunoldgica frente a patdgenos y microorganismos

perjudiciales.

Fisioldgicamente, el Fe se halla unido a proteinas, ya que en estado libre tiene la
habilidad de generar radicales libres que pueden causar dafio a los lipidos de membrana
y proteinas celulares, asi como al propio ADN. Su absorcién, concentracion y estado

redox estan cuidadosamente regulados (Cappa y Marti, 2009).

1.1 Funciones

El Fe es un elemento clave en la regulacion homeostatica del organismo debido
fundamentalmente a su capacidad de participar en procesos de reduccion/oxidacion
(Beard, 2001). Se trata de un elemento esencial para la vida, pero puede presentar una
gran toxicidad ademés de que es una bomba osmdtica, basta con una dosis de 1-2

gramos de Fe para provocar la muerte.

Aun asi, el Fe participa en numerosos procesos relevantes (Hijano Fernandez,

2010):

-12 -
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- Transporte y almacenamiento de oxigeno en los tejidos: el Fe forma parte de los
centros activos de la hemoglobina (grupo hemo) y la mioglobina. La hemoglobina capta
el oxigeno rapidamente al pasar la sangre por los pulmones para después distribuirlo por
los diferentes tejidos, mientras que la mioglobina es la encargada de regular el aporte

del oxigeno necesario para el muasculo (Beard, 2001).

- Sensibilizacion al oxigeno: cuando se presenta un déficit del aporte de oxigeno tiene
lugar una respuesta fisiologica compensatoria (aumento de células rojas o
angiogénesis), que requiere de la participacion de varios factores como puede ser la

prolil-hidroxilasa, enzima ferro-dependiente (Ivan y col., 2001; Jaakkola y col., 2001).

- Metabolismo energético y detoxificacion del organismo: el Fe forma parte de
numerosas enzimas del ciclo de Krebs ademas de funcionar como transportador de
electrones en los citocromos de la cadena respiratoria mitocondrial, interviendo en la
respiracion celular. Més concretamente, el Fe forma parte del citocromo P-450 hepatico,
maximo responsable de la eliminacion de numerosos compuestos xenobidticos (Beard,

2001).

- Enzimas antioxidantes y del sistema nervioso: como trataremos mdas adelante, este
elemento es esencial para el buen funcionamiento de numerosas enzimas antioxidantes
(como la catalasa, las peroxidasas, la mieloperoxidasa o las oxigenasas). Ademas,
participa en la produccion de algunos neurotransmisores (al estar relacionado con la
enzima monoaminooxidasa, MAQO) y en otras funciones encefélicas. De hecho, se ha
comprobado la importancia a nivel neuronal de un buen aporte de Fe, sobre todo en la

etapa de crecimiento (Hallterman y col., 2001).

- Sintesis de ADN: la ‘ribonucleétido reductasa’ es una enzima dependiente de Fe

requerida para la sintesis de ADN y para la division celular (Beard, 2001).

1.2 Requerimientos

El Fe se encuentra en numerosos alimentos: carnes rojas, higado, bazo, sardinas,

yema de huevo, leguminosas secas, espinacas, avena, cebada o frutos secos.
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Los requerimientos van a depender de las necesidades fisiologicas en cada etapa
de la vida por lo que encontraremos grandes diferencias entre los diversos grupos

poblacionales (Food and Nutrition Board, 2004).

ETAPA EDAD HOMBRE (mgd) MUJER (mg/d)
Lactantes 0-6 meses 0,27 0,27
Lactantes 7-12 meses 11 11

Nifos 1-3 afios 7 7
Nifios 4-8 afios 10 10
Nifios 9-13 afios 8 8
Adolescentes 14-18 afos 11 15

Adultos 19-50 afios 8 18

Adultos Mas de 51 afios 8 8
Embarazo Todas las edades - 27
Lactancia 18 afios o menos - 10

materna

Lactancia Mas de 19 - 9

materna

Tabla 1. Ingestas Diarias Recomendadas de Fe (modificado de Food and Nutrition Board, Institute of
Medicine, 2004).

Es a partir del 4° mes de vida cuando empiezan a aumentar realmente las
necesidades de Fe ya que las reservas se agotan rapidamente debido al periodo de
crecimiento (Moreiras y col., 2013). Durante la infancia, sin embargo, los
requerimientos disminuyen si bien es importante prestar mucha atencidén puesto que es

durante esta etapa cuando se fijan los habitos nutricionales (Lonnerdal y Dewey, 1995).

Mas tarde, durante la adolescencia, las demandas vuelven a aumentar debido al

rapido crecimiento propio de esta edad. Estas demandas estan a su vez aumentadas en
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las chicas por las pérdidas menstruales que se empiezan a dar (Lonnerdal y Dewey,

1995).

En las mujeres fértiles adultas, tales demandas continian aumentadas por la
misma razén aunque, como es de esperar, con la menopausia los requerimientos

disminuyen hasta equipararse a los del hombre adulto (Moreiras y col., 2013).

No obstante, es en embarazadas donde los requerimientos de Fe estan
aumentados al maximo en razon del aumento de las demandas por las exigencias
propias de los nuevos compartimentos fetal y placentario (WHO/FAO, 2004). De
hecho, segiin la OMS/WHO, la definicion de ‘estado anémico’ en el embarazo es
cuando existe una concentracion sanguinea de hemoglobina inferior a 110, y no a 120
g/L que es el valor propio de la mujer no embarazada. Esta diferencia es debida a la
desproporcion entre los aumentos de la volemia y la masa eritrocitaria de la embarazada
en razén de una hemodilucion de la hemoglobina en el primer y segundo trimestres de
gestacion. A partir del tercer trimestre la demanda de hierro por parte del feto conlleva
un flujo a través de la barrera placentaria que tiene lugar a expensas de las reservas
férricas de la madre. En consecuencia, esto conlleva a la madre llegar en numerosas
ocasiones a una situacion limite de ferropenia o déficit de hierro en sus reservas en

beneficio del feto (Pérez Surribas, 2005).

Es por ello que seria importante en esta etapa considerar la posibilidad de
suplementacion de este elemento. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el Fe puede
llegar a tener un rol pro-oxidante, por lo que la eleccion del tipo de suplemento resulta
esencial. Se ha observado por ejemplo que el FeSOy4 y, sobre todo el NaFeEDTA,
ademas de mejorar considerablemente el estado anémico de la madre disminuye

también el estrés oxidativo que se da en el embarazo (Xiu X Han y col., 2011).

Asimismo, la suplementacion cobra especial importancia en el neonato. Algunos
estudios han puesto de relieve que el aporte adecuado de Fe puede incluso mejorar el
peso del recién nacido en comparacion con el de la embarazada en situacion de anemia
que no toma suplementos. Tan importante es igualmente en la prevencion de la anemia

la suplementacion con acido folico (Paesano y col., 2012; Pefia-Rosas y col., 2012). En
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estos dos ultimos estudios se evalud también el efecto de la malaria en la situacion

anémica de las mujeres embarazadas que padecen esta enfermedad.

1.3 Biodisponibilidad

El Fe es el tnico micronutriente cuya biodisponibilidad se puede determinar
directamente. Ademas, se pueden utilizar indistintamente los términos
‘biodisponibilidad’ y ‘absorcién’, ya que no existe una via de excrecion especifica del
Fe (Fairweather-Tait, 2001a). La absorcion del Fe va a estar condicionada por multitud
de factores entre los que cabe destacar esencialmente y a grosso modo el estado
fisiologico (si las demandas de Fe estdn aumentadas o no) y las caracteristicas

nutricionales en las que se encuentra ese Fe que va a ser asimilado.

Por ejemplo, su absorcion va a estar aumentada en caso de deficiencia del metal,
anemia o de hipoxia, mientras que durante procesos infecciosos o inflamatorios estaria
reducida. Por otra parte, si los depdsitos corporales de Fe estan bajos su absorcion serad
mayor pudiendo variar entre el 20-30% que absorberia un sujeto con anemia
ferropénica, y el 5-10% del total ingerido que absorberia un individuo sin anemia

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

Como hemos mencionado anteriormente, también es importante el ‘estado
nutricional” en que se encuentra este Fe, de modo que, en la dieta, se puede encontrar en
forma de Fe hemo (carnes rojas y magras) y de Fe no hemo o inorganico (minerales,
vegetales y ciertos alimentos de procedencia animal como leche y huevos),
(Fairweather-Tait, 2001b; Swain y col., 2007). El Fe hemo se encuentra formando parte
de la hemoglobina, mioglobina y de diversas enzimas, mientras que el Fe no hemo
forma parte de numerosas enzimas relacionadas con el metabolismo oxidativo
(metaloproteinas, aconitasas, fosfoenolpiruvato carboxikinasa, etc.). De forma general,

el Fe heminico se absorbe mejor que el no hemo.

La absorcién del Fe hemo no estd afectada por los componentes de la dieta,
salvo por el excesivo cocinado del alimento y por el Ca, aunque con éste tltimo no

siempre ocurre (Grinder-Pedersen y col.,, 2004; Roughead y col., 2005), que
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disminuyen su absorcion; y por las proteinas de origen animal que aumentan su
absorcion al evitar la degradacion del anillo de protoporfirina en el lumen gastrico y
participar en el mecanismo de captacion del grupo hemo por el enterocito (Alférez y

col., 2012).
Sin embargo, la biodisponibilidad del Fe no hemo puede variar entre un 1-20%,
dependiendo de muchos factores estimuladores o potenciadores de su absorcioén (Lynch,

1997; Sandstrom, 2001; Miret y col., 2003; Alférez y col., 2012):

Potenciadores de la absorcion del Fe no hemo

- Vitamina C (4cido ascorbico) y otros acidos organicos; tales como citrico, malico,
lactico o acético (vinagre): su funcionalidad radica en la capacidad de éstos de reducir el
Fe’ (estado férrico, insoluble a pH>3 como ocurre en el pH alcalino del intestino) a
Fe" (estado ferroso), lo que hace mas facil su absorcion en el lumen duodenal (Teucher

y col., 2004).

- Vitamina A: el mecanismo que influye en el aumento de la biodisponibilidad del Fe no
esté claro pero se ha comprobado que esta vitamina es necesaria para la movilizacion de
las reservas de Fe, su reutilizacion en la hematopoyesis, o el mantenimiento de una

adecuada solubilidad para su absorcion (Gaitan y col., 20006).

- ‘Factor carne’: fue a finales de los 60 cuando se comprueba que el consumo de carne,
aparte de contener Fe heminico, favorece la absorcion de Fe no hemo (Layrisse y col.,
1967). Este hecho se relaciona con el contenido de aminoacidos ricos en histidinas y en
enlaces sulthidrilos (como la cisteina) de la proteina animal, los cuales promueven la
reduccién a Fe* (Mulvihill y col., 1998; Baech y col., 2003). Sin embargo, todo esto no
ocurre con la proteina animal contenida en la clara de huevo (por efecto de la
coalbumina, proteina quelante del Fe) o en la leche (por efecto de la caseina, que oxida

el Fe™"), (Hurrell y col., 1988; Emery, 1992; Gaitan y col., 2006).

Seglin varios estudios, la dieta que tiene una proporcion 80/20 Fe inorgénico-Fe hemo
reporta una serie de beneficios sustanciales comparandola con la que solo contiene una

proporcion 50/50: ganancia de peso, mejor utilizacion digestiva del Fe, eficacia en la
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regeneracion de Hb, recuperacion de la desmineralizacion Osea, o recuperacion del

metabolismo fosfocalcico y del magnesio (Lisbona y col., 1999).

Inhibidores de la absorcion del Fe no hemo

- Fitatos (4cido fitico): presentes en granos enteros, legumbres, arroz o soja. El efecto
inhibitorio se da al unirse este compuesto con varios metales en el intestino,

disminuyendo su absorcion (Agte y col., 2005).

- Oxalatos (4cido oxalico): en espinacas, acelgas, fresas, chocolate o té. Al igual que los
compuestos anteriores, son capaces de formar complejos quelantes que inhiben la

absorcion del Fe.

- Taninos (polifenoles): se encuentran en el café, té, ciertas especias (orégano) y en
varias frutas y verduras. Una vez mas, estos compuestos se unen al Fe formando un

complejo insoluble.

- Minerales (Cu, Zn y Ca, Mn): intervienen en la absorcion del Fe al competir por los
mismos transportadores de membrana, al modificar su estado de oxidacion o al interferir

en su metabolismo (Sandstrom, 2001).

El mas curioso de estos casos es el del Cu puesto que, si bien es reconocido como factor
antianémico en las anemias ferropénicas, la deficiencia de Cu afecta la
biodisponibilidad del Fe al ser la ‘ceruloplasmina’ una ferroxidasa Cu-dependiente
implicada en la absorcién y movilizacion de Fe (Sharp, 2004), ademas de que ambos
metales utilizan el mismo transportador de membrana para su absorcion (Arredondo y

col., 2006).

Lo mismo ocurre con el Zn, ya que ambos metales compiten por el mismo
transportador, aunque este efecto disminuye al ingerir una mezcla de alimentos
(Arredondo, 2005). Este efecto se puede mejorar también con la ingesta de leche de

cabra (Alférez y col., 2006; Diaz-Castro y col., 2009).
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En el caso del Ca, aunque no compite con el Fe por el transportador, ejerce una
inhibicion dosis-dependiente de su absorcion (Gaitan y col., 2006). No obstante, en
comidas completas este efecto se ve reducido (Grinder-Pedersen y col., 2004).

Por otro lado, una vez mas, la leche de cabra ha demostrado reducir esta inhibicion

(Lopez-Aliaga y col., 2000; Campos y col., 2007).

1.4 Homeostasis del hierro en el ser humano, proceso ADME

En un adulto, alrededor del 50% del contenido de Fe estd unido a la
hemoglobina de los hematies, el 25% se encuentra en el higado, mientras que el resto

constituye la mioglobina y otras proteinas que contienen Fe.
Absorcion

Se absorbe aproximadamente solo el 10-30% de la ingesta total de Fe, y esta
absorcion se da mayoritariamente en el duodeno y primeras porciones del yeyuno. Al
pasar por el estobmago, por accion del acido clorhidrico el Fe pasa a su forma ferrosa
(Fe™), que es la que es capaz de atravesar la membrana de la mucosa intestinal. Sin
embargo, el pH alcalino intestinal vuelve a transformar el Fe en su forma férrica (Fe’")
no soluble, de ahi que generalmente haya una mayor absorciéon en las primeras

porciones del intestino.

El Fe hemo es absorbido en su mayoria por los enterocitos gracias a un
transportador de membrana especifico (HPC1) cuyo mecanismo se desconoce, aunque
también podria pasar por otros tipos de mecanismos, como por ejemplo atravesando las
células intactas (Krishnamurthy y col., 2007). Una vez dentro del enterocito, el Fe es
extraido del hemo gracias a la accion de la ‘hemooxigenasa-1’ (HO-1), pasando a
formar parte de las reservas de ‘ferritina’ (Steinbicker y Muckenthaler, 2013); la cual,
aparte de como reserva de Fe, tiene un papel citoprotector en otros tejidos (Pérez

Surribas, 2005).

Por el contrario, el proceso de absorcion del Fe no hemo es mas complicado. En

el lumen intestinal, el Fe en estado férrico es reducido al estado ferroso por una
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‘reductasa férrica’ de membrana, CYBRD (o DCYTB). El incremento de la expresion
de DCYTB en situacion de ferrodeficiencia resalta su importancia en la bomba apical de
Fe (McKie y col., 2001). Es en este estado ferroso cuando el enterocito es capaz de
absorber el Fe gracias al ‘transportador de metales divalentes’ (DMTI1, DCTI1 o
NRAMP2).

Aunque en poca cantidad, los iones férricos también pueden ser absorbidos a

través de un tipo de integrina de membrana (Cappa y Marti, 2009).

Distribucion y Metabolismo

Una vez absorbido, el Fe puede ser almacenado en el citosol en forma de
ferritina o exportado al plasma gracias a una proteina transportadora de la membrana
basolateral, la ‘ferroportina’ (FPN o IREGI). La FPN se puede encontrar ademas en
varios tejidos (Pérez Surribas, 2005). Para que este transporte sea efectivo es necesaria
la actuacién de la ‘hefastina’, una proteina Cu-dependiente, de ahi que la deficiencia de
Cu acarree anemia ferropénica (Pérez Surribas, 2005); que interactiia con la FPN y que
transforma el Fe’™ en Fe’" para que pueda ser transportado en plasma. Ademés, la
hefastina incorpora este Fe’” en la ‘transferrina’, la cual estd encargada de transportar el
Fe a toda célula nucleada uniéndose al ‘receptor de transferrina’ (TfR). La transferrina
protege a los sistemas organicos de los efectos toxicos del Fe al limitar su capacidad de

generacion de radicales libres. Cuando no esta unida a Fe se denomina ‘apotransferrina’.
La expresion de la FPN estd controlada por la ‘hepcidina’, un péptido que es

producido en el higado cuando se da una sobrecarga de Fe en el organismo, inhibiendo

su absorcion intestinal (Anderson y col., 2009; Steinbicker y Muckenthaler, 2013).
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Figura 1. Absorcion y distribucion del Fe (Steinbicker y Muckenthaler, 2013).

Segun la informacion de captacion de Fe por parte de la transferrina se modula

la sintesis de todas las proteinas implicadas en su absorcion y depdsito.

Existen dos receptores de transferrina diferentes, el TfR1 que introduce el Fe en
la mayoria de las células y tiene mayor afinidad por éste, y el TfR2, expresado en
higado. Una vez acoplada la transferrina a su receptor, con la ayuda de una bomba de
hidrogeniones acoplada al DMTT1 se provoca la acidificacion necesaria para que se de el
cambio de conformacion del receptor que permite la liberacion del Fe en el interior

celular (Pérez Surribas, 2005).

Cuando en el higado hay un exceso de almacenamiento de Fe, éste pasa a
acumularse en una proteina parecida a la ferritina, la ‘hemosiderina’ (Vaghefi y col.,
2005), la cual origina la aparicion de radicales libres, aunque libera el Fe mucho mas

lentamente que la ferritina (Pérez Surribas, 2005).
Una fraccion menos significativa de Fe se encuentra ligada a la albimina, citrato

u otra molécula de bajo peso molecular, constituyendo el llamado ‘Fe no ligado a

transferrina’. Por otra parte, la intensidad de la eritropoyesis parece estar relacionada
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con el ‘indice de saturacion de la transferrina’ (IST), que cuando es menor al 16%,

disminuye drasticamente (Cappa y Marti, 2009).

El Fe transportado alcanza la médula 6sea (sintesis de hemoglobina, formacioén
de hematies y células del sistema reticulo-endotelial, como macrofagos), el higado o
bazo (almacenamiento), y todas las células para la sintesis de enzimas que requieren Fe.
La distribucion del Fe queda asi: 65-70% en hematies y eritroblastos maduros (Hb), 25-
30% en el SRE y precursores medulares, 5% en los musculos (mioglobina), 0°3-1% en

el interior celular, y 0"1-0"2% en el plasma (Sanchez Peralta, 2012).

Al cabo de 120 dias, los eritrocitos experimentan una alteracion superficial que
sirve como sefial para ser fagocitados y digeridos por los macréfagos en bazo e higado.
Por ello, los niveles de Fe y la generacion de dafio oxidativo estaran también
influenciados por este proceso. La eritropoyetina por su parte, reduce la captacion de Fe

de los macrofagos (Kong y col., 2008).
Excrecion

No tiene mucha importancia a nivel cuantitativo, pero cuando hay un exceso de
Fe, el metal se elimina por descamacion epitelial o de la mucosa intestinal, orina, bilis y
sudor. No obstante, el Fe ni se agota ni se destruye en un cuerpo que funcione
normalmente aunque en la mujer se da una eliminaciéon superior, ya sea por la

menstruacion, o por la lactancia (Food and Nutrition Board, 2004).

1.5 Déficit de hierro: anemia ferropénica nutricional

Segiin la OMS/WHO, la anemia se define como un nivel de hemoglobina
inferior a 130 g/L en hombres y menos de 120 g/ en mujeres mayores de 15 afios
(Ania y col., 1997; Steinbicker y Muckenthaler, 2013). Se trata de la mas comun de las
deficiencias de nutrientes en el mundo (incluyendo los paises industrializados) y es un
indicador de una nutricion inadecuada y un estado de salud deficiente. Tiene una alta
prevalencia especialmente en nifios y mujeres en edad de gestacion (Stephenson y col.,

2000; Grantham-McGregor y Ani, 2001; Haas y Brownlie, 2001; Pérez Surribas, 2005).
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La anemia por deficiencia de Fe o anemia ferropénica nutricional (AFN)
constituye la segunda carencia nutricional mas extendida por el mundo después de la
desnutricion proteico-calodrica, y se caracteriza por la reduccion o ausencia de depositos
de Fe, bajos niveles de Fe sérico y Hb, reduccion del hematocrito y niveles de plaquetas
incrementados (Campos y col., 1998), bajo porcentaje de saturacion de transferrina,
disminucion de ferritina sérica y un dréstico incremento en la capacidad total de fijacion

al Fe (total iron binding capacity, TIBC).

1.5.1 Causas

En muchas ocasiones, la AFN se debe a desérdenes en la sintesis de FPN,
hefastina, hepcidina, ceruloplasmina, transferrina o TfRs; aunque también puede
deberse a factores externos como la baja biodisponibilidad del Fe de los cereales en
dietas vegetarianas o en paises pobres (Paesano y col., 2012). Mdas aun, pueden darse

mutaciones en el DMT1 que originen anemia (Theil, 2011).

No obstante, en general se distinguen dos causas principales de ferropenia (Pérez
Surribas, 2005): por una absorcion inadecuada de Fe (dieta con Fe de biodisponibilidad
baja, tratamiento prolongado con antiacidos o pH gastrico elevado, exceso de fibra o
almidon, competencia con otros metales, pérdida o disfuncidon de enterocitos, reseccion
del intestino, enfermedad celiaca o enfermedad intestinal inflamatoria); o por una
pérdida aumentada de Fe (enfermedades gastrointestinales, pérdidas genitourinarias y

pulmonares de sangre, traumas o grandes malformaciones vasculares).

Inicialmente, los depositos corporales de Fe, la ferritina y la hemosiderina
decrecen mientras que el hematocrito y la hemoglobina permanecen normales. Después
de esto, cuando las reservas ya no pueden hacer frente a las necesidades, disminuyen los
niveles de Fe sérico y enzimas Fe-dependientes, para luego aumentar la capacidad de
fijacion de Fe y reducirse 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 Fe sin anemia’ o ‘deficiencia eritropoyética’).
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Posteriormente se da 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 que dan lugar a hematies microciticos e
hipocrémicos, ademds de una disfuncion del transporte de oxigeno (Hercberg y Galan,

1992; Pérez Surribas, 2005).

1.5.2 Consecuencias

La hemoglobina en los eritrocitos es necesaria para movilizar el oxigeno por lo
que muchos de los signos y sintomas de la anemia resultan de una reducciéon en la
capacidad de la sangre para el transporte de oxigeno. La enfermedad puede
manifestarse de varias formas: con una importante deplecion de Fe, incluso con anemia
moderada en una persona asintomdtica; con signos iniciales atribuibles a un proceso
oculto; o con molestias inespecificas atribuibles a la anemia tales como fatiga,
disminucién de la capacidad para efectuar ejercicio, debilidad, hiperventilacion, disnea,
palpitaciones, irritabilidad y cefalalgia (Branda, 2000). La esplenomegalia es debida al
incremento en el proceso de destruccion de los globulos rojos por disminucion de la

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

Los nifios de hasta 6 meses tienen reservas de Fe. Los menores de 4 afios con
anemia ferropénica de larga duracion experimentan cambios en el esqueleto muy
semejantes a los observados en la anemia hemolitica debido a la expansion de la medula
Osea, pudiendo observarse disminucion del espesor de los huesos planos y aumento de
tejido esponjoso; se pueden presentar asimismo dolores neuralgicos, trastornos
vasomotores y sensacion de frio; por otra parte se puede afectar también el
funcionamiento en aquellos tejidos de bajo recambio celular, por lo que estos nifios
pueden presentar estados apaticos o de irritabilidad, asi como trastornos para el

aprendizaje (Oski, 1993).

En adultos, la deficiencia de Fe disminuye la capacidad muscular para el trabajo
ya que la disfuncién de las enzimas oxidativas (especialmente la a-glicerolfosfatasa)
impide la produccion de energia celular, aumenta la cantidad de 4cido lactico y acelera

la fatiga muscular. Cabe remarcar que esto ocurre cuando hay hipoxia. Ademas, los
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pacientes con deficiencia de Fe presentan una mayor susceptibilidad a la aparicion de
infecciones. Es caracteristica igualmente la eliminacion de catecolaminas por la orina,
algo que esta relacionado con alteraciones en la termorregulacion: se cree que durante
este proceso el sujeto pierde calor y como consecuencia de ello se aumenta el consumo
de oxigeno y los niveles de norepinefrina en plasma (Hillman y Ault, 1995). También se
produce palidez cutanea y de las mucosas debido a la vasoconstriccion que tiene lugar y
a que la sangre s6lo va a los 6rganos principales, ademads de alteraciones en las ufias y el

cabello.

En el 75% de los casos de anemia ferropénica se presentan diversos grados de
gastritis, acompafiadas de disminucidn de la secrecion gastrica. Ademas se ha observado
en los nifios, no en adultos, la aparicién del sindrome de malabsorcion intestinal (Oski,

1993).

Nacimientos prematuros, bajo peso al nacer, mayor susceptibilidad a
infecciones, mayor riesgo de muerte, o desajuste en el desarrollo fisico y psicologico
(Stoltzfus, 2001); pueden ser consecuencia de la AFN en recién nacidos y nifios

(Paesano y col., 2012).

1.5.3 Técnicas de diagnostico

No existe un método de referencia claro y absoluto para detectar la ferropenia.
No obstante, existen diversos métodos en laboratorio de identificacion de la
ferrodeficiencia; screening de niveles de Fe en eritropoyesis y evaluacion del estatus de
Fe en los tejidos. Los tests incluyen porcentaje de eritrocitos hipocromicos, contenido
de Hb en reticulocitos y sintesis de receptores de transferrina (TfRs) (Beutler y col.,

2003).

También tiene especial importancia el diagnéstico de la evaluacion de las
reservas férricas: el examen microscopico del aspirado medular, la susceptibilidad
magnética (reservas hepaticas), la respuesta al tratamiento con Fe, el contenido
hemoglobinico de los reticulocitos o la proporcion de eritrocitos hipocromicos (Pérez

Surribas, 2005).
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1.5.4 Suplementacion y fortificacion

Principalmente, tres son las estrategias para corregir la ferrodeficiencia en la

poblacion:

- Educacioén en buenas practicas dietarias, combinando la modificacion y diversificacion

de la dieta mejorando su asimilacion y biodisponibilidad.

-Suplementacion con Fe; mas concretamente en pacientes de alto riesgo (Baltussen y
col., 2004; Siega-Riz y col., 2006; Xiu X Han y col., 2011; Pefia-Rosas y col., 2012). Se
da usualmente en grandes dosis farmacologicas, independientemente de la ingesta
alimentaria, aunque por estudios en poblacion se ha comprobado que es mejor la

suplementacion intermitente y no diaria con Fe (Cavalli-Sforza y col., 2005).

-Fortificacion con Fe en los alimentos; aunque es mas dificil que con otros minerales,
cobra especial relevancia en los paises subdesarrollados (WHO/FAO, 2006; Paesano y

col., 2012); especialmente para los nifios (Eichler y col., 2012).

El suplemento de Fe oral, sobre todo en forma de sal ferrosa, es el tratamiento de
eleccion en la ferrodeficiencia. La mayor dificultad que presenta este método, es que
puede causar nauseas y molestias epigastricas a corto plazo. Estos sintomas varian
segun la concentracion de Fe ionizable en la parte alta del tracto gastrointestinal y puede
ser reducida si se acompafia de la ingesta de alimentos o se fracciona (Cook, 2005;
Cavalli-Sforza y col., 2005). Aunque los valores de Hb empiezan a recuperarse en 4
dias, la duracion del tratamiento es de varios meses con objeto de reponer las reservas
corporales. Otro de los métodos utilizados en la industria alimentaria para prevenir la
ferrodeficiencia en la actualidad es la adicién de ‘fitasas’ (capaces de degradar los
fitatos), o la manipulacion genética de algunas plantas con el fin de reducir los niveles

de éstos (Gibson y col., 2003).

El polen y el propoleo también tienen efectos beneficiosos en la recuperacion de

la anemia: ganancia de peso, mejor utilizacion digestiva del Fe, eficacia en la
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regeneracion de Hb, o recuperacion del metabolismo fosfocalcico y del magnesio (Haro

y col., 2000).

Como alternativa queda la administracion intravenosa de Fe, debido a su mayor
biodisponibilidad, aunque seria crucial controlar sus niveles para evitar episodios
toxicos. Especial cuidado hay que tener también en pacientes con infecciones

(Steinbicker y Muckenthaler, 2013).

1.6 Otros tipos de anemias

Aparte de la AFN, existen otros tipos de anemias originadas por distintos

factores (Sanchez Peralta, 2012), entre las que destacamos:

- Anemia por enfermedades cronicas: todas ellas tienen un componente inflamatorio,
por lo que si se trata la enfermedad que provoca dicha inflamacion, mejoran los
sintomas. Son de escasa severidad y requieren de terapia raramente. Cursan con

enfermedades como la artritis reumatoide o el linfoma de Hodgkin.

- Anemia por hemolisis: debida a la destruccion y rotura de globulos rojos, con un
aumento del catabolismo de la hemoglobina y de la bilirrubinemia indirecta. Existen
multitud de causas que dan origen a este tipo de anemia (hereditarias, enzimaticas,

farmacos o virus, entre otras).

- Anemia por hemorragia aguda: se suelen dar lugar por algun tipo de accidente aunque

existen otras causas como lesiones digestivas o rotura de una variz.

- Anemia mediterranea o beta-talasemia: se da por una mutacion en la cadena beta de la
hemoglobina. Ocurre en sociedades endogamicas de las costas mediterraneas y so6lo
basta con que uno de los progenitores sea portador para que ocurra. Los afectados

requieren continuas transfusiones y no suelen alcanzar muchos afios de vida.

- Anemia sideroblastica: existen varios tipos que tienen en comun la deficiencia en la

produccion del grupo hemo en los precursores eritroides de la médula dsea, lo que cursa
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con un depdsito de Fe en forma de anillo en los sideroblastos de la médula 6sea. Tiene
distintas causas, ya sean genéticas o externas (como el abuso de alcohol, déficit de Cu o
determinados fAirmacos), en estos ultimos casos, de caracter reversible, por lo que si se
retira el agente inductor mejoran los sintomas. No obstante, hay dafio organico por
sobrecarga de Fe. El tratamiento de eleccion es la piridoxina (vitamina Bg). En el caso
de déficit de Cu, el Fe no se libera de la ceruloplasmina, con lo que disminuye los

niveles de éste en suero y hemoglobina a pesar de que las reservas de Fe sean normales.

- Anemia megaloblastica: se da por falta de acido félico (vitamina Bo, que se suele
encontrar en alimentos vegetales) y de cianocobalamina (vitamina Bj,, que so6lo se
encuentra en alimentos de origen animal); coenzimas esenciales para la replicacion del

ADN, lo que provoca que las células se queden grandes e inmaduras (Lucock, 2000).

Anemia por carencia de vitamina B, (anemia perniciosa): esta carencia es
secundaria a la falta de ‘factor intrinseco’, proteina del jugo gastrico necesaria para su
absorcion. Es muy tipica de vegetarianos estrictos cuya dieta no contiene dicha
vitamina. Para su tratamiento conviene una dieta rica en proteinas e ingerir carne (de
ternera y cerdo sobre todo), huevos o productos lacteos. El uso de antiacidos a largo

plazo podria aumentar su déficit (Lam y col., 2013).

Anemia por carencia de 4cido folico: existen diversas causas como pueden ser el
alcoholismo cronico, el uso de anticonceptivos orales y de anticonvulsivos, el
embarazo, la pérdida significativa de peso o el aumento de los requerimientos por el
crecimiento. A la hora de tratarla existen numerosos preparados farmacéuticos aunque

se puede evitar con la ingesta de al menos una pieza/zumo de frutas de forma diaria.
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Tabla 2. Tipos de anemia y caracteristicas (Sanchez Peralta, 2012).

2. ACIDO FOLICO

El 4cido folico es la forma mas activa y estable de los folatos (vitamina By), de
hecho su biodisponibilidad es practicamente el doble. Se trata de una molécula esencial
que no puede ser sintetizada por las células de los mamiferos. Su principal funcién es la
de aceptor y donante de unidades monocarbonadas, fundamentalmente de grupos
metilo; algo esencial en la sintesis de algunos aminoacidos (como la metionina),
nucledtidos, bases puricas y pirimidinicas, ADN y ARN. También tiene un papel muy
importante en procesos de oxidacidon ya que influye en la actividad de la ‘oxido-nitrico
sintetasa endotelial’ (eNOS) al aumentar la produccion de 6xido nitrico en situaciones
de estrés oxidativo, lo que previene la aterogénesis. No obstante, el mas conocido de sus
beneficios es el papel que juega en la prevencion de defectos del tubo neural en recién

nacidos, como la espina bifida debida al desarrollo incompleto del SNC.

Ademas, cuando la ingesta de folatos es insuficiente, se incrementa el riesgo de

padecer ciertos tipos de cancer como el cervical, el de pulmén o el de colon (Kim, 1999;
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Choi y Mason., 2000); asi como depresion (Fava y col., 1997; Green y Miller, 1999); se
afecta el sistema inmune (Green y Miller.,, 1999); y se pueden provocar daios
neurolédgicos o alteraciones cognitivas, ya que el acido folico disminuye los niveles de
homocisteina (Green y Miller., 1999; Houston y col., 1999; Snowdon y col., 2000; Iyer
y Tomar, 2009). Esto se relaciona ademas con una menor incidencia de enfermedades

cardiovasculares (Iyer y Tomar, 2009).

En la anemia megaloblastica, las células plasmaticas crecen de forma anémala al
coexistir la sintesis defectuosa del ADN y la normal del ARN, lo que produce un
aumento del tamafio de los eritrocitos, que adoptan formas ovaladas. La formacion
patoldgica de estas células origina su destruccion intramedular, por lo que se genera
una hiperbilirrubinemia y una hiperuricemia. Al estar afectadas todas las lineas
celulares, ademas de la anemia, el déficit de acido folico/folatos puede desarrollar
leucopenia y trombocitopenia, aunque suelen tardar mas tiempo en aparecer. El
tratamiento para este tipo de anemia causada por una deficiencia de folatos se basa en
administrar una cantidad de 200 a 500 pg/dia de acido folico. La respuesta a tal
tratamiento verifica el diagnostico, ya que una anemia producida por falta de

cobalamina no responderia a dosis tan bajas de acido folico (Li y col., 2009).

En los ninos, el déficit de folatos se observa con mas frecuencia en los
prematuros. Esto ocurre tras la administracion de dietas exclusivas en leche de cabra,
cuyo contenido en folatos es muy bajo, o tras la utilizacion de sustitutos lacteos sin
suplementos vitaminicos (De Paz y Herndndez-Navarro, 2006). La falta de félico puede
producir también bajo peso al nacer o aumentar el riesgo de aborto (Iyer y Tomar,
2009). Es importante saber que se debe tomar antes de la concepcion, ya sea en la madre
para tener depositos suficientes y para prevenir la aparicion de sindrome de Down en el
neonato (Iyer y Tomar, 2009); o incluso en el padre a fin de evitar abortos espontaneos

y defectos congénitos en el bebé (Kimmins y col., 2013).

Existe una serie de modificaciones bioquimicas y morfologicas caracteristicas de
la deficiencia de folato: disminucidon de la concentracion de folato y elevacion de los
valores de homocisteina en plasma, aumento de la tasa de segmentacion de los

neutréfilos, aumento en la excrecion urinaria de acido forminoglutdmico, disminucién
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de la concentracion de folico eritrocitario, anemia megalobléstica, macroovalocitosis en

sangre periférica y megaloblastia en la médula espinal (Gonzalez-Gross y col., 2002).

Los folatos se encuentran mayoritariamente en legumbres como los garbanzos
(aportan alrededor de 180 pg/100 g de producto), o en verduras como las espinacas y las
acelgas (140 pg/100 g). También se puede encontrar de forma abundante en los frutos
secos, cuyo contenido es destacable en cacahuetes (110 pg/100g) o almendras (96
nug/100g); (Gonzalez-Gross y col., 2002). No obstante, se almacena poco en el

organismo por lo que se puede dar una deficiencia muy facilmente.

Cabe destacar que la biodisponibilidad de los folatos sintéticos es
aproximadamente el doble que la de los naturales, ademas cuando se toman con el

estomago vacio, su biodisponibilidad también es mayor (Iyer y Tomar, 2009).

En los alimentos, los folatos se encuentran en su gran mayoria en forma de
‘poliglutamatos’ y asociados a proteinas, forma en la que también se encuentran a nivel
intracelular. En el medio extracelular, por el contrario, se encuentran como
‘monoglutamatos’, que son las formas en las que se transforman los poliglutamatos por

accion de las enzimas digestivas.

2.1 Absorcion y distribucion

Los folatos llegan al intestino en forma de poliglutamatos. La
‘pteroilpoliglutamato hidrolasa’ (“y-glutamilhidrolasa’ o ‘folato conjugasa’) presente en
la membrana del “borde en cepillo” de las células intestinales (sobre todo en yeyuno) es
la peptidasa responsable de la hidrolizacion de dichos poliglutamatos (Wright y col.,
2007). Sin embargo, ciertos factores en los alimentos, tales como la fibra dietética o
algunos 4cidos organicos (como zumo de naranja o tomates), pueden inhibir la
desconjugacion de los poliglutamatos (Keagy y col., 1988; Wei y col., 1996; Wei y
Gregory, 1998).

Por contra, los folatos en la leche estdn unidos a una proteina, siendo este

complejo absorbido intacto en el ileon (Verwei y col., 2003). Ademas, la leche inhibe la
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captacion de folatos por parte de las bacterias intestinales (Iyer y Tomar, 2009). Por

todo ello, la biodisponibilidad del folato en la leche es considerablemente mayor que la

del folato libre.

El transporte activo de los monoglutamatos a través de las células de la mucosa
intestinal en el yeyuno proximal es saturable y dependiente del pH, aumentando en
presencia de glucosa y Na+, con las que se absorbe mediante un mecanismo de
cotransporte. Sin embargo, alrededor de un 20-30% del folato se absorbe mediante
difusion pasiva (mecanismo no saturable), siendo ésta la via que actiia principalmente
cuando se administran dosis farmacologicas de la vitamina. En sangre, el folato se
encuentra preferentemente en forma de 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF), que se une
de forma inespecifica a la albimina, aunque también pueden aparecer ligados a la
transferrina o a la a-macroglobulina (Gonzalez-Gross y col., 2002). Existen ademas
proteinas ligantes de alta afinidad que aumentan en casos de deficiencia de folico
(embarazo, leucemia, uremia o enfermedades hepéticas), proteinas que son similares a
las ligantes de folato asociadas a membranas celulares (Lucock, 2000). De esta manera,
el 5-MTHF es la forma predominante en plasma, siendo el Ginico que puede atravesar la
barrera cerebro-encefalica. Es la forma activa que alcanza los distintos tejidos, en
especial aquellos que muestran una gran division celular (médula o6sea, mucosa
gastrointestinal, sistema inmune, eritrocitos o tejido conjuntivo). El transporte de folatos
a través de los tejidos ocurre gracias a la ‘proteina ligadora de folatos’ asociada a

membranas (Brito y col., 2012).

2.2 Metabolismo y excrecidon

Antes de ser depositado en los tejidos, los monoglutamatos se conjugan a
poliglutamatos gracias a la ‘folilpoliglutamato sintetasa’ presente tanto en higado como

en los tejidos extrahepaticos.
Estos poliglutamatos o bien se almacenan intracelularmente (en mayor

proporcion en higado), o se transforman, gracias a la ‘dihidrofolato reductasa’, en &cido

5,6,7,8 — tetrahidrofolico (THF), que es la forma activa como coenzima.
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El higado y las células rojas de la sangre son los principales tejidos de
almacenamiento de folatos. El higado puede almacenar el folato en forma reducida y
conjugada o convertirlo en 5S-MTHF que es secretado en la bilis y reabsorbido en la
mucosa intestinal, estando disponible para los tejidos extrahepaticos. Es por ello que se

dice que la homeostasis del folato viene regulada por un ciclo enterohepatico.

Los poliglutamatos son hidrolizados en el interior celular y acetilados para poder
excretarse via renal. Sin embargo, el 4cido folico excretado como tal por esta via es
recaptado en su totalidad en el tibulo proximal. También puede excretarse, aunque en
menor medida, via biliar o por las heces, siendo muy dificil de cuantificar ya que los

folatos también son biosintetizados por la microflora intestinal (Mataix y Ochoa, 2002).

2.3 Interaccion entre el acido folico y la cianocobalamina

La vitamina Bj, (cianocobalamina) se encuentra en la dieta unida a proteinas,
siendo liberada por la acidez y la proteolisis géstrica. Es entonces cuando se une a la
‘haptocorrina’ o ‘proteina R’ para pasar al intestino. En el duodeno, el medio alcalino
permite su liberacién de la proteina R para después unirse al ‘factor intrinseco’ (FI)
previamente secretado por las células parietales. De esta manera, la cianocobalamina se
absorbe finalmente en el ileon distal. A diferencia del acido félico, la vitamina Bi, se
almacena mas eficientemente en el organismo, preferentemente en el higado (Brito y

col., 2012).

El 5-Me-THF so6lo puede perder su grupo metilo cediéndolo a la homocisteina
en la sintesis de metionina, reaccion catalizada por la ‘metionina sintasa’, que requiere
de la vitamina B, como cofactor. Posteriormente, esta metionina recién creada es
convertida en adenosilmetionina, compuesto utilizado como fuente de grupos metilo
para sintetizar creatina, proteinas, lipidos, fosfolipidos, neurotransmisores; y metilar
ADN y ARN. Gracias a esta reaccion se ha generado también la forma metabolicamente

activa de los folatos, el THF.

En caso de deficiencia de B, la actividad de la metionina sintasa esta reducida

por lo que la formacion de THF se bloquea. De esta manera, el folato esta disponible
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pero no en una forma activa que pueda ser util para la célula por lo que,

consecuentemente, la produccion de purinas y pirimidinas necesarias para la sintesis de

ADN esté afectada (Hughes y col., 2013).

Causas de la deficiencia de folatos

Bajo consumo dietario

Malabsorcion

Defectos congénitos

Enfermedad celiaca

Esprue tropical

Resecciones intestinales

Enfermedad inflamatoria o infiltrativa cronica del intestino delgado
Incremento de requerimientos

Réapido crecimiento (lactantes, especialmente los de bajo peso)
Hematopoyesis hiperactiva (anemias hemoliticas)

Condiciones hipermetabdlicas (hipertiroidismo, infeccion)
Enfermedades neoplasicas

Exfoliacion cutdnea extensa

Incremento de pérdidas

Diarrea cronica

Episodios repetidos de diarrea

Dialisis cronica

Alcoholismo

Medicaciones

Polimorfismos

Causas de la deficiencia de vitamina B12

Bajo consumo dietario

Veganismo

Lacto-ovo vegetarianismo

Bajo consuma de fuentes de origen animal
Bajos depositos y bajo consumo para lactantes
Malabsorcion

Atrofia gastrica y malabsorcion desde los alimentos
Anemia perniciosa

Enfermedad ileal

Pancreatitis cronica

Enfermedad celiaca

Esprue tropical

Diarrea crénica

Incremento de requerimientos
Enfermedades neoplasicas

Hipertiroidismo

Infecciones

Parasitosis

Cirugia bariatrica

Medicaciones

Polimorfismaos

Tabla 3. Causas de la deficiencia de folatos y vitamina By, (Brito y col., 2012).

3. RADICALES LIBRES Y MECANISMOS DE

DEFENSA ANTIOXIDANTE

Actualmente, existe cada vez una mayor preocupacion por un estado de salud

optimo y los métodos necesarios para preservarlo. Asi, uno de los términos mas
discutidos y mas estudiados en los ultimos afios en la busqueda de este estado es el
denominado “estrés oxidativo”. Esto es debido a que el estrés oxidativo esta relacionado
directamente con la vejez por lo que un control del mismo podria llevarnos a envejecer
de forma mas “sana” o incluso a envejecer “mas lentamente”. Aun asi, el concepto de
estrés oxidativo en el ser humano es sumamente complejo y su comprension viene dada
por un conjunto de procesos que ocurren simultdneamente. De esta manera, el estrés
oxidativo es principalmente el resultado de un desequilibrio entre la produccion de
radicales libres y los mecanismos del organismo para contrarrestar los efectos

perjudiciales producidos por tales sustancias. Esto es debido a la incapacidad del
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sistema biologico de detoxificar dichos intermedios producidos como consecuencia de
la alteracion del estado normal redox de las células que tiene, en ultima instancia, un
efecto toxico sobre todos los componentes celulares incluyendo proteinas, lipidos y
ADN. Comunmente se habla de que la célula presenta un “estado redox” consecuencia

del equilibrio entre las moléculas intracelulares oxidadas y reducidas.

Es en el caso de que haya tanto una variacion de este estado redox como de los
sistemas de regulacion del mismo cuando aparece el ya denominado estrés oxidativo.
Hay varios factores exdgenos que contribuyen a generar sustancias desencadenantes de
estrés oxidativo, como son: los malos habitos alimentarios, el estrés, el tabaco, el
alcohol, el sedentarismo, la ansiedad/depresion, ciertos medicamentos, la contaminacion
o ciertas radiaciones. Por otro lado, existen cada vez madas evidencias de que la
proteccion basica del organismo puede resultar insuficiente tanto en determinadas
situaciones fisiologicas (envejecimiento o ejercicio extremo, por ejemplo) como en
enfermedades tales como cancer (Pulido Moran, 2012), Alzheimer, Parkinson o
arterosclerosis. Es por ello que el estudio del estrés oxidativo asi como de las moléculas
implicadas en el mismo resulta crucial para entender ain mejor estas situaciones
patologicas y tener la posibilidad en Gltima instancia de desarrollar nuevos tratamientos
efectivos contra tales situaciones patologicas. A continuacidon nos disponemos a tratar

los factores mas relevantes implicados en este mecanismo.

3.1 Radicales libres

Los radicales libres son moléculas o porciones de las mismas que presentan al
menos un electron desapareado en su orbital mds externo y que por tanto son
extremadamente reactivos (Halliwell y Gutteridge, 1989; Elejalde Guerra y col., 2001)
lo que les conduciran a interactuar rapidamente con cualquier molécula biologica con la
que entren en contacto. Los radicales libres pueden modificar la estructura y/o funcion
de éstas, pudiendo actuar asi sobre la membrana plasmatica o sobre procesos criticos
intracelulares, entre los que se incluyen la maquinaria genética y diversos procesos
enzimaticos (Cheeseman y Slater, 1993; Halliwell y Chirico, 1993; Liu y col., 2002;
Murphy, 2009). De esta manera, el producto final de una reaccion en la que haya

intervenido un radical libre suele ser el comienzo de otra nueva reaccion, por lo que el
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dafio oxidativo se mantiene. Ademas, estas sustancias tienen una vida media muy corta
y se encuentran en concentraciones muy pequefias por lo que su determinacion suele ser

muy dificultosa.

Por otra parte, los radicales libres son generados endogenamente por la
fosforilacion oxidativa que se da en la mitocondria generalmente y por interacciones
con componentes exogenos denominados “compuestos xenobioticos” (Ray y col.,
2012). Sin embargo, la generacion de especies reactivas tiene en muchos casos un
efecto beneficioso como ocurre en la formacion de radicales superéxido y oxido de
nitrogeno a concentraciones moderadas cuando se produce una infeccion por un

patogeno (Valko y col., 2007).

Atn asi, el organismo se vale de diferentes mecanismos de proteccion frente al
dafio producido por estas sustancias: los antioxidantes enzimaticos (superoxido
dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa —que constituyen la primera linea de defensa-
y otros) y los antioxidantes no enzimaticos (glutation, vitaminas C y E, carotenoides,
ubiquinona, acido lipoico, metales de transicion o polifenoles, entre otros). Por lo tanto,
existe un equilibrio entre los sistemas de defensa antioxidante y el de produccion de
radicales libres, conocido como balance oxidativo, que al inclinarse hacia la produccion
de radicales (o al descompensarse los sistemas antioxidantes) da lugar al denominado

estrés oxidativo.
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Figura 2. Formacion de radicales libres y eliminacidn por sistemas enzimaticos (Rivas Garcia E., 2012).

Mas adelante procederemos al estudio de tales lineas de defensa del organismo.

Por otro lado, es imprescindible conocer la naturaleza y el origen de dichas
especies reactivas para su total comprension. En algunos casos, estos radicales pueden
provenir de reacciones en las que interviene el nitrégeno, los cuales juegan un papel
muy importante no s6lo como radicales nocivos sino como radicales necesarios para la
vida (tanto es asi que son imprescindibles en procesos tan relevantes como la relajacion
de la musculatura lisa). Sin embargo, los mdas estudiados son los provenientes de
procesos en los que interviene el oxigeno, generandose asi las denominadas “especies
reactivas de oxigeno” o EROs, originados en organismos que necesitan metabolizar

compuestos organicos para producir energia y cuyo aceptor de electrones es el oxigeno.
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Ademas de las fuentes exdgenas mencionadas anteriormente —compuestos
xenobioticos- (malos habitos alimentarios, estrés, tabaco, alcohol, sedentarismo,
ansiedad/depresion, medicamentos, contaminacion o radiaciones), hay una variedad de
procesos enddgenos que son también responsables de la generacion de EROs: Ia
oxidacion de la hemoglobina y la mioglobina, la actividad de los peroxisomas, la
autooxidacion de pequefias moléculas citoplasmaticas como pueden ser los iones
divalentes/ catecolaminas/ flavinas/ quininas o tioles (Freeman y Grapo, 1982; Proctor y
Reynolds, 1984), a partir del 6xido nitrico, por la actividad de ciertas enzimas como la
MAO / ciclo oxigenasa/ lipoxigenasa o la 6xido nitrico sintasa, por la actividad
leucocitaria (los leucocitos utilizan EROs durante el proceso inflamatorio para destruir
bacterias invasivas), o durante los procesos de transporte electrénico microsomal y

mitocondrial (Morillas-Ruiz, 2010).

Los EROs mas importantes son el oxigeno molecular (O,), el radical anién
superdxido (O, ), radical hidroxilo (HO™) y su precursor el peroxido de hidrogeno

(H20,).

Oxigeno singlete
L-6:0-7 6:0: |1
1 1
g0, A gOp

Energia

e - e e e
—502- B H202 :OH > Hgo

1-6:6-7 -0:0: H: 0:0:H OH H: O:H

Oxigeno Anion Peroxido de Radical Agua

superoxido hidrégeno hidroxilo

Figura 3. Formacion de las diferentes EROs (www.scielo.isciii.es).

3.1.1 Oxigeno molecular

El atomo de oxigeno posee 8 electrones por lo que el oxigeno atmosférico (O;)
consta de 16, 2 de los cuales desapareados. Considerando esto, la molécula de O,,
aunque estable, es un birradical. Esta estabilidad puede verse alterada por diversos

agentes dando lugar a las moléculas expuestas en la Figura 3, de ahi su toxicidad.
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Las principales especies producidas son el oxigeno atomico, el oxigeno singlete,
el ozono y las especies de oxigeno parcialmente reducidas tales como el anion
superoxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. La luz ultravioleta y las
descargas eléctricas rompen los enlaces covalentes de la molécula de O, produciendo
oxigeno atémico (O) que al combinarse con el O, produce ozono (Os3). El O; es el
responsable de la absorcion de parte de la luz ultravioleta que llega a nuestro planeta
procedente del sol, sin embargo, se trata de un gas irritante mucho més oxidante que el

0,.

Aun asi, generalmente la reactividad del oxigeno molecular no es tan elevada
debido a que los espines de sus 2 electrones desapareados son paralelos; sin embargo su
afinidad tan elevada por los electrones lo va a convertir en un aceptor (de electrones)
excelente. Un buen ejemplo de esto ultimo ocurre en la mitocondria cuando el complejo
IV de la cadena de transporte electronico mitocondrial o “citocromo ¢ oxidasa” reduce
el oxigeno molecular a H,O gracias a la transferencia de electrones y a la donacién de

protones desde la matriz mitocondrial:
4 Cit. Cred 8I_Ieratriz +0, —» 4 Cit. Coxt2H,0 + 4 H+citoplasma

Esta reaccion de reduccion del oxigeno no es ni mucho menos tan simple puesto
que aunque de forma general se transfieran 4 electrones al oxigeno para formar 2
moléculas de H,O, puede ocurrir que la reduccioén se dé tan solo parcialmente lo que
podria derivar en la generacion de intermediarios del oxigeno perjudiciales potenciales

del organismo:

0, —— 0 —=— 07

Oxigeno molecular ~ Anidn peroxido  Anion superoxido
De este modo, para que la reduccion total del oxigeno a H,O se produzca, es

indispensable que el catalizador retenga de manera adecuada las moléculas de oxigeno,

hecho para el cual va a utilizar iones Fe y Cu que van a mantener este oxigeno unido.
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Es por ello indispensable que durante el proceso no se formen intermediarios
reactivos del oxigeno tales como el anion superoxido o el perdxido de hidrégeno, punto

clave en la evaluacion de la eficacia de este tipo de enzimas (Berg y col., 2007).

Por otra parte, el estado fundamental del oxigeno es un triplete 3Zg'. Existe una
forma derivada, el oxigeno singlete atomico ('0,), que se caracteriza por ser un atomo
de oxigeno en el estado singlete excitado. En estado fundamental es un triplete P,
mientras que en el estado excitado pasa a 'S o 'D (Costa, 2005). Los dos estados
singletes metaestables derivados de la configuracién fundamental son: 'A, y 'Y El
oxigeno singlete delta (lAg) es de mayor importancia bioldgica debido a su larga vida
media, mientras que el oxigeno singlete sigma (lzg') es mas reactivo pero tiene una
semivida mds corta porque se transforma rapidamente al estado delta (Proctor y

Reynolds, 1984).

De esta manera estas formas inusuales del oxigeno van a poder reaccionar en
ocasiones con los lipidos, proteinas y ADN celulares por lo que son muy peligrosas en
presencia de materia organica (Lledias y Hansberg, 2000). Sin embargo, no es un

radical libre propiamente dicho puesto que no presenta electrones desapareados.

3.1.2 Anioén superoxido

El anion superdxido (O;") se produce por la reduccion del oxigeno debida a la
transferencia de un electron, por la denominada “activacion del oxigeno a través de
radiaciones”, a través de procesos catalizados por enzimas, o por autooxidacion de
metales de transicion (Fridovich, 1983; Cheeseman y Slater, 1993; Lindsay y col., 2002;
Valko y col., 2005):

0O, +e’ > 0"
Fe¥'+ 0, —— F' + 0,

Cui'+ 0, — > Ccu+ 0,

24+ . . + .
El Fe™ tiene cuatro electrones desapareados mientras que el Cu’ no tiene
;- +
electrones desapareados pero acepta facilmente uno para formar Cu”". Estos hechos
convierten a ambos metales de transicion en radicales libres por su capacidad de

donar/aceptar electrones.
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Aunque no es particularmente dafiino, la importancia del O, deriva de su accion
como reductor de metales de transicion y comoradical primario (fuente de perdxido de
hidrogeno y otros tipos de radicales secundarios) produciendo dafo lipidico, proteico o

del ADN (Valko y col., 2007).

Como hemos comentado anteriormente, esta especie reactiva se produce
fundamentalmente en la mitocondria de forma accidental a nivel de los complejos I
(NADH-Q oxidorreductasa) y III (Q-citocromo ¢ oxidorreductasa) de la cadena de

transporte electronico, reduciéndose el 1-3% del oxigeno hasta este radical.

En lo que respecta al complejo I, se cree que la fuga de electrones se da hacia la
matriz de la mitocondria, sin aparicion de los mismos en mitocondrias intactas, lo que
sugiere que dichas fugas se pueden dar en los brazos hidrofilicos de la proteina donde se
localizan los complejos Fe-S (ya que el superdxido no atraviesa membranas por estar
mayoritariamente cargado negativamente a pH fisioldgico), (Muller y col., 2004).

En referencia al complejo 111, se ha de tener en cuenta la existencia de complejos Fe-S
ligeramente diferentes a los del complejo I (por tener residuos de histidina y no de
cisteina) que facilitan la captacion de electrones por parte del coenzima Q reducido
(momento en el que se cree que se generan las fugas que pueden dar lugar a la
formacion del superdxido) aunque este proceso no estd aun muy claro (Gutteridge,

1994; Muller y col., 2004; Valko y col., 2007).

Aun asi, en todos estos casos la formacion del radical O, depende del flujo de la
cadena de transporte de electrones, por lo que cualquier situacion que aumente el
consumo de O, aumentara proporcionalmente la generacion de este anion (Finkel y

Holbrook, 2000; Camougrand y Rigoulet, 2001; Barbi de Moura y col., 2010).

A pesar de lo anterior, cabe destacar que la produccion de este compuesto no
esta ligada unicamente a la mitocondria (si bien este organulo es el que mas radicales
produce fisioldgicamente), sino que puede generarse por la actuacion de diversos
enzimas; como por ejemplo la NAD(P)H oxidasa, que cataliza la reaccion de reduccion

del oxigeno, generando:
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NAD(P)H Oxidasa

NAD({P)H + O, > NADP" + H" + o,

La NAD(P)H oxidasa usa como donante de electrones tanto NADH como
NADPH. Estd presente a su vez en las membranas celulares de multiples tipos de
células, siendo de especial relevancia en las leucocitarias, donde actiia como bactericida
(Babior, 2002). Ademas, la activacion de esta enzima viene determinada en muchos
casos por lageneracion de segundos mensajeros producidos a consecuencia del

metabolismo del 4acido araquidénico (Martin Garrido, 2007).

Por otro lado, el anioén superdxido se puede formar ademads por la captura de un
electrén cedido por otros sustratos como son la oxihemoglobina (Hb- Fe2+)-O2 (que
libera radical superoxido), en la oxidacidon de la xantina e hipoxantina a acido urico, en
la migracién de los leucocitos hacia las lesiones tisulares o en la autooxidacion de

catecolaminas y tetrahidrofolato (Ballester, 1996).

3.1.3 Peroxido de hidrogeno

El peréxido de hidrogeno (H»O,) proviene de la reduccién espontdnea del
oxigeno con dos electrones, pudiendo ser también generado en los sistemas bioldgicos
por la reaccion de dos moléculas de anion superdxido, catalizada por la superdxido

dismutasa:

0O, +2e° —» H,O,

20, + 20" —| %90 |, H,0, +0,

Debido a su estabilidad al no presentar electrones desapareados, el H,O, se
considera una especie no radical dentro de los EROs. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que tiene la capacidad de difundir facilmente a través de las membranas,
pudiendo generar otros radicales muy oxidantes (como es el hidroxilo, que trataremos

posteriormente).
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El H,O; tiene un papel fundamental en la regulacion de genes, especialmente los
controlados por el factor de transcripcion nuclear (NF-kB), asi como segundo mensajero
celular (en la induccion de Ca®" intracelular o al unirse al diacilglicerol —-DAG- o al
AMP,, pudiendo interferir en cascadas de fosforilacion enzimatica que pueden llevar a
la modulacion de la expresion de determinados genes). También posee la capacidad de
alterar la conformacion proteica por su capacidad de oxidacion de residuos de metionina

y cisteina.

Por otro lado, el peroxido de hidrogeno se puede encontrar de forma relevante en:

-Xantina oxidasa: conjuntamente con la xantina deshidrogenasa constituyen un sistema
conocido como “xantina oxidorreductasa”, imprescindible para el metabolismo de las

purinas, catalizando la reaccion:

Hipoxantina + H,O + O, = Xantina + H,O,

Xantina + H,O + O, = Acido urico + H,0,

Existe un paso intermedio en el que se produce la formacion de superoxido, el cual es

metabolizado rapidamente a perdxido de hidrogeno por la accion de la SOD.

-Oxido nitrico sintasa: se trata de un complejo homodimérico que transporta electrones
desde el dominio reductasa hacia el dominio oxidasa que contiene el grupo hemo. En
ausencia de algunos cofactores necesarios para la sintesis de 6xido nitrico (TBH o
tetrahidrobloptenina), se va a generar peroxido de hidrogeno, radical superoxido y éxido
nitrico, debido a que este cofactor facilitaria el correcto acoplamiento entre los
electrones y el grupo hemo, evitando la reduccion del oxigeno molecular (Vazquez-

Vivar y Kalyanaraman, 2000; Martin Garrido, 2007).

-NAD(P)H oxidorreductasas: en neutréfilos activados, la oxidasa NADPH-dependiente
reduce el oxigeno molecular hasta radical superoxido y, consecuentemente, peroxido de

hidrogeno.

-COX: las ciclooxigenasas son unas enzimas que metabolizan el 4cido araquidoénico,

generando los llamados ‘prostanoides’. Es durante esta sintesis cuando se producen los
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EROs debido al componente peroxidasa de las COX que llevan a cabo la oxidacién de
la NAD(P)H (generando el superoxido que puede desembocar en la formacion de

peroxido de hidrogeno).

-Otros enzimas: hay algunos enzimas que tienen la capacidad de originar directamente
peroxido de hidrégeno como por ejemplo las oxidasas peroxisomales. Sin embargo, en
condiciones normales, estos peroxisomas contienen ‘catalasa’, un enzima que degrada el
peroxido de hidrogeno hasta oxigeno y agua. Ademads, existen otras enzimas como por
ejemplo la lisil oxidasa, implicada en la formacion de aldheidos precursores de los
entrecruzamientos de elastina y coldgeno, que generan per se perdxido de hidrogeno

siendo en si mismas una fuente de estrés oxidativo.

El hecho de que sea en la mitocondria donde se producen la mayoria de las
reacciones anteriores supone que un buen balance en el consumo de oxigeno va a
promover que salgan a la luz o no diversas patologias asociadas a la produccion de

peroxido de hidrogeno (Rojkind y col., 2002).

3.1.4 Hidroxilo

El radical hidroxilo (OH") es extremadamente oxidante ya que reacciona con
cualquier tipo de biomolécula (Halliwell y Gutteridge, 1989; Barbi de Moura y col.,
2010) y aunque no tiene un gran poder de difusion ademas de que su vida media es
corta -del orden de 10” segundos, por lo que su accion va a ser practicamente en el
lugar de formacion, (Pastor y col., 2000)-; produce un gran dafio a las moléculas que se
encuentran en el lugar de su produccion. De hecho, el radical hidroxilo es uno de los
mas reactivos que se conocen en quimica, teniendo capacidad para reaccionar con las
bases puricas y pirimidinicas del ADN, las proteinas, los lipidos y los carbohidratos. Su
precursor quimico inmediato es el perdxido de hidrogeno. Dicho radical hidroxilo se

produce a través de las reacciones de Fenton y de Haber-Weiss:

-44 -



Antecedentes bibliograficos

Fenton chemistry
Fe* + O, —» Fe?" + O,
Fe?" + H,0, —» Fe® + OH + OH"

Haber-Weiss reaction

La reacciéon de Fenton se caracteriza por ser lenta pero se promueve una
generacion mas rapida de radicales en presencia de metales de transicion como los iones
ferroso o cuproso libres (que actiian como catalizadores), al alterarse la homeostasis por
ejemplo en condiciones de isquemia-reperfusion (Catillo y col., 2003). Sin embargo, en
condiciones fisioldgicas normales, los niveles de Fe y Cu estan controlados puesto que
el Fe absorbido en el intestino es transportado por la ‘transferrina’ y almacenado bajo la
forma de ‘ferritina’ y de ‘hemosiderina’, mientras que el Cu se halla unido a la
‘ceruloplasmina’ (Aruoma y Halliwel, 1991). La reaccion de Fenton es ademds un paso
que ocurre durante la peroxidacion lipidica, pudiendo asi perdurar dicha peroxidacion si

las condiciones se mantienen.

Bajo condiciones de estrés, el superoxido puede actuar como oxidante de los
. . . . 2+ .7
complejos Fe-S, pudiendo incrementar los niveles de Fe™ haciéndolos de esta manera
disponibles para que, junto con el peroxido de hidrégeno, se dé un aumento en los

niveles de hidroxilo (Valko y col., 2005).
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Formacion de Radicales libres (EROs)
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Figura 4. Principales fuentes generadoras de radicales libres (Rivas Garcia E., 2012).

3.1.5 Efectos beneficiosos y toxicidad de los radicales libres sobre los

sistemas bioldgicos

Aunque resulte paraddjico, los EROs también tienen un papel beneficioso
importante para el organismo ya que intervienen en multitud de reacciones bioldgicas

cruciales (Morillas Ruiz, 2010), como son:

- Reacciones inflamatorias: son sustancias imprescindibles para la fagocitosis de
microorganismos invasores por parte de los leucocitos polimorfonucleares.

- Mediadores esenciales en la ‘apoptosis’ o muerte programada.

- Son esenciales en la metabolizacion de productos toxicos, proliferacion de fibroblastos
y en la vasorregulacion.

- Otro radical libre inorganico tal que el 6xido nitrico (NO®) actia como factor de
relajacion muscular o como neurotransmisor del sistema nervioso central (SNC),

ademas de participar en la respuesta fagocitica de algunos macrofagos.
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Aun asi, la mayoria de los componentes celulares pueden ser dafiados por los
radicales libres, siendo los acidos grasos insaturados, las proteinas, los 4cidos nucleicos
y los hidratos de carbono los mds propensos a tal ataque. De esta forma, estas
estructuras se alteran, haciéndolo a su vez el correcto funcionamiento de la célula que
las contiene. No obstante, los organismos tienen una buena capacidad de adaptacion

ante una tension oxidativa.

a) Toxicidad en lipidos (peroxidacioén lipidica, PL)

La peroxidacion lipidica es la destruccion por oxigenacion de los acidos grasos
poliinsaturados (AGPI) en una reaccidon autocatalitica e incontrolada donde se forman
hidroperoxidos y productos secundarios. Este proceso ocurre cuando el radical libre
arrebata un atomo de hidrégeno de uno de los grupos metilenos de la cadena
hidrocarbonada. El radical libre lipidico sufre un reajuste molecular para estabilizarse
dando lugar a un dieno conjugado. El dieno conjugado reacciona con el oxigeno
molecular dando lugar a un radical peréxido que puede derivar en ‘endoperodxido’ o en
‘hidroperdxido’ si capta un hidrogeno de algin carbono metileno de otro acido graso
poliinsaturado adyacente (Figura 5). Es asi como es posible que se induzcan reacciones
en cadena de propagacion del dafio peroxidativo que pueden dar lugar a dafios celulares
lejos del lugar donde inicialmente se origind el radical (Martinez Cayuela, 2010). La
peroxidacion de los acidos grasos modifica la estructura molecular de los lipidos que los
contienen, provocando a su vez un cambio conformacional que es mdas importante
cuando tales lipidos integran las membranas celulares (Rice-Evans y Miller, 1994), y
mas aun las mitocondriales, ya que el mal funcionamiento de la fosforilacién oxidativa
se asocia a destruccion de la membrana por alteraciones en la fluidez y pérdida de

acidos grasos (Halliwell, 2006).
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Figura 5. Reacciones en cadena de la peroxidacion lipidica. (Martinez Cayuela, 2010).

Los hidroperdxidos lipidicos son estables pero poseen una vida media muy corta
pues o bien son rapidamente reducidos por accidon de las enzimas u otros elementos del
sistema de defensa antioxidante a alcoholes no reactivos, o bien reaccionan con metales
para dar lugar a una variedad de productos altamente reactivos como pueden ser los
epoxidos o los aldehidos. Entre los productos aldehidicos producidos destacan el
malondialdehido (MDA) o el 4-hidroxinonenal (4-HNE). El MDA es mutagénico para
las células de bacterias y mamiferos ademds de que puede causar entrecruzamientos y
polimerizacion entre componentes de las membranas asi como reaccionar con las bases
nitrogenadas del ADN; mientras que el 4-HNE tiene un importante efecto sobre el
fenotipo celular ya que interfiere en las rutas de transduccion de sefiales intracelulares

(Marnett, 2000).
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Las membranas bioldgicas y las lipoproteinas plasmaticas son susceptibles de
peroxidacion porque contienen los sustratos necesarios para ello, como el acido
linoleico, araquidonico y docosahexanoico. Los isosprostanos se forman a partir de la
union de compuestos derivados de la peroxidacion del acido araquidonico y otros PUFA
con una serie de prostaglandinas. Pueden encontrarse en forma libre o esterificados con
fosfolipidos y se pueden cuantificar en orina. Incluso, la excrecidon urinaria de
isoprostanos se incrementa en situaciones de estrés oxidativo como en el caso de

fumadores o pacientes con arterioesclerosis (Salonen y col., 2003).

Existe un mecanismo reparador del dafio oxidativo de los lipidos en el que
intervienen fosfolipasas como la ‘fosfolipasa A2’, ya que su actividad en la membrana
interna mitocondrial parece verse incrementada en situaciones de estrés oxidativo. Asi,
en ausencia de este tipo de mecanismos reparadores, los lipidos peroxidados se
acumularian pudiendo aumentar la permeabilidad de la membrana y alterarse la

respiracion mitocondrial (Kinsey y col., 2007).

b) Toxicidad en proteinas

Entre las alteraciones mas frecuentes que se pueden dar en las proteinas por accion
de especies radicalarias se encuentran la fragmentacion, agregacion y susceptibilidad a
la degradacion proteolitica (Droge, 2002). Debido a la reactividad de los radicales libres
con moléculas que poseen dobles enlaces o que contienen grupos azufre, las proteinas
cuya proporcion en los aminoacidos triptéfano, tirosina, fenilalanina, histidina,
metionina o cisteina sea alta, pueden ser facilmente atacadas por radicales libres. En
cualquier caso, la magnitud del dafio oxidativo va a depender de si estos aminoacidos
forman parte de grupos funcionales responsables de la actividad y/o conformacion de
tales proteinas, algo que puede resultar crucial en la viabilidad celular. No obstante, la
mayoria de los dafios en las proteinas son ocasionados por el radical hidroxilo, el cual
reacciona de forma irreversible con cualquier aminoacido en el mismo lugar donde se
forma. En este sentido, los EROs pueden reaccionar a su vez directamente con los
ligandos metéalicos de muchas metaloproteinas, modificando su estado redox. Un
ejemplo muy claro es el Fe de la hemoglobina o de la catalasa, que puede reaccionar
con el radical superoxido y pasar a su forma inactiva Fe’™; o el Cu de la superoxido

dismutasa Cu/Zn, que puede reaccionar con el peroxido de hidrogeno generando radical
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hidroxilo, capaz de atacar el residuo de histidina del centro activo de la enzima

(Martinez Cayuela, 2010).

La forma mas comun de medir el grado de oxidacion de las proteinas de una célula
es mediante la deteccion de ‘carbonilos’ en la proteina. Estos se suelen formar por la
oxidacion de residuos de prolina o arginina (que normalmente son mas resistentes a las
modificaciones) mediada por radicales hidroxilo o superdxido, seguida posteriormente
de la hidroélisis de enlaces peptidicos, lo que desemboca en la escision oxidativa y en la

desaminacion de las proteinas.

Estos grupos carbonilos originados (que actuian como biomarcadores de dafio en
proteinas) tras una situacion de estrés oxidativo, pueden ser determinados por varios
métodos, entre los que cabe destacar el de determinacion espectrofotométrica (Reznick
y Packer, 1994); o por colorimetria, en tejidos humanos y fluidos corporales (Evans y

col., 1999).

c) Toxicidad en hidratos de carbono

Los hidratos de carbono son dafiados en menor proporcién que otras moléculas por
los radicales libres. No obstante, algunos azlicares como la glucosa, el manitol o ciertos
desoxiazucares se pueden auto-oxidar o reaccionar con el radical hidroxilo produciendo
cantidades de H,O; que contribuyen a los niveles intracelulares de este compuesto. La
auto-oxidacion de la glucosa permite que esta pueda interactuar con otras moléculas
provocando, por ejemplo, la glicosilacion no enzimatica de las proteinas (Roy y col.,
2004). Asimismo, polisacaridos como el 4cido hialurénico pueden sufrir el ataque de

ciertos radicales libres dando lugar a unidades més sencillas (Greenwald y Moy, 1980).

Por otra parte, el dafio que los radicales libres producen en los desoxiazucares que
constituyen el ADN, aunque conocido desde hace mucho tiempo, ha recibido una
creciente atencion. Los fragmentos de desoxirribosa derivados del ataque de los
radicales libres al ADN son potenciales mutagenos, ya que bloquean la actividad de

enzimas como la ADN polimerasa o la ADN ligasa (Hwang y Bowen, 2007).
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d) Toxicidad en acidos nucleicos

Con el estrés oxidativo se produce lenta pero continuamente una pérdida y una
transformacion de bases del ADN asi como una ruptura de las hebras del mismo, dando
como resultado en ultima instancia la aparicion de mutaciones o de muerte celular

(Marnett y Plastaras, 2001).

El ADN mitocondrial (ADNmit) de los animales es mas vulnerable al dafio
oxidativo que el ADN nuclear ya que se localiza en una region de la membrana
mitocondrial interna donde las EROs se generan, es de pequefio tamafio y ademas
carece de histonas. Por si fuera poco, la mitocondria posee un mecanismo de reparacion
del ADN incompleto en comparacion con el sistema nuclear. El ADNmit codifica
proteinas involucradas en el proceso de fosforilacion oxidativa por lo que, su
fragmentacion a causa de la presencia de radicales libres, da lugar a una disfuncion de la
cadena respiratoria mitocondrial que aumenta ain mas la generacion de EROs,

pudiendo derivar en la induccién de la apoptosis de la célula (Hwang y Bowen, 2007).

Por otro lado, el dafo persistente del ADN nuclear puede dar lugar a la alteracion de
la transcripcion, a la induccidén de rutas de sefalizacion intracelular, o a errores en la
replicacion e inestabilidad gendmica (Klaunig y Kamendulis, 2004; Valko y col., 2006).
Se estima que una célula humana, en condiciones fisiolégicas normales, estd expuesta a
1,5 x 10° lesiones oxidativas al dia que provocan modificaciones en el ADN. Una de las
especies que pueden producir estas modificaciones es el H,O,, el cual es capaz de
alterar las bases en la mayoria de los casos pero también causar roturas de simple y
doble cadena. Sin embargo, el radical que méas modificaciones puede desencadenar es el
radical OH™ (el cual podria producirse incluso por una radiaciéon ionizante exdgena),
capaz de intercalarse entre los dobles enlaces de las bases nitrogenadas dando lugar a un
radical muy inestable que reacciona con otros componentes del ADN y se oxida
generando una base hidroxilada. Esta reaccion en cadena da lugar a una amplia variedad
de bases nitrogenadas y azucares modificados, lugares libres de bases nitrogenadas,
roturas del ADN e interacciones entre ADN y proteinas. Los cambios en las bases

nitrogenadas pueden generar mutaciones cuando se duplica el ADN.
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Como resultado, se obtienen varias especies derivadas de este dafio como pueden ser
los residuos de timina glicol (Tg), timidinaglicol (dTg), 8-oxo-7,8-dihidro-2’-
deoxiguanosina (8-oxodG), 8-oxoguanina (8-oxoGua) o 5-hidroximetiluracilo (5-
OHmU); todos ellos hidrosolubles y por tanto identificables en orina siendo asi unos
buenos biomarcadores del dafio oxidativo en el ADN (de hecho varios kits de
determinacion de dafio oxidativo en el ADN analizan la cantidad excretada de estas
sustancias). Los dafios producidos por el Tg y el 8-0xodG son los mas estudiados por la

cantidad de efectos que pueden ocasionar (Morillas Ruiz, 2010).

Cuando existen rupturas en el ADN se activan polimerasas como la ‘poli (ADP-
ribosa) polimerasa’ o PARP, que une residuos de ADP-ribosa formando cadenas
ramificadas con proteinas asociadas con el ADN. Este hecho parece facilitar la accion
de los mecanismos especificos de reparacion de las rupturas en el ADN. Incluso, en el
hombre se conocen varias enfermedades, como puede ser el xeroderma pigmentoso, en
las cuales estdn afectados alguno de estos mecanismos de reparacion, lo que puede

acarrear fatales consecuencias (Morillas Ruiz, 2010).

3.2 Mecanismos de defensa antioxidante

Una sustancia esantioxidante cuando tiene la capacidad de disminuir o inhibir el
dafio oxidativo sobre una molécula. Para la desintoxicacion de radicales libres los
organismos han desarrollado numerosos tipos de sistemas defensivos formados por
atrapadores y sustancias neutralizantes no enzimadticas, asi como por sistemas
enzimaticos entre los que estan la superéxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa
(GPx) y la catalasa (CAT), entre otros.Generalmente se trata de moléculas capaces de
transformar los EROs en sustancias menos reactivas y también de prevenir la
transformacion de los EROs menos reactivos en sustancias mas perjudiciales, como por
ejemplo el paso de H,O, a OH (Ghiselli y col., 2000).Estos sistemas de defensa
antioxidante funcionan coordinadamente de forma muy eficiente y su mision es proteger

la homeostasis celular frente a la disrupcion oxidativa causada por los radicales libres.

De forma simplificada, los antioxidantes se pueden clasificar en:
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A) Enzimaéticos: constituidos por enzimas o sistemas enzimaticos.
3.2.1- Superdxido dismutasa (SOD).
3.2.2- Catalasa (CAT).
3.2.3- Glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR).

3.2.4- Otras enzimas.

B) No enzimaticos:
3.2.5- Glutation.
3.2.6- Vitamina E.
3.2.7- Vitamina C.
3.2.8- Carotenoides.
3.2.9- Oligoelementos.
3.2.10- Coenzima Q.
3.2.11- Acido o-lipoico.

3.2.12- Otras sustancias.

Vitamina E : : CuZnSOD
Vitamina C
B-caroteno
PARS
Sistemas de
reparacion del DNA

Proteasas

Vitamina E
B-caroteno

GSH
Vitamina E Vitamina C

f-caroteno

RETICULO
ENDOPLASMATICO

Catalasa ~TPEROXISOMA

MITOCONDRIA

CuZnSOD
Se0SHpx Vitamina E
GSH reductasa B-caroteno
MnSOD  Vitamina g Jbiguinol GSHpx

SeGSHpx B-caroteno GSH

GSH reductasa

Figura 6. Sistemas de defensa antioxidante intracelulares. CuZnSOD: CuZn superdxido dismutasa; GSH:
glutation; GSH reductasa: glutation reductasa; GSHpx: glutation peroxidasa; MnSOD: Mn superoxido
dismutasa; PARS: poli(ADP-ribosa) sintetasa; SeGSHpx: glutation peroxidasa dependiente de selenio

(Martinez Cayuela, 2010).
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3.2.1 Superoxido dismutasa

Superoxide dismutase

0, +0," +2H" » H;0,+0;

Catalase

Glutathiope peroxidase
H,0, = H,0+1/20,

H,0, + 2GSH = GSSG + H,0

La enzima superoxido dismutasa fue descrita por McCord y Fridovich en 1968.
Estd presente en la mayoria de los organismos aerobios y contiene en su estructura
metales esenciales para su funcidn catalitica, segiin los cuales hay varios tipos que

catalizan la misma reaccion (Gutteridge y Halliwel, 1994; Barbi de Moura y col., 2010).

LOCALIZACION
METAL PRESENTE ORGANISMOS

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

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

Los metales de la SOD reaccionan con O,* y con H', para formar H,O, y O,.

La escision no enzimatica del O," tiene lugar a pH 7.4, pero la enzima la acelera 10.000

veces (Fridovich, 1974):

SOD
02._+ 2 H+ - > H,O, + O,

La SOD debe actuar en conjunto con otras enzimas que descompongan el H,O,,

porque puede éste formar HO® cuando contacta con iones metéalicos produciendo dafio
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tisular. A su vez altos niveles de H,O, pueden inhibir a la enzima (Cheeseman y Slater,
1993; Melov, 2002). Hay varios subtipos de SOD: En humanos, la Mn SOD
mitocondrial o SOD, elimina el O," = producido por la cadena de transporte de
electrones y por las oxidasas de dicho orgénulo celular. Aunque su actividad no es
superior al 15%, constituye un organulo indispensable para la viabilidad celular. Sin
embargo, existen estimulos que reprimen la expresion de la SOD,, como puede ser la
acetilacion de los intrones del gen responsable de su produccion (Maehara y col., 2002);

y otros, como el entrenamiento, que la aumentan (Morillas-Ruiz, 2010).

Por otra parte, la SOD Cu/Zn o SOD; elimina el O," ~ de oxidasas citosolicas y
de las enzimas del citocromo Pysy presentes en el reticulo endoplasmico de la célula.
Aun asi, aparte de encontrarse mayoritariamente en el citosol y el nucleo de las células
eucariodticas, algunas SOD Cu/Zn pueden estar presentes en los peroxisomas o incluso
en fluidos extracelulares (pasandose a denominar en este caso SOD3 o Ec-SOD), como
por ejemplo los vasos alveolares del pulmén, donde parece tener un efecto protector
(Rojkind y col., 2002). El gen humano que codifica la SOD Cu/Zn se encuentra en el
cromosoma 21; por lo que los individuos con sindrome de Down (trisomia en este
cromosoma), presentan una sobreproduccion de H>O, a partir del cual se puede formar
el radical hidroxilo que resulta extremadamente nocivo. El 4&tomo de Cu es esencial para

la actividad catalitica de la enzima, mientras que el de Zn le proporciona estabilidad.

3.2.1.1 Homeostasis del cobre en el ser humano

Varios estudios bioquimicos sobre la esencialidad del Cu han mostrado que
varias proteinas muestran una actividad 6xido-reductasa dependiente de la presencia de
cobre. El papel del Cu en estas enzimas reside en su capacidad para actuar como
intermediario en la transferencia de electrones. El Cu es un cofactor esencial para la
actividad catalitica de la lisil oxidasa, tirosinasa, ceruloplasmina (Cp), citocromo

Coxidasa (COX) y la ya citadaSOD Cu/Zn.
La COX es un complejo proteico de la membrana interna de la mitocondria que

cataliza la reduccion del oxigeno molecular a agua, utilizdndose la energia libre de esta

reaccion para generar un gradiente de protones de transmembrana durante la respira-
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cion. La Cp es una multicobre oxidasa que contiene mas del 90-95% del Cu presente en

el plasma de las especies vertebradas.

3.2.1.2 Requerimientos

Diversos organismos internacionales han establecido ingestas recomendadas de
Cu. La ingesta adecuada de Cu segun el Instituto de Medicina de EE.UU. es de 200 pg
diarios para los lactantes de 0-6 meses de edad y 220 pg entre los 7 y los 12 meses. La
ingesta recomendada diaria es de 340 pg entre 1 y 3 afios, 440 ug a los 4-8 afnos, 700 pg
a los 9-13 afios, 890 png entre 14 y 18 afios, y 900 pg para los mayores de 18 afios. La in-
gesta diaria recomendada para la embarazada es de 1.000 pg. La ingesta diaria superior
tolerable de Cu propuesta es de 1.000 pg entre 1 y 3 afios, 3.000 pg a los 4-8 afios,
5.000 pg a los 9-13 anos, 8.000 pg entre los 14 y los 18 afios, y 10.000 pg después de
los 18 afios (Ralph y McArdle, 2001). Otras fuentes reportan una ingesta recomendada
de 1°5-3 mg para adultos (Ruiz-Lopez y col., 2000).

Los nifios desnutridos poseen un riesgo elevado de desarrollar una deficiencia de
Cu ya que suelen reunir varios de los factores condicionantes tales como prematuridad,
corta lactancia materna, alimentacion en base a leche de vaca (ésta presenta un menor
contenido de Cu y madas baja absorcion en comparacion con la leche humana)sin
modificaciones y diarreas repetidas. La embarazada presenta requerimientos de Cu
aumentados debido al aumento de ciertos tejidos maternos, el contenido de la placenta y
las necesidades del feto. Si bien la deficiencia de Cu es infrecuente en esta situacion,
puede afectar al normal desarrollo embrionario o fetal, por lo que es fundamental

asegurar una ingesta adecuada de Cu durante este periodo.

3.2.1.3 Metabolismo o biodisponibilidad

La absorcion del Cu tiene lugar en duodeno y yeyuno, aunque una pequeia
fraccion es absorbida en el estdémago. La fraccion de Cu absorbido varia normalmente
entre un 40 y un 60%. Cuanto mayor es su solubilidad, mas eficiente es su absorcion. El
pH gastrico tiene un papel importante al facilitar la solubilidad del Cu y al modular la
interaccion con otros componentes del bolo dietético. Favorecen su absorcion: la

proteina animal, la leche humana y la histidina. Por el contrario, retrasan su absorcion:

-56 -



Antecedentes bibliograficos

la leche de vaca, fitatos/acido ascorbico (demostrado en animales), fructosa, Zn, Fe, Ni

y Mo (Lonnerdal y Uauy, 1998; Veum y col., 2009).

En la célula intestinal, el Cu es captado por el transportador DMT1 (50-55%) y
el transportador hCTR1. En la membrana apical existen oxido-reductasas que reducen el
Cua Cu"', siendo de esta manera captado por otros transportadores no saturables. Bajo
condiciones de deficiencia, la principal funcion de la célula es captar el metal y
entregarlo por la membrana basolateral hacia la circulacién para ser utilizado por los
distintos 6rganos. En cambio, cuando el contenido de Cu interno es alto, la célula capta
una menor concentracion del metal. A ingestas bajas, la absorcion ocurre probablemente
por un transporte activo saturable, mientras que a ingestas altas juega un papel

importante la difusion pasiva.

El Cu plasmatico (unido a histidina o, sobre todo, a albimina) entra a la célula a
través de los transportadores Ctrl o DMT1. Una vez en el citosol, dependiendo de las
necesidades de la célula, el Cu puede ser almacenado en la metalotioneina o ser
distribuido por las distintas chaperonas (HAH1, Ccs, Cox17) hacia los distintos
organulos o enzimas para su utilizacion. Esta es la forma como puede ser entregado al
aparato de Golgi, la mitocondria o a la SOD Cu/Zn. La ATPasa de Wilson se localiza en
la membrana del aparato de Golgi y permite la entrada del metal al mismo a fin de ser
enviado a los lisosomas para su posterior liberacion al plasma o eliminacion por los ca-
naliculos biliares. El tejido hepatico remueve el Cu desde la circulacion, atrapandolo
con proteinas quelantes que lo transfieren a cuproenzimas y a ceruloplasmina. El Cu es
devuelto a la circulacion extrahepdtica unido principalmente a ceruloplasmina. Una
proporcion del mismo es almacenada en higado unida a la metalotioneina, superoxido
dismutasa y otras proteinas ligantes, mientras que el exceso es excretado hacia la
bilis.La eliminacion del Cu ocurre principalmente por excrecion biliar o como Cu no
absorbido por las heces. Las pérdidas por el sudor, menstruacion u orina son minimas.
Ademas, una proporcion importante del Cu ingerido no es absorbida y sélo un 10-15%

del Cu eliminado por la via biliar es reabsorbido (Pefia y col., 1999).

Los niveles de Cu y ceruloplasmina experimentan cambios. Durante los 4-6
primeros meses de vida sus concentraciones son bajas. Por otra parte, se sabe que las

mujeres adultas presentan valores mas elevados que los hombres. Durante el embarazo
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hay un aumento progresivo de las concentraciones séricas/plasmaticas de Cu y
ceruloplasmina. El efecto mediado por los estrégenos puede explicar en parte este
aumento. Se da también un aumento de las concentraciones de Cu y ceruloplasmina en
los procesos inflamatorios/infecciosos, neoplasias y terapia con anticonvulsivantes o
estrogenos. Sin embargo, los corticosteroides y la hormona adrenocorticotropa (ACTH)
reducen los niveles de Cu. Por otro lado, las concentraciones de Cu y ceruloplasmina se
encuentran disminuidas en otras patologias tales como la enfermedad de Wilson y el

sindrome nefrotico.

3.2.1.4 Déficit

La deficiencia adquirida de Cu es el principal problema de salud relacionado con
este mineral. Ocurre sobre todo en lactantes (por el menor tamafo relativo del higado y
a sus elevados requerimientos), aunque también ha sido descrita en otras edades y es la
consecuencia de depdsitos de Cu disminuidos al nacer, consumo de dietas con bajo
contenido de Cu y/o baja biodisponibilidad, aumento de las necesidades (crecimiento,
embarazo) y aumento de las pérdidas. Ademas, esta deficiencia se ha descrito en sujetos
con sindromes de malabsorcion como la enfermedad celiaca, esprue tropical y no
tropical, fibrosis quistica o intestino corto. Las manifestaciones clinicas mas frecuentes
de la deficiencia de Cu son anemia, neutropenia y alteraciones 6seas. La anemia es de
tipo normocitico o macrocitico, normo o hipocroma, que se acompaiia de un recuento de
reticulocitos disminuido e hipoferremia. En la médula oOsea se aprecian cambios
megaloblasticos, vacuolizacion de los precursores mieloides y eritroides, detencion de la

maduracion de precursores mieloides y presencia de sideroblastos anillados.

Las alteraciones ¢seas pueden semejar a las observadas en el escorbuto e
incluyen osteoporosis, fracturas de huesos largos y costillas, separacion de las epifisis,

desflecamiento y deformacion en copa de las metéfisis.

La enfermedad de Menkes es una deficiencia de Cu debida a un defecto genético
recesivo ligado al cromosoma X, en el que existe un defecto del gen que codifica la
proteina transportadora ATP7A, que desencadena una alteracion de la absorcion y

transporte de Cu, quedando este mineral atrapado dentro del enterocito. Los sintomas
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aparecen antes del tercer mes de edad y llevan a la muerte antes de los 5 afos de vida

(Lonnerdal y Uauy, 1998).

Se caracteriza por retardo del crecimiento, hipotermia, despigmentacion del pelo
y cutanea, pelo ensortijado en espiral (pili torti), laxitud de piel y articulaciones,
dilataciéon y tortuosidad de grandes arterias, varices venosas, 0Steoporosis,
desflecamiento de las metafisis, fracturas oOseas, formacién aumentada de huesos
wormianos, distrofia retiniana y dafio profundo del sistema nervioso central que incluye

retardo mental severo, convulsiones y ataxia.

3.2.1.5 Sobrecarga

El exceso de Cu puede ser consecuencia de un defecto genético autosémico
recesivo del metabolismo del Cu (enfermedad de Wilson) o de origen ambiental. En la
enfermedad de Wilson, principal causa de sobrecarga de Cu, existe una ausencia o una
disfuncion de la ATPasa tipo P denominada ATP7B, que produce una incapacidad del
higado para exportar el Cu a la circulacion y para excretarlo por la via biliar. Se trata de
una patologia que excepcionalmente aparece antes de los 5 afos de edad. Las
manifestaciones clinicas dependen del depdsito de Cu en organos especificos,
principalmente en higado, cerebro y cornea (anillo de Kayser-Fleischer). Las formas
mas frecuentes de presentacion de la enfermedad son la de una enfermedad hepatica
cronica (inflamacion, fibrosis, cirrosis) y/o alteraciones neuroldgicas o psiquidtricas,
frecuentemente asociadas a una disfuncidon renal. La toxicidad cronica de origen
ambiental es aun mas infrecuente. Esta suele ocurrir en éareas geograficas muy

especificas.

En la India, por ejemplo, casos de cirrosis infantil se han asociado a una ingesta
excesiva de Cu derivada del consumo de leche almacenada y/o calentada en recipientes
de bronce o Cu. En el Tirol se describieron casos de cirrosis infantil antes de 1974. En
dicho lugar existia la costumbre de preparar los alimentos en utensilios de Cu. En ambas
regiones, el reemplazo de los recipientes o utensilios de Cu dio lugar a una reduccion o

eliminacion de los casos de cirrosis (Lonnerdal y Uauy, 1998).

3.2.1.6 Homeostasis del cinc en el ser humano
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Las funciones de este bioelemento son: el crecimiento, la inmunidad y la
cicatrizacion. A ello se puede afiadir su participacion en algunos aspectos del desarrollo
psicomotor, en la regulacion del apetito y de la composicion corporal. De hecho, es
indispensable en sistemas enzimdticos que participan en la division celular y
multiplicacion celular como: deoxitimidin kinasa, ribonucledtido reductasa y adenosin
tetrafosfato adenosina sintasa. Ademds participa en la actividad de la hormona de
crecimiento, IGF-1, asi como de la prolactina. Y por supuesto, como ya se ha
mencionado anteriormente, es indispensable en el mantenimiento de la estabilidad de la

SOD Cu/Zn.

3.2.1.7 Requerimientos

La ingesta recomendada de Zn para un adulto se sitlia entre 12-15 mg/dia para
las mujeres y es de 15 mg/dia para los hombres. Durante la gestacion y la lactancia las
necesidades se elevan a 20 mg/dia y 25 mg/dia, respectivamente (Ruiz-Lopez y col.,
2000; Moreiras y col., 2013). Asimismo, los lactantes alimentados con biberén
presentan un requerimiento mas alto debido a la menor biodisponibilidad de Zn en las

formulas infantiles (Carruth y col., 1991; National Research Council, 1991).

En aguas de abastecimiento publico, la cantidad de Zn, como ocurre con la de
otros minerales como Fe y Cu, pueden provenir en parte de la disolucion de los terrenos
y de la cesion a partir de los materiales de las conducciones. En la Reglamentacion
Técnico-Sanitaria para el abastecimiento y control de aguas potables de consumo
publico, se establece un valor guia de 100 pg/L de Zn, informando que a valores
superiores de 5 pg/L es probable que aparezcan sabores astringentes, opalescencias y

depositos granulosos.

El procesado de alimentos es una de las principales causas de la pérdida de Zn.
El ejemplo mas representativo lo constituyen los cereales, donde el contenido del
elemento puede reducirse desde un 20 a un 80% cuando son refinados (Conor Reilly,
1980; Linder, 1988; National Research Council, 2001). Por ello, se debe prestar especial
atencion a las personas vegetarianas, ya que su principal fuente de Zn son los cereales.

Si a esto le sumamos la disminuida biodisponibilidad cuando el contenido en fitato es
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alto, podemos concluir que la absorcion y por tanto el estatus de Zn en estas personas es

menor que en aquellas no vegetarianas (National Research Council, 2001).

3.2.1.8 Metabolismo o biodisponibilidad

La mayoria del Zn se absorbe en el intestino delgado por un proceso transcelu-
lar, teniendo el yeyuno la mayor velocidad de transporte. Se trata de un proceso activo
saturable que requiere ATP, existiendo un aumento de la velocidad de transporte en la
depleciéon de Zn. Sin embargo, con ingestas elevadas de Zn a veces se realiza un
transporte no saturable, probablemente de tipo paracelular. Desde el intestino es
transferido via portal unido mayoritariamente a la albimina (70%) y a la a2-
macroglobulina (20-40%). Existen otras proteinas que son capaces de ligar Zn, como la
transferrina y una glicoproteina rica en histidina. El lumen intestinal es el principal sitio
al cual se excreta el Zn a través de las secreciones pancredtica, intestinal y
biliar.Algunos componentes de la dieta como fitatos y fibra forman compuestos de baja
solubilidad con Zn, reduciendo la proporcion de Zn absorbida. Otros ligandos, como

histidina, metionina y cisteina, favorecen su captacion.

La acumulacion de Zn en la célula es la suma de procesos de entrada y salida via
proteinas transportadoras, tales como los transportadores ZnT1, ZIP o DMTI; y de
proteinas de almacenamiento, principalmente la metalotioneina (MT) que es el mas
abundante grupo de proteinas intracelulares que unen Zn en las células de eucariotas.

Entre el 5y el 10% del Zn en el hepatocito se encuentra unido a MT.

El Zn liberado en los capilares mesentéricos es transportado hasta el higado. La
proteina transportadora mas relevante es la albiimina, (el 70% del Zn se encuentra unido
a ella), mientras que el resto del metal se adhiere a la alfa-2-macroglobulina,
transferrina y algunos aminoécidos como cisteina e histidina. La cantidad de Zn que
pasa a sangre no solo depende de la concentracion intracelular de éste, sino también de
la alblimina disponible. El Zn que llega a las células se une a MT, que es rapidamente
activada en higado, rifién, pancreas e intestino por exposicion a altas dosis de metales

pesados, especialmente Zn y Cd.
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Los diferentes tejidos captan de la sangre cantidades variables del 16n, siendo el
higado el 6rgano que presenta una mayor captacion, seguido de hueso, piel, rifion y timo
(Mataix, 2009). El Zn localizado en eritrocitos, musculo, pelo y testiculos se
intercambia a mayor velocidad que el que se encuentra en esqueleto y dientes (Rubio y

col., 2007).

Los glucocorticoides disminuyen los niveles plasmaticos de Zn e incrementan la
captacion hepatica. A nivel sanguineo, ademads de localizarse en los hematies, este metal
también se haya en leucocitos y plasma. El contenido en los glébulos rojos se atribuye
principalmente al contenido en anhidrasa carbdnica de estas células, que responde al
mayor porcentaje del metal en sangre que en plasma, aproximadamente diez veces mas
(Rubio y col., 2007). El Zn aparece aumentado en estas células cuando la persona
padece anemia megaloblastica, leucemia crénica, linfoblastica, monocitica aguda y en
metaplasia mieloidea. En varias enfermedades se ha observado una relacion reciproca
entre los niveles de Zn en eritrocitos y en leucocitos; de tal manera que en pacientes con
afecciones los leucocitos poseen valores bajos del mineral, mientras que los valores
eritrocitarios son altos (Wintrobe, 1979). El contenido de Zn en los leucocitos se

atribuye a la enzima fosfatasa alcalina, también rica en este i6n (Mataix, 2005).

Al contrario que otros iones, el Zn no se almacena en el organismo, sino que el
exceso es eliminado. Las mayores pérdidas de Zn son a través de heces, orina,
descamacion de las células epiteliales y sudoracion. Las pérdidas enddgenas intestinales
pueden variar de 0,5mg/dia a 3mg/dia (a mayor ingesta, mayores pérdidas). Las
pérdidas renales se ven incrementadas en pacientes con nefrosis (proteinuria),
alcoholismo y cirrosis hepatica, sin olvidar los estados de estrés metabdlico (Rubio y
col., 2007), ademas del catabolismo muscular. El ejercicio intenso y las elevadas

temperaturas aumentan las pérdidas por transpiracion.

3.2.1.9 Déficit

Las consecuencias clinicas de una deficiencia severa de Zn en humanos son:
anorexia, retardo del crecimiento, maduracion sexual y dsea tardia, lesiones cutdneas,
diarrea, alopecia, deterioro del apetito (pérdida de gusto y olfato), aumento de la

frecuencia de infecciones por defecto del sistema inmunitario, ceguera nocturna,
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trastornos en la cicatrizacion y cambios en el comportamiento. Los efectos de una
deficiencia leve de Zn todavia no estan claros puesto que sélo se ha experimentado en
animales. Algunos estudios han demostrado que la deficiencia de Zn est4 asociada con
complicaciones del embarazo y el parto, como la preclampsia y la ruptura prematura de
membranas (Caulfield, 1989; Naem y col., 2014). Ademas, la deficiencia de este cation
incrementa el contenido celular de hierro ferroso, que cataliza la produccion de

radicales libres.

La ceguera nocturna tipica de deficiencia de Zn parece deberse a la deplecion de
las retinal y retinol deshidrogenasas, pero ademas se ha demostrado que el Zn participa
en el mantenimiento de la integridad de la retina (Mataix, 2009).El déficit de Zn eleva
los niveles plasmaticos de glucocorticoides. Este fendmeno causa deplecion de las
células B de la médula 6sea y atrofia del timo. Como consecuencia de esto, se altera el
sistema inmunitario ya que se produce una disminucion de la capacidad de respuesta
mediada por células y anticuerpos (Mataix, 2009). Las quemaduras, alteraciones

renales, nutricion parenteral o hemodidlisis son situaciones que provocan déficit de Zn.

3.2.1.10 Sobrecarga

El Zn es el oligoelemento menos toxico y su margen de seguridad es muy
amplio. Aun asi, el efecto toxico mas relevante por una suplementacion de altas dosis de
Zn es la interferencia y disminucion del estatus corporal de Cu (Bodgen, 2004; Willis y
col., 2005), lo que puede dar lugar a una anemia por deficiencia de este otro metal. Un
elevado consumo de Zn aumenta el riesgo de padecer cancer de prostata, inhibe los
efectos beneficiosos de los bifosfonatos, incrementa los niveles de testosterona y
colesterol, reduce los niveles de HDL plasmatico y puede fomentar una disfuncion
inmune (Moyad, 2004). Erosién géstrica, alteraciones gustativas (sabores metélicos),
dolor de cabeza, nduseas y vomitos también pueden ser resultado de un exceso de Zn

(Mataix, 2009).

3.2.2 Catalasa

Esta enzima se encuentra principalmente localizada en los peroxisomas (80%) y

en el citosol (20%), aunque también se halla en la mitocondria del tejido cardiaco a baja
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concentracion (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995) donde ejerce un importante papel
antioxidante (Radi y col., 1993). La catalasa elimina el H,O, rompiéndolo directamente
hasta O,. También posee actividad peroxidante (Aebi, 1984) produciendo la oxidacién

de donadores de hidrogeno como el etanol, metanol, acido férmico y fenoles:

2 HzOz — CAT > 2 HzO + 02

CAT
ROOH + AH, — » ROH + H,0 + A

La catalasa requiere que el i6n Fe’* se una a su sitio activo para poder ser eficaz.
En cualquier caso, su afinidad por el H,O, es baja por lo que requiere elevadas
concentraciones de H,O, para actuar, lo que la convierte en la enzima mas relevante en
la respuesta adaptativa celular frente a condiciones de estrés oxidativo (Cheeseman y
Slater, 1993; Roberfroid y Buc-Calderon, 1995). Ademas, al encontrarse ¢&sta
mayoritariamente en los peroxisomas, la glutation peroxidada es mas efectiva que la
CAT frente al H,O, producido en compartimentos como el citosol o la mitocondria (Ji,

1995).

3.2.3 Glutation peroxidasa y glutation reductasa

La glutation peroxidada comporta una familia de enzimas localizadas
fundamentalmente en citosol (y mitocondria) que utilizan glutation (GSH) como
donador de hidrégeno y que pueden aceptar otros peroxidos organicos ademas del H,O,

como sustratos (Flohé y Gunzler, 1984; Wendel, 1993; McCord, 2000).

GPX
H,O0, +2GSH—* 2 H,0O + GSSG
ROOH +2 GSH — > ROH + H,O + GSSG

Por lo tanto, la glutation peroxidada en humanos es la mayor enzima eliminadora
de perdxidos (Rojkind y col., 2002). La regeneracion del glutation oxidado es efectuada
por la enzima glutation reductasa (GR) que utiliza NADPH como agente reductor y
flavina adenina dinucledtido (FAD) como cofactor; siendo de esta manera esencial para

la correcta funcidon antioxidante de la GPx:
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GR
GSSG + NADPH + H+ =———= 2 GSH + NADP+

En la mayoria de los tejidos el NADPH es producido a través de la glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa en la ruta de las pentosas fosfato. La GPx tiene mayor afinidad
por el H,O, que la catalasa (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995) y presenta una mayor
actividad que ésta a bajas concentraciones. Esto podria significar que la GPx estd mas
adaptada a eliminar el H,O, producido en la cadena de transporte electronico
mitocondrial. Se trata de una enzima selenio dependiente que puede reducir peroxidos
lipidicos, por tanto es muy importante en el mantenimiento de la estructura y funcion de

las membranas biologicas (McCord, 2000; Barbi de Moura y col., 2010).

3.2.4 Otras enzimas

- Tiorredoxina reductasa: es un tipo de peroxirredoxina que juega un papel fundamental
en la regulacion del estado redox intracelular por la reduccion de proteinas oxidadas y
por su actividad peroxidasa (Hoffmann y col., 2002).

- Citocromo-C-oxidasa: impide el escape de radicales fuera de la cadena respiratoria.

- Fosfolipasa A;: tiene un papel importante en la eliminacion de lipidos oxidados.

3.2.5 Glutation

Se trata del antioxidante no enzimatico de bajo peso molecular més abundante
en las células de mamiferos y constituye la mayor fuente no proteica de grupos tiol en
las células. Se sintetiza mayoritariamente en el higado y su contenido en los tejidos va a
estar en el rango del milimolar (mM). Su forma reducida (GSH) se encuentra a una
concentracion 10-100 veces superior que su forma oxidada (GSSG). De hecho, la
proporcion GSH/GSSG se encuentra estrictamente regulada en la célula (la oxidacion
del GSH se da en el eritrocito mayoritariamente) y su alteracion conduce a la activacion
de algunas rutas de sefializacion intracelulares que inciden sobre el ciclo celular

(Klaunig y Kamendulis, 2004).
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El glutation o y-glutamil-cisteinil-glicina es una molécula tripéptica esencial en
la defensa antioxidante de la célula, debido principalmente a que actiia como cofactor de
varias enzimas antioxidantes como la glutation peroxidada (ya explicada con
anterioridad) o la glutation transferasa, que elimina xenobioticos y productos de la

peroxidacion lipidica como el 4-HNE.

Por otro lado, el glutation es capaz de capturar y neutralizar directamente
radicales OH' y O, , regenerar importantes especies antioxidantes como las vitaminas E
y C (por su potencial reductor), mantiene en el ntcleo el estado redox de proteinas con
grupos sulfhidrilo criticas en los procesos de expresion y reparacion del ADN, y
participa en el transporte de aminodacidos a través de la membrana celular (Valko y col.,

2006).

3.2.6 Vitamina E

Cuando hablamos de la vitamina E nos estamos refiriendo en realidad a un
conjunto de 8§ nutrientes liposolubles diferentes (tocoferoles), siendo el a-tocoferol el de
mayor actividad bioldgica y el predominante en muchas especies. Se encuentra
principalmente en la membrana celular asociada a las zonas mas fluidas de la bicapa
fosfolipidica, cerca de los AGPI, y su centro activo se relaciona con el grupo 6-OH
mientras que su cola fitilo es la responsable del transporte y anclaje dentro de las
membranas.

Al principio se sugirid que los tocoferoles podrian encargarse de la eliminacion de
radicales en zonas mas externas de la membrana mientras que el coenzima Q actuaria en
la zona interior hidrofobica, algo que se constatd posteriormente (Yasukazu y col.,

2007; Constantinou y col., 2008).

La vitamina E act@ia como antioxidante bioldgico, constituyendo gran parte de la
capacidad antioxidante liposoluble del plasma humano y de los eritrocitos. En
consecuencia, la proteccion frente a la peroxidacion lipidica es considerada su principal
funcién en la célula. Sin embargo, interviene también en otros procesos como por
ejemplo la agregacion plaquetaria, la hemolisis o la actividad de ciertas enzimas

(creatinina kinasa o xantina oxidasa). Es ademads termorresistente y fotosensible.
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El tocoferol reacciona con varios tipos de EROs como puede ser el radical
peroxilo. De esta manera, actia rompiendo las reacciones en cadena de
lipoperoxidacion mediante la transferencia de un atomo de hidrégeno al radical o a un
lipido. La clave estd en que los radicales peroxilo reaccionan con otros lipidos a una
velocidad aproximada de 50 mol/s, mientras que con el tocoferol reaccionan unas 100
veces mas rapido. Asi pues, este radical generado es lo suficientemente estable como
para que no continle la cadena de eventos peroxidativos, siendo retirado del ciclo y
reciclado mediante la acciéon de dos posibles moléculas, el 4cido ascorbico y el
coenzima Q (Ramirez Tortosa y Quiles Morales, 2010). En relacion con la
reversibilidad de la formacién de radicales libres de tocoferol, es probable que el dador
de hidrogeno sea hidrosoluble y que el radical en cuestion se elimine de la membrana
hacia el compartimento acuoso de la célula. Por ello se cree que el a-tocoferol y el acido
ascorbico cooperan en una reaccion antioxidante ciclica que protege a la célula
principalmente frente a la peroxidacion lipidica (Valko y col., 2006; Constantinou y
col., 2008). Esta forma de actuacidon podria explicar su efecto protector sobre las
membranas de eritrocitos y células nerviosas (ricas en AGPI), que son curiosamente las

mas afectadas en situaciones de déficit de vitamina E.

De estas propiedades deriva la implicacion de la vitamina E en distintos
procesos patologicos como enfermedades cardiovasculares, cancer, hemolisis, diabetes,
cataratas, Alzheimer o alteraciones de la respuesta inmunolégica y anomalias

neuromusculares (Halliwell y Gutteridge, 1999).

3.2.7 Vitamina C

La vitamina C o acido ascoérbico (ascorbato) es un importante antioxidante
hidrosoluble que protege del dafio oxidativo a los lipidos de membrana, al ADN y a los
grupos amino de las proteinas gracias a su poder reductor. La mayor parte de la
vitamina C se encuentra libre en el citoplasma celular y es capaz entre otras cosas de
inhibir la adhesion de células mononucleares al endotelio, evento de especial relevancia
en la aterosclerosis y en patologias inflamatorias. También tiene un efecto antioxidante
al ser transportada en los leucocitos, sobre todo durante procesos inflamatorios e
infecciosos; al capturar directamente determinados radicales o al regenerar la vitamina

E como ya se ha visto anteriormente.
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Sin embargo, algunos estudios in vitro sugieren que el acido ascorbico puede
tener también un efecto pro-oxidante en presencia de iones metalicos como el Fe o el
Cu, ya que los mantiene en estado reducido permitiendo asi la producciéon de H,O, u
otros radicales por la reaccion de Fenton o la aparicion de roturas de la hebra de ADN
asi como modificaciones de las bases nitrogenadas (Ramirez Tortosa y Quiles Morales,
2010). No obstante, este comportamiento se limita a aquellas situaciones no fisioldgicas
en las que se observa una contaminaciéon del medio por iones metalicos ya que en
situaciones fisiologicas no patologicas no hay ni Fe ni Cu libres en los fluidos
extracelulares (Valko y col., 2006; Eun-Sun y Bowen, 2007). Aun asi, la capacidad de
reducir iones metdlicos cobra especial relevancia en diversas situaciones como la
anemia, ya que la vitamina C aumenta la absorcion del Fe al transformarlo en su forma

reducida que es mas facilmente absorbible.

Por otra parte, el ascorbato parece influir en la modulacion de algunos
componentes hormonales del sistema nervioso asi como en la sintesis de sustancias del
tejido conectivo. En este sentido, una disminucion en el organismo de la capacidad de
sintesis de colageno es derivada de una deficiencia de vitamina C, lo que origina
fragilidad capilar, problemas en la cicatrizacion, edema, dolores articulares y caida de
las piezas dentales; enfermedad conocida como ‘escorbuto’. Ademads, la vitamina C,
esencial en el ser humano al no poder ser sintetizada, es importante en el desarrollo de
ciertos tipos de cancer pero su relacion con diversas enfermedades cardiovasculares,
cataratas o resfriado comln estd en cuestion (Halliwell y Gutteridge, 1999; Shaik-

Dasthagirisaheb y col., 2013).

3.2.8 Carotenoides

Son un conjunto de antioxidantes biologicos, precursores algunos de ellos de la
vitamina A o retinol, que poseen 9 o mas dobles enlaces conjugados (responsables de
sus propiedades antioxidantes) capaces de neutralizar O,”, OH y otros radicales. De
esta manera, al igual que hace la vitamina E, el B-caroteno es capaz de inhibir la
lipoperoxidacion de las membranas. Al ser sustancias liposolubles, se suelen encontrar
en la membrana celular y en la parte externa de las lipoproteinas. Cabe destacar que,

como ocurre con la vitamina C, el f-caroteno puede actuar como antioxidante y como
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prooxidante: el radical carotenoide formado tras la transferencia electronica a los
diversos radicales libres durante el proceso de detoxificacion puede reaccionar con el
oxigeno molecular dando lugar a un radical peroxilo que induce la oxidacioén de acidos
grasos insaturados. Asi pues, parece ser que a altas presiones de oxigeno los
carotenoides pierden su actividad antioxidante adquiriendo incluso propiedades pro-

oxidantes (Valko y col., 2006; Eun-Sun y Bowen, 2007).

3.2.9 Oligoelementos

Ademas del Cuy el Zn, hay otros elementos considerados antioxidantes:

- Selenio (Se): su papel como antioxidante es fundamental al formar parte de las
‘selenoproteinas’, las cuales participan en el mecanismo de defensa antioxidante (como
por ejemplo la GPx). Ademas, el Se participa directamente en el reciclaje del tocoferol

o vitamina E, completando asi su ciclo antioxidante.

- Manganeso (Mn): el Mn tiene especial relevancia en el pleno antioxidante al formar

parte de la SOD, mitocondrial que elimina los RLs producidos en la mitocondria.

3.2.10 Coenzima Q

La ubiquinona, ubiquinol o CoQ es el unico antioxidante biosintetizado en el
organismo. Parece estar localizada en el plano medio de la bicapa lipidica, con la cabeza
polar oscilando transversalmente de un lado a otro de la membrana. Este movimiento
transversal de la ubiquinona parece ser el responsable de las interacciones con los
radicales de los lipidos, deteniendo asi la cadena de propagacion del dafo peroxidativo.
La coenzima Q; aportada exdgenamente protege a las células del estrés oxidativo tras
ser reducido por accidon de reductasas presentes en distintas fracciones celulares y se
acumula en la mitocondria en forma de cationes, previniendo la peroxidacién lipidica y
protegiendo frente el estrés oxidativo. Tales propiedades antioxidantes derivan del
anillo fendlico que presenta su estructura. Ademas, el ubiquinol participa, junto al acido
ascorbico, en el proceso de regeneracion de la vitamina E por via dependiente del

sistema NADPH (Genova y col., 2003).
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Su estructura isoprenoide nos recuerda que se forma endogenamente por la
misma via que lo hace el colesterol gracias a la hidroxi-metil-glutaril coenzima A
reductasa (HMG-CoA reductasa). De este modo, cuando se estan utilizando farmacos
inhibidores de la HMG-CoA reductasa en el tratamiento de la hipercolesterolemia, se

puede originar situaciones carenciales de coenzima Q.

3.2.11 Acido o-lipoico

Debido a su capacidad de ceder electrones, es un buen antioxidante. Se
encuentra en la membrana mitocondrial interna. El acido a-lipoico exdégeno libre puede
participar en la regeneracion de las vitaminas C y E al reducirse, tras la ingesta, a acido
dihidrolipoico (DHLA) que es en si mismo un potente antioxidante (Packer, 1994;

Powers y Hamilton, 1999). Por otro lado, no presenta efectos toxicos conocidos.

3.2.12 Otras sustancias

- Flavonoides: Son compuestos polifendlicos ampliamente presentes en numerosos
vegetales que actian como quelantes finales de iones metalicos e interfieren en el
proceso de peroxidacion lipidica donando rapidamente un hidroégeno a los radicales, lo
que lleva a la formacion de un fenoxi-radical muy estable y no reactivo (Halliwell,
2008). A pesar de ello, los flavonoides, bajo ciertas circunstancias, como altas
concentraciones de antioxidantes fendlicos, presencia de iones metalicos o un pH
elevado; pueden comportarse como sustancias pro-oxidantes. Flavonas, flavanonas,
flavonoles, catequinas, antocianos o antocianidinas constituyen este amplio grupo. Su
uso para prevenir enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer ha

aumentado el interés por su estudio (Rivas Gonzalo y Garcia Alonso, 2002).

- Proteinas no enzimaticas: transferrina y ferritina, responsables del transporte y
almacenamiento de los depositos de Fe (si fallan podria quedar libre actuando como
prooxidante); ceruloplasmina, encargada de incorporar el Cu a la célula ademas de tener
la capacidad de oxidar el Fe, lo que impediria su accién prooxidante; albumina, que
también transporta Cu al igual que la ceruloplasmina y hace frente a la peroxidacion

lipidica; y las chaperonasoproteinas de choque térmico, que tienen una actividad
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protectora sobre las proteinas en situaciones de estrés oxidativo (Cea Bonilla y col.,

2002).

- Taurina: es un B-aminodcido que se acumula en el interior de las células eucaridticas.
Su relevancia reside en su capacidad de captacion de RLs transformandolos en
sustancias menos nocivas, asi como su participacion en reacciones de conjugacion de

xenobidticos. Este aminodcido es especialmente abundante en los neutrofilos.

- Acido urico: aunque se produce en las células animales por el catabolismo de las bases
puricas, este compuesto es capaz de interaccionar directamente con los EROs o de

acomplejar metales de transicion, disminuyendo en ambos casos sus efectos oxidantes.

- Bilirrubina: este producto derivado del metabolismo de las hemoproteinas, al igual que
el anterior, es un buen captador de radicales de oxigeno, siendo un eficaz antioxidante al

romper las cadenas de lipoperoxidacion.

- Los aminoacidos metionina y cisteina: su importancia antioxidante deriva de su
implicacion en la regeneracion de novo de glutation, hecho de suma importancia para la
GPx. Ademas, la N-acetilcisteina puede actuar como antioxidante en otras situaciones

(Mijan de la Torre y de Mateo Silleras, 1998).
- Melanina y melatonina: la primera actua como antioxidante al absorber la luz UV y la

visible en todas las longitudes de onda, mientras que la segunda protege del dafio

oxidativo a numerosos tejidos y 6rganos (Mijan de la Torre y de Mateo Silleras, 1998).
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4. Leche de cabra: beneficios para la salud

La leche es uno de los alimentos mas completos desde el punto de vista
nutricional, ya que ademds de ser una buena fuente de macro y micronutrientes,
contiene compuestos activos que juegan un papel significativo tanto en nutricion como
en la proteccion de la salud (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997); de ahi su importancia en
cualquier etapa de la vida, pero especialmente en la infancia y la adolescencia, periodos

criticos en el desarrollo del individuo.

Estamos ante un tipo de leche con unas caracteristicas nutricionales altamente
beneficiosas que le confieren un alto interés como alimento y objeto de investigacion.
De este modo, la leche de cabra se ha convertido en una alternativa real a la de vaca,
sobre todo en grupos que presentan ciertas patologias, como alergia a la proteina de la
leche bovina (Infante y col., 2003; Haenlein, 2004) o intolerancia a la lactosa. En esta
linea cabe remarcar que la sustitucion de la leche de vaca por la de cabra produjo
efectos positivos hasta en un 93% de nifios con alergia a la leche de vaca, lo cual pone
de manifiesto que la leche de cabra es mas tolerable y menos alergénica (Bevilacqua y

col., 2001; Lara-Villoslada y col., 2004; Sanz Ceballos, 2007).

Ademas, su consumo habitual ayuda a prevenir y tratar algunas enfermedades y
dolencias habituales de nuestra sociedad, tales como anemia (Alférez y col., 2006),
arteriosclerosis y osteoporosis. Recientemente, diversos estudios en nifios han
demostrado que los resultados obtenidos en cuanto a ganancia de peso, aumento de la
estatura, mineralizacion esquelética, densidad de hueso y contenido de vitaminas en
sangre (vitamina A, niacina, tiamina y riboflavina) son superiores cuando se suministra
una alimentacién con leche de cabra (Chacon, 2005). Aun asi, no se puede utilizar como
sustituto de la leche materna en nifios menores de un afio dado su alto nivel proteico y
mineral, y por su bajo contenido de carbohidratos, acido folico y vitaminas Bs y B2

(Darnton y col., 1987; Zhou y col., 2014).

Se ha demostrado incluso que el consumo de leche de cabra, ademas de reducir
los niveles de LDL y colesterol total, mantiene en el rango fisioldgico los niveles de

HDL, triglicéridos y transaminasas (Alférez y col., 2001; Lopez-Aliaga y col, 2005), lo
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que tiene una alta importancia sobre todo para pacientes con enfermedades

cardiovasculares.

Los valores tanto de proteinas como de grasas o de lactosa varian en funcion de
la dieta y la carga genética del animal. La fraccion proteica de la leche caprina esta mas
ligada a la genética que a la alimentacion del animal, ya que este macronutriente se
modifica mucho de una raza a otra (Martin, 1996). Asi, la leche de cabra produce un
indice de crecimiento superior, con una mejor utilizacién digestiva y metabdlica de la
proteina. Ademas, las caseinas de la leche de cabra son mas solubles y por tanto su

absorcion es mucho mas facil (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997; Lamothe y col., 2007).

Por otra parte, la grasa de la leche de cabra también es mas digestible (Alferez y
col., 2001; Haenlein, 2001), pudiendo ser considerada una fuente excelente de energia
en varios procesos metabolicos (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997; Sanz Ceballos, 2007),
incluso para combatir problemas metabolicos (Babayan, 1981; Garcia Unciti, 1996;

Velazquez y col., 1996).

De este modo, muchas de las reacciones adversas que se suelen presentar por el
consumo de leche de vaca, concretamente frente a ciertas fracciones proteicas asi como
intolerancia a la lactosa; se pueden evitar en muchas ocasiones con el cambio a la leche
de cabra (Park, 1991). Existen desde hace bastantes afios varias pruebas en la literatura
cientifica sobre el beneficio de la leche caprina en problemas de acidez, ulcera de
estomago, colitis, problemas hepaticos y biliares, asma, migrafia, eccemas y estados de

convalecencia.

4.1 Caracteristicas organolépticas

Antiguamente, el fuerte olor que caracterizaba a la leche caprina se producia
como consecuencia de la absorciéon de compuestos aromdticos durante su manejo, algo
que ya no sucede gracias a un adecuado tratamiento. Su sabor propio se debe también a
los acidos grasos libres que contiene, especialmente a los de cadena ramificada 4-
metiloctanoico y 4-etiloctanoico (Kim Ha y Lindsay, 1991). También contribuyen al

mismo las mayores concentraciones de acidos grasos caproico, caprilico y caprico.
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Ademas, su mayor contenido en cloruro y minerales, le confieren un sabor ligeramente

salobre.

El olor de la leche de cabra es atribuido a los acidos grasos de cadena media.
Bajo condiciones normales, estos acidos se encuentran encapsulados dentro del glébulo
graso, por lo que la leche de cabra adecuadamente manipulada no se distingue de la
leche de vaca por el olfato. El problema se daria si la membrana del globulo graso se
rompiera y liberara estos acidos. Sin embargo, aunque se rompiera el glébulo, los 4cidos
grasos estan en forma de triglicéridos por lo que se necesitaria de una lipasa para liberar
a los mismos (esto no podria suceder ya que en el proceso de pasteurizacion se
destruyen dichas enzimas). En este punto habria que afiadir que una vez rota la

integridad de los globulos, la leche es mas propensa a enranciarse (Chacon, 2005).

Otra de las particularidades organolépticas de la leche de cabra es la ausencia de
caroteno, lo que le da un color completamente blanco (a diferencia de la de vaca que

posee dicho compuesto que le confiere color a su grasa).

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

de cabra puede incluso utilizarse en personas con problemas de acidez (Jandal, 1996).

4.2 Composicidén

DIFERENCIAS
LECHE CABRA | LECHE VACA
PARA LECHE
(%) (%)
DE CABRA (%)
Solidos totales 13.57 11.36 +16.3
Proteinas 3.48 2.82 +19.0
Grasa 5.23 3.42 +34.6
Cenizas 0.75 0.65 +13.3
Lactosa 411 4.47 -8.8

Tabla 5. Composicion de las leches de cabra y vaca (Sanz Ceballos y col., 2009).
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En la leche de cabra se halla un contenido mas alto de componentes so6lidos
totales, proteina, grasa y minerales (Sanz Ceballos y col., 2009). Incluso cuando estas
cantidades son expresadas como materia seca, siguen sobrepasando a los de la leche de

vaca, sobre todo en el contenido mineral y lipidico.

No obstante, dependiendo de la raza de las cabras, condicionamientos genéticos,
factores medioambientales, momento de la lactacion, y sobre todo alimentacion; existen

variaciones en la composicion de la leche.

La modificacion de la composicion lactea de los rumiantes es dificil debido al
proceso de hidrogenacion que sufre la grasa de piensos y forrajes en el rumen, hecho
que incrementa el contenido de acidos grasos saturados y reduce el de 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 al aumentar el
contenido de 4cidos grasos poliinsaturados (PUFAs), algo con repercusiones

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

4.2.1 Porcion proteinica

La proteina de leche de cabra es mas digestible (Park, 1994; Boza y Sanz-
Sampelayo, 1997; Haenlein, 2001; Lopez-Aliaga y col., 2003; Haenlein, 2004; Lopez-
Aliaga y col., 2010), y al mismo tiempo mas tolerable y menos alergénica que la de la
leche de vaca (Bevilacqua y col., 2001; Lara-Villoslada y col., 2004; Sanz Ceballos,
2007). De esta manera, la calidad de la proteina de la leche de cabra es mayor que la de
vaca ya que las caseinas de la leche de cabra son mas solubles y, por tanto, su absorcion

es mucho mas facil (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997; Lamothe y col., 2007).

Al igual que en la leche de vaca, la fraccién proteica mayoritaria de la leche
caprina son dichas caseinas, existiendo seis fracciones genéricas de cardcter
mayoritario: oasl-caseina, as2-caseina, [-caseina, y-caseina, P-lactoglobulinas y o-
lactoalbtiminas. Estas caseinas de la leche de cabra estan caracterizadas por contener
mas glicina, asi como menos arginina y aminoacidos sulfurados, especialmente

metionina (Chacon, 2005).
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La cantidad de asl-caseina es inferior en la leche de cabra (Martin, 1996),
siendo superiores las cantidades de [P-caseina y y-caseina (Park 2006). Esto tiene
especial importancia ya que la asl-caseina es una de las principales responsables de la

alergia a la proteina de leche de vaca (Bevilacqua y col., 2001).

Ademas, existen otras proteinas que se encuentran en el lactosuero de la leche de
cabra: a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, albimina, inmunoglobulinas, péptidos y otras
proteinas menores, algunas con caracter enzimdtico. En este sentido, las a-
lactoalbiminas y las B-lactoglobulinas son menos alergénicas ya que son proteinas
termosensibles, por lo que su poder alergénico se inactiva en los procesos de

pasteurizacion y uperizacion (Chacon, 2005).

Por otra parte, la leche caprina no contiene aglutinina, proteina encargada de
agrupar los gldbulos grasos, por lo que sus globulos estan més dispersos, pudiendo ser
atacados mas facilmente por las enzimas digestivas (lipasas) favoreciendo una velocidad
de digestion mayor (Chacon, 2005). Esto, sumado al pequefio volumen de dichos
globulos de la leche de cabra, da como consecuencia la escasa capacidad de dicha leche

para formar nata (Chandan y col., 1992).

En cuanto al contenido en aminoacidos, se descubrid que seis de los diez
aminoacidos esenciales se encuentran en cantidades superiores en la leche de cabra

(Haenlein, 2004).

4.2.2 Porcion lipidica

El contenido graso de la leche de cabra es superior al de vaca (4,14% vs.
3,34%), mas parecido al de la leche humana (4,38%) e inferior al de la leche de oveja
(7,00%) (Boza y Sanz Sampelayo, 1997). Tal contenido graso representa una fuente
concentrada de energia debido a que una unidad de esta grasa tiene 2,5 veces mads

energia que los carbohidratos comunes (Chacon, 2006).
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El menor tamafio de los globulos grasos de la leche de cabra hace que sean mas
accesibles a las lipasas que participan en la digestion lipidica, algo que favorece su

mayor digestibilidad (Chilliard, 1996).

Esta accion se ve igualmente potenciada por el mayor contenido en lipoproteina-
lipasa (LPL) de esta leche, la cual est4 a su vez ligada a los globulos de grasa facilitando
su hidrolisis (en la de vaca la LPL estd unida a la caseina) y produciendo un mayor
porcentaje de acidos grasos libres, lo que también contribuye a su mayor digestibilidad

(Chilliard, 1996).

Los contenidos en acidos grasos esenciales y de cadena corta hacen de la leche
de cabra un alimento saludable desde un punto de vista cardiaco (Chacédn, 2005). Los
acidos grasos de cadena media (C6:0 caproico, C8:0 caprilico, C10:0 céprico) tienden a
proporcionar energia en lugar de formar tejido adiposo, ademds de disolver los
depositos de colesterol sérico; lo que se relaciona con una menor incidencia de
patologias coronarias, fibrosis quistica y calculos biliares (Haenlein, 2004). En esta
misma linea, la leche de cabra es por lo tanto mas rica en triglicéridos de cadena media
(Alférez y col., 2001; Haenlein, 2001; 2004; Sanz Ceballos, 2007; Lopez-Aliaga y col.,
2010), una fuente de energia rapida; ya que se absorben directamente en el intestino
delgado proximal al ser facilmente hidrolizados, no necesitan la participacion de las
sales biliares para su absorcidon, no requieren reesterificarse para entrar en la
mitocondria y su oxidacion mitocondrial es en parte independiente de los niveles de
carnitina (Odle, 1997). Por todo ello, estos triglicéridos podrian tener efectos
beneficiosos en situaciones metabolicas desfavorables (enfermedades hepaticas o
pacientes inmunodeprimidos), en el recién nacido (cuyo metabolismo es aun inmaduro),
en nutricion deportiva (por ser una fuente de energia rapida); o incluso en la prevencion
de la obesidad, ya que al ser rapidamente oxidados en el higado, estimulan la saciedad y

disminuyen los depdsitos de grasa (St-Onge y Jones, 2002).

Se ha demostrado también que la leche de cabra es un alimento cardiosaludable,
ya que reduce 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; 2010).
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Por otra parte, el contenido en acido linoleico conjugado es mayor en la leche de
cabra (Sanz Ceballos y col., 2009). Este acido tiene efecto anticancerigeno (Ip y col.,
1999), antiaterogénico (McGuire y McGuire, 2000), y antidiabético (Ryder y col.,
2001).

No obstante, modificando el régimen alimentario del animal se puede variar el

perfil lipidico de la leche que produce (Chilliard y col., 2007).

4.2.3 Porcion glucidica

El contenido en oligosacaridos en la leche de cabra es 10 veces superior al de la
leche de vaca, los cuales tienen una gran variabilidad estructural que hacen que esta
leche sea la mas semejante a la humana. Se ha demostrado incluso que los
oligosacaridos de la leche de cabra inducen la maduracion del epitelio intestinal,
disminuyendo pues los problemas asociados a la intolerancia a la lactosa (Martinez-

Férez, 2004).

No obstante, el contenido de lactosa en la leche de cabra es mas bajo que el de
otras leches (aproximadamente entre 1-13% menos que la de vaca y hasta 41% menos
que la humana), lo cual esta directamente relacionado con que esta leche presente
menos problemas asociados con la intolerancia (Chacon, 2005). La mayor digestibilidad

de dicha lactosa repercute de igual manera en tal efecto.

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

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

4.2.4 Composicién mineral

Es destacable la mayor cantidad de Ca, P, Mg, Fe, Cu, Zn, K, Cl y Mn en la

leche de cabra, siendo a su vez la biodisponibilidad de los mismos mucho mayor.
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Leche cabra Leche vaca Diferencias para leche
Mineral (mg/100g leche) (mg/100g leche) de cabra (%)
Ca 158.57 113.58 +28.4
P 118.97 87.04 +26.8
Mg 12.92 9.40 +27.2
Fe 0.15 0.09 +40.0
Cu 0.042 0.014 +66.6
Zn 0.528 0.463 +12.3

Tabla 6. Composicion mineral de la leche de cabra (Sanz Ceballos y col., 2009).

Por el contrario, la leche de cabra posee un contenido menor de Na y S (Sanz

Ceballos y col., 2009).

La leche de cabra favorece la utilizacion de Fe y Ca, minimizando las
interacciones entre ambos minerales y favoreciendo su metabolismo (Lopez-Aliaga y
col., 2000). Ademas, el Fe de la leche de cabra propicia la vuelta a la normalidad de los
parametros hematoldgicos alterados como consecuencia de la anemia ferropénica
nutricional y la recuperacion de los depositos de Fe en organos diana (Alférez y col.,

2006).

En el mas reciente de los estudios llevado a cabo en nuestro grupo de
investigacion se comprobd que en situacion de anemia ferropénica, con la leche de
cabra la replecion de los depositos de Fe fue mas eficiente que con la de vaca, ya que se
dio una mayor expresion de DMT1 y se encontrdé una mayor cantidad de hepcidina
sérica que propicié una recuperacion mas rapida de los parametros hematologicos

(Diaz-Castro y col., 2014).

En lo que refiere al Cu, ademas de que su absorcion estd aumentada con la leche
de cabra (Lopez-Aliaga y col., 2010), este mineral mejora a su vez la absorcion del Fe al
promover la actividad de la hefastina en el enterocito, hecho sumamente beneficioso en

caso de anemia ferropénica (Diaz-Castro y col., 2011).
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Comparativamente, la leche de cabra aporta un 28% mas de Ca que la leche de
vaca (Sanz Ceballos y col., 2009). La absorcion de este mineral estd ademés aumentada
debido al mayor contenido en vitamina D de esta leche asi como el de lisina,

aminoacido relacionado con el transporte pasivo de Ca.

La cantidad de Mg en la leche de cabra también es superior a la de vaca. Incluso,
la absorcion de este mineral estd aumentada con la leche de cabra (Lopez-Aliaga y col.,
2003; 2010). Esto puede tener especial relevancia incluso en la integridad del ADN, ya
que la leche de cabra tiene un efecto protector sobre éste en comparacion con la de vaca
durante la recuperacion de la anemia ferropénica, entre otras cosas, al ser este mineral

un cofactor de numerosas enzimas que protegen el ADN (Diaz-Castro y col., 2010).

Es especialmente relevante que la leche de cabra contenga Se (Lopez-Aliaga y
col., 2010), mineral antioxidante que ademas de ser esencial para el sistema inmunitario,

combate en cierto modo las infecciones viricas.

4.2.5 Composicion vitaminica

La leche de cabra contiene niveles mas altos de vitaminas del grupo B que la
leche de vaca, a excepcion de las vitaminas Bg y B> que estan en menor cantidad
(Jauber y Kalantzopoulos, 1996). El principal inconveniente de esta leche es su bajo
contenido en acido folico (vitamina By) en comparacion con el de la leche de vaca y la
humana. No obstante, el contenido en vitamina C, vitamina D, vitamina A,acido
nicotinico y riboflavina también es superior en la leche de cabra.Este mayor contenido

de 4cido ascorbico (vitamina C) contribuye a aumentar la absorcion del Fe.

Una de las particularidades de esta leche es la ausencia de caroteno, hecho que le
confiere su color completamente blanco (a diferencia de la de vaca que posee dicho
compuesto que le confiere color a su grasa). Dicho caroteno, precursor de la vitamina A,
debe ser convertido por el organismo en la glandula tiroides. Al encontrar en la leche de
cabra directamente la vitamina A completamente disponible para su asimilacién sin
intervencion de dicha gldndula, hace que esta leche sea ideal en el caso de nifios

pequeios cuya actividad tiroidea no esta totalmente desarrollada. A esto se le suma el
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hecho de que la leche de cabra es muy rica en riboflavina, un importante factor de

crecimiento (Chacén, 2005).

Por todo ello la leche de cabra es beneficiosa, sobre todo en poblaciones
sensibles, como los nifios en edad de crecimiento (American Dairy Goat Association,

2004).

Vitaminas Leche de cabra Leche de vaca

A, UllL 2030.0 1260.0
D, pg/L 0.6 0.3
E, mg/L 0.3 1.0
K, pg/L 12.0 -
B4, mg/L 0.5 0.1
B, mg/L 1.4 14
Niacina, mg/L 2.7 0.8
Acido Ascoérbico, mg/L 21.0 15.6
Acido pantoténico, mg/L 3.1 3.0
B, mg/L 0.5 0.7
B12, ug/L 0.7 35
Acido folico, pg/L 6.0 50.0
Colina, mg/L 119.9 120.0
Inositol, mg/L 110.5 109.3

Tabla 7. Composicion vitaminica de la leche de cabra (Chandan y col., 1992; O’Connor, 1994).

4.2.6 Factores bioactivos

La concentracion de poliaminas (espermidina, espermina y putrescina) en la
leche de cabra permanece estable durante todo el periodo de lactacion (a excepcion de la
putrescina, que disminuye durante las primeras semanas), siendo siempre sus niveles
superiores a los de la leche de vaca (Ploszaj y col., 1997). Ademas, el patron de
secrecion de estas sustancias (importantes en el desarrollo intestinal de los neonatos)
con la leche de cabra es similar al que ocurre con la leche humana. Esta mayor

concentracion de poliaminas se ha relacionado asimismo con la reduccion del riesgo de
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padecer alergias alimentarias, debido justamente a la maduracion del epitelio intestinal

favorecida por estas sustancias.

La leche de cabra contiene poca cantidad de acido orético, sustancia que se suele
asociar con el ‘sindrome del higado graso’ (American Dairy Goat Association, 2004).
Las cantidades de fosfatasas alcalinas y 4cido N-acetilneuraminico son igualmente bajas

en esta leche (Haenlein, 2007).

Respecto a la defensa antioxidante, se observa que en dietas con leche de vaca
hay un aumento de la actividad SOD consecuencia de la mayor generacion de radicales
0O,", con respecto a la de cabra. Esto, unido a la mayor biodisponibilidad de zinc
(mineral antioxidante) y la mejor calidad lipidica (produce menos TBARS)
caracteristicas de la leche de cabra, hace de este tipo de leche un alimento con mas
capacidad antioxidante (Bysokogorskiiy Veselov, 2010; Diaz-Castro y col., 2012;
2013). Incluso los niveles de transaminasas fueron mas bajos cuando se administrd
leche de cabra enriquecida en Ca en comparacion con la misma suplementacion en la de

vaca (Diaz-Castro y col., 2013).

Para concluir, a la leche de cabra se le atribuyen propiedades anticancerigenas
dado su contenido en coenzima Q y &cido linolénico conjugado (ya mencionado
anteriormente). Ademas se le considera util para combatir problemas sexuales y la

dispepsia en la mujer embarazada (Chacon, 2005).
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5. Mare milk composition: variation factors

Nowadays, people are more concerned about the health problems entailed by
milk, namely cow milk. In this sense, several alternatives to this milk are rising recently
such as goat or mare milk. The case of mare milk is less known by society but
similarities to human milk concerning nutritional composition are greater. In fact, its
composition falls between human and cow milk. Concerning allergies, mare milk
proteins are less allergenic (Doreau & Martuzzi, 2006a;Doreau & Martuzzi, 2006b;
Pietrzak-Fiecko et al., 2009) so it is more tolerable milk. In addition, characteristic low
fat content may make mare milk a good option face to obesity or overweight problems.
What is more, mare milk is usually used to treat several diseases such as scurvy,
dysentery, gastrointestinal ulcers, chronic hepatitis, skin diseases or inflammatory

processes among others (Doreau & Martuzzi, 2006b; Pietrzak-Fiecko et al., 2009).

However, mare milk is quite expensive. Its organoleptic characteristics must be
developed and culture acceptance is not adequate in some occidental countries.
Furthermore, it is not consumed as fresh milk due to its high content in free fatty acids
and lipase that make it too sensitive to lipolysis thus becomes rancid rapidly (Doreau &
Martuzzi, 2006a). Anyway, its nitrogen compounds resemblance to human milk could
make mare’s milk a good raw material for the production of formulae substituting

natural food for infants (Pietrzak-Fiecko et al., 2009).

The main aim of this project is to set up a prediction tool for determining the
nutritional value of mare milk by infra-red method and to validate this method. It will
be applied to mare milk samples used in previous projects. Secondly, we intend to link
mare milk nutritional value data with foal growth so that we can prove the relationship

between maternal milk and osteochondrose in foals.

-83-



Antecedentes bibliograficos

5.1 Mare milk

Mare milk has, in general, a low content of fat but the composition of fatty acids
and concentration of lactose are similar to that of human milk (Pietrzak-Fiecko et al.,
2009). Besides, mare milk possesses a lower proportion of triglycerides and higher
proportion of free fatty acids and of phospholipids compared to cow or human milk
(Doreau & Martuzzi, 2006a). On the one hand, the average content of unsaturated fatty
acids (44%) is higher than that of cow milk (32%) and closer to that of human milk
(45%). On the other hand, saturated fatty acid content is similar in mare and human
milk, mare milk having a higher content of medium-chain saturated fatty acids (C8:0 —
C14:0) and a lower content of long-chain saturated fatty acid (C15:0 — C20:0) (Pietrzak-
Fiecko et al., 2009; 2013).

Total PUFASs content is, in fact, much higher in mare milk (on average 19% of
total FA content) that in cow (3%) or goat milk (2%) (Devle et al., 2012). These FA are
associated to a reduced risk of cardiovascular diseases but could increase putative
oxidation, however, mare milk contains natural antioxidants (Doreau & Martuzzi,
2006a). The reasons of this high content in PUFAs are, on the one hand, the absence of
bio-hydrogenation of FA in the digestive tract before absorption (as occurring in
ruminants) and, on the other hand, the ability of horses to consume forages which are
rich in linolenic acid (Doreau & Boulot, 1989; Doreau, 1994). Furthermore, mare milk
is richer in short- and medium-chain FA, partially hydrogenated 20-C FA (C20:1, 20:2,
20:3) and in a-linolenic acid (ALA), but poorer in oleic acid when compared to human
milk (Doreau & Martuzzi, 2006a). In addition, mare milk has a higher content of C18:2
(n-6) —linoleic acid-, C18:3 (n-3) —linolenic acid- (PUFAs) and C16:1 compared to cow,
ewe or goat milk (Marconi & Panfili, 1998; Pietrzak-Fiecko et al., 2009; Devle et al.,
2012).

Concerning saturated fatty acids (which are associated with increased risk of
coronary heart disease if they are consumed in excess), they represent in average 69%

of FA content in cow milk and 59% of that of goat milk. Nevertheless, it only represents

-84 -



Antecedentes bibliograficos

48% of FA content in mare milk (Devle et al., 2012). The greatest contribution is due to
palmitic acid (C16:0) (Pietrzak-Fiecko et al., 2013). High content of fatty acids (FA)
with less than 16 carbons, such as caprylic (C8:0), capric (C10:0), lauric (C12:0) or
mysristic (C14:0) acids; is also reported (Doreau & Boulot, 1989; Pietrzak-Fiecko et al.,
2009; 2013).

The levels of C8:0 and C10:0 are even similar to those found in goat’s milk fat,
whereas the very low concentration of C6:0 —caproic acid- (trace amounts) is typical of

milk fat from non-ruminant animals (Pietrzak-Fiecko et al., 2009).

Mare milk has fewer calories and less cholesterol (Marconi & Panfili, 1998) as
well as a lower C18:0 —stearic acid- level in comparison with ruminants (1% of total FA
versus 13 or 17% in cow and goat milk) (Doreau & Boulot, 1989; Doreau & Martuzzi,
2006a; Devle et al., 2012). In this sense, when energy intake is lower than requirements,
body reserves provide necessary energy for milk production (Doreau & Martuzzi,

2006c¢).

Finally, trans fatty acids (which have been shown to increase blood lipids) are
reported to be in higher amounts in ruminants such as cow, ewe or goat, than in mares,
although those in ruminants milk have been found to have anti-atherogenic effects in
animal models (Devle et al., 2012). The n-6/n-3 ratio is an interesting index from a
nutritional point of view. Indeed, a low ratio is known to be beneficial in a health
perspective according to World Health Organisation (WHO) recommendations. In this
sense, mare milk has a 1.0:1 ratio whereas cow milk has a 2.4:1 ratio and goat milk a

4.0:1 ratio (Devle et al., 2012).

In general, mare milk has lower fat and protein contents (Pietrzak-Fiecko et al.,
2009) as well as higher lactose content compared to cow milk. The protein fraction is

particularly rich in whey protein while total nitrogen and casein nitrogen are lower in
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mare milk (Marconi & Panfili, 1998). Carbohydrates are mainly made of lactose

(Doreau & Boulot, 1989).

Concerning vitamins and minerals, vitamin C is found in high amount in mare
milk (Marconi & Panfili, 1998), while Fe content is low (Doreau & Martuzzi, 2006b).
Furthermore, the concentrations of mineral element in mares’ milk are similar to those
in ewes and cows although the milk is not able to cover Ca, P, Cu and Fe requirements

of foal (Grace et al., 1999; Pietrzak-Fiecko et al., 2009).

The highest immunoglobulin content (almost 20%) is recorded in mare’s milk
(Doreau & Martuzzi, 2006b; Markiewicz-Keszycka et al., 2013). Lysozyme content,
which is the main responsible for antimicrobial defence in mares due to being highly
thermo-stable, is by far higher in mare milk since it takes 8% of total whey proteins
(Doreau & Martuzzi, 2006b). Besides, B-lactoglobulin, one of the major allergens in
children (casein is in adults) since it is absent in human milk, represents 32% of whey
protein of mare milk (53% in cow milk), whereas a-lactoalbumin represents 28% of
whey protein (instead of the 20% in cow milk and closer to the 42% found in human

milk) (Doreau & Martuzzi, 2006b).

5.2 Variation factors

The two main factors responsible for the modifications in mare milk
macronutrient composition are mainly either dietary regime or lactation stage. Age and

breed are involved secondly.

- Lactation stage :

In various mammal species, colostrum contains higher amounts of biologically

active compounds compared to milk so that offsprings are able to grow properly (Pecka
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et al., 2012). However, results on the whole lactation are sometimes difficult to interpret
owing to feeding changes during this period which interfere with the effect of lactation
stage (Doreau & Martuzzi, 2006a). Also, the colostral period is shorter in mare than in
cow since it takes 24-96 hours after foaling but most variations occur during the first 12

hours (Doreau & Boulot, 1989).

Generally, fat and lactose contents are low at the very beginning of lactation
after foaling (Doreau & Boulot, 1989) although protein content is higher. An increase in
lactose content during the lactation period is noted (Doreau & Boulot, 1989; Pecka et
al., 2012). Colostrum is higher in fat and has a higher content of long-chain fatty acids
than milk (Doreau & Martuzzi, 2006a) while highest total solid and fat contents are
reported between 141-160 days of lactation (Markiewicz-Keszycka et al., 2013). Firstly,
fat content decreases until 3 months of lactation and thus remains stable or slightly

decreases (Doreau & Martuzzi, 2006a).

Content of C16:1 in mare milk increases with the period of lactation. However,
contents of medium-chain saturated fatty acids (C8:0 — C14:0) and palmitic acid are
generally higher in the early lactation period since total content of saturated fatty acids

decrease along with the period of lactation (Pietrzak-Fiecko et al., 2013).

Despite its low fat content, mare milk is a good source of fat soluble vitamins
such as A, D, E or K even if their contents are higher in colostrum (Csapo et al., 1994;

Marconi & Panfili, 1998).

The protein content decreases roughly during the first 2 months of lactation
(Doreau & Martuzzi, 2006b; Pecka et al., 2012). Nitrogen content also decreases rapidly
until 2 months of lactation (Doreau & Boulot, 1989). Moreover, casein nitrogen
decreases by 54% and true whey protein nitrogen by 40% (Doreau & Martuzzi, 2006b).
Additionally, some authors report that casein decreases of about 50% from the
beginning to the 5th month of lactation (Doreau & Martuzzi, 2006b); whereas others
indicate that casein content has similar levels but it represents 20% of all milk proteins
in early colostrum and 60% later due to the decrease in total protein content (Pecka et

al., 2012).
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In addition, colostrum possesses lower [B-casein, a-lactoalbumin and serum
albumin levels (Pecka et al., 2012). Urea content increases in subsequent weeks of
lactation (Pecka et al., 2012). Themare milk during late lactation is characterized, on the
one hand, by higher contents of lactoferrin, lysozyme and immunoglobulins
(Markiewicz-Keszycka et al., 2013); and on the other hand, by very low contents of
somatic cells as well as total bacteria count (Pecka et al., 2012; Markiewicz-Keszycka et

al., 2013).

The highest minerals concentrations are observed in colostrum with the
exception of Ca and P for which highest concentrations are observed on day 7 of
lactation, afterwards these amounts decrease (Grace et al., 1999; Doreau & Martuzzi,
2006b). A significant decrease in IgG level in milk is observed in comparison to that in
colostrum (Bondo & Jensen, 2011; Pecka et al., 2012). In fact, foals are born with
practically no immunity level due to the structure of the placenta (Bondo & Jensen,

2011).

- Dietary factors:

Several dietary factors affect mare milk composition:

Water limitation and diets without cereals induce a limitation in lactose synthesis

(Doreau, 1994).

Forage-based diets lead to a higher milk yield compared to a 50:50 hay:concentrate diet
(Doreau & Martuzzi, 2006c¢).

Generally, diets richer in hay produce slight lactose content in comparison to a
concentrate supply in the diet (Doreau, 1994). Also, it could provoke higher proportions
in ALA (as occurring with herbage diet that has ALA proportions within 15 and 25% of
total FA) (Doreau & Martuzzi, 2006a). A hay-concentrate diet (50:50) might lead to a

reduction of fat content and short/medium chain fatty acid levels (Doreau & Martuzzi,
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2006a). Indeed, high percentage of concentrate strongly reduces fat (Doreau & Boulot,
1989) and protein contents of mare milk (Doreau, 1994).

Intake of grass and grains generally leads to a higher milk fat content of linoleic (C18:2

n-6) and a-linolenic (C18:3 n-3) acids (Devle et al., 2012).

Maize oil addition in the diet could be responsible for an increase in linoleic acid from

10 to 15% of total FA and for a little decrease in ALA (Doreau & Martuzzi, 2006a).

Soybean oil addition increases linoleic acid (Doreau & Martuzzi, 2006a) and if soybean
protein represents 50% of total protein intake, it enhances growth rate in foals by

increasing mare milk protein (Doreau & Martuzzi, 2006b).

By supplying safflower oil (1.2%), a decrease in saturated fatty acids from 63 to 56% of
total FA as well as an increase in linoleic acid from 20 to 24% are reported (Doreau &

Martuzzi, 2006a).

If we provide cod-liver oil, we observe an increase in different n-3 FA and a decrease in

some n-6 FA (Doreau & Martuzzi, 2006a).

Incorporating fish oil in mare diet increases the levels of C22:0 —docosanoic acid- and

C22:1 in milk fat (Doreau & Martuzzi, 2006a).

10) Summer pasture decreases C16:0 level and increases that of C18:1 (n-9) —oleic acid-

(Devle et al., 2012).
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11) When mare’s energy intake during lactation is restricted a negative effect on foal

growth is reported (Doreau & Boulot, 1989).

12) Fat mares produce a milk richer in fat (due to fat mobilisation) (Doreau & Boulot, 1989;
Doreau, 1994) and long-chain fatty acids contents, but poorer in short/medium-chain
fatty acids (as occurring in fat cows) (Doreau & Martuzzi, 2006a). This situation even

increases the amount of C18:0 —stearic acid- in milk (Doreau, 1994).

13) Protein content in milk decreases when energy supply of diet increases above
requirements and/or proportion of concentrate in the diet decrease (Doreau & Boulot,

1989; Doreau & Martuzzi, 2006b).

14) Also, growth in foals might be increased by an intaker of 10% digestible nitrogen
substance. Furthermore, higher protein nitrogen supply increases urea content in milk

(Doreau, 1994).

- Age:

A progressive increase in milk production occurs until a very late age maximum
between 11 and 15 years. Mares in first or second lactation give a milk richer in protein
compared to older mares while fat content is reported lower for primiparous mares than
second lactation mares (Doreau & Boulot, 1989). However, the effect of age on milk

composition is low.

- Breed:

Differences between breeds in milk composition are not clearly established. In
any case, individual variations in milk composition are higher for fat than for any other
component (Doreau & Boulot, 1989). Indeed, milk fat from mares of different breeds

showed differences in the concentrations of some fatty acids (Pietrzak-Fiecko et al.,
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2009). Concerning protein content, differences were reported among various breeds
such as Murgese and Italian Heavy Draft breed; or Haflinger, Thoroughbred and Anglo-
arab mares (Doreau & Martuzzi, 2006b). Similar data were observed when talking about
casein content, with differences between Haflinger and Italian saddle mares; and about
whey proteins with an experiment carried out in Arab-persano and Thoroughbred

Australian horses (Doreau & Martuzzi, 2006b).
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

En este estudio se utilizaron 160 ratas macho de la raza Wistar albina, con 21
dias de edad y un peso inicial aproximado de 41 + 5 g, adquiridas en el Servicio de
Animales de Laboratorio de la Universidad de Granada. Todos los cuidados y los
protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad

de Granada de acuerdo a las directrices de la Comunidad Europea.

2. DISENO EXPERIMENTAL

Al comienzo del estudio, las ratas se sometieron a un periodo pre-experimental
(PPE) de 40 dias en el que se dividieron al azar en dos grupos: 80 ratas controles que
recibieron la dieta AIN 93G con unos niveles normales de Fe (45 mg/kg de dieta)
(Reeves y col., 1993), y 80 ratas anémicas que recibieron la dieta AIN 93G pero con
unos niveles bajos de Fe (5 mg/kg de dieta) para inducir una deficiencia severa del
mismo (Reeves y col., 1993); segun la técnica desarrollada previamente por nosotros
mismos (Pallarés y col., 1993). Durante este periodo, la dieta y el agua bidestilada

estaba disponible “ad libitum” para todas las ratas.

Desde el comienzo del estudio, las ratas fueron alojadas en células individuales
de metabolismo. Estas células se encuentran situadas en una habitacion aireada y
termorregulada (22 £ 2°C) con fotoperiodo controlado de 12 horas (de 9:00 a 21:00) y
un 55 + 5% de humedad.

En el dia 40 del PPE, previa anestesia por inyeccion intraperitoneal con
pentobarbital sodico (Sigma Diagnostics, St Louis, MO, USA), en 10 ratas de cada
grupo se procede a la extraccion de sangre periférica de la vena caudal en tubos que
contienen EDTA como anticoagulante para el control hematolégico de la anemia. Se
verifico que las ratas padecian anemia por el bajo nivel de hierro en suero, hemoglobina,
recuento de globulos rojos, volumen corpuscular medio (VCM), hematocrito, ademas de
altos niveles de plaquetas; parametros consistentes con el modelo de anemia ferropénica

inducida experimentalmente en la rata.
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Tras la induccidn de la anemia ferropénica nutricional, los animales (n=160) se
sometieron a un periodo experimental (PE) en el cual, los grupos controles y anémicos
eran divididos a su vez en cuatro subgrupos, alimentados durante 30 dias con 8 tipos
diferentes de dieta: basadas en leche de cabra o vaca, y con contenido normal (45 mg/kg
dieta) o sobrecarga de Fe (450 mg/kg dieta), y contenido normal (2mg/kg dieta) o
suplemento de acido folico (40 mg/kg dieta). La dosis de 450 mg Fe/kg dieta es la mas
comun para inducir la sobrecarga cronica de Fe en estudios animales (Raja y col., 1994)
y la dosis de 40 mg/kg dieta de acido folico es la que se emplea mds comunmente en
estudios de suplementacion (Achon y col., 2000). Durante este PE, el agua bidestilada
estaba disponible “ad libitum” mientras que la dieta se controla “pair feed”, de manera
que los animales ingieren el 80% de la ingesta media de cada periodo al dia, para evitar

las diferencias debidas a la cantidad de dieta ingerida.

Los ultimos 7 dias del PE se realiza la técnica bioldgica adaptada de Thomas y
Mitchell (1923), en los que se controla diariamente la ingesta de alimento y se recogen
por separado heces y orina que son almacenadas en frigorifico a 4°C para el posterior

analisis del contenido de Cu y Zn.

Al final del PE (dia 70 del estudio), los animales son sacrificados siguiendo el
Protocolo del Comité de Etica de la Universidad de Granada. Para ello primero se
anestesian con pentobarbital sddico (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) a una dosis de
5 mg/kg de peso, y tras laparotomia media las ratas son desangradas mediante
canulacion de la aorta abdominal, recogiendo las muestras de sangre en un tubo que

contiene EDTA como anticoagulante para analizar los parametros hematologicos.

La sangre es entonces centrifugada (1,500 x g, 4°C, 10 min) a fin de separar las
células rojas sanguineas del suero para el andlisis de Fe, ferritina y ‘capacidad total de

union al hierro’ (TIBC).

Posteriormente se procede a la extraccion de higado y cerebro para su posterior
lavado con una solucion salina de hielo (0-9%, w/v, NaCl). Las fracciones citosolicas de
higado, de cerebro y de eritrocito se obtienen por centrifugacion diferencial con

hemolisis hipotonica el mismo dia del sacrificio y se conservan congeladas a -80°C
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hasta posterior analisis de los parametros de dafio oxidativo. La Figura 7 muestra el

disefio experimental del estudio.
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Figura 7. Disefio experimental del estudio.

* Toma de sangre de la vena caudal para el control hematoldgico de la anemia.

** Técnica de Thomas y Mitchell: recogida de heces y orina por separado en células
individuales de metabolismo para posterior analisis.

*** Sacrificio de los animales para la obtencion de sangre y la extirpacion de higado y
cerebro.

3. DIETAS ENSAYADAS

La Tabla 8 muestra la composicion de las dietas ensayadas durante el PPE y PE:
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COMPONENTE CANTIDAD (g/kg)
PPE

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

Caseina 200
Lactosa 0

Aceite de oliva virgen 100
Almidoén de trigo 500
Ingredientes constantes b 200

PE

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

Proteina de leche de vaca 205
Lactosa de leche de vaca 290
Grasa de leche de vaca 100
Almidoén de trigo 205
Ingredientes constantes b 200

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

Proteina de leche de cabra 205
Lactosa de leche de cabra 295
Grasa de leche de cabra 100
Almidon de trigo 205
Ingredientes constantes b 200

Tabla 8. Dietas ensayadas durante el PPE y PE.

% Contenido de Fe en la dieta durante el PPE: Las dietas fueron preparadas de acuerdo
con las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricién (Reeves y col., 1993)
para las ratas controles (contenido normal de Fe: 45 mg/kg dieta) y con bajo contenido
en Fe para las ratas anémicas (5 mg/kg dieta) (Pallarés y col., 1993).

® Los ingredientes constantes (g/kg dieta) fueron: fibra (celulosa micronizada) 50,
sacarosa 100, cloruro de colina 2.5, L-cistina 3, corrector mineral 35, corrector
vitaminico 10.

® Para las dietas basadas en leche de cabra o vaca empleadas en el PE se formularon
correctores minerales especificos teniendo en cuenta el contenido mineral que aportaban
las leches para alcanzar las citadas recomendaciones. Las dietas se prepararon de
acuerdo a las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricion (Reeves y col.,
1993) para los grupos control (45 mg/kg dieta), y con elevado contenido en Fe (450
mg/kg dieta) para los grupos de sobrecarga (Raja y col., 1994). El corrector vitaminico
se prepard de acuerdo a las directrices del Instituto Americano de Nutricion (Reeves y
col., 1993) para las dietas normales en acido folico (2 mg/kg dieta) y con alto contenido
en acido folico (40 mg/kg dieta) para las suplementadas (Achon y col., 2000).
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La dieta estandar AIN 93-G del PPE y los suplementos minerales y vitaminicos
son preparados de acuerdo a las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricion
(Reeves y col., 1993) pero con ligeras modificaciones en la fuente y nivel de grasa: la
grasa proviene de aceite de oliva en lugar de soja (debido a sus conocidos efectos
beneficiosos sobre la salud y por ser la mas comunmente consumida en nuestro pais) y
la proporcion de grasa es 10% en lugar del 7%. La fuente de Fe empleada fue citrato
férrico. El contenido en Fe por analisis en las dietas ensayadas utilizadas durante el PPE
fue: 44.71 mg/kg en la dieta para los animales controles y 6.31 mg/kg en la dieta que
recibieron las ratas anémicas. Las dietas basadas en leche se elaboraron con leche en
polvo desnatada de cabra (raza Murciano-Granadina) o vaca (raza Holstein). Se tomaron
las cantidades necesarias de leche en polvo de cabra o vaca para obtener una dieta con
un 20% de proteina. Puesto que el contenido de grasa en la dieta era indetectable (<
0.01%, debido a que se trata de leches desnatadas), ésta se afiadi6 para conseguir una
dieta con un 10% de grasa. La grasa se obtuvo por purificacion de mantequilla o nata
(de cabra o vaca, respectivamente). Ambos tipos de grasa se fundian al bafio maria y
posteriormente se centrifugaban a 300 g (Hetticj, Universal 30 RF, Germany) durante
15 min a 4°C, para separar el sobrenadante que constituia la grasa pura (Rivas Garcia E.,

2012).

El contenido en Fe (mg/kg dieta) en las dietas usadas durante el PE, fue el

siguiente por analisis:

- Dietas con contenido normal en Fe: 44.2 (dieta basada en leche de cabra) y 43.9 (dieta
basada en leche de vaca).
- Dietas con sobrecarga de Fe: 471.34 (dieta basada en leche de cabra) y 469.20 (dieta

basada en leche de vaca).

El contenido en acido félico (mg/kg dieta) en las dietas usadas durante el PE, fue

el siguiente por analisis:

- Dietas con contenido normal en 4cido folico: 2.07 (dieta basada en leche de cabra) y
2.02 (dieta basada en leche de vaca).
- Dietas con suplemento en acido folico: 41.26 (dieta basada en leche de cabra) y 41.05

(dieta basada en leche de vaca).
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4. METODOS ANALITICOS

4.1 Materia seca

Esté definida como la parte de sustancia que no desaparece al someter la muestra
a una temperatura de 105 +2°C hasta alcanzar un peso constante. La materia seca se

determind en las distintas dietas ensayadas y en heces.

4.2 Materia grasa

El contenido graso de las leches de cabra/vaca y las dietas fue determinado tras

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

4.3 Contenido proteico

El contenido en nitrégeno de las leches en polvo desnatadas y dietas se
determina por el método Kjeldahl usando un factor de conversion de 6.25 para la dieta

estandar y 6.38 para la proteina aportada por las leches en polvo y las dietas basadas en

leche (Kjeldahl, 1883).

4.4 Mineralizacion por via himeda

Para la mineralizacion se coloca un gramo de dieta o de heces (sustancia seca)
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 bafno 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 &cido nitrico (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) a la muestra, tantas veces como sea necesario hasta la
aparicion de vapores blanquecinos. En este momento se comienza a afiadir 10 mL de
mezcla nitrico/perclorico (4:1, v/v) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) en alicuotas
de 2 mL cada vez, hasta completar la mineralizacion. Una vez finalizada la
mineralizacion, se deja enfriar, se filtra en papel Whatman del n° 41, libre de cenizas

(Whatman International Ltd., Maidstone, UK) y se enrasa hasta un volumen final de 25
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mL en un matraz aforado. Como resultado final obtenemos una solucién transparente

que se emplea en la posterior determinacion de minerales (Rivas Garcia E., 2012).
4.5 Determinacion de hierro, cobre y cinc

Las concentraciones de Fe en dieta y Cu y Zn en dieta, heces y orina, se determinan
por espectrofotometria de absorcion atomica (AAS) (espectrometro PerkinElmer Analyst
1100B con WinLab32 para AA software, Ueberlingen, Germany) a partir de una muestra
adecuada, previamente mineralizada por via humeda 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

interactuen con la radiacion 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 electrén
externo puede ser promovido a una configuracién conocida como estado excitado; dado
que ese estado es inestable, el &tomo retornard inmediatamente al estado fundamental,

emitiendo energia.

La caracteristica de interés en las medidas de absorcion atomica, 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 4tomos 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
Donde:
A = absorbancia
a = coeficiente de absortividad (constante)
b = longitud del camino 6ptico

€ = concentracion
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4.6 Determinacion de acido folico

El 4cido folico en las dietas se determina mediante cromatografia liquida de alta
resolucion HPLC (Hewlett-Packard, Waldbronn, Alemania) ligada a un detector de
masas Quattro Ultima tandem (Waters-Micromass, Manchester, Reino Unido). El
sistema HPLC se equipa con una columna 150 x 3 mm, 5 mm XBridge C18 (Waters,
Milford, PA) que se mantiene a 40°C. Se us6 un gradiente binario en fase mévil con un
flujo de 0.4 mL/min, disolvente A (0.1% de 4cido acético en agua) y disolvente B (0.1%
acido acético en metanol). El gradiente iscocrititico comienza al 10% de B durante
medio minuto, seguido de un aumento lineal hasta el 100% de B en el minuto 4.5.
Después se mantine al 100% B hasta el minuto 5.9, momento en el que el gradiente
vuelve al 10% de B durante 0.1 minutos para la equilibracion de la columna a los 3 min.
El espectofotometro de masas se utiliza en modo ‘electrospray’ negativo, y se
obtuvieron los datos monitorizando multiples reacciones. Se usa Argon como gas
propelente a 3.2 x 10” mbar y el multiplicador se pone en marcha a 750V. Al principio
de cada serie, se inyectan diferentes standards de trabajo que contienen acido félico a

diversas concentraciones para calibrar el funcionamiento del aparato.

4.7 Recuento de hematies, hemoglobina, hematocrito, volumen

corpuscular medio y plaquetas

Efectuado en el dia 40 y 70 a partir de la sangre periférica obtenida de la vena
caudal y recogida en un tubo con EDTA para el control hematoldégico de la anemia. Las
determinaciones se llevaron a cabo con un autoanalizador hematologico SYSMEX KX-

21 (Sysmex, Tokyo, Japan).

4.8 Hierro sérico, capacidad total de unidn al hierro y saturacion

de transferrina

Para calcular la concentracion de Fe sérico, la capacidad total de union al hierro

(TIBC) y el indice de saturacion de transferrina, se usan Sigma Diagnostics Iron and
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TIBC reagents (Sigma Diagnostics). La absorbancia de las muestras es leida a 550 nm
en un lector de microplacas (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA). El porcentaje de

saturacion de transferrina fue calculado a partir de la siguiente ecuacion:

Saturacion de transferrina (%) = concentracion de Fe sérico (ng/1)/TIBC (ng/l) x 100

4.9 Ferritina sérica

La concentracion plasmatica de ferritina sérica fue determinada mediante un Kit
Elisa (Biovendor Gmbh, Heidelberg, Germany). La absorbancia fue medida por un
lector de microplacas a 450 nm (Bio-rad Laboratories Inc., California, USA). La
intensidad del color obtenido era inversamente proporcional a la concentracion de

ferritina sérica.

4.10 Transaminasas

Las actividades plasmaticas de la alanina aminotransferasa, ALT (también
conocida como glutamato-piruvato transaminasa, GPT), y de la aspartato transaminasa,
AST (también conocida como transaminasa glutdmico-oxalacética, GOT); fueron
determinadas usando un Kit de transaminasas (Sigma Diagnostics Inc., St. Louis, MO)
como ya se habia descrito previamente (Bergmeyer y col.,, 1978). El piruvato es
reducido a lactato por la lactato deshidrogenasa, mientras que el oxalacetato es reducido
a malato, con la consecuente oxidacién del NADH a NAD; reacciones que son medidas
gracias a la disminucionespectrofotométrica de la absorbancia (Thermo Spectronic,

Rochester, USA) a 340 nm.

4.11 Creatinina

La creatinina en plasma fue medida con un kit colorimétrico comercial
(Spinreact, Barcelona, Spain). Su fundamento radica en la reaccion de la creatinina con
el picrato sddico, lo que forma un complejo rojo cuya intensidad de color es

monitorizada espectrofotometricamente a 550 nm (Thermo Spectronic, Rochester,
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USA), intensidad que es directamente proporcional a la concentracion de creatinina en

la muestra.

4.12 Creatina kinasa

La creatina kinasa (CK) en plasma fue medida con un Kit colorimétrico
comercial (Spinreact, Barcelona, Spain). Esta enzima se encarga de la transferencia
reversible de un grupo fosfato de la fosfocreatina al ADP. Dicha reaccionesta acoplada a
las de las enzimas hexokinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. La formacion de
NADPH es medida espectrofotométricamente (Thermo Spectronic, Rochester, USA) a

340 nm, siendo proporcional a la cantidad de CK presente en plasma.

4.13 Obtencion de citosol eritrocitario, hepatico, cerebral y

determinacidn de contenido proteico

Se llevaron a cabo distintas centrifugaciones diferenciales para separar las
fracciones citosolicas de eritrocito, higado y cerebro de acuerdo al procedimiento
descrito previamente (DeSandro y col., 1991). Las muestras de higado y cerebro fueron
homogenizadas tras la adicion de 4 mL de tampon de sacarosa para los cerebros y de
tampon sacarosa-albumina para los higados. Ambos organos fueron fraccionados con
una cuchilla automatica (Polytron-Vertriecb GmbH, Langwiesenweg, Deutschland) y
posteriormente homogenizados en un Poter con piston de teflon (Heidolph Instruments
GmbH, Schwabach, Germany). Para la obtenciéon de sobrenadantes y pellets se
centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos en una centrifuga J2-21 (Beckman, Brea,
CA, USA) a una temperatura de 4°C, siendo los sobrenadantes obtenidos de ambos
organos filtrados con gasa y centrifugados a 8000 rpm durante 20 minutos. Los pellets
obtenidos fueron guardados en hielo y oscuridad, mientras que los sobrenadantes fueron
centrifugados a 10000 rpm durante 10 minutos obteniéndose los citosoles de cerebro e
higado. Los pellets a su vez obtenidos se unieron a los guardados y se resuspendieron en
25 mL de tampdn de sacarosa y fueron centrifugados a 12000 rpm durante 10 minutos.
Los sobrenadantes obtenidos se desecharon dejando solamente los pellets para la

obtenciéon de membranas mitocondriales de ambos drganos, que fueron resuspendidos
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en 2 mL de tampon de sacarosa para luego ser homogeneizados y congelados en sus

respectivos viales a -80°C.

La fraccion citosdlica de los eritrocitos se obtiene por centrifugacion diferencial
con hemolisis hipotonica de acuerdo al método de Hanahan y Ekholm (1974),
eliminando los leucocitos mediante un lavado con tampoén isotonico Tris a pH 7.6 con
posterior centrifugacion a 100 g a 4°C durante 15 minutos. El sobrenadante y la capa
superficial de células obtenidas se separan mediante una pipeta Pasteur. Este
procedimiento de lavado y eliminacion se repitid dos veces mas en cada muestra. Para
resuspender los eritrocitos lavados obtenidos, se emple6 un tampon Tris isotonico hasta
un hematocrito aproximado del 50%. A la suspension se le adiciona después tampon
Tris hipotonico de pH 7.6 en proporcion 1/5. La operacion de lavado con tampdn
hipotdnico se repitio tres veces hasta quedar finalmente las membranas con un ligero
tono rosaceo y el sobrenadante obtenido de la hemdlisis de eritrocitos incoloro, el cual

corresponde a la fraccion citosolica.

La concentracion de proteina en las diferentes muestras citosolicas se determina
mediante el método de Lowry y col. (1951), que se basa en la asociacion entre las
reacciones de Biuret y de Folin, la primera caracteristica del enlace peptidico y de los
grupos fendlicos y la segunda de la tirosina. Para ello se tomaron 15 pLL de muestra a los
que se le anadieron 5 mL de reactivo de Biuret; se agita y, tras 15 minutos, se adicionan
0.5 mL de reactivo de Folin. Pasados 20 minutos se vuelve a agitar y, manteniendo los
tubos en ambiente oscuro, se procede a su lectura en espectrofotometro (Thermo
Spectronic, Rochester, NY, USA) a una longitud de onda de 640 nm. Para el calculo de

la concentracion existente se emplea una curva patrén con albimina sérica.

4.14 Dafio oxidativo de lipidos

La peroxidacion lipidica se evalua en plasma y fracciones citosolicas de higado,
cerebro y eritrocito, determinando la concentracion de especies reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) siguiendo el método descrito por Yagi (1976) y Ohkawa y col.
(1979). 0.5 mL de plasma se mezclan con 1 mL de acido tricloroacético (TCA) al 15%

(Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland) y se centrifuga a 80 g durante 10 min. 1 mL de
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sobrenadante se mezcla con 1 mL de reactivo TBA (0.67%) y la mezcla fue mantenida
en un bafio de agua a 100°C durante 20 min. El producto de la reaccion se extrae y se
mide mediante analisis espectrofotométrico (Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA)
a 532 nm. El ensayo se calibra usando una curva de tetraetoxipropano (TEP) (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) como fuente de malondihaldehido (MDA).

4.15 Actividad enzimatica antioxidante

Las actividades de la superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa

fueron medidas en las fracciones citosdlicas de eritrocito, higado y cerebro.

La actividad de la superdxido dismutasa (SOD) fue determinada usando una
version ligeramente modificada del método de Crapo y col. (1978). Este método esta
basado en la inhibicion de la reduccion del citocromo C por la SOD, determinada
espectrofotométricamente (Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA) a 550 nm. Una
unidad de actividad SOD se define como la cantidad de enzima necesaria para producir

una inhibicidn del 50% en la tasa de reduccidn del citocromo C.

La actividad de la catalasa (CAT) fue determinada siguiendo el método
establecido por Aebi (1984), en el cual se monitoriza con el espectrofotometro (Thermo
Spectronic, Rochester, USA) a 240 nm la descomposicion del H,O, por accion de la

catalasa.

Por su parte, la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) fue medida por el
método de Flohé y Gunzler(1984), el cual esta basado en la formacion instantanea de
glutation oxidado durante la reaccion catalizada por la GPx. Dicho glutation oxidado es
continuamente reducido por el exceso de glutation reductasa y NADPH presente en la
cubeta. La posterior oxidacion de NADPH a NADP' es monitorizada
espectrofotométricamente (Thermo Spectronic, Rochester, USA) a 340 nm. Para dicha

reaccion se utiliza hidroperéxido de cumen como sustrato.
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5. INDICES BIOLOGICOS

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

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

CDA = I_A x 100

* Balance o retenciéon (R):

R=1-(F+U)

* Ratio retencion frente a absorbido (R/A) ingesta (R/1):

% RIA = A - (F + U) x 100/A
% R/l = 1 - (F + U) x 100/1

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

R = Retencion
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6. 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 andlisis de este material de

referencia son:

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

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

En el caso de las determinaciones hematoldgicas y bioquimicas se utilizaron los
patrones internos y controles de calidad presentes en los reactivos comerciales
suministrados por los respectivos proveedores. En todos los casos, las determinaciones se

mantuvieron dentro del rango de linealidad establecido en los protocolos.

7. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos se presentan como valor medio + EEM (error estandar de la media)
durante el PPE y como valor medio + DER (desviacion estandar residual) en el PE. Los
datos fueron analizados mediante un disefio aleatorizado en bloques con adaptacion
factorial (2x2x2x2), 2 (tipo de dieta: leche de vaca frente a leche de cabra) x 2 (grupo de

animal: controles frente a anémicas) x 2 (contenido de Fe en la dieta: normal frente a
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sobrecarga) x 2 (contenido de &cido folico en la dieta: normal frente a suplementada) y
por el método de los minimos cuadrados (Steel y col. 1997). El modelo tiene en cuenta
las variaciones causadas por el tipo de dieta, la anemia, el contenido de Fe y el
contenido de acido folico en las dietas. Cuando los términos de la interaccion no eran
estadisticamente significativos (P> 0.05), los minimos cuadrados fueron calculados del
modelo tras omitir tales términos (Steel y col. 1997). Las diferencias entre grupos
(control frente anémico, contenido normal de Fe frente a sobrecarga y contenido normal
de acido folico frente a suplementado), fueron analizadas mediantes el test de la t de
Student. El analisis de la varianza (One-Way ANOVA) se ha usado para comparar las
diferentes dietas suministradas a los dos grupos de animales (controles y anémicos). Las
medias individuales se compararon usando el test “post hoc” de Tukey, cuando los
efectos principales resultaban significativos. 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 22.0, 2014).
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Resultados y Discusion

1. Parametros hematoldgicos

En los animales controles, todos los parametros hematologicos estudiados (Hb,
recuento de hematies, hematocrito, plaquetas, VCM, Fe sérico, ferritina sérica,
porcentaje de saturacion de la transferrina y TIBC) estan dentro de los limites normales
para esta especie (Campos y col., 1998). Sin embargo, cuando los animales consumen
una dieta con bajo contenido en Fe durante 40 dias (PPE) se induce una anemia
ferropénica nutricional, con una baja concentracion de Hb (P < 0.001). Ademas, el
hematocrito, el Fe sérico, ferritina sérica y la saturacion de la transferrina eran bajos (P
< 0.001); en tanto que los niveles de plaquetas y TIBC estaban marcadamente elevados

(P <0.001) (Tabla I), consecuencia de la deplecion progresiva de Fe desde los depdsitos

corporales (Brownlie y col. 2002).

Grupo experimental

Parametros

hematolégicos _Controles _ Anémi_cas
(contenido normal de Fe) (bajo contenido de Fe)
Concentracién de Hb (g/L) 1289 +2.8 73.5+£2.7*%
Hematies (10%%/L) 7.1+0.1 6.1+ 0.2%
Hematocrito (%0) 39.8+0.7 27.5+0.5%
Recuento de plaquetas (10%/L) 723 £25.1 1388 + 67.8%*
VCM (fL) 55.6+0.2 38.9 +0.6*
Fe sérico (ug/L) 1375+£119 703 + 55*
Ferritina sérica (ug/L) 83+2.5 499 +1.3*
Saturacioén transferrina (%o) 47 +£3.1 3.9+£0.3*
TIBC (ug/L) 2852 + 198 17642 + 725*

Tabla I. Parametros hematologicos de ratas controles y anémicas en el dia 40 del PPE (datos expresados

como la media + error estandar de la media).

*Valores significativamente diferentes (P< 0.001) con respecto al grupo control

mediante el test de la “t de Student”.
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Posteriormente, tras los 30 dias de alimentacion con las dietas basadas en leche
de cabra o vaca (dia 70 de estudio), los parametros hematologicos se recuperaron
completamente con ambos tipos de dietas, con contenido normal o con sobrecarga de

Fe.

La sobrecarga de Fe aument6 el contenido de Fe sérico (como era de esperar) (P
< 0.01), la hemoglobina (P < 0.001), la ferritina sérica (P < 0.01), el porcentaje de
saturacion de transferrina (P < 0.01) y el TIBC (P < 0.01). La suplementacion en acido
folico incremento el recuento de hematies en los grupos con contenido normal de Fe (P

<0.01) y redujo el VCM (P <0.001) (Tabla II).

El consumo de dieta basada en leche de vaca con sobrecarga de Fe incremento
los niveles plasmaticos de ALT y AST, en comparacion con la leche de cabra, en ambos
grupos de animales (P < 0.001). Ademas, la sobrecarga de Fe en las dietas basadas en
leche de vaca, en las distintas condiciones experimentales, dio lugar a un incremento de
los niveles de transaminasas en plasma (P < 0.01). Sin embargo, no se observo ningun
efecto de la sobrecarga de Fe en los animales alimentados con dietas elaboradas con
leche de cabra. Por otra parte, la suplementacion con acido folico disminuyd de manera
acusada los niveles de transaminasas en los animales alimentados con dieta de leche de
cabra (P< 0.001), no existiendo diferencias en los grupos alimentados con dieta basada
en leche de vaca. La suplementacion con éacido folico aumentd significativamente los
niveles plasmaticos de creatinina y CK con ambos tipos de leche y en todas las

condiciones experimentales ensayadas (P< 0.001) (Tabla III).
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Tabla Il- Parametros hematoldgicos de ratas controles y anémicas alimentadas con dictas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido
normal o sobrecarga de Fe y contenido normal o suplemento de 4cido folico.

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Nivel de significacion
Grupos control Grupos anémicos Grupos control Grupos anémicos Efectos principales’
Folico Folico Folico Folico Folico Folico Folico Folico Contenido Contenido
Parametros Contenido de Fe normal suplementado normal suplementado normal suplementado normal suplementado DER? Dieta Anemia de Fe de folico
(n =20) (n =20) (n=20) (n =20) (n =20) (n =20) (n =20) (n=20)
Normal 130-80 134-00° 129-80 129-30 132-60 133:25 128-50 133-43P 2:345 NS? NS <0-05
Hb (/) c C AC C C c BC c <0-001
Sobrecarga 143-80~ 141-30 148-00 146-00 142-80 142-13 142-10 145-00 2984 <0-05 NS NS
” Normal 7-40° 8-:01°° 7-20* 8-04"P 7-05° 7-74°P 7-07* 7-68°P 0-183 <0-05 NS <0-001
Hematies (10°/1) oC . AC b b B <0-05
Sobrecarga 8-03 7-87 7-10 7-98%~ 6-92 7-17 7-20 7-49 0-127 <0-01 NS <0-05
Normal 42-38* 44-08°° 39544 42-48° 40-82° 38-52°° 38-94% 43-04° 0-568 <0-01 NS <0-01
Hematocrito % C «CD c b b c b <0-01
Sobrecarga 45-28 48-54 45-36 42-32 39-21 40-23 45-28 42-59 0-593 <0-05 NS <0-05
Plaquetas(10°/1) Normal 926-00 928-00 939-33 963-67 934-00 903-00 964-00 944-89 29-53 NS NS NS NS
Sobrecarga 909-67 936-56 968-00 984-12 940-25 916-75 968-50 913-25 32:21 NS NS NS
Normal 57-25 52-62° 55-04 53-44° 57-68 53-77° 55-34 52-48° 0-386 NS NS <0-001
VCM (fL) D A D D B D NS
Sobrecarga 56-44 52-39 56-15 52-00 56-79 53-33 53-18 50-56 0-402 <0-05 NS <0-001
Fe sérico Normal 1352 1347 1326 1345 1346 1364 1355 1353 5865 NS NS <0-01 NS
(ng/h) Sobrecarga 1456° 1445¢ 1476° 1489¢ 1491¢ 1478¢ 1487¢ 1454° 61-87 NS NS NS
Ferritina sérica Normal 84-33 83-60 8234 80-26 83-25 83-87 82:97 82-60 1-925 NS NS <0-01 NS
(ng/l) Sobrecarga  87-91¢ 88-40° 86-65° 87-53¢ 87-73¢ 88-06° 86-87¢ 88-71° 2:322 NS NS NS
Saturacion Normal 46-65 47-34 46-37 46-25 45-98 46-21 45-32 45-18 1-543 NS NS <0-01 NS
transferrina(%) Sobrecarga  49-59¢ 48-95¢ 48-96¢ 48-85¢ 47-76¢ 48-59¢ 47-88° 47-76¢ 1-885 NS NS NS
Normal 2785 2821 2789 2776 2787 2765 2798 2776 156-43 NS NS NS
TIBC (ng/l) c c c c c c c c <0-01
Sobrecarga 3251 3285 3195 3156 3145 3321 3254 3128 189-54 NS NS NS
! Efectos principales: Dieta, efecto principal del tipo de dieta; Anemia, efecto principal de la ferrodeficiencia; Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga; Contenido de acido folico, efecto principal del
contenido de 4cido folico en las dietas. ’DER, Desviacion estandar residual. *NS, no significativo.

P Valores entre grupos de animales controles con distinto superindice mintscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

ABValores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

€ Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de Fe (comparacion entre dietas con contenido normal y con sobrecarga de Fe) (P < 0.05)
mediante test de la t de Student.

D Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de 4cido folico (comparacion entre dietas con contenido normal y con sobrecarga de 4cido
folico) (P< 0.05) mediante test de la t de Student.
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Tabla I11- Transaminasas, creatinina y creatin kinasa (CK) de ratas controles y anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o
vaca, con contenido normal o sobrecarga de Fe y contenido normal o suplemento de acido folico.

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Nivel de significacion
Grupos control Grupos anémicos Grupos control Grupos anémicos Efectos principales'
Folico Folico Folico Folico Folico Félico Folico Folico

Contenido Contenido

Parametro bioquimico Contenido de Fe normal suplementado normal suplementado normal suplementado normal suplementado DER? Dieta Anemia de Fe de folico

(n=20) (n=20) (N=20) (n=20)  (n=20)  (n=20)  (n=20)  (n=20)

Normal 37-59 24-57%P 33-55 26-824P 40-38 37-22° 3524 32208 1-537 <005 NS§° <001
ALT (UI) a aD A AD bC bC BC BC <0-01
Sobrecarga 39-81 27-39 3643 29-42 50-99°C 53-15 44-52 43-12 1-675 <0-001 NS <001
Normal 10815 98-87°° 109-23 94-66P 110-25 109-92° 108-73 107-652 3922 <005 NS <001
AST (UI/I) a aD A AD bC bC BC BC <0-01
Sobrecarga  112:20 101-17 111-52 95-19 12432 122-57 123-41 124-08 4129 <0-001 NS <001
o Normal 2051 27-32P 21-32 28-32P 21-35 29-30° 23-45 29-224P 1-107 NS NS <0-001
Creatinina (pmol/l) b b b AD NS
Sobrecarga 2032 29-53 20-59 29-54 21-98 2932 2234 30-18 1-113 NS NS <0-001
Normal 71-81 95-93P 74-81 99-56° 73-95 101-23P 72:76 98-87°  3-243 NS NS <0-001
CK (U/1) b b b AD NS
Sobrecarga 72:12 101-91 73-07 103-42 76-86 100-57 73-97 103-11 3-389 NS NS <0-001

! Efectos principales: Dieta, efecto principal del tipo de dieta; Anemia, efecto principal de la ferrodeficiencia; Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga; Contenido de 4cido folico,
efecto principal del contenido de &cido folico en las dietas.

2DER, Desviacion estandar residual.

3N, no significativo.

*>Valores entre grupos de animales controles con distinto superindice minuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).
AB yalores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

€ Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de Fe (comparacion entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de Fe) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.

D' valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de 4cido folico (comparacion entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de acido folico) (P< 0.05) mediante test de la t de Student.
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2. Dano oxidativo

Respecto al dafio oxidativo a los lipidos (Tabla IV), en general, los niveles de
TBARS son mayores en eritrocito (P < 0.05), cerebro (P < 0.01) y plasma (P < 0.05) en
ambos grupos de animales (controles y anémicos) alimentados con dietas basadas en
leche de vaca con sobrecarga de Fe en comparacion con los alimentados con leche de
cabra. La anemia no tuvo efecto en los niveles de TBARs en ninguno de los tejidos
estudiados y bajo cualquier condicion experimental. Sin embargo, la sobrecarga de Fe
afectd negativamente a los animales alimentados con dieta de leche de vaca con
contenido normal de 4cido foélico, incrementando la peroxidacién lipidica en eritrocito
(P < 0.05), cerebro (P < 0.01) y plasma (P < 0.05). Por otra parte, el suplemento de
acido folico en las dietas elaboradas a base de leche tuvo un efecto beneficioso al
reducir el grado de peroxidacion lipidica en todos los tejidos estudiados (P < 0.01)

(Tabla IV).
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Tabla V- Especies reactivas al acido tiobarbiturico (nmol/mg proteina) en fracciones citosélicas de higado, eritrocito, cerebro y plasma de ratas
controles y anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de Fe y contenido normal o
suplemento de acido folico.

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Nivel de significacion
Grupos control Grupos anémicos Grupos control Grupos anémicos Efectos principales'
Folico Folico Folico Folico Folico Folico Folico Folico Contenido d Contenido d
TEJIDO Contenido de Fe normal suplementado normal suplementado normal suplementado normal suplementado DER? Dieta Anemia © eFe ode © leicoo ¢
(n =20) (n =20) (n =20) (n =20) (n =20) (n =20) (n =20) (n =20)
Normal 579 2-58" 5-88 2:63° 5-63 2:77° 604 2-88° 0221 NS° NS <0-001
Higado a D AC D bC D BC D <0-01
Sobrecarga 6:35 2:68 7-58 279 8-54 2-89 8-66 3-09 0-225 <0-05 NS <0-001
o Normal 8-16° 3-88%° 8-98 3-96° 9-65° 4-87°P 8-96 4-55P 0-331 <0-05 NS <0-001
Eritrocito . D A b bC \D BC b <0-05
Sobrecarga 9-59 3-55 9:97 3-99 14-35 5-10 12-:05 4-16 0-376 <0-05 NS <0-001
Normal 11-55 5-10° 11-05 4-88AP 11-07 5-11° 11-49 5-66°° 0331 NS NS <0-001
Cerebro a D A AD bC bD BC BD <0-01
Sobrecarga 11-94 5-03* 11-88 5-03 19-95 6-55 17-81 6-24 0-355 <0-01 NS <0-001
Normal 3-11 1-41° 3-12 1-434P 3-66 1-73° 3-01 2:23%° 0329 NS NS <0-001
Plasma D A AD bC D BC BD <0-05
Sobrecarga 3-95% 1-52 4-10 1-40 591 1-75 5-56 2:28 0-337 <0-05 NS <0-001

! Efectos principales: Dieta, efecto principal del tipo de dieta; Anemia, efecto principal de la ferrodeficiencia; Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga; Contenido de acido folico,
efecto principal del contenido de acido folico en las dietas.

2DER, Desviacion estandar residual.

NS, no significativo.

*>Valores entre grupos de animales controles con distinto superindice mintscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).
ABValores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

€ Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de Fe (comparacién entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de Fe) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.

P Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de 4cido folico (comparacién entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de acido folico) (P< 0.05) mediante test de la t de Student .
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3. Actividad enzimatica antioxidante

Se observé un incremento en la actividad de la SOD en todos los tejidos
estudiados de los animales alimentados con dieta elaborada a base de leche de vaca (con
contenido normal en acido folico, con o sin sobrecarga de Fe) en comparacion con la
leche de cabra (P < 0.001). La sobrecarga de Fe también aument6 la actividad de la
SOD en el eritrocito y el cerebro de los animales controles y de los anémicos
alimentados con leche de vaca, en comparacion con los alimentados con las dietas con
contenido normal de Fe (P < 0.05). Por otra parte, la suplementacion con acido folico
derivo en un incremento de la actividad de esta enzima en todos los tejidos estudiados;
en todas las condiciones experimentales ensayadas, excepto para el plasma (P < 0.001),

(Tabla V).

La actividad de la CAT aumento en todos los tejidos de los animales controles y
anémicos alimentados con leche de vaca en comparacion con los alimentados con leche
de cabra y contenido normal de Fe (P < 0.001 para higado y eritrocito, y P < 0.01 para
cerebro). El déficit de Fe desencadend una disminucion de la actividad de la CAT en
cerebro de los animales alimentados con leche de vaca, ya sea con o sin sobrecarga de
Fe y con contenido normal de 4cido folico (P < 0.001). La actividad de la CAT, sin
embargo, no se ve afectada por la suplementacion de acido folico en el cerebro de
animales alimentados con dieta basada en leche de cabra con sobrecarga de Fe. La
sobrecarga de Fe aumento la actividad de la CAT en higado y eritrocito en todas las
condiciones experimentales (P < 0.01), mientras que en cerebro no se observaron
diferencias significativas. La suplementacion con acido folico aument6 la actividad de

la CAT en higado y la disminuyé en eritrocito y cerebro (Tabla VI).

La actividad de la GPx es menor en higado (P < 0.001) y eritrocito (P < 0.05) de
los animales alimentados con leche de vaca con sobrecarga de Fe en comparacion con la
leche de cabra. En general, la anemia no afecta a la actividad de la GPx en los tres
tejidos estudiados. La sobrecarga de Fe disminuy6 la actividad GPx en higado y cerebro
de los animales alimentados a base de leche de vaca con contenido normal de acido

folico (P < 0.001). La suplementacion de 4cido folico disminuyo la actividad de la GPx
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en higado (P < 0.001), aument6 en eritrocito (P < 0.001), mientras que en cerebro no se

observaron diferencias significativas (Tabla VII).

4. Utilizacién nutritiva de cobre y cinc

El suministro durante 30 dias de las dietas basadas en leche de cabra, en
relacion a las de vaca, conduce a un efecto positivo sobre la utilizacion digestiva (CDA)
y metabolica (R/I) de Cu y Zn, tanto para animales controles como con anemia, con
contenido normal o sobrecarga de Fe y con contenido normal o suplemento de acido

folico (P < 0.01) (Tablas VIII y IX).

La anemia afecta negativamente a la utilizacion nutritiva de Cu y Zn en
animales que consumen la dieta con leche de vaca especialmente con suplemento de
acido folico y con contenido normal o sobrecarga de Fe (P < 0.05). En cambio, los
animales ferrodeficientes alimentados con la dieta de leche de cabra suplementada con
acido folico, en general, presentan mayor utilizacion nutritiva de Cu (P < 0.05) y

mantienen unos niveles similares a sus respectivos controles para el caso del Zn.

La sobrecarga de Fe no altera la utilizacion digestiva (CDA) ni metabdlica
(retencién) de Cu y Zn en ambos grupos de animales y en todas las condiciones

experimentales ensayadas.

El suplemento de acido folico duplica la utilizacion nutritiva de Cu en ratas
controles y anémicas, alimentadas con ambos tipos de leche, con contenido normal o
sobrecarga de Fe (P < 0.001) (Tabla VIII); sin embargo, el suplemento de acido folico

no afecta la utilizacion de Zn (Tabla IX).
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Tabla V- Superoxido dismutasa (SOD, U/mg proteina) en fracciones citosolicas de higado, eritrocito, cerebro y plasma de ratas controles y
anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de Fe y contenido normal o suplemento de
acido folico.

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Nivel de significacion
Grupos control Grupos anémicos Grupos control Grupos anémicos Efectos principales'
Folico Folico Folico Félico Félico Folico Folico Folico

TEJIIDO Contenido de Fe normal suplementado normal suplementado normal suplementado normal suplementado DER? Dieta Anemia Contenido de Contenido de

(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n =20) (n =20) (n =20) (n =20) Fe folico
Normal 2-832° 1-253P 2-925% 1-281F 11-111° 1-296° 10-0458 1-398° 0276 <0-01 NS* <0001

Higado a D A D b D BC D <0-05
Sobrecarga  3-075 1-402 3-234 1-361 12:325 1-406 12-121 1-380 0374 <0-01 NS <0-001
o Normal 2-931° 1-108°°  2:929%  1-116*° 9-187° 1-580°P 9-5548 1-4025°  0-282 <0-001 NS <0-001

Eritrocito a aD A AD bC bD B BD <0-05
Sobrecarga  3:189 1-169 3-032 1-042 10-386 1-499 9-987 1-221 0-217 <0-01 NS <0001
Normal 2-922° 2-174° 2:953%  2.0174P 6-322° 2-182P 6-4348 2:39182 0269 <001 NS <0001

Cerebro a aD A AD bC bD BC BD <0-05
Sobrecarga  3-165 2:049 3-206 2:007 7-434 2:433 7-567 2-604 0-388 <0-01 NS <0-001
Normal 0-316° 0-835° 0-325%  0-764P 0-525° 0-842° 0-5318 0-892%°  0-083 <001 NS <0001

Plasma . b A b b b B b NS

Sobrecarga  0-325 0-809 0-313 0-747 0-530 0-824 0-512 0-757 0-088 <0-01 NS <0-001

! Efectos principales: Dieta, efecto principal del tipo de dieta; Anemia, efecto principal de la ferrodeficiencia; Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga; Contenido de acido félico,
efecto principal del contenido de acido folico en las dietas.

2DER, Desviacion estandar residual.

NS, no significativo.

*>Valores entre grupos de animales controles con distinto superindice mintscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).
ABvyalores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

€ Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de Fe (comparacién entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de Fe) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.

D Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de 4cido folico (comparacién entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de acido folico) (P< 0.05) mediante test de la t de Student.
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Tabla VI- Catalasa (CAT, U/ml citosol) en fracciones citosdlicas de higado, eritrocito y cerebro de ratas controles y anémicas alimentadas con
dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de Fe y contenido normal o suplemento de acido folico.

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Nivel de significacion
Grupos control Grupos anémicos Grupos control Grupos anémicos Efectos principales'
Foélico Folico Folico Folico Folico Foélico Foélico Folico Contenido de  Contenido de
TEJIDO Contenido de Fe normal suplementado normal suplementado normal suplementado normal suplementado DER? Dieta Anemia Fe folico
(n=20) (n=20) (n =20) (n=20) (n =20) (n=20) (n =20) (n =20)
St Normal 0-178*  0-293% 0-183%  0-182*¢  0-226° 0-547%  0-320°¢  0-557°"  0-032 <0:001 <0-05 <001 <0-001
igado :
= Sobrecarga  0-206°  0-397°°F  0-385 0216 0:324°®  0-646"°F 0394 0-680°PF  0-042 <0-001 <0-05 <0-001
o Normal 0-681° 0-388°F 0-620%  0-304*°  0-850° 0-479°F 0-868% 0576 0-051 <0-001 <0-05 <0-001
Eritrocito D aE D ACE D bE D BCDE <0-01
Sobrecarga 1-075 0-432 0-986 0-331 1-083 0-526 0-962 0-654 0-045 <0-001 <0-05 <0-001
Normal 0-151  0-091*  0-089¢ 0-139" 0-199°  0-166™  0-092° 0-138"  0-019 <0-01 <0-05 <0-001
Cerebro a aE AE b bE c BE 3 <0-05
Sobrecarga 0-158 0-109 0-113 0-129 0-221 0-170 0-110 0-142 0-017 <0-01 NS <0-001

! Efectos principales: Dieta, efecto principal del tipo de dieta; Anemia, efecto principal de la ferrodeficiencia; Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga; Contenido de acido folico,
efecto principal del contenido de 4cido folico en las dietas.

2DER, Desviacion estandar residual.

*NS, no significativo.

*>Valores entre grupos de animales controles con distinto superindice mintscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).
ABvyalores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).
€Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales controles (comparacion entre ratas controles y anémicas) (P< 0.05) mediante test de la t de Student.

D Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de Fe (comparacién entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de Fe) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.

E Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de 4cido folico (comparacion entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de acido folico) (P< 0.05) mediante test de la t de Student.

-120 -



Resultados y Discusion

Tabla VII- Glutation peroxidasa (GPx, mmol/mg proteina/ml) en fracciones citosélicas de higado, eritrocito y cerebro de ratas controles y
anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de Fe y contenido normal o suplemento de
acido folico.

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Nivel de significacion
Grupos control Grupos anémicos Grupos control Grupos anémicos Efectos principales'
Folico Folico Folico Folico Folico Folico Félico Folico

TEJIIDO Contenido de Fe normal suplementado normal suplementado normal suplementado normal suplementado DER? Dieta Anemia Contenido de Contenido de

(N=20) (1=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)  (n=20) Fe félico
Hicad Normal 0-851 0-303" 0-876 0-375" 0-880 0-364" 0-822 0-339® 0035 NS* NS’ 001 <0:001
B Sobrecarga 0-585° 03125 0-553*° 03424 0351 0-312°F  0-283%0  0272°°F  0.041 <0-001 NS <0001
- Normal 1-135 1-389° 11189 1-665°°F  1.088 0-902° 1-175 1-077® 0059 <005 NS <0-001
Eritrocito . A DE D DE BD E <0-05

Sobrecarga 1070 1-104 1-085 1-237 0-845 1-201 0-860 1-137 0-050 <0-05 NS <0-001

Normal 0-316° 0-308 0-315 0-295 0-283° 0-283 0-292 0303 0022 NS NS NS

Cerebro A b b B NS
Sobrecarga 0315 0-323*  0-323 0-301 0-281 0-286 0-289 0299  0-031 <005 NS NS

! Efectos principales: Dieta, efecto principal del tipo de dieta; Anemia, efecto principal de la ferrodeficiencia; Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga; Contenido de 4cido fdlico,
efecto principal del contenido de acido folico en las dietas.

2DER, Desviacion estandar residual.

3N, no significativo.

*>Valores entre grupos de animales controles con distinto superindice minuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).
AB yalores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).
€Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales controles (comparacion entre ratas controles y anémicas) (P< 0.05) mediante test de la t de Student.

D Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de Fe (comparacién entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de Fe) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.

Evalores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de 4cido folico (comparacion entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de acido folico) (P< 0.05) mediante test de la t de Student
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Tabla VIII- Utilizacion nutritiva de cobre en ratas controles y anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de Fe y
contenido normal o suplemento de acido folico.

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Nivel de significacion
Grupos control Grupos anémicos Grupos control Grupos anémicos Efectos principales'
olico olico olico olico olico olico olico olico
Foli Foli Foli Foli Foli Foli Foli Foli
Parametros  Contenido de Fe normal suplementado  normal suplementado  normal  suplementado normal  suplementado DER®> Dieta Anemia Contenido de Fe Contenido de folico
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
S.S. ingerida Normal 15-04 15-56 15-04 15-56 15-04 15-45 15-04 15-45 0-:00 NS’ NS NS NS
(g/dia) Sobrecarga 15-12 15-61 15-12 15-61 1512 15-53 1512 15-53 0-:00 NS NS NS
Cu ingerido Normal 97-76 96-24 97-76 96-24 95-25 98-10 95-25 98-10 0:00 NS NS NS NS
(ng/dia) Sobrecarga 107-35 89-33 107-35 89-33 105-28 96-27 105-28 96-27 0:00 NS NS NS
Cu fecal Normal 72-38° 46-91* 63-64"¢ 44-76*F 77-33° 54-10°F 71-38° 66-455¢ 1-68 <0-05 <0-05 <0-001
. <0-05
(ng/dia) Sobrecarga 7857 48-02° 75-654P 40-43A°F 83-38 57-65 84-80 5P 68-87°CE 2:45 <005 <0-05 <0-001
Cl bl Normal 25-38" 49-33°F 34-12%¢ 51-48%F 18-92° 43-99°F 23-87%¢ 32-85%°F 173 <0-01 <0-05 <0-001
(ng/dia) Sobrecarga 28-78* 43-31°F 31-70% 48-907°F 21-40° 38-55% 20-48° 28-675F 1:69 <0-01 <0-05 NS <0-001
CDA Normal 25-96° 51-58°F 34-674¢ 53:291F 19-22° 4453 25-06°¢ 33-995F  2.55 <0-01 <0-05 NS <0-001
(%) Sobrecarga 26-81° 4837 30-214 54.73 ACE 20-32° 40-47° 19-465 29-585F  2.17 <0-01 <0-05 <0-001
€ nfaeds Normal 4-40 470 552 4-91 371 4-23 4-39 511 029 NS NS NS NS
(ng/dia) Sobrecarga 470 4-82 3-28* 6-154<P 467 313 508" 3918 032 <005 NS NS
S Normal 20-98° 44-62° 29-60%¢ 48-564° 12:21° 3977 19-475¢ 27-79%F 198 <0-01 <0-05 NS <0-001
(ng/dia) Sobrecarga 24.07° 38-45° 28-414 43-144¢E 16:73° 3527" 15408 24-21 B 1-73  <0-01 <0-05 <0-001
R/A Normal 8231 90-35" 86-87 94-86 " 7650 90-43" 81-43 84-08° 209 NS NS NS <0-05
(%) Sobrecarga 83-22 87-21% 89-74* 9925 ACE 76-98 91-12% 74-87" 85-03 B¢ 379 <0-05 NS <0-01
R/I Normal 21-46° 46-41° 30-034¢ 50-84°F 12:32° 40-35°F 20-45"¢ 28-74BF  2.48 <0-01 <0-01 NS <0-001
(%) Sobrecarga 22-43° 37-22°F 26-45" 53-78 At 15-89° 36-87" 14-63° 25-365¢ 1-83 <0-01 <0-05 <0-001
! Efectos principales: Dieta, efecto principal del tipo de dieta; Anemia, efecto principal de la ferrodeficiencia; Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga; Contenido de 4cido fdlico,
efecto principal del contenido de acido folico en las dietas. DER, Desviacién estandar residual. *NS, no significativo.

*>Valores entre grupos de animales controles con distinto superindice mintscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

AB yalores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

€ Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales controles (comparacién entre ratas controles y anémicas) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.

D Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de Fe (comparacién entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de Fe) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.

E Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de 4cido folico (comparacioén entre dietas con contenido normal y con
sobrecarga de acido folico) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.
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Tabla IX- Utilizacioén nutritiva de cinc en ratas controles y anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de Fe y
contenido normal o suplemento de acido folico.

Dieta basada en leche de cabra Dieta basada en leche de vaca Nivel de significacion
Grupos control Grupos anémicos Grupos control Grupos anémicos Efectos principales'
Folico Folico Folico Folico Folico Folico Folico Folico

Contenido  Contenido

Pardmetros Contenido de Fe  normal suplementado normal suplementado normal suplementado normal suplementado DER? Dieta Anemia de Fe de folico

(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

S.S. Normal 15-04 1556 15-04 15-56 15-04 15-45 15-04 15-45 000 NS* NS NS
ingerida NS
(g/dia) Sobrecarga 1512 15-61 1512 1561 1512 1553 1512 1553 000 NS NS NS
Zn ingerido Normal 585-05° 58820 585-05 58820 601-77 631-04 601-77 631-04 000 NS NS NS NS
(ng/dia) Sobrecarga 660-74 653-90 660-74 653-90 594-08 618-76 594-08 61876 000 NS NS NS
Zn fecal Normal 302-12° 275-12° 304-99* 283144 419-28° 396-76° 412-48 46518 2129 <0-05 NS NS
1 aE ACDE 69b BCE NS
(ng/dia) Sobrecarga 330-55 27819 336-44  385-52 448-07 435- 435-07  498-47 1563 <0-05 <0-05 <0-01
Zn Normal 282-93*  312:54*F  280-06*  305-26"F  182:49° 23429 189328 16553 1675 <0-001 NS <005
a}’:;’/rgiig" Sobrecarga  330-19°  375:57F 324308 2gRAACE  145.01D g3 0TDE  159.0IBD  y37.90BCDE 1487 <0.001 <005 OO <005
CDA Normal 48-36° 53-65° 47-874 51-26% 30-32° 37-13° 31-46° 26-23B¢ 2:44 <001 <0-05 NS NS
(%) Sobrecarga 50-84° 57-15° 49-954 42-304¢ 24-58° 29-59°P 26778 21-328¢ 274 <0-01 <0-05 NS
A Normal 7-60 5-65% 674 4-60° 7-41 3-978 5-64 3-75% 0-519 NS NS <001
<005
(ng/dia) Sobrecarga 5-52P 3-56"F 533 4:23 5-17° 4:20 6-47 3-25 0-562 NS NS <0-05
Zn retenido Normal 271-33 306-33° 27331 300-84* 175-08° 230-31° 183-68"% 161-78%¢ 1685 <0-001 NS < 0:05 NS
(ng/dia) Sobrecarga  321:66  371-01° 318:98% 26446 140-85°  178-87°° 152-:54%  128-78%P  15-48 <0-001 <0-05 NS
R/A Normal 95-82 97-44 97-61 98-26 95-74 98-59 96-98 97-67 354 NS NS NS NS
(%) Sobrecarga 9622 9811 97-74 98-85 96-44 97-67 95-79 97-46 3-88 NS NS NS
R/ Normal 46-38? 52-08° 46-66™ 51-66* 29-48° 36-50° 30-528 25-645¢ 2:43 <001 NS NS NS
(%) Sobrecarga 48-55° 56-93° 48-29* 48-93AC 23-71° 28-91°P 25688 20-815¢ 2:54 <0-01 <0-05 NS
! Efectos principales: Dieta, efecto principal del tipo de dieta; Anemia, efecto principal de la ferrodeficiencia; Sobrecarga de Fe, efecto principal de la sobrecarga; Contenido de acido folico, efecto principal del
contenido de 4cido folico en las dietas. ’DER, Desviacion estandar residual. *NS, no significativo.

“bValores entre grupos de animales controles con distinto superindice mintscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

ABValores entre grupos de animales anémicos con distinto superindice mayuscula en la misma fila indican diferencia significativa mediante one-way ANOVA (test de Tukey).

€ Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de Fe (comparacion entre dietas con contenido normal y con sobrecarga de Fe) (P < 0.05)
mediante test de la t de Student.

P Valores estadisticamente diferentes del correspondiente grupo de animales alimentados con dietas con contenido normal de 4cido folico (comparacién entre dietas con contenido normal y con sobrecarga de 4cido
folico) (P < 0.05) mediante test de la t de Student.
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5. Discusioén

5.1 Parametros hematologicos

Bajo nuestras condiciones experimentales, tras 40 dias de restriccion de Fe en la
dieta, se induce una anemia ferropénica nutricional severa como se corrobora con los
parametros hematoldgicos mostrados en la Tabla I. La clave para entender mejor estos
resultados obtenidos en este estudio para la medida del estado del Fe radica en el
conocimiento del circuito interno de Fe resultado de la retirada y reemplazamiento cada
dia de 30-40 mg de Fe-hemoglobina de las células rojas senescentes. Durante la
ingestion por parte de los macrofagos de las células rojas mas viejas en bazo y médula
Osea, el Fe es extraido de la hemoglobina y devuelto posteriormente al plasma donde se
une estrechamente a su transportador, la transferrina. Més tarde, el Fe se liga en la
médula osea a la superficie de receptores especificos de precursores de células rojas.
Este ciclo se completa cuando los eritrocitos recién formados pasan a la circulacion
sanguinea general en los siguientes dias. Existen otras importantes vias de
comunicacion entre el Fe plasmatico y el higado o la mucosa intestinal, si bien son

menos relevantes que la anteriormente mencionada.

El déficit de Fe se produce en las ratas como consecuencia de una gran pérdida
de las reservas de Fe corporal que preceden a la caida en los niveles de hemoglobina. El
parametro mas utilizado en la medida de la anemia por deficiencia de Fe es el
porcentaje de saturacion de la transferrina plasmatica, el cual es bajo en esta patologia
(Thomas and Thomas, 2002), algo que estd en concordancia con los resultados
obtenidos en este estudio al demostrarse que estos niveles estan bajos durante el PPE y
se recuperan tras los 30 dias de aporte normal de Fe en la dieta. La introduccion de
analizadores hematologicos autométicos mejord sustancialmente la precision de los
indices de medida de las células rojas, por lo que el volumen corpuscular medio (VCM)
paso a ser el marcador biolégico de células rojas mas importante para la deteccion de
anemia ferropénica en células rojas sanguineas (Cook, 2005). Sin embargo, aun en
condiciones de anemia ferropénica severa, este parametro tiene los mismos valores tanto

en los animales controles como en los anémicos en el dia 70 del experimento. Por su
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parte, la ferritina sérica ha sido el parametro mas ttil en la evaluacion del estado del Fe
ya que se trata de un indicador bien estandarizado que ofrece importantes ventajas en el
examen de médula dsea para identificar la ferro-deficiencia.

Una de sus principales caracteristicas es que su concentracion estd relacionada

directamente con los depositos corporales de Fe (Finch y col., 1986).

Tras estas consideraciones, podemos concluir que las reservas corporales de Fe
se agotaron completamente tras la restriccion férrica de los 40 dias del PPE y que tales
reservas se recuperaron nuevamente en su totalidad después de alimentar a los animales

durante 30 dias con los diferentes tipos de leche, ya fuera con o sin sobrecarga de Fe.

En lo que respecta al acido folico, podemos afirmar que su suplementacion
aumenté el recuento de células rojas sanguineas en los grupos con dieta con contenido
normal de Fe, algo que puede ser explicado gracias al importante papel del folico en el
crecimiento y diferenciacion celular (Gursu y col., 2004). La reduccion por su parte del
VCM en los grupos con suplementaciéon de folico puede ser atribuida a la mayor

pérdida celular en estos grupos dando lugar a células mas pequeiias.

La sobrecarga de Fe en los animales alimentados con dieta basada en leche de
vaca aument6 los niveles plasmaticos de transaminasas (ALT y AST), parametros
indicadores de dafo hepatocelular, produciendo su liberacion al torrente sanguineo por
la toxicidad inducida en el hepatocito. La suplementacion de acido folico redujo los
niveles plasmaticos de transaminasas en animales alimentados con leche de cabra lo que
sugiere que el suplemento de 4cido folico tiene un claro efecto hepatoprotector en
condiciones basales y especialmente en condiciones de sobrecarga de Fe. Este hecho
pone de manifiesto las beneficiosas cualidades nutricionales de la leche de cabra, entre
las que destaca la mayor biodisponibilidad de Zn, aumentando su capacidad
antioxidante y ademads la mejor utilizacion nutritiva de la grasa presente en la leche de
cabra produce una menor cantidad de sustrato para la peroxidacion lipidica hepatica con
la consecuente disminucién de la produccion de radicales libres (Diaz-Castro y col.,

2012).
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La suplementacion de acido folico aumento los niveles plasmaticos de creatinina
y CK debido a la mayor sintesis de creatina, proceso que requiere de grupos metilo y

que es imprescindible en el metabolismo de los folatos (Gamble y col., 2007).

La creatina incrementa la masa muscular y la sintesis de ATP. En las 4-6 horas
posteriores a dicha sintesis, el nivel de 4&cido tiodiglicdlico (TDGA) aumenta
rapidamente, lo que origina la disminucion del pool de glutation (GSH) poniendo en
peligro las vias metabolicas dependientes de esta sustancia (Navratil y col., 2010). Esto
refleja lo perjudicial que puede llegar a ser el aumento de la sintesis de creatina, ya que
la oxidacidén de xenobidticos deriva también en la formacion de TDGA. No obstante,
bajo nuestras condiciones experimentales, se observo que la suplementacion con acido
folico reduce el consumo de glutation y mejora asimismo la capacidad antioxidante del
higado neutralizando el exceso de radicales libres generados en el metabolismo de la
creatina. Ademads, este efecto hepatoprotector se ve potenciado por la mejora de las
actividades enzimadticas antioxidantes (SOD, CAT, GPx) analizadas también en este

estudio.

5.2. Dano oxidativo

Teniendo en cuenta el papel pro-oxidante del Fe como catalizador en las
reacciones de Fenton y Harber-Weiss, el incremento en la generacion de especies
reactivas induce un aumento en la peroxidacion lipidica, como se pone de manifiesto
por los mayores niveles de TBARS. Sin embargo, este incremento es mas significativo
en los animales alimentados con dieta a base de leche de vaca que en los que consumen
leche de cabra. Estos resultados pueden ser debidos a las beneficiosas caracteristicas
nutricionales de este tipo de leche que, como se ha mencionado anteriormente, aumenta
la biodisponibilidad de minerales antioxidantes tales como el Zn (Diaz-Castro y col.,
2012), impidiendo que se produzca el dafio oxidativo causado por el Fe al reemplazarlo
y reducir la oxidacion en las membranas plasmaticas. Ademads, la mejor utilizacion
nutritiva de la grasa de la leche de cabra proporciona menos sustrato para la
peroxidacion lipidica, reduciéndose asi la generacion de radicales libres en los animales

alimentados con este tipo de leche, hecho que a su vez explica los niveles mas bajos de
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TBARS. Por otra parte, la suplementacion con acido folico tiene efectos beneficiosos al
reducir la peroxidacion lipidica en los animales alimentados con ambos tipos de leche.
Estos resultados se pueden explicar debido a que el acido folico atrapa radicales libres y
algunos de sus metabolitos, manteniendo muy eficientemente el equilibrio fisiologico
celular normal e impidiendo el dafio oxidativo lipidico (Gursu y col., 2004; Valko y

col., 2007).

5.3 Actividad enzimatica antioxidante

En general, la anemia ferropénica no afecta a la actividad enzimatica de la SOD,
CAT y GPx por lo que no se induce dafio oxidativo en los tejidos estudiados. Este
hallazgo se ve apoyado por estudios previos de nuestro grupo de investigacion en los
que se demostré que un estado antioxidante adecuado junto con una carencia de Fe
disponible tendria un efecto protector en el animal al impedir la generacion de radicales
libres por vias dependientes de Fe como las reacciones de Fenton y de Haber-Weiss

(Diaz-Castro y col., 2008).

Los animales alimentados con dieta elaborada a base de leche de vaca, con o sin
sobrecarga de Fe, experimentaron un considerable aumento de la actividad enzimatica
de la SOD en todos los érganos estudiados. Sin embargo, la suplementacion con acido
folico en las distintas condiciones experimentales disminuyo la actividad de la SOD.
También se observdé un aumento concomitante de la CAT en todos los 6rganos,
especialmente con el suplemento de 4cido folico. Estos resultados indican que existe un
aumento en la generacion de hidroperoxidos causado por la actividad aumentada de la
SOD y que este exceso de especies reactivas es neutralizado por la CAT (cuya actividad
también se encuentra aumentada), necesitando por tanto un incremento de la actividad
de la GPx para eliminar el exceso de especies altamente perjudiciales para la célula y

evitar que se produzca una situacion de estrés oxidativo.

Sin embargo, la sobrecarga de Fe disminuye la actividad de la GPx,
especialmente en higado y eritrocito de los animales alimentados con dieta basada en

leche de vaca. Esto puede deberse a la progresiva reduccion de la actividad de esta
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enzima en el proceso de neutralizacion de radicales libres. No obstante, esta reduccion
de la actividad de la GPx es menor en higado y cerebro de los animales alimentados con
dieta basada en leche de cabra debido a sus mejores caracteristicas nutricionales, entre
las que destaca su mejor calidad lipidica que da lugar a la generacion de menos

radicales libres (Diaz-Castro y col., 2012).

Como hemos mencionado anteriormente, el 4dcido folico disminuy¢ la actividad
de la SOD, primera linea de defensa del organismo. De hecho, las dietas con déficit en
acido folico originan alteraciones del estrés oxidativo y de los metabolitos
monocarbonados, debido fundamentalmente a un descenso del ratio glutation
oxidado/reducido, un desequilibrio del sistema celular de defensa antioxidante y, por
ultimo, una alteracion en la expresion y actividad de las enzimas antioxidantes (SOD,
CAT y GPx) con la consiguiente alteracion oxidativa de las biomoléculas (Bagnyukova
y col., 2008). Asi pues, la suplementacion con acido félico tuvo una buena repercusion
sobre los biomarcadores oxidativos, demostrando su efecto beneficioso en la defensa

antioxidante.

En este sentido, la suplementacioén con acido folico condujo a una disminucion
de la actividad de las enzimas antioxidantes en cerebro y eritrocito que puede ser
interdependiente (Valko y col., 2007), debido al efecto scavenging del folato, capaz de
secuestrar el exceso de radicales libres propiciando asi el descenso de la actividad
enzimatica de la SOD y la consecuente disminucion de la produccion de

hidroperoxidos.

Por otro lado, los radicales libres tienen un efecto perjudicial en el cerebro al
producir un dafio oxidativo importante si bien los mecanismos de defensa antioxidante
siguen sin estar completamente dilucidados en este tejido. Algunos autores sugieren que
este 6rgano no dispone de suficientes mecanismos de defensa (Uttara y col., 2009),
mientras que otros proponen que exiten algunos sistemas antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos que lo protegen frente al dafio oxidativo (Ozturk y col., 2005), indicando
incluso la presencia en este drgano de enzimas antioxidantes como la CAT, SOD o GPx

(Manikandan y col., 2005; Alférez y col., 2011).
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En nuestras condiciones experimentales, las actividades de estas enzimas
antioxidantes apenas sufrieron modificaciones en el tejido nervioso, ya sea con dietas
con o sin sobrecarga de Fe, probablemente debido a que el receptor TfR1 de la barrera
hematoencefalica no aumenta su expresion en condiciones de anemia o sobrecarga de

Fe (Moos y col., 2007), limitando la cantidad de Fe que ingresa en el tejido nervioso.

El higado es un tejido particularmente sensible al estrés oxidativo, algo que se
refleja en el aumento de la actividad de la SOD en el citosol hepatico cuando se
administra una dieta con sobrecarga de Fe, lo que conduce a una mayor expresion de
hepcidina que conlleva a su vez una activacion de la ferroportina 1, bloqueando la
liberacion de Fe en los hepatocitos y favoreciendo su acumulacion en este 6rgano (Ben-
Assa y col., 2009). En consecuencia, aumenta la generacion de radicales libres, hecho
por el cual aumenta la actividad de la SOD (Diaz-Castro y col., 2012). Todos estos
factores conllevan a una excesiva activacion de los mecanismos de defensa antioxidante
y una desactivacion progresiva de las enzimas, lo cual puede explicar la disminucion de

la actividad GPx.

La suplementacion de acido folico aumenta los niveles de CAT en el higado. Por
otro lado, el incremento de la actividad de la SOD en los animales alimentados con
dietas con contenido normal de félico (sobre todo a base de leche de vaca) conduce a un
incremento en la formacién de hidroperdxidos, aumentando también por consecuencia
la actividad de la CAT a fin de neutralizar los efectos de esta sobreproduccion de
radicales. Los mayores niveles de CAT encontrados en higado de los animales
alimentados con una dieta suplementada en acido folico se deben al efecto antioxidante
y scavenging del mismo, gracias a los cuales se protegen los hepatocitos del estrés
oxidativo al disminuir la concentraciéon de homocisteina y al aumentar la capacidad
antioxidante de la CAT (Yamakura y col., 1998; Handy y col., 2005). Ademas, el acido
folico puede tener efectos antioxidantes independientes del descenso de los niveles de
homocisteina al inhibir la NADPH oxidasa que media en la produccion del anion
superoxido (Woo y col., 2006), al mejorar la capacidad antioxidante total del plasma
cuando se capta el exceso de radicales libres producidos debido al incremento de la
actividad de la SOD (Alvares Delfino y col., 2007), y al evitar la progresiva
inactivacion de la CAT. Estos hechos desencadenan un aumento concomitante de la

actividad de la GPx, ya que se necesita para la eliminacion de los productos
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intermediarios originados tan perjudiciales para la célula. Esto conduce a la
inactivacion progresiva de las defensas antioxidantes justificandose de esta manera el
descenso de la actividad de la GPx, especialmente en los grupos de animales con

sobrecarga de Fe.

La actividad de la SOD se incrementa al administrar la dieta basada en leche de
vaca sobrecargada en Fe. Esto puede ser el resultado de un mecanismo compensatorio
del organismo frente al estrés oxidativo, sin embargo, el incremento de las especies
reactivas resultantes de la peroxidacion lipidica (TBARS) en estos grupos sugiere una
alteracion del funcionamiento del sistema de defensa antioxidante. De este modo, tal
peroxidacion lipidica esta directamente relacionada con el considerable incremento de la
actividad de la SOD. Aunque esta enzima sea la principal defensa frente al dafio
oxidativo, actia conjuntamente con la GPx y la CAT, enzimas que no actian sobre el
H,0, generado en exceso por la actividad de la SOD (Agay y col., 2005). De esta
manera, el aumento de la actividad de la SOD conlleva una acumulacién de H,O, que
desencadena la aparicion de reacciones de Fenton en las que se generan altas cantidades
de radicales libres causando la oxidacion de las proteinas hepaticas. Por tanto, existe
una relacion evidente entre las actividades de la SOD y la GPx y la producciéon de

TBARS en el higado.

5.4 Utilizacion nutritiva de cobre y cinc

El atomo de Cu es esencial para la actividad catalitica de la enzima SOD Cu/Zn,
mientras que el de Zn le proporciona estabilidad. La SOD se encuentra
mayoritariamente en el citosol y el nicleo de las células eucaridticas, algunas SOD
Cu/Zn pueden estar presentes en los peroxisomas o incluso en fluidos extracelulares,

donde parece tener un efecto protector (Rojkind y col., 2002).

La mayor utilizacion digestiva y metabolica de Cu y Zn en animales controles y

anémicos alimentados con las dietas elaboradas a base de leche de cabra en todas las
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condiciones experimentales podria ser debido a varios factores: por una parte los
mayores valores de eficacia de regeneracion de hemoglobina (Alférez y col., 2006); el
mayor contenido en cisteina en la leche de cabra (0.32 g/ 100 g leche) respecto a la de
vaca (0.21 g/ 100 g leche) (Alférez y col., 2006), aminoacido principal componente de
la metalotioneina, proteina involucrada en el metabolismo del Cu y del Zn (Hempe y
Cousins, 1991); el mayor contenido de MCT respecto a la leche de vaca (Alférez y col.
2006), que podria favorecer el transporte de nutrientes como el Cu a través de la
membrana basolateral del enterocito (Tappenden y col., 1997) ya que los MCT son
absorbidos sin re-esterificacion entrando directamente en circulacion portal y
metabolizados para obtener rapidamente energia (Garcia-Unciti, 1996). Ademas, la
leche de cabra contiene mayor cantidad de vitaminas C y D (Alférez y col., 2006),
favoreciendo la vitamina D el aumento en la concentracion de la proteina ligadora de
Cinc (CRIP) (Hartiti y col., 1994), la cual se une al Zn durante el transporte a través de
la mucosa intestinal, aunque también la vitamina C favorece la absorcion de Zn pero

con una menor influencia que la D (Sandstrom y Cederblad, 1987).

En el enterocito, parte del cobre (entre un 50-55%) es captado por el DMT]1 y el
hCTRI situado en la membrana apical de dicha célula. En esta zona del enterocito
existen oxido-reductasas que reducen el Cu*" a Cu'" favoreciendo su captacién por
diversos transportadores no saturables (Olivares y col., 2010). En nuestro caso,
observamos que el suplemento de acido félico duplica la absorcion de cobre, hecho que
podemos atribuir al caracter reductor y antioxidante de esta vitamina, que favorece la
conversion de Cu®™ a Cu'’, lo que podria incidir de manera positiva en la actividad
enzimatica de la SOD dado el papel que juega el Cu como cofactor de su actividad
catalitica. Este hallazgo no es observado con el cinc ya que este mineral se absorbe

exclusivamente a través del DMT1 como catidon divalente.
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Conclusiones

La investigacion llevada a cabo estudia algunos parametros bioquimicos relacionados
con la fisiologia hepatica, los mecanismos de peroxidacion lipidica y la defensa enzimatica
antioxidante durante la recuperacion de la anemia ferropénica nutricional tras el
consumo de dietas basadas en leche de cabra o vaca con un contenido normal o con

sobrecarga cronica de Fe y suplementadas o no en acido folico.

Los animales se sometieron a un periodo pre-experimental (PPE) de 40 dias en el
que un grupo control se alimenta con una dieta estdndar con contenido normal de Fe (45
mg/Kg dieta), y otro grupo se alimenta con una dieta con bajo contenido en Fe (5 mg/Kg
dieta) para inducir experimentalmente la anemia ferropénica nutricional, realizindose un

estudio hematoldgico en ambos grupos al final de dicho periodo.

Posteriormente, ambos grupos de animales se someten a un periodo experimental
(PE) en el que son alimentados “pair feed” durante 30 dias con dietas basadas en leche de
cabra o vaca (elaboradas con un 10% de grasa y un 20% de proteina, aportada por cada
tipo de leche), con un contenido normal (45 mg/kg dieta) o sobrecarga de Fe (450 mg/Kg
dieta) y contenido normal (2 mg/Kg dieta) o suplemento de acido folico (40 mg/Kg dieta).
En los ultimos 7 dias de este PE se recogen por separado heces y orina para la

determinacion de la utilizacion digestiva y metabdlica de Cu'y Zn.

Al final del PE, se determinan pardmetros hematoldgicos, transaminasas, creatina,

creatin-kinasa, TBARS vy las principales enzimas antioxidantes (SOD, CAT y GPx) en

plasma y citosol de higado, cerebro y eritrocito.
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After analyzing the data obtained, we have reached the following CONCLUSIONS:

FIRST CONCLUSION

Cow milk-based diet with iron-overload increased alanine transferase and
aspartate transaminase plasma levels in control and anaemic rats, indicating
hepatocellular damage and subsequently release of both transaminases into the
bloodstream. Dietary folate supplementation in goat milk’s diet reduced plasma
transaminases levels, suggesting a hepatoprotective effect under basal conditions and
more noticeably in situation of Fe-overload. This fact can be explained by the better
zinc bioavailability and nutritive utilisation of goat milk fat, which provides lower
substrate for hepatic lipid peroxidation and consequently reduces free radicals

production in the animals consuming this type of milk.

SECOND CONCLUSION

Folic acid supplementation in goat and cow milk-based diets with normal or
iron-overload increased creatinine and creatin-kinase plasma levels in the control and
anaemic groups, because of high production of creatine, which is a major consumer of
methyl groups. From an oxidative point of view, the increase in plasma creatinine
would be negative because the oxidative degradation of xenobiotics via thiodiglycolic
acid formation decreases the plasma glutathione, one of the main intracellular
antioxidant; therefore, this fact lead to a decrease of all metabolic pathways dependent
on glutathione. However, it can be postulated that folate supplementation reduces the

glutathione consumption and also improves hepatic antioxidant capacity, scavenging the
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excessive free radicals produced in the course of creatine metabolism, finding supported
by the activities of superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase recorded

in the current study.

THIRD CONCLUSION

Cow milk-based diet with iron-overload increased lipid peroxidation products
levels (TBARS) in control and anaemic groups, suggesting an imbalance in the
functioning of the enzymatic antioxidant defence system. On the other hand, folate
supplement in goat and cow milk-based diets has beneficial effects on antioxidant

status, avoiding lipid peroxidation in liver, brain and erythrocyte.

FOURTH CONCLUSION

Cow milk-based diet either with normal-iron or iron-overload provoked a
remarkable increase in the superoxide dismutase and catalase activity in liver, brain and
erythrocyte, especially with folate supplementation for catalase, inducing a concomitant
augmentation in the formation of hydroperoxides. The increased activity of both
enzymes recorded with cow milk-based diet and iron-overload is a compensatory
mechanism of the body to cope with the increase in oxidative stress. The lower levels of
glutathione peroxidase in the groups fed iron-overload diets, especially in liver and
erythrocyte of the animals fed cow milk, can be explained by the reduction of the

enzyme in the process of neutralisation of free radicals generated.
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FIFTH CONCLUSION

Folate-supplementation in the diets led to a reduction in the peroxide dismutase,
catalase and glutathione peroxidase activities in brain and erythrocyte, which suggest
that the functions of the key intracellular antioxidant enzymes may be interdependent.
This finding could be due to the antioxidant effects of folate and the capacity of
scavenging the excessive free radicals output, a fact that can be directly correlated with
the lower increase in superoxide dismutase activity in these tissues, reducing the
formation of hydroperoxides. The unchanged activities of superoxide dismutase,
catalase and glutathione peroxidase in the nervous tissue, revealed that it is relatively

independent of the iron variations in the organism.

SIXTH CONCLUSION

In groups fed with goat milk-based diet under all experimental conditions, it
exists a higher digestive and metabolic utilization of copper and zinc due to beneficial
nutritional characteristics of this milk. Furthermore, folic acid supplement in goat or
cow milk-based diets highly enhanced copper absorption due to the reducing and
antioxidant character of this vitamin, provoking the transformation of Cu*" into Cu'",
influencing positively the enzymatic activity of SOD, fact that can be attributed to its
role as a cofactor. This finding is not observed with zinc digestive and metabolic

utilization, since this mineral is absorbed mainly via DMT1 uptake as a divalent cation.
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OVERALL CONCLUSION

Folate-supplemented goat milk-based diet consumption in situation of iron-
overload leads to a reduction of alanine transferase and aspartate transaminase plasma
levels, suggesting a hepatoprotective effect with beneficial effects, protecting cell from
free radicals oxidative damage, improving the antioxidant enzymes activities and
limiting lipid peroxidation. Therefore, it would be reccomendable the consumption of
folate-supplemented caprine milk in populations suffering from nutritional ferropenic

anaemia and intaking oral Fe supplements.
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