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1. OBJETO

El hierro es el cuarto elemento mas abundante de la corteza terrestre y en el ser humano
forma parte de los minerales traza esenciales. A pesar de encontrarse en cantidades minimas en
el organismo, el hierro inorganico y unido a proteinas es esencial en numerosos procesos
bioldgicos indispensables para la vida, tales como el transporte y almacenamiento de oxigeno,
fosforilacion oxidativa, metabolismo de neurotransmisores, defensa inmunitaria y sintesis de
ADN y ARN.

La deficiencia de hierro es la carencia nutricional m&s comuln y extendida en el mundo, y
la principal causa de anemia, constituyendo uno de los principales problemas de salud publica a
nivel mundial, que afecta no sélo a paises con menos recursos, sino también a los paises mas
industrializados. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS/WHO) cifra el numero de
personas afectadas en méas de 2000 millones (30% de la poblacién mundial). Existen numerosos
factores que regulan la homeostasis de hierro, incluyendo numerosas proteinas reguladoras que
constituyen un campo de investigacién emergente dada la alta prevalencia de esta enfermedad.
Tras el descubrimiento de la hormona peptidica hepcidina, a finales de los afios 90, se comenz6
a dilucidar algunas de sus funciones y su gran importancia en el metabolismo del hierro,

homeostasis y efectos en situacion de anemia.

Por otra parte, la leche es uno de los alimentos mas completos y nutritivos y una de las
fuentes nutricionales mas importante de proteinas y micronutrientes (especialmente calcio y
fosforo). De los tipos de leche para consumo humano, la leche de cabra, alimento con
excelentes caracteristicas nutricionales y alto valor biolégico, tiene un papel crucial para la
economia y para la industria lactea de nuestro pais. Aunque durante mucho tiempo se ha
marginado este tipo de leche, en la actualidad estd cobrando cada vez més relevancia siendo la
base de numerosos productos lacteos, incluso ha sido utilizada para la elaboracion de los

productos denominados gourmet y en alimentos nutracéticos.

En este sentido, el Grupo de Investigacion “Alimentacion, Nutricion y Absorcion” (AGR-
206) ha demostrado que la leche de cabra mejora la utilizacion nutritiva de proteina, grasa y
minerales en situacion de ferrodeficiencia, sin embargo, la leche de cabra es deficitaria en acido
folico, una vitamina hidrosoluble esencial en la divisién y maduracién celular, con caracter
antioxidante de gran importancia, de manera que su deficiencia, favorece el desarrollo de
anemia megaloblastica, y la aparicion de deficiencias neuroldgicas severas, enfermedades

cardiovasculares o distintos tipos de cancer.



Teniendo en cuenta estos antecedentes, esta investigacion se centra en estudiar en un
modelo animal en periodo de crecimiento, la biodisponibilidad de hierro y eficacia de
regeneracion de la hemoglobina durante el tratmiento cronico con hierro en la recuperacion de
la anemia ferropénica nutricional con dietas elaboradas a base de leche de cabra o vaca
suplementadas en hierro y &cido félico, profundizando especialmente en los mecanismos de
transporte de hierro entre compartimentos y el papel del higado como 6rgano de depdsito que
se encuentra profundamente deplecionado en el transcurso de la ferrodeficiencia inducida

experimentalmente.
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. ELHIERRO EN LANUTRICION
2.1.1. Introduccion

El hierro es una elemento traza esencial para el ser humano. A pesar de encontrarse en
cantidades minimas en el organismo, participa en numerosos procesos bioldgicos indispensables
para la vida, como el transporte y almacenamiento del oxigeno, la fosforilacion oxidativa, el

metabolismo de neurotransmisores y la sintesis de ADN y ARN.

El hierro es el cuarto elemento y el segundo metal mas abundante en la corteza terrestre.
Este elemento presenta tres estados de oxidacion: Fe® (hierro metélico), Fe*? (ferroso) y Fe**
(férrico). Pertenece a los elementos de transicion, ya que tiene la capacidad de aceptar y donar
electrones féacilmente, intercambiando de la forma férrica y ferrosa. Estos estados redox le
permiten ser cofactor de enzimas, pero también le proporcionan caracteristicas toxicas cuando
se encuentra en exceso. El hierro libre puede generar radicales libres a través de la reaccion de
Fenton, que dafian los componentes bioldgicos esenciales, como lipidos, proteinas y ADN
(Asieny col., 2001).

2.1.2. Fuentes alimentarias de hierro y biodisponibilidad

La cantidad de hierro contenida en un alimento no puede separarse de su
biodisponibilidad, en concreto, de la capacidad mayor o menor de ser absorbida. Debemos
recordar que el hierro de los alimentos de origen animal se absorbe mejor que el de los de

origen vegetal.

Las principales fuentes de hierro de origen animal son las carnes, en especial el higado
(de cerdo, cordero, pollo y, algo menos, ternera); entre los productos carnicos elaborados que
destacan por su gran contenido en hierro es la morcilla. Cuando comparamos el contenido de
hierro entre los maricos destacan los berberechos y las almejas. Los huevos tienen algo menos.
El pescado no es muy rico en hierro, esta alrededor del 0,5 al 1 mg de hierro por 100 gr de
porcion comestible. En cuanto a la leche y sus derivados son muy pobres en hierro. La leche
materna contiene algo mas de hierro que la de vaca, y la leche de cabra algo mas que la de vaca
(Farran y col., 2004).



Entre las fuentes de origen vegetal, destacan las legumbres y los frutos secos oleaginosos
en porcentajes elevados de hierro, incluso mayores que los de las carnes (pero su absorcion es
menor). De las legumbres destacan la soja, la lenteja y el garbanzo. En cuanto a los frutos secos
mencionar el pistacho y las pipas de girasol. Condimentos con una importante composicion de
hierro, sobresalen, el pimentdn, la pimienta y el perejil (Farran y col., 2004).

La biodisponibilidad de un nutriente 0 componente de un alimento se entiende como la
proporcion del mismo que es digerida, absorbida y finalmente se utiliza para funciones
metabolicas normales. Es importante tener en cuenta que dicho nutriente debe ser también
disponible para ser transportado a los lugares de accion o a sus reservorios corporales segun el

metabolismo normal del mismo (Toxqui y col., 2010).

Dado que el proceso digestivo constituye el principal regulador fisioldgico del hierro
corporal y que una vez absorbido los mecanismos para excretarlo son ineficaces, los
componentes de los alimentos que afectan su solubilidad y transporte intestinal, modificaran su
biodisponibilidad. El conocimiento de dichos factores, estimuladores o inhibidores, puede ser
muy Util para los pacientes que sufren trastornos del metabolismo del hierro, bien por
deficiencia o por sobrecarga (Toxqui y col., 2010).

Potenciadores de la absorcion de hierro

- El medio &cido en el intestino favorece la absorcidn de los minerales en general, debido
a que a pH bajo se mantienen en solucion. Asi, el hierro en la forma Fe*, al ser mas
soluble, es més disponible que en la forma oxidada Fe**.

- Los alimentos de origen animal (carne, pescado, pollo,...) contienen el denominado
“factor carne” que incrementa la absorcion de hierro. Dicho factor parece estar
constituido por una serie de péptidos que se liberan durante la digestion de estos
alimentos proteicos. Dichos péptidos se combinan con el hierro formando complejos
solubles y lo protegerian de otros componentes inhibitorios de la dieta permitiendo su
absorcion mas eficazmente (Vaquero, 1998). Mas recientemente se ha descrito que
puede tratarse de fracciones de hidratos de carbono (glucosaminoglucanos) (Huh y
col., 2004) o fosfolipidos (Armah y col., 2008), presentes de forma natural en estos
alimentos.

- Se ha documentado muy bien el papel estimulante de la absorcidn de hierro que ejerce
la vitamina C o &cido ascérbico (Vidal y Farré, 2001; Van Dokkum, 2003). Este
nutriente actGa de varias maneras: reduce el hierro a la forma Fe?, més soluble; y
forma en el medio acido del estdmago un complejo ascorbato férrico muy estable,

que permanece soluble al pH més alto del duodeno. Constituye por tanto el mejor



Antecedentes Bibliograficos .

potenciador de la biodisponibilidad del hierro no hemo que se conoce. Para que esta
activacion de la absorcion sea efectiva, deben ingerirse en la misma comida los
alimentos ricos en hierro y los que aportan vitamina C (por ejemplo, legumbres y
naranja), requisito de simultaneidad que a menudo se ignora. Asi, es habitual que
aunque las personas con deficiencia de hierro conozcan que los citricos aumentan la
absorcién de hierro, suelen tomarlos en ayunas o separados de las comidas
principales que generalmente son las que aportan una proporcion mayor del hierro de
la dieta (Toxqui y col., 2010).

- Respecto a la grasa, los &cidos grasos saturados y el aceite de oliva, también favorecen
la absorcién de hierro, mientras que la grasa mas insaturada, particularmente el acido
linoleico y los omega-3 (eicosapentaenoico y docosahexaenoico), en exceso, pueden
reducir la biodisponibilidad de este (Pérez-Granados y col., 2003).

- La vitamina A: es habitual que las deficiencias de hierro y vitamina A coexistan en los
paises en vias de desarrollo, Gargari y col. (2006) han demostrado que un incremento
en la ingesta de vitamina A puede ser considerado como un método eficaz para
incrementar la biodisponibilidad de hierro, y asi combatir de manera simultanea el
déficit de hierro y vitamina A. La vitamina A interviene en la diferenciacion celular y
por ello favorece la movilizacion de las reservas de hierro para su uso en la
hematopoyesis (Gaitan y col., 2006).

- Otros acidos organicos: &cidos organicos como los &cidos citrico, malico, tartarico y
lactico también potencian la absorcion de hierro no hemo (Gillooly col., 1983, Ballot
y col., 1987).

Inhibidores de la absorcion de hierro

- Tradicionalmente se ha considerado que la fibra dietética es un inhibidor de la absorcion
de minerales. Sin embargo, junto con la fibra dietética se consumen una serie de
componentes, como polifenoles y fitatos, cuya accién sobre la absorcion del hierro es
mucho mas importante que la de la fibra en si misma. Por otro lado, muchos
alimentos que aportan una cantidad apreciable de minerales son a su vez ricos en
fibra y otros compuestos, con lo que la biodisponibilidad del hierro de estos
alimentos puede estar disminuida, pero en valor absoluto la cantidad absorbida puede
ser suficiente. El &cido fitico (inositol hexafosfato) es un potente inhibidor de la
absorcién del hierro no-hemo. No obstante, por determinados tratamientos culinarios
o industriales (fermentacion, germinacion), este acido pierde grupos fosfatos
reduciéndose en consecuencia su capacidad de secuestrar hierro. Respecto a los

polifenoles (acidos fenodlicos, flavonoides, polifenoles condensados), aun siendo



solubles, como en el caso de los del té, pueden tener la capacidad de secuestrar

fuertemente el hierro impidiendo su absorcion (Van Dokkum, 2003).

Es importante resaltar que el consumo de bebidas antioxidantes ricas en polifenoles,
goza de gran popularidad, y las personas con predisposicion a anemia ferropénica,

desconocen la importancia de separar su consumo de las comidas principales.

Asi mismo, se han descrito las capacidades de diferentes fuentes de fibra dietética
para quelar varios metales, entre ellos, el hierro (Toxqui y col., 2010). Sin embargo
en un estudio realizado por Vaquero y cols. (2000), se observo que la influencia del
consumo de una fibra insoluble hipocolesterolemiante rica en taninos condensados
procedente de algarroba, como Unica fibra dietética o en combinacion con celulosa o

con pectina, no modificaba la biodisponibilidad de hierro.

Sin embargo, la fibra presente en algunas algas parece inhibir la absorcién de hierro.
Bocanegra y col. (2003) estudiaron la biodisponibilidad de hierro en dietas que
contenian algas con poder hipocolesterolemiante (Bocanegra y col., 2008, 2009). Se
observé gue la absorcion aparente de hierro disminuia por la presencia del alga Nori,

pero no por la del alga Konbu, en la dieta (Bocanegra y col., 2008).

- Otros minerales (Ca, Zn, Cu, Cd, etc.) interaccionan con el hierro en el tracto
gastrointestinal. Asi, ingestas excesivas de calcio y zinc pueden reducir la
biodisponibilidad del hierro, interaccionando en la propia mucosa. Ademas, el calcio,
es el Gnico componente de los alimentos que en condiciones particulares puede
inhibir el hierro tipo hemo ingerido (Van Dokkum y col., 2003). No obstante, la
repercusion del consumo de calcio esta disminuida cuando se produce un consumo de

leche de cabra con respecto a la de vaca (Lépez Aliaga y col., 2000).

2.1.2. Funciones del hierro

Salvo ciertas excepciones, casi todas las células requieren del hierro como cofactor
fundamental en actividades bioquimicas, como puede ser transporte de oxigeno, metabolismo
energético y sintesis de ADN. Esto es debido a la flexibilidad de coordinacion quimica y la gran
reactividad redox del hierro, que permite asociarse con proteinas y unirse al oxigeno, transferir
electrones o mediar reacciones cataliticas (Asien y col., 2001). Sin embargo, es también
potencialmente toxico, porque, en condiciones aerdbicas, favorece la catalizacion de las

especies reactivas de oxigeno y la formacién de radicales libres muy reactivos (como el
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hidroxilo) a través de la reaccion de Fenton (Koppenol, 1993). Como el hierro puede pasar

facilmente entre su forma reducida ferrosa (Fe?*) y su forma oxidada férrica (Fe**), se requiere

de cantidades minimas cataliticas para que se produzca un cambio en el equilibrio redox. El

estrés oxidativo estd asociado con el dafio de macromoléculas celulares, lesion de tejidos y

enfermedades (Galaris y Pantopoulos, 2008; Kell, 2009). Por lo tanto la adquisicion, uso y

detoxificacion de hierro plantea un reto considerable para las células y organismos, que han

desarrollado mecanismos sofisticados para satisfacer sus necesidades metabdlicas y

conjuntamente reducir al minimo el riesgo de toxicidad (Andrews, 2008; De Domenico y col.,

2008).

De este modo, podemos destacar las siguientes funciones del hierro:

Transporte y almacenamiento de oxigeno: el hierro es un constituyente de la
molécula de hemoglobina, que se encuentra en los hematies y contiene mas del
65% del hierro total del organismo. Esta proteina es un tetrdmero formado por 4
cadenas de globina, cada una de ellas con un grupo hemo que contiene un a&tomo
de hierro capaz de unirse al oxigeno reversiblemente en los capilares pulmonares
formando oxihemoglobina, la cual, discurre por el torrente sanguineo para llegar
a los tejidos, donde el oxigeno es liberado para intervenir en los procesos
oxidativos. Parte del CO, que se forma entonces es transportado por la misma
hemoglobina que se libera de ella en los pulmones para iniciar nuevamente el
ciclo (Schechter, 2008). Es de vital importancia el metabolismo de hierro en el
masculo, ya que representa el 40% de la masa del cuerpo humano y contiene del
10 al 15% del hierro del cuerpo, principalmente en la mioglobina, una
hemoproteina encargada del transporte y almacenamiento de oxigeno desde los
capilares hasta las mitocondrias, para ser utilizado durante el proceso de

contraccion muscular (Ordway y Garry, 2004).

Eritropoyesis: la eritropoyetina (EPO) y el hierro son vitales para la
eritropoyesis, pues estan involucrados en diferentes etapas del proceso
diferenciacion y maduracion de las células madre pluripotenciales a eritrocitos
(Figura n° 1). La EPO es crucial a lo largo de aproximadamente 10-13 dias
cuando los progenitores eritroides BFU-E (burst forming units-erythroid) se
transforman en unidades eritroides formadoras de colonias (CFU-E, Colony
Forming Unit-Erythroid) que se diferencian a proeritroblastos, porque, en su
ausencia, tiene lugar la apoptosis en las fases CFU-E y BFU-E
(Papayannopoulou y col., 2005). Durante este largo periodo de la eritropoyesis,

una pequefia cantidad de hierro es incorporada en la hemoglobina dentro de la



célula. En cambio, la incorporacion de hierro en la sintesis de hemoglobina es
mas evidente durante el segundo, posterior y mas corto (3-4 dias), estadio en el
que los eritroblastos se desarrollan a reticulocitos. En esta etapa, la falta de
hierro puede dafar la completa hemoglobinizacién de los hematies, dando lugar
a una verdadera y grave deficiencia funcional de hierro (Besarab y col., 2009).

: 3 -4 DIAS .

] Fe-DEPENDIENTE
EPO

L
o

Fe

; 21 DIiAS ]
I 1-2 DIAS I
EPO-DEPENDIENTE

BFU-E CFU-E Proeritroglastos Eritroblastos Reticulocitos Eritrocitos

Celulas madre
pluripotentes

Figura n° 1: Importancia de la EPO y el Fe en la eritropoyesis (modificado de Besarab y col., 2009). |

e Sensibilizacion al oxigeno: el factor inducible por hipoxia (HIF, hipoxia
inducible factor) es un factor de transcripcion que regula la respuesta celular a la
hipoxia y actiia como regulador de la homeostasis del oxigeno (Semenza, 2000;
Kaelin, 2002; Semenza, 2003). HIF activa genes que codifican las proteinas que
aumentan la disponibilidad del oxigeno y permiten la adaptacion metabélica en
ausencia del mismo, controlando la expresion de decenas de productos de los
genes y proteinas implicados en la angiogénesis, la eritropoyesis, la glucodlisis, la
apoptosis, el tono vascular, la regulacion del pH y la homeostasis epitelial. En
presencia de oxigeno, tiene lugar la hidroxilacion del residuo de prolina HIF-1a
P564 por una enzima denominada HIF-la prolil-hidroxilasa (HIF-PH),
necesitando de hierro y oxigeno, este proceso transformara el HIF-1a en un
objetivo para la degradacion (Jaakkola y col., 2001; Masson y col., 2001; Yu 'y
col., 2001; Miny col., 2002). En condiciones de hipoxia, el oxigeno molecular

no esté disponible y de esta forma las enzimas estan inactivas, lo que implica un
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aumento de los valores del HIF-10 (Boddy, 2005). El HIF-1a no es hidroxilado
y, por tanto, degradado, provocando su acumulacién en la forma heterodimizada
con la subunidad beta (HIF-B). Este heterodimero emigra para el nicleo, donde
se unird a las secuencias especificas del ADN, activando genes implicados en la
adaptacion a la hipoxia, supervivencia celular y angiogénesis (Fragay col.,
2009).

Transporte de electrones, metabolismo energético y detoxificacion del
organismo: el hierro participa en los procesos redox que se dan en las reacciones
de transferencia de electrones en la cadena respiratoria, facilitando Ia
fosforilacién oxidativa que permite fosforilar el ADP para obtener ATP. El
hierro se encuentra formando parte de la estructura de los citocromos, que estan
compuestos por proteinas estructurales y del grupo hemo, en proteinas ferro-
sulfuradas, en las cuales el hierro esta unido a azufre inorganico o de la cisteina,
y en las proteinas de Rieske, que tienen centros de Fe-S que estan unidos a
histidina en lugar de cisteina. La funcién de los citocromos es transportar
electrones, como por ejemplo, en la mitocondria donde intervienen en la

produccion oxidativa de energia (Nelson y Cox, 2008).

El citocromo P-450, sin embargo, se encuentra en el reticulo endoplasmatico y
no en la mitocondria. También contiene un grupo hemo en su estructura. Entre
otras funciones, el citocromo P-450, en la corteza suprarrenal, participa en la
hidroxilacion de esteroides, detoxificacion mediante hidroxilacion de distintos
farmacos (barbituricos, xenobidticos y, en general, de farmacos insolubles) y de
carcindgenos ambientales (como los que se encuentran en el humo del tabaco)
(Nelson y Cox, 2008).

Antioxidante y funciones pro-oxidantes beneficiosas: Una de las consecuencias
derivadas de la produccion bioenergética mitocondrial es la generacion de
radicales libres del oxigeno, como los radicales de superdxido e hidroxilo y el
peréxido de hidrégeno (H,O,). El anion superoxido se genera directamente
como consecuencia de las reacciones colaterales de la cadena de transporte
electrénico con el oxigeno. Estos pueden convertirse en H,O, (en presencia de la
superoxido dismutasa) que, a su vez, puede reaccionar para formar radicales de
hidroxilo. Normalmente, estos subproductos toxicos con un gran poder oxidante
capaz de dafiar la célula son neutralizados por enzimas antioxidantes, como la

catalasa y peroxidasa (Marin-Garcia y Goldenthal, 2002).



Las catalasas y las peroxidasas son enzimas que contienen hierro en su forma
hemo. Estas enzimas antioxidantes pueden catalizar la conversion de peréxido
de hidroxido en agua y oxigeno. El peroxido de hidrégeno es un subproducto del
metabolismo celular que tiene algunas funciones Utiles incluyendo una respuesta
inmunoldégica saludable. Debido a sus demostradas propiedades antioxidantes, la
catalasa es muy beneficiosa para el organismo. Ademas de actuar como sUper
antioxidante, la catalasa también tiene la habilidad de usar el perdxido de
hidrégeno para oxidar toxinas incluyendo el metanol, etanol, acido férmico,
formaldehido, y nitrito. Esta doble actividad la convierte en una enzima celular
crucial (Edward, 2011).

Sistema inmunitario: Tanto el hierro como la hepcidina son esenciales en la
respuesta inmunidad innata y adaptativa. Los niveles de hierro tienen un impacto
no sélo en la inmunidad del huésped sino también en el patégeno. La hepcidina
originalmente fue identificada como un péptido antimicrobiano y se ha visto que
es esencial para la inmunidad innata. Estudios recientes han demostrado que la
hepcidina es también importante para la respuesta inmunitaria adaptativa (Dao y
Meydani, 2013).

El exceso o déficit de hierro afectan a la respuesta inmune. Tanto la deficiencia

como la sobrecarga de hierro afectan a la funcién inmune. Oppenheimer y col.
(2001) demostraron que la deficiencia de hierro afecta a la funcion de los
neutrdfilos, la linfoproliferacion, la produccion de citoquinas y a la actividad de
las células NK (“natural killer”). Por otro lado, son numerosos los estudios que
han arrojado luz sobre el efecto negativo de la sobrecarga de hierro por las
suplementaciones, la enfermedad o la transfusion sanguinea en la vulnerabilidad
a infecciones (Schaible, 2004; Doherty, 2007; Drakesmith y Prentice, 2008,
Drakesmith y Prentice, 2012). La suplementacion de hierro en regiones con
malaria endémica puede aumentar el riesgo de infeccidn, pero se han visto
estudios que no son uniformes, en algunos estudios se aumenta el riesgo, en
otros no y disminuye el riesgo con anemia (Prentice y col., 2007). Este es un
tema muy controvertido ya que la severidad de las infecciones sugiere que
depende de la salud del individuo después de la suplementacion y el estado

nutricional antes de la misma (Dao y Meydani, 2013).

El hierro y la hepcidina en la inmunidad innata. Como el hierro es necesario para

casi todos los organismos vivos, una de las primeras lineas de defensa del cuerpo
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humano como hospedador es privar a los patdgenos invasores del hierro que
necesitan. En respuesta a esta primera defensa, algunos patégenos han
evolucionado para invadir las reservas del hierro del hospedador (Drakesmith y
Prentice, 2012), como es el parasito de la malaria (Plasmodium falciparum).
Otros microorganismos cuando invaden producen unos siderdforos que son
capaces de captar el hierro libre y unido a transferrina (Ganz, 2008).

El sistema inmune del hospedador también ha evolucionado de forma diferente
pero igualmente efectivo, que incluye el privar a los patégenos de hierro. Es el
caso de la lipocalina-2, producida por los neutréfilos y células epiteliales que se
une a los sideréforos inhibiendo su accidon (Flo y col., 2004). La lactoferrina, que
tiene alta afinidad por el hierro durante la infeccion. Ademas, la hepcidina tiene
un papel central contra patégenos extracelulares. La hepcidina, a su vez, esta
regulada por la accién de citoguinas pro-inflamatorias IL-6 e IL-1 (interleucinas)
(Peyssonnaux y col., 2006). La hepcidina durante la infeccion promueve la
eliminacion del hierro del medio a través de la captacion celular por parte del
hospedador. Theurl y col. (2009) demostraron que la hepcidina regula la

expresion de ferroportina y los niveles celulares de hierro.

El hierro y la hepcidina en la inmunidad adaptativa. Un estatus 6ptimo de hierro

es necesario para la inmunidad adaptativa. El hierro y la expresion del TfR
(Transferrin receptor, receptor de la transferrina) son esenciales para la
activacion y proliferacion de los linfocitos (Porto y De Sousa, 2007). Tanto la
deficiencia de hierro como la sobrecarga estan asociadas con la alteracion de
inmunidad celular (Joynson y col.,, 1972; Omara y Blakley., 1994). La
deficiencia de hierro se ha demostrado que disminuye el recuento de linfocitos y
su proliferacion, asi como la produccion de interferon-y (IFN- y) e interleucina 2
(IL-2) (Dao y Meydani, 2013).

El papel de la hepcidina en la inmunidad adaptativa se ha definido mas
recientemente. Pinto y col. (2010) demostraron que la produccion de hepcidina
de los linfocitos incrementa cuando se produce la estimulacién de los
anticuerpos anti-linfocitos T (anti-CD3 y anti-CD28) y que la caida parcial de
hepcidina altera la proliferacion de linfocitos T. Este efecto se revierte por medio

de la adicidn de péptidos sintéticos de hepcidina.

En conjunto, estos descubrimientos sugieren que la homeostasis del hierro y la
respuesta inmune estan estrechamente relacionadas. La interaccion entre el

estado del hierro y la respuesta inmune es compleja, esto implica que el estado
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optimo de los niveles de hierro puede depender de la naturaleza del patégeno. El
hierro juega un importante papel tanto en la inmunidad innata como en la
adaptativa, pero ain quedan cuestiones que resolver, especialmente en el papel
que juega la hepcidina en la inmunidad adaptativa (Dao y Meydani, 2013).

Sistema nervioso y desarrollo cognitivo: el papel de hierro en la funcién del
sistema nervioso es muy importante. El hierro parece intervenir en la sintesis,
degradacion y almacenamiento de neurotransmisores, serotonina, dopamina y
acido gamma-aminobutirico (GABA). La distribucion del GABA y la dopamina
coincide aproximadamente con la de este metal, y se ha sugerido que debe
existir alguna participacion del hierro en las funciones dopaminérgicas y

gabaminérgicas (Toxqui y col., 2010).

El hierro es necesario como cofactor en los procesos metabdlicos del sistema
nervioso central incluyendo la fosforilacion oxidativa, la produccion de
neurotransmisores, el metabolismo del 6xido nitrico, y el transporte de oxigeno
(Madsen y Gitlin, 2007). Durante los primeros afios de vida, el contenido de
hierro en el cuerpo aumenta considerablemente. En recién nacidos sanos, los
requerimientos de hierro estan suplidos por las reservas del nifio. A partir del
cuarto mes, las necesidades de hierro incrementan hasta 0.78 mg/dia debido al
agotamiento progresivo de las reservas internas y al rapido crecimiento con una
expansion del volumen sanguineo, se incrementan los tejidos y las reservas de
hierro (Hermoso y col., 2011). Este rapido crecimiento con alta necesidad de
hierro hace especialmente vulnerable a bebes y nifios pequefios con alto riesgo
de padecer anemia por deficiencia de hierro, especialmente de 6 a 24 meses
(Leung y Chan, 2001). Los adolescentes representan otro grupo de riesgo de
padecer anemia por falta de hierro debido al rapido crecimiento y con ello al
aumento de la demanda de hierro durante la pubertad. La deficiencia de hierro y
la anemia pueden causar un serio impacto en la salud de nifios y adolescentes y
su posterior desarrollo, como por ejemplo, efectos sobre la morbilidad, retraso
en desarrollo mental y conductual, bajo rendimiento escolar y retraso en el
crecimiento, asi como efectos adversos en el desarrollo cognitivo que pueden no
revertir una vez tratado el problema con hierro (Idjradinata y Pollitt, 1993;

Bruner y col., 1996; Hermoso y col., 2011).

Sintesis de ADN: la sintesis de novo de desoxi-ribonucleétidos, en todos los

organismos, estd catalizada por la enzima ribonucledtido reductasa, siendo
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imprescindible y limitante en la sintesis de ADN. Estas enzimas tienen varias
subunidades dentro de las cuales se encuentra un ndcleo metélico formado por
Fe-Fe y Fe-Mn. En estudios realizados (Graslund y Sahlin, 1996; Tong y col.,
1998; Saleh y col., 2004) se ha visto que estos nucleos de la ribonucledtido
reductasa son fundamentales para su actividad redox (Leidel y col., 2012).

2.1.4. Metabolismo del hierro

2.1.4.1. Requerimientos

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

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

En mujeres embarazadas, se ha sugerido que los suplementos alimenticios de hierro
podrian mejorar los niveles de hierro en el feto y recién nacidos, sin embargo, el transporte de
hierro al feto es un proceso activo y este estd protegido de la deficiencia de hierro, incluso
cuando la madre tiene una leve o moderada anemia ferropénica. Segun la ESPAGHAN
(European Society for Pediatric Gastroenterology, Hepatology, and Nutrition) y CoN
(Committee on Nutrition), segun los Gltimos estudios realizados, no hay pruebas evidentes de
que la suplementacion con hierro mejore el estatus del hierro en recién nacidos (Domell6f y
col., 2014).

Estudios realizados en la década de 1950 demostraron que el total de hierro al nacer es de
aproximadamente de 75 mg/kg (Widdowson y col., 1988). En el recién nacido, la mayor parte
del hierro corporal se encuentra en la hemoglobina, ademas, en nifios sanos con un peso
corporal normal también tienen algunas reservas que corresponden al 25% del total. Cuando se
produce el nacimiento, el nifio pasa de un ambiente relativamente hipoxico del Utero a la
atmosfera rica en oxigeno, se detiene la sintesis de hemoglobina y esta cae desde los 170 g/l
hasta los 120 g/l durante las primeras semanas de vida (Domelléf y col., 2007). Debido al
reciclaje del hierro de los eritrocitos senescentes, este hierro se transfiere a los depdsitos.
Durante los siguientes meses, como el nifio sigue creciendo, el hierro de los depdsitos pasa a la
hemoglobina, con lo que un recién nacido normal es autosuficiente en lo que respecta al hierro
hasta que el nifio duplica su peso, que se produce en 4 a 6 meses de edad (Domell6f y col.,
2007). Por lo tanto, la lactancia materna exclusiva durante ese periodo puede satisfacer las
necesidades de lactantes a pesar de la baja concentracion de hierro en la leche materna (0.3

mg/l).
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Entre 6 y 24 meses de edad, el nifio se vuelve dependiente del hierro de la dieta y, debido
a su répido crecimiento, las necesidades de hierro por kilogramo de peso son las mas altas que
en cualquier otro periodo de la vida, después de los dos afios de vida las necesidades
nutricionales de hierro se estabilizan ya que el crecimiento se produce de forma méas lenta
(Domelléf y col., 2014). Existe un método factorial propuesto primero por Dallman y col.
(1980) y posteriormente por Oski (1993) con el cual podemos hacer un calculo aproximado de
las necesidades de hierro en nifio. Segun estos estudios y atendiendo a las recomendaciones de
las autoridades, a continuacion se desglosan las recomendaciones de la ingesta diaria de hierro.

Tabla n° 1: Ingesta recomendada de hierro para recién nacidos y nifios (modificado de
Domelléf y col., 2014).

Edad Ingesta recomendada (mg/dia) Ingesta diaria recomendada (mg/Kg-dia)
6 a 12 meses 78-11 09-1.3
1 a 3 afios 58-9.0 05-038
4 a 8 afios 6.1-10 0.3-05
9 a 13 afios 8-11 0.2-0.3

Otro de los periodos criticos en el desarrollo del hombre y la mujer es la adolescencia,
que se caracteriza por un acelerado crecimiento y desarrollo. Estos cambios requieren de una
considerable entrada de energia y nutrientes y, por lo tanto, la dieta consumida debe cumplir
estos requisitos. Durante este periodo, los adolescentes adquieren 15-25% de su tamafio adulto y
40-50% del peso adulto. Hay un aumento en la produccion de hueso y musculo y, por
consiguiente, en la expansion del volumen de sangre total, lo que implica una mayor necesidad
de hierro (Beard, 2000; Mesias y col., 2013)

Durante la pubertad, los adolescentes ganan alrededor de 10 kg de peso corporal, lo que
implica una mayor cantidad de hierro en el cuerpo. El hierro es necesario para satisfacer la
creciente demanda de hemoglobina para la expansién del volumen sanguineo, la mioglobina de
la masa muscular y las enzimas necesarias para el crecimiento (Mufioz Hoyos y Carballo
Molina, 2005). Durante este periodo de crecimiento se produce una movilizacién de las reservas
de hierro, tal como se refleja en la disminucion de la ferritina sérica. De este modo, se observa

un patrén similar al observado en los lactantes (Lind y col., 2004).

El uso neto de hierro del aumento de la masa de hemoglobina depende de la tasa de
aumento de volumen sanguineo y la tasa de cambio en la concentracién de hemoglobina. El

volumen de sangre en chicos es de aproximadamente 75 ml/kg y en chicas de 66 ml/kg, con un
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contenido medio de hierro de la hemoglobina de 3.39 mg/g. Durante el periodo de crecimiento
acelerado, los requerimientos de hierro en la dieta en chicos son 2.9 mg/dia, debido a la tasa de
crecimiento mas elevada que las nifias, que s6lo necesitan 1.1 mg/dia. Sin embargo, los
requerimientos de hierro en chicas comienzan a aumentar después de la menarquia, una vez que
se alcanza el pico méximo de crecimiento, y esta situacion se mantiene hasta la menopausia. Se
estima que se pierden 30-40 ml de sangre en cada menstruacion, dando lugar a una pérdida de
alrededor de 15-30 mg de hierro/ciclo. En consecuencia, las pérdidas de hierro menstruales
implican una mayor demanda de hierro y las adolescentes necesitan alrededor de 455 mg de
hierro/afio después de la menarquia, mientras que los hombres necesitan 350 mg de hierro/afio
(Mesias y col., 2013).

La ingesta de hierro es necesaria para reemplazar las pérdidas basales derivadas
principalmente de la descamacién de las células epiteliales, el sudor y las pérdidas menstruales,
pero también es necesario para satisfacer las demandas de crecimiento. La ingesta de hierro

recomendada para los adolescentes se muestra en la siguiente tabla.

Tabla n° 2: Ingesta recomendada de hierro en adolescentes (mg/dia) (modificado de
Mesias y col., 2013).

Espafia Europa Estados Unidos
(Moreiras y col., 2013) (Scientific Committee for  (Institute of Medicine, 2001)
Food, 1993
Edad Chico Chica Edad Chico Chica Edad Chico Chica
10-12 12 18 11-14 10 18-22 9-13 8 8
13-15 15 18 15-17 13 17-21 14-18 11 15
16-19 15 18 18+ 9 16-20 19+ 8 18

Uno de los periodos mas importantes en la vida de una mujer, en cuanto a cambios
fisioldgicos se refiere, es la gestacidon. En la mujer gestante se requiere un aporte extra de hierro

para poder hacer frente a los cambios y requerimientos del embarazo.

El contenido en hierro del feto de 20 semanas es inferior a 30 mg, pero llega a 270 mg en
el recién nacido a término. Por lo tanto, la velocidad de depdsito del hierro tendria que ser diez
veces mas elevada (2 mg/dia) durante la segunda mitad del embarazo que durante la primera
para hacer frente a las necesidades fetales. Sin embargo, dichas necesidades representan sélo
una fraccién de la cantidad de hierro necesaria durante el embarazo. Se estima que la placenta
contiene 30-175 mg (Potier De courcy, 1997), que el aumento de la masa globular de la madre
requiere 200-600 mg y que las pérdidas sanguineas maternas en el momento del parto
representan 100-250 mg, lo que su necesidad total de hierro seria de 1000 mg. Pero si se

considera que la reduccion de la masa globular después del parto recicla hierro hacia las
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reservas maternas, la necesidad total se reduce a 850 mg, la mayor parte en el curso del segundo
y tercer trimestre. Por consiguiente, suponiendo que las reservas maternas sean constantes, la
absorcion de hierro deberia aumentar de 0.8 mg/dia durante las primeras semanas a 10-12
mg/dia durante las Gltimas semanas de gestacion. Bajo estas observaciones, cabria esperar que
la mujer con una alimentacion normal estaria expuesta a riesgo de deficiencia, sobre todo en el
tercer trimestre, ya que la absorcion media ronda 10-15% del hierro de la dieta. Pero en
realidad, en el curso del embarazo se produce un aumento considerable de las capacidades de
absorcién intestinal del hierro, aumento que concierne tanto al hierro heminico como al hierro

mineral (Ayoubi y col., 2012).

Después de la menopausia los requerimientos nutricionales de la mujer se igualan a los

hombres, como ocurre durante la etapa de nifiez.

Tabla n® 3: Ingesta de hierro recomendada en mujer adulta y gestante (mg/dia)
(modificado de S&nchez-Muniz col., 2013).
Estados Unidos

Institute of Medicine, 2001

Edad Mujer Gestante Edad Mujer Gestante
- 18 18 - 18 27

20-39 18 19-30 18

40-49 18 31-50 18

50-59 10 50-70 8

60+ 10 70+ 8

Lactancia 18 Lactancia 27

2.1.4.2. Absorcién

La absorcion del hierro depende de la cantidad de hierro en la dieta, su biodisponibilidad
y las necesidades de este en el organismo. Una dieta occidental proporciona aproximadamente
15 mg diarios de hierro. De este hierro, la digestion en la luz intestinal libera cerca de la mitad
de forma soluble, de la cual Unicamente alrededor de 1 mg (5-10 % del hierro dietético) se
transfiere a la sangre portal en un hombre adulto sano (Worwood, 2008).

Formas del hierro en el intestino

El hierro de la dieta se puede encontrar en muchas formas, pero normalmente se clasifica
como hierro hemo y no hemo (Sharp, 2010). El hierro hemo se encuentra con abundancia en la
carne como parte de las hemoproteinas, hemoglobina y mioglobina. El bajo pH del estomago,

junto con las enzimas proteoliticas del estdbmago y el intestino delgado, ayudan a liberar el
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hierro de las hemoproteinas. EI hemo en si tiene una solubilidad muy limitada, pero forma
complejos solubles con otros componentes de la dieta en el lumen intestinal. El hierro se libera
del hemo después de su entrada a los enterocitos intestinales (Fuqua y col., 2012).

El hierro no hemo se presenta en muchas méas formas tanto en alimentos vegetales como
animales. Este hierro estd asociado con una gama de proteinas, incluyendo la proteina de
almacenamiento de hierro ferritina, y también se encuentra en las vacuolas de las células
vegetales. Si bien el bajo pH del estbmago puede estabilizar el hierro en su forma reducida
(Fe?) o de forma ferrosa, la mayoria del hierro de la dieta se encuentra en forma oxidada (Fe**)
o en forma férrica, que tiene una baja solubilidad y biodisponibilidad. Durante el proceso de
digestion, sin embargo, el hierro no hemo es muy probable que coexista en muchos complejos
diferentes con los productos de la digestion en el tracto intestinal, lo que puede mejorar o alterar
su absorcion. Por ejemplo, los fitatos de origen vegetal y taninos pueden secuestrar algunas
formas de hierro no hemo y disminuir considerablemente su absorcion, mientras que el acido
ascorbico y compuestos de las carnes (“factor carne”) pueden aumentar la absorcion. La
absorcién del hierro de la ferritina no se ve tan fuertemente afectado por estos componentes de
unioén al hierro de la dieta. En cuanto a la absorcion del hierro hemo, tampoco se ve afectado por
estos agentes quelantes o potenciadores del hierro. Junto con otras pruebas, este hecho sugiere
que la ferritina y el hierro hemo son absorbidos por diferentes mecanismos que las formas de
hierro de bajo peso molecular (Lonnerdal, 2009; Fuqua y col., 2012).

Paso del hierro a través del enterocito

La absorcién de la mayoria del hierro se produce en la parte superior de intestino delgado,
en el duodeno y en el yeyuno proximal, a través de las células del epitelio intestinal, o enterocito
(Collins y Anderson, 2012). Estas células se caracterizan por presentar una cara apical que esta
en contacto con el lumen del intestino y el contenido de la dieta, y una cara basolateral en
contacto con la sangre. Los enterocitos surgen de la division de las células madre de las criptas
intestinales y migran hasta la vellosidad, que con el epitelio intestinal se renueva completamente
cada 3-4 dias. Las caracteristicas fisicas del tracto gastrointestinal, tales como el area superficial
del intestino, que se incrementa bajo condiciones de deficiencia de hierro, y el pH en el
estobmago (un pH bajo aumenta la solubilidad de hierro), también pueden afectar de forma

importante en la absorcion de hierro (Collins y Anderson, 2012).

Los enterocitos diferenciados del duodeno expresan altos niveles de proteinas implicadas
en la absorcion de hierro de la dieta. En el borde en cepillo, la principal proteina implicada en el
transporte del Fe®* es el transportador de metales divalentes (DMT1) (Courville y col., 2006:

Collins y Anderson, 2012). Los ratones a los que se les somete a una ablacion del intestino

17



delgado especifica para DMT1 mueren poco después del nacimiento de una anemia severa, lo
que demuestra la importancia de este transportador en la absorcién de hierro (Gunshin y col.,
2005). La actividad de la ferrireductasa que se encuentra en el ribete en cepillo facilita la
reduccion del Fe** de la dieta a la forma Fe?*, que es el sustrato para el DMT1. El citocromo b
duodenal con actividad ferrireductasa (Dcyth) es capaz de proporcionar la actividad reductasa,
pero existen otras reductasas, como la metaloreductasa Steap2, que también tiene este papel
(McKie, 2008).

La absorcion del hierro hemo y de la ferritina es menos conocida. Hay evidencias de que
el hemo es absorbido por endocitosis mediada por receptores (Collins y Anderson, 2012), pero
el receptor de alta afinidad para el hemo en los enterocitos aln no se ha podido identificar. La
proteina transportadora del hemo (HCP-1) acoplado al transportador de folato fue identificada
como el transportador apical del hemo y (Shayeghi y col., 2005; Collins y Anderson, 2012), sin
embargo, la proteina parece ser que juega un papel mucho mas importante en la absorcion de
folato y tiene mucha menos afinidad por el hemo. También hay evidencias de que la ferritina de
la dieta también entra en los enterocitos por medio de endocitosis (San Martin y col., 2008).

Una vez el hierro esta dentro del enterocito este puede almacenarse dentro de la ferritina
enddégena o exportarlo a la sangre para el transporte a otros tejidos. EI hemo ingerido es
degradado por la hemo oxigenasa 1 (HO-1) para liberar el Fe**, el hierro de la ferritina ingerida
también tiene que ser liberado (Collins y Anderson, 2012). El hierro de todas las formas
dietéticas, ya liberado, termina en la sangre unido a la transferrina, que parece ser que forma un
pool comdn de hierro dentro del enterocito, pero ain no sé conoce la naturaleza de este pool de

hierro y como se transporta dentro del enterocito (Fuqua y col., 2012).

La ferroportina (FPN1), proteina transmembrana que esta localizada en la membrana
basolateral de los enterocitos, es la Unica proteina exportadora de hierro que se conoce en
mamiferos y es la responsable del paso del hierro desde los enterocitos en la circulacion
sanguinea (Anderson y Vulpe, 2009). La supresion de la FPN1 en las células intestinales en
ratones da como resultado un bloqueo casi completo de la absorcién intestinal de hierro y una
consiguiente acumulacion de hierro en los enterocitos intestinales (Donovan y col., 2005). La
FPN1 transporta el hierro en su forma Fe®*, pero la transferrina (Tf) plasmatica sélo se une al
hierro en la forma Fe®*, por este motivo, se cree que la ferroxidasa juega un papel muy
importante en la oxidacion del hierro transportado por la FPN1. Sin la actividad de una
ferroxidasa, la FPN1 es internalizada y degradada (De Domenico y col., 2009). Mientras que
otros tipos de células utilizan la ceruloplasmina (CP, proteina que utiliza el cobre como
cofactor) circulante unida a glicosil fosfatidil inositol (GPI) como ferroxidasa para la FPN1, la

no expresion de la CP parece no afectar a la absorcion de hierro, salvo en situaciones de
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extrema necesidad de hierro (Collins y Anderson, 2012). En cambio, las células intestinales
utilizan un andlogo de la CP unido a membrana llamado hefaestina (HEPH) (Vulpe y col.,
1999). Algunos estudios han indicado que la HEPH y la FPN1 pueden interactuar (Collins y
Anderson, 2012). La HEPH cuando esta mutada en ratén provoca anemia ligada al sexo, lo que
da como resultado una acumulacion de hierro en los enterocitos y una anemia sistematica
(Vulpe y col., 1999). La proteina precursora amiloidea (APP) es otra ferroxidasa que se expresa
en los enterocitos intestinales que podria desempefiar un papel importante en la absorcion de
hierro (Duce y col., 2010).

Requlacién de la absorcion de hierro

Ya que no hay mecanismos conocidos que regulen la eliminacion de hierro del cuerpo, es
critico que la absorcion de hierro esté estrechamente regulada para que se suplan con precision
las necesidades organicas del mismo. En un adulto sano, la mayor parte de las necesidades
diarias de hierro se compensan por el reciclaje del hierro de los glbulos rojos senescentes
mediante la degradacion de los macrofagos reticuloendoteliales. Sin embargo, el cuerpo debe
absorber suficiente hierro de la dieta para compensar las pérdidas “obligadas” debido a la
eliminacion de las células epiteliales, la menstruacién y otras pérdidas menores. Este suministro
también debe satisfacer los mayores requerimientos que se producen en el crecimiento, el
embarazo, las condiciones de hipoxia y a las pérdidas de sangre (hemorragias). Si se absorbe
demasiado hierro, como en enfermedades genéticas como la hemocromatosis, el hierro desborda
la capacidad de almacenamiento del cuerpo, lo que resulta en un dafio oxidativo mediado por
hierro en los tejidos. La regulacion de la absorcion de hierro estd mediada a través de una

interaccién compleja a nivel local y sistémico (Fuqua y col., 2012).

e Regulacidn sistémica

La absorcion de hierro desde los enterocitos intestinales, asi como el flujo de
salida de hierro reciclado de los macréfagos, se controla sistémicamente por la
hormona peptidica de 25 aminoacidos llamada hepcidina (Nemeth y Ganz,
2009; Knutson, 2010). La hepcidina, que es sintetizada principalmente en los
hepatocitos, circula por la sangre y se une al exportador de hierro FPN1 de la
superficie celular, incluyendo la membrana basolateral de los enterocitos. Esta
union provoca la internalizacion y la posterior degradacion de la FPN1, y por
tanto la liberacion de hierro en la sangre disminuye (Nemeth y col., 2004). La
mutacion de la FPN1 que impide la unién de la hepcidina provoca una
sobrecarga de hierro, en humanos se conoce como hemocromatosis tipo 4

(Pietrangelo y col., 2011). Hay datos que sugieren que la hepcidina puede ser
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capaz de actuar directamente sobre el DMT1 en los enterocitos, pero aln se tiene
que seguir investigando (Fuqua y col., 2012). La regulacion de la produccion de
hepcidina es compleja (Knutson, 2010), pero se sabe que los niveles de
hepcidina aumentan cuando aumentan las reservas de hierro, durante una
infeccion e inflamacion, mientras que disminuyen durante la hipoxia, bajo
deficiencia de hierro y cuando aumentan las necesidades eritropoyéticas. Tanto
estudios en animales como las enfermedades en humanos que dan como
resultado unos niveles no apropiados de hierro han ayudado a arrojar luz sobre
cudles son los mecanismos de regulacion de la hepcidina, a pesar de todo aun no

se conocen con exactitud.

La via BMP6/SMAD (proteina morfogénica Osea/proteinas SMAD, son
proteinas que participan en la traduccién de sefiales celulares) es la ruta central
gue regula la expresion de la hepcidina (Knutson, 2010), y parece ser de gran
importancia en la modulacion de la respuesta que la hepcidina provoca en las
reservas de hierro. Son varios miembros de la familia de las BMP, en particular
laBMP 2, 6y 9, que se ha demostrado que modulan la respuesta de la expresion
de la hepcidina, sin embargo, la BMP6 parece ser la de mayor importancia
fisiologica. En ratones knockout para el gen de la BMP6 se ha visto que tienen
una expresion significativamente reducida y la posterior sobrecarga sistematica
de hierro, este hecho demuestra la importancia de las BMP6 en la expresion de
hepcidina (Meynard y col., 2009). La BMP6 pertenece a la familia de los
factores de crecimiento transformante  y es secretada por los hepatocitos en
proporcion al estado del hierro. La BMP6 se une al complejo receptor BMP /11
en los hepatocitos, lo que conduce a la fosforilacion mediada por receptores de
las SMADs 1, 5 y 8. Esta fosforilacion permite que estas proteinas interactiien
con Smad 4, estos complejos heteroméricos resultantes pasan al nucleo donde
estimulan la transcripcion del gen que codifica la hepcidina, HAMP. El
complejo receptor de la BMP6 incluye a un co-receptor llamado hemojuvelina
(HJV) que es critico para que esta via pueda funcionar (Knutson, 2010;
Pietrangelo y col., 2011). Las personas con un defecto congénito que no
producen HJV tienen bajos niveles de hepcidina y desarrollan una severa
sobrecarga de hierro, padeciendo hemocromatosis juvenil (Tipo 2). La HJV se
encuentra normalmente unida a la membrana plasmatica de las células, pero
puede producirse una forma soluble por medio de la proteasa furina. La HJV
soluble puede competir con la HJV unida a membrana en la unién de la BMP y

por tanto es capaz de aumentar la sefializacion BMP/SMAD. La matriptasa-2
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(TMPRSS6, una serin-proteasa) degrada la HJV, siendo capaz de disminuir la
sefializacion de la BMP (Finberg, 2009). La expresion de la hepcidina también
se puede ver aumentada por procesos inflamatorios y por infecciones a través de
la induccion de citoquinas inflamatorias como la IL-6 y la via de sefializacion de
JAK-STAT (Nemeth y Ganz, 2009; Knutson, 2010).

La relacion entre los niveles de hierro y la hepcidina ain se desconoce, pero es
probable que implique a dos vias principalmente: la regulacion de hierro
dependiente de BMP6 y el grado de saturacion de la Tf (Nemeth y Ganz, 2009;
Knutson, 2010). EI receptor de la transferrina 2 (TfR2) y la proteina de la
hemocromatosis hereditaria (HFE) pueden estar implicados en la deteccién de la
saturacién de la Tf. La mutacién de alguna de estas proteinas puede conducir a
una reduccion de la produccion de hepcidina, el aumento de la absorcion de
hierro y la posterior enfermedad por sobrecarga de hierro (mutacion HFE
provoca hemocromatosis tipo 1; mutacién TfR2 provoca hemocromatosis tipo 3)
(Babitt y Lin, 2011). El TfR2 es un paralogo del TfR1, pero, a diferencia del
TfR1, que se expresa principalmente en el higado y esta regulado positivamente
por los niveles de holo-Tf (transferrina saturada o transferrina diférrica). La
HFE puede unirse al TfR1 en el mismo sitio que la holo-Tf, y también puede
unirse al TfR2 y aumentar su estabilidad. La hipdtesis de que uno de los
mecanismos por los cuales HFE y el TfR2 podria detectar los niveles circulantes
de hierro es que los niveles altos de holo-Tf podrian limitar la unién de HFE a
TfR1, lo que conduce a un aumento de la union de la HFE al TfR2 y la posterior
estimulacién de una cascada de reacciones que activan la sintesis de hepcidina
(Gao y col., 2009; Knutson, 2010). Sin embargo, esto aln tiene que ser
demostrado, ya que se ha visto que ratones que carecen de ambas proteinas
sufren un fenotipo mas grave que los ratones knockouts para cada gen
individualmente, lo que sugiere que estas proteinas pueden tener funciones

independientes (Wallace y col., 2009).
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Figura n° 2: Regulacion hormonal del flujo de salida de hierro desde los enterocitos y macréfagos
reticuloendoteliales (modificado de Wang y Pantopoulos, 2011).

Fpn: ferroportina; Heph: hefaestina; TfR1: receptor de la transferrina 1; HO-1: hemo oxigenasa 1; Cp:
ceruloplasmina; Tf: transferrina; Hp: haptoglobina; Hpx: hemopexina; FLVCR: receptor del virus de leucemia
felina, subgrupo C; CD91, CD173: receptores especificos.

e Requlacién local

La absorcion de hierro también esta regulada a nivel local en los enterocitos por
la concentracion de hierro celular y la hipoxia. El que juega un papel principal
en esta regulacion es el sistema IRE/IRP (lron Responsive Element/Iron
Responsive Protein, elementos de respuesta al hierro/proteinas de respuesta al
hierro), que interviene en la regulacion post-transcripcional de las proteinas
implicadas en el metabolismo del hierro (Wang y Pantopoulos, 2011). EI ARNm
que codifica para el TfR1 y dos isoformas del DMT1 tienen IREs en el extremo
3’UTR que se estabiliza en condiciones de deficiencia de hierro cuando un IRP

(IRP1 o IRP2) se une a ellos. Esta estabilizacién aumenta la vida media del
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ARNmM y, por lo tanto, aumenta la cantidad de proteina traducida. EI IRP1 se une
reversiblemente al hierro y presenta un estado de union al ARNm cuando los
niveles celulares de hierro son bajos. IRP2 no se une al hierro, pero se degrada
cuando la concentracidn de hierro es baja. La ferritina, la APP y una isoforma de
la FPN1 presentan su ARNm con un IRE en el extremo 5’UTR. En este lugar, la
estabilizacion del bucle que produce el IRP bloguea la traduccion de estos
ARNM en condiciones de baja disponibilidad de hierro. La isoforma de la FPN1
que mas se sintetiza en las células intestinales, sin embargo, carece del 5’IRE de
la FPN1y por lo tanto los niveles de esta proteina se pueden mantener incluso si
los niveles de hierro en la célula son bajos (Zhang y col., 2009). Esto permite
que el organismo absorba el hierro cuando hay deficiencia de hierro sistémico o
cuando el hierro aportado por la dieta es bajo. La ferritina de los enterocitos, que
almacena la mayor parte del hierro de la célula cuando no estd en el pool de
hierro 1abil, también puede ser importante para la regulacién de la absorcién de
hierro, se ha visto que ratones knockout para la cadena H de la ferritina
especifica de enterocitos presentan una aumentada la absorcion de hierro que es
inapropiadamente alta para el estado del hierro que presenta el animal (Vanoaica
y col., 2010). Aun gueda por determinar si en condiciones fisiol6gicas normales

la ferritina tiene un papel activo en el flujo de hierro de los enterocitos.

La hipoxia es un gran estimulador de la absorcion de hierro y por lo tanto las
proteinas que participan en su absorcion estan reguladas transcripcionalmente
por el hierro y el estado del oxigeno, por medio del factor inducible por hipoxia
20, (HIF-2a) (Mastrogiannaki y col., 2009; Shah y col., 2009). El HIF-20 forma
parte de un complejo factor de transcripcion que se une a promotores que
contiene elementos de respuesta al HIF (HRE) para inducir su transcripcion.
Entre los genes que contienen HREs se incluyen el Dcytb, DMT1 y FPN1. El
HIF-2a es sintetizado constitutivamente por las células, pero es ubiquitinizado y
degradado rapidamente en el proteosoma después de una hidroxilacion por
medio de la proteina prolil-hidroxilasa (PHD, Prolyl Hydroxylase Domain-
containing protein) dependiente de hierro u oxigeno. Los niveles de HIF-2a, y
por lo tanto la transcripcion de los genes sobre los que actla, aumentan cuando
la concentracién de hierro y oxigeno disminuyen y la actividad de las PHDs esta
limitada. Estudios en ratones modificados genéticamente que tienen aumentada
la expresion del HIF-2a en intestino presentan una mayor expresion de DMT1 y
Dcytb y un aumento de la absorcién de hierro, mientras que en ratones knockout

para HIF-2a presentan bajos niveles de DMTL1, Dcytb y FPN1 y deficiencia de
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hierro sistémico a pesar de las bajas presencia de hepcidina (Mastrogiannaki y
col., 2009; Shah y col., 2009). Estos datos dan un rol muy importante al HIF-2a
en la regulacion local de la absorcion de hierro.

2.1.4.3. Distribucion y captacion celular

El hierro que es exportado de las células (enterocitos, macréfagos, hepatocitos, etc.) por
la FPN1 se une a la Tf plasmaética, una glicoproteina B; globulina de 80 kDa codificada en el
cromosoma 3. Es sintetizada en el reticulo endoplasmético de las células parenquimatosas del
higado y, en menor medida, en el sistema nervioso central, células de Sertoli y los macr6fagos
del tejido linfoide. Su vida media es de 8 dias (De Domenico y col., 2008). Existen otros dos
tipos de Tf, la lactoferrina y la ovoferrina, que en las infecciones fijan el hierro e impiden que

esté disponible para los agentes microbianos (Garcia y col., 2010).

La funcién principal de la Tf es transportar hierro férrico (Fe®"), al que se une de forma
fuerte pero reversible. La union es favorecida por un pH alcalino que se logra con la presencia
de un anién, carbonato o bicarbonato. La Tf tiene la capacidad de unir dos atomos de Fe**, y
esto provoca un cambio conformacional en la proteina. Normalmente, la saturacién con hierro
de la Tf circulante es un tercio de su capacidad total, pero no en forma homogénea. La proteina
que permanece insaturada (apo-Tf es del 70%) actlia como buffer ante la posibilidad de que el
hierro absorbido o liberado en abundante cantidad quedase en estado libre y resultase toxico

para el organismo (De Domenico y col., 2008).

Cuando la capacidad de saturaciéon de la Tf es superada, puede aparecer en el plasma
hierro no unido a Tf (NTBI: non-transferrin-boud serum iron). Esta fraccion de hierro es
biolégicamente tdxica y dentro de la misma se encuentra el hierro plasmatico labil (LIP: labile
iron plasma), que es el de mayor toxicidad. NTBI penetra en las células independientemente del
TfR, asi lo hace el higado, corazén y otros érganos por difusion pasiva o por un transportador
no conocido aun (Kohgo y col., 2008). El hierro libre tiene una actividad redox ilimitada, capaz
de generar especies reactivas del oxigeno en una cantidad tal que supere la capacidad del
organismo para procesarlo. Estos radicales libres, como hidroxilo (HO"), atacan macromoléculas
y promueven la peroxidacion de lipidos de membrana. También las estructuras intracelulares
son susceptibles a la peroxidacion dependiente de hierro. En las células con sobrecarga de este
metal los lisosomas se vuelven fragiles y pueden liberar su contenido de proteasas, causando

aun mayor dafio y en Ultimas instancia llevando a la muerte celular. Este proceso conduce al

24



Antecedentes Bibliograficos .

severo dafo observado en higado, corazén, articulaciones, pancreas, gonadas, etc. de los

pacientes con desordenes por sobrecarga de hierro (Nathan y Oski, 2009).

Una forma de medir la Tf del plasma es cuantificar el hierro que se une a ella. La suma de
la ferritina y la capacidad de transporte de la Tf insaturada (UIBC: unsaturated iron-binding
capacity), es la capacidad total de fijacién de hierro de la Tf (TIBC; total iron-binding
capacity), equivalente a la concentracion de esta proteina en el plasma. La TIBC aumenta en la
deficiencia de hierro y en el embarazo, y disminuye en los procesos inflamatorios, infecciosos y
renales (Sheftel y col., 2009).

La holo-Tf pude unirse a dos tipos de receptores, TfR1y TfR2.

El TfR1 es un homodimero, que consta de dos subunidades transmembrana idénticas
unidas por puentes disulfuro (De Domenico y col., 2008). Se expresa en gran cantidad en todas
las células en divisién, en linfocitos activados y en los precursores eritroides con mayor
demanda de hierro. Se une selectivamente a la holo-Tf para internalizarla en la célula

(endocitosis mediada por receptor) (Andrews, 2008).

El TfR2 es un homologo del TfR1, cuya expresion esta restringida a hepatocitos, células
duodenales y eritroides, lo que sugiere un rol mas especializado en el metabolismo del hierro
(Gisbert y Gomollén, 2009; Nemeth, 2010). Se une a la holo-Tf con menor afinidad que el
TfR1, y su papel principal es como molécula de sefializacion (De Domenico y col., 2008).
Cuando la Tf circulante se encuentra saturada, el TfR2 interactia con la proteina HFE para que

aumente la sintesis de hepcidina.

Ciclo de la transferrina

Durante el desarrollo celular los eritrocitos, asi como en la mayoria de las células, captan
el hierro de la Tf plasmética. La holo-Tf cargada de hierro tiene una gran afinidad por el TfR1
de la superficie celular (Ponka y col., 1998), este complejo sufre endocitosis por efecto de las
clatrinas (Figura n® 3). Una bomba de protones acidifica el endosoma a pH 5.5, provocando la
liberacion del Fe** de la Tf que permanece unida al TfR1. La ferrirreductasa Steap3 reduce el
Fe** a Fe?* (Ohgami y col., 2005), que es transportado a través de la membrana del endosoma
por el DMT1 hasta el citosol o, posiblemente, de forma directa a la mitocondria en eritrocitos
(Richardson y col., 2010). Después de liberar el hierro, la afinidad de la Tf y el TfR1 disminuye
unas 500 veces, como resultado se produce la disociacién. En el dltimo paso del ciclo de la

transferrina, la apo-Tf es secretada al torrente sanguineo para volver a captar mas Fe*".
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Figura n® 3: Captacion celular de hierro via ciclo de la transferrina (modificado de Wang V|
Pantopoulos 2011).

Los enterocitos absorben el hierro inorganico o hemo de la dieta y los macréfagos fagocitan los glébulos rojos
senescentes cargados de hierro, o captan hierro por otros mecanismos. Ambos tipos de células liberan Fe** al
plasma via FPN, que es incorporado a la apo-Tf después de ser oxidado a Fe®" via hefaestina o ceruloplasmina.
Los hepatocitos segregan hepcidina en respuesta a los altos niveles de hierro o en respuesta a procesos
inflamatorios, que inhiben el flujo de hierro via FPN y promueve la retencién de hierro en enterocitos y
macréfagos.

La importancia del ciclo de la Tf en la entrada de hierro en los eritrocitos esta demostrada
por la letalidad que se produce en ratones con disrupcién dirigida del TfR1, y la anemia
microcitica hipocromica de los animales TfR1 +/- (heterocigotos) (Levy y col., 1999). Por otra
parte, el hpx (hipotransferrinemia) en ratones con fallo en la expresion apropiada de Tf debido a
un defecto de “splicing” también desarrolla anemia microcitica hipocromica, que se asocia,
paradéjicamente, con la sobrecarga de hierro hepético (Trenor y col., 2000). Estos hallazgos
proporcionan una fuerte evidencia de que el ciclo de la Tf es indispensable para la captacion de
hierro por los eritrocitos, y la Tf es el Gnico donante de hierro para la eritropoyesis (Wang y
Pantopoulos, 2011).

El DMT1 no s6lo actla en la absorcion de hierro de la dieta, sino que es un componente
crucial en el ciclo de la Tf ya que media el transporte de Fe** a través de la membrana del

endosoma. Asi en ratones DMT1 -/- (homocigotos sin gen para el DMT1) no pueden absorber
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ni el hierro de la dieta, ni usar eficientemente el hierro para la eritropoyesis v,
consecuentemente, desarrollan anemia microcitica hipocromica grave y mortal poco antes de
nacer (Gunshin y col., 2005). Los animales con mutacion parcialmente inactivada (ratones y
ratas Belgrade mk/mk) presentan anemia severa (Fleming y col., 1997; Fleming y col., 1998;
Wang y Pantopoulos, 2011).

Otros mecanismos de captacion de hierro

Los macréfagos pueden usar el ciclo de la Tf para captar hierro, especialmente en cultivos
celulares. Sin embargo, in vivo, los macrofagos adquieren una gran cantidad de hierro por medio
de la fagocitosis de los globulos rojos senescentes (Figura n® 3). Los macréfagos también son
capaces de limpiar de la circulaciéon la hemoglobina y el grupo hemo cuando se produce
hemolisis intravascular. La hemoglobina libre es limpiada por la haptoglobina (Hp), que es una
proteina producida por el higado, que a su vez es captada por los macréfagos tras la union al
receptor CD163 (Kristiansen y col., 2001). De igual, forma el grupo hemo libre es recogido por
la hemopexina (Hpx) plasmatica y es reconocido por el receptor CD91 de los macréfagos e
internalizado por endocitosis (Hvidberg y col., 2005). Este hemo internalizado, o el hemo
derivado de la degradacion de la hemoglobina después de su absorcion directa, o en la
eritrofagocitosis son degradados por la HO-1, produciendo Fe?*, es liberado al plasma a través
de la FPN. La Nrampl (natural resistance-associated macrophage protein 1: proteina de
resistencia natural de macréfagos 1), un homologo del DMTL, que contribuye eficientemente en
el reciclado del hierro de la hemoglobina, especialmente durante la anemia hemolitica (Soe-Lin
y col., 2009).

La Tf plasmatica cede el hierro a todos los tejidos, excepto a los que estan separados del
torrente sanguineo por una capa de tejido endotelial ya que tiene una barrera fisica (por ejemplo
el cerebro, testiculos o los 0jos). EI como cruza el hierro la barrera hematoencefalica u otras
barreras, que no permiten el trasiego libre de proteinas y metabolitos, se conoce parcialmente.
Al parecer las células endoteliales de los capilares en estos lugares expresan TfR1 y captan el
hierro de la Tf plasmatica (Zecca y col., 2004; Rouault y col., 2009). La liberacién de hierro
desde las células endoteliales (también neuronas y astrocitos) en el espacio cerebral
probablemente involucre a una FPN acoplada a una ferroxidasa, por analogia con el mecanismo
de transporte de la membrana basolateral del epitelio intestinal. La actividad ferroxidasa la
pueden aportar las proteinas que interactGan con la FPN como pueden ser la hefaestina, GPI-
ceruloplasmina (glucosilfosfatidilinositol-ceruloplasmina, una isoforma de ceruloplasmina
asociada a membrana) (Jeong y David, 2003) o la B-APP (s-amyloid precursor protein, proteina
precursora amiloidea ) (Duce y col., 2010). En el interior, en el fluido intersticial, el hierro es

captado por la Tf del cerebro que es secretada por los oligodendrocitos.
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Antes, se creia que la Tf plasmatica se recuperaba de forma sustancial durante la
filtracion en el rifdn (Smith y Thévenod, 2009). Posteriormente, se ha establecido que las
celulas polares del epitelio renal de los tbulos proximales pueden captar hierro de la Tf por
medio de los receptores de endocitosis, cubilina, que actian en conjunto con el receptor
megalina (Kozyraki y col., 2001). La cubilina (pero no el TfR1) se expresa en la membrana
apical de las células del tubulo proximal, que también contienen gran cantidad de DMT1, esto
sugiere que al menos una fraccion de Tf se filtra en el rifion y se recupera del filtrado
glomerular por la unién a la cubilina (Smith y Thévenod, 2009). Se supone que el flujo de hierro
desde la membrana basolateral de las células del tabulo proximal al torrente sanguineo puede
involucrar a la FPN y hefaestina/ceruloplasmina.

La lipocalina 2 (Lcn2) es una proteina de mamiferos que fue identificada por su
capacidad para interactuar con el sider6foro de enterobacterias (Goetz y col., 2002), esta
implicada en las vias de captacién de hierro en el rifion durante el desarrollo, en lesiones e
inflamaciones (Devireddy y col., 2005). La Lcn2 cargada de hierro es internalizada por los
receptores 24p3R (receptores especificos de Lcn2) (Devireddy y col., 2005) y la megalina
(Hvidberg y col., 2005). Se ha demostrado recientemente que los animales sintetizan el
sideréforo 2,5-DHBA (acido dihidroxibenzoico), que es un isomero del 2,3-DHDA, el
componente de union al hierro de enterobacterias (Devireddy y col., 2010). Es muy importante
destacar, que una deplecién de 2,5-DHBA provoca una mala regulacién del metabolismo del
hierro en células de mamiferos y en embriones de pez cebra, destacando, la gran importancia
bioldgica del mecanismo dependiente de Lcn2. En ratones Len2 -/- (homocigoto) se muestra un
metabolismo aparentemente normal; sin embargo, presentan una falta de respuesta inmunitaria
innata contra infecciones bacterianas, lo que sugiere que el Lcn2 sirve para privar a las bacterias
de hierro (Flo y col., 2004).

En condiciones fisiologicas la Tf plasmatica esta hipoinsaturada (entorno al 30%) y
muestra una alta capacidad de fijacion de hierro, para impedir la acumulacién de NTBI. Sin
embargo, en la hemocromatosis hereditaria y otras enfermedades que cursan con sobrecarga de
hierro, el nivel de hierro en plasma excede de la capacidad de saturacion de la Tf, y un pool de
NTBI se acumula contribuyendo significativamente a la carga de hierro en higado (Breuer y
col., 2000). La naturaleza exacta del NTBI sigue siendo dificil de aclarar, pero su capacidad
redox y su toxicidad se conocen bien. Este puede formar libremente quelatos de hierro con la
albimina u otras pequefias moléculas organicas, como puede ser el citrato (Hider, 2002). El
mecanismo por el cual las células captan NTBI no se conoce con exactitud, pero se sabe que la

Lcn2 no tiene este papel (Huang y col., 2009). El transportador de zinc Zinl4 (también
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conocido como SLC39A) parece ser que es capaz de mediar la captacion de NTBI (Liuzzi y

col., 2006) asi como la asimilacion de Tf unida a hierro (Zhao y col., 2010).

La ferritina, la proteina que almacena el hierro esta también implicada en las vias de
transporte de hierro, que puede predominar en estados patoldgicos, cuando los tejidos dafiados
ricos en ferritina la liberan. La proteina de membrana TIM-2 (T-cell immunoglobulin-domain
and mucin-domain 2) funciona como receptor de ferritina en roedores (Chen y col., 2005).
Recientemente, se ha demostrado que la ferritina puede ser captada por Scara5 (scavenger
receptor class A, member 5) y donar el hierro para el ser utilizado en el desarrollo del rifidn (Li
y col., 2009), mientras que la Ferritina-H (ferritina que solo tiene cadenas H) puede ser

internalizada por las células tras la union especifica con el TfR1 (Li y col., 2010).

2.1.4.4. Metabolizacion

Metabolismo mitocondrial del hierro

La mayoria de las células usan el hierro mitocondrial para la sintesis del grupo hemo y
nucleos de Fe-S (ISC: iron-sulfur clusters). EI mecanismo por el que se produce el trasiego de
hierro en la mitocondria no se conoce en su totalidad. Estudios de microscopia de eritrocitos han
ayudado a dar evidencias cientificas y se ha propuesto la hipétesis “besa y corre” (kiss-and-run),
que postula la entrega del hierro del derivado mitocondrial de la Tf a través del contracto
transitorio con el endosoma, sin llegar a fusionarse las membranas (Richardson y col., 2010). En
otros tipos de células, en general, se acepta que el hierro adquirido durante el ciclo de la Tf se
libera primero en el citosol y después se dirige a la mitocondria. Las glutaredoxinas citosélicas
mas conservadas, Grx3 y Grx4, parece que desempefian un papel esencial en la deteccion y
trasiego intracelular de hierro, se sabe gque el agotamiento de las mismas en levaduras conduce a
un mal transporte de hierro a la mitocondria y efectos adversos en las rutas dependientes de
hierro (Muhlenhoff y col., 2010). Es conocido que la entrada de hierro a la mitocondria requiere
del transportador SLC mitoferritina (también Ilamado SLC25A37), localizado en la membrana
interior de la mitocondria (Shaw y col., 2006). La mitoferritina-1 se presenta en alta
concentracion en los eritroblastos y se estabiliza una vez maduros, la siguiente interaccion se
produce con el transportador especifico de los eritrocitos, el transportador ABC Abcb10 (ATP-
binding cassette, subfamily B, member 10: proteina de unién al ATP, subfamilia B, miembro
10) (Chen y col., 2009), mientras que la mitoferritina-2 se expresa de forma ubicua y su vida
media no estd regulada (Paradkar y col., 2009). Ambas isoformas de mitoferritina son

homdlogas; sin embargo, no presentan redundancia funcional, se sabe que la sobreexpresién de
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mitoferritina-2 no puede suplir la asimilacion de hierro en eritrocitos deficientes de
mitoferritina-1. La falta de mitoferritina-1 funcional en el pez cebra mutante est4 asociada con
defectos severos en la eritropoyesis, sintesis del grupo hemo y la sintesis de ISC (Shaw y col.,
2006). Curiosamente, el agotamiento en mamiferos del sideréforo 2,5-DHBA también conduce
a defectos en la asimilacion de hierro en la mitocondria y la sintesis del grupo hemo (Devireddy
y col., 2010), dando a entender la importancia que tiene la via de la Lcn2 del hierro para la

mitocondria.

Todos los organismos sintetizan el anillo tetrapirrolico porfirinico del grupo hemo a partir
de su precursor universal ALA (&cido 5-aminolevulinico) por medio de una ruta muy
conservada de ocho pasos (Ponka, 1997; Ryter y Tyrrell, 2000; Severance y Hamza, 2009). La
mayoria de los eucariotas (excepto plantas), generan el ALA en la mitocondria mediante
condensacion de succinil-CoA vy glicina, que esta sintetizado por las ALAS (ALA sintasa). En
mamiferos se expresan dos isoformas ALAS1 y ALAS2 (especifica de eritrocitos). El precursor
ALA se exporta al citosol y es transformado en los intermediarios porfobilindgeno,
hidroximetilbilano, uroporfirinégeno Il y coproporfirinégeno Il1l. Después es oxidado a
protoporfininégeno 1X e importado a la mitocondria, donde es ademas oxidado a protoporfirina
IX. Al final de la ruta de reacciones de sintesis del grupo hemo, la ferroquelatasa cataliza la
insercion del Fe?* a la protoporfirina IX. Este nuevo hemo sintetizado se exporta al citosol para
incorporarse a las hemoproteinas. El transporte del grupo hemo y de los metabolitos a través de
la membrana mitocondrial puede implicar a miembros de la familia de transportadores ABC
(Severance y Hamza, 2009) y del transportador SLC, SLC25A39 (Nilsson y col., 2009). En las
células distintas de eritrocitos, la reaccion limitante en la ruta de sintesis del anillo porfirinico es
la sintesis de ALA. Por el contrario, en la sintesis del anillo porfirinico en eritrocitos depende

del suministra de hierro, limitando la reaccion (Ponka, 1997).

El ensamblaje y reparacién de los ISCs esta mediado por complejas vias. Se conoce la
funcion de varias proteinas que actlan en estas vias, pero siguen apareciendo nuevos
componentes (Johnson y col.,, 2005; Lill, 2009; Ye y Rouault, 2010). Las proteinas
mitocondriales Isul/2 (también conocidas como ISCU: iron-sulfur cluster assembly enzyme) y
Isal/2 (nombrada también como ISCA: iron-sulfur cluster assembly protein), proporcionan los
cimientos para poder comenzar con la biosintesis del ISC. La desulfurasa de cisteina Nfsl
(nitrogen fixation homologue, también se nombra como ISCS) junto con ISD11 (interviene en la
biogénesis de proteinas Fe-S, proteina de interaccion con la desulfurasa), generan azufre
elemental, mientras las proteinas de unién al hierro, frataxina, parece que actia como donador
de hierro. La proteina mitocondrial Grx5 (glutaredoxina 5) y el transportador Abcb7 participan

en la maduracion de los ISCs; sin embargo, su forma de actuacion no esta totalmente clara. La
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biosintesis de proteinas ISC citosdlicas requiere de precursores mitocondriales de ISC, que son
procesados por un mecanismo denominado CIA (cytosolic ISC assembly: ensamblaje citosdlico
de ISC) (Lill, 2009); se han identificado varios componentes CIA, como son la NTPasa Cfdl
(cytosolic Fe-S cluster-deficient protein 1: proteina deficiente de nucleos Fe-S), Narl (nuclear
architecture-related protein 1: proteina relacionada con la arquitectura nuclear 1)/IOP1 (iron-
only hydrogenase-like protein 1: proteina hidrogenasa de hierro 1), Cial, Dre2 y Tah18. La
Cfd1 interactda con Nbp35 (nucleotide-binding protein 35: proteina de unién a nucle6tidos 35),
este complejo se ha propuesto como el posible “cimiento” o “andamio” para el ensamblaje
citosolico de ISCs (Netz y col., 2007). Una alternativa a este modelo postula que el citosol esta
equipado con una compleja maquinaria de ensamblaje de ISCs de nueva formacion (de novo),
consistente en homélogos citosélicos de los factores mitocondriales de ensamblaje de ISCs,
como son Isu/ISCU y Nfs1/ISCS (Ye y Rouault, 2010). Es importante destacar que defectos en
la biosintesis de ISCs estan asociados con la mala regulacion del metabolismo del hierro

citosélico y celular (Richardson y col., 2010: Ye y Rouault, 2010).

Exceso de hierro

Las células pueden eliminar el exceso de hierro intracelular por secrecion de Fe** via
ferroportina o por secrecion del grupo hemo por un supuesto exportador del grupo hemo
FLVCR (feline leukaemia virus, subgroup C, receptor: receptor del virus de la leucemia felina,
subgrupo C) (Keel y col., 2008). Las células también pueden acumular y detoxificar el exceso
intracelular de hierro metiéndolo en la ferritina citoso6lica, una proteina conservada que consta
de 24 subunidades H y L, codificadas por genes distintos (Arosio y col., 2008). La ferritina se
ensambla en una estructura concava con una capacidad de + 80 A que proporciona un reservorio
para unos 4500 iones de Fe** en forma de hidroxido férrico. El hierro puede entrar en la ferritina
con la ayuda de la PCBP1 (poly(rC)-binding protein 1: proteina de unién al poly-rC 1), que
parece ser que funciona como un acompafiante y donador de hierro (Shi y col., 2008). La
incorporacién de hierro a la holo-ferritina también requiere de la actividad ferroxidasa que esta
en las cadenas H, sin embargo, las cadenas L proporcionan un centro de concentracion de
hierro. La proporcidén de las cadenas H y L de la ferritina difieren dependiendo de los tejidos;
las H estdn mas requeridas por el corazon, mientras que las L en el higado. Los depoésitos
intracelulares de hierro también se han detectado dentro de la hemosiderina, una estructura

formada por ferritina degradada y ndcleos de 6xido de hierro.

El hierro acumulado en la ferritina se considera que es biodisponible y puede ser
movilizado cuando la actividad lisosomal lo requiera (Zhang y col., 2010) y, probablemente,
también para la reestructuracion dindmica de las subunidades de la ferroportina (Takagi y col.,

1998). Sin embargo, la ferritina falla a la hora de donar hierro para la sintesis enddgena del

31



grupo hemo en cultivos de macréfagos (Mikhael y col., 2010). La activacion de la ferroportina,
promueve la movilizacién y exportacion de hierro derivado de la ferroportina, seguido de una
ubiquitinacion (Unica) y la posterior degradacion de la ferritina en el proteosoma (De Domenico
y col., 2006). De este modo, la ferritina puede ser degradada por dos vias distintas, por medio
del lisosoma o por medio del proteosoma, al parecer se requiere la liberacién total de su hierro
para ello (De Domenico y col., 2009).

Las reservas de hierro de la ferritina son cruciales para la salud. Asi, la pérdida del gen
que codifica para las cadenas H de la ferritina conduce a la muerte fetal prematura (Ferreira y
col., 2000), mientras que la alteracién condicional de este gen provoca dafio en el higado por
estrés oxidativo (Darshan y col., 2009). Por otra parte, la alteracién en intestino del gen que
codifica para las cadenas H de la ferritina hace perder la regulacién de la absorcion del hierro
dietario (Vanoaica y col., 2010). Por otro lado, la mutacién del gen que codifica para las
cadenas L de la ferritina cursan con neuroferritinopatias, un raro trastorno hereditario del
movimiento, al parecer, de caracter autosdmico dominante, se caracteriza por una acumulacion

en el cerebro de hierro con alta actividad redox (Levi y col., 2005).

Las mitocondrias contienen material hereditario en su nucleo para codificar una isoforma
de ferritina (Levi y Arosio, 2004). La ferritina mitocondrial deriva de un raro gen sin intrones y
se sintetiza en el citosol como un polipéptido precursor que se dirige a la mitocondria por una
secuencia N-terminal que la guia. La proteina madura tiene actividad ferroxidasa y se ensambla
como una ferritina funcional. La ferritina mitocondrial se expresa en bajos niveles y no parece
tener ninguna funcion importante mas que la utilizacién normal del hierro mitocondrial. Su
expresion, sin embargo, estd aumentada en eritroblastos cargados de hierro hemo (sideroblastos)
en pacientes con anemia sideroblastica y puede servir como depoésito de hierro (Cazzola y col.,
2003).

Una isoforma glicosilada predominantemente de L-ferritina es secretada al torrente
sanguineo. Esta contiene muy bajas cantidades de hierro, esto sugiere que no tiene ningin papel
como reserva de hierro o para el transporte del mismo, pero se usa en clinica como marcador de
los niveles de depdsitos de hierro en el cuerpo. Experimentos realizados en ratones sugieren que
la ferritina sérica deriva de los macrofagos esplénicos y las células del tdbulos proximal del
rifidon (Cohen y col., 2010).

LIP (pool de hierro labil)

Varios tipos de células contiene hierro citosolico de transito, normalmente unidos a

quelatos de baja masa molecular, como son el citrato, distintos péptidos, ATP, AMP o
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pirofosfato. El LIP tiene actividad redox y puede ser monitorizado in situ usando productos
fluorescentes como es la calceina o Phen Green SK (Petrat y col., 2002; Breuer y col., 2008).
Otros ensayos con fluorescencia que son exclusivos para las mitocondrias también sugieren la
presencia de estos quelatos de hierro en este organulo (Rauen y col., 2007). La ferritina y los
quelatos de hierro protegen a las células de estrés oxidativo ya que reducen el LIP citosélico en
cultivos (Epsztejn y col., 1999) y en animales (Kaur y col., 2003). Sin embargo, una
sobreexpresion crdnica de ferritina puede dar lugar a un efecto contrario en ratones, sugiriendo
que el hierro secuestrado en la ferritina puede llegar a ser pro-oxidante (Kaur y col., 2009). El
LIP citosolico es el reflejo del contenido de hierro celular y las fluctuaciones se tienen en cuenta
para valorar la respuesta homeostéatica adaptativa (Wang y Pantopoulos, 2011).

2.1.4.5. Depésitos de hierro en el organismo

Un cuerpo adulto normal contiene de 3 a 4 g de hierro, la mayoria del cual esta en la
hemoglobina de los eritrocitos (2-3 g de hierro). Otros tejidos ricos en hierro incluyen el higado
y el bazo, los principales 6rganos de reserva de hierro donde el hierro se almacena en los
macrofagos y hepatocitos en una proteina citoplasmatica especializada, ferritina. El hierro de los
musculos estd predominantemente en la mioglobina, una proteina de almacenamiento de
oxigeno. Todas las células contienen una pequefia cantidad de proteinas que contienen hierro
esenciales para la produccion de energia, el metabolismo sistémico, y otras importantes
funciones. El hierro es transportado a los tejidos a través del plasma sanguineo, que supone s6lo
2—-4 mg de hierro, unido a transferrina. El recambio de hierro que se produce en plasma oscila
entre los 20-25 mg de hierro al dia. De todas las células, los eritrocitos tienen la mayor
concentracion de hierro, rondando el 1 mg/ml de sangre. Aunque se recuperan pequefias
cantidades de hierro que proceden de otras células por medio de los macréfagos, la mayoria del
hierro plasmatico procede del reciclaje del mismo que realizan los macréfagos de los eritrocitos
en el bazo y otros 6rganos. Como la vida medio de los eritrocitos humanos es de 120 dias, en
torno al 0.8% (o de 15 a 25 mg) de todo el hierro de los eritrocitos es reciclado cada dia. A su
vez, la mayoria del hierro extraido del plasma se usa para la sintesis de hemoglobina en los
precursores de eritrocitos, regulado a su vez por la eritropoyetina en respuesta a la oxigenacion
de los tejidos. A pesar del rapido recambio y renovacion del hierro, la concentracion del mismo
generalmente es estable, esto indica que este trasiego de hierro desde el reciclaje de los
eritrocitos por medio de los macréfagos en plasma estd homeostaticamente controlado (Figura
n° 4) (Ganz, 2013).
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Figura n° 4: Flujos méas importantes de hierro y su regulacién por la hepcidina y ferroportina
(modificado de Ganz, 2013).

La ferritina es una proteina esférica heteropolimérica compuesta por 24 subunidades de
tipo pesado (H) o ligero (L). La ferritina citoplasmatica puede almacenar grandes cantidades de
hierro en su interior, pudiendo llegar hasta los 4500 4&tomos de Fes* aunque, en condiciones
normales, contiene alrededor de 2500. Las subunidades H de la ferritina actian como
ferroxidasas que facilitan la conversion del Fe?* citoplasmético a Fe** para su almacenamiento.
Dependiendo del lugar donde se sintetice la ferritina, tendran una composicion variada de
cadenas H y L. Asi, si la ferritina se sintetiza en tejidos que almacenan hierro, tiene mas
cantidad de cadenas H para facilitar la captacion del mismo (Theil, 2013). Una supresion
dirigida de esta subunidad en intestino causa con un desorden en la regulacion, cursando con un
aumento de la absorcion intestinal de hierro y una leve sobrecarga sistémica de hierro
manifestada con un aumento del hierro sérico y hepatico (Vanoaica y col., 2010). La capacidad
de almacenar el hierro en la ferritina que tienen los eritrocitos puede ser necesaria para controlar

el paso de este hierro a los exportadores basolaterales del mismo.

Una forma soluble de ferritina pobre en hierro se ha encontrado en plasma sanguineo.

Esta forma es un polimero de 24 subunidades compuesto principalmente por cadenas L, esta
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forma procede principalmente de los macréfagos (Cohen y col., 2010). La concentracion de
ferritina sérica esta correlacionada con el estatus del hierro en la mayoria pero no en todas las
condiciones fisioldgicas y patoldgicas (Jacobs y Worwood, 1975; Cook y col., 2003; Origa y
col., 2007). Su concentracién aumenta en los procesos inflamatorios y tumorales. También se
observa su aumento en hepatocitopatias, insuficiencia renal e hipertiroidismo. En cambio, las
Unicas condiciones que pueden acomparfiarse de un descenso en la concentracion de ferritina
sérica, ademas de la deficiencia de hierro, son el hipotiroidismo y la deficiencia de ascorbato
(vitamina C) (Garcia y col., 2010).

Ferritina

Proteina que tiene forma de caja o jaula, esta compuesta por heteropolimeros de
subunidades H y L de ferritina codificadas en genes separados. El nivel de complejidad es
fisiologicamente critico porque diferentes tejidos, como bazo, higado e intestino, sintetizan
ferritinas con diferentes mezclas de subunidades. Esta distinta composicion coincide con
diferentes estructuras minerales (St Pierre y col., 1991) y con la accesibilidad del hierro a
distintos agentes quelantes (Lal y col., 2013).

Los canales por donde entra el Fe®* estan formados por trimeros de 4 a-hélices, estos
forman las paredes del canal y penetran hasta dentro de la ferritina. Se encuentran hasta 8
canales idnicos en las ferritinas cuya funcion es el almacenaje de hierro (Haldar y col., 2011;
Tosha y col., 2012). Los sitios cataliticos estan situados generalmente en el centro de cada
subunidad con ligandos de metal con cada uno de los canales de 4 a-hélices (Chiancone y Ceci,
2010).

La actividad de la ferritina como proteina puede dividirse en dos: (1) entrada de Fe**,
reaccion redox catalitica con O,, formacion de Fe**O (nucleacion y crecimiento mineral) y (2)
reduccién/disolucion del mineral con salida/quelacion Fe*. Cada una de las actividades se
produce en lugares diferentes de la proteina (la primera ocurre en el canal y el centro de la
ferritina, el segundo en la superficie del mineral) y en tiempo (y espacio te tiempo) diferentes
(Leidgens y col., 2013; Theil, 2013).

En condiciones patoldgicas de sobrecarga de hierro, el hierro pude ser depositado en
forma de particulas que se depositan en los tejidos. Esta forma de depoésito de hierro se
denomina hemosiderina. La hemosiderina puede ser un producto de degradacion de la ferritina o
puede ser formado de forma independiente. La hemosiderina tiene la cubierta proteica
parcialmente degradada, lo que permite que se agreguen nuevos nucleos de hierro. Forma
grupos especialmente grandes e insolubles en la célula y, en consecuencia, se visualizan

facilmente con la ayuda de un microscopio 6ptico como areas de positividad del azul de Prusia
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tras la tincion de cortes del tejido con ferrocianuro potasico en acido (Allen y col., 2000; Lewis
y col., 2008).

2.1.4.6. Eliminacién

A pesar de que el hierro es uno de los elementos méas abundantes en la corteza terrestre, la
escasez es la condicién predominante para la mayoria de los organismos que viven en la
actualidad con una atmosfera rica en oxigeno. Este hecho esté atribuido a la baja solubilidad de
las formas oxidadas del hierro. Para el hombre, el hierro es ineficazmente absorbido en
alimentos de origen vegetal, y esto se refleja en la alta prevalencia de deficiencia de hierro en
las poblaciones humanas gque consumen predominantemente dietas vegetarianas (Zimmermann
y Hurrell, 2007). El hierro hemo de la carne, aves y pescado se absorbe de forma mas eficiente
(Fairweather-Tait, 2004), pero evolutivamente la disponibilidad de estos es reciente y social y
geograficamente limitados. EI hombre y otros mamiferos han evolucionado en un ambiente
donde el factor comdn es la deficiencia de hierro, y esto se refleja en los mecanismos que
poseen para la conservacion eficiente y el reciclaje interno de hierro. Por ellos los procesos por
los cuales se produce la eliminacién de hierro son escasos (Ganz, 2013).

En condiciones fisioldgicas se excreta 1-2 mg de hierro por dia. Las pérdidas normales se
producen por descamacion de las células epiteliales del tubo digestivo (principalmente) y de la

piel, el sudor y orina, la menstruacion y la lactancia.

La pérdida de sangre en la menstruacion normal es aproximadamente de 30 ml, pero
puede llegar a 118 ml en algunas mujeres. En 100 ml de sangre hay 40-50 mg de hierro, y la
pérdida menstrual excesiva suele ser causa de ferropenia en mujeres jévenes que no tienen un
aporte alimentario de hierro adecuado. Durante el embarazo se produce un considerable
aumento del requerimiento de hierro. En el segundo y tercer trimestres de un embarazo normal
la demanda de hierro asciende a 5 mg por dia. Las alteraciones en el aporte alimentario o en la
absorcion intestinal, como causa de deficiencia de hierro, tienen especial importancia en la

infancia y en las mujeres embarazadas (Garcia y col., 2010).

En los adultos la causa mas frecuente de ferropenia es la perdida cronica de sangre. Las
repetidas extracciones de sangre para analisis deben ser tenidas en cuenta como causa de
ferropenia, especialmente en los nifios. La pérdida de sangre al exterior no suele pasar
desapercibida, pero en algunas circunstancias no se hace evidente y es necesario investigar la
presencia de sangre oculta en heces. La hemosiderinuria, secundaria a hemélisis intravascular

crénica (por ejemplo, hemoglobinuria paroxistica nocturna), también debe ser investigada en el
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laboratorio. En algunas condiciones patologicas, el complejo Fe-Tf se pierde con la orina por
defectos en la reabsorcion tubular de proteinas del filtrado glomerular. Los sindromes
proteindricos son consecuencia de la deficiencia funcional de cubilina, megalina o CIC-5
(chloride channel 5: canal de cloro 5). La cubilina y la megalina son receptores de proteinas,
ubicados en el tabulo proximal renal para la reabsorcion de nutrientes filtrados por el glomérulo.
CIC-5 es un canal de iones cloruro necesario para la acidificacion de las vesiculas endociticas y
la liberacion del hierro de la Tf (An-Sheng y Enns, 2009).

2.1.4.7. Regulacion homeostética del balance de hierro

Un adulto requiere de aproximadamente 25 mg de hierro al dia. La mayor parte de este
hierro se obtiene a través del reciclaje de los eritrocitos senescentes por los macréfagos
reticuloendoteliales, mientras que se obtiene una pequefia cantidad (1-2 mg) a través de la
absorcion en la dieta. El hierro circula en plasma unido a transferrina. EIl excedente de hierro se
almacena principalmente en los complejos de ferritina en el higado y en los macréfagos
reticuloendoteliales. Para satisfacer la demanda de hierro, evitando el dafio oxidativo que puede
resultar del exceso de hierro libre, el equilibrio de hierro sistémico debe ser estrictamente
regulado (Ganz y Nemeth, 2012).

2.1.4.7.1. Papel de la hepcidina en la regulacién sistémica de hierro

La hepcidina, un péptido de 25 aminoacidos (2.7 kDa) producido por el higado, es el
regulador hormonal central del balance sistémico de hierro (Ganz y Nemeth, 2012). La
hepcidina se une a la ferroportina, el exportador celular de hierro que estd muy expresado en las
células encargadas de transferir hierro al plasma, se incluyen en estas la membrana basolateral
de los enterocitos y la membrana plasmatica de los macréfagos. La hepcidina limita la entrada
de hierro en plasma mediante la internalizacion y degradacion de la ferroportina (Figura n° 5).
En el mecanismo por el cual se produce la internalizacion participa la proteina JAK2 (Janus
Kinase 2) fosforilando la ferroportina (Ward y Kaplan, 2012), sin embargo, estudios recientes
sugieren que la sefial mas importante para que se produzca la endocitosis de la ferroportina
inducida por la hepcidina es la ubiquitinacién (Ross y col., 2012; Qiao y col., 2012). Una alta
concentracion persistente de hepcidina restringe la disponibilidad de hierro para la eritropoyesis.
Por el contrario, la insuficiencia de hepcidina permite una absorcion excesiva de hierro de la
dieta, caracteristica compartida por las formas recesivas de la hemocromatosis hereditaria
debido a mutaciones en los genes HFE, receptor de la transferrina 2 (TFR2), hemojuvelina

(HFE2, también conocido como HJV), y la hepcidina (HAMP). La expresion de hepcidina es
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regulada en respuesta a la carga de hierro, la inflamacién y la actividad eritropoyética (Ganz y
Nemeth, 2012), por lo que estos estimulos modifican la cantidad y distribucion de hierro en el
organismo (Finberg, 2013).

Concentracion

intracelulary . i y
extracelular de Fe Eritropoyesis Inflamacion

N1

macrofagos
esplénicos

enterocitos hepatocitos

-~

HIERRO PLASMATICO

Figura n®5: La hepcidina es el centro de la homeostasis sistémica de hierro
(modificado de Ganz y Nemeth, 2012).

Produccion de hepcidina mediada por BMP

La sefial producida por las proteinas morfogénicas éseas (BMPs, bone morphogenetic
proteins), pertenecientes a la familia de los factores de crecimiento transformantes (TGF), tiene
un papel central en la regulacion de la expresiéon de hepcidina en el higado (Corradini y col.,
2009; Ganz y Nemeth, 2012). La BMP se une a sus receptores BMP tipo | y Il que estan
acoplados con una quinasa de serina/treonina, esta desencadena la fosforilacion de las proteinas
SMAD asociadas al receptor, que tras la union con SMAD4 (mediador coman), translocan al
nicleo para modular la transcripcién de genes. Las proteinas HJV, que tienen actividad
glicosilfosfatidilinositol, actian como correceptor de BMP. In vitro, son varias las BMPs que
pueden inducir la transcripcion de hepcidina, sin embargo, in vivo, la BMP6 es un ligando clave
en la sefializacion de BMP. Bartnikas y col. (2012) demostraron que en ratones knockout para
BMP6 y HJV, asi como para los ratones con mutacion especifica del gen SMADA4, presentan
una profunda supresién de la expresién de hepcidina y una sobrecarga sistémica de hierro, esto
muestra la importancia esencial de estos genes en la regulacion de la transcripcion de hepcidina.

El hallazgo de que los niveles hepaticos de ARNm codificante para BMP6 aumentan después de
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la ingesta de hierro de la dieta, sugiere que existe un mecanismo autocrino o paracrino mediante
el cual el higado puede modular la produccion de hepcidina en respuesta a la evolucién de las
reservas de hierro (Ganz y Nemeth, 2012). Sin embargo, los niveles de ARNm de BMP6 parece
ser que no son modulados por cambios agudos en la saturacién de la transferrina (Corradini y
col., 2011).

Hay dos receptores de BMP tipo I, ALK2 y ALKS, se ha demostrado recientemente su
desemperio, realizando funciones no redundantes clave en la sefializacion de la hepcidina. La
caracterizacién fenotipica de ratones con interrupcion especifica en higado de ALK2 o de ALK3
sugiere que ambos receptores tipo | para BMP contribuyen a las respuestas transcripcionales
ante el hierro y las BMPs. Sin embargo, ALK3 parece desempefiar un papel mas importante en
la transcripcion basal de hepcidina, cuando hay una deficiencia hepética de ALK3 provoca una
supresion de la expresion de hepcidina y con ello a una sobrecarga de hierro sistémico mucho

mayor (Steinbicker y col., 2011).

Requlacién positiva de la ruta BMP

Los mecanismos por los que las proteinas de la hemocromatosis HFE y TfR2 promueven
la transcripcion de hepcidina alin no se conocen con exactitud. En estudios previos en cultivos
celulares y ratones transgénicos se ha sugerido un modelo de “deteccion de hierro” en el que el
TfR1, receptor unido a membrana que capta la Tf (unida a hierro), secuestra la HFE que
interacciona con TfR2. El TfR2 es un homdélogo del TfR1 y tiene menor afinidad por la Tf,
cuando aumenta la saturacion de la transferrina por el aumento de hierro, el HFE se desplaza del
TfR1, permitiendo que interactte con el TfR2 para, asi, promover la transcripciéon de hepcidina
(Bartnikas y col., 2012; Chen y Enns, 2012) (Figura n° 6).

Tf-Fe de hepcidina por el hierro

Figura n° 6: Modelo de regulacién
C HJV TMPRSsSe | (modificado de Finberg, 2013).
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Recientemente se ha mostrado que las proteinas HFE, TfR2 y HJV forman un complejo
asociado a membrana en células de cancer hepatico, ademas, HJV se ha visto que compite con
el TfR1 por la unién a HFE (D’Alessio y col., 2012). Estos hechos ayudan a explicar previos
hallazgos como la HJV se requiere para la induccion de la expresion de hepcidina, ya que tanto
en ratones transgénicos con sobreexpresion de HFE como en knock-out para HFE y TfR2 se
presenta una inadecuada respuesta a la via de sefializacion BMP (Corradini y col., 2011,
Bartnikas y col., 2012). Sin embargo, aun queda por aclarar el mecanismo por el cual las
proteinas dentro de este complejo podrian cooperar para promover la transcripcion de hepcidina,
y por lo tanto influir en la homeostasis del hierro. Los estudios realizados sobre ratones han
demostrado que las proteinas HFE, TfR2, HJV y BMP6 son necesarias para lograr una respuesta
adecuada de la hepcidina en dietas con sobrecarga aguda de hierro (Ramos y col., 2011). En
ratones mutantes para HFE, TfR2 y HJV se ha visto que pueden aumentar los niveles de ARNm
de BMP6 para paliar los efectos que provoca la dieta con sobrecarga de hierro crénica
(Corradini y col., 2009; Ramos y col., 2011), mientras que los ratones con mutacién en ambas,
HFE y TfR2, muestran evidencias de una defectuosa regulacién via BMP6 ante el hierro
(Corradini y col., 2011). Castoldi y col. (2011) han descubierto recientemente la presencia en
higado de una micro-ARN especifico, miR-122, que es un regulador sistémico del balance de
hierro y un modulador de los niveles de ARNm que codifican para la hepcidina (gen Hamp),
HFE y HJV, esto afiade un nivel adicional de complejidad en la biologia de la regulacién de

hepcidina.

Requlacién negativa de la ruta BMP

La TMPRSS6 (también conocida como matriptasa-2, MT2), una serin proteasa
transmembrana especifica de higado, es un regulador negativo de la expresion de hepcidina por
la ruta de las BMPs. En mutantes humanos y ratones para TMPRSS6 se presenta una alta
concentracion de hepcidina, deficiencia de hierro y anemia sistémica por restriccion de hierro,
esto concuerda con el hecho de que in vitro la TMPRSS6 escinde la HJV de la membrana
plasmatica (Cau y col., 2010). Se ha visto que la TMPRSS6 puede ser inducida por la hipoxia
(Lakhal y col., 2011; Maurer y col., 2012) y por la dieta aguda pobre en hierro (Zhang y col.,
2011), asi como en las dietas con sobrecarga de hierro crénica y por inyeccion de BMP6
(Meynard y col., 2011); dado que estos procesos son muy discordantes entres si a la hora de
regular la hepcidina, se necesita seguir investigando para conseguir una mejor comprension de
la regulacion de la actividad catalitica in vivo de la TMPRSS6. La neogenin (Figura 6), una
proteina que se expresa de forma ubicua se sabe que interactia con la HJV, puede relacionarse
con TMPRSS6 para facilitar la escision de HJV (Enns y col., 2012), lo que sugiere que

neogenin tiene un rol de cooperacion en la represion de la hepcidina. En el estudio realizado por
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Lee y col. (2010) se observa que en ratones con deficiencia en la supresion de la hepcidina por
neogenin presentan una grave sobrecarga de hierro. Dado que estos descubrimientos son muy
recientes, aln quedan que aclarar matices de la relacion que existe entre neogenin y la ruta de
las BMPs.

Ademas de la TMPRSS6, se han sugerido otras moléculas que regulan negativamente la
sintesis de hepcidina por la via de las BMPs. La “HJV soluble”, un producto generado de la
escision de HJV generado por la actividad convertasa de proteinas (distintas de la generada de
TMPRSS6) que circula por sangre, se ha propuesto para actuar como sefiuelo que secuestra
BMPs. La liberacion de HJV soluble en musculo esquelético, donde se genera una considerable
cantidad de HJV extrahepético, se sugiere como un posible modulador de la expresion de
hepcidina hepatica en respuesta a las necesidades metabdlicas del masculo (Corradini y col.,
2009). Sin embargo, recientes estudios con ratones a los que se les ha suprimido el HV
muscular no reveld el papel de la HJV soluble en la expresion hepética de hepcidina o el
equilibrio sistémico de hierro (Gkouvatsos col., 2011), incluso bajo condiciones de dietas
pobres o ricas en hierro (Chen y col., 2011). Este campo de estudio es muy reciente y la
investigacion que se esta realizando intentard esclarecer las implicaciones de estas particulas en

la regulacion homeostatica de hierro.

Requlacién de la hepcidina en la respuesta inflamatoria

La expresion de hepcidina estd inducida por estimulos inflamatorios. Al restringir la
disponibilidad de hierro para la eritropoyesis, el aumento de la hepcidina en sangre por lo tanto
contribuye a la anemia en estados adquiridos como infecciones, afecciones inflamatorias y
enfermedades malignas (Drakesmith y Prentice, 2012; Ganz y Nemeth, 2012; Sun y col., 2012).
El mecanismo por el cual la hepcidina es inducida por citoquinas es a través de la IL-6, que
implica la cascada de sefializacion STAT3 (Figura n° 7). Existen cada vez mas evidencias que
sugieren que la respuesta inflamatoria de la hepcidina requiere de la via de activacion
cooperativa de las BMPs, como se propuso inicialmente por Wang y col. (2005), donde
estudiaron ratones con disrupcion especifica de SMAD4, se observo que no habia expresion de
hepcidina tras la administracion de IL-6. En ratones knock-out para HFE y TfR2, que exhiben
deficiencias en la respuesta de la ruta de las BMPs (Corradini y col., 2011), pueden inducir la
hepcidina hepética después del tratamiento con lipopolisacérido (LPS), componente mayoritario

de la pared bacteriana.
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Tanto citoquinas asociadas a
la respuesta inflamatoria, como
moléculas derivadas de patdgenos y
patdgenos enteros se han relacionado
con la regulacion de la hepcidina, lo
gue sugiere la existencia de la
relacion entre la disponibilidad de

hierro y de la respuesta infecciosa al
huésped (Drakesmith y Prentice,

2012). En un estudio reciente

Transcripcion
Hepcidina

I > _

i i - Promotor ’
infecciosos y de la respuesta inmune

innata en la regulacién de la K Hepatocito /
expresion de hepcidina; la 1L-22, una Figura n® 7: Modelo de la regulacién inflamatoria de
citoquina que esta implicada en la la hepcidina (modificado de Finberg, 2013).

Nucleo

realizado por Armitage y col. (2011)

se investigaron varios estimulos

En la sefial inflamatoria, la citoquina IL-6 se une al complejo

respuesta inmune a infecciones receptor (IL-6R/gp130), en la parte interna de la membrana del

extracelulares, se vio que regula hepatogitq se produce la ) fosforila_ciér) de_I factor de
q 9 transcripcion STAT3 por medio de la tirosin quinasa JAK1/2.
positivamente la  sintesis de STAT3 activo tranloca al nucleo, donde se une al promotor

especifico de hepcidina para aumentar su expresion.

hepcidina en células de hepatoma a
través de la via STAT3 con independencia de IL-6. En el mismo estudio también se hallé que en
la infeccidn intravenosa con Candida albicans y la infeccién intranasal con virus de influenza A
provocaba en ratones una respuesta hipoferrémica inducida por una marcada induccién de
sintesis de ARNm de hepcidina en el higado, probablemente mediada por la ruta de sefializacion
STAT3. En un reciente estudio in vitro sugiere que la liberacion de peroxido de hidrégeno por
parte de las células inflamatorias también podria contribuir a la induccién del aumento de la
hepcidina a través de STAT3 (Millonig y col., 2012).

Requlacién de la hepcidina por la eritropoyesis

La produccion de hepcidina estd suprimida cuando aumenta la eritropoyetina (Ganz y
Nemeth, 2012). El tratamiento con eritropoyetina reduce los niveles de hepcidina, por la
capacidad innata eritropoyética. Se ha sugerido que son unos factores que liberan los
precursores eritroides al plasma los que median la supresién de la sintesis de hepcidina. Dicha
supresion contribuye con la adquisicion de hierro, tal y como se observa en las anemias que
presentan una eritropoyesis ineficaz, mejorando el paso del hierro a plasma. Tanto GDF15 como

TWSGL, miembros de la familia de TGF-B (Transforming growth factor, factor de crecimiento
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transformante) liberados por precursores eritroides, son los propuestos como posibles factores
que contribuyen en estos trastornos bloqueando la sintesis de hepcidina (Ginzburg y Rivella,
2011). Este tema es muy reciente y aln se tiene que resolver si GDF15 y TWSG1 son 0 no
marcadores de una ineficaz eritropoyesis o median la supresion de hepcidina in vivo. Los
ensayos realizados por Casanovas y col. (2013) sobre ratones con delecion de GDF15 no arrojan
luz al tema, ya que muestran parametros hematoldgicos de balance de hierro normales y no
presentan ningin defecto en la supresion de la sintesis de hepcidina, hay que esperar futuros
estudios que arrojen luz sobre la funcion de estos factores.

Aunque ya se conocia que la exposicion a hipoxia bajo condiciones de laboratorio
suprime la hepcidina en cultivos y ratones, no ha sido hasta 2011 que se ha podido estudiar el
efecto de la exposicidn aguda a hipoxia en altitud elevada de seres humanos sanos. En el estudio
de Piperno y col. (2011), el andlisis de parametros hematoldgicos sugirié que la supresion de
hepcidina observada en respuesta a la altitud podria estar mediada por el propio hierro o por la
cinética del uso del mismo en condiciones de hipoxia. Sin embargo, en el estudio realizado
posteriormente por Talbot y col. (2012), en el que a los sujetos de estudio se les sometié a un
ascenso mas rapido y, ademas, los parametros hematoldgicos se siguieron con mas frecuencia
tras la subida inicial, se observo que la supresion de hepcidina se produjo antes que los cambios
en los indices de disponibilidad de hierro.

La supresion de hepcidina bajo condiciones de hipoxia se ha sugerido que esta mediada
por el factor inducible por hipoxia (HIF), es un factor de transcripcion heterodimérico que
modula la respuesta transcripcional a la hipoxia, incluyendo la induccion de eritropoyetina. En
condiciones de normoxia, se produce la unién dependiente de hierro y oxigeno de la proteina de
von Hippel Lindau (VHL) y la posterior hidroxilacion en el proteosoma por medio de la prolil-
hidroxilasa de la subunidad HIF-a. En condiciones de hipoxia o en deplecién de hierro, sin
embargo, la subunidad HIF-a se estabiliza y forma un dimero junto con la subunidad HIF- para
asi unirse a los promotores de los genes diana. Aunque se ha propuesto que la subunidad HIF-
la como el factor que suprime la transcripcién de hepcidina por accion directa sobre su

promotor, atn no esta del todo claro (Hintze y McClung, 2011).

Estudios recientes, utilizando modelos de ratones modificados genéticamente, apoyan la
hip6tesis de que el HIF modula la transcripcion de hepcidina de forma indirecta a través de la
eritropoyesis inducida por eritropoyetina. En ratones, la inactivacion global aguda de VHL dio
como resultado un aumento en la eritropoyetina y una marcada supresion de hepcidina, esto no
se ha observado en ratones deficientes de VHL y que también carecian de HIF-1o y HIF-20.
Los ratones con inactivacion global aguda para VHL y EPO (gen que codifica para la

eritropoyetina) no mostraban la supresion de hepcidina, pero podian, sin embargo, suprimirla en
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respuesta a la inyeccion de eritropoyetina (Liu y col., 2012). Otro estudio realizado mostré que
el HIF-2a estable constitutivo en hepatocitos (realizado por medio de la eliminacion especifica
conjunta del VHL y HIF-1a) induce la produccion de eritropoyetina y la supresion de hepcidina,
y que esto se podia revertir por administracion de anticuerpos que neutralizan eritropoyetina
(Mastrogiannaki y col., 2012). Aunque la capacidad del HIF para suprimir la accion de
hepcidina de una forma indirecta a través de la accion de la eritropoyetina, el HIF puede
contribuir en la supresion local de hepcidina en el marco de otros trastornos fisiopatologicos, tal
como describen Anderson y col. (2012) en sus ensayos con ratones tras la ingestion de alcohol.

Otros factores que requlan la expresién de hepcidina

En estudios recientes han ido apareciendo una variedad de factores y estimulos que
pueden modular la expresién de hepcidina bajo ciertos estados fisioldgicos o fisiopatoldgicos.
Algunos, como los estrdgenos (Hou y col., 2012; Ikeda y col., 2012; Yang y col., 2012), la
hormona del crecimiento (Troutt y col., 2012), y la glucosa (Aigner y col., 2013), sugieren unos
interesantes vinculos entre la regulacion de la hepcidina y el sistema endocrino. Ademas, los
factores de crecimiento hepéatico y epidérmico, dos mediadores bien caracterizados de la
regeneracion hepatica después de una lesion, se ha visto que suprimen la expresion de
hepcidina, este hallazgo puede tener una gran importancia en las hepatopatias crénicas y la
sobrecarga de hierro hepatico (Goodnough y col., 2012). El estrés del reticulo endoplasmatico,
un estado celular que surge por la acumulacién de proteinas plegadas incorrectamente, puede
modular la expresién de hepcidina por medio de la accién de factores de transcripcion, entre los
gue se incluyen CHOP, C/EBPa y CREBH; este hecho se ha postulado como un posible
modulador de la homeostasis del hierro bajo ciertas infecciones virales (Oliveira y col., 2011).
El tratamiento con heparina exdgena puede reducir los niveles séricos de hepcidina en el

hombre, posiblemente a través del secuestro de las BMPs (Poli y col., 2011).

Como conclusidn, se puede decir que la investigacién de los mecanismos moleculares
que subyacen a la regulacién de la hepcidina por los depdsitos de hierro, la inflamacion y la
actividad eritropoyética han mostrado una gran complejidad biol6gica. No obstante, alin quedan
muchas preguntas clave sobre los mecanismos que regulan la hepcidina y con ello la

homeostasis del hierro.
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2.1.5. Deficiencia de hierro

Segun la OMS/WHO la deficiencia de hierro es el trastorno nutricional mas comin y
extendido en el mundo. Ademas de afectar a un gran nimero de nifios y mujeres en los paises en
desarrollo, es la unica deficiencia de nutrientes que también es significativamente mas frecuente
en los paises industrializados. Las cifras que se manejan son alarmantes: 2000 millones de
personas (mas del 30% de la poblacion mundial) son anémicas, muchas debido a la deficiencia
de hierro, y en zonas de pocos recursos, esto se ve a menudo aumentado por las enfermedades
infecciosas. La malaria, el VIH/SIDA, la anquilostomiasis, la esquistosomiasis y otras
afecciones como la tuberculosis son de gran importancia a la hora de valorar la alta prevalencia

de anemia en algunas areas.

Para poder dar una correcta definicion de anemia debemos utilizar la concentracion
plasmaética de hemoglobina (Hb), y rechazar otros parametros como por ejemplo el hematocrito,
el hierro sérico o la saturacion de la transferrina. Los puntos de corte empleados son especificos
de género y se basan en la distribucion estadistica de las cifras de Hb de una poblacion
“aparentemente” sana. En funcion de la muestra empleada para obtener dichos puntos de corte
disponemos de diferentes criterios diagndsticos de los cuales, los mas conocidos y utilizados
son los de la OMS/WHO que datan de 1958, aungue existen otros (Tabla n° 4). En los criterios
de anemia mas recientes obtenidos de bases de datos americanas como NHANES Il (the third
US National Health and Nutrition Examination Survey), Scripps-Kaiser y Mayo Clinic las cifras

de Hb son discretamente mas elevadas que en los de la OMS/WHO (Urrutia y col., 2010).

Tabla n° 4: Criterios diagnosticos de anemia (g/dl) (modificado de Steensma y Tefferi,
2007).

Hombres Mujeres

OMS/WHO (1958) 13.0 12.0
NHANES 111 (1994) 13.8 12.2
Scripps-Kaiser (2006) 13.7 12.2
Mayo Clinic (2007) 13.2 12.0

En estudios recientes sobre epidemiologia, se estima que a nivel mundial mas de 2000
millones de personas estan en riesgo por deficiencia en vitamina A, yodo y/o hierro, a pesar del
esfuerzo que se esta realizando en materia de prevencion y control de estas deficiencias. La
prevalencia es especialmente alta en el sudeste asiatico y Africa subsahariana (Bhutta y Salam,
2012).

La anemia, una de las principales preocupaciones nutricionales a nivel mundial, es

causada no sélo por la deficiencia de hierro, sino que también se asocia con otras deficiencias de
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nutrientes, como la vitamina A, B6, B12, riboflavina y &cido folico. Ademas de las deficiencias
nutricionales, las infecciones en general, enfermedades crdnicas, la malaria y la infeccion de
helmintos también conducen a la anemia. En los paises desarrollados, la deficiencia de hierro es
la causa principal de anemia, mientras que en los paises en desarrollo (aparte de hierro), la
vitamina A, zinc y &cido félico son también factores nutricionales de gran importancia (Morais
y col., 1993; Olivares y col, 1999; Bhutta y Salam, 2012).

2.1.5.1. Causas de la anemia ferropénica

La anemia por falta de hierro surge cuando el equilibrio de la ingesta de hierro, las
reservas del mismo, y la pérdida corporal son insuficientes para apoyar plenamente la
produccién de eritrocitos (Miller, 2013). A continuacién se explican las causas mas comunes de

la anemia ferropénica.

Pérdida de sangre

En cada mililitro de concentrado de hematies (en torno a 2.5 ml de sangre total) contiene
sobre 1.0 mg de hierro. Cada dia, se absorbe en la dieta 1.0 mg de hierro y 20 mg de este de los
eritrocitos senescentes, que quedan disponibles para su uso en la eritropoyesis. Una vez que las
reservas de hierro se agotan, el hierro de la dieta y el corpuscular no son suficientes para

compensar la pérdida aguda de sangre (Miller, 2013).

En todos los casos de deficiencia de hierro, la pérdida de sangre es una de las causas que
mas se deben tener en cuenta. La hemorragia en si es el mecanismo mas comudn de pérdida
aguda de hierro y anemia. Las hemorragias disminuyen la tasa de glébulos rojos, bajando el
suministro de hierro para la eritropoyesis, y, por consiguiente, aumenta la demanda de hierro.
La pérdida cronica de sangre de la menstruacion o la anquilostomiasis son los procesos que
tienen mayor impacto en todo el mundo. Sobre 2 ml de sangre se pierden todos los dias en las
heces del adulto sano (Ahlquist y col., 1985). La pérdida de sangre oculta en heces debe de
detectarse a partir de pruebas especificas. El sangrado en el tracto intestinal puede ocurrir a lo
largo de maltiples sitios del mismo, aunque lo mas normal es que sea en el tracto intestinal
superior e inferior (Lanas y col., 2009). Entre las causas de pérdida de sangre que suelen ser
olvidadas por los pacientes se encuentran la donacién de sangre y las hemorragias nasales. En la
hemolisis intravascular con hemoglobinuria, como ocurre en la malaria, se produce una pérdida

de hierro con ausencia de hemorragia. Despues de un esfuerzo fisico cronico, el hierro baja
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significativamente ya que se pierde por el sudor y pude contribuir al estado de deficiencia
(Reinke y col., 2012).

Deficiencia de hierro materno-fetal

Los requerimientos de hierro son mayores cuando se aproxima el momento del
nacimiento. Durante el embarazo, se estima que se requiere alrededor de 1200 mg de hierro
desde la concepcidn hasta el parto (Lee y Okam, 2011). Tanto la ingesta como las reservas de la
madre deben satisfacer las necesidades del feto, y también las pérdidas que se producen durante
el parto. Ademas, la masa eritrocitaria materna deberia aumentar durante el embarazo de 350 a
450 ml. Por el contrario, las mujeres embarazadas sin suplementacién de hierro s6lo aumentan
su masa corpuscular de 180 a 250 ml (Pedersen y Milman, 2003). La explicacién de esta
deficiencia de hierro es que las demandas fetales del mismo tienen prioridad sobre la masa de
glébulos rojos de la madre. Después del parto, el hierro se pierde en forma de lactoferrina en la
leche materna. Estas pérdidas estdn compensadas con la ausencia de menstruacion en las

mujeres en periodo de lactancia (Miller, 2013).

La anemia por deficiencia de hierro materna durante el embarazo y el periodo perinatal
tiene efectos devastadores sobre la madre y el nifio. Ademas de los efectos directos de la
anemia, se produce una disminucion de la maduracién del cerebro fetal, defectos cognitivos del
nifio, y la depresion materna son algunas de las consecuencias de la deficiencia de hierro. Por
tanto, es importante sefialar que la deficiencia de hierro sin tratar en las mujeres embarazadas se
pasara al bebé. Es mas, si esta anemia de la madre al hijo no es tratada durante la infancia y
adolescencia, la anemia y los defectos cognitivos asociados con el hierro pueden ser pasados

entre generaciones como si de un rasgo genético se tratara (Black y col., 2011).

Malaria

La anemia por deficiencia de hierro y la malaria coexisten en la mayoria de las regiones
tropicales del mundo. El paludismo contribuye a la anemia por deficiencia de hierro ya que
causa hemdlisis intravascular con la consiguiente pérdida de hierro de la hemoglobina en orina.
Este sintoma fue descrito en 1898 como las fiebres de aguas negras (Connolly, 1898). La
malaria también provoca una respuesta inmune que suprime la eritropoyetina, asi como efectos
directos sobre la eritropoyesis (Skorokhod y col., 2010). El huésped también aumenta los
niveles de hepcidina para protegerse frente a la malaria en la fase hepatica. Por supuesto, el
aumento de hepcidina restringe el hierro y puede retrasar la recuperacion de los niveles de

glébulos rojos (Portugal y col., 2011).
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Angquilostomiasis Anquilostoma
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anemia (Sminth y Brooker, 2010). Incluso sin

. . Figura n° 8: Distribucion de anquilostoma y
suplementos de hierro adicionales, los Plasmodium falciparum en Africa, 2006

antihelminticos pueden revertir la anemia por (modificado de Miller, 2013).
deficiencia de hierro (Radhika y col., 2011).

Dieta y malabsorcién de hierro

La economia, en general, determina el nivel de nutricion en todo el mundo. La dieta, por
si misma, con frecuencia causa anemia por deficiencia de hierro con ausencia de desnutricién o

de forma simultdnea. Una dieta vegetariana es generalmente suficiente para prevenir la anemia a
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pesar de que las reservas de hierro pueden ser bajas. La dieta adquiere mayor relevancia cuando
las reservas de hierro caen, o la anemia ya esta instaurada, y el paciente requiere de una
absorcién adicional de hierro para la recuperacion. Estas situaciones ocurren, como se ha
expuesto antes, por la pérdida de sangre, por el crecimiento rapido o por la parasitacion. En
estos casos, los suplementos dietarios de hierro se vuelven criticos para mantener la
disponibilidad de este. Ademas del contenido de hierro en si, la biodisponibilidad del mismo
depende de los componentes de la dieta (Sharp, 2010). El hierro en forma de hemo es mas
biodisponible, asi las dietas que contiene carne son mas beneficiosas (Lopez y Martos, 2004).
La vitamina C mejora la biodisponibilidad de hierro en la dieta, asi como evitar tomar té u otras
sustancias quelantes de hierro (Thankachan y col., 2008).

Ademas de los componentes de la dieta, el intestino debe ser capaz de absorber el hierro
para prevenir o tratar la anemia por deficiencia de hierro. La absorcion de hierro inorganico
requiere de multiples mecanismos de entrada y salida de las células epiteliales del duodeno v el
yeyuno. En los casos en los que se sospecha malabsorcion, una simple prueba de absorcion de
hierro via oral puede prevenir o dirigir los exdmenes mas profundos (Alleyne y col., 2008). Si
aumenta la expresion de hepcidina del paciente, el hierro inorgénico de la dieta no se absorbe de
forma 6ptima. Ya que el hierro es atrapado en las células epiteliales sin pasar a sangre, y estas
por descamacion se pierden por las heces (Anderson y col., 2009). Por lo tanto, las infecciones,
la inflamacion u otros factores que regulan la expresion de hepcidina inhiben la absorcion de
hierro no hemo aunque haya una alta biodisponibilidad en la dieta. Otras enfermedades, como la
infeccion por helicobacter (Vitale y col., 2011), la cirugia bariatrica (Shankar y col., 2010), o la
disminucion de la gastrina (Kovac y col., 2011) pueden inhibir la absorcion de hierro. Por
ultimo, la enfermedad celiaca es una causa comin de anemia debido a la baja absorcion de

hierro desde el intestino (Presutti y col., 2007).

2.1.5.2. Consecuencias de la ferrodeficiencia

La anemia por deficiencia de hierro rara vez causa la muerte, pero el impacto en la salud

humana es significativo (Miller, 2013).

La deficiencia de hierro es una condicion en la que hay insuficiencia del mismo para
mantener la funcién normal de los tejidos y 6rganos. Se pueden diferenciar tres etapas en el
desarrollo de la misma: (1) agotamiento de las reservas de hierro, (2) disminucion del hierro
disponible para la eritropoyesis y (3) agotamiento de las proteinas y enzimas que contienen y

funcionan con hierro (Tussing-Humphreys y col., 2012).
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El papel biologico mejor descrito del hierro viene a través de su union a la Hb. Estudios
clasicos en humanos demuestran claramente que a medida que disminuyen los niveles de Hb, se
reduce la capacidad de transporte de oxigeno, lo que resulta en una disminucion del consumo
méaximo de oxigeno, que afecta a la capacidad de trabajo aerdbico y al rendimiento fisico
(Woodson y col., 1978; Dallman, 1986; McClung y Murray-Kolb, 2013).

Al igual que la Hb, el hierro también est& en la mioglobina, la proteina que se encarga del
transporte y almacenamiento de oxigeno en el masculo. Son pocos los estudios en humanos gque
demuestran los resultados en el rendimiento con baja concentracion de mioglobina, sin
embargo, en modelos animales se ha visto que se ve disminuida la cantidad de mioglobina del
musculo esquelético con condiciones de ferropenia (Finch y col., 1976; McKay y col., 1983).
En el estudio de Finch y col. (1976), la disminucion de la mioglobina se asocia con la
disminucién del rendimiento, se observé que los animales sometidos a una carrera en cinta

rodante disminuian drasticamente su rendimiento, incluso después de la restauracion de la Hb.

Es importante tener en cuenta que la anemia por deficiencia de hierro afecta tanto a la
capacidad de transporte de oxigeno como a la capacidad oxidativa de los tejidos, la deficiencia
de hierro afecta solo a la capacidad oxidativa del tejido (Haas y Brownlie, 2001). Los efectos de
la deficiencia de hierro en la capacidad oxidativa de los tejidos se producen a través de la
disminucién en deshidrogenasas, que acttan en la oxidacion de sustratos tales como al acetil-
CoA en la mitocondria y citocromos, que participan en la transferencia de electrones. Aunque
existe un namero muy limitado de estudios en humanos que reflejen los efectos fisiolgicos de
la deficiencia de hierro en el rendimiento fisico (Gaffhey-Stomberg y McClung, 2012), existen
estudios mas recientes que utilizan mujeres premenopausicas voluntarias y han demostrado que
hay efectos sobre la resistencia (Zhu y Haas, 1997; Hinton y col., 2000; Brownlie y col., 2002;
DellaValle y Haas, 2011, 2012), la adaptacion aerdbica y respuesta metabdlica (Zhu y Haas,
1998; Brownlie y col., 2002) y la fatiga muscular (Brutsaert y col., 2003; McClung y Murray-
Kolb, 2013).

Existe una distribucién heterogénea del hierro en la mayoria de los cerebros de las
distintas especies estudiadas hasta la fecha (Aoki y col., 1989; Benkovic y Connor, 1993;
Erikson y col., 1997; Pinero y col., 2000), con la concentracién mas alta a nivel de la materia
gris, los ndcleos cerebrales profundos, el nucleo rojo, el nucleo accumbens, y en varias
porciones del hipocampo (Hill, 1988; Aoki y col., 1989; Roskams y Connor, 1994). El hierro
cerebral se encuentra sobre todo en la microglia, asi como en los oligodendrocitos (Connor y
col., 1987; Hill, 1988; Larkin y Rao, 1990; Mash y col., 1990; Beard y col., 1993). La
acumulacion de hierro en distintas regiones del cerebro es una funcion que se presenta en la

etapa de desarrollo cerebral, y no todas las zonas del mismo parecen ser igualmente sensibles a
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los cambios en el estado sistémico del hierro (Elwood y Hughes, 1970; McClung y Murray-
Kolb, 2013).

Al igual que en otros 6rganos, el cerebro obtiene hierro principalmente a través de los
receptores de la transferrina. La deficiencia de hierro no parece aumentar la expresion de este en
las células endoepiteliales de la barrera hematoenceféalica (Moos y col., 1988), pero si que
aumenta la tasa de ciclos de los endosomas, aumentando de este modo la tasa de absorcion de
hierro (Crichton y col., 2011).

Hay evidencias de que para el Optimo desarrollo y funcionamiento del cerebro se
requieren unos niveles adecuados de hierro cerebral (Beard y Connor, 2003). El hierro es
necesario para la adecuada mielinizacion cerebral y es también un cofactor para numerosas
enzimas necesarias para la sintesis de neurotransmisores, tales como triptéfano y la tirosina

hidroxilasa, asi como para su catabolismo (McClung y Murray-Kolb, 2013).

Numerosos estudios a lo largo de estos ultimos 40 afios (Elwood y Hughes, 1970; Foley y
col., 1986; Groner y col., 1986; Kretsch y col., 1998; Fordy y Benton, 1994; Beard y col., 2005;
Murray-Kolb y Beard, 2007; Khedr y col., 2008; Blanton y col., 2012) sefialan que existe una
relacién directa entre los niveles de hierro y el rendimiento cognitivo (memoria, atencion,

aprendizaje, habilidad espacial y funcionamiento ejecutivo).

También se han descrito defectos afectivos como consecuencia de una deficiencia hierro,
los pacientes informan de sintomas tales como irritabilidad, apatia, fatiga, depresion y dificultad
para concentrarse (Duport y col., 2003; Ando y col., 2006; Grondin y col., 2008; McClung y
col., 2009; Albacar y col., 2011).

Por lo general, la anemia es de instauracion lenta y progresiva, por lo que suele ser bien
tolerada, sobre todo en pacientes jovenes, y muchas veces es un hallazgo casual. Existen otros
sintomas que generalmente s6lo aparecen ante un proceso muy prolongado y que, actualmente,
s6lo se ven raramente: pica (deseo irresistible de comer o lamer sustancias no nutritivas, como
tierra o tiza, especifica de la ferropenia) y pagofagia (deseo compulsivo de comer hielo),
trastorno troficos epiteliales (caida del cabello, coiloniquia, glositis atrofica, estomatitis
angular), disfagia (sindromes de Plummer-Vinson o de Paterson-Kelly), escleréticas azules,
“beeturia” (orina roja tras la ingesta de remolacha), infecciones de repeticion, etc. (Gonzalez de

Villambrosia y col., 2012).
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Segun Gonzalez de Villambrosia y col. (2012) la deficiencia de hierro provoca los

siguientes cambios en los indices hematoldgicos:

Ferritina sérica: Es un excelente indicador de la reserva de hierro en adultos
sanos, habiendo sustituido al estudio de médula ésea como prueba estandar para
el diagndstico de déficit de hierro. La concentracién de ferritina varia entre los
40y 200 ng/ml en los sujetos sanos, y se encuentra disminuida cuando existe un
déficit de hierro, no existe otra causa de tal déficit. Hay que tener en cuenta que
la ferritina sérica es un reactante de fase aguda, y pude verse incrementado en
situaciones de infeccion, inflamacion y céncer.

Sideremia, capacidad total de fijacion de hierro e indice de saturacion de la

transferrina: En los estados de déficit de hierro, la sideremia esta reducida y los
niveles de Tf, generalmente valorados por la CTFH (TIBC), estan elevados. Por
lo tanto, el indice de saturacién de la transferrina (sideremia/CTFH x 100) estara
muy disminuido.

Receptor soluble de la transferrina: El receptor soluble de la transferrina (sTfR)

proporciona una medida cuantitativa del total de la actividad eritropoyética, dado
que su concentracion en suero es directamente proporcional a la actividad
eritropoyética e inversamente proporcional a la disponibilidad del hierro en el
tejido. Por tanto, los pacientes con deficiencia de hierro tienen incrementados los
niveles.

Indices eritrocitarios: Principalmente, el volumen corpuscular medio (VCM) y la

hemoglobina corpuscular media (HCM) que estaran disminuidos, y el indice de
amplitud de distribucion eritrocitaria (ADE) que estard elevado. El analisis
morfol6égico de sangre periférica confirma la anisocitosis, la microcitosis e

hipocromia.

2.1.5.3. Tratamiento de la anemia ferropénica

El tratamiento de la anemia ferropénica incluye el tratamiento etioldgico, que es

fundamental, el tratamiento sustitutivo con hierro y, en caso de anemia grave, la posibilidad de

corregir rapidamente la anemia mediante la transfusion de hematies. En este Gltimo aspecto, hay

que destacar que la indicacion no la marca la cifra de hemoglobina sino la clinica del paciente.

Es muy frecuente que pacientes jovenes, especialmente mujeres, se presenten con cifras muy

bajas de hemoglobina (por ejemplo de 5 a 8 g/dl) pero con una tolerancia clinica buena, y en

estos casos no estd indicada la transfusion. Si estd indicada en casos con inestabilidad

52



Antecedentes Bibliograficos .

hemodinamica o signos de isquemia, que generalmente corresponden a sangrado activo

(Gonzalez de Villambrosia y col., 2012).

La fortificacion de alimentos con hierro sigue siendo el pilar fundamental para la
prevencion y tratamiento de la anemia por deficiencia de hierro. Son las mujeres en edad fértil y
embarazadas, junto con los nifios los grupos de mayor riesgo de anemia. En paises en
desarrollo, el hierro puede ir acompafiado de otros micronutrientes para reducir la anemia en los
nifios (Maldonado Lozano y col., 2007; Ahmed y col., 2010; Best y col., 2011; Miller, 2013).

Los alimentos funcionales estdn siendo una buena alternativa para intentar prevenir
diferentes carencias nutricionales, como la deficiencia de hierro (Hurrell, 2002). La fortificacion
con hierro es la mas comdn en los alimentos infantiles industriales (Troesch y col., 2009).
También se afiade hierro a los cereales durante el molido de la harina. Todavia de un modo
experimental, también se ha logrado enriquecer otros alimentos como el azlcar, la sal y la salsa
de soja, que pueden ser buenos vehiculos para el hierro (Hurrell, 2002; Hilty y col., 2009; Roe y
col., 2009).

Uno de los principales problemas a los que se enfrenta la industria agroalimentaria a la
hora de fortificar los alimentos con compuestos de hierro es el riesgo de que sufran
modificaciones organolépticas que hagan que el consumidor no los acepte (Hurrell, 2002), por
lo que la investigacién en los Ultimos afios se ha centrado en optimizar los compuestos de hierro
utilizados en la fortificacion favoreciendo su inclusion en el alimento a la vez que se mejora la
biodisponibilidad de este micronutriente (Hurrell, 2002; Moretti y col., 2006; Hilty y col., 2009;
Roe y col., 2009). Se han obtenido éxitos notables mediante la micro encapsulacion de las sales
de hierro (Moretti y col., 2006; Hilty y col., 2009; Roe y col., 2009) o combinando dichas sales

con otros compuestos protectores como las fitasas (Troesch y col., 2009).

El contenido de hierro en los alimentos fortificados suele situarse por encima del 15% de
la ingesta diaria recomendada por porcién o cada 100 g del alimento, y puede llegar hasta de
100% de la ingesta recomendada (Flynn y col., 2009). No hay limites maximos de fortificacién
como los existentes para otros minerales (Hernandez Ruiz y col., 2010), hay recomendaciones

para que no se pierdan las propiedades organolépticas de los alimentos.

Hay algunos principios simples que rigen su uso (Goddard y col., 2011; Gonzélez de

Villambrosia y col., 2012), y que se indican a continuacion:
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e El hierro se absorbe mejor en el duodeno y el yeyuno proximal. Por lo tanto, las
capsulas entéricas recubiertas de liberacién sostenida son fuentes menos
eficientes de hierro.

e Las sales de hierro no se deben administrar con alimentos, porque numerosos
factores presentes en la dieta perjudican su absorcion, como los fosfatos, fitatos y
tanatos. También el uso de ciertos antibiéticos, como quinolonas o tetraciclinas, y
los antiacidos dificultan su absorcién. Por ello, se recomienda la administracion
del hierro una hora antes o dos horas después de la ingesta, y el doble de tiempo
respecto a la toma de antiacidos. Si es cierto que el zumo de naranja no perjudica
y puede favorecer la absorcion del hierro, al igual que la vitamina C.

e El hierro se absorbe mejor como sal ferrosa (Fe*"), por lo que deben evitarse los
preparados con sal férrica (Fe*").

Las preparaciones disponibles en el mercado que contiene hierro varian ampliamente en
la dosificacion, la sal, y el estado quimico del hierro (forma ferrosa o férrica) que contiene la
preparacion, asi como la forma galénica (liberacion rapida y lenta). Sin embargo, en la préctica
son las sales bivalentes como el sulfato ferroso, gluconato ferroso y fumarato ferroso las que
mas se utilizan y son preferibles a los preparados férricos, segin lo que recomienda la
OMS/WHO (De Maeyer y col., 1989). Las formulas de sulfato ferroso generalmente presentan
una buena biodisponibilidad (entre el 10 y 15%), mientras que las preparaciones de hierro
férrico son de 3 a 4 veces menor (Nagpal y Choudhury, 2004). Esto es debido a la pobre
solubilidad del Fe** en medio alcalino y el hecho de que este necesita ser transformado en Fe?*
antes de ser absorbido. Entre los tratamientos ferrosos, el sulfato ferroso sigue siendo el mas
usado y el tratamiento estdndar de la deficiencia de hierro, dada su tolerancia aceptable, alta

efectividad y bajo costo (Palacios, 2012).

Los avances en la preparacién de comprimidos orales han llevado al desarrollo de
preparaciones de liberacion prolongada con nuevas formulaciones galénicas que pueden mejorar
la tolerancia gastrointestinal y mejorar la biodisponibilidad. Estas férmulas estan compuestas
por complejos poliméricos que rodean a los nicleos i6nicos de Fe** que forman parte de la
matriz del farmaco. Estos complejos controlan la disponibilidad de Fe** entre las distintas partes
del tracto gastrointestinal, con conformidad a su capacidad de absorcién. Después de su
absorcién, los niveles de hierro en sangre alcanzan un maximo después de aproximadamente 7

horas y permanecen elevados durante 24 horas (Kaltwasser y col., 1991; Palacios, 2012).

También existe en el mercado formulas orales de Fe®" unido a azdcares. Este tipo de

estructuras dan al compuesto de hierro férrico una mejor estabilidad y portabilidad de los iones
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a través de la mucosa intestinal en condiciones fisioldgicas, en comparacién con los compuestos
ferrosos mas convencionales. Se han realizado numerosos estudios clinicos comparando la
eficacia de los tratamientos con formulas ferrosas y férricas, se ha visto que estas Gltimas dan
resultados comparables a los que dan los compuestos ferrosos. Dentro es estos complejos
trivalentes mas usados nos encontramos los compuestos de polimaltosa férrica (Palacios, 2012).

La principal desventaja del hierro oral reside en la elevada frecuencia de efectos adversos
gastrointestinales (10-40%, en forma de dolor abdominal, pirosis, nauseas/vomitos,
estrefiimiento o diarrea), con tasas de incumplimiento terapéutico >10-20% (Bodemar y col.,
2004; Kulnigg y col., 2008; Rozen-Zvi y col., 2008). La eficacia del tratamiento depende de su
tasa de absorcién, condicionada por la cantidad, posologia, estado de los depdsitos biologicos,
actividad eritropoyética y factores intraluminales que interfieran en su absorcion (Andrews,
2008). La absorcion oral de hierro representa un proceso que frecuentemente no puede
compensar las pérdidas continuas (Rozen-Zvi y col., 2008). Debido al efecto de la hepcidina
(regulador clave del metabolismo férrico), la absorcién intestinal y la movilizacion de los
depositos de hierro desde los macréfagos del sistema reticuloendotelial se encuentran
profundamente inhibidas en caso de anemia por enfermedad cronica, justificando la ineficacia
de la ferroterapia oral en su tratamiento y la necesidad de recurrir en numerosas ocasiones a vias
alternativas de administracion (hierro parenteral, transfusién sanguinea) (Andrews, 2008,
Coyne, 2008, Rozen-Zvi y col., 2008). El tratamiento con hierro oral (2-3mg/kg/dia o 50-
400mg/dia) incrementa las cifras de hemoglobina a partir de la 12-2% semana de tratamiento,
normalizando las cifras de hemoglobina en 1-4 meses. Es necesario prolongar su administracion
varios meses (3-6 meses) para rellenar los depésitos bioldgicos (Madrazo-Gonzalez y col.,
2011).

Desde 1998 el hierro parenteral se ha convertido en un pilar basico del tratamiento de los
pacientes con insuficiencia renal crénica en programas de sustitucion renal (Coyne, 2008).
Comparada con la ferroterapia oral e hierro endovenoso resulta superior en términos de
correccion de la anemia de origen renal, neoplasica, anemia por enfermedad cronica y peri-
operatoria (Coyne, 2008, Novak y Szczech, 2008). Esta interdependencia sinérgica se basa en el
requerimiento de unos depdsitos férricos adecuados a fin de mantener la saturacion de
transferrina necesaria para una eritropoyesis hiperestimulada. Su 6ptimo perfil de seguridad
(prevalencia de efectos adversos graves de 2.2-5 casos/millon de dosis) y su contratada eficacia
confieren a las actuales formulaciones de hierro parenteral un enorme potencial como arma
terapéutica en medicina transfusional, constituyendo una alternativa a la transfusién sanguinea
alogénica sumamente Gtil (Kulnigg y col., 2008). Globalmente, el hierro endovenoso es méas

efectivo, predecible, mejor tolerado y mejora mas répidamente la calidad de vida en
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comparacion con los suplementos ferrosos orales (Novak y Szczech, 2008). La deficiencia
funcional de hierro, caracteristico de la anemia por deficiencia de hierro, responde
satisfactoriamente a la administracion de hierro parenteral (Rozen-Zvi y col., 2008).

Actualmente se consideran indicadores de hierro endovenoso: intolerancia,
incumplimientos, ineficacia o imposibilidad de ferroterapia oral, enfermedades malabsortivas o
inflamatorias intestinales, deficiencia funcional de hierro y la necesidad de reposicién férrica
inmediata para una eritropoyesis eficaz (anemia peri-operatoria, tratamiento concomitante con
agentes estimulantes de la eritropoyesis, programas de donacién autéloga, anemia asociada a
neoplasias y quimioterapia, pacientes en programas de tratamiento renal sustitutorio y anemia
asociada al embarazo o puerperio) (Gasché y col., 1997; Coyne, 2008; Kulnigg y col., 2008;
Rozen-Zvi y col., 2008; Madrazo-Gonzalez y col., 2011).

La transfusion sanguinea es el tipo de tratamiento que mas controversia presenta, ya que
para su uso es necesario hacer un estudio en profundidad del paciente de forma individual.
Existen numerosas interacciones y efectos adversos de la transfusion sanguinea. Aun existiendo
estas complicaciones existe una regla que dice que a pocos pacientes adultos se les debe
suministrar una transfusion con niveles de hemoglobina superiores a 10 g/dl, y a pocos
pacientes se les debe negar la transfusién con un nivel de hemoglobina por debajo de 6 g/dl
(Wang y Klein, 2010; Shander y col., 2011; Paul y Nesbitt, 2013).

Hasta finales de la década de 1970, la mayor parte de la sangre gque se transfundia era
sangre completa sin separar sus componentes. Si bien esto sigue siendo una practica comin en
algunos paises, en la mayoria de ellos casi todas la donaciones son procesadas (Figura n° 9) en
glébulos rojos, plaquetas y plasma después de la deteccion de agentes infecciosos y la

eliminacion de las células blancas (leucodeplecion) (McClelland, 2007).

Glébulos rojos. Esta especialmente indicado para aumentar los niveles de hemoglobina.
Este producto contiene aproximadamente 20 ml de plasma y 100ml de solucién de
almacenamiento. Su volumen total oscila entre 180 y 350 ml, esto supone un 57% de valor de
hematocrito. Los glébulos rojos se almacenan entre 2 y 6 °C durante un maximo de 35 dias y el
producto debe ser compatible con el grupo ABO vy, por lo general, con RhD del destinatario
(McClelland, 2007).
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hemdlisis, pero no es necesaria

la compatibilidad con RhD. Se puede almacenar congelado hasta 2 afios. Una vez descongelado,
el plasma se puede almacenar a temperatura ambiente durante 4 horas, o durante 5 dias a 1-6 °C
(McClelland, 2007).

2.1.6. Sobrecarga de hierro

Como se mencionod anteriormente, aunque el hierro es un nutriente esencial para el ser

humano un exceso en el organismo implica una amenaza para células y tejidos.

En condiciones fisioldgicas, la cantidad total de hierro en el organismo es dependiente de
la absorcion de dicho elemento y en ella intervienen mecanismos genéticamente regulados. En
numerosas enfermedades, genéticas o adquiridas, se puede producir acumulacién del

micronutriente.
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Hemocromatosis

La hemocromatosis se puede definir como una enfermedad donde hay un incremento de

almacenes de hierro, causando cambios patoldgicos. Hay dos tipos de hemocromatosis:

idiopéatica primaria (o hereditaria) y secundaria (Beutler y col., 2003).

En base a las alteraciones clinicas y genéticas, segin la Online Mendelian Inheritance in

Man Database (OMIN), se han identificado 4 tipos de hemocromatosis hereditarias, siendo la

tipo 1 la mas frecuente y la tipo 2 la méas grave, tal como se observa en la Tabla n° 4.

Tabla n° 4: Tipos de hemocromatosis hereditaria (modificado de Toxqui y col., 2010).

Tipos de hemocromatosis hereditaria

Tipo de

. Transmision Gen alterado Situacién cromosomica Severidad
hemocromatosis
Tipo 1 Autosdmica
. recesiva. Alteracién en el
zggactlltana ° Mayor prevalencia HFE cromosoma 6p21,3110 Moderada
en hombres
Autosomica Subtipo A: HIV Alteracion en la porcion Muy
recesiva cromosoémica 1g21 que severa
. Ambos sexos codifica la hemojuvelina
Tipo 2 fectados de igual
Juvenil afectados de igua
manera
Subtipo B: HAMP  Alteracion en la posicién Muy
cromosomica 19q13.1 que severa
codifica la hepcidina
-F\I;:el?gc?onada con  Autosomica Alteracion situada en la
- TfR2 porcién cromosémica Severa
el receptor de recesiva
. 70922
transferrina
Tipo 4 Autosémica Situado en la fraccion
Enfermedad de la dominante SLC40A1 génica 2g32, que codifica Suave

ferroportina

para la ferroportina

Segun Wolff y col. (2004), a medida que transcurre el tiempo y aumenta la sobrecarga

férrica, los pacientes con hemocromatosis pasan por las siguientes fases:

1. Fase genética, con predisposicion a la enfermedad, pero sin anormalidad

bioquimica, ni histolégica, ni manifestaciones clinicas.

2. Fases de sobrecarga férrica asintomética, con acumulacion de hierro (dep6sito

férrico 2-5 g) y sin sintomas.

3. [Fases de sobrecarga férrica con sintomas precoces, con acumulacion de hierro y

sintomas como astenia, letargia, artralgia.

4. Fases de sobrecarga férrica con lesion organica, en que destaca especialmente la

cirrosis hepatica.
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En etapas avanzadas es posible observar la triada clasica descrita desde sus primeras
definiciones que contempla cirrosis hepatica, hiperpigmentacion cutanea y diabetes. También se
pueden observar sintomas menos frecuentes e inespecificos como dolor abdominal, debilidad,
letargia y pérdida de peso. El cuadro clinico puede incluir, ademas, manifestaciones
dependientes de diversos 6rganos y sistemas, segun el grado de dafio producido por el depésito
de hierro. En general, en estos casos el contenido total de hierro en el organismo llega a ser
superior a 5 g. (Wolff y col., 2004).

En todos los tipos de hemocromatosis (a excepcion de la hemocromatosis tipo 4) se
presenta una desproporcionada bajada de los niveles de hepcidina para los niveles de hierro que
se observan. Esto es debido a anomalias en los genes que codifican para la hemocromatosis
(HFE, Hemocromatosis tipo 1), hemojuvelina (HJV, hemocromatosis juvenil 2a), y en el
receptor de transferrina 2 (TfR2, hemocromatosis tipo 3); estas hemocromatosis producen una
mala regulacién de los niveles de hepcidina. Las excepciones se presentan en las mutaciones
propias en la hepcidina (hemocromatosis juvenil 2b) o en la ferroportina (hemocromatosis tipo
4) (Muiioz y col., 2010).

Unos bajos niveles de hepcidina en plasma conducen a altos niveles de ferroportina, que
permiten un aumento de la absorcion de hierro, una sobrecarga de hierro hepatico y poco hierro
almacenado en macréfagos (Greer y col., 2009; Lee y Beutler, 2009; Pietrangelo, 2010).
Ademas, la transferrina esta saturada de hierro (en estados de sobrecarga, aparece hierro no
unido a transferrina). Parte del hierro labil plasmatico es muy reactivo, puede inducir la
formacion de radicales libres. Estos radicales libres son los responsables de las lesiones que se
producen en las células del parénquima asociados a sindromes de sobrecarga de hierro (Mufioz
y col., 2010).

Aunque hay descritas al menos 32 mutaciones del gen HFE, la forma mas comun de
hemocromatosis es la de tipo 1, que es una mutacion sin sentido del gen Cys282Tyr. La
hemocromatosis tipo 1 es una enfermedad de penetrancia variable y una considerable
heterogeneidad, pero la gran mayoria de los pacientes con hemocromatosis tipo 1 son
homocigotos para la mutacion de la proteina Cys282Tyr (Adams y Barton, 2007). La proteina
mutante Cys282Tyr de la HFE es incapaz de unirse a la , microglobulina y no llega a la
membrana celular, lo que da como resultado es una proteina que estd mal plegada y no
funcional (Feder y col., 1997). Las mutaciones del gen de la ferroportina (hemocromatosis tipo
4) pueden dar como resultado la pérdida de la capacidad de exportar hierro, con una
hiperferritinemia, pero sin que se observe saturacion de la transferrina, y sobrecarga de hierro en
macrofagos, o en una pérdida de la capacidad de union a la hepcidina, que se asocia con la

sobrecarga de hierro (Bach y col., 2006; Lee y Beutler, 2009).
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En contraposicion, dando lugar a niveles altos de hepcidina, bajo una sobrecarga de hierro
secundaria debido a una terapia cronica transfusional (como por ejemplo ocurre en las
talasemias major o en anemia aplasica, etc.), los niveles de hepcidina en plasma son elevados, lo
que produce una degradacién de ferroportina. Los niveles de transferrina saturada (diférrica),
que estdn aumentados en la sobrecarga de hierro, aumenta la expresion del TfR2 en la
membrana del hepatocito. Unida la transferrina diférrica al TfR2 bloquea la escision de la HIV
por la furina, asi, inhibe la liberacion de HJV soluble dando como resultado en las células
superficiales una respuesta aumentada a la BMP por la HJV y aumentan los niveles de
hepcidina (Lee y Beutler, 2009; Pietrangelo, 2010). Sin embargo, niveles bajos de ferroportina
limitan la absorcion de hierro en el intestino, reducen la exportacién del mismo de los

macrofagos y aumenta el almacenamiento de hierro.

En la anemia con sobrecarga de hierro, como en la anemia hemolitica crénica (por
ejemplo, talasemia intermedia, deficiencia en piruvato quinasa, etc.) o en anemia con
eritropoyesis ineficaz (como ocurre en la anemia deseritropoyética congénita, anemia
siderobléastica, sindromes mielodispléasicos de bajo grado, etc.), la sobrecarga de hierro esta
causada por bajos niveles de hepcidina. Los pacientes con estos tipos de anemia rara vez se
transfunden (Tamary y col., 2008). A pesar del aumento de las reservas de hierro, al estar
aumentada la eritropoyesis se liberan numerosos factores de crecimiento y diferenciacion, que a
su vez suprimen la produccion de hepcidina hepatica por inhibicién inflamatoria y por vias de
deteccion de hierro (Tamary y col., 2008). Esta jerarquia de estimulos individuales determina
los niveles circulantes de hepcidina (Huang y col., 2009).

Tratamiento de la hemocromatosis

Con la instauracion temprana de medidas terapéuticas se puede conseguir una esperanza
de vida normal, sin disminucion de la calidad de vida. Con el tratamiento disminuyen la
hiperpigmentacién y las transaminasas, y pueden desaparecer las artralgias; sin embargo, no
desaparecen las alteraciones endocrinas y el riesgo de hepatocarcinoma si la cirrosis esta ya
instaurada, por lo que, en este caso, se recomiendan controles para detectar su aparicion

(Gonzalez de Villambrosia y col., 2012).

e Flebotomias: Constituyen la principal medida terapéutica para reducir la
sobrecarga férrica (Adams y Barton, 2010; Bacon y col., 2011). Estan indicadas
en todos los pacientes con ferritina superior a 300 ng/ml. El tratamiento consta
de:
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o Fase inicial: una a dos flebotomias semanales hasta alcanzar una
ferritina de 50-100 ng/ml, acompafadas de controles mensuales de la
hemoglobina, indice de saturacion de la transferrina y ferritina.

o Fase de mantenimiento: flebotomias cada 1-4 meses, segun las

necesidades del paciente, para mantener el objetivo de ferritina de 50-
100 ng/ml. Se recomienda monitorizar la hemoglobina y la ferritina cada
dos flebotomias.

e Tratamiento con guelantes del hierro: Es una alternativa en pacientes que no

pueden ser tratados con flebotomias, que incluyen pacientes anémicos
dependientes de transfusiones (por ejemplo, la talasemia, anemia de células
falciformes, sindrome mielodisplésico) y pacientes no anémicos que no toleran
las flebotomias (por ejemplo, afectacion cardiaca grave y/o una situacion
hemodinamica inestable). Disponemos de tres quelantes aprobados en Europa:
deferoxamina, deferiprona y deferasirox (Gonzalez de Villambrosia y col.,
2012).

2.2. IMPORTANCIANUTRICIONAL DE LOS FOLATOS

2.2.1. Introduccidn

El folato es una vitamina que recientemente se ha visto su gran importancia mas alla de
su papel esencial en el metabolismo, sobre todo por su relevancia en la etiologia de
enfermedades crénicas y en defectos de nacimiento. Los folatos se hallan en la mayoria de los
alimentos, especialmente en el higado, las verduras de hoja verde (como las espinacas) y las
nueces, gque contienen concentraciones elevadas (> 100 pg/ 100 g). El contenido total de acido
folico en la dieta occidental es de alrededor de 250 pg diarios, pero la cantidad varia segun el
tipo de alimento ingerido y el método de coccidn, porque se destruye por el calor, especialmente
en grandes volumenes de agua (Tabla n° 5). El contenido de &cido félico total en el organismo
de los adultos es de alrededor de 10 mg, y el higado tiene la reserva mas grande. Las

necesidades diarias en los adultos son de unos 100 ug (Cabré-Roure, 2010).

El déficit de folato frecuentemente se presenta en personas que no tienen el habito de
comer suficiente alimentos de origen vegetal. El folato estd intimamente relacionado con las
vitaminas B;, y Bs, ademas de con amino&cidos, por lo que es bastante complicado evaluar una
deficiencia subclinica, no obstante queda todavia por aclarar cual es el alcance de las relaciones

del folato con las distintas vitaminas y aminoacidos (Mitchell y col., 2012).
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Tabla n° 5: Alimentos ricos en &cido folico (aporte expresado en pg /100 g de alimento)
(modificado de Farran y col., 2004; Cabré-Roure, 2010; Moreiras y col., 2013).

Verduras

Berro crudo 214
Cebollino crudo 130

Col de Bruselas cruda/hervida 132/87
Endibia cruda 115
Escarola cruda 110
Esparrago blanco en conserva 113
Esparrago verde hervido/pelado crudo  110/128
Espinaca cruda/cocida 192/140
Lechuga 59
Nabo crudo 50
Zanahoria cruda/hervida 30/22
Cebolla blanca cruda/hervida 14/17
Puerro crudo/cocido 96/55
Alcachofa cruda/hervida 28/47
Berenjena cruda/hervida/frita 19/14/5
Brdcoli crudo/cocido 110/73
Calabacin crudo/cocido 50/24
Coliflor cruda/hervida 83 /59
Judia verde cruda/hervida 66 / 45
Tomate maduro crudo 29
Tomate ensalada pelado 11
Pimiento rojo crudo/cocido 23/13
Pimiento verde crudo/cocido 30/17
Champifién crudo/en conserva 27/11
Fruta

Platano crudo 22
Mel6on/meldn tipo Cantaloupe crudo 3/73
Naranja 39
Mango crudo 51
Fresas crudas 62

Uva negra / verde cruda 227117
Grosella negra cruda 40

Kiwi crudo 32
Fruta desecada, seca y/u oleaginosa
Aguacate crudo 54
Aceitunas en salmuera negra/verde 11/3
Datil seo 28
Melocot6n seco 14
Ciruela/pasa 7/9
Almendra tostada/frita salada 36/70
Avellana cruda 113
Cacahuete crudo/frito salado 110/168
Castafia cruda/tostada 141/85
Chufa cruda 141

Nuez cruda

Pipas de girasol sin sal

Pistacho tostado salado

Sésamo, semilla

Alimentos de origen animal

Leche de vaca desnatada/semi/entera UHT
Leche de cabra

Leche de oveja

Yogur desnatado/entero natural

Queso fresco tipo Burgos

Queso Brie

Queso azul

Queso de cabra semicurado

Cerdo, chuleta, a la plancha

Ternera, filete a la lancha

Vaca/buey, entrecot, con grasa a la parrilla
Vaca/buey parte s/e, bistec a la plancha
Vaca/buey, redondo, asado

Pollo, muslo, con piel, asado

Higado crudo de pollo/ternera/cordero
Foie-gras

Paté campafia / de higado de cerdo

Huevo de gallina pasado por agua/hervido/frito
Bacalao fresco al horno/vapor

Lenguado al horno/vapor

Atun al horno/enlatado al natural

Féculas

Guisante fresco hervido/crudo

Judia blanca seca cruda/seca remojada hervida
Judia negra seca remojada hervida

Garbanzo seco y crudo / seco y remojado hervido
Lenteja seca remojada hervida / conserva
Soja seca remojada hervida

Batido de fermentado de soja

Harina de soja

Tofu

Patata horno/hervida/frita con aceite de girasol
Boniato

Arroz blanco hervido/integral hervido
Germen de trigo

Harina de centeno/trigo

Pasta alimentaria cruda/hervida

Pan integral/blanco de barra/blanco de molde
Galleta tipo Maria/de mantequilla

155
227
97
97

4/3/6

1

5

4/4

14

150

94

125

6

10

16

15

14

7
560/441/240
566
160/103
88/60/42
12/3

7/8

16/7

56/70
308/80
74
185/100
60/11

54

19

300

15
10/13/40
52

3/10

350
70/24
28/5
22/23/27
8/13

Existen evidencias que muestran que la ingesta marginal de folato puede dar soporte

“normal” aparente al metabolismo del carbono aunque este se encuentre limitado. Este hecho

sugirio que el déficit de folato tiene un papel importante en la etiologia de la homocisteinemia

(incremento de la homocisteina en sangre), que ha sido identificado como un factor de riesgo

para la enfermedad oclusiva vascular, cancer y defectos de nacimiento, particularmente defectos

en el tubo neural. La Food and Drug Administration de los Estados Unidos, en 1998, ordend

que el acido folico fuera agregado a todos los productos enriquecidos derivados de los cereales

(pan, pasta, harinas de trigo, cereales del desayuno, arroz) para asi reducir la prevalencia de los
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defectos del tubo neural. Mas de una década después, se ha podido comprobar que ha
disminuido la prevalencia de defectos en el tubo neural, considerandose esta estrategia como
exitosa. Sin embargo, aln persiste la preocupacién acerca de los riesgos potenciales que puede
suponer para las personas que no presentan deficiencia de &cido félico. Uno de los riesgos es el
enmascaramiento prospectivo de anemia macrocitica por deficiencia de vitamina By, lo que
conduciria a una neuropatia si no se corrige. Otras preocupaciones se han ido afiadiendo en los
altimos afios, como la creciente duda sobre el papel de la homocisteinemia como agente causal
de enfermedades cardiovasculares, el posible aumento del deterioro cognitivo, o el riesgo de
cancer colorrectal, son algunos ejemplos de las posibles consecuencias de suplementacion con
folato de los alimentos que se estan estudiando (Mitchell y col., 2012).

2.2.2. Estructura quimica y nomenclatura

El término folato hace referencia al acido félico y sus derivados, son compuestos que
actian como coenzimas para el metabolismo celular del carbono y en consecuencia para la
sintesis de pirimidina y purina, asi como en el metabolismo de varios aminoécidos, por ejemplo,
la homocisteina (Said, 2011).

La molécula de &cido félico se compone de un anillo de pteridina unida por la mitad por
medio de un puente de metileno a un acido p-aminobenzoico. Al extremo carboxilico de este
radical &cido se pueden unir de 1 a 7 restos de L-glutamato unidos por enlace peptidico (Figura
n° 10) (Wagner, 1996; Cabré-Roure, 2010).

El anillo de pteridina puede encontrarse en forma no reducida, parcialmente reducida
(dihidrofolato) (DHF) o totalmente reducida, como el tetrahidrofolato (THF), y es esta Ultima la
forma biol6gicamente activa, capaz de aceptar diferentes fragmentos de un carbono (metilo).
Estos fragmentos se encuentran unidos al N°, al N'° o conjuntamente a ambos formando los
coenzimas del acido félico, los cuales pueden sufrir interconversiones en el interior de las

células mediante cambios en la cadena lateral (Cabré-Roure, 2010).

Los folatos actian como coenzimas en la transferencia de unidades de carbono simple
(metilo). Dos de estas reacciones estan involucradas en la sintesis de purina y pirimidina,
necesaria para la replicaciéon del ADN y ARN. El folato también es una coenzima para la
sintesis de metionina, en la que también participa la metilcobalamina y el THF en el que se
regenera. THF es el Unico aceptor de unidades de carbono de reciente entrada activa a través de

la conversion de serina a glicina. Metionina, el otro producto de la reaccion de la metionina
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sintetasa, es el precursor de la S-adenosil metionina (SAM), el donante universal de metilo que
participa en mas de 100 reacciones metiltransferasa. Durante la sintesis de timidilato, 5,10-
metileno-THF se oxida a DHF. La enzima DHF reductasa convierte a este en THF. El
metotrexato, pirimetamina y (sobre todo en las bacterias) trimetoprim inhiben la DHF reductasa
y asi evitan la formacion de las coenzimas activas THF de DHF (Cabré-Roure, 2010).

Acido
paraaminobenzoico Acido
‘ Pterina o (PABA) o glutamico
0
I
oo
OH %H C—NH— CH 0
N | I
N =4 5 9 CH2 0 H C—0OH
3 G | I |
2 7 CH, C—O0——N—CH
NH - | H |
2 N N ﬁ - N— CH CH,
| |
0 cl:H2 CH,
|
Acido pteroico | CH, C— OH
| I
Acida félico (acido pteroilglutdmica) | ﬁ_ OH 0
) n
Poliglutamatos del 4cido félico |

[Figura n° 10: Estructura del flico (modificado de Cabré-Roure, 2010). |

2.2.3. Los folatos en la salud humana

Después del déficit de hierro, la deficiencia de vitamina B, y especialmente de folatos,
son las causas mas importantes de anemia nutricional (Thorpe, 2010). Las manifestaciones de
deficiencia derivan de una disminucion de la sintesis de acidos nucleicos alterando la
maduracion nuclear y afectando preferentemente a células con répida proliferacion. Los signos
y sintomas se observan principalmente a nivel neuroldgico. Sin embargo, la sintomatologia es

mas probable de ocurrir en deficiencias muy severas (Brito y col., 2012).

La anemia megaloblastica ocurre cuando el déficit de folato y/o B;, es severo. La
asincronia de la maduracion nuclear es evidenciada morfoldgicamente por la aparicion de
cambios megaloblasticos. A nivel sanguineo aparece anemia macrocitica (volumen corpuscular
medio > 100 fL en adultos y macroovatocitos) con indice reticulocitario disminuido
acompafiado de neutropenia e hipersegmentacion nuclear de los neutrofilos y menos

frecuentemente de trombocitopenia. En la médula 6sea hay hiperplasia de los precursores
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eritroides, mieloides y de megacariocitos. La aparicién de metamielocitos gigantes es otro

cambio caracteristico (Olivares, 1995; Aslinia y col., 2006).

Después de la gestacion, los neonatos generalmente presentan suficiencia vitaminica a
expensas de depdsitos maternos. Un pobre estado nutricional de folatos se relaciona con
embarazos de mala evolucion, riesgo de parto prematuro, bajo peso al nacer; por consiguiente

mayor riesgo de morbilidad infantil (Dror y Allen, 2008; Molloy y col., 2008).

El mayor beneficio de la suficiencia de folatos durante el periodo periconcepcional es la
prevencion en el cierre del tubo neural; segunda malformacién congénita mas prevalente en el
mundo después de defectos cardiacos, siendo los mas predominantes la anencefalia, espina
bifida abierta y encefalocele. Estudios aleatorizados controlados en mujeres en edad fértil, han
demostrado que el aumento de la ingesta de acido fdlico disminuye el riesgo de padecer
defectos en el tubo neural. Algunos estudios sugieren que esta proteccion puede extenderse a
otros defectos de nacimiento (Czeizel y Dudas, 1992; Berry y col., 1999). En la actualidad
existe gran interés en identificar polimorfismos que contribuyan con los defectos del tubo neural
(Lindenbaum y col., 2009).

Las deficiencias de folatos y/o Bi, incrementan los niveles de homocisteina plasmatica.
Numerosos estudios asocian hiperhomocisteinemia y enfermedad cardiovascular, accidente
vascular cerebral, riesgo de eclampsia, preeclampsia, nacimientos de pretérmino, cancer y
deterioro cognitivo (Clifford y col., 1990; Duthie y col., 2002).

La deficiencia de folato afecta a la biosintesis de ADN y a la distribucién de los grupos
metilo de este, estos dos hechos con cruciales en relacion con la carcinogénesis (Choi y Mason,
2002). El primer mecanismo que afecta a la estabilidad del ADN es una metilacion alterada. La
metilacién de los pares guanina-citosina es determinante en la expresion génica y tiene un papel
fundamental en el mantenimiento de la estabilidad del ADN. Una hipermetilacién de las
regiones de genes promotores provoca la pérdida de la funcion de los genes, tanto tumorales
como supresores de tumores, mientras que la reduccién de la metilacién total da como resultado
una inestabilidad cromosémica y un aumento de las mutaciones (Eden y col., 2003). La
deficiencia a largo plazo de folato en la dieta resulta en una hipometilacion que,
subyacentemente, provoca una disminucion de la metilacién de la homocisteina a metionina, lo
que lleva a un aumento en los niveles de homocisteina que a su vez se traduce en altos niveles

de S-adenosilhomocisteina, un inhibidor de la metilacion (Nazki y col., 2014).

El segundo mecanismo por el cual la deficiencia de folato puede alterar la integridad del

ADN y promover la carcinogénesis es en una disminucion de la sintesis de timidilato que

65



conduce a la incorporacion errénea de uracilo. La eliminacion de una base de uracilo provoca un
corte en la hebra de ADN, si esto ocurre con dos bases de uracilo enfrentadas y adyacentes,
aparece un corte en la doble cadena de ADN, hecho dificil de reparar que se asocia con un
aumento del riesgo de cancer (McKinnon y Caldecott, 2007). Esto se puede revertir si se
restaura el estado adecuado de folato (Blount y col., 1997).

Las enfermedades vasculares se han asociado comunmente con los factores de riesgo méas
tradicionales como la hipertension arterial sistémica, diabetes mellitus y el tabaquismo, pero en
la dltima década también se han identificado otros factores de riegos, siendo uno de ellos la
homocisteina. Brustolin y col., (2010) han identificado la homocisteina como un factor de
riesgo independiente para la enfermedad arterial cronica. También en los estudios desarrollados
por Trabetti (2008) se pudo comprobar la severidad de la enfermedad coronaria en pacientes tras
una cirugia de revascularizacién coronaria, en pacientes que presentaban una enfermedad
arterial cronica se vio que presentaban niveles significativamente mayores de homocisteina con
respecto a los controles, que no presentaban enfermedad crénica vascular. Asociandose este
hecho a la falta de folato y por extension a un alto riesgo para esta patologia.

2.2.4. Metabolismo

El metabolismo de los folatos tiene un papel vital en el sintesis de acidos nucleicos, en la
regeneracion de metionina, en el transporte y reacciones redox de unidades de un atomo de
carbono (grupos metilo) necesarias para un metabolismo y regulacion adecuados (Bailey y
Gregory, 1999).

2.2.4.1. Absorcién

En el intestino se pueden presentar dos fuentes de folatos, de la dieta (que se procesa y se
absorbe principalmente en el intestino delgado) y de las bacterias (donde la vitamina la
producen la flora del intestino grueso y se absorbe en esta region del intestino) (Wrong y col.,
1981).

e Folatos de origen dietético. La eficacia de absorcion de los folatos dietéticos
parece ser del 50% aproximadamente, pero resulta muy variable (10-90%)
(Mitchell y col., 2012). En una dieta normal, los folatos se pueden encontrar en

forma de mono y poliglutamatos. Los poliglutamatos son hidrolizados a folato
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monoglutamato antes de absorberse. Este proceso digestivo se produce
principalmente en la parte proximal del intestino delgado e implica a la enzima
folilpoli-y-glutamato carboxipeptidasa.

e Folatos de origen bacteriano. La contribucion relativa en la nutricion corporal
de la fuente bacteriana de folato no estd clara, pero la presencia de un
transportador con gran eficiencia de captacién en los colonocitos humanos
(Dudeja y col., 1997; Kumar y col., 1997), junto con un contenido y tiempo
abundantes en el intestino grueso, sugiere que esta fuente de folato contribuye
notablemente con la nutricién, especialmente en la nutricién celular de los
colonacitos locales (Said, 2011, Mitchell y col., 2012).

Se han descrito varios sistemas de transporte del folato que podemos dividir en dos:
sistemas transportadores de membrana y sistemas mediados por proteinas de union al folato

(receptores de folato).

e Transportadores de membrana

Se han podido caracterizar quimicamente varios transportadores de membrana de folato
en tejidos y células de mamiferos; los cuales, posteriormente, se han aislado sus genes de

expresion en los tejidos especificos (Zhao y col., 2009).

1. Transportador reductor de folato

El gen del transportador de folato reducido (RFC1) codifica para una cadena
polipeptidica que es activo a pH fisiolégico e inactivo por debajo de pH 6.5. Es un facilitador, y
transporta folato a la célula activado por altos niveles intracelulares de aniones organicos (como
nucledtidos de adenina), mientras que la alta concentracién de estos extracelularmente lo
inhabilita (Matherly y Goldman, 2003; Matherly y col., 2007). La relativa concentracién
intracelular de aniones hace que este transportador actie de forma unidireccional. Los otros dos
miembros de la familia del RFC1 son transportadores de tiamina y no transportan folato.
Mientras que el RFC1 no transporta tiamina, una alta concentracion de tiamina pirofosfato
estimula la entrada de folato a la célula (Sirotnak y Tolner, 1999). EI RFCL1 es el transportador
de folato mas estudiado. Se ha visto que se expresa en cultivos de tejidos, en células tumorales y
tejidos fetales, y esta ubicuamente expresado en tejidos normales adultos, aunque puede que no
sea el transportador que mueva mas folato en todos los tejidos. EI RFC1 es facilmente saturado

ya que su afinidad por el folato presenta unos valores de saturacion del orden del micromolar
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(3 UM aproximadamente) para el folato reducido y una afinidad similar para el metotrexato
antifolato (un antagonista del folato) (Zhao y col., 2002; Matherly y Goldman, 2003). El
transportador tiene mayor afinidad por el &cido folico (indice de saturacion de 200 uM
aproximadamente), esto explica porque la mayoria de los cultivos celulares requiere para su
crecimiento de una mayor concentracion de acido fdélico comparado con folatos reducidos
(Shane, 2010).

2. Transportador de folato acoplado a protones

El transportador de folato proton-dependiente (PCFT: Proton Coupled Folate
Transporter) se descubrié més recientemente. Es un transportador transmembrana que actla a
pH acido y que, por el contrario, reduce su actividad a pH 7.4, dependiendo la forma de folato.
Al principio fue identificado como un supuesto transportador de hemo. A diferencia del RFC1,
este transportador presenta una afinidad similar por los folatos reducidos tanto como por el
acido folico (valores de saturacion 0.5-0.8 uM a pH 5.5). A pH 6.5, el 5-metil-THF es
transportado mas eficientemente que el &cido folico. EI PCFT estd altamente expresado en
intestino delgado, sobre todo en el yeyuno y duodeno, rifién, higado, placenta y cerebro,
también se expresa en otros tejidos. Al presentarse el transporte de folato acoplado a los
protones, permite que aumente la concentracion del mismo a pH acido (Qiu y col., 2006; Zhao y
col., 2009).

3. Proteinas asociadas a resistencia a multiples farmacos

La familia de proteinas transmembrana con baja afinidad al folato (proteinas asociadas a
la resistencia a multiples farmacos, MRP: Multidrug Resistance-associated Protein), pueden
funcionar como transportadores de folato en distintos tejidos. Estas proteinas fueron
identificadas originalmente como responsables de la resistencia a farmacos de las células ante
agentes quimioterapicos (Kruh y Belinsky, 2003; Assaraf, 2006). La afinidad de estos por el
folato es muy baja (valores de saturacion de 0.2-2 mM), pero presentan una alta capacidad para
transportarlo. Otros transportadores, como son el SLC21 y SLC22, pueden jugar un papel muy

importante en el flujo organico de folato (Zhao y col., 2009).

4. Transportador mitocondrial de folato

El transportador transmembrana que capta el folato en la mitocondria es distinto de otros
(Titus y Moran, 2000). Es especifico para folato reducido, por lo que no transporta &cido félico

ni metotrexato (Horne y col., 1992; Kim y col., 1993). Las células de mamiferos con defectos en
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este transportador son auxoétrofos para glicina y presentan defectos en el metabolismo del

carbono tanto a nivel mitocondrial como citosélico (Lin y Shane, 1994).

5. Transportador lisosomal de folato

Este transportador es responsable de la captacion de poliglutamato metotrexato en los
lisosomas (Barrueco y col., 1992), aunque aln no se conoce toda su importancia, si se sabe que
tiene un pH oOptimo de 4.5-5.0 y un peso de 75KDa (Mitchell y col., 2012). Aun queda por

determinar su funcién como transportador de folato o su implicacion en la recambio del mismo.

e Receptores de folato

Es una familia formada por tres receptores de alta afinidad al folato (FRS) estrechamente
relacionados (a, B y v), también llamados proteinas de union al folato, se expresan en algunas
células epiteliales (Kamen y Smith, 2004). En tejidos normales, la distribucion de los receptores
de folato a (FR-o) tienen una distribucién limitada normalmente a la membrana apical, donde
puede que no contacte con la circulacion general (Zhao y col., 2009). Se ha visto que hay una
gran presencia de estos en los plexos coroideos (membrana basolateral). También se ha visto la
presencia de esta proteina en los tubulos proximales del rifion, en células eritropoyéticas, en los
conductos deferentes, ovarios, en trompas de Falopio, en las células trofoblasticas de la
placenta, en los alveolos pulmonares, en las células acinares mamarias, en la glandula salival
submandibular y en las células epiteliales pigmentadas de la retina (membrana basolateral)
(Chancy y col., 2000). Se ha encontrado baja presencia de FR-a en la glandula tiroidea, y menor
presencia atn en la mucosa duodenal. El FR-a se expresa tanto en tejidos fetales como adultos y
en algunos tumores. El FR-B se encuentra principalmente en placenta, bazo y timo, y en algunos
monocitos. Este se expresa durante la mielopoyesis, y se han encontrado altos niveles en
algunas leucemias mieloblasticas agudas. También se expresa este en tejidos fetales. En cuando
a los FR-y, son los menos conocidos y ain no se conoce con exactitud su localizacion o su

implicacion en el transporte de folato (Shane, 2010).

El transporte realizado por medio de los receptores de folato es un proceso relativamente
mas lento si lo comparamos con la via de los transportadores de transmembrana, también se
reconoce el papel que juega este transporte en la reabsorcion de folato en el rifion (Birn y col.,
1993), pero aln no estd bien establecido como esta involucrado en el trasiego organico de

folato.

Los FRs originalmente se identificaron como una proteina plasmatica soluble de alta

afinidad unida a folato, también detectada en la leche (Wagner, 1986). Normalmente, los FRs
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estan unidos a la membrana celular por medio del glicosilfosfatidilinositol y puede ser liberado
de la membrana por medio de la fosfolipasa C especifica (Lee y col., 1992). Los FRs muestran
una alta afinidad de unién en el rango del nanomolar por diversos folatos. La afinidad por el
acido folico presenta una saturacion de 1-10 nM, mientras que la afinidad por el 5-metil-THF es
ligeramente menor. En cambio el metotrexato muestra una pobre afinidad por estas proteinas
(Zhao y col., 2009).

El transporte de folato por la via de las proteinas de union al folato ocurre en un proceso
mediado por un receptor, pero este mecanismo no se conoce totalmente. En algunos estudios
con tejidos y células, las proteinas de union al folato presentan una internalizacion no mediada
por clatrinas, una cléasica endocitosis donde no estan involucrados los lisosomas (Rothberg y
col., 1990). El folato es liberado del endosoma al citosol, y las proteinas de union se reciclan
rapidamente volviendo a la membrana plasmatica. EI mecanismo por el cual el folato se libera
del endosoma no se conoce con exactitud. Se ha sugerido que la acidificacién del endosoma
provoca la liberacion del folato de las proteinas de unién y que estas vesiculas también
contendrian transportadores PCFT con actividad a pH bajo (Zhao y col., 2009). Como el folato
puede ser acumulado en los endosomas, esto podria permitir un eficiente transporte por medio
de los PCFT. Este plausible mecanismo permitiria que los tejidos y células la acumulacién de
folato exdgeno que seria ineficientemente transportado si las células dependieran sélo de los
transportadores transmembrana de baja afinidad. Sin embargo, si estan involucrados los PCFT
en el transporte de folato en el endosoma, pero esto no esta claro ya que en nifios que padecen
malabsorcion de folato hereditaria, que tienen un defecto en el gen para el PCFT (Geller y col.,
2002), no presentan anormalidades fetales asociadas con la delecion del gen para el FR-a
(Shane, 2010).

e Transporte y absorcion intestinal

La mayoria de los folatos de la dieta son derivados del poliglutamato y se hidrolizan a
monoglutamato en el intestino antes de su absorcion a través de la mucosa intestinal. La
hidrolisis del folilpoliglutamato de la dieta, que esta catalizado por y-glutamil hidrolasa (y-GH,
glutamato carboxipeptidasa 1I, GCPII) del ribete en cepillo del intestino humano. EI gen de la
GCPII codifica para una proteina idéntica al antigeno prostatico de membrana (PSMA), que se
produce en cancer de prostata, y a la dipeptidasa acida N-acetil o (NAALADasa, N-acetylated
a-linked acidic dipeptidase), un enzima que regula la neurotransmision del glutamato (Devlin y
col., 2000). Hasta donde se conoce, las funciones del PSMA y de la NAALADasa no tienen

relacion con el metabolismo del folato. En otras especies, como la rata, la actividad hidrolasa es
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secretada en la bilis. Esta actividad es parecida a la encontrada en la y-GH de los lisosomas de

todos los tejidos.

El mecanismo por el cual el folato cruza las células de la mucosa intestinal y es liberado a
través de la membrana basolateral a la circulacién portal no estd totalmente claro, aunque
algunas caracteristicas se han aclarado hace poco. ElI metabolismo extensivo del acido félico y
el folato reducido a 5-metil-THF puede que se produzca durante este proceso, pero el
metabolismo no requiere del transporte para que se realice. La actividad metabdlica de la
mucosa intestinal va a depender del aporte de folato. Cuando se administran dosis
farmacoldgicas de varios folatos, la mayoria de la vitamina transportada aparece sin cambios en
la circulacion portal (Herbert y Das, 1994). Alguno de estos folatos pueden ser metabolizado a
5-metil-THF en el higado, pero otros pueden aparecer intactos en circulacion periférica (Shane,
2010).

Tanto el PCFT como el RFC1 se expresan en la membrana apical de la mucosa intestinal,
su expresion se ve aumentada en condiciones de bajos niveles de folato (Zhao y col., 2009). Sin
embargo, el transporte a las células mucosas aparentemente ocurre principalmente por via de los
PCFT. Las células mucosas estan en un microambiente acido, por lo que el transporte de folato
ocurre a un pH de 5.5, el acido félico es transportado tan eficientemente como el folato
monoglutamato reducido. Todo este folato parece que se transporta por medio de los PCFT, ya
gue los RFC1 podrian no ser unos de transportadores mas eficientes bajo estas condiciones. La
Malabsorcion Hereditaria de Folato (HFM) es una rara enfermedad autosémica recesiva que
impide la absorcion de folato cursando con una severa deficiencia sistémica del mismo y con un
deficiente transporte al cerebro, se observan bajos niveles de folato en liquido cefalorraquideo
(Geller y col., 2002). La concentracién de folato en el liquido cefalorraquideo normalmente es
mayor que plasma. En estudios posteriores se vio que esta enfermedad venia producida por la
pérdida de la funcién del gen que codifica para el PCFT (Zhao y col., 2007). Los sintomas
aparecen varios meses después del nacimiento cursando con anemia, defectos en el desarrollo
mental y convulsiones. Estos nifios pueden tratarse con bajas dosis de folato parenteral o con
altas dosis de metil-THF oral, sugiriendo que algo del transporte intestinal esta llevado a cabo
por la via de los RFC1, pero también nos indica que el PCFT es el responsable del transporte de
folato en intestino. La recuperacion de los niveles de folato en liquido cefalorraquideo requiere

de altos niveles de folato plasmatico (Shane, 2010).

Los transportadores RFC1 y PCFT no se expresan en la membrana basolateral de las
células de la mucosa intestinal, por lo que el paso del folato a la circulacién porta se cree que
seria mediado por el transportador MRP3, de baja afinidad y capacidad de transporte (Rost y
col., 2002).
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2.2.4.2. Transporte

Los pteroilmonoglutamatos, principalmente el 5-metil-THF, son las formas circulantes de
folato en plasma, las células de mamiferos probablemente no transporten poliglutamatos de
longitud de cadena de tres 0 mayor. Después de la absorcién y el paso a la circulacion portal, la
mayoria del folato puede ser captado por el higado, donde es también metabolizado en los
distintos derivados del poliglutamato y ser retenido, o liberado en sangre o bilis. Se ha descrito
una circulacion enterohepatica de folato en la cual esta involucrado el 5-metil-THF hepético en
la bilis que via MRP2 (Masuda y col., 1997) es reabsorbido en el intestino delgado (Zhao y col.,
2009). La presencia mayoritaria en plasma de 5-metil-THF probablemente refleja que es este el
principal folato citosélico en tejidos de mamiferos y, por lo tanto, es la principal forma que se
libera. El plasma contiene la actividad y-GH, y todo el poliglutamato liberado en plasma se
hidroliza a monoglutamato (Shane, 2010).

Una proporcion variable del folato plasméatico se une a proteinas, principalmente
albumina, este representa alrededor del 50% del folato unido a proteinas. Esta proporcién esta
elevada bajo condiciones de deficiencia de folato (Ratnam y Freisheim, 1990). El plasma
también contiene bajas concentraciones de una forma soluble de la FR. Los niveles de esta
proteina de alta afinidad se incrementan en el embarazo y son muy altos en algunos pacientes
con leucemia (Ratnam y Freisheim, 1990). El aumento de la concentracion de FR puede reflejar
un dafio tisular o una liberacién accidental de los tejidos, el como afecta la presencia de estas
proteinas de alta afinidad en la disponibilidad de folato sigue siendo una cuestion abierta
(Shane, 2010).

Los glébulos rojos contienen una mayor concentracion de folato que el plasma, y
practicamente todo el folato de estos esta en forma de 5-metil-THF. Los eritrocitos maduros
poseen una capacidad insignificante para transformar y acumular folato, sus reservas de folato
comienzan durante la eritropoyesis y aparentemente también es acumulado, probablemente
como resultado de la unién a la hemoglobina, durante la vida de la célula. Debido a este hecho,
la concentracion de folato de los eritrocitos se usa para medir el estado del mismo a largo plazo.
Los niveles plasmaticos (en ayunas) son también un buen indicador del estado del folato,
aunque la concentracion plasmética puede verse alterada por una ingesta dietética reciente
(Shane, 2010).

Los tejidos de mamiferos parece que poseen una amplia gama de transportadores de

folato con diferente afinidad para las distintas formas del mismo. El transporte de folato en los

72



Antecedentes Bibliograficos .

hepatocitos es dependiente de energia y acoplado a componentes saturables y no saturables
(Horne y col., 1978). La membrana basolateral (sinusoidal) de higado de ratas y humanos, que
transportan el folato de la circulacién portal, expresan altos niveles de PCFT (Zhao y col., 2009)
y poseen un cotransportador folato-H" (eléctricamente neutro) para las formas reducidas y
oxidadas de folato y para el metotrexato (Horne y col., 1993). El transporte es minimo a pH 7.4,
y parece que es el PCFT responsable de la absorcion de folato por los hepatocitos. Como afecta
el gradiente de portones al transporte de folato ain se esté estudiando (Shane, 2010).

Los tejidos periféricos usan principalmente el RFC1 (Zhao y col., 2009). Como tanto el
RFC1 como el PCFT tienen afinidad por el folato reducido en el rango del micromolar, y la
concentracion plasmatica de folato estd en el rango del nanomolar, los transportadores no
estarian saturados bajos condiciones fisioldgicas del mismo. Esto ocurriria incluso cuando la
ingesta de folato sea muy elevada, y la gran afluencia de folato a los tejidos deberia ser captada
a cualquier concentracién, aunque se hayan administrado suplementos farmacéuticos de folato.
Sin embargo, los tejidos dependientes del RFC1 en el transporte de folato serian ineficientes en
la absorcion del folato circulante en el plasma (Shane, 2010).

Los plexos coroideos, que suministran folato al liquido cefalorraquideo (LCR), expresan
altos niveles de FR-a.y PCFT en su membrana basolateral y RFC1 en la membrana apical (Zhao
y col., 2009), en lactantes con HFM se observan bajos niveles de folato en LCR (Geller y col.,
2002). Los transportadores PCFT y RFC1 también se expresan en la barrera hematoencefalica,
gue suministra folato para el parénquima cerebral. En un principio, se pens6 que el FR-o
mediaba en la absorcion de folato en cerebro pero este transportador no se ha llegado a
encontrar en la barrera hematoencefalica ni en cerebro (Weitman y col., 1994). No se sabe ain
si es el PCFT o RFCL1 el responsable de la absorcién de folato en el cerebro, aunque la
absorcion se ve inhibida por los bajos niveles de 5-metil-THF o acido f6lico, lo que sugiere la
participacion del PCFT. Por otro lado el pH neutro que se presenta en esta zona es mas

consonante con el transporte del RFC1 (Shane, 2010).

Normalmente el folato es eficientemente reabsorbido en los tabulos proximales del rifidn,
y poco o nada de folato se pierde en orina cuando se realizan ingestas normales. Esta
reabsorcion estd mediada por FR-a (Birn y col., 1993), la tasa de aclaramiento de folato es
inversamente proporcional a su afinidad por el FR-a (Selhub y col., 1987). Debido a la alta
afinidad de este receptor por el &cido félico, esta vitamina puede acumularse en gran cantidad en
riidn (Shane, 2010).
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2.2.4.3. Excrecion

El folato se filtra libremente en el glomérulo y es reabsorbido en el tabulo proximal de la
nefrona (Williams y Huang, 1982; Whitehead, 1986). El efecto neto es que la mayor parte del
folato secretado es reabsorbido. El aclaramiento renal de los derivados de folato es
inversamente proporcional a la afinidad por la proteina de unién al folato en los tubos
proximales de rifion (Selhub y col., 1987). Se ha reportado que en sujetos alcoholicos un
aumento de la excrecion de folato, aunque no esta totalmente claro si esto es debido a un
aumento de la excrecién en si 0 como un problema de reabsorcidn, y si esta excesiva pérdida
provoca una disminucion de las reservas organicas (Eisenga y col., 1989). La orina contiene
algunos derivados del folato, la mayor parte de estos productos de excrecion en humanos son
derivados del catabolismo del folato (Scott, 1984).

La excreciéon biliar de folato se ha estimado en hasta 100 pg/dia en el hombre
(Whitehead, 1986; Herbert y Das, 1994). Gran parte del mismo es reabsorbido en el intestino
delgado, pero la pérdida de folato a través de esta ruta podria ser significativa en los individuos
con sindromes malabsortivos. La excrecion fecal de folato es variable y no se debe de confundir
con la disponibilidad de folato como consecuencia de la biosintesis del mismo por parte de la
flora intestinal (Shane, 2010).

2.3. LECHE DE CABRA
2.3.1. Introduccién

La leche y los productos lacteos son muy importantes para la dieta. En cuanto a los paises
en desarrollo, la cria de ganado caprino tiene un papel clave en la produccion de ganado, de
hecho, se estima que més del 80% de la poblacion de cabras se encuentra en Asia y Africa. La
domesticacién de la cabra se conoce desde la antigiiedad, se cree que surgié hace unos 10.000
afios en las montafias de Iran (Haenlein, 2007). Hace un tiempo las cabras fueron consideradas
como especies marginales para la agricultura de subsistencia de las poblaciones pobres,
subestimando su potencial y gran papel econémico. En la actualidad, la cabra no se considera
sindnimo de subdesarrollo y pobreza, tanto es asi que la leche de cabra tiene una importancia
vital en la nutricion humana en la zona reconocida como la cuna de la civilizacion moderna. Lo
que hace que la cabra tenga tal importancia es su capacidad de adaptacion a ambientes extremos
y cambiantes (Silanikove, 2000). Aunque puede no representar gran importancia en ciertas

partes del mundo, es innegable la contribucion que ha hecho la leche de cabra en el bienestar
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nutricional y econémico en paises en desarrollo, especialmente en el Mediterraneo, Oriente
Medio, Europa del Este y en paises de América de Sur. En los Gltimos afios, el interés de la
leche de cabra ha aumentado y se ha centrado en la explotacion de las razas locales. En los
paises desarrollados de Europa, Oceania, Norteamérica y Sudameérica, la leche de cabra esta
cobrando cada vez mas relevancia en la economia, sobre todo debido a la seleccién de quesos de
forma que se ha convertido en un alimento “gourmet”, adquiriendo estos un precio mas elevado

en el mercado (Park y col., 2007).

El consumo de leche de cabra y la produccion de sus lacteos también se asocia con
efectos beneficiosos para la salud. Entre las nuevas aplicaciones y estrategias de marquetin en
gue se esta comercializando la leche de cabra, por ejemplo, como base de alimentos
“nutracéuticos” e infantiles. Estos productos lacteos se usan como vehiculos para otros
compuestos funcionales, tales como fitoesteroles, acidos grasos de pescado y numerosas
bacterias probidticas. Otro aspecto que también aumenta la demanda de leche de cabra se deriva
del aumento del nimero de personas con alergias a la leche de vaca y diversas enfermedades
gastrointestinales. La alergia a la leche de vaca es la alergia mas frecuente en los primeros afios
de vida. En ausencia de leche materna, las personas alérgicas necesitan una alternativa proteica,
que normalmente est4 basada en proteinas de la leche de vaca hidrolizadas (caseina y proteinas
del suero) o formulas a base de soja. Se ha sugerido que la leche de otros mamiferos (cabras,
burros y caballos) pueden ser una posible alternativa a la leche de vaca incluso en formulas de
alimentos infantiles (Selvaggi y col., 2014).

2.3.2. Caracteristicas organolépticas

Las principales propiedades organolépticas que caracterizan a la leche de cabra, desde un
punto de vista comercial, son el color, el olor y el sabor. Estas caracteristicas tienen una
importancia vital en los productos de origen animal, ya que el consumidor al apreciarlas tiene en
cuenta, sobre todo, aquellas particularidades del mismo que él es capaz de percibir con los
sentidos. Tal es asi, que a veces el consumidor rechaza productos lacteos excelentes por su
composicién pero que, sin embargo, no ofrecen el color o el sabor caracteristicos (Quiles y
Hevia, 2000).

La leche de cabra tiene un color més blanco que la de vaca, a causa de no contener f3-

carotenos, que la amarillea, en su lugar contiene vitamina A (Boza y Sanz Sampelayo, 1997).
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La definicion del olor y sabor de un producto natural complejo, como es el caso de la
leche de cabra, es bastante dificil, tanto si se trata de olores y sabores normales o anormales. En
los Gltimos afios, han sido mucho los avances en la quimica de los olores y sabores, gracias
fundamentalmente a técnicas analiticas como la cromatografia gaseosa, apoyada por la
espectrofotometria de masas. De esta manera, se han podido identificar gran cantidad de
sustancias sapidas, presentes en pequefias cantidades (Quiles y Hevia, 2000).

El olor de la leche de cabra recién ordefiada suele ser un olor neutro, pero por factores
como el periodo de la lactacién (en el final fundamentalmente), la presencia de machos en los
lugares de ordefio, la mala higiene de los establos que favorecen la absorcion de compuestos
aromaticos, el manejo inadecuado, los propios materiales del ordefiador (Villalobos, 2005), etc.,
aparece un olor caracteristico llamado “caprico”. La intensidad de este olor caracteristico tiene
una correlacion positiva con la presencia de acidos grasos de cadena ramificada tipo 4-
metiloctanoico y 4-etiloctanoico (Kim Ha y Lindsay, 1991). También se sabe que el olor es
debido a la presencia los acidos grados caproico, caprico y caprilico (de 6, 8 y 10 4&tomos de
carbono, respectivamente) (Boza y Sanz Sampelayo, 1997; Quiles y Hevia, 2000).

El sabor de la leche de cabra suele ser dulzén (por la lactosa), agradable y muy particular,
lo cual hace que sea bastante facil su identificacion. Este sabor, sui generis, depende igualmente
de los &cidos grasos anteriormente sefialados (caproico, caprico y caprilico), asi como, del
miristico y palmitico fundamentalmente. Tal es asi que el sabor desaparece en la leche
desnatada. También se ha sefialado que compuestos como el orto y metacresol, que son
exclusivos de la leche de cabra, como los que confieren ese sabor caracteristico (Quiles y Hevia,
2000).

Tabla n° 6: Algunas propiedades fisicas de la leche de cabra, oveja y vaca (modificado
de Kurkdjian y Gabrielian, 1962; Jenness y col., 1974; Juarez y Ramos, 1986; Haenlein y
Wendorff, 2006; Park y col., 2007).

Propiedades Leche de cabra Leche de oveja Leche de vaca
Densidad (g/cm®) 1.029 - 1.039 1.035-1.038 1.023 -1.398
Viscosidad (cps) 2.12 2.86 —3.93 2.0

Tension superficial (dyn/cm) 52.0 44.94 —48.70 42.3-52.1
Conductividad (' cm™) 0.0043 - 0.0139 0.0038 0.0040 — 0.0055
indice de refraccion 1.450 + 0.39 1.3492 — 1.3497 1.451+£0.35
Punto de congelacion (- °C) 0.540 - 0.573 0.570 0.530 - 0.570
Acidez (% &cido lactico) 0.14-0.23 0.22-0.25 0.15-0.18

pH 6.50 — 6.80 6.51-6.85 6.65-6.71
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Por ultimo, la dieta de la cabra también constituye un elemento clave en las caracteristicas
organolépticas de la leche. Diversos tipos de alimentos vegetales como ciertas especies de los
géneros Brassica spp., Lupinus spp., Verbena spp., Xanthium spp., Digital spp., Eupatorium
spp., Capsella spp., asi como diversas plantas aromaticas o la pulpa de la remolacha, le
confieren sabores y olores caracteristicos (Arbiza, 1986; Quiles y Hevia, 2000; Villalobos,
2005).

2.3.3. Caracteristicas nutricionales de la leche de cabra

Las enormes propiedades nutricionales de la leche de cabra eran ya admiradas y
reconocidas desde la antigiedad; asi por ejemplo, Hipdcrates (2500 a.C.) recomendaba su

consumo en exceso.

Sin embargo, también han sido mucho los detractores de este alimento; basta con echar
una mirada a principios del siglo pasado, la Royal Society la consideraba como el vehiculo
transmisor de la brucelosis o Fiebre de Malta (Brucella melitensis). Por otra parte, en Alemania
en 1920, se la responsabiliz6 de la anemia de los nifios lactantes por su carencia en hierro; pero
no se percataron o no quisieron apreciar que la leche de la mayoria de los animales domésticos
son deficitarias en hierro, comparadas con la leche de la mujer y, que por lo tanto, todos
aquellos nifios que hubiesen consumido durante los primeros meses de vida leche
exclusivamente de hembras domésticas (principalmente vaca y oveja), también se varian

afectados por esta anemia ferropénica (Quiles y Hevia, 2000).

Hoy en dia, todos estos tabues se han superado, y la leche de cabra poco a poco ha ido
recobrando su prestigio como alimento. Gracias por una parte a las mejoras zootécnicas, y por
otra, a las mejoras tecnolégicas, que han hecho posible que la leche de cabra obtenida de
animales sanos, bajo Gptimas condiciones de manejo y alimentacion, y tratada con los
adecuados procedimientos tecnoldgicos, pueda competir con la leche de vaca y oveja, tanto en

calidad como en sabor (Quiles y Hevia, 2000).

La leche de cabra presenta ciertas caracteristicas que la diferencian de la de otras especies
que hacen de sus productos una excelente opcion en la dieta de nifios, adultos y alérgicos a la
leche de vaca. Comparada con la leche de cabra, vaca y humana, las diferencias mas
importantes son: mejor digestibilidad, alcalinidad, capacidad de tamponar, valor nutricional y
terapéutico (Park y col., 2007). Dentro de sus caracteristicas nutricionales, destacan sus

proteinas de alto valor nutritivo e hipoalergénicas (Olalla y col., 2009; Santillo y col., 2009),
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ademas de estar a menudo recomendada como el mejor sustituto de la leche de vaca (Luiz y
col., 1999).

Existen varias razones que estan relacionadas con la mejor digestibilidad de la leche de
cabra. La lactosa pasa méas rapido por el sistema digestivo, con menor tiempo para la
fermentacion adecuada en el colon, lo que causa menos problemas de intolerancia (Haenlein,
2002). Por otro lado, un menor contenido en asl-caseinas genera una estructura altamente
hidratada, mas abierta y menor firme, facilitando la digestion del codgulo en un menor tiempo

de transito gastrico (Haenlein, 2002; Veja 'y Ledn y col., 2005; Garcia y Travassos, 2012).

Tabla n° 7: Porcentaje de los nutrientes basicos en leche de cabra, oveja, vaca y humana
(modificado de Park, 2008; Bedoya y col., 2012).

Composicion Leche de cabra Leche de oveja Leche devaca Leche humana
Grasa % 3.8 7.9 3.6 4
Soélidos no grasos % 8.9 12 9 8.9
Lactosa % 4.1 4.9 4.7 6.9
Proteina % 3.4 6.2 3.2 1.2
Caseina % 2.4 4.2 2.6 0.4
Albumina, globulina % 0.6 1 0.6 0.7
Nitrégeno no proteico % 0.4 0.8 0.2 0.5
Cenizas % 0.8 0.9 0.7 0.3
Calorias/100 ml 70 105 69 68

Otro aspecto de su buena digestibilidad esta relacionado con su mayor contenido de
acidos grasos de cadena corta y menor didmetro de sus micelas de grasa. Estos glébulos de
grasa menores y mas dispersos, presentan una mayor superficie especifica, por lo que la
actuacion de la lipasa es mas réapida, asi los acidos butirico, caproico, caprilico, caprico, laurico
y miristico proporcionan energia directamente en lugar de ser depositados en el tejido adiposo
(Haenlein, 2004). Por calentamiento de la leche se puede aumentar la digestibilidad de la

misma, y con ellos disminuir la hipoalergenicidad (Frazier, 1995; Garcia y Travassos, 2012).

Varios autores han considerado a la leche de cabra como un alimento funcional por su

valor nutricional, su capacidad de mantener estable la salud, por reducir los riesgos de padecer
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enfermedades cronicas y de modular las funciones fisiol6gicas de forma positiva (Garcia y
Travassos, 2012).

Existen evidencias cientificas que sugieren que acidos grasos especificos tienen efectos
beneficiosos para la salud humana y pueden contribuir con la prevencion de muchas
enfermedades cronicas (Lee y col., 2005; Bertolino y col., 2006). De estos &cidos grasos, los
acidos linoleicos conjugados presentan un mayor potencial funcional y de manipulacién en la
grasa de la leche de cabra. En los estudios realizados por Parodi (2003) en animales in vivo, se
demostr6 que los isomeros C18:2 cis-9, trans-11 tienen propiedades anticancerigenas y

antioxidantes.

Las siguientes propiedades de la leche de cabra la hacen un alimento funcional: el tamafio
de las micelas de grasa (65% con un didmetro inferior a 3 um) y sus acidos grasos de cadena
corta, facilitan la absorcion de la mucosa intestinal debido a la rapida accion enzimética al
hidrolizar las cadenas lipidicas; sus proteinas de alto valor biolégico ayudan a combatir la
desnutricién; la leche de cabra puede ser una opcion en el tratamiento de la alergia a la
lactoalbimina bovina; su alto contenido en vitamina A, que se libera poco después de su
ingesta, restaura los niveles de la misma en el cuerpo, evitando enfermedades de la vista, en la
reproduccion, la piel y la pérdida de funciones en el organismo; su contenido de minerales,
como calcio, fosforo, potasio y magnesio, actlan previniendo la osteoporosis, el mantenimiento
de los huesos y dientes y en funciones metabodlicas y fisioldgicas importantes (Laguna, 2003;

Garcia y Travassos, 2012).

Algunas de las propiedades positivas de la leche de cabra para la fabricacion de medios
nutritivos y para formulas nutricionales pueden conseguirse a través del estudio de su
composicién. Sin embargo, como se trata de un medio complejo, probablemente, hay
compuestos que se desconocen gue le otorgan atributos ventajosos 0 no, pera ello es preciso
realizar estudios que revelen dichas propiedades, usando los modelos animales apropiados

(Silanikove y col., 2010; Garcia y Travassos, 2012).

2.3.3.1. Proteina de la leche de cabra

La leche es una secrecién de las glandulas mamarias de mamiferos, cuya composicion y
caracteristicas fisicas varia entre especies. Se trata de una emulsion compleja de aceite en agua,
proteina, lactosa, minerales, asi como azUcares, células, hormonas e inmunoglobulinas. Las dos

fracciones proteicas principales son: proteinas insolubles (de la familia de la caseina) y
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proteinas solubles (proteinas del suero o lactosuero). Por consiguiente, dentro de las caseinas se
incluyen las asl, as2, B y x, mientras que las proteinas del suero son la a-lactoalbumina y B-
lactoglobulina (Tabla n® 8). La leche de cabra también contiene importantes proteinas en menor
proporcién, tales como la albumina del suero, inmunoglobulinas, lactoferrina, transferrina,
proteinas de unidn al calcio, prolactina, proteinas de union al fosfato y las proteosas-peptonas.
El contenido en nitrogeno de las distintas fracciones de la leche de cabra varia en funcion de la
raza, la genética, la estacion del afio, la fase de la lactancia y la alimentacion. La fraccion
proteica (caseina, fundamentalmente) con respecto al suero es de 20/80. La cantidad de
nitrogeno no proteico es de aproximadamente 5.8% del total. Los compuestos que forman parte
del nitrogeno no proteico son la urea, aminodcidos libres, nucledsidos, nuclettidos, y

poliaminas (Park y col., 2007; Prosser y col., 2008; Selvaggi y col., 2014).

Tabla n° 8: Concentracion de las distintas fracciones proteicas de la leche de cabra
(modificado de Jenness, 1980; Mora-Gutiérrez y col., 1987; Barth y Behnke, 1997; Park y col.,
2007; Selvaggi y col., 2014).

Proteina total (9/Kg) 37.20

Caseina total (g/Kg) 24.00
asl-caseina (% del total de caseina) 5.60
asl-caseina (% del total de caseina) 19.20
B-caseina (% del total de caseina) 54.80
k-caseina (% del total de caseina) 20.40

Proteina del suero (g/Kg) 7.40
a-lactoalbumina (% del total de proteinas) 24.00
B-lactoglobulina (% del total de proteinas) 53.70

Proteinas minoritarias (% del total de proteinas) 22.30

Nitrdgeno no proteico x 6.38 (g/KQg) 5.80

Las caseinas son una familia de fosfoproteinas sintetizadas en la glandula mamaria en
respuesta a las hormonas lactogénicas y otros estimulos y secretadas como grandes coloides
denominados micelas, que son las responsables de la mayor parte de las propiedades fisicas
Unicas de la leche. Su gran importancia en la industria lactea en todo el mundo, han convertido a
las caseinas en el blanco de numerosos estudios, llegando a ser las proteinas alimentarias mas

estudiadas. Inicialmente, las caseinas se consideraron como una sustancia homogénea. A
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principios del siglo XX, Linderstrom-Lang y Kodama (1925) demostraron que estan
compuestas de dos fracciones: una que precipita en presencia de calcio (caseinas sensibles al
calcio) y otra fraccion que actda en contra de dicha precipitacion (caseinas no sensibles al
calcio). Posteriormente, Mellander (1939) demostré la presencia de tres componentes diferentes
designados como a, B y y-caseinas. En estudios adicionales se descubri6 que existian un mayor
numero de componentes menores (Wake y Baldwin, 1961). Sin embargo, con el desarrollo de la
biologia molecular, ahora es posible afirmar que s6lo existen cuatro tipos de caseinas y que la
heterogeneidad anterior era debida a los distintos polimorfismos genéticos de las caseinas (Ng-
Kwai Hang y Grosclaude, 1992). En 1984, el comité American Dairy Science Association
Committee on Nomenclature and Classification propuso que la nomenclatura usada para las
caseinas bovinas seria asl, as2, p y k-caseinas, que se adoptaria para la investigacion de

proteinas de la leche de otras especies.

Las caseinas son la fraccién proteica principal de la leche en muchas especies y su
funcion es el transporte de fosfato de calcio en la leche y por lo tanto proporcionar a los recién
nacidos una fuente de calcio y fésforo para la formacion de los huesos, asi como contribuir con
las necesidades de aminoacidos (Stewart y col., 1987). Las caseinas, siendo proteinas
secretadas, poseen péptidos sefial en el extremo N-terminal que dirigen el orden de los
polipéptidos recién sintetizados, después de este proceso los péptidos sefial se eliminan de los
productos primarios de la traduccion para dar lugar a las proteinas maduras. Las caseinas
sensibles al calcio presentan similitudes en su masa molecular (en torno a 24 KDa), en las
regiones promotoras, secuencia lider de péptidos y en los sitios de fosforilacion. Estos datos
apoyan la hipotesis de un origen evolutivo comun de estos genes, que a dia de hoy presentan
duplicaciones y modificaciones de lo que seria un gen ancestral comin (Rijnkels, 2002). En la
cabra, se han encontrado numerosos polimorfismos para los cuatro genes con varios alelos
asociados con reducida o nula expresion de sus proteinas. Ademas del nitrégeno de las caseinas
(corresponde con un 76% del contenido total de nitrégeno), el contenido del mismo en la leche
también se distribuye entre las proteinas del suero (18%) vy el nitrégeno no proteico (6%). La
principal fuente de proteina del suero de la leche se llama “suero 4cido”, también se conoce
como dulce o cuajo del suero (Morr, 1989). A diferencia de la caseina, las proteinas del suero de
la leche no tienen fosforo y se caracterizan por su alto contenido en aminoacidos que contienen
azufre, principalmente metionina y cisteina. Esto es muy importante para los requerimientos de
los recién nacidos, ya que necesitan del 4 al 6% de aminoacidos que contengan azufre (en
contenido total de aminoacidos) para un correcto crecimiento (Foldager y col., 1977; Oftedal,
2012).
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Las proteinas del suero de la leche son moléculas globulares con un contenido sustancial
en dominios a-hélice, en el que los aminoacidos &cidos/basicos e hidréfobos/hidréfilos se
distribuyen de una manera bastante equilibrada a lo largo de las cadenas polipeptidicas (Evans,
1982). Alrededor del 75% de todas las proteinas del suero de la leche son albiminas (o-
lactoalbuminas y PB-lactoglobulinas), que son una valiosa fuente de péptidos bioactivos con
actividad fisiolégica. Desde un punto de vista nutricional, las proteinas del suero de la leche se
han considerado superiores a la caseina en varios aspectos. Tienen un mejor perfil de
aminoacidos, siendo similares a los de la leche humana. Por lo tanto, se recomiendan las
proteinas del suero de la leche para la formulacion de productos lacteos que reemplacen la leche
bovina en la nutricién infantil (Hambraeus, 1982). Sindayikengera y Xia (2006) observaron que
las caseinas tienen peor digestion y absorcién que las proteinas del suero. Las proteinas del
suero se utilizan como ingredientes de distintos alimentos debido a importantes propiedades
funcionales, tales como la solubilidad, viscosidad, capacidad de retencion de agua, gelificacién,

adhesién, emulsificacién y formacién de espuma (Stanciuc, 2009).

Dentro de las caseinas sensibles al calcio, la asl-caseina es la que mayor solubilidad tiene
en presencia del mismo. Es una proteina altamente fosforilada y es un componente estructural
de las micelas de caseina que juega un papel clave en la formacion de la cuajada de queso
(Walstra, 1990; Farrell y col., 2004; Horne, 2006).

Las as2-caseinas son un grupo mas dispar que las asl-caseinay se han ido identificando a
partir de un amplio grupo de especies como ovina, caprina y bovina (Boisnard y Pétrissant,
1985; Stewart y col., 1987; Bouniol, 1992). La as2-caseina es la proteina menos investigada
probablemente debido a su dificil aislamiento y purificacion. Sin embargo, se ha encontrado en
la leche de muchos mamiferos y, en algunos casos especiales, constituye hasta el 29% de la
caseina total. Ademas, se encuentra en mayor concentracion en micelas grandes de leche
caprina (Tziboula y Horne, 1999; Horne, 2006). Las as2-caseinas, al igual que las asl-caseinas,

son péptidos altamente fosforilados (Horne, 2006).

Las B-caseinas se describen como “sensibles al calcio”, ya que precipitan en presencia de
bajas concentraciones de este cation. Contribuyen de forma importante en las propiedades de la
superficie de las micelas de caseina en la formacion de la cuajada cuando la leche coagula por la
accion de la enzima quimosina o rennina (Pearse y col., 1986). Las p-caseinas son
particularmente ricas en glutamina y tienen un menor namero de lugares de fosforilacion y, con
ello, menor grado de fosforilacién comparado con las as1 y as2-caseinas. En la leche de cabra,

la B-caseina es la proteina mas abundante (Jenness, 1980).
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La k-caseina representa alrededor del 15% del total de caseinas. La secuencia de
nucleotidos y aminoacidos se conoce para muchas especies de mamiferos placentarios (Furet y
col., 1990). Esta caseina es la Unica que se ha demostrado que contiene restos de carbohidratos,
se concluye, asi, que no esta relacionada con las caseinas sensibles al calcio (Jollés y col., 1978;
Bonsing y Mackinlay, 1987; Mercier y Vilotte, 1993).

En cuanto a las proteinas del suero de la leche, la a-lactoalbimina es una metaloproteina
con un solo sitio de unién al Ca?*, lo que representa una de las proteinas mas importantes en la
leche de los rumiantes (Jenness, 1982; Permyakov y Berliner, 2000). Esta proteina es necesaria
para la produccion de lactosa y para el trasiego del agua en las vesiculas secretoras mamarias,
por lo cual la a-lactoalbumina es crucial para la secrecion de la leche (Hayssen y Blackburn,
1985). La a-lactoalbimina es rica en aminoacidos esenciales y es la proteina predominante en
la leche humana (Brew y Grobler, 1992). En su composicion destaca su alto contenido en lisina

y cisteina y una cantidad particularmente alta de tript6fano (Heine y col., 1991).

Otro de los componentes proteicos del suero es la B-lactoglobulina. Esta es una proteina
globular que pertenece a la familia de las lipocalinas, que son unas pequefias proteinas con
infinidad de propiedades, tales como la capacidad de unirse a pequefias moléculas hidro6fobas. A
dia de hoy aun no estan claras sus funciones fisiol6gicas, mas alla de proporcionar aminoécidos
a la descendencia y actuar como transportador de acidos grasos Yy retinol (Pérez y Calvo, 1995;
Flower, 1996; Selvaggi y col., 2014). La B-lactoglobulina estd presente en la leche de muchas
especies, principalmente en los rumiantes, mientras que la leche humana esta libre de la misma
(Businco y Bellanti, 1993; Prez y Calvo, 1995).

En la fraccion proteica de la leche también se incluyen otras proteinas en menor
proporcién, como son las inmunoglobulinas, lactoferrina, ferritina, transferrina,
glicomacropéptidos, calmodulina, lactoperoxidasa, lisozimas, prolactina y la proteina de union
al folato junto con varios factores de crecimiento. EI contenido de estas proteinas es similar en
la leche de cabra y de vaca, pero el contenido de la proteina de unién al folato se presenta en
mayor cantidad en la leche de cabra (12 frente a 8 g/ml) (Park y col., 2007). La proteina de
unioén al folato es una glicoproteina con alrededor del 22% de carbohidratos (Jenness, 1980). La
lactoferrina es una glicoproteina presente en la leche de todas las especies de vertebrados. Esta
es la principal proteina de union al hierro en la leche humana, mientras que la transferrina es

maés abundante en la leche de roedores (Renner y col., 1989).

Aungue estan presentes en menor concentracion, estas proteinas minoritarias de la leche

pueden influir mucho en el metabolismo, en la inmunologia y en los procesos fisioldgicos y
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contribuir asi en las principales ventajas que posee la leche de cabra. Y son estas las que se usan

para el desarrollo de productos nutricionales (Silanikove y col., 2010; Selvaggi y col., 2014).

2.3.3.2. Carbohidratos de la leche de cabra

Al igual que en la leche de las hembras bovinas y ovinas, la lactosa es el mayor
carbohidrato presente en la leche de cabra, y su valor promedio se encuentra en el orden del
4.1%, menor que el valor reportado en bovinos, puede estar por el 4.7% (Silanikove y col.,
2010). La glucosa es sintetizada en la glandula mamaria con la participacion activa de la
proteina lactoalbimina y favorece la absorcion intestinal de calcio, magnesio y fésforo, y la
utilizacion de vitamina D. Sin embargo, la importancia de este carbohidrato radica en el
mantenimiento del equilibrio osmoético entre el torrente sanguineo y las células alveolares de la
glandula mamaria durante la sintesis de la leche, razén por la cual es un componente que varia
segun el nivel de produccion lactea y por efecto directo del tipo de dieta suministrada (Chilliard
y col., 2005; Bedoya y col., 2012).

Por otro lado, los oligosacaridos de la leche caprina, al igual que la lactosa, las cantidades
que estan presentes en la leche de caprinos fluctian en un rango de 250 a 300 mg/I, lo cual
representa 4 o 5 veces mas que los valores encontrados en la leche de vaca, pero menos que los
presentes en la leche humana (Tabla n° 9). Los oligosacaridos de la leche se cree que son
beneficiosos para la nutricion del hombre debido a sus propiedades probidticas y anti-
infecciosas (Martinez Férez y col., 2006).

Tabla n° 9: Cantidad total de oligosacaridos y lactosa en leche de cabra, vaca, oveja y
humana (modificado de Martinez Férez y col., 2004; Bedoya y col., 2012).

Origen Oligosacéridos (g/l) Lactosa (g/l)
Leche caprina 0.25-0.30 45
Leche bovina 0.03-0.06 46
Leche ovina 0.02-0.04 48
Leche humana 05-0.8 68

Los oligosacaridos de la leche tienen propiedades antigénicas considerables y son
valiosos en la promocion del crecimiento de la flora intestinal del recién nacido (Park y
Haenlein, 2007). La leche de cabra es un alimento de gran interés nutricional, especialmente en
relacion con los oligosacaridos altamente bioactivos (Boehm y Stahl, 2007). Se han llevado a

cabo estudios que apoyan esta observacién, donde se pone de manifiesto las propiedades
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antiinflamatorias de los oligosacaridos de la leche de cabra en modelos con roedores (Daddaoua
y col., 2006; Lara-Villoslada y col., 2006; Martinez-Férez y col., 2006). Gopal y Gill (2000)

también vieron la positiva contribucion de los oligosacéridos en el desarrollo cerebral neonatal.

2.3.3.3. Composicidn lipidica de la leche de cabra

La grasa de la leche es el componente méas variable de la misma, cualitativa y
cuantitativamente hablando, en términos econémicos, en la nutricion, en caracteristicas fisicas y
sensoriales; este hecho provoca un impacto en los productos lacteos que van a depender del
estado de la lactancia, temporada, raza, genotipo y la alimentacion del animal. Las
caracteristicas de la grasa de la leche de cabra que tienen mas importancia en la fabricacion de
productos lacteos son: tamafio de los glébulos de grasa, que en la cabra son mas pequefios
comparados con la leche de vaca (Jenness, 1980), y el perfil de acidos grados de la leche de

cabra, que contiene mayor contenido de acidos grasos de cadena corta (Haenlein, 1992).

Tanto en la leche de vaca como de cabra, el rango de tamafios de los glbulos de grasa
oscila entre 1 a 10 um, pero la proporcion de glébulos menores de 5 um en la leche de vaca es
del 60%, mientras que en la leche de cabra ronda el 80%. Esta diferencia da como resultado una
textura mas suave en los productos de leche de cabra, mientras que provoca una gran dificultad
a la hora de producir mantequilla caprina (Silanikove y col., 2010). A parte de la diferencia de
tamafio, los glébulos de grasa de leche de cabra estdn mejor distribuidos en la emulsién lactea
que los de la leche bovina. Estos pequefios globulos de grasa se dispersan mejor, presentando
asi una homogenizacion natural, y proporcionan una mayor superficie de accion de las lipasas

favoreciendo la digestion en el hombre (Zervas y Tsiplakou, 2013).

Los principales &cidos grasos de cadena corta, caproico (C6:0), caprilico (C8:0) y caprico
(C10:0), que estan relacionados positivamente con el intenso sabor “caprico”, corresponden con
el 15-18% de los acidos grasos de la leche de cabra, mientras que en la leche de vaca s6lo
representan el 5-9% (Chilliard y col., 2006). Son numerosos los estudios realizados donde se
comparan los perfiles de acidos grasos entre la leche de cabra y oveja (Tabla n® 10) y entre
cabra y vaca (Park y col., 2007; Sanz Ceballos y col., 2009; Sla¢anac y col., 2010; Zervas y
Tsiplakou, 2011). En los estudios de Sanz Ceballos y col. (2009) se encontraron con una alta
proporcién de acidos grasos de cadena corta (C6 — C14) en la leche de cabra frente a la de vaca,
pero también un alto porcentaje de &cidos grasos poliinsaturados n-3 y n-6, con un marcado
ratio inferior de n-6. Haenlein (2004) y Park y col. (2007) vieron que la grasa de la leche de

cabra tiene un alto contenido de &cidos grasos monoinsaturados. De forma parecida como
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ocurre con los 4cidos grasos de cadena corta, Haenlein (1992) hizo hincapié en los beneficios
para la salud humana de acidos grasos mono y poliinsaturados de la leche de cabra,

especialmente para las enfermedades cardiovasculares.

Tabla n° 10: Perfil de acidos grasos (%) comparativo normal, minimo/méximo de leche
de oveja y cabra (modificado de Park y col., 2007; Zervas y Tsiplakou, 2013).

LECHE DE OVEJA LECHE DE CABRA

Acidos grasos Media  Min./Max. Media Min./Max.
C4:0 3.51 3.07-3.93 2.18 1.97-2.44
C6:0 2.90 2.68-3.44 2.39 2.03-2.70
C8:0 2.64 2.10-3.27 2.73 2.28-3.04
C10:0 7.82 5.54-9.73 9.97 8.85-11.0
C10:1 0.26 0.23-0.31 0.24 0.19-0.38
C12:0 4.38 3.48-4.92 4.99 3.87-6.18
Ci12:1 0.04 0.03-0.05 0.19 0.10-0.40
C13:0 0.17 0.13-0.22 0.15 0.06-0.28
C14:0 10.4 9.58-10.7 9.81 7.71-11.2
iso-C15:0 0.34 0.26-0.43 0.13 0.12-0.15
anteiso-C:15:0 0.47 0.33-060 0.21 0.17-0.24
Cl4:1 0.28 0.19-0.50 0.18 0.17-0.20
C15:0 0.99 0.89-1.11 0.71 0.46-0.85
is0-C16:0 0.21 0.17-0.26 0.24 0.17-0.40
C16:0 25.9 22.5-28.2 28.2 23.2-34.8
iso-C17:0 0.53 0.44-0.59 0.35 0.24-0.52
anteiso-C17:0 0.30 0.26-0.36 0.42 0.30-0.50
Ci16:1 1.03 0.74-1.27 1.59 1.00-2.70
C17:0 0.63 0.58-0.70 0.72 0.52-0.90
C17:1 0.20 0.17-0.22 0.39 0.24-0.48
C18:0 9.57 8.51-11.0 8.88 5.77-13.2
C18:1 total 21.1 17.8-23.0 19.3 15.4-27.7
C18:2 total 3.21 2.89-3.57 3.19 2.49-4.34
C20:0 0.45 0.36-0.52 0.15 0.08-035
C18:3 0.80 0.52-1.04 0.42 0.19-0.87
C18:2 conjugado total 0.74 0.56-0.97 0.70 0.32-1.17

En la actualidad, existe un gran interés por aumentar la proporcién de acidos grasos
poliinsaturados y el acido linoleico conjugado (CLA) cuyo principal isomero, el &cido ruménico
(C18:2 cis9, trans11) con alrededor del 85% de los isdmeros, esté relacionado con efectos anti-
aterogénico, anti-carcinogénico, anti-inflamatorio, imunoestimulante y de modulacion de la
resistencia a la insulina. El t10, c12-CLA con alrededor del 2% de los isomeros del CLA, posee
propiedades beneficiosas anti-carcinogénicas y anti-obesidad (Kéhler Osmari, 2007). El

contenido en &cido linoleico de la leche de cabra es normalmente mayor que en la leche bovina,
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esto puede ser debido a la forma de crianza semi-intensiva que se lleva a cabo de las cabras.
Comparando las cabras y ovejas, sometidas a una misma dieta, la leche de oveja presenta mayor
contenido en los acidos linoleico y vacénico que la cabra (Tsiplakou y Zervas, 2008a). También
se pudo ver gue, cuando se alimentan los animales con dieta de olivo (que tiene alto contenido
en C18:3), u orujo de uva (con alto contenido en C18:2), el resultado de la composicion en
acido linoleico de la leche de oveja y cabra, fue diferente (Tsiplakou y Zervas, 2008b), a favor
del ganado ovino. Estas diferencias en la respuesta de la cabra y oveja al contenido en CLA y en
el perfil de &cidos grasos, bajos las mismas condiciones dietéticas, puede explicarse ya que se
han encontrado diferencias entre las dos especies, en concreto, en el ARNm de la enzima
estearoil coenzima A desaturasa de los adipocitos mamarios (Tsiplakou y col., 2009). EI método
mas extendido para aumentar el contenido de CLA en la leche consiste en afiadir aceites o
granos oleaginosos ricos en &cidos grasos poliinsaturados a la dieta de la cabra. La cantidad y
tipo de estos complementos influye en el metabolismo lipidico ruminal y en la produccion de
CLA en la leche. Ademas, la composicidn lipidica de la leche de cabra es fundamentalmente
para su rendimiento en quesos, para la textura, sabor y olor de los derivados (Chilliard y col.,
2003; Chilliard y Ferlay, 2004; Bedoya y col., 2012)

También se han encontrado &cidos grasos de cadena ramificada en la leche de cabra
(Alonso y col., 1999), que le dan un sabor caracteristico a los productos lacteos. La mayoria del
colesterol en la leche de cabra, como en la leche de vaca, se presenta en forma libre (52 mg/
100g de grasa), y en menor proporcién en forma de ésteres de colesterol, que representa menos
del 4% del total de colesterol (Jenness, 1980; Chandan y col., 1992; Zervas y Tsiplakou, 2013)

La estructura de los triacilglicéridos (TAG) de la leche es la responsable de las
propiedades reol6gicas de la grasa de la misma y su comportamiento durante la fusién y la
cristalizacion. La composicion de TAG es de gran interés, ya que puede ser utilizada para
verificar el origen de la grasa de la leche. Los TAG estan invariablemente acompafiados de
pequefas cantidades de di- y monoacilglicéridos, principalmente en la posicién 1y 2, siendo
intermediarios de la biosintesis de TAG (Park y col., 2007).En la Tabla n°® 11 se muestra la
composicién promedio de TAG de la grasa de la leche oveja, cabra y vaca. Los TAG de las tres
especies presentan una amplia gama de pesos moleculares y de longitudes de cadena. El
contenido de TAG en la leche de oveja tiene una distribucion bimodal con un maximo de 36 —
38 atomos de carbono (C36 — C38) y C50 — C52, y un minimo de C44 — C46 (Partidario y col.,
1998; Goudjil y col., 2003). Los perfiles de TAG de la leche oveja y vaca son similares. En la
leche de cabra el contenido de TAG presenta un mayor nimero de atomos de carbono,

alcanzando un méximo en C40 — C42 (Park y col., 2007).
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Tabla n° 11: Composicién de triacilglicéridos de la grasa de la leche de cabra, oveja y
vaca (% en peso) (modificado de Precht, 1992; Fontecha y col., 1998; Goudjil y col., 2003; Park
y col., 2007).

Triacilglicéridos Leche de cabra Leche de oveja Leche de vaca

C26 0.49 0.72 0.22
C28 1.23 1.6 0.57
C30 2.47 2.52 1.13
C32 4.06 3.63 2.56
C34 6.20 6.03 5.95
C36 9.40 9.64 10.8
C38 12.1 12.8 12.5
C40 12.6 12.0 9.87
C42 12.5 9.02 6.87
C44 11.6 8.08 6.47
C46 8.1 6.77 7.32
C48 5.84 6.67 9.12
C50 5.85 7.63 11.3
C52 4.92 8.43 10.0
C54 2.01 4.48 4.99

Los esteroles conforman una pequefia fraccion de los lipidos totales en la leche, siendo el
colesterol el esterol principal (300 mg/ 100 g de grasa, equivalente a 10 mg/ 100 ml de leche de
vaca). Se han podido ver otros esteroles en la leche de vaca, incluso esteroles vegetales (Jensen,
2002). La fraccion de esteroles de la leche es de gran interés nutricional porque los altos niveles
en plasma estan asociados con un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares (Park y col.,
2007).

El contenido de colesterol en la grasa de la leche de cabra y oveja varian
considerablemente debido a las diferentes razas y a la distinta técnica analitica. En la Tabla n®
12 se muestran los valores obtenidos en los estudios realizados por Fraga y col. (2000) y
Goudjil y col. (2003), donde se compara el contenido de esteroles de la leche de cabra y de
oveja. Podemos observar que los esteroles de menos importancia representan el 3-5% de la

fraccion total de esteroles.

Tabla n° 12: Concentracion de los diferentes esteroles en la grasa de la leche de cabra 'y
oveja (mg/ 100 g de grasa) (modificado de Fraga y col., 2000; Goudjil y col., 2003).

Tipo de esterol Leche de cabra (media + EEM) Leche de oveja (media + EEM)

Colesterol 344.8 £ 15.6 288.4 +42.2
Latosterol 1.47 £0.35 1.81 £0.82
Desmosterol 1.39+0.49 0.41+0.30
Dihidrolanosterol 2.25 +0.38 4.15+2.40
Lanosterol 9.76 + 1.64 6.86 +1.88
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2.3.3.4. Composicion mineral de la leche de cabra

La leche es la principal fuente de calcio dietario para el ser humano, sin importar si es de
cabra, vaca u otra especie. Comparativamente, la leche de cabra aporta el 13% mas de calcio en
relacion a la leche de vaca (Chacon Villalobos, 2005). No es un alimento fuente de nutrientes
como el hierro, cobre, cobalto y magnesio (Tabla n°® 13), sin embargo, estudios realizados por
nuestro grupo de investigacion (AGR-206) ponen de manifiesto que la leche caprina presenta
mas propiedades beneficiosas que la vacuna, entre ellas la prevencién de la anemia ferropénica,
por falta de hierro y la desmineralizacidn 6sea por deficiencia de calcio, osteomalacia (Alférez y
col., 2006; Campos y col., 2007; Nestares y col., 2008; Diaz-Castro y col., 2009, 2011; Lopez-
Aliaga y col., 2009; Ramirez y col., 2010; Diaz-Castro y col., 2013; Garcia y col., 2013)

Es interesante notar que los requerimientos diarios de calcio y magnesio de grupos de alta
sensibilidad como es el caso de mujeres embarazadas y lactantes (ingesta recomendada de 1.000
mg), asi como adolescentes (ingesta recomendada de 1.000 mg), son apenas cubiertos por tres
vasos de leche de vaca, mientras que la leche de cabra cubre ampliamente estos requerimientos

con solo dos porciones del mismo tamafio (Chacén Villalobos, 2005).

La leche de cabra contiene menos sodio y menos minerales de cobalto y molibdeno que la
leche de vaca, pero méas potasio (134% mas) y cloro (0.151% total), siendo los demas muy
similares entre ambas leches (Maree, 1978; Chacon Villalobos, 2005; Park y col., 2007).

Con el consumo de leche de cabra, el organismo aumenta la absorcién y la utilizacion del
hierro y el cobre, gracias a los altos contenidos de triglicéridos de cadena media y a los
aminodcidos cistina y lisina. Las dietas con adecuados niveles de hierro, son de mayor
viabilidad cuando se consume leche caprina. Los nifios que se alimentan con leche de cabra
alcanzan mayor peso, mayor estatura, mas mineralizacion de los huesos, y en plasma sanguineo,
mayor densidad de las vitaminas A, tiamina, riboflavina y niacina, asi como del calcio y de la
hemoglobina. En resumen, esta leche contiene la mayoria de las vitaminas y de los minerales

gue requiere el desarrollo de los nifios (Solis y Castro, 2007).

Sin embargo, hay que destacar, que la leche de cabra, al igual que la leche de otros
pequefios rumiantes, es sensible a los tratamientos térmicos, que sera mas acusado a mayor
impacto térmico. Asi, la estabilidad de la leche va a depender de los factores que afectan a la
estabilidad del calcio, por ejemplo, el tratamiento con frio (- 4 °C), muy aplicado en la industria
lactea, provoca una disociacién de la B-caseina y el fosfato de calcio en disolucion, provocando

una disminucidn dréstica en su estabilidad térmica y con ello de la biodisponibilidad mineral de
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la misma (Raynal-Ljutovac y col., 2004; Bouhallab y Raynal-Ljutovac, 2005; Raynal-Ljutovac
y col., 2007).

Por el contrario, en estudios realizados por Gliler (2007), donde se comprobé el estado de
24 minerales en la leche y yogurt de cabra, se demostro que ciertas fermentaciones favorecen la
biodisponibilidad de dichos minerales, contribuyendo considerablemente con la suplementacion

de elementos mayoritarios y traza en la dieta humana.

Tabla n° 13: Concentracion de minerales y vitaminas de la leche de cabra, vaca, oveja y
humana (cantidad en 100 g de leche) (modificado de Jenness, 1980; Debski y col., 1987; Park y
Chukwu, 1988, 1989; Coni y col., 1999; Park y col., 2007).

Leche de cabra Leche devaca Leche deoveja Leche humana

Minerales

Ca (mg) 134 122 193 33
Mg (mQ) 16 12 18 4
Na (mg) 41 58 44 15
K (mg) 181 152 136 55
P (mg) 121 119 158 43
Cl (mg) 150 100 160 60
S (mg) 28 32 29 14
Fe (mQ) 0.07 0.08 0.08 0.20
Zn (mg) 0.56 0.53 0.57 0.38
Cu (mg) 0.05 0.06 0.04 0.06
Mn (mg) 0.032 0.002 0.007 0.07
I (mg) 0.022 0.020 0.020 0.007
Se (ng) 1.33 0.96 1.00 1.52
Al (mg) - - 0.05-0.18 0.06
Vitaminas

Vitamina A (1U) 185 126 146 190
Vitamina D (1U) 2.30 2.0 0.18 pg 14
Vitamina C (mg) 4.16 0.94 4.16 5.00
Tiamina (B;) (1g) 68 45 8 17
Riboflavina (B,) (mg) 0.21 0.16 0.376 0.02
Niacina (mg) 0.27 0.08 0.416 0.17
Acido pantoténico (mg) 0.31 0.32 0.408 0.20
Biotina (ug) 1.50 2.0 0.93 0.4
Vitamina By, (Mg) 0.065 0.36 0.712 0.03
Acido félico (ug) 1.29 5.0 5.0 5.5
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2.3.3.5. Composicion vitaminica de la leche de cabra

La leche de cabra y oveja tienen mayor concentracion de vitamina A que la leche de vaca
(Tabla n° 13). Debido a que las cabras convierten todo el p-caroteno en vitamina A, por este
motivo, la leche de cabra es méas blanca que la de vaca (Amigo y Fontecha, 2011). EI suministro
de cantidades adecuadas de leche de cabra en las dietas de nifios puede suministrar cantidades
adecuadas de vitamina A y niacina, y un exceso de tiamina, riboflavina y pantotenato (Parkash y
Jenness, 1968; Ford y col., 1972; Park y col., 2007). Un nifio alimentado exclusivamente con
leche de cabra tiene un exceso de aporte de proteina, Ca, P, vitamina A, tiamina, riboflavina,
niacina y pantotenato en comparacién de los consejos de la FAO-OMS (Jenness, 1980). Los
niveles de vitamina B en la leche de cabra y vaca son el resultado de la sintesis en el rumen, y
no dependen tanto de la dieta que sigue el animal (Haenlein y Caccase, 1984; Mann, 1988; Park
y col., 2007).

La leche de cabra comparada con la de vaca tiene deficiencias significativas de acido
félico y vitamina Bi,, que son las causantes de la “anemia de la leche de cabra” (Park y col.,
1986). Los niveles de &cido félico y vitamina By, son cinco veces mayores en la leche de vaca,
el &cido félico es necesario para la sintesis de hemoglobina. La deficiencia de vitamina By, pude
causar anemia megaloblastica en lactantes, pero la causa de esta anemia se atribuye
principalmente a la deficiencia de folato en la leche de cabra. Tanto la leche de cabra como la de
vaca son deficitarias en piridoxina (Bg), vitamina C y D, con lo cual deben complementarse con

otras fuentes alimentarias (Park y col., 2007).

2.3.3.6. Otros componentes minoritarios de la leche de cabra

Dentro de los compuestos nitrogenados no proteicos nos encontramos con los
nucleotidos, estos aparecen en la leche para facilitar la maduracion inmune de la descendencia
lechal y, a menudo, también se afiaden a las formulas de alimentos infantiles (Schallera y col.,
2007). Los nucle6tidos son los principales componentes del ARN y del ADN, y participan como
mediadores en el trasiego de energia obtenida en el metabolismo, en la transduccion de sefiales
y en la regulacion del crecimiento celular. Los nucleétidos también participan en el
metabolismo de lipoproteinas, el aumento del HDL (High Density Lipoprotein: lipoproteina de
alta densidad) en plasma, asi como en el aumento de la sintesis de apolipoproteina (Apo) Al y
Apo Al V en lactantes prematuros, y en la regulacion positiva de la sintesis de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga en neonatos (Schallera y col., 2007). Los ribonucledtidos se

consideran esenciales para el correcto desarrollo de los recién nacidos, debido a que la sintesis
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de novo y los mecanismos de reciclaje enddgenos son insuficientes para el funcionamiento
Optimo de los tejidos intestinales y linfoides, que estan en répido crecimiento, a pesar de que los
requerimientos son bajos pueden dar lugar a una deficiencia de los mismos (Schallera y col.,
2007). Una de las principales razones por las cuales se usan nucleétidos para enriquecer las
férmulas de alimentos infantiles y de continuacidn, es la presencia de altas cantidades de estos
en la leche materna (Schallera y col., 2007). La leche de cabra, a diferencia de la de vaca,
también contiene adecuados niveles de nucleétidos (Prosser y col., 2008). El contenido de
nucledtidos en las formulas infantiles basadas en leche de cabra se acercan mas a los niveles que
se presentan en la leche materna sin necesidad de adicionarlos externamente (Prosser y col.,
2008; Silanikove y col., 2010).

Las poliaminas, otro componente de la fraccion no proteica de la leche, se ha demostrado
gue son de gran importancia para el crecimiento Optimo, la funcidén celular del tracto
gastrointestinal, la maduracion de las enzimas digestivas (Pegg y McCann, 1982) y también se
ha observado que estan implicados en la reduccién de la incidencia de alergias alimentarias en
los lactantes (Dandrifosse y col., 2000). A finales de los afios noventa, Ploszaj y col. (1997)
descubrieron que el calostro y la leche de cabra son ricos en poliaminas, mucho mas alta
comparada con la de otros mamiferos (por ejemplo, humana, ratas, cerdos y vacas). Aunque
posteriormente Prosser y col. (2008) vio que la leche y los preparados infantiles con base de
leche de cabra presentaban mayor contenido de poliaminas que la leche y formulas lactelas con
base de leche de vaca; aunque ninguna de las dos especies llega a los niveles de poliaminas que

presenta la leche materna.

En resumen, la leche de cabra parece ser una excelente fuente de nucleétidos para
lactantes y preparados de continuacién, y tiene el potencial de ser una buena fuente de
poliaminas. El contenido y la disponibilidad de nucledtidos y ribonucleétidos dependen de la
actividad de una serie de fermentos lacteos (Silanikove, 2008), pero aln no se conoce con
exactitud. También se necesita investigar adicionalmente sobre el origen de estos nucleétidos de
la leche, si son derivados del ARN o ADN, y seguir investigando sobre los potenciales
beneficios de la nucledtidos y poliaminas presentes en la leche de cabra (Silanikove y col.,
2010).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se han utilizado 160 ratas macho (Rattus novergicus, raza Wistar albica), recién
destetadas, procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de Granada.
Los protocolos de manejo, cuidado y sacrificio de animales empleados fueron aprobados por el
Comité de Etica de la Universidad de Granada y de acuerdo con las directrices comunitarias de
la Unién Europea.

Tras el destete, las ratas son divididas en dos grupos experimentales. La ferrodeficiencia
es inducida en uno de los grupos por la técnica desarrollada previamente por nuestro grupo de
investigacion (Pallarés y col., 1993): las ratas son sometidas a un periodo pre-experimental
(PPE) de 40 dias, en los cuales se les suministra dieta estandar AIN-93G (Reeves y col., 1993),
con contenido normal de hierro (45 mg/Kg de dieta) al grupo control (Reeves y col., 1993) y
con bajo contenido en hierro (5 mg/Kg de dieta) al grupo anémico. La dieta baja en hierro
utilizada para inducir la anemia se obtuvo omitiendo el hierro del suplemento mineral de la
dieta. 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 distribuidas en células individuales de
metabolismo. Estas células se encuentran situadas en una habitacién aireada y termorregulada
(21 + 2 °C) con fotoperiodo controlado de 12 horas (luz—oscuridad) y un 55-60% de humedad.
En el dia 40 del PPE, previa anestesia por inyeccion intraperitoneal con pentobarbital sédico
(Sigma Diagnostics, St Louis, Misuri, 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.

Tras el PPE, ambos grupos de animales (control y anémico) se someten a un periodo
experimental (PE) en el cual son divididos en ocho 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 hierro (450 mg/Kg dieta) y contenido normal (2 mg/Kg dieta) o
suplemento de &cido folico (40 mg/Kg dieta). La dosis de 450 mg de Fe/Kg de dieta es la mas
comun para inducir la sobrecarga cronica de hierro en estudios animales (Raja y col., 1994) y la
dosis de 40 mg acido félico/Kg de dieta es la mas cominmente empleada en estudios de

suplementacion (Achon y col., 2000).
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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 hierro.

Posteriormente, los animales son sacrificados siguiendo el Protocolo del Comité de Etica
de la Universidad de Granada. Se anestesia al animal con pentobarbital sodico (Sigma
Diagnostics, St Louis, Misuri, USA) a una dosis de 5 mg/100 g de peso corporal por via
intraperitoneal y tras laparatomia media, las ratas son desangradas mediante canulacién de la
aorta abdominal. La sangre obtenida, una alicuota se conserva con EDTA como anticoagulante,
gue serd empleado para el control hematolégico de la anemia. La otra alicuota se conserva sin
anticoagulante, para obtener suero tras centrifugar a 1500 g, 10 minutos y posteriores
determinaciones hematoldgicas (hierro, TIBC, saturacion de transferrina, ferritina) y parametros

bioquimicos (hepcidina, transaminasas (ALT y AST), creatinina y creatina quinasa MB).

Obtenidas las muestras sanguineas, se extrae el higado. Se lava con solucién salina (NaCl
al 0.9 %). Las fracciones citosélicas de higado se obtienen por centrifugacion diferencial
sometida a hemolisis hipotdnica el mismo dia del sacrificio y son conservadas en congelacion a

-80 °C hasta la posterior determinacion de DMT1 hepético y contenido en hierro.
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Figura n° 11: Disefio experimental del estudio

& Toma de sangre de la vena caudal para el control hematol6gico de la anemia.

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

T Sacrificio de los animales para la obtencion de sangre y la extraccion de higado.




3.2. DIETAS ENSAYADAS

En la siguiente tabla se muestra la composicion de las dietas ensayadas durante el periodo

pre-experimental y experimental.

Tabla n° 14: Dietas ensayadas durante el PPE y PE.

COMPONENTE CANTIDAD (9/Kg)

Dieta AIN-93G (contenido normal o bajo contenido en hierro) #

Caseina 200
Aceite de oliva virgen 100
Almidoén de trigo 500
Ingredientes constantes ” 200

Dietas con leche de cabra (contenido normal o sobrecarga de hierro) ¢

Proteina de leche de cabra 205
Lactosa de leche de cabra 290
Grasa de leche de cabra 100
Almidon de trigo 205
Ingredientes constantes " 200

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

Proteina de leche de vaca 204
Lactosa de leche de vaca 295
Grasa de leche de vaca 100
Almidon de trigo 201
Ingredientes constantes " 200

Leyenda de la Tabla:

a. Contenido de hierro en la dieta durante el periodo pre-experimental: 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 hierro: 45 mg/Kg dieta) y con bajo contenido en hierro para las ratas anémicas
(5 mg/Kg dieta) (Pallarés y col., 1993).

b. Los ingredientes constantes (g/Kg dieta) fueron: fibra (celulosa micronizada) 50 g, sacarosa 100 g, cloruro de

colina 2.5 g, L-cistina 3 g, corrector mineral 35 g, corrector vitaminico 10 g.

¢. Para las ditas basadas en leche de cabra y vaca empleadas en el periodo experimental 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 de hierro (450 mg/Kg dieta) para los grupos de sobrecarga de hierro (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 el mismo (40

mg/Kg dieta) para las suplementadas (Achdn y col., 2000).
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La dieta estdndar AIN-93G del periodo pre-experimental 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 del aceite de oliva en lugar de soja (debido a sus conocidos efectos beneficiosos
sobre la salud y por ser la mas cominmente consumida en nuestro pais) y la proporcién de grasa
es 10% en lugar del 7%. La fuente de hierro empleada fue citrato férrico. El contenido en hierro
por andlisis en las dietas ensayadas durante el periodo pre-experimental fue de 44.71 mg/Kg en
la dieta para los animales control y 6.31 mg/Kg en la dieta que se ministro a 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 afiadid para conseguir una dieta con un 10% de grasa. La grasa se obtuvo por purificacién de
nata o mantequilla (de cabra o vaca, respectivamente). Ambos tipos de grasa se funden al bafio
maria y después se centrifuga a 300 g (Hetticj, Universal 30 RF, Alemania) durante 15 minutos
a 4 °C, para separar el sobrenadante que constituye la grasa pura. El contenido en hierro (mg/Kg
dieta) en las dietas usadas durante el periodo experimental, es el siguiente:

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

469.20 mg (dieta basada en leche de vaca).

A la cantidad de minerales y vitaminas que aporta la leche en polvo desnatada se le afiade
un corrector mineral y vitaminico especificos que cubran las recomendaciones del AIN-93G. La
suplementacion en acido folico de las dietas basadas en leche se obtiene mediante la adicion a la
misma de este nutriente hasta alcanzar el grado de suplementacion requerido en el corrector
mineral especifico. El contenido de &cido fdlico de las dietas se determina por inmunoanalisis

quimioluminiscente (Jacobs y col., 2001).
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3.3. TECNICAS ANALITICAS

3.3.1. Materia seca

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

distintas dietas ensayadas y en el higado.

3.3.2. Materia grasa

El contenido graso de las leches y las dietas fue determinado tras hidr6lisis hidroclérica

por extraccion con éter de petréleo (Sanderson, 1986).

3.3.3. Contenido proteico

El contenido en nitrégeno de las leche en polvo desnatadas y dietas se determina por el
método Kjeldahl usando un factor de conversion de 6.25 para la dieta estandar y 6.38 para la

proteina aportada por las leches en polvo y las dietas basadas en leche (Kjeldahl, 1883)

3.3.4. Mineralizacion por via hUmeda

Un gramo de dieta en sustancia seca se coloca en un vaso de precipitado, se afiaden 10—
12 ml de acido nitrico concentrado (riqueza del 69%) y se tapa con un vidrio de reloj. Se coloca
en un bafio de arena SELECTA (Selecta, Barcelona, Espafia) a una temperatura de 70-80 °C y se
espera la aparicion de vapores rojizos/anaranjados de éxido nitrico. Se afiaden 2 ml de acido
nitrico (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) a la muestra, tantas veces como sea necesario
hasta la aparicién de vapores blanquecinos. En ese momento se comienza a afiadir 10 ml de
mezcla nitrito/perclorico (4:1 viv) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) en alicuotas de 2 ml

cada vez, hasta completar la mineralizacion.

Finalizada la mineralizacion, se deja enfriar, se filtra en papel Whatman del n° 41, libre de
cenizas (Whatman International Ltd, Maidstone, Reino Unido) y se enrasa hasta un volumen

final de 25 ml en un matraz aforado.
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Como resultado final obtenemos una solucion transparente que se emplea en la posterior

determinacién de hierro.

3.3.4.1. Determinacion de hierro

La concentracion de hierro en las dietas se determinan por espectrofotometria de
absorcion atdmica (PERKIN ELMER 1100B, Norwalk, Estados Unidos) a partir de una muestra
adecuada, previamente mineralizada por via himeda y diluida convenientemente, comparandose
frente a una serie de patrones de concentracion conocida. En la espectroscopia atomica se
consigue que los &tomos individuales de una especie interactien con la radiacion

electromagnética.

Dada la importancia de una exacta determinacion de los distintos pardmetros estudiados
se ha llevado a cabo un control de calidad de estas determinaciones. Este control incluye el
analisis de un conjunto de patrones primarios y muestras problema. Los estandar primarios son
de dos tipos: propios de cada determinacion y sueros controles liofilizados (BCR certified
reference material BCR 185; Community Bureau of Reference, Bruselas, Bélgica). El valor
derivado del analisis de este material de referencia es: hierro: 210 £ 6 mg/Kg (valor certificado:
214 + 6 mg/KQ).

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 ningln caso a lo

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

3.3.5. Hemoglobina, recuento de hematies, volumen corpuscular medio, hematocrito,

y plaguetas

Se realizan en el dia 40 y 70 del estudio a partir de sangre periférica obtenida de la vena
caudal y recogida en un tubo con EDTA, para el control hematol6gico de la anemia. Las
determinaciones se han llevado a cabo con un autoanalizador hematolégico SYSMEX KX-21

(Sysmex, Tokyo, Japon).
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3.3.6. Hierro sérico, TIBC (Capacidad total de unién al hierro), porcentaje de

saturacion de la transferrina

Para calcular la tasa de saturacion de transferrina, primero se determina el TIBC
colorimétricamente y los niveles de hierro sérico enzimaticamente, usando un kit comercial
SIGMA Iron and total iron-binding capacity (Sigma Diagnostics, St. Louis, Misuri, Estados
Unidos). El ensayo se adapta a microplacas, usando 50 pl de suero en 250 pl de tamp6n mas 5
pl de reactivo cromdgeno. La absorbancia de la reaccion se monitoriza en un lector de
microplacas a 550 nm usando un lector Bio-Rad microplate reader (Bio-Rad Laboratories Inc.,
California, Estados Unidos). El porcentaje de saturacion de la transferrina se calcula usando la

siguiente ecuacion:

Fe sérico 1
Saturacién de la transferrina(%) = [ 1eg/l) x 100
TIBC(ng/l)

3.3.7. Ferritina sérica

Los niveles de ferritina sérica se determinan usando el kit comercial Rat Ferrtin ELISA
(Biovendor Gmbh, Heidelberg, Alemania). Los patrones, calibradores, controles y muestras se
mezclan con la solucion de trabajo. Posteriormente, las muestras convenientemente diluidas se
incuban en microplacas con pocillos recubiertos de anticuerpos altamente especificos contra la
ferritina de rata, durante 2 horas a temperatura ambiente, procedimiento después a la aspiracion
y lavado de los pocillos. Tras este paso, se adiciona la solucién enzimatica que se une
selectivamente a los pocillos y tras un Gltimo lavado, el color se desarrolla usando un sustrato
cromoégeno (3, 3°, 5, 5’-tetrametilbenzidina, TMB). La absorbancia de la reaccion se monitoriza
en un lector de microplacas a 450nm, usando un lector de microplacas Bio-Rad microplate
reader (Bio-Rad Laboratories Inc., California, Estados Unidos) en un plazo de 30 minutos. La
intensidad de color desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion de ferritina

sérica.

3.3.8. Hepcidina sérica

La concentracion de hepcidina-25 se determind usando el kit ELISA DRG (DRG

Instruments GmbH, Marburgo, Alemania). Los pocillos de la placa microtiter se recubren con
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un anticuerpo monoclonal (de raton). Estos anticuerpos reconocen especificamente una parte de
la molécula de hepcidina-25. La hepcidian-25 de la muestra endégena compite con el conjugado
de hepcidina-25-biotina por la union al anticuerpo del pocillo. Después de la incubacion, el
conjugado no unido se elimina mediante lavados. Posteriormente se afiade un enzima
conjugado, estreptavidina-peroxidasa, al pocillo. Después de incubar, se elimina mediante
lavado el complejo enzimético no unido para continuar afiadiendo la solucion con el sustrato. La
reaccion colorimétrica se detiene después de un corto periodo de incubacion, se observa un
viraje de color de azul a amarillo. La microplaca se lee a 450 nm en un lector de microtiter
(Bio-Rad Laboratories Inc.) y la intensidad de color desarrollado es inversamente proporcional a

la concentracion de hepcidina en la muestra. Los resultados se expresan como ng/ml de suero.

3.3.9. DMT1 hepético

Se usaron muestras de higado conservadas en congelacion a -80°C, estas muestras se
homogenizan en hielo por medio de un Potter-Elvehjem. Para la extraccion de células enteras se
realizé el ensayo de radioimunoprecipitacion (RIPA), se homogeniza en 500 ul de tampén (10
mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40 y 0.1% de SDS) mezclado con
inhibidor de proteasa (dilucién 1:200, Sigma-Aldrich). EI homogenado se centrifuga a 1000 g

durante 5 minutos a 4°C.

La concentracion total de proteina del tejido homogenado fue determinado usando el kit
Sicientific Piere BCA Protein Assay (Termo Sientific Inc., Hanover Park, llinois), después de
extraer las proteinas. Se tomaron 12 ug de extracto de proteinas del homogenado (30 pl del
volumen total), se vierten un gel de poliacrilamida prefabricados de 4 a 20% (Criterion TGX
Stain-Free Precast Gel, 30 ul; Bio-Rad Laboratories Inc.). Se realiza una electroforesis de 250 a
300 V en una cubeta de electroforesis vertical (Criterion; Bio-Rad Laboratories Inc.) durante 25
minutos. Posteriormente, las proteinas separadas se transfieren a un gel Trans-Blot Turbo Mini
PVDF Transfer Packs (Bio-Rad Laboratories Inc.) con un Trans-Blot Turbo Transfer System
(Bio-Rad Laboratories Inc.) durante 6 minutos. El software usado (Image Lab Software; Bio-
Rad Laboratories Inc.) en este equipo nos permitié cuantificar la eficacia de la transferencia. El
rendimiento de la transferencia fue de aproximadamente 99.9%. Antes de la transferencia a
membrana, se incuba en una solucion de bloqueo (5% leche en polvo en solucion salina
tamponada Tris (TBS) con Tween-20 (TTBS) (0.8% NaCl 0.242% y 2-amino-2-hidroximetil-2,
2-propanodiol) y 1% de Tween-20; Bio-Rad Laboratories Inc.) durante 1 hora a temperatura
ambiente, después se lava 3 veces con TBS, y finalmente se incuba con el anticuerpo primario

(DMT1) en TTBS durante la noche a 4 °C en agitacion suave y continua.
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La inmunodeteccidn se realiz6 con una anticuerpo policlonal para DMT1 (Santa Cruz
Biotechnology Inc., Santa Cruz, California) diluido a 1:500 y un anticuerpo monoclonal de
conejo especifico para p-actina (Rabm and Abcam) diluido 1:1200 en TTBS, que se usé como
control para la proteina total cargada en la transferencia y también se utilizd para determinar las
proporciones del complejo DMT1 en comparacion del contenido proteico total hepatico. Estos
transferidos se lavan 3 veces con TTBS durante 5 minutos y se incuban con el anticuerpo
secundario conjugado apropiado (Immun-Star Goat Anti-Mouse (GAM)-HRP; Bio-Rad
Laboratories Inc.; 1:130,000) en TTBS durante una hora a temperatura ambiente. A
continuacion, las membranas se lavan dos veces con TTBS durante 15 minutos y un lavado final
con TBS durante 15 minutos. Tras la incubacién de los anticuerpos apropiados, se observan

manchas por quimioluminiscencia.

Los anticuerpos unidos a la membrana se visualizan con el sustrato Clarity Western ECL
(Bio-Rad Laboratories Inc.). La sefial de cada banda se cuantifica y guarda y es procesada con
equipos Fujifilm. Estos resultados fueron analizados con el software Imagen J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/). Ademas, la cantidad total de proteina transferida a membrana se
determind son el software Image Lab (Bio-Rad Laboratories Inc.). Estos resultados se usaron

para normalizar todos los resultados.

3.3.10. Transaminasas: ALT y AST

Se determinaron mediante técnica colorimétrica (Spinreact, Barcelona, Espafia)
(Bergmeyer y col., 1978). Las transaminasas catalizan la transferencia del grupo amino del
aspartato (GOT) o de la alanina (GPT) al a-cetoglutarato. El cetoacido formado, oxalacético o
piravico respectivamente, en presencia de 2,4-Dinitrofenilhidrazina (DNFH) de la hidrazina
correspondiente con una coloracion medible en medio alcalino a 505 nm en un

espectrofotometro de UV-Vis (Thermo Spectronic, Rochester, Nueva York, Estados Unidos).

La alanina aminotransferasa (ALT) inicialmente llamada transaminasa glutamico pirQavica
(GPT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al a-cetoglutarato con
formacidn de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido a lactato en presencia de
lactato deshidrogenasa (LDH) y NADH:

L-Alanina + a-Cetoglutarato — Glutamato + Piruvato

Piruvato + NADH + H* —Lactato + NAD
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La aspartato aminotransferasa (AST) inicialmente Ilamada transaminasa glutamato
oxaloacética (GOT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al a-
cetoglutarato con formacion de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es reducido a
malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y NADH:

L-Aspartato + a-Cetoglutarato — Glutamato + Oxalacetato
Oxalacetato + NADH + H* — Malato + NAD

La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinada
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de ALT y AST en las muestras
ensayadas.

3.3.11. Creatinina y creatina quinasa MB
Creatinina

Se determin6 mediante la técnica colorimétrica (Spinreact, Barcelona, Espafia). El ensayo
de la creatinina estd basado en la reaccion de la creatinina con el picrato alcalino (Murray y col.,
1984). La creatinina reacciona con el picrato alcalino formando un complejo rojizo. El intervalo
de tiempo escogido para las lecturas permite eliminar gran parte de las interferencias conocidas
del método. La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de creatinina en
la muestra ensayada. El producto formado produce una coloracién medible a 490 nm en un

espectrofotometro de UV-Vis (Thermo Spectronic, Rochester, Nueva York, Estados Unidos).
Creatina quinasa MB (CK-MB)

Se determind mediante técnica colorimétrica (Spinreact, Barcelona, Spain). La CK-MB
cataliza la transferencia reversible de un grupo fosfato de la fosfocreatina al ADP (Gerhardt y
col., 1979: Abbot y col., 1984). Esta reaccion se acopla con otras catalizadas por la hexoquinasa

(HK) y por la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6F-DH):
Fosfocreatina + ADP — Creatina + ATP
ATP + Glucosa — ADP + Glucosa-6-fosfato
Glucosa-6-fosfato + NADP* — 6-Fosfogluconato + NADPH + H*

La velocidad de formacion de NADPH, determinado fotométricamente, es proporcional a

la concentracion catalitica de CK-MB en la muestra ensayada, determinandose la intensidad de
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color a 340 nm en un espectrofotdémetro de UV-Vis (Thermo Spectronic, Rochester, Nueva
York, Estados Unidos).

3.4. INDICES BIOLOGICOS
La metddica utilizada en el calculo de los diferentes indices empleados es la siguiente:

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

CDA= TA x100
A=I1-F
Retenido (R):
R=1- (F+U)

Ratio retencion frente a ingesta (R/1):
% R/l =1 - (F + U) x 100/1
Las siglas empleadas en estas formulas, son las indicadas por la FAO/OMS (1966):

= A= Absorbido

= | =Ingerido

= [ =Excrecion fecal

= U = Excrecion urinaria
= R=Retenido

Eficacia de regeneracion de la Hemoglobina (E.R.H.) (Mahoney y Hendricks, 1982):

% E. R .— mg Fe Hb Final — mg Fe Hb Inicial < 100
oE T mg Fe ingerido
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Hb Final
myg Fe Hb Final = Peso Final x 0.067 x o0 x 3.35

ml sangre Hb Final mgFe

Fe Hb Final = Peso Final X X
mgre ma eso rma g Peso corporal 100 g Hb

Hb Inicial
mg Fe Hb Inicial = Peso Inicial X 0.067 X oo x 3.35

Se asume que ml de sangre / g de Peso corporal = 0.067 y que mg Fe / g Hb = 3.35, de
manera que las ecuaciones quedan:

Hb Inicial
— X

mg Fe Hb Inicial = Peso Inicial X 0.067 X 100 3.35
Hb Final
mg Fe Hb Final = Peso Final X 0.067 X EETTEE X 3.35

3.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los datos se presentan como valor medio + EEM (error estandar de la media) durante el
PPE y como valor medio + DER (deviacion estandar residual) en el PE. Todos los anélisis se
han efectuado con el paquete estadistico “Statistical Package for Social Sciences” (SPSS,
version 20.0, 2012). Los datos fueron analizados mediante un disefio aleatorizado en bloques
con adaptacion factorial (2x2x2x2), 2 (tipo de dieta: leche de cabra frente a leche de vaca) x 2
(grupo de animal: controles frente a anémicas) x 2 (contenido de hierro en la dieta: normal
frente a sobrecarga) x 2 (contenido de acido félico en la dieta: normal frente a suplementada) y
por el método de los minimos cuadrados (Steel y col. 1997). ElI modelo tiene en cuenta las
variaciones causadas por el tipo de dieta, anemia, contenido de hierro y contenido de &cido
félico en las dietas. Cuando los términos de la interaccion no son estadisticamente significativos
(P > 0.05), los minimos cuadrados fueron calculados del modelo, tras omitir estos términos
(Steel y col. 1997). Las diferencias entre grupos (control frente anémico, normal de hierro frente
a sobrecarga y normal de &cido félico frente a suplementado) fueron analizados mediantes el

test de la t de Student. El analisis de la varianza (One-Way ANOVA) se emple6 para comparar
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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 y sus interacciones resultaban significativas. Las diferencias son consideradas

significativas para todos los tratamientos estadisticos a un nivel de P < 0.05.
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4. TABLAS Y FIGURAS

Tabla I: Parametros hematoldgicos de ratas controles y anémicas en el dia 40
de la ferrodeficiencia.

Grupo Control Grupo Anémico
Parametros 45 mg Fe/Kg dieta 5 mg Fe/Kg dieta
(n=280) (n=80)

Concentracion de Hb (g/l) 128.9+2.8 735 £2.7*
Hematies (10'4/1) 71+0.1 6.1+0.2*
VCM (fl) 55.6+0.2 389+06*
Hematocrito (%) 39.8+0.7 275+05*
Plaquetas (10°/1) 723+25.1 1388 + 67.8 *
Hierro sérico (ug/l) 1375+ 119 703 £55*
TIBC (ug/l) 2852 + 198 17642 + 725 *
Saturacion de la transferrina 47031 39+03*
Ferritina sérica (ug/l) 83.0+25 499+13%*
Hepcidina sérica (pg/l) 17.0+0.44 13.2+0.6*

Los valores estan expresados como medias + error estandar de la media

Hb, hemoglobina; VCM, volumen corpuscular medio. TIBC, capacidad total de

fijacion del hierro.

* Valores significativamente diferentes (P < 0.001) con respecto al grupo
control mediante el test de la t de Student.
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Tabla Il: Parametros bioquimicos de ratas controles y anémicas en el dia 40 de
la ferrodeficiencia.

Grupo Control Grupo Anémico
Parametros 45 mg Fe/Kg dieta | 5 mg Fe/Kg dieta
(n =80) (n=80)
ALT (UlN) 21.02+3.2 5499+55*
AST (UI/) 112.7 +18.6 223.7+233*
Creatinina (umol/l) 21.25+3.1 2432+3.4
Creatina quinasa MB (U/l) 1523 + 187.0 1391 £111.9

Los valores estan expresados como medias + error estandar de la media

*Valores significativamente diferentes (P < 0.001) con respecto al grupo control
mediante el test de la t de Student.

Tabla I11: Relacion hepatosomatica y contenido de hierro en higado de ratas
controles y anémicas en el dia 40 de la ferrodeficiencia.

Grupo Control Grupo Anémico
Parametros 45 mg Fe/Kg dieta | 5 mg Fe/Kg dieta
(n=280) (n=80)
Peso corporal (g) 235.38 £ 0.70 217.63+0.50 *
Peso del higado (g) 6.05 + 0.21 5.91 +0.60
Peso higado/Peso corporal (%) 2.57 £0.06 2.77 £0.09 **
Hierro en higado (ug/g) 401.16 £ 19.43 284.02 £ 21.12*

Los valores estan expresados como medias + error estandar de la media

*Valores significativamente diferentes (P < 0.001) con respecto al grupo control
mediante el test de la t de Student.

** Valores significativamente diferentes (P < 0.01) con respecto al grupo
control mediante el test de la t de Student.
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Figura I. Expresion hepética del transportador de metales divalentes 1 (DMT1) de ratas
controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en leche de cabra o vaca.

Relacion DMT1/proteinas totales
7,00

6,00

5,00

4,00 + nCC
nCA

3,00 - m\/C
m\V/A

2,00 -

1,00

0,00 +

Valores presentados como media + error estandar de la media, n = 10. Las medias con
letra distinta, son diferentes, P < 0.05.

Figura Il. Inmunoblots representativos de DMT1 y B-actina de ratas controles y
anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en leche de cabra o vaca.

CC CA VC VA
DMT1
] —— ~— — ——
B-actina
— > o — —

CC: ratas controles alimentadas con dieta basada en leche de cabra.
CA: ratas anémicas alimentadas con dieta basada en leche de cabra.
VC: ratas controles alimentadas con dieta basada en leche de vaca.
VA: ratas anémicas alimentadas con dieta basada en leche de vaca.
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Tablas y Figuras .

Figura I11l. Concentraciéon de hemoglobina (g/l) de ratas controles y anémicas
alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal
0 sobrecarga de hierro y contenido normal o suplemento de acido félico.
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P <0.05
40

P <0.05
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Figura IV. Recuento de hematies (10'%/I) de ratas controles y anémicas alimentadas
durante 30 dias con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga
de hierro y contenido normal o suplemento de &cido folico.

10 1

P <0.05

CABRA

P < 0.001 d

P <0.05

P <0.05

VACA CABRA VACA

Contenido normal en félico Contenido suplementado en félico

m Cabra control Fe normal
® Vaca control Fe normal
ECabra control Fe normal

@ Vaca control Fe normal

s

m Cabra control Fe sobrecargado  m Cabra anémico Fe normal  w Cabra anémico Fe sobrecargado
B Vaca control Fe sobrecargado Vaca anémico Fe normal Vaca anémico Fe sobrecargado
@ Cabra control Fe sobrecargado OCabra anémico Fe normal @ Cabra anémico Fe sobrecargado

@EVaca control Fe sobrecargado O Vaca anémido Fe normal  OVaca anémico Fe sobrecargado

Dieta .—-—. Contenido en Fe |:| Contenido en folico .—|:|—.

121



Figura V: Volumen corpuscular medio (fl) de ratas controles y anémicas alimentadas con
dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de hierro y
contenido normal o suplemento de &cido folico.
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Figura VI. Hematocrito (%) de ratas controles y anémicas alimentadas con dietas
basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de hierro y contenido
normal o suplemento de acido folico.
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Figura VII. Capacidad total de fijacion del hierro (pg/l) de ratas controles y anémicas
alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de
hierro y contenido normal o suplemento de acido félico.
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Figura VIII. Saturacién de la transferrina (%) de ratas controles y anémicas alimentadas
con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de hierro y
contenido normal o suplemento de &cido folico.
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Figura IX. Ferritina sérica (pg/l) de ratas controles y anémicas alimentadas con dietas
basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de hierro y contenido
normal o suplemento de &cido folico.
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Figura X. Concentracién de hepcidina sérica (ug/l) de ratas controles y anémicas
alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de
hierro y contenido normal o suplemento de acido félico.
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Figura XI. Concentracion de alanina aminotransferasa (Ul/l) de ratas controles y
anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o
sobrecarga de hierro y contenido normal o suplemento de acido félico.
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Figura XII. Concentraciéon de aspartato aminotransferasa (Ul/I) de ratas controles y
anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o
sobrecarga de hierro y contenido normal o suplemento de acido félico.
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Figura XIII. Concentracion de creatinina (umol/l) de ratas controles y anémicas
alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de
hierro y contenido normal o suplemento de &cido fdlico.
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Figura XIV. Concentracion de creatina quinasa MB (U/I) de ratas controles y anémicas
alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de
hierro y contenido normal o suplemento de &cido félico.
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Figura XV. Concentracién de hierro en higado (ug/g) de ratas controles y anémicas
alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de
hierro y contenido normal o suplemento de acido félico.
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Figura XVI. Coeficiente de digestibilidad aparente (%) de ratas controles y anémicas
alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o sobrecarga de
hierro y contenido normal o suplemento de acido félico.
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Figura XVII. Relacion del hierro retenido con respecto al hierro ingerido (%) de ratas
controles y anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido
normal o sobrecarga de hierro y contenido normal o suplemento de &cido folico.
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Figura XVIII. Eficacia de regeneracion de la hemoglobina (%) de ratas controles y
anémicas alimentadas con dietas basadas en leche de cabra o vaca, con contenido normal o
sobrecarga de hierro y contenido normal o suplemento de &cido folico.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. PERIODO PREEXPERIMENTAL
5.1.1. Pardmetros hematoldgicos

En los animales controles, todos los pardmetros hematoldgicos estudiados (Hb, recuento
de hematies, hematocrito, plaquetas, VCM, hierro sérico, TIBC, porcentaje de saturacion de la
transferrina, ferritina sérica y hepcidina sérica) estan dentro del rango de valores normales para
esta especie (Campos y col., 1998). Sin embargo, cuando los animales consumen una dieta con
bajo contenido en hierro durante 40 dias (PPE) se induce una anemia ferropénica nutricional,
con una baja concentracion de Hb (P < 0.001). Ademas, hematocrito, hierro sérico, ferritina
sérica, saturacion de la transferrina y hepcidina sérica eran bajos (P < 0.001); en tanto que los
niveles de plaquetas y TIBC estaban marcadamente elevados (P < 0.001), consecuencia de la
deplecién progresiva de hierro desde los depdsitos corporales (Brownlie y col. 2002) (Tabla I).

Bajo nuestras condiciones experimentales, tras 40 dias de restriccion de hierro en la dieta,
se induce una anemia ferropénica nutricional severa como se corrobora con los parametros
hematolégicos mostrados en la Tabla I. La evaluacién del estado del hierro radica en el
conocimiento del ciclo interno de hierro resultado de la retirada y reemplazamiento cada dia de
30-40 mg de hierro-hemoglobina de las células rojas senescentes. Durante la captacién por parte
de los macrofagos de las células rojas mas viejas en bazo y médula dsea, el hierro es extraido de
la hemoglobina y posteriormente se une estrechamente a su transportador, la transferrina, en
plasma. A continuacion, el hierro se liga en la médula 6sea 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 hierro plasmatico y el higado o la mucosa intestinal,
si bien son menos relevantes que la anteriormente mencionada (Brissot y Loreal, 2015; Yun y
Vincelette, 2015).

El déficit de hierro se produce como consecuencia de una gran pérdida de las reservas
corporales que preceden a la caida en los niveles de hemoglobina. El pardmetro mas utilizado en
la evaluacion de la anemia por deficiencia de hierro es el porcentaje de saturaciéon de la
transferrina plasmaética, el cual es bajo en esta patologia (Thomas y 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 hierro en

la dieta.
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La introduccion de analizadores hematolégicos automéaticos mejor6 sustancialmente la
precision de los indices de medida de las células rojas, por lo que el VCM pasé a ser el
marcador bioldgico de células rojas mas importante para la deteccion de anemia ferropénica en
células rojas sanguineas (Cook, 2005). Por su parte, la ferritina sérica ha sido el parametro méas
atil en la evaluacion del estado del hierro ya que se trata de un indicador bien estandarizado que
ofrece importantes ventajas en el examen de médula désea para identificar la ferrodeficiencia.
Una de sus principales caracteristicas es que su concentracion esté relacionada directamente con

los depositos corporales de hierro (Finch y col., 1986).

Durante la ferrodeficiencia, varios factores reguladores de la hepcidina se ven alterados,
asi aumenta la demanda eritropoyética al disminuir los parametros hematol6gicos, hay un menor
aporte de oxigeno a los tejidos y se deplecionan los depoésitos corporales, alterandose el
metabolismo de hierro. Todos estos hechos conducen a una disminucién de la hepcidina, lo cual
se traducira en una menor interaccion con la FPN1 (Tselepis y col., 2010), evitando su
internalizacion y degradacion, de manera que aumenta el flujo de salida de Fe** desde los
hepatocitos y consecuentemente se reduce su dep6sito en dicho 6rgano.

5.1.2. Pardmetros bioquimicos

En relacién a los parametros biogquimicos estudiados, aunque todos ellos estan dentro del
rango de normalidad para esta especie, tanto en animales controles como anémicos, se
encuentran algunas diferencias significativas para los valores de transaminasas (P < 0.001)

mayor para el grupo anémico (Tabla I1).

Estos resultados coinciden con los de Urso y col. (2013), que indicaron un incremento en
la actividad respiratoria mitocondrial en respuesta al déficit de hierro, lo cual implicaria una
sobreexpresién de varios genes que codifican enzimas que participan en el metabolismo
intermediario (transaminasas y amilasa), para incrementar la produccion de energia a través de
la fosforilacion oxidativa, en un mecanismo compensatorio que intenta mantener el flujo de
moléculas monocarbonadas bajo condiciones de disminucion del flujo electronico en la cadena

respiratoria mitocondrial debido a la anemia.
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5.1.3. Relacién hepatosomatica y contenido de hierro en higado

El peso corporal de las ratas anémicas fue significativamente menor (P < 0.001), mientras
que el peso hepatico descendid ligeramente en comparacion con los animales controles, y en
consecuencia la relacién hepatosomatica (peso higado/peso corporal) fue significativamente

mas alta (P < 0.01) en los animales ferrodeficientes (Tabla II).

El grado de ferrodeficiencia producido por la dieta restrictiva en hierro es lo
suficientemente severo como para afectar al peso corporal, lo cual coincide con los resultados
de otros autores (Strube y col., 2002) y se puede atribuir a los menores niveles de hormonas
tiroideas encontrados en esta patologia (Beard y col., 1998). Por otra parte, puesto que en
situacion de ferrodeficiencia la hemoglobina y recuento de hematies se reducen, el suministro
de oxigeno a las células se limita, incidiendo de manera negativa en la sintesis de ATP y en el
incremento de peso. Estos hallazgos coinciden con los descritos por Schneider y col. (2008),
quienes indicaban que en nifios de entre 12 y 36 meses, los bajos niveles de hemoglobina
perjudicaban significativamente la ganancia de peso, explicando por tanto la asociacion
encontrada en el presente estudio entre el menor peso y la ferrodeficiencia.

Las ratas en el momento del nacimiento tienen un nivel alto de hierro sérico, pero durante
las primeras semanas de vida muchos eritrocitos se hemolizan, en un proceso fisiologico para
normalizar el elevado recuento de globulos rojos que se presenta en este periodo, el hierro
liberado, en condiciones normales, se almacena principalmente en el higado. Ya que la leche
materna es una fuente pobre de hierro, esta reserva es utilizada durante los primeros dias de vida
para ayudar a sintetizar Hb y aumentar el namero de gl6bulos rojos, hecho que adquiere gran
importancia conforme el animal crece, para satisfacer las demandas de oxigeno y el
metabolismo oxidativo. El hierro de los depositos corporales de un animal recién nacido, junto
con la baja cantidad que suministra la leche materna es suficiente durante un periodo corto de
tiempo, pero a partir de este momento es necesario que la dieta proporcione un nivel adecuado
de hierro (lannotti y col., 2006; Domellof y col., 2009). En nuestro estudio, puesto que la
ferrodeficiencia ha sido inducida en las ratas en crecimiento, el exceso de hierro sérico en el
momento del nacimiento, no es almacenado en el higado, sino que es utilizado en un intento
infructuoso de replecionar los depésitos corporales agotados debido al consumo de una dieta
con bajo contenido en hierro, disminuyendo por tanto el hierro almacenado en los depositos

corporales, intentando mantener los niveles de hierro sérico dentro del rango fisioldgico.

El menor contenido de hierro en higado observado en situacion de anemia ferropénica se
atribuye a la disminucion de la hepcidina hepéatica descrita en esta patologia (Theurl y col.,

2009) y encontrada en este estudio. La hepcidina es un péptido hepatico, que resulta clave en el
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metabolismo del hierro. Hay varios factores que regulan la sintesis de esta hormona peptidica, y
entre los estimulos con mayor capacidad reguladora de la hepcidina destacan la inflamacion,
ciertas infecciones, demanda eritropoyética, hipoxia y de manera especial el estatus de hierro
corporal (Zhang y Enns, 2009). Estudios de deficiencia de hierro observada en ratones
knockout para el gen de la hepcidina, sugieren que este péptido interviene regulando el
almacenamiento del mineral, atenuando tanto la absorcion intestinal de hierro como la
liberacion de hierro de los macrdfagos. La expresion disminuida de la hepcidina en respuesta a
la hipoxia anémica, y su expresion aumentada en ratones y humanos con inflamacion, sugiere
que esta hormona peptidica también puede participar en la mediacion de la hipoxia y en la
cascada de reguladores inflamatorios (Nicolas y col., 2002). La hepcidina también controla los
niveles de hierro directamente actuando reciprocamente con la FPN1, conduciendo a la
internalizacion y degradacion de la misma cuando los niveles de hierro son altos y por
consiguiente blogueando la liberacién de hierro en los sitios de almacén tales como hepatocitos,

enterocitos y macréfagos (Nemeth y Ganz, 2006b).

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

inducida por la ferrodeficiencia limita la produccion de ATP.

5.1. PERIODO EXPERIMENTAL

5.2.1. Parametros hematolégicos

Posteriormente, tras los 30 dias de alimentacion con las dietas basadas en leche de cabra o
vaca, los parametros hematoldgicos (Tabla 1V) en ratas anémicas se recuperaron completamente
con ambos tipos de dietas, con contenido normal o con sobrecarga de hierro y normal o con
suplemento de acido folico. Resalta el mayor recuento de hematies (Figura 1V), hematocrito
(Figura V1) (P < 0.01) y niveles séricos de hepcidina (Figura X) (P < 0.01 dieta con contenido
normal de hierro, P < 0.05 dieta con sobrecarga de hierro) en animales alimentados con las

dietas elaboradas con leche de cabra.

La sobrecarga de hierro aument6 el contenido de hierro sérico, como era de esperar,
(P < 0.01), la hemoglobina (Figura Ill) (P < 0.001), el TIBC (Figura VII) (P < 0.01), el

porcentaje de saturacion de transferrina (Figura VIII) (P < 0.01) y la ferritina sérica (Figura 1X)
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(P < 0.01). En general, la suplementacion en acido félico incrementd los niveles de
hemoglobina en los grupos con contenido normal y sobrecarga de hierro (P < 0.05), el recuento
de hematies (Figura IV) en los grupos con contenido normal de hierro (P < 0.01) y redujo el
VCM (Figura V) en ambos grupos (normal y con sobrecarga de hierro) (P < 0.001).

La mejora significativa de los pardmetros hematoldgicos con la sobrecarga de hierro
revela una eficacia en la replecion de los depdsitos, lo que coincide con los resultados de otros

autores (Langstaff y col., 1993).

La suplementacion de acido félico en la dieta aumentd el recuento de células rojas
sanguineas, algo que puede ser explicado gracias al importante papel del félico en el
crecimiento y diferenciacion celular (Gursu y col., 2004). La reduccién del VCM en los grupos
con suplementacién de &cido folico puede ser atribuida al incremento en la produccion celular

en estos grupos dando lugar a un mayor nimero de células, pero de menor tamafio.

Es un hecho aceptado la secuencia cronoldgica de eventos que tienen lugar durante el
tratamiento de la anemia ferropénica, primero se normalizan los niveles de Hb, y posteriormente
se restauran los depositos de hierro (Nemeth y Ganz, 2006). Nuestros resultados sugieren que
las ratas anémicas responden adecuadamente a la replecién dietaria con hierro en lo que respecta
a los pardmetros hematolégicos, cuando se suministran dietas basadas en leche con niveles

normales de hierro.

La elevacion de hepcidina encontrada tras el consumo con dieta basada en leche de cabra
revela un mayor contenido de hierro en higado (Theurl y col., 2009) hecho que ha ocurrido en
el presente estudio. Por tanto, la elevacion de la hepcidina revela que los principales sitios de
almacén en el organismo (hepatocitos, enterocitos y macro6fago) se han replecionado tras el

consumo de dietas basadas en leche de cabra.

5.2.2. Parametros bioquimicos

En relacion a los parametros bioquimicos estudiados (Tabla V), todos ellos estan dentro
del rango de normalidad para esta especie, tanto en animales controles como anémicos. Resalta
un aumento de las transaminasas (ALT y AST) (Figuras X1 y XII, respectivamente) para
aquellos animales, controles y anémicos, alimentados con dietas de leche de vaca (P < 0.05 para
dieta con contenido normal de hierro y P < 0.001 para dieta con sobrecarga de hierro). La
sobrecarga de hierro en general aumenta los niveles de transaminasas (P < 0.01) y el

suplemento de acido félico los disminuye (P < 0.01).
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Los niveles plasmaticos de creatinina (Figura XIII) y CK-MB (Figura XIV) no se vieron
afectados por la anemia, el tipo de leche empleado, ni por el contenido de hierro. Sin embargo
la suplementacion con &cido félico aumentd significativamente los niveles de creatinina y CK-

MB con ambos tipos de leche y en todas las condiciones experimentales ensayadas (P < 0.001).

La sobrecarga de hierro en los animales alimentados con dieta basada en leche de vaca
aumentd 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 fdlico redujo los niveles plasmaticos de
transaminasas en animales alimentados con leche de cabra lo que sugiere que el suplemento de
acido folico tiene un claro efecto hepatoprotector en condiciones basales y especialmente en
condiciones de sobrecarga de hierro. Este hecho pone de manifiesto las beneficiosas cualidades
nutricionales de la leche de cabra, entre las que destaca la mayor biodisponibilidad de zinc,
aumentando su capacidad antioxidante y ademas la mejor utilizacion nutritiva de la grasa
presente en la leche de cabra produce una menor cantidad de sustrato para la peroxidacion
lipidica hepética con la consecuente disminucion de la produccion de radicales libres (Diaz-
Castro y col., 2012).

La suplementacion de acido félico aument6 los niveles plasmaticos de creatinina y CK-
MB 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 acido tiodiglicélico aumenta rapidamente, lo que origina
la disminucion del pool de glutation poniendo en peligro las vias metabdlicas dependientes de
este compuesto (Navrétil y col., 2010). Esto refleja lo perjudicial que puede llegar a ser el
aumento de la sintesis de creatina, ya que la oxidacién de xenobiéticos deriva también en la
formacidn de &cido tiodigliclico. No obstante, en un estudio realizado por Serrano-Reina y col.
(2015) y en las mismas condiciones experimentales, se observo que la suplementacién 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.

5.2.3. Relacién hepatosomatica y contenido de hierro en higado

Tras 30 dias de suministro de dietas basadas en leche no se aprecian diferencias

significativas en el peso corporal y hepético de los animales objeto de estudio y por tanto
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tampoco en la relacion hepatosomaética para todas las condiciones experimentales ensayadas.
Por el contrario, es mayor el dep6sito de hierro (Figura XV) en animales controles que en
anémicos (P < 0.001), debido a la severa ferrodeficiencia inducida en las ratas durante el
desarrollo de la anemia ferropénica nutricional. Ademas, si se aprecian diferencias significativas
en el contenido de hierro hepatico siendo mayor el contenido de hierro en higado en las ratas
alimentadas con la dieta con leche de cabra (P < 0.05) que con la de vaca para todas las
condiciones experimentales del estudio. Los efectos de la sobrecarga de hierro se aprecian al
final del periodo experimental favoreciéndose los depositos hepéticos de este mineral
(P < 0.001) (Tabla V1).

Por otra parte, el contenido de hierro hepatico es mayor en ratas controles ya que los
depdsitos estaban deplecionados en ratas anémicas, lo que coincide con los resultados de Mufioz
y col. (2009). ElI menor contenido de hierro en higado, observado en situacion de anemia
ferropénica puede deberse, como se ha mencionado anteriormente, a la disminucién de la
hepcidina hepética (Theurl y col., 2009), lo cual se traducird en una menor interaccion con la
FPN1 (Tselepis y col., 2010), evitando su internalizacion y degradacion, de manera que
aumenta el flujo de salida de Fe?* desde los hepatocitos, reduciéndose su depdsito en dicho
organo. El mayor contenido de hierro en higado encontrado tras el consumo de la dieta basada
en leche de cabra puede ser debido a la elevacion de la hepcidina con este tipo de leche.

Hay aumento de los depdsitos hepaticos de hierro como consecuencia de la sobrecarga, a
pesar de que no se haya observado un aumento paralelo en los niveles de hepcidina en este
estudio. Esto pone de manifiesto que aunque se han utilizado dietas con sobrecarga de hierro,
quizas habria que alargar el tiempo del suministro de estas dietas para alcanzar una sobrecarga

crénica de hierro.

5.2.4. Expresion proteica hepatica del transportador de metales divalentes (DMT1)

Para confirmar la respuesta homeostatica a la replecién crénica con hierro se ha analizado
la expresion del transportador de metales divalentes 1 (DMT1) en ratas controles y anémicas
tras el consumo de dietas basadas en leche de cabra o vaca (Figuras | y Il). La expresion de
DMT1 en higado fue distinta en respuesta a las dietas basadas en leche, aumentando
significativamente en ratas anémicas alimentadas con dieta de leche de cabra en comparacién
con la de vaca (P < 0.01). La expresion del DMT1 de ratas controles y anémicas alimentadas
con leche de cabra fue respectivamente un 105.99% y 145.26% de la expresion del DMT1 en

ratas alimentadas con leche de vaca (P < 0.05).
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La mayor expresién de DMT1 y la mayor cantidad de hepcidina sérica encontrada en el
presente estudio mejoran los depdsitos hepaticos de hierro y por tanto favorece la recuperacion
de los pardmetros hematologicos tras 30 dias de suministro de la dieta basada en leche de cabra.

El DMT1 esta localizado tanto en la membrana celular como a nivel intracelular en los
hepatocitos (Trinder y col., 2000). Ademas de su papel en el eflujo endosomal de hierro, la
presencia de DMTL1 en el borde en cepillo o microvellosidades de los hepatocitos sugiere que el
higado absorbe hierro no hemo no unido a transferrina de la circulacion sanguinea. A diferencia
del DMT1 intestinal, el DMTL1 hepatico refleja fielmente el estado del metabolismo de hierro
(Trinder y col., 2000), sugiriendo que DMT1 juega un papel clave en la proteccion celular del
exceso hierro, regulando la homeostasis hepatica del mismo. Por lo tanto, los niveles hepaticos
aumentados de DMT1 reflejan fielmente un mayor almacén de hierro hepatico tras la replecion
crénica con hierro (Kelleher y Lénnerdal, 2005), y por consiguiente el aumento de DMTL1 en
animales anémicos alimentados con leche de cabra revela gque la replecion de hierro después de
la anemia inducida es méas eficiente cuando se suministra leche de cabra, hallazgo que esta
apoyado y corroborado por el mayor depdsito de hierro hepatico en ratas alimentadas con leche

de cabra en comparacion con los que consumen leche de vaca.

Por otra parte, la leche de cabra mejora el metabolismo de calcio, debido a su mayor
contenido de vitamina D, que aumenta el transporte transcelular dependiente de energia y tiene
mas lisina y cisteina, sustancias nutritivas que mejoran la absorcion de calcio por transporte
pasivo (Alférez y col. 2006). Ademas, Diaz-Castro y col. (2011) han encontrado que la leche de
cabra disminuye la tasa de secrecion de parathormona, mejorando la utilizacion de calcio y su
depdsito en 6rganos diana y todos estos factores conducirian a la alta eficacia en la capacidad
transportadora de hierro del DMTL1. La concentracion intracelular de calcio elevada, aumenta la
captacién de hierro no unido a transferrina mediante un sistema indefinido de transporte que
tiene caracteristicas distintas del DMT1 (Kaplan y col. 1991) y ademas, el calcio tiene un papel
importante y ubicuo en la sefializacion celular. Una adecuada homeostasis de calcio disminuye
el defecto de transporte de hierro causado por la inactivacion del DMTL1 en ratones con anemia
microcitica (ratones y ratas Belgrade mk) en el intestino, higado o en precursores eritroides (Xu
y col., 2004). El ciclo de transferrina es esencial para la captacion de hierro por las células
precursoras eritroides y el DMTL1 controla la transferencia de hierro desde los endosomas al
citoplasma (Fleming y col. 1998; Touret y col. 2003). Una mejor homeostasis de calcio, como
ya se ha mencionado, acelera la captacion de hierro por el ciclo de la transferrina, al parecer por
la activacion de proteina quinasa C (Ci y col. 2003). Asi, a la luz de estas consideraciones,

podemos hipotetizar que la mejora de metabolismo de calcio tras el consumo de leche de cabra
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podria potenciar la actividad hepética y expresion del DMT1, aumentando el depdsito de hierro

hepatico, apoyando y explicando los resultados de este estudio.

Ademas, la grasa de la leche de cabra es mas rica en triglicéridos de cadena media que
son oxidados en las mitocondrias, proporcionando una fuente de energia rapida que puede ser
usada en varias rutas metabdlicas (Alférez et al., 2006) y asi contribuyen al aumento de la
sintesis de proteinas trasportadoras tales como el DMT1, mejorando la absorcion de hierro. Por
otra parte, una bajo consumo de vitamina A reduce la expresion de la proteina DMT1 por
regulacion post-transcriptional por una disminucion de la transduccién o aumento de la
degradacion de la proteina, afectando negativamente al metabolismo de hierro (Kelleher y
Lonnerdal, 2005). En este sentido, la leche de cabra aumentaria la expresién de DMT1, dado el

alto contenido de vitamina A, dos veces superior al de la leche de vaca (Alférez et al., 2006).

5.2.5. Utilizacién nutritiva de hierro

La anemia, en general, aumenta la utilizacion nutritiva de hierro independientemente del

tipo de leche, del contenido en hierro y en &cido folico (P < 0.05) (Tabla VII).

El suministro durante 30 dias de las dietas basadas en leche de cabra, con contenido
normal o sobrecarga de hierro y con contenido normal o suplemento de &cido félico conduce a
un efecto positivo sobre la utilizacién digestiva (CDA) (Figura XVI) y metabolica (R/I) (Figura
XVII) de hierro, en animales con anemia en relacién a los que consumen dietas elaboradas con
leche de vaca, (P < 0.05).

La sobrecarga de hierro aumenta la utilizaciéon nutritiva de hierro (CDA y R/I) en ambos

grupos de animales y en todas las condiciones experimentales ensayadas (P < 0.01).

El suplemento de &cido félico incrementa la utilizacién nutritiva de hierro en ratas
controles y anémicas, alimentadas con ambos tipos de leche, con contenido normal o sobrecarga
de hierro (P < 0.001).

La mayor utilizacion nutritiva de hierro encontrada con la dieta basada en leche de cabra
es debida a varios factores nutricionales que se encuentran en la leche de cabra. La proteina
aportada por la leche de cabra, puede favorecer la absorcién de hierro, debido a su elevada
solubilidad y origen animal (Sharp y col., 2003). Ademas, la calidad lipidica de la grasa es
distinta, la leche de cabra posee un alto contenido en triglicéridos de cadena media (Alférez y

col., 2001) que son rapidamente absorbidos a nivel intestinal y metabolizados para obtener
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energia (Garcia-Unciti, 1996), lo cual contribuiria a incrementar la sintesis de proteinas
transportadoras y por tanto la absorcion de hierro. Mayor contenido en &cido ascorbico, lisina y
cisteina (Alférez y col., 2006), todos ellos capaces de reducir el Fe** a Fe** (Wienk y col., 1999;
Glahn y VVan Campen, 1997). La leche de cabra contiene casi dos veces mas vitamina A que la
de vaca (Alférez y col., 2006), vitamina que puede movilizar el hierro disponible desde los
depositos, para su posterior utilizacion en la sintesis de hemoglobina (Bloem, 1995). Por otra
parte, el B-caroteno mejora la absorcion de hierro y contribuye a prevenir el efecto inhibidor que
ejercen determinadas sustancias (Garcia-Casal y col., 2000). Gargari y col. (2006) han
demostrado que un incremento en la ingesta de vitamina A puede ser considerado como un
método eficaz para incrementar la biodisponibilidad de hierro, y asi combatir de manera
simultanea el déficit de hierro y vitamina A. Ademas, la leche de cabra tiene mayor contenido
en vitamina D que la de vaca (Alférez y col., 2006). El papel positivo de la vitamina D como
promotora del componente activo en el proceso de absorcion del hierro ha sido demostrado

previamente por nuestro grupo de investigacion (Gémez-Ayala y col., 1998).

El acido félico dado su caracter reductor antioxidante podria mantener durante mayor
tiempo el hierro en estado ferroso, que es el sustrato preferencial del DMT1 facilitando su
absorcion a nivel intestinal y por tanto su utilizacion en la sintesis de hemoglobina (Rezk y col.,
2003; Rezk y col., 2009, Ibrahimy col., 2012).

5.2.6. Eficacia de regeneracion de la hemoglobina (ERH)

Como era de esperar la ERH (Figura XV1I) es muy superior, del orden de 3 a 4 veces, en
animales anémicos que en sus controles independientemente del tipo de dieta suministrada
(P < 0.001). En nuestras condiciones experimentales, el porcentaje de ERH es mas elevado en
ratas controles y anémicas alimentadas con las distintas dietas basadas en leche de cabra
respecto a las de leche de vaca (P < 0.001). La sobrecarga de hierro disminuye drasticamente el
porcentaje de ERH (P < 0.001), mientras que el suplemento de félico lo aumenta en ambos

grupos de animales y con ambos tipos de leche (P < 0.001) (Tabla VIII).

La ERH en animales controles es similar a la que muestran otros autores (Miller y
Nnanna, 1983; Matsumoto y col., 2003). Estudios previos han puesto de manifiesto que la
mayor utilizacion digestiva de hierro en las ratas anémicas se refleja en la ERH, la cual se

incrementa de forma acusada (Pallarés y col., 1993).
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El consumo de la dieta basada en leche de cabra con contenido normal o sobrecargada en
hierro y contenido normal o suplementada en &cido félico eleva la ERH lo cual puede ser
debido, en parte, a los mayores niveles de hierro sérico y hemoglobina, y a la mejor utilizacion
digestiva y metabolica de hierro en los animales que consumen la dieta basada en leche de cabra
observada en este estudio y otros previos llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion
(Alférez y col, 2001; 2006).

El &cido folico, junto al hierro y la vitamina B, es un componente esencial de la
eritropoyesis humana. El acido félico interviene en la fase de sintesis de la division celular y, en
el proceso de maduracion de la médula 6sea, induce la normal division de los eritrocitos,

normalizando los valores de VCM y Hb, y con ello el aumento de la ERH (Haro Vicente, 2006).
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6. RESUMEN Y CONCLUSIONES

La investigacion llevada a cabo estudia parametros hematolégicos relacionados con el
estatus de hierro, parametros bioquimicos relacionados con la homeostasis hepética de hierro,
biodisponibilidad de hierro y eficacia de regeneracion de la hemoglobina 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 hierro y suplementadas o no

en &cido félico.

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

hematolégico en ambos grupos al final de dicho periodo.

Posteriormente, ambos grupos de animales, controles y anémicos, 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
hierro (450 mg/Kg dieta) y contenido normal (2 mg/Kg dieta) o suplemento de &cido félico (40
mg/Kg dieta). En los ultimos 7 dias de este PE se recogen por separado heces y orina para la

determinacion de la utilizacién digestiva y metabolica de hierro.

Al final del PE los animales son sacrificados previa anestesia y se procede a la obtencion
de sangre por canulacion de la aorta abdominal para la determinacion de parametros
hematoldgicos (hemoglobina, hematies, VCM, hematocrito, plaquetas, hierro sérico, TIBC,
saturacion de transferrina, ferritina sérica, hepcidina sérica), parametros bioquimicos (ALT,
AST, creatinina, creatina-quinasa MB), y extraccion del higado para determinar la relacién
hepatosomatica, contenido de hierro en higado y expresion proteica hepatica del transportador

de metales divalentes (DMT1), y por Gltimo eficacia de regeneracion de la hemoglobina (ERH).
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Tras el analisis de los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes
CONCLUSIONES:

PRIMERA CONCLUSION

La ferrodeficiencia severa inducida experimentalmente provoca una deplecién de los
niveles hepaticos de hierro debido a la disminucion de los niveles de hepcidina, que facilita la
liberacion del mismo desde los hepatocitos, junto con una ligera disminucion del tamafio del
higado, hecho que incide de manera negativa en la ganancia de peso de animales en

crecimiento, ya que la hipoxia inducida por la ferrodeficiencia limita la produccion de ATP.

SEGUNDA CONCLUSION

La leche de cabra aumenta la expresién de la proteina transportadora de metales
divalentes (DMT1) a nivel hepatico y los niveles séricos de hepcidina, modulando
positivamente la homeostasis de hierro durante la recuperacion de la anemia ferropénica

nutricional.

TERCERA CONCLUSION

El suplemento de acido folico en la leche de cabra tiene un claro efecto hepatoprotector
en condiciones basales y especialmente en condiciones de sobrecarga de hierro, al disminuir los
niveles plasmaticos de transaminasas (ALT y AST), pardmetros indicadores de dafio

hepatocelular.

CUARTA CONCLUSION

El consumo de la dieta basada en leche de cabra con contenido normal o sobrecargado en
hierro y contenido normal o suplementado en acido félico eleva la eficacia de regeneracién de
hemoglobina debido, en parte, a los mayores niveles séricos de hierro y concentracion de

hemoglobina, y a la mejor utilizacion nutritiva de hierro.
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CONCLUSION GENERAL

La leche de cabra aumenta la expresion hepética de la proteina transportadora DMT1 y
los niveles séricos de hepcidina, mejorando la homeostasis de hierro. La suplementacion de
acido folico en la leche de cabra tiene un efecto protector a nivel hepético y favorece la eficacia
de regeneracion de la hemoglobina en tratamientos crénicos con hierro. Por tanto, seria
recomendable la suplementacion de 4cido fdlico en la leche de cabra y la inclusion de este
alimento en la dieta habitual de la poblacion general y, en especial, para una mejor y mas rapida

recuperacién de la anemia ferropénica nutricional.
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