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OBJETO

1. OBJETO

La deficiencia de hierro es la mas frecuente de las deficiencias nutricionales en el mundo
con importante incidencia tanto en paises desarrollados como los que se encuentran en vias de
desarrollo. La anemia por deficiencia de hierro ha sido reconocida como uno de los mayores
problemas sanitarios que afecta a una elevada proporcion de la poblacion mundial a todas las
edades, siendo sobre todo los nifios y adolescentes quienes presentan un riesgo especial por sus
requerimientos aumentados, y también las embarazadas y madres en lactancia son un grupo

vulnerable por el aumento de las demandas que se registran en esta etapa de sus vidas.

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

por ultimo, disminuye la concentracion de hemoglobina.

Los minerales son de los nutrientes mejor estudiados en cuanto a las interacciones que
provocan otros componentes de la dieta sobre ellos y su efecto final en la biodisponibilidad
mineral; el efecto negativo de la interaccion entre minerales se debe, en general, a que
compiten por los transportadores de membrana de los enterocitos, modifican el estado de

oxidacion o interfieren en el metabolismo del hierro.

Diversos estudios de absorcion mineral han puesto de manifiesto que la deficiencia de
hierro en la luz intestinal reduce el suministro de oxigeno a las células del organismo y por
tanto la formaciéon de ATP se encuentra limitada, situacion que se ve agravada por la
deplecion de enzimas dependientes de hierro afectando posteriormente la absorcion por

mecanismo activo de otros minerales presentes en la dieta.

Por otra parte, existe controversia acerca de la susceptibilidad celular a la
peroxidacion lipidica en situacion de ferrodeficiencia. Algunos autores afirman que no hay
aumento en la peroxidacion lipidica por efecto de la anemia, mientras que otros estudios
muestran que existe un desequilibrio entre la produccion de sustancias oxidantes y
antioxidantes y como resultado se produce un estrés oxidativo. Asimismo en la bibliografia

hay cierta ambigiiedad en el estado enzimatico antioxidante en situacion de deficiencia de
1



OBJETO

hierro.

A pesar de que el hierro es uno de los nutrientes mas investigados y mejor conocidos y la
deficiencia de hierro ha sido ampliamente estudiada, todavia no son bien conocidas las
interacciones de la ferrodeficiencia con el metabolismo de otros minerales, ni tampoco se
conoce bien el estado de los procesos de estrés oxidativo y de los mecanismos de defensa
antioxidante durante el desarrollo de una anemia ferropénica nutricional en las fases

tempranas de la vida.

La alta prevalencia de la anemia ferropénica y la diversidad de poblacion a la que
afecta requiere un estudio en profundidad, no sélo cuando la deficiencia nutricional de hierro
esta instaurada, sino que es de extraordinario interés estudiar la evolucion de la misma hasta
su instauracion. Asi, esta investigacion se centra en estudiar durante el desarrollo de una
anemia ferropénica nutricional en ratas en periodo de crecimiento, la biodisponibilidad de
hierro, con objeto de conocer como cambia el estatus de hierro durante la induccion de la
ferrodeficiencia, asi como las repercusiones sobre el metabolismo de otros minerales tales
como Ca, P, Mg, Cu, y Zn, dado que existen interacciones entre ellos y que si son dilucidadas
y el grado en que afectan el metabolismo mineral en el organismo se podrian paliar con un
adecuado tratamiento. Asi mismo, también se estudian los principales mecanismos
enzimaticos de defensa antioxidante (catalasa, glutation peroxidasa y superoxido dismutasa)
en tejidos tales como higado y cerebro, ya que en la anemia ferropénica nutricional el
metabolismo del hierro estd seriamente comprometido y es conocida la relacién existente

entre hierro y procesos de oxidacion a nivel celular.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1. EL HIERRO EN LA NUTRICION

2.1.1. INTRODUCCION

El hierro es uno de los nutrientes mas investigados y mejor conocidos. Este interés viene

determinado porque su deficiencia nutricional es la mas comun en todo el mundo.

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

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

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

ultimo, disminuye la concentracion de hemoglobina.

Las principales funciones del hierro son participar en los procesos redox que se dan en
las reacciones de transferencia de electrones en la cadena respiratoria, facilitando la fosforilacion

oxidativa que permite convertir el ADP a ATP y el transporte de oxigeno.

2.1.2. FUENTES ALIMENTARIAS DE HIERRO

El hierro se encuentra en un nimero limitado de alimentos animales y vegetales. Por
ahora, la mejor fuente alimentaria de hierro es el higado, seguido de pescados y ostras, rifiones,
corazén y carnes magras. Las judias secas son la mejor fuente vegetal de este elemento. Otras
fuentes que aportan una buena cantidad de hierro son: la yema de huevo, frutos secos, melazas
de fruta, pasta integral, vino y cereales. La leche y productos lacteos estan practicamente

desprovistos de hierro. El maiz es un alimento altamente pobre en hierro, por eso ciertas culturas
3
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cuyas dietas estdn basadas principalmente en este alimento, tienen tasas elevadas de anemia. La
biodisponibilidad del hierro presente en la dieta es importante a la hora de considerar las fuentes
alimentarias de dicho elemento. Por ejemplo, solo el 50% o menos del hierro presente en los
cereales y algunos vegetales estd disponible en una forma util para el organismo. La
fortificacion con hierro de los cereales, harinas y pastas ha aumentado de forma significativa la
ingesta total de hierro en ciertos paises. Los cereales enriquecidos con hierro se han convertido
en una fuente de hierro sustancial para niflos, asi como para adolescentes y adultos (Whittaker y

col., 2001).

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

de hierro ingerido (Zlotkin, 2001).

El hierro esta en dos formas en la dieta: hierro hemo o hierro no hemo. La primera
forma estd presente en la carne como hemoglobina, mioglobina y ferritina, y el hierro no
hemo esta presente como hidréxidos de hierro y otras sales, que pueden ser endégenamente
almacenadas en alimentos o adicionadas exdgenamente durante la fortificacion (por ejemplo
de la harina) o como consecuencia de la contaminacion. De las dos formas, el hierro hemo es
el més disponible, la absorcion media a partir de una comida que contiene hierro hemo es de
un 25%. En una dieta occidental tipica, el hemo deberia probablemente constituir entre un 5

y un 10% de la ingesta de hierro diaria (Hallberg y col., 1979).
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TABLA 1. Contenido en Fe de distintos alimentos (Mataix y col., 1998)

Alimento Cantidad (mg/100g)

CARNES 1-3
Higado 13.0
Carne magra 1.3
Jamon serrano 2.3
PESCADOS Y MARISCOS 0.4-2.7
Pescado blanco 1.0
Pescado azul 1.1
Mariscos 2.5
HUEVOS 2.2
LACTEOS 0.04-0.9
Yogur natural 0.1
Queso 0.6
Leche entera 0.04
LEGUMBRES 5.5-8.2
Lentejas 8.2
Garbanzos 6.8
FRUTOS SECOS 5-7.9
Pistacho 7.2
CEREALES 0.8-2.1
Pan 1.6
Espaguetis 2.1
VERDURAS Y HORTALIZAS 0.3-3
Tomate 0.7
Patata 0.8
Acelga y espinaca 3.0
FRUTAS 0.1-0.7
Platano 0.6
Naranja 0.5
Fresa y freson 0.7

2.1.3. INTERACCIONES CON OTROS NUTRIENTES

La absorcion de hierro hemo no esta afectada por otros componentes de la dieta, con
la posible excepcion del calcio (Hallberg y col., 1991, 1992), pero el cocinado prolongado
puede conducir a la degradacion de la estructura porfirinica y la “conversion” a hierro no
hemo (Lombardi-Boccia y col., 2002). Es de resaltar, que la presencia de carne en una

comida no solo proporciona una fuente de hierro hemo sino también estimula la absorcion
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intestinal de hierro no hemo (Glahn y col., 1996, 1998; Swain y col., 2002) a través de un
“factor carne” cuya naturaleza sigue sin estar completamente dilucidada. Parece ser que los
aminoacidos de origen carnico son los que aumentan la absorcion de hierro no hemo,
especialmente los aminoacidos ricos en histidinas y enlaces sulfidrilos. Por lo tanto, las
carnes con alto contenido en actina y mucina, son las que aumentan la biodisponibilidad de

hierro no hemo (Mulvihill y col, 1998).

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

absorbe muy poco debido a la presencia de fosvitina (Stopler y col., 1999).

-Potenciadores de la absorcion del hierro no hemo:

- Vitamina C:
La vitamina C potencia fuertemente la absorcion de hierro no hemo, al reducir el
hierro férrico de la dieta (Fe’") a hierro ferroso (Fe?") y mantener la solubilidad a un pH

alto formando un complejo absorbible hierro-acido ascorbico.

- Acidos orgénicos:
Citrico, malico, tartarico y lactico tienen efecto potenciador sobre la absorcion de

hierro no hemo.

- Carne, pescado y aves:
Aparte de proporcionar hierro hemo altamente absorbible, también potencian la
absorcion de hierro no hemo. El mecanismo para favorecer la absorcion de hierro no esta

aun claro (Lynch, 1997; Food and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).
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-Inhibidores de la absorcion del hierro no hemo:

Acido Fitico:

Esté presente en las legumbres y el arroz y actiia como inhibidor de la absorcion
de hierro no hemo. Pequefias cantidades de acido fitico (de 5 a 10mg) pueden reducir la
absorcion de hierro no hemo en un 50%. (Fairbanks, 1999; Food and Nutrition Board,

Institute of Medicine, 2004).

Polifenoles:

Estos compuestos presentes en ciertas frutas, verduras, café, té y especias, pueden
inhibir de forma notable la absorcion de hierro no hemo. Este efecto se reduce en
presencia de la vitamina C (Fairbanks, 1999; Food and Nutrition Board, Institute of

Medicine, 2004).

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

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

Minerales:

La absorcion del hierro no hemo se ve afectada por distintos minerales con
propiedades fisicoquimicas similares en cierta medida al hierro, entre los que se
encuentran el cinc, manganeso, cobre y calcio (Reddy y Cook, 1997). Sin embargo, en
relacion al calcio, Alférez y col. (2006) estudiaron la influencia de la leche de cabra y
vaca sobre la utilizacion digestiva y metabdlica de hierro en ratas adultas sanas y con
anemia ferropénica nutricional inducida y demostraron el efecto beneficioso de la leche
de cabra, la cual favorece la utilizacion de hierro y minimiza la interaccion entre estos

dos minerales.
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2.1.4. FUNCIONES DEL HIERRO

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

evitar estos potenciales efectos perjudiciales sobre las células.

Las funciones principales del hierro son:

-Transporte y almacenamiento de oxigeno:

El grupo hemo es un compuesto que contiene hierro y se encuentra en varias moléculas
bioldgicamente activas. La hemoglobina y la mioglobina son proteinas que contienen el grupo
hemo y estan implicadas en el transporte y almacenamiento de oxigeno. La hemoglobina es la
principal proteina de las células rojas de la sangre y representa aproximadamente dos tercios de
todo el hierro presente en el organismo. El papel vital que desempena la hemoglobina en el
transporte de oxigeno desde los pulmones al resto del organismo se deriva de su capacidad tinica
para captar oxigeno rapidamente, durante el corto intervalo de tiempo que estd en contacto con
los pulmones y liberar posteriormente este oxigeno segun las necesidades a través de su
circulacién por los distintos tejidos. Las funciones de la mioglobina en el transporte y almacén
de oxigeno a corto plazo en las células musculares, ayuda a cubrir su demanda por parte de los

musculos que estan trabajando (Beard, 2001).

-Sensibilizacion al oxigeno:

Un aporte inadecuado de oxigeno, por ejemplo como el que experimentan las personas
que viven a grandes altitudes, o los que sufren una enfermedad crénica de pulmoén induce una
respuesta compensatoria fisioldgica que incluye un aumento de la formacion de células rojas, un
aumento del crecimiento de vasos sanguineos (angiogénesis) y una mayor produccion de

enzimas utilizadas en el metabolismo anaerobio. Bajo condiciones de hipoxia, factores de
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transcripcion conocidos como factores inducibles por la hipoxia se unen a elementos de
respuesta en ciertos genes que codifican varias proteinas implicadas en la respuesta
compensatoria a la falta de oxigeno e incrementan la sintesis de dichas proteinas. Recientes
estudios revelan que la enzima prolil-hidroxilasa hierro-dependiente juega un papel crucial en la
regulacion de estos factores inducibles por la hipoxia y consecuentemente en la respuesta
fisioldgica a esta situacion. Cuando la tension celular es adecuada, las subunidades o de los
recién sintetizados factores inducibles por la hipoxia, son modificados por la enzima prolil-
hidroxilasa en un proceso dependiente de hierro que las hacen muy sensibles a la degradacion.
Cuando la tension celular de oxigeno cae por debajo de un umbral critico, la prolil-hidroxilasa
no puede modificar la subunidad a para su degradacion, lo que permite que esta subunidad o se
una a la subunidad B y formen un factor de transcripcion activo que es capaz de entrar en el
nucleo y unirse a elementos de respuesta especificos en ciertos genes (Ivan y col., 2001;

Jaakkola y col., 2001).

-Transporte de electrones, metabolismo energético y detoxificacion del organismo:

En la produccion de ATP mitocondrial participan multitud de enzimas que contienen
hierro hemo y no hemo. Los citocromos presentes en practicamente todas las células, ejercen su
funcion en la cadena de transporte electronico mitocondrial, transfiriendo electrones y
almacenando energia gracias a las reacciones alternas de oxidacion y reduccion (redox) del
hierro. Numerosos xenobidticos insolubles en agua y moléculas organicas toxicas son
transformadas por el sistema del citocromo Pssy hepatico, en otras moléculas mucho mas

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

-Antioxidante y funciones pro-oxidantes beneficiosas:

La catalasa y la peroxidasa son enzimas que contienen el grupo hemo y protegen a la
célula de la acumulacion de peroxido de hidrogeno, una especie reactiva del oxigeno altamente
perjudicial, convirtiéndola en agua y oxigeno. Formando parte de la respuesta inmune, algunas
células blancas de la sangre engloban a bacterias patdogenas y las exponen a especies reactivas

del oxigeno, consiguiendo asi eliminar al agente patogeno. La sintesis de acido hipocloroso (una
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especie reactiva del oxigeno) de los neutrofilos es catalizada por la enzima mieloperoxidasa, que

contiene el grupo hemo (Brody, 1999).

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

desoxirribonucleico (Beard, 2001).

2.1.5. UTILIZACION NUTRITIVA DE HIERRO

2.1.5.1. REQUERIMIENTOS

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

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

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

mg/Kg/dia (11mg/dia) (Bothwell, 1995; Food and Nutrition Board, 2004).

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

1995).
10
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El segundo periodo se caracteriza por el inicio de la eritropoyesis, a expensas
fundamentalmente del hierro almacenado como producto de la destruccion de los hematies

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

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

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

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

de vida.

Lonnerdal y Dewey (1995) afirman que durante la infancia, las necesidades de hierro
para el crecimiento son menores, alrededor de 10mg/dia, pero continuan siendo elevadas en
términos de ingesta relativa, cuando se comparan con las del adulto, por lo que no desaparece
el riesgo de desarrollar una ferrodeficiencia. En este periodo es fundamental evitar los malos

habitos dietéticos que limitan la ingesta de hierro o alteran su biodisponibilidad.

En la adolescencia se produce un nuevo incremento de las demandas de hierro, como
consecuencia del crecimiento acelerado. Durante el desarrollo puberal, un adolescente
aumenta unos 10Kg de peso, que debe acompafiarse de un incremento de 300mg de su hierro
corporal para lograr mantener constante su hemoglobina, que en este periodo aumenta a razon
de 50-100g/L/afio. En consecuencia, un adolescente vardn requiere alrededor de 350mg de

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

Las necesidades de hierro en mujeres son superiores, pues aunque la velocidad de

crecimiento es menor, se adicionan las pérdidas menstruales (Lonnerdal y Dewey, 1995). El
11
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aumento de unos 9Kg de peso de una adolescente durante la pubertad, implica un aporte de
unos 280mg de hierro para mantener la concentraciéon de hemoglobina en niveles adecuados.
Un sangrado menstrual promedio de unos 30ml de sangre implica la pérdida de unos 75mg de
hierro. En consecuencia, una adolescente en pleno pico de crecimiento requiere unos 455mg

de hierro por afo.

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

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

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

establecen en 45mg/Kg de dieta de hierro (Reeves y col., 1993).

TABLA II. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de hierro (modificado de Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

Etapa de la Vida Hombres (mg/dia) Mujeres (mg/dia)
Lactantes 0-6 meses 0.27 0.27
Lactantes 7-12 meses 11 11

Nifos 1-3 afios 7 7
Nifios 4-8 afios 10 10

Nifios 9-13 afios 8 8
Adolescentes 14-18 afios 11 15
Adultos 19-50 afios 8 18
Adultos 51 afios en adelante 8 8
Embarazo Todas las edades - 27
Lactancia materna 18 afios 0 menos - 10
Lactancia materna 19 afos en adelante - 9

12
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2.1.5.2. ABSORCION

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

de hierro (McKie y col., 2001).

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

DMT1 que conduce al defecto en la captacion intestinal de hierro y a la anemia microcitica.

13
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También se ha propuesto que el Fe’" puede ser absorbido por los enterocitos
intestinales a través de un mecanismo que es distinto al del DMT1 (Conrad y Umbreit, 2000).
En este modelo, cuando el hierro es movilizado a partir del alimento en el medio 4cido del
estdmago, es quelado por las mucinas, las cuales mantienen el hierro en estado férrico. El
Fe’" entra en el enterocito a través de la membrana apical por interaccion con la integrina -3
y mobilferrina (una homologa de la calreticulina). En el citosol, este complejo se combina
con la flavina monooxigenasa y la microglobulina [3-2 para formar un conglomerado mas

: s -7 + . +
grande conocido como paraferritina, resultando en la conversién del Fe’” absorbido a Fe*".

Los mecanismos involucrados en la captacién del hemo no se conocen claramente. La
captacion tiene lugar a través de un mecanismo independiente del no hemo que puede
involucrar un mecanismo mediado por receptor (Grasbeck y col., 1979, 1982). La evidencia
funcional para un supuesto transportador/receptor hemo ha sido recientemente comprobada
en las células intestinales Caco-2 (Worthington y col., 2001), pero su localizacién y funcion

en los tejidos intestinales nativos tienen que ser determinadas.

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

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

El flujo basolateral es llevado a cabo por medio de la accion coordinada de una
proteina transportadora IREG1 (McKie y col., 2000)- también conocida como ferroportina 1
(Donovan y col., 2000) y MTP1 (Abboud y Haile, 2000)- y una oxidasa férrica, la hefaestina

(Vulpe y col., 1999). El IREGI actia como una proteina de eflujo de hierro cuando se

14
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expresa en los oocitos de Xenopus laevis, pero esta funcion requiere la presencia de
ceruloplasmina, una proteina de unién con atomos de cobre que actia como una ferroxidasa,
ademas de la transferrina para unirse al hierro liberado recientemente (McKie y col., 2000).
Esto sugiere que el eflujo de hierro por medio de la IREG1 ocurre como Fe*" pero debe ser
oxidado a Fe’ para facilitar su carga sobre la transferrina, favoreciendo asi el posterior
transporte en el plasma. En el intestino, la oxidacion del hierro es llevada a cabo por un
homologo de la ceruloplasmina, la hefaestina, la cual como la ceruloplasmina es una
ferroxidasa multicobre. El papel de la hefaestina en el eflujo de hierro fue demostrado en la
anemia vinculada al sexo de este modelo animal, donde la captacion de hierro a partir de la
dieta es normal, pero la liberacion a través de la membrana basolateral estd enormemente
alterada. En estos animales, el gen de la hefaestina es defectuoso conduciendo a una forma de

proteina truncada no funcional (Vulpe y col., 1999).

FIGURA 1. Modelo de las rutas de absorcién de hierro en el enterocito. La figura
muestra el hierro i6nico y el hierro hemo del lumen intestinal y su transferencia a la sangre.
DMT1: Transportador de metales divalentes 1. HFE: proteina de la hemocromatosis. TfR1:

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

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

la captacion intestinal con los requerimientos corporales.

El sitio de accion de estos reguladores es todavia controvertido. La hipodtesis actual
concerniente al control de la absorcion intestinal de hierro contempla las células producidas
recientemente en las criptas duodenales de Lieberkiihn y los “sensores” de hierro intestinal
que gobiernan la expresion de las proteinas involucradas en la homeostasis de hierro en el

intestino.

Las células de las criptas solo expresan el HFE en el duodeno (Parkkila y col., 1997a;
Waheed y col.,, 1999), una proteina que muta en mas del 80% de los pacientes con
hemocromatosis (Feder y col., 1996). El HFE es una molécula MHC de clase 1 que necesita
estar asociada con la microglobulina 3, para el procesado intracelular normal y la expresion
en la superficie celular (Feder y col., 1997; Waheed y col., 1997, 2002). La microglobulina [3,
juega un papel esencial en el metabolismo del hierro, ya que la supresion de este gen conduce
a una sobrecarga progresiva de hierro similar a la que aparece en los pacientes con

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

Ademas del HFE y la microglobulina [3;, las células duodenales de la cripta también
expresan receptores a la transferrina (TfR) en su superficie basolateral. Se cree que el HFE
unido a TfR regula la velocidad a la cual la transferrina unida al hierro puede entrar en la
célula (Parkkila y col., 1997b; Feder y col., 1998). Normalmente, la captacion de hierro por el
duodeno a partir del plasma es directamente proporcional a la concentracion plasmatica de
dicho elemento. Sin embargo, en los ratones knockout nfe la captacion duodenal de hierro a
partir de la transferrina plasmatica es significativamente menor que en los ratones controles,

confirmando la hipétesis de que el HFE juega un papel crucial en la regulacion de la
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captacion del hierro unido a transferrina (Trinder y col., 2002). Se pens6 que la concentracion
celular de hierro establecida como el resultado de la interaccion HFE/TfR determina, en
ultimo lugar, el nivel de expresion de las proteinas involucradas en la absorcion de hierro en
las células absortivas maduras en el tercio superior de las vellosidades. Esto esencialmente
significa que los niveles de proteina transportadora son pre-programados en las células que
dejan la cripta y que la re-programacion en respuesta a cambios en el estado corporal de
hierro necesita 2-3 dias mas para ser establecida (por ejemplo, el tiempo necesario para que
se produzca la division de las células de la base de la cripta duodenal y lleguen a convertirse

en enterocitos maduros en la punta de la vellosidad).

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

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

La regulacion de la expresion del transportador IREG1 es una cuestion compleja y la
evidencia sugiere que la respuesta a cambios en el estado de hierro es especifica de los
tejidos. El RNAm IREGI1 contiene un solo IRE en el 5’UTR (Abboud y Haile, 2000; McKie
y col., 2000). Se ha demostrado que la expresion de otros genes que poseen 5’IREs, tales
como la ferritina, estd incrementada por el hierro elevado en los enterocitos duodenales
(Oates y Morgan, 1997). De acuerdo con estos efectos previsibles, la expresion del IREGI en
el higado (Abboud y Haile, 2000) y pulmoén (Yang y col., 2002) es regulada por el hierro
elevado. Sin embargo, el papel del IRE en la regulacion de la transcripcion del IREG1

intestinal es controvertido.
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2.1.5.3. DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

-Circulacion sanguinea:

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

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

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

mobilferrina (Conrad y col., 1996).

Existen dos receptores de transferrina con una distribucion tisular caracteristica. El
receptor de transferrina 1 (TfR1) se expresa principalmente en los enterocitos y los precursores
de muchas células rojas. El receptor de transferrina 2 (TfR2) se expresa en las células hepaticas
y monocitos circulantes. Mas de cuatro residuos de acido neuraminico residen en la transferrina
sanguinea de la mayoria de individuos sanos. Al receptor de transferrina se une transferrina sin
acido neuraminico (asialotransferrina) en menor cantidad que la sialotransferrina normal. La

asialotransferrina es preferentemente aclarada en el higado via receptor de la asialoglicoproteina
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(Potter y col, 1992). Una ingesta muy elevada de alcohol incrementa el porcentaje de

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

-Barrera hematoencefalica:

Los mecanismos de transferencia de hierro desde la sangre al cerebro son de particular
interés, porque un aporte inadecuado durante la infancia obstaculiza un 6ptimo desarrollo
cognitivo e intelectual y porque la acumulacion de hierro en el cerebro es una de las causas mas
comunes de enfermedades neurodegenerativas durante la tercera edad. El hierro puede alcanzar
el cerebro por dos vias: atravesando la capa endotelial de los capilares cerebrales y por filtracion
al fluido cerebroespinal y consecuente captacion mediada por receptor de las neuronas (Moos y
Morgan, 2000). Tanto el hierro libre como el unido a proteinas también pueden cruzar
directamente de la circulacion sanguinea al cerebro a través de sitios sin barrera

hematoencefalica.

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

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

-Transferencia materno-fetal:

La transferrina diférrica de la sangre materna atraviesa la capa sincitiotrofoblastica por
endocitosis mediada por receptores de transferrina (Georgieff y col., 2000). El hierro es
transportado fuera de los endosomas por la DMT1 y movido a la membrana basal. La salida de
hierro del sincitiotrofoblasto hasta la sangre fetal es un proceso complejo y no completamente

conocido, que implica la oxidacion por una cobre-oxidasa de la placenta, de forma similar a la
19



MARIA RODRIGUEZ FERRER

accion de la ceruloplasmina (Danzeisen y col., 2000) y transferencia a través de la membrana

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

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

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

2.1.5.4. METABOLIZACION

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

dependiente tres moléculas de ferricitocromo por cada grupo hemo escindido.

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

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

El contenido total de Fe en los hombres es de unos 50mg/Kg, mientras que las mujeres
tienen una proporcion ligeramente inferior y se distribuye como se ilustra en la FIGURA 1I. La
mayoria del Fe del organismo (60-70%) forma parte de la hemoglobina de las células rojas

(Papanikolau y Pantopoulos, 2004).

FIGURA 1II. Distribucion del hierro en el organismo (Papanikolau y Pantopoulos,
2004):
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El exceso de hierro se deposita intracelularmente como ferritina y hemosiderina,
fundamentalmente en el sistema reticuloendotelial, el higado y la médula 6sea. Cada molécula
de ferritina puede contener hasta 4500 atomos de Fe, aunque en condiciones normales tiene
alrededor de 2500, almacenados como cristales de hidroxido fosfato férrico (Dallman y col.,

1993; Wick y col., 1996; Cassanelli y Moulis, 2001).

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

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

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

(Dallman y col., 1993).

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

incorporando (Andrews y col. 1992).

Se han observado diferencias entre la velocidad de captacion de hierro por las diferentes

isoferritinas; asi las isoferritinas ricas en cadenas H tienen mayor velocidad de captacion y se ha
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demostrado que ésta es precisamente la funcién de este tipo de subunidad. No obstante, las
cadenas H y L cooperan en la captacion del hierro, las subunidades H promueven la oxidacion
del hierro y las L, la formacion del ntcleo (Levi y col., 1992). Tanto el deposito de hierro como
su liberacion a la circulacion son muy rapidos, e intervienen en este ultimo proceso el
flavinmononucledtido. El hierro es liberado en forma ferrosa y convertido en férrico por la
ceruloplasmina plasmatica para que sea captado por la transferrina que lo transporta y distribuye

al resto del organismo.

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

(Cassanelli y Moulis, 2001).

FIGURA III. Representacion esquematica de las rutas de absorcion de hierro por los
hepatocitos. DMT1: Transportador de metales divalentes 1. TfR1: Receptor de la
transferrinal. TfR2: Receptor de la transferrina 2. STF: Estimulador del transporte de hierro.

(Trinder y col. 2002):

Transferrina — s Fe-Transferrina

Hierro no unido

Transferrina a transferrina

F93+

Fe!+

&
Fe-Transferrina @‘ﬂb"rina J\? DMT1 R
| Ceruloplasmina
T W’ Fe?* ) §5F|' > G

*_——
// L_\(,i TRz Sl

!

i
| o
 Endocitosis / ]
1 ¥

Fei+

Fet = Pool intracelular
de hierro

Ferritina

A
i
¥ Fe rmprotina\\

e

Mitocondria

HEPATOCITO

23



MARIA RODRIGUEZ FERRER

2.1.5.6. ELIMINACION

El hierro se pierde inevitablemente a través de la bilis (84ug/Kg), la piel (42ug/Kg), y la
orina (14pg/Kg). Una pérdida menstrual tipica supone 30ml por ciclo. La contracepcion
hormonal est4d asociada con menores pérdidas. El contenido de hierro de la hemoglobina es
3.46mg/g. Con una concentracion de hemoglobina en sangre de 130g/l, la pérdida de 1ml de
sangre equivale a 0.45mg de hierro. Pérdidas escasas de sangre, usualmente de unos mililitros
por dia del tracto digestivo, es una causa comun de deficiencia severa de hierro, especialmente

en la tercera edad.

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

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

Las pérdidas de hierro por la orina son relativamente escasas, porque muchas proteinas
que contienen hierro son demasiado grandes para filtrar a nivel glomerular. Ademas la
hemoglobina libre y el hemo son eliminados réapidamente de la circulacion bajo muchas
circunstancias y la concentracion de hierro libre en sangre es muy baja. Sin embargo, las
pequefias cantidades de transferrina que son filtradas se unen a cubilina en el borde en cepillo de
la membrana del tubulo proximal y son captadas con la ayuda de la mesalina (Kozyraki y col.,

2001). La falta de alguno de estos receptores incrementan las pérdidas de hierro notablemente.

2.1.5.7. REGULACION HOMEOSTATICA DEL BALANCE DE HIERRO

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

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

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

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

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

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

clinico de hemocromatosis (Pietrangelo, 2002).

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

de la ferroportina 1 y DMT1 (Pietrangelo, 2002).
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2.1.6. IMPORTANCIA DEL HIERRO EN LA ETAPA DE CRECIMIENTO

El Fe es un micronutriente esencial, requerido para una adecuada funcion eritropoyética
y metabolismo oxidativo (respiracion aerobica), hecho que adquiere gran importancia durante la
etapas de crecimiento, donde las demandas tisulares de oxigeno para satisfacer la elevada
sintesis de ATP estan incrementadas. El papel vital que desempefia la hemoglobina en el
transporte de oxigeno desde los pulmones al resto del organismo se deriva de su capacidad para
captar oxigeno rapidamente y liberar posteriormente este oxigeno a través de su circulacién por
los distintos tejidos. Las funciones de la mioglobina en el transporte y almacén de oxigeno a
corto plazo en las células musculares, ayuda a cubrir su demanda por parte de los musculos que

estan trabajando o en periodo de desarrollo (Beard, 2001).

El Fe es un cofactor esencial para la prolil y lisil hidroxilasa en la sintesis y maduracion
de colageno, por tanto juega un papel fundamental en la matriz organica del hueso (Tunderman
y col., 1977), ademas la conversion de vitamina D3 a 1,25-(OH), Vitamina D; requiere dos
pasos de hidroxilacion en el higado y en el rifién. La hidroxilacion final de la vitamina D es Fe-
dependiente, ya que requiere un sistema de tres componentes que implica una flavoproteina, una
proteina sulfoférrica y un citocromo P-450 (De Luca, 1976). Por tanto, el Fe juega un papel

esencial en el desarrollo de los huesos en crecimiento.

Ademas el Fe también es fundamental para satisfacer la alta demanda respiratoria y la
sintesis de mielina y neurotransmisores (serotonina, dopamina, norepinefirna y &cido v-
aminobutirico) en el cerebro, favoreciendo por tanto el desarrollo motor y cognitivo del

individuo desde edades tempranas (Moos y Morgan, 2004).

Por otra parte, la ribonucleotido reductasa es una enzima ferrodependiente requerida para
la sintesis del ADN, presentando un papel limitante en la sintesis del 4cido desoxirribonucleico
(Beard, 2001), por tanto dada la elevada proliferacion celular en las etapas de crecimiento
rapido, es fundamental un aporte adecuado de Fe para evitar errores de replicacion en el material

genético.
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2.1.7. DEFICIENCIA DE HIERRO

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

6%), es similar a la observada en mujeres de paises desarrollados (MacPhail y Bothwell, 1992).

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

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

La anemia por deficiencia de hierro se caracteriza por la reduccién o ausencia de
depositos de hierro, baja concentracion de hierro sérico, baja saturacion de transferrina, una
concentracion de hemoglobina baja y una reduccion del hematocrito. Inicialmente, los depositos
corporales de hierro, la ferritina y la hemosiderina decrecen, mientras que el hematocrito y la
hemoglobina permanecen normales. Después de esto, disminuye el nivel de hierro sérico y de
forma concomitante aumenta la capacidad de fijacion de hierro, reduciéndose el porcentaje de
saturacion de la transferrina. Consecuentemente, hay una rapida reduccion de las células rojas en
la circulacion. Este estado se conoce como “deficiencia de hierro sin anemia”. La anemia por
deficiencia de hierro es un estado mds avanzado de hiposiderosis, caracterizado por baja

concentracion de hemoglobina y descenso de hematocrito, con cambios en la morfologia del
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eritrocito, los cuales dan lugar a hematies microciticos € hipocromicos, ademas de una

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

2.1.2.1. CAUSAS DE LA ANEMIA FERROPENICA

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

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

La anemia ferropénica puede deberse a:

-Disminucion del hierro disponible, no pudiendo satisfacer los requerimientos normales.
En la mayoria de casos, la menor ingesta de hierro se produce en paises pobres, donde la dieta en
general es insuficiente y el menor aporte de hierro es una deficiencia nutricional mas. En los
paises socioecondmicamente desarrollados, el aporte insuficiente se produce por dietas

inadecuadas, desequilibradas o insuficientes.

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

adolescencia, embarazo y lactancia.

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

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

-Por ultimo, también puede deberse a infestaciones parasitarias como sucede en la

anquilostomiasis, a sindromes de malabsorcion, pacientes con aclorhidria o gastrectomia

extensiva (Scanlon y Yip, 1996).
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2.1.2.2. CONSECUENCIAS DE LA FERODEFICIENCIA

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

patologia son:

- Reduccion de la capacidad fisica para realizar esfuerzos:

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

incluso parestesias de pies y manos.

-Disminucion de la proliferacion celular:

Los epitelios mucosos disminuyen su grado de proliferacion ante la falta de hierro,
afectando en mayor grado a aquellos de mayor capacidad proliferativa. Asi ocurre a nivel de la
mucosa digestiva, donde puede llegar a producir atrofia géstrica con hipoclorhidia. Otras
consecuencias de esta disminucion de la proliferacion celular son: lengua lisa y brillante,

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

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

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

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

diferencial y por tanto la amplitud del pulso y los soplos cardiacos.
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-Disnea:
Posiblemente se produce como consecuencia de una acidosis lactica hipoxica, que obliga

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

-Afectacion cerebral:

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

atencion, la memoria y el aprendizaje.

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

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

- Disminucion de las defensas frente a agentes infecciosos:

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

también se ve afectada la mieloperoxidasa, implicada en el mecanismo de defensa.
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-Alteraciones metabdlicas hepaticas:

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

mioglobina.

-Alteraciones hematicas:
a) Hematies: microciticos (volumen corpouscular medio, VCM<80 fI). Ademas también
son hipocromicos, porque la sintesis de hemoglobina es insuficiente.
b) Hemoglobina: inferior a 130g/L en el hombre y 120g/L en la mujer.
¢) Hierro sérico: inferior a 1 Immoles/L.
d) Capacidad de fijacion de hierro: superior a 70mmoles/L.
e) Indice de saturacion de transferrina: inferior al 16%.
f) Ferritina: inferior a 40mmoles/L.
g) Sideroblastos (tincion de Perls): no existe hierro tefiible en aspirado de médula.
h) Otros datos hematicos: los nucleos de los neutrdfilos son hiperpigmentados y las

plaquetas estan aumentadas.

2.1.2.3. TRATAMIENTO DE LA ANEMIA FERROPENICA

El tratamiento de la anemia ferropénica requiere conocer y tratar la causa que origina
la ferropenia, ademas de seguir una alimentacion adecuada y de tomar los suplementos de
hierro correspondientes. Esto es asi porque una dieta equilibrada, rica en carne y pescado que
son una importante fuente de hierro, resulta insuficiente cuando el déficit de este mineral es
moderado o severo, por lo que hay que actuar con preparados comerciales de hierro.

Los aspectos mas sobresalientes del tratamiento de la anemia ferropénica son los siguientes:
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Suplementos de hierro

. El tratamiento de eleccion es la administracion de sales ferrosas por via oral,
ya que el 16n ferroso se absorbe mejor que el férrico y ademas la relacion absorcidén/precio es
la mas ventajosa.

. El aporte de hierro debe variar entre 50 y 100mg por dosis, ya que cantidades
mayores aumentan los efectos secundarios. Los mas frecuentes son gastrointestinales, como
dispepsia, nduseas, diarrea, estrefiimientos. Se pueden minimizar empezando con dosis bajas
de hierro, para posteriormente llegar a una dosis terapéutica.

. La administracion de hierro puede ser diaria o intermitente. En este sentido, un
cierto nimero de trabajos experimentales recientes sugieren la posibilidad de obtener una
eficacia bioldgica equivalente a la obtenida con la dosis tradicional antes descrita, espaciando

la administracién de hierro.

Los estudios realizados por Viteri y Cross (1993) utilizando una dosis suplementaria
cada tres dias, demuestran que de esta manera se obtienen mejores resultados que cuando se
administran dosis diarias, al permitir el turnover de la mucosa intestinal, y evitar de esta
manera la acumulacion de hierro a nivel de dicha mucosa o a nivel hepatico, que impediria su

absorcion.

Por tanto, el tratamiento intermitente de hierro (cada tres dias) puede ser eficaz, sin el
riesgo de efectos secundarios y con un coste considerablemente reducido en relacion con el
suplemento diario. Si estos resultados experimentalmente se comprobaran, se podrian disefar
programas de prevencion mas facilmente aplicables, més simples, mas econdmicos y mejor
adaptados a la sociedad y con la posibilidad de cobertura mas alla de las estructuras del

sistema de salud.

Fortificacion de alimentos

Otra estrategia en el tratamiento de la anemia ferropénica, ante la magnitud del
problema, es la fortificacion de alimentos, aumentando la cantidad de hierro en alimentos

basicos como la harina, la sal, el azhcar, alimentos infantiles, etc., que sin modificar las
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cualidades organolépticas del alimento, aumenten el aporte del mineral dentro de un patron

alimentario normal.

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

terapéutico.

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

anemia para reponer los depdsitos del hierro del organismo.

El hierro para administracion intramuscular o intravenosa, estaba disponible en forma de
hierro-dextrano, pero ha tenido una alta tasa de toxicidad y ahora rara vez es prescrito. Por el
contrario, el polimero hierro-sacarosa resulta ser bastante mas seguro. Otras preparaciones
parenterales, tales como gluconato férrico y citrato férrico ceden el hierro a muchas proteinas
aparte de las proteinas transportadoras de hierro, con lo cual pueden ser depositadas en el
parénquima hepatico y causar necrosis (Geisser y col., 1992). Los productos orales de hierro se

han abandonado en pacientes con enfermedad renal, que ahora son tratados con eritropoyetina.
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Los efectos adversos més frecuentes durante el tratamiento en pacientes con hemodialisis son:

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

2.2. EL CALCIO EN LA NUTRICION

2.2.1. INTRODUCCION

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

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

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

2.2.2. FUENTES ALIMENTARIAS DE CALCIO

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

por precipitacion de calcio es una excelente fuente. El pan y otros productos de reposteria
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preparados con calcio, tienen una cantidad aceptable de éste. Por otra parte, la leche y derivados
lacteos también proporcionan un buen aporte de calcio y con una elevada biodisponibilidad (de
la leche puede absorberse mas del 30%), si tenemos en cuenta un consumo de dos o tres vasos
de leche al dia, que es una recomendacion alimentaria bastante general, la cantidad de calcio

aportado cubre una gran parte de la ingesta recomendada.

TABLA III. Contenido en calcio de distintos alimentos (Mataix y col., 1998):

Alimento Cantidad (mg/100g)

CARNES 6-46
Pollo 22.8
Sesos de cerdo 10.0
Carne magra 8.0
Jamon serrano 12.7
PESCADO AZUL 16-50
Sardina 50.4
Atin 38.0
PESCADO BLANCO 30-900
Lenguado 30.0
Merluza 33.1
MARISCOS 105.0
HUEVOS 56.2
LACTEOS 120-1200
Yogur natural 142.0
Queso 636
Leche entera 120
LEGUMBRES 70-143
Garbanzos 143.0
FRUTOS SECOS 180-270
Almendras 270
CEREALES 10-58
Pan 56
Macarrones 25
FRUTAS 4-41
Mandarinas 36
Naranjas 41
Fresas y fresones 30
VERDURAS Y HORTALIZAS 7-126
Puerros 60
Escarolas 67
Espinacas 126
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2.2.3. INTERACCIONES CON OTROS NUTRIENTES

Existen multitud de factores que afectan la biodisponibilidad del calcio. Algunos de estos
factores ayudan a lograr un correcto estado de calcio para una correcta mineralizacion 6sea. Se
ha sugerido que ciertos iones disminuyen la absorcion intestinal de calcio. Asimismo, se ha
indicado la existencia de sustancias quelantes capaces de precipitar el mineral, disminuyendo la
proporcién de calcio disponible para ser absorbido, entre las cuales se encuentran los oxalatos y

fitatos.

- Proteina:

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

pérdida del mineral.

La biodisponibilidad del calcio en la leche es alta debido a su alto contenido en dicho
mineral y que éste se encuentra asociado a caseinas. La caseina forma micelas, lo cual favorece
la absorcién de calcio, siendo mas importante que el efecto de la proteina sobre la absorcion del
mineral. Ademads los caseinofosfopéptidos formados durante la digestion de la caseina mejoran
la absorcion del calcio, a través de su union con el mineral, manteniendo asi el cation en una
forma soluble, que lo hace biodisponible e inhibe su precipitacion en el intestino en forma de

fosfato calcico (Erba y Col., 2001).

-Fosforo:

El fosforo, que es tipico de dietas ricas en proteina, tiende a disminuir la excrecion de
calcio en orina. Sin embargo, los alimentos ricos en fosforo también tienden a incrementar el
contenido de calcio en las secreciones digestivas, dando como resultado un aumento de la

pérdida de calcio en heces. Asi pues, el fosforo no compensa la pérdida neta de calcio asociada a
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la elevada ingesta proteica (Weaver y col., 1999). El incremento en la ingesta de fosfatos, debido
a los aditivos alimentarios o ciertas bebidas, han causado preocupacion en ciertos investigadores

con respecto a la correcta mineralizacion Osea.

-Sodio:
Una ingesta elevada de sodio produce un aumento de las pérdidas de calcio en la orina,
debido posiblemente a la competencia entre sodio y calcio por la reabsorcion renal o por un

efecto del sodio en la secrecién de PTH.

Ciertos estudios en animales han revelado que la pérdida de masa Osea es mayor con
elevada ingesta de sal y ademas, estudios clinicos han llevado a confirmar la relacion entre

ingesta de sal y pérdida de masa 6sea en humanos (Weaver y Heaney, 1999; Calvo, 2000).

-Carbohidratos:

Los distintos tipos de carbohidratos (lactosa, sacarosa, polimeros de glucosa,
maltodextrinas, etc.) afectan a la biodisponibilidad del calcio de formas diferentes (Moya y col.,
1992). Se han observado porcentajes mas elevados de absorcion de calcio en nifios alimentados
con dietas que contenian lactosa (Bertolo y col., 2001). Sin embargo, su papel es controvertido
pues parece que es cierto en lactantes, pero deja de favorecer la absorcion de calcio, o al menos

con importancia significativa, en edades mayores y adultos.

Los efectos de la lactosa en la absorcion de minerales pueden ser atribuidos a los
disacaridos, porque la glucosa y la galactosa no incrementan la absorcion de minerales. Sin

embargo, el mecanismo de accion atin no esta claro.

-Acido fitico y fructooligosacaridos:

La reduccion de la biodisponibilidad del mineral por el acido fitico estd ampliamente
reconocida y se basa en el hecho de que es una molécula cargada con seis grupos fosfato, que
muestran una gran afinidad para unir cationes como el calcio en el tracto gastrointestinal,

evitando asi su absorcion y también la posterior reabsorcion del calcio excretado
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endogenamente. Sin embargo, el efecto inhibidor del 4cido fitico en la absorcion mineral puede
ser prevenido adicionando fructooligosacaridos a la dieta, los cuales no sélo incrementan la
absorcion del calcio y otros minerales sino que también inhiben los efectos negativos del acido

fitico en la absorcion mineral.

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

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

-Cafeina:

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

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

-Ciertos medicamentos:

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

administrados durante largos periodos incrementan la necesidad de vitamina Bg, calcio y
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vitamina D. El uso crénico de anticonvulsivantes y corticosteroides son factores clave en el

desarrollo de osteoporosis secundaria en mujeres jovenes (Utermohlen, 2000).

-Edad:

La edad puede influenciar la absorcion de calcio. Las mujeres ancianas pueden tener una
absorcion de calcio defectuosa, debido a la falta de respuesta intestinal a la 1,25-
dihidroxivitamina D5 (Pattanaungkul y col., 2000). Con la edad también decrece la cantidad de
acido producido en el estomago que incrementa el pH del estomago, debido a lo cual el calcio
no puede disociarse completamente de las sales, provocando una disminucion de la absorcion.
Segun Weaver y Heaney (2001) la aclorhidia no deberia suponer un problema si el calcio se

ingiere con las comidas.

-Estilo de vida:

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

perimenopausicas podrian tener un efecto negativo en la absorcion de calcio.

2.2.4. FUNCIONES DEL CALCIO

-Funcion estructural:

El calcio es el principal elemento estructural en los huesos y los dientes. El componente
mineral del hueso consiste principalmente en cristales de hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),], que
contienen una gran cantidad de calcio y fosforo (aproximadamente un 40% de calcio y un 60%
de fosforo) (Heaney, 2000). El hueso es un tejido dindmico que esta sometido a una constante
remodelacion a lo largo de la vida. Durante un crecimiento normal, la formacion 6sea supera a la

resorcion. En las etapas de la vida en las que no hay crecimiento existe un equilibrio entre los
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procesos de formacion y resorcion. La osteoporosis puede aparecer como resultado de un

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

-Mensajero intracelular:

El radio i6nico del calcio y su capacidad para formar enlaces de coordinacion
(reversibles) con hasta doce atomos de oxigeno, le permite localizarse en los pliegues de cadenas
peptidicas, interactuando con ellas y haciendo posible la expresion de funciones especificas de
las correspondientes proteinas, las cuales no se producen cuando el cation reversiblemente deja

de estar unido a ellas.

El calcio juega un papel importante como mediador en la contraccion y relajacion de los
vasos sanguineos (vasoconstriccion y vasodilatacion), transmision del impulso nervioso,
contraccion muscular y en la secrecion de hormonas tales como la insulina. Las células
excitables, como las del musculo esquelético y neuronas, contienen canales de calcio voltaje-
dependientes en sus membranas celulares, lo cual permite cambios rdpidos en las

concentraciones de calcio (Weaver y Heaney, 1999).

-Cofactor para enzimas y proteinas:

El calcio es necesario para estabilizar o permitir la actividad 6ptima de un elevado
numero de proteinas y enzimas. La union de iones de calcio es requerida para la activacion de
siete factores de coagulacion dependientes de la vitamina K en la cascada de reacciones de la
coagulacion. El término de cascada de reacciones de la coagulacion se refiere a una serie de
eventos, dependientes todos entre si, que frena el sangrado a través de la formacion de agregados

plaquetarios (Brody, 1999).

-Liberacion de neurotransmisor:

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

voltaje-dependientes permiten un influjo rapido de calcio a las neuronas en respuesta a la
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despolarizacion y esto inicia la liberacion de neurotransmisor. La liberacién de neurotransmisor
y la excitabilidad de la neurona también esta regulada a través de canales de potasio (Gribkoff y

col., 2001).

-Crecimiento y proliferacion celular:

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

queratinocitos (Bikle y col., 2001).

-Sistema vestibular:

El oido interno contiene un 6rgano sensorial que percibe el equilibrio y da la informacion
acerca de la posicion corporal. Las células sensoriales del sistema vestibular detectan el
desplazamiento de una capa de carbonato calcico incrustada en una matriz gelatinosa (la

membrana otolitica).

2.2.5. UTILIZACION NUTRITIVA DE CALCIO

2.2.5.1. REQUERIMIENTOS

Las ingestas adecuadas estimadas por el Food and Nutrition Board (2004) estan basadas
en determinar los requerimientos de ambos géneros durante las distintas etapas de la vida.
Durante varios periodos del ciclo de vida femenino, la ingesta de calcio es critica: pubertad,
adolescencia, postmenopausia, embarazo y lactancia. En un estudio en adolescentes, 1300 mg de
calcio o incluso més fueron necesarios para obtener una maxima retencion 6sea (Yates, 1998).
Los hombres también necesitan cantidades adecuadas de calcio durante su ciclo vital, pero se

conoce menos acerca de sus requerimientos.

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

de dieta de calcio (Reeves y col., 1993).
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TABLA 1IV. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de calcio (modificado de Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

Etapa de la Vida Hombres (mg/dia) Mujeres (mg
Lactantes 0-6 meses 210 210
Lactantes 7-12 meses 270 270

Nifos 1-3 afos 500 500

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

2.2.5.2. ABSORCION

El calcio estd presente en los alimentos y suplementos de la dieta como sales
relativamente insolubles. Puesto que el calcio solo puede ser absorbido en su forma ionizada
(Ca®"), debe ser liberado de estas sales antes de absorberse. Este proceso ocurre a pH
ligeramente 4cido, de manera que las sales calcicas se solubilizan en una hora aproximadamente.
Sin embargo, el calcio puede formar complejos con otros minerales o constituyentes de la dieta
bajo condiciones de alcalinidad, como en el intestino delgado, limitando la biodisponibilidad del

calcio ingerido (Groft 'y Gropper, 2000).
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La mayoria del calcio es absorbido en el intestino delgado, especificamente en el ileon,
debido al prolongado espacio de tiempo que los alimentos permanecen en esta region intestinal
(Groff'y Gropper, 2000). La eficiencia de la absorcion de calcio esta basada en el estado actual
del calcio en el organismo. Durante las etapas de crecimiento, embarazo, lactancia y
adolescencia donde se produce el pico méximo de acumulacién de masa dsea, se puede llegar a
absorber hasta un 75% del calcio presente en la dieta. Se ha sugerido que el calcio es un
nutriente umbral (Heaney, 1999). La ingesta de calcio por encima del umbral no produce
necesariamente un aumento de masa 6sea a largo plazo. El aumento de masa dsea puede ser
determinado por otros factores, incluyendo factores genéticos y el nivel de ejercicio (estrés
mecanico). Puesto que el valor del umbral depende de la edad, existen variaciones en los
requerimientos segun la edad. Sin embargo, existe mucha controversia acerca de los niveles

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

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

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

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

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

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

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

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

diariamente en el colon (Groft y Gropper, 2000).

2.2.5.3. DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

-Circulacion sanguinea:

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

disminuye conforme desciende el pH (acidosis).

La concentracion intracelular (citosolica) de calcio libre es una minima fraccion
(alrededor de 0.0001 mmol/L) de la concentraciéon en el fluido extracelular y la sangre. Varias

ATPasas transportadoras de calcio bombean calcio al exterior de la célula para mantener este
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elevado gradiente. Ademas, los endosomas, lisosomas y otros compartimentos intracelulares

retiran calcio con alta especificidad, bajo una estrecha regulacion.

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

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

-Transferencia materno-fetal:

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

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

2.2.5.4. DEPOSITOS DE CALCIO EN EL ORGANISMO

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

caso de necesidad, cuando la ingesta es inadecuada.

El calcio no solo esta localizado en el hueso, sino también distribuido en los liquidos
intracelulares y extracelulares. Las concentraciones de calcio en sangre y fluido extracelular son

mantenidas bajo estrecha regulacion, a 2.5 mmol/L, con aproximadamente la mitad del calcio

46



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

existente como una molécula cargada positivamente, o una forma ionizada (Ca*") en el plasma y
en el resto unida o complejada con otras sustancias (Weaver, 2001). El calcio extracelular es la
principal fuente de calcio para el desarrollo de los huesos. Intracelularmente, el calcio activa un
amplio rango de respuestas fisioldgicas, incluida la contraccion muscular, liberacion hormonal,
liberacion de neurotransmisor, metabolismo del glicogeno, vision y diferenciacion celular

(Weaver y Heaney, 1999).

2.2.5.5. ELIMINACION

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

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

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

evaluar la biodisponibilidad del mineral.

La FIGURA V muestra las principales rutas del calcio en humanos adultos. Los adultos
pierden aproximadamente un 0.3% de su masa 6sea al afio. Esto significa que su balance de
calcio es ligeramente negativo y pierden unos 10mg de calcio cada afo. Esta pérdida de masa

Osea puede ser hasta 10 veces superior en mujeres postmenopausicas.
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FIGURAV. Rutas principales del calcio en adultos. (Guéguen y Pointillart, 2000):
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El objetivo final de toda la regulacion hormonal de la absorcion, resorcion Osea y
reabsorcion tubular del calcio es mantener la concentracion plasmatica de calcio constante,
particularmente el 50% del mismo en forma i6nica. La PTH vy el calcitriol son las hormonas més
importantes implicadas en la homeostasis del calcio. Este complejo mecanismo de control
también regula el calcio extracelular (unos 900mg en el organismo humano). El fluido
extracelular contiene unos 10°M de Ca®’, mientras que la concentracioén en el citosol es mas de

1000 veces menor.

-Factores de la dieta que afectan la excrecion de calcio en orina:
Excepto la ingesta simultanea de fosforo, que puede ser confundido con el efecto de la
comida (casi todos los alimentos son ricos en fosforo), y ciertos constituyentes que elevan el pH

(bicarbonatos, sales de potasio), todos los demas factores de la dieta tienen un efecto a nivel
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renal que provocan un aumento de las pérdidas urinarias de calcio, generalmente por la

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

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

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

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

con bicarbonatos, no suelen causar (Massey, 1998).

La acidosis cronica metabolica debido a excesiva ingesta de sulfato y aniones cloruro
conduce a unas mayores pérdidas de calcio en orina. La alcalosis resultante de la ingestion de

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

2.2.5.6. REGULACION HOMEOSTATICA DEL CALCIO

-Sensor de calcio:
Una red de hormonas y otros efectores regulan cuidadosamente la concentracion de
calcio en sangre. La proteina G asociada al receptor de calcio responde a las concentraciones

extracelulares de calcio en varios puntos clave para la regulacion (paratiroides, rifiones, células
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epiteliales intestinales, células 6seas, queratinocitos, otros tejidos) y promueve la liberacion de
varios mediadores y hormonas implicadas en la homeostasis del calcio (Brown y col., 2001). El
efecto depende del tipo de célula donde esté localizado el receptor. La estimulacion del receptor
por una alta concentracion ionica de calcio, provoca una disminucion de la secrecion de PTH
por parte de las células de la glandula paratiroidea, aumenta la secrecion de calcitonina por las
células C del tiroides, promueve la reabsorcion renal de calcio o regula los canales de cloruro

intestinales (Shimizu y col., 2000).

-Hormona paratiroidea (PTH):

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

terminales inactivos.

-Calcitonina:

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

liberacion de calcio.
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-Vitamina D:

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

distales.

2.3. EL FOSFORO EN LA NUTRICION

2.3.1. INTRODUCCION

El fosforo inorganico (Pi) es el sexto elemento mas abundante en el cuerpo humano,
representando el 1% (500-700g) del peso corporal. Aproximadamente el 85% el Pi estd en los

huesos y dientes, el 15% en tejidos blandos y el resto (<1%) en los fluidos extracelulares.

Es fundamental para el correcto funcionamiento celular y la mineralizacion 6sea. El Pi es
suficientemente abundante en una dieta normal y es poco probable desarrollar una deficiencia,
excepto bajo condiciones de extrema inanicion o como consecuencia de la administracion de
ciertos agentes terapéuticos que captan el Pi. La ingesta normal de fésforo del humano adulto es
de 800 a 1600mg/dia. El Pi existe en el plasma en dos formas: una forma organica que consiste
principalmente en fosfolipidos y ésteres de fosfato y una forma inorganica. Aproximadamente el
29% del total de la concentracion plasmatica de Pi esta en forma inorganica y solo esta forma es
determinada en los andlisis clinicos de rutina. De esta fraccion, entre un 10 y un 15% est4 unido
a proteinas y el resto, que es filtrado facilmente por el glomérulo renal, existe como iones libres

: : : + + +
de Pi 0 como iones complejados con Na*, Ca®" o Mg

En la medida del Pi plasmatico, hay que tener en cuenta que existe una variacion diurna
con un minimo entre las 9:30-10:00h y un maximo a las 4:00h. Esta variacién en la

concentracion plasmatica puede ser de hasta 1mg/dl, lo que representa del 25 al 35% de la
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concentracion plasmatica. La concentracion de Pi también varia en funcion de la edad,
encontrandose los mayores niveles durante los tres primeros meses de vida. Las ratas tienen un
valor normal de Pi algo superior a los humanos, debido a las diferencias en el metabolismo

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

2.3.2. FUENTES ALIMENTARIAS DE FOSFORO

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

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

El contenido en fosforo de alimentos derivados de vegetales es mucho mas dificil de
establecer, puesto que una gran cantidad de este nutriente estd unido a inositol como fitato
(inositol hexafosfato, pentafosfato o tetrafosfato). Este hecho debe ser tenido en cuenta,
especialmente en grupos con dietas presumiblemente saludables (ricas en cereales, legumbres,
frutas y verduras), en los cuales no es relevante la medida de la ingesta total de fosforo (Calvo y

Park, 1996).
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TABLA V. Contenido en fosforo de algunos alimentos (Mataix y col., 1998).

Alimento Cantidad (mg/100g)

CARNES 157-400
Sesos 400
Lomo 170
PESCADO AZUL 200-258
Sardina 258
PESCADO BLANCO 190-260
Lenguado 260
MARISCOS 221-300
Langostinos, gambas y camarones 300
HUEVOS 200
LACTEOS 90-810
Yogur natural 90
Queso de burgos 600
Leche entera 100
LEGUMBRES 240-540
Judia blanca, pinta, etc. 400
FRUTOS SECOS 304-510
Almendras 510
CEREALES 91-300
Pan 91
Arroz integral 300
VERDURAS Y HORTALIZAS 25-130
Patata 50
Alcachofa 130
FRUTAS 9-35
Platano 28
Kiwi 35

2.3.3. INTERACCION CON OTROS NUTRIENTES

-Fructosa:

Un estudio (Milne y Nielsen, 2000) concluy6é que una dieta rica en fructosa (20% del
total de calorias) provocaba un incremento de las pérdidas urinarias de fésforo y un balance
negativo (las pérdidas superaban la ingesta diaria). Este efecto era mas pronunciado si la dieta
también era deficiente en magnesio. Un mecanismo potencial para este efecto es la falta de
inhibicion por retroalimentacion negativa de la conversion de fructosa en fructosa-1-fosfato en el

higado. En otras palabras, la acumulacion incrementada de fructosa-1-fosfato en la célula no
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inhibe la enzima que fosforila la fructosa, consumiendo grandes cantidades de fosfato. Este
fendmeno es conocido como “captura de fosfato”. Este hallazgo es relevante porque el consumo
de fructosa en los paises industrializados se ha incrementado mucho en los ltimos afios, debido
al elevado consumo de alimentos bajos en calorias que contienen este hidrato de carbono (Milne

y Nielsen, 2000).

-Calcio y Vitamina D:

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

en los rifiones (Bringhurst y col., 1998).

2.3.4. FUNCIONES DEL FOSFORO

El fosforo es uno de los principales constituyentes del hueso en forma de sales de fosfato
calcico denominado hidroxiapatita. Los fosfolipidos son los principales constituyentes de las
membranas celulares. Toda la produccion y almacenamiento de la energia es dependiente de
compuestos fosforilados como el adenosin trifosfato (ATP) y creatin-fosfato (CP). Los éacidos
nucleicos, responsables del almacenaje y transmision de la informacion genética son largas
cadenas de moléculas que contiene grupos fosfato. Un niimero elevado de enzimas, hormonas y

mensajeros celulares, dependen de la fosforilacion para su activacion. El fosforo también ayuda
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a mantener un balance acido-base adecuado (pH), siendo uno de los tampones mas importantes
del organismo. El 2,3-difosfoglicerato se une a la hemoglobina en las células rojas sanguineas y

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

-Esteres de fosfato ricos en energia:

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

como mensajeros celulares (Kohlmeier, 2003).

-Organofosfatos:

Un largo espectro de compuestos sintetizados enddégenamente contiene uno o mas
grupos fosfato formando parte de su estructura. Son necesarias grandes cantidades de varios
tipos de fosfolipidos para la formacion de membranas celulares, vainas de mielina neuronales,
transporte de lipidos con lipoproteinas y facilitar la absorcion de lipidos a nivel intestinal, entre

otras funciones (Kohlmeier, 2003).

-Activacion de ésteres de fosfato:

El metabolismo de muchos nutrientes transcurre a través de la via ésteres de fosfato en
algun punto, para proporcionar la reaccion energética necesaria. En este grupo se incluyen los
fosfatos de glucosa, fructosa, galactosa y glicerol entre otros. La lista de vitaminas que son
activas s6lo como ésteres de fosfato incluye: tiamina, riboflavina, piridoxina, niacina y
pantotenato. La fosforilacion también puede servir para prevenir la salida de dichos nutrientes de
la célula y favorecer la absorcion por difusion pasiva. Un ejemplo tipico de este hecho es la
absorcion intestinal de vitamina Bg. La vitamina Bg libre difunde a través del borde en cepillo
del enterocito, participando unos transportadores aun desconocidos y es inmediatamente

fosforilada por la piridoxal-quinasa. Puesto que la forma fosforilada no puede retornar y la
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concentracion intracelular de formas libres es muy baja, la difusion hacia el enterocito contintia

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

-Fosforilacion de proteinas:

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

(Kohlmeier, 2003).

-Capacidad tampon:

Las soluciones acuosas a pH fisioldgico (alrededor de 7.4) contienen aproximadamente
cuatro quintos del fosfato inorganico como i6n hidrogenofosfato (HPO,*) y casi un quinto
como 16n dihidrogenofosfato (H,POy"). Esto significa que la cantidad significativa de fosfato
inorgdnico en las células, fluido extracelular y sangre actia como un buffer efectivo, que

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

-Polifosfatos:

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

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

2.3.5.1. REQUERIMIENTOS

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

fosforo (Calvo y Park, 1996).

Las ingestas diarias recomendadas para el fosforo estdn basadas en el mantenimiento de
un nivel normal de fosfato en el adulto, el cual cubre las necesidades celulares y la formacion

osea.

La ingesta media de fosforo de un adulto en paises industrializados es de 1300 mg/dia
para el hombre y 1000 mg/dia para la mujer. La mayoria del fosforo (alrededor del 60%)
proviene de la leche, carne, aves, pescado y huevos. Los cereales y las legumbres proporcionan
otro 20% y menos del 10% proviene de frutas y zumos. Otras fuentes son té, café y aceites
vegetales. La cantidad estimada que proporcionan los aditivos alimentarios es 10% (Calvo y

Park, 1996).

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

de crecimiento (Reeves y col., 1993).
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TABLA VI. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de fésforo (modificado de Food and

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

Etapa de la Vida Hombres (mg/dia) Mujeres (mg
Lactantes 0-6 meses 100 100
Lactantes 7-12 meses 275 275

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

2.3.5.2. ABSORCION

Existen varias formas de fosforo en la dieta, incluyendo sales de fosfato, nucleotidos y
fosfolipidos que son absorbidos con una alta eficiencia (60-70%) en el intestino delgado.
Muchas moléculas de organofosfatos son escindidas como paso previo a la absorcion del i6n
fosfato. La fosfatasa alcalina del borde en cepillo de la membrana del enterocito, por ejemplo,
escinde la creatina-fosfato. Tanto la fosfatasa inorganica como la fosfatasa alcalina pueden

hidrolizar el pirofosfato.
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Los cotransportadores de Na/Pi tipo I 'y IIb movilizan el Pi y tres iones Na' a través del
borde en cepillo (Murer y col., 2001). El transporte debido al transportador tipo I es constante,
mientras que la expresion y el transporte del transportador tipo IIb depende de la ingesta de
fosfato y la cantidad de 1,25(OH),D; . También existe la posibilidad de que un transportador

adicional Na -independiente opere en la membrana del borde en cepillo.

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

en cepillo de la membrana enterocitica.

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

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

2.3.5.3. DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

-Circulacion sanguinea:

La mayoria del fosfato circulante esta contenido en los fosfolipidos de las lipoproteinas y
las membranas de las células sanguineas. Una menor cantidad circula como i6n inorganico (P1).
La concentracion plasmatica de fosfato inorganico es de alrededor de 1 mmol/L si la ingesta es
adecuada. El fosfato entra en las células a través del cotransportador de Na', principalmente a
través de los ubicuos cotransportadores de Na' tipo III. Una pequefia diferencia se observa a

nivel 6seo, donde el cotransportador de Na'/Pi tipo III bombea fosfato a la matriz extracelular
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durante la mineralizacion 6sea en las primeras etapas de la vida. El cotransportador de Na'/Pi
tipo III también desempefia un papel importante en la calcificacion vascular y de tejidos blandos,

que se produce en respuesta a la hiperfosfatemia (Giachelli y col., 2001).

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

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

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

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

-Transferencia materno-fetal:
El fosfato, que tiene que ser suministrado en grandes cantidades al feto para el
crecimiento de sus tejidos y mineralizacion dsea cruza la placenta a través de un cotransportador

de Na' (Lajeunesse y Brunnete, 1988).

2.3.5.4. DEPOSITOS DE FOSFORO EN EL ORGANISMO

El organismo humano adulto contiene entre 0.6 y 1.1% de fosforo (Arunabh y col.,
2002), del cual, el 85% se encuentra en el hueso. Los osteoblastos depositan fosfato en la matriz
O0sea en forma de cristales de hidroxiapatita. Los cotransportadores Na/Pi tipo III estan
implicados en la movilizaciéon de fosfato a los sitios diana de mineralizacion extracelulares
(Palmer y col., 1999). La liberacioén de iones fosfato de la fosfoetanolamina y otros ésteres de
fosfato por una forma de fosfatasa alcalina tisular no especifica (localizada en higado, rifion y
tejido 6seo), es un evento muy importante en la mineralizacion dsea, aunque el mecanismo por

el cual se produce no esta atn bien dilucidado.
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Los osteoclastos disuelven los minerales del hueso creando un microambiente &cido. La
ATPasa vacuolar bombea protones generados por la anhidrasa carboénica II a un espacio
restringido entre la superficie 6sea y el borde sellado por las fibras de actina. Una serie de
enzimas hidroliticas, entre las cuales se encuentran fosfatasa acida tartrato-resistente, proteasas
y metaloproteasas, digieren el coldgeno y otros elementos de la matriz 6sea. Como resultado, los
elementos minerales del hueso, incluyendo el fosfato, se liberan y pueden difundir por los

capilares sanguineos cercanos (Palmer y col., 1999).

2.3.5.5. ELIMINACION

Aunque por las heces (descamacion de la mucosa intestinal) se pierde un 30% de los
fosfatos ingeridos la mayoria del fosfato se excreta con la orina y pequefias cantidades se
pierden por la piel. Una filtracion glomerular disminuida debido a un fallo renal causa retencion

de fosfato, por la incapacidad de eliminar el exceso.

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

orina (Murer y col., 2001).

El cotransportador Na/Pi tipo Ila en las células del tibulo proximal renal es el principal
responsable de la reabsorcion del fosfato. Cantidades mucho menores de fosfato son recuperadas

gracias al cotransportador Na/Pi tipo I en el tabulo distal (Murer y col., 2001).

2.3.5.6. REGULACION HOMEOSTATICA DEL BALANCE DE FOSFORO

El control de las concentraciones de fosforo a través de la absorcion intestinal y la

conservacion renal es critico para varios procesos bioldgicos, que incluyen el metabolismo
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mineral, desarrollo 6seo, transferencia de energia, sefiales celulares y regulacion de la funcion

proteica.

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

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

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

Ingesta Hueso |
20 mg/Kg/dia |

3 mag/Ka/dia

16 mg/Kg/dia

Absorcion
intestinal Pool de Fésforo
L en el fluido
é.—mgmgmia_ extracelular
Jugos
intestinales *
[ Heces | " Rinén
|7 mg/Kg/dia 13 mg/Kg/dia

Un adulto normal ingiere aproximadamente entre 1.5 y 2.0g de Pi por dia
(20mg/Kg/dia). De esta cantidad, entre 1.0 y 1.2g (16mg/Kg/dia) es absorbido en el intestino
proximal y unos 200mg (3mg/kg/dia) son secretados al lumen intestinal, resultando una
absorcion neta de aproximadamente 1.0g (13mg/Kg/dia). El fosforo absorbido pasa al fluido
extracelular y varia segin las necesidades del hueso (3mg/Kg/dia). Aproximadamente 1.0g se
excreta por los rifiones, de manera que las cantidades absorbidas y eliminadas son equivalentes.

Por tanto, bajo condiciones fisiologicas, la funcién intestinal y renal actian manteniendo una
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homeostasis normal de fésforo y unas concentraciones plasmaticas normales de Pi (entre 2.5 y

4.5mg/dl).

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

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

FIGURA VILI. Influencia del fosfato en la sintesis y actividad de la PTH y la vitamina D
(Schiavi y Kumar, 2004):
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La 1,25(0OH),Ds incrementa la absorcion intestinal y la reabsorcion renal de Pi (Kumar,
2002). La generacion de la forma activa de la vitamina Ds, 1,25(OH),D; es regulada por el Pi de
la dieta, concentraciones séricas de Pi y la PTH. El Pi extracelular regula la actividad y sintesis

de la 25(OH)Ds lo-hidroxilasa, de manera que bajas concentraciones de Pi incrementan su
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sintesis y actividad y altas concentraciones de Pi producen el efecto contrario en la 25(OH)Ds

la-hidroxilasa.
TABLA VII. La regulacion de la homeostasis del fosfato en el rifidn ocurre

principalmente en el tibulo proximal y es controlada por varios factores que pueden incrementar

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

Factores que disminuyen la reabsorcion de Pi Factores que aumentan la reabsorcion de Pi

Sobrecarga de Pi
Hormona paratiroidea/cAMP

Expansion del volumen

Deplecion de Pi
Extirpacion del paratiroides

Contraccion del volumen

Hipercalcemia Hipocalcemia
Inhibidores de la anhidrasa carbonica 1,25(0OH),D;
Glucosa y Alanina Hormona del crecimiento (GH)

Desequilibrios 4cido-base
Incrementos de bicarbonato
Hipercapnia

Inhibidores metabdlicos

El Pi plasmatico filtra libremente en el glomérulo. Aproximadamente el 80% del fosfato
filtrado es reabsorbido junto con el sodio a través de cotransportadores especificos Na-Pi Ila,

localizados en el tibulo proximal.

La regulacion de la reabsorcion de fosfato en el rifién es llevada a cabo controlando el
numero de cotransportadores Na-Pi Ila, presentes en la superficie del borde en cepillo de las
membranas proximales de los enterocitos. Estudios actuales evidencian que un descenso agudo
de Pi presente en la dieta, conduce a un reclutamiento de cotransportadores Na-Pi Ila de un pool

intracelular (Levi y col., 1996), mientras que cambios cronicos en el Pi ingerido regulan los
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cotransportadores Na-Pi Ila a través de mecanismos de transcripcion (Miyamoto e Itho, 2001).
La administracion cronica de 1,25(OH),D; y PTH también modula la expresion génica de Na-Pi
ITa (Friedlander y col., 2001). Una elevacion de los niveles de PTH reduce rapidamente el
numero de transportadores Na-Pi Ila, retirandolos de la superficie celular y degradando los

lisosomas resultantes (Hernando y col., 2001).

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

y 0seo no estan todavia bien dilucidados.

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

fosforo y la produccion de 1,25(0OH),Ds .
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FIGURA VIII. Regulacion de la reabsorcion renal de fosforo y la mineralizacion osea a

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

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

2.4.1. INTRODUCCION

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

Martens, 2000).

El magnesio se encuentra ampliamente distribuido en el organismo, existiendo
aproximadamente una cantidad total de 20 a 28g. Se almacena principalmente en el hueso (60-
65%) y musculos (27%). Menos del 1% del magnesio total del organismo estd circulando en
sangre, se puede encontrar libre (55%), acomplejado (13%) o unido a proteinas (32%). En
sujetos normales, los niveles séricos se mantienen en un rango estrecho de concentracion (0.7-
1.1mmol/L). La homeostasis del magnesio depende del balance entre la absorcion intestinal y la

excrecion renal (Kerstan y Quamme, 2002).

2.4.2. FUENTES ALIMENTARIAS DE MAGNESIO

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

Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

67



MARIA RODRIGUEZ FERRER

TABLA VIII. Contenido en magnesio de algunos alimentos (Mataix y col., 1998):

CARNES 1.6-3.6
Higado 21.0
Carne magra 22.0
PESCADO AZUL 23-31
Sardina 25.1
Atin 28
PESCADO BLANCO 20-42.1
Lenguado 25.1
Merluza 29
MARISCOS 23-42
Mejillones 23
Gambas 42
HUEVO 12
LACTEOS 11.6-46
Yogur natural 14.3
Queso manchego 29
Leche entera 11.6
LEGUMBRES 75-190
Garbanzos 122
FRUTOS SECOS 122-358
Nueces 358
CEREALES 28-132
Pan 25.1
Macarrones 53
VERDURAS Y HORTALIZAS 7-126
Patata 19.9
Espinacas 58
FRUTAS 4-36
Platano 36
Naranja 15.2

2.4.3. INTERACCION CON OTROS NUTRIENTES

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

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

68



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

-Fibra:

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

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

-Proteina:

La cantidad de proteina en la dieta puede afectar a la absorciéon de magnesio. Un estudio
reveld que la absorcion fue menor cuando la ingesta proteica era inferior a 30g/dia. Ingestas
proteicas mas elevadas (93g/dia) se asociaron con una mejor absorcion de magnesio en

adolescentes (Shils, 1999).

-Vitamina D y calcio:

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

efectos de la vitamina D (Shils, 1999).

2.4.4. FUNCIONES DEL MAGNESIO

El magnesio est4 involucrado en mas de 300 reacciones metabolicas esenciales para el
correcto funcionamiento celular (Shils, 1999). A través de su efecto sobre el ATP, interviene

practicamente sobre todas las etapas del metabolismo intermediario.

-Produccion de energia:
El metabolismo de los carbohidratos y grasas para producir energia requiere numerosas

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

2003).

-Sintesis de biomoléculas esenciales:

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

también requiere magnesio para su sintesis (Higdon, 2003).

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

(Higdon, 2003).

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

de la PTH por las glandulas paratiroideas (Higdon, 2003).

-Migracion celular:
Los niveles de calcio y magnesio en el liquido extracelular afectan a la migracion de
ciertos tipos de células. Este efecto en la migracion celular puede afectar al proceso de

cicatrizacion de heridas (Higdon, 2003).
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2.4.5. UTILIZACION NUTRITIVA DE MAGNESIO

2.4.5.1. REQUERIMIENTOS

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

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

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

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

TABLA IX. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de magnesio (modificado de Food
and Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

Etapa de la Vida Edad Hombres (mg/dia) Mujeres (mg/dia)
Lactantes 0-6 meses 30 30
Lactantes 7-12 meses 75 75

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

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

FIGURA IX. Modelo de absorcion intestinal de magnesio (Konrad y col., 2004):

LUMEN INTESTINAL SANGRE

Mgt —— -

Mg2t

Mgt —— >

-Transporte transcelular saturable:

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

que el flujo en direccion inversa es puramente difusivo (Jiittner y Ebel, 1998).
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El transporte transcelular intestinal de magnesio se puede considerar como un proceso en
tres pasos, consistente en: (a) entrada a la célula epitelial desde el lumen, (b) transito a través del

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

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

electroquimico.

La concentracion de magnesio en el lumen intestinal es variable, pero se mantiene en un
rango de entre 0,5 y 2mM durante el ayuno y aumenta hasta 45mM tras ingerir alimentos.
Aunque el magnesio celular total es relativamente alto (3-6mM/mg de peso fresco), la
concentracion de magnesio intracelular libre se mantiene entre 0,4 y 1mM. Debido a estas
diferencias de concentracion, se crea una diferencia de potencial negativa entre el exterior y el

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

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

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

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

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

-Transporte paracelular no saturable:
El movimiento pasivo de magnesio es mas efectivo en el epitelio de los segmentos
proximales del tracto gastrointestinal (intestino delgado), donde solo una pequena fraccion de la

conductividad total del tejido puede ser atribuida al flujo transcelular del i6n a través de las
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membranas mucosa y serosa. El resto (al menos el 85%), es una consecuencia del movimiento
de iones, principalmente Na*, K" y CI" gracias a la alta conductividad y baja resistencia de las

rutas extracelulares.

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

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

El flujo y direccién del transporte pasivo de magnesio a través de la ruta paracelular esta
exclusivamente determinado por gradientes electroquimicos. Sin embargo, esto no implica que
el flujo pasivo de magnesio a través de la ruta paracelular no esté completamente regulado.
Existen evidencias de que la absorcion de magnesio esta relacionada con la concentracion

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

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

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

Rango
Fisiologico

Absorcion neta de Mg

[ngesta de Mg
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2.4.5.3. DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

-Circulacion sanguinea:

El 55% del magnesio en plasma (entre 0,7-1,Immol/l) estd en forma ionizada. Una
fraccion mas pequefia (33%) se encuentra unida a proteinas y el resto (12%) formando
complejos con distintos aniones. Las células captan el magnesio a través de un transportador que
intercambia sodio. Los nucleotidos forman complejos con la mayoria del magnesio intracelular,
manteniendo las concentraciones de magnesio libre ionizado por debajo de 1mmol/L (Romani y

col., 1993).

-Barrera hematoencefalica:

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

(Gee y col., 2001).

-Transferencia materno-fetal:

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

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

2.4.5.4. DEPOSITOS DE MAGNESIO EN EL ORGANISMO

El organismo de un adulto contiene unos 20-28g de magnesio, almacenado
principalmente en el hueso y los compartimentos intracelulares de los tejidos blandos. Menos
del 1% del total del organismo estd circulando en sangre. En sujetos normales, los niveles
séricos se mantienen en un rango estrecho de concentracién (0,7-1,Immol/L) (Kerstan y

Quamme, 2002).
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2.4.5.5. ELIMINACION

El magnesio libre ionizado (Mg”") y el magnesio complejado con pequefios iones, que
constituyen la mayoria (80%) del magnesio circulante son filtrados facilmente en el glomérulo
renal (en condiciones normales mas de 2g/dia). Los individuos sanos pierden menos del 5% del
magnesio filtrado en la orina. Una parte del magnesio luminal es recuperado de los tibulos
proximales, una mayor proporcion (70%) del asa de Henle ascendente y otra pequefia
proporcién del tubulo distal (Cole y Quanme, 2000). La reabsorcion de magnesio ocurre en una
considerable proporcion debido al movimiento del elemento entre las células epiteliales. Existen
ciertas proteinas complejas que sellan estos espacios intercelulares, como la claudina 16
(paracellina 1), una proteina que controla el paso del magnesio a través de la ruta paracelular

(Weber y col., 2001).

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

APICAL BASOLATERAL
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2.4.5.6. REGULACION HOMEOSTATICA DEL BALANCE DE MAGNESIO

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

(Cole y Quamme, 2000).

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

activo de la absorcion intestinal (Rude, 2000).

2.5. EL COBRE EN LA NUTRICION

2.5.1. INTRODUCCCION

El cobre es un metal de transicion ampliamente distribuido en la naturaleza. La
esencialidad nutricional del cobre se demostr6 al encontrarse que era requerido junto con el
hierro para la prevencion de la anemia en las ratas. Posteriormente, mediante la realizacion de
estudios de deficiencia nutricional, se ha puesto de manifiesto el gran nimero de funciones
cataliticas en las que participa este cation y que permiten un funcionamiento correcto del

organismo.
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2.5.2 FUENTES ALIMENTARIAS DE COBRE

Se encuentra en altas concentraciones en las semillas de los cereales integrales. Otras
buenas fuentes de cobre son los frutos secos, leguminosas, higado, crustaceos y moluscos. El

hecho de que su presencia esté tan repartida es por lo que apenas se describe deficiencia.

TABLA X. Contenido en cobre de distintos alimentos (Mataix y col., 1998).

Alimento Cantidad (mg/100g)

CARNES 0.2-1.1
Lomo de cerdo 04
Pollo 0.2
MARISCOS 0.3-13.7
Almejas 0.3
LACTEOS 0.02-0.4
Leche entera 0.02
Leche desnatada 0.2
LEGUMBRES 0.14-1.2
Guisantes 1.2
Lentejas 0.1
FRUTOS SECOS 0.8-2.4
Almendra 1.4
Cacahuete 0.8
Nuez 1.3
CEREALES 0.02-0.4
Pan blanco 0.02
Pan de centeno 0.1
Trigo entero 0.2
VERDURAS Y HORTALIZAS 0.04-0.3
Zanahoria 0.3
Esparrago 0.04
Berza 0.1
FRUTAS 0.07-0.14
Platano 0.1
Manzana 0.1
ACEITES Y GRASAS 0.1-0.3
Aceite de oliva 0.3
Manteca 0.3
Mantequilla 0.4
CONDIMENTOS 0.3-2.4
Ajo 0.3
Piment6n 0.6
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2.5.3. INTERACCIONES CON OTROS NUTRIENTES

- Hierro:
La absorcion aparente de cobre y la excrecion biliar de cobre se encuentran reducidas

con altas ingestas de hierro.

- Cinc:

Algunos estudios han mostrado que altos niveles de cinc pueden inhibir la absorcion
intestinal de cobre. Las altas ingestas de cinc estimulan la produccion de metalotioneinas
(MT), lo que ocasiona una reduccion de la absorcién de cobre por bloqueo del transporte

transcelular. Sin embargo, altas ingestas de cobre no reducen la absorcion de cinc.

- Calcio:

En un trabajo reciente en ratas ferrodeficientes realizado por nuestro grupo de
investigacion (Diaz-Castro y col., 2010) hemos encontrado que la suplementacion de la dieta
con el doble de los requerimientos de calcio presenta un efecto negativo en cuanto a
utilizacion digestiva y metabdlica cuando a los animales se les suministra una dieta
elaborada con leche de vaca en cambio cuando la dieta contienen leche de cabra el

suplemento de calcio no afecta a la utilizacion nutritiva de cobre.

2.5.4. FUNCIONES DEL COBRE

El cobre es un mineral involucrado en la formacion de eritrocitos. Es por esto
interesante su estudio en caso de anemia por ferrodeficiencia. El cobre es un componente
importante del sistema de enzimas antioxidantes endogeno: metaloenzimas tales como
glutation peroxidasa, superoxido dismutasa [intracelular Cu/Zn SOD (SOD)), extracelular
SOD (SOD»)] y catalasa (Johnson, Fischer y Kays, 1992). De acuerdo con Johnson (Johnson
y Lukaski, 2005), la actividad de la SOD; es un indicador del estado de cobre en la rata,
mientras que la actividad de SOD; es un indicador del estado de cobre en humanos (Milne,

1998). Ademas, el cobre es un nutriente esencial para la integridad del tejido conectivo y los
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vasos sanguineos, la formacion de la piel y sus pigmentos, la produccion de
neurotransmisores y hormonas. Es ademas el cobre importante en el metabolismo del hierro
por su papel en la sintesis de hierro hemo (ceruloplasmina) y el transporte de hierro desde el

higado y el intestino (Gutteridge, 1985).

La principal funcién es formar parte de distintas enzimas que se caracterizan por
participar en reacciones en las cuales el oxigeno molecular o especies similares son
producidos, formandose normalmente agua o perdxido de hidrogeno como producto de la
reaccion.

Entre las enzimas dependientes de cobre destacan:

- Citocromo C oxidasa que cataliza la reaccion terminal en la fosforilacion oxidativa

mitocondrial.

- Tirosinasa, importante en la formacion de la melanina.

- Lisiloxidasa, que participa en la formacion de enlaces cruzados entre colageno y elastina,
esenciales para que el tejido conectivo y los vasos sanguineos mantengan la consistencia
necesaria.

- Ferroxidasa I (ceruloplasmina) y ferroxidasa II, capaces de catalizar la oxidacion del ion
ferroso a férrico, permitiendo de este modo, en la forma oxidada, su union a transferrina, la
cual transporta el ion a los distintos 6rganos.

- Dopamina-beta-hidroxilasa, que interviene en la biosintesis de catecolaminas.

- Ademas, el cobre también forma parte de otro grupo de enzimas que participan en la

mielinizacion durante el desarrollo del sistema nervioso y en la sintesis de cerebrosidos.
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2.5.5. REQUERIMIENTOS DE COBRE

La mejor manera de obtener los requerimientos diarios es consumir una dieta
balanceada que contenga una variedad de alimentos de la pirdmide de los grupos basicos de

alimentos.

Las recomendaciones especificas dependen de la edad, el sexo y otros factores (como
el embarazo). Las mujeres embarazadas o que estén produciendo leche materna (lactantes)

necesitan cantidades mayores.

Los requerimientos de cobre para la rata son 6 mg/Kg de dieta tanto en fase de

crecimiento como en fase adulta (Reeves y col., 1993).

TABLA XI. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de cobre (modificado de Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004).

Etapa de la Vida Edad Hombres (mcg/dia) Mujeres (mcg/dia)
Lactantes 0-6 meses 200 200
Lactantes 7-12 meses 220 220

Nifios 1-3 aflos 340 340

Nifios 4-8 afios 440 440

Nifios 9-13 afios 700 700
Adolescentes 14-18 afios 890 890
Adultos 19-50 afios 900 900
Adultos 51 anos en adelante 900 900
Embarazo Todas las edades - 1000
Lactancia materna Todas las edades - 1300
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2.5.5.2. ABSORCION

La absorcion del cobre se produce fundamentalmente en el duodeno (Sternlier y col.,
1961; Sternlieb y Janowitz, 1964) y potencialmente también en el estbmago (Turnlund, 1999).

La absorcion aparente oscila del 50 al 75%.

La captacion del cobre por las células intestinales se produce en dos etapas: paso del
borde en cepillo y transferencia a la sangre a través de la membrana basolateral para su
distribucion. El paso a las células mucosales parece mediante difusion facilitada mediante
captacion del Cu por dos transportadores: el DMT1 (transportador de metales divalentes) que
transporta, entre otros, Fe”” y Cu”" y el transportador de cobre Ctrl, que transporta Cu”. Una vez
en el interior de la célula el Cu puede ser quelado por las metalotioneinas y/o unirse a las
chaperonas que transportan Cu a las cuproenzimas o a un transportador saturable dependiente de
energia del tipo P-ATPasa (ATP7A) que lo transporta a través de la membrana basolateral para

su transferencia a la sangre (Wijmenga y Klomp, 2004).

Los transportadores de la membrana basolateral para otros iones metélicos
(fundamentalmente cinc y cadmio) podrian también participar en la absorcion de cobre, lo que
explicaria los antagonismos entre estos iones en situaciones limite de ingesta. Asi, la absorcion

de cobre disminuye cuando el cinc o el cadmio se ingieren en grandes cantidades.

La absorcion aparente y la excrecion biliar de cobre se encuentran reducidas con altas
ingestas de hierro. Algunos aminodacidos y el citrato incrementan la absorcion de cobre, mientras
que la fibra, fitato y 4cido ascorbico, en determinadas condiciones, pueden disminuirla. El cobre

S . + +
cuprico y el ascorbato pueden reducir Ca®" a Ca”.
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2.5.5.3. DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

La entrada en las células mucosales no garantiza su transferencia a la sangre ya que
cantidades variables del metal pueden ser retenidas por proteinas de estas células,

fundamentalmente metalotioneinas.

2.5.5.4. DEPOSITOS DE COBRE EN EL ORGANISMO

En el adulto el contenido corporal total de cobre oscila entre 50 y 120mg. En muchos
animales la mayor concentracion se encuentra en el higado seguida del cerebro. Sin embargo,
en el hombre el higado contiene un 13% y el cerebro un 9%, mientras que el contenido
muscular se aproxima a 40%. El higado y el bazo son los 6rganos que parecen actuar como

almacén, aunque la capacidad del organismo para almacenar es pequenia.

2.5.5.5. ELIMINACION

El cobre se excreta fundamentalmente por el tracto gastrointestinal, siendo la bilis la
secrecion que contribuye en mayor proporcion a través de una P-ATPasa (ATP7B). El cobre
procedente de la bilis se absorbe poco, siendo poco importante la circulacion enterohepatica. Sin
embargo, el cobre de las secreciones salivales, gastricas e intestinales es reabsorbido en mayor

proporcion. Solo una pequetia proporcion del ion es excretado por via urinaria (menos del 3%).

2.5.5.6. REGULACION HOMEOSTATICA DEL BALANCE DE COBRE

La concentracién de transportadores en el lado basolateral puede variar con la situacion
fisioldgica y con el estatus corporal del cobre. La fuerte correlacion entre el cobre sérico y los
niveles de ceruloplasmina hace que la ceruloplasmina sea un marcador efectivo del estatus de

cobre.
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2.6. EL CINC EN LA NUTRICION

2.6.1. INTRODUCCION

El cinc es el oligoelemento intracelular mas abundante en el organismo y con un papel
crucial a nivel biolégico (Murakami y col., 2008). En el individuo adulto oscila entre 1.5 y

2.5g.

Posee numerosas y variadas funciones biologicas: es cofactor de enzimas implicadas
en el metabolismo intermediario, colabora en el buen funcionamiento del sistema
inmunolégico, es necesario para la cicatrizacion de las heridas, interviene en las percepciones
del gusto y el olfato y en la sintesis del ADN y juega un papel estructural a través de las

metaloproteinas (Lee y col., 2008).

2.6.2. FUENTES ALIMENTARIAS DE CINC

El contenido de cinc en los alimentos difiere ampliamente, destacando la riqueza de
las ostras, y en menor proporcion los crustaceos, moluscos, carnes rojas y leguminosas. Por el

contrario las grasas, pescados y dulces son relativamente bajos.
Las frutas y las verduras no son una buena fuente, porque el cinc en las proteinas

vegetales no esta tan disponible para el consumo humano como el cinc en las proteinas

animales (Hamrick y Counts, 2008).
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TABLA XII. Contenido en cinc de distintos alimentos (Mataix y col., 1998). Tabla de

composicion de alimentos espafioles. Ed. Universidad de Granada, 1998.

CARNES 0.4-7
Higado 6.9
Pollo, pechuga 1.4
Carne magra 23
Jamon serrano 3
PESCADO AZUL 0.4-1
Sardina 0.9
Atun, bonito 1.1
PESCADO BLANCO 0.4
MARISCOS 1.8-3.6
Mejillones 1.8
Langostinos, gambas y camarones 3.6
HUEVOS 1.5
LACTEOS 0.4-4
Yogur natural 0.6
Queso 3
Leche entera 04
LEGUMBRES 1-3.7
Judias blancas, pintas, etc. 35
Lentejas 3.7
FRUTOS SECOS 1-7.3
Almendra 7.3
CEREALES 0.6-1.6
Pan 0.6
Macarrones 1.5
Arroz 1.3
VERDURAS Y HORTALIZAS Tr-0.5
Tomate 0.2
Patata 0.3
Acelga y espinaca 0.5
FRUTAS Tr-0.3
Mandarina 0.1
Melocotén 0.1
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2.6.3. INTERACCIONES CON OTROS NUTRIENTES

- Cobre:
La interferencia con el cobre parece ser el principal efecto toxico dando lugar a

anemia por deficiencia de cobre.

- Calcio:

Los suplementos de calcio pueden incrementar las pérdidas intestinales.

- Hierro:

Se ha observado que algunos preparados suplementados con hierro y no
suplementados con cinc han dado lugar a retrasos en el crecimiento. Ademas, la
suplementacion con altas dosis de hierro durante el embarazo puede modificar los niveles

plasmaticos de cinc.

- EDTA:

Mejora la utilizacion del cinc en algunas especies.

- Fibra y fitatos:

Forman complejos insolubles que no son absorbidos en el tracto gastrointestinal.

2.6.4. FUNCIONES DEL CINC

Son numerosas y variadas, destacando las siguientes:

- Actividad de enzimas del metabolismo intermediario:

Actualmente se conoce que este elemento es necesario para el funcionamiento normal

de més de ciento veinte enzimas, implicadas en el metabolismo de los hidratos de carbono,
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lipidos y proteinas, en los procesos de degradacion y sintesis de acidos nucleicos, en el

transporte de didoxido de carbono y en muchas otras reacciones.

Asimismo, al formar parte de diferentes deshidrogenasas, actiia en los mecanismos de

desintoxicacion corporal de alcohol etilico a través de la enzima alcohol deshidrogenasa.

Por otro lado, el cinc también participa en la sintesis hepatica de la proteina
transportadora de retinal, y en el metabolismo de la vitamina A (posibilitando la conversion

de retinol en retinal y viceversa).

- Funciones de membrana celular:

El cinc puede afectar a la unidon de proteinas a las membranas, lo cual se acompana de
una redistribucion celular del 16n en los microsomas y citosol con incremento de la actividad
de la proteincinasa C. Este papel bioquimico podria explicar muchas funciones fisioldgicas

del cinc.

También juega un papel importante en la estabilizacion de membranas celulares. El
cinc participa en la supresion de radicales libres en células aisladas, una vez iniciada la
formacion de peroxidos, ya que se requiere junto con el cobre para que la enzima superoxido
dismutasa actie eficazmente eliminando los aniones superoxido. Ademas, la deficiencia de
cinc incrementa el contenido celular de hierro ferroso, el cual, como es conocido, cataliza la

produccion de radicales libres.

- Expresion génica:

Actualmente existen evidencias de que las ARN polimerasa I, II y III son enzimas

dependientes de cinc. Los efectos del i6n sobre la sintesis proteica podrian ocurrir a través de

cambios en la actividad de éstas enzimas.
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La dependencia del cinc en el control de la transcripcion genética también puede
explicarse a través de los factores de transcripcion dependientes del metal. En este sentido se

ha puesto de manifiesto que las concentraciones nucleares de cinc reflejan la ingesta dietética.

- Sistema inmune:

El déficit de cinc eleva los niveles plasmaticos de glucocorticoides, lo cual puede
tener importantes efectos adversos sobre los componentes del sistema inmune. Asi, el
aumento en los citados niveles de corticosterona originada por el déficit de cinc causa
deplecion de células B de la médula 6sea y atrofia el timo. Como consecuencia de ello, se

produce una disminucion de la capacidad de respuesta mediada por células y anticuerpos.

- Otros efectos:

Una de las consecuencias mas importantes de la deficiencia de cinc es la inhibicion
del crecimiento lineal (Iannotti y col., 2008), es reversible con suplementacion de cinc. En
parte puede ser explicada por la anorexia a que da lugar. Ademas, la deficiencia moderada de
Zn causa un incremento en enfermedades respiratorias, digestivas y dermatologicas por
disminuir la respuesta inmune, y existen evidencias que relacionan la deficiencia de Zn con
alteraciones de las funciones cognitivas y motoras de los nifios (Black, 2003a, b; Castillo
Duran y Weisstaub, 2003). El metal se encuentra en la insulina y diversas enzimas con
capacidad antioxidante como la superoxido dismutasa, participando en la supresion de

radicales libres derivados del metabolismo celular.

La ceguera nocturna provocada por la deficiencia parece deberse a la deplecion de las
retinal y retinol deshidrogenasas, pero ademas se ha demostrado que el cinc participa en el

mantenimiento de la integridad de la retina.

Ademas, es necesario para la cicatrizacion de las heridas, interviene en la percepcion

del gusto y el olfato y en la sintesis del ADN y juega un papel estructural a través de las
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metaloproteinas, asi como de la enzima citosolica CuZn superoxido-dismutasa (Cu/Zn SOD)

(Hambidge y col., 1986).

2.6.5. UTILIZACION NUTRITIVA DE CINC

2.6.5.1. REQUERIMIENTOS

Los requerimientos de cinc para la rata son 38 mg/Kg de dieta, en fase de crecimiento y

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

TABLA XII. Ingestas diarias recomendadas (RDA) de cinc (modificado de Food and
Nutrition Board, Institute of Medicine, 2004):

Etapa de la Vida /dia)  Mujeres (mg/di
Lactantes 0-6 meses 2 2
Lactantes 7-12 meses 3 3

Nifos 1-3 afios 3 3

Nifos 4-8 afios 5 5

Nifos 9-13 afios 8 8

Adolescentes 14-18 afios 11 9

Adultos 19 en adelante 11 8
Embarazo Todas las edades - 11-12
Lactancia materna Todas las edades - 12-13

2.6.5.2. ABSORCION

El cinc de los alimentos se encuentra asociado fundamentalmente con proteinas y acidos
nucleicos, lo que requiere un proceso digestivo normal (géstrico y pancredtico), para que

liberado pueda estar disponible para absorberse.
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El cinc se absorbe fundamentalmente en el intestino delgado, aunque no existe consenso
sobre la contribucion relativa de los diferentes segmentos en este proceso. La absorcion aparente

del cinc oscila del 20 al 50% segun el tipo de dieta y tiende a disminuir con la edad.

2.6.5.3. DISTRIBUCION Y CAPTACION CELULAR

En el hombre, se conocen al menos 14 transportadores de Zn que regulan la entrada y
salida de este elemento en las células, agrupados en dos familias: ZnT y Zip. Estas proteinas
parecen tener funciones opuestas: los transportadores ZnT reducen el cinc intracelular
favoreciendo su salida de la célula o almacenandolo en vesiculas intracelulares, mientras que
las proteina Zip aumentan las concentraciones intracelulares promoviendo la entrada del cinc

extracelular o su liberacion desde las vesiculas almacén (Baumgartner, 1993).

Una vez en el interior de la célula, el cinc se une a las metaloproteinas y otras
proteinas del citoplasma celular. Mediante movimientos transcelulares, las metaloproteinas
transportan el cinc hasta el extremo basolateral de las células enterohepéticas para su paso a
la sangre. El paso a la sangre se realiza también mediante un mecanismo de transporte activo
ya que las concentraciones de cinc plasmaticas son mayores que las concentraciones
intracelulares. La cantidad de cinc que pasa a la sangre depende no solo de sus
concentraciones intracelulares sino también de la albimina disponible. La albumina es la
principal proteina transportadora del cinc, aunque también lo son en menor medida la
transferrina y al a2-macroglobulina. Una parte importante del cinc de la sangre se localiza en

los eritrocitos (Baumgartner, 1993).

2.6.5.4. DEPOSITOS DE CINC EN EL ORGANISMO

La cantidad total de cinc en el individuo adulto oscila entre 1,5 y 2,5g, y respecto a

esto se pueden hacer las siguientes puntualizaciones:

- La concentracion en los tejidos blandos como el musculo, cerebro, pulmoén y corazon,
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es relativamente estable e independiente de los niveles en la dieta dentro de un amplio
rango. Por el contrario, el contenido en cinc en otros tejidos, especialmente hueso,

testiculos y sangre tiende a reflejar la ingesta del ion.

- El tejido muscular contiene el 60% del cinc corporal y junto con el hueso contabiliza

el 90% del total corporal.

- Las concetraciones mas altas de este cation se encuentran en la piel, cabellos, ufias,

retina y tejidos gonadales del vardn.

- Los niveles plasmaticos de cinc se encuentran proximos a 100ug/dl. La sangre total
contiene aproximadamente diez veces mas cinc que el plasma, debido a la presencia

del catidon en la enzima eritrocitaria anhidrasa carbonica.

2.6.5.5. ELIMINACION

La excrecion del cinc se realiza via fecal a través de la secrecion pancreatica, biliar,
mucosal y asimismo por células de la mucosa descamadas. Esta secrecion endogena puede
llegar a representar la mitad del contenido en el lumen, encontrandose una parte unido a distintas
enzimas digestivas. Las pérdidas superficiales por descamacion, crecimiento del cabello o sudor
también contribuyen a la excrecion del cinc. En condiciones normales la excrecion urinaria es
pequefia, aunque, puede incrementar de modo importante en las enfermedades que dan lugar a

un excesivo catabolismo muscular o proteinuria por disfuncion renal.

2.6.5.6. REGULACION HOMEOSTATICA DEL BALANCE DE CINC

La absorcion y excrecion del Zn estdn controladas por mecanismos homeostaticos no
muy bien conocidos. Sin embargo, se sabe que cuando la ingesta de Zn es pequeia la
absorcion intestinal aumenta notablemente, mientras que se reducen las pérdidas de este

elemento por la orina y en la tracto intestinal (Baumgartner, 1993; Hunt A. V. y col., 2008).
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2.7. RADICALES LIBRES Y SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

2.7.1. RADICALES LIBRES

2.7.1.1. INTRODUCCION

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

1993; Liu y col., 2002).

Sin embargo, en nuestro organismo existe un sistema de defensa antioxidante para
evitar el dafio que puede llegar a producir un aumento de radicales libres. Debiendo existir un
equilibrio entre los sistemas de defensa antioxidante y de produccion de radicales, que se
conoce como balance oxidativo (Halliwell y col., 1992; Halliwell y Chirico, 1993; Schon y
col., 1996; Lee y cols., 1997; Lenaz, 1998; Sastre y col., 1999; Remmen y Richardson, 2001;
Camougrand y Rigoulet, 2001; Melov, 2002; De la fuente, 2002), a causa de una excesiva
produccion de especies reactivas de oxigeno y/o por deficiencia en los mecanismos
antioxidantes se produce un desequilibrio que da lugar al denominado estrés oxidativo,

conduciendo al daiio celular (Beaudeux y col., 2006).

Recientemente se considera cada vez mas que los radicales libres forman parte de la
maquinaria de sefializacion intracelular (Cadenas y cols., 2000; Navarro y cols., 2001;
Annunziato y cols., 2003), ya que entre otras funciones, actian como mensajeros
intracelulares en la diferenciacion y crecimiento celular, intervienen en la respuesta inmune y
desempefian un importante papel en la defensa frente a microorganismos (Matés y cols.,

1999).
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2.7.1.2. TIPOS DE RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO

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

hidrégeno y el oxigeno singlete no son radicales.

En el hombre, la principal fuente de radicales libres producidos por el organismo
proviene del metabolismo normal del oxigeno, ya que aproximadamente el 1-3% del oxigeno
consumido por el organismo es transformado en radicales libres. Las causas enddgenas son,
por tanto, consecuencia de ser un organismo aerobio que obtiene y consume energia
utilizando reacciones de oxidacion que, en algin momento, producen radicales libres de
forma natural. Asi, el radical superdxido, el peroxido de hidrogeno y el radical hidroxilo, tres
de las principales ERO, son productos normales del metabolismo generados continuamente
por la mitocondria en las células en crecimiento. Otras fuentes intracelulares de ERO son el
sistema enzimatico citocromo P4so microsomal, las flavoproteinas oxidasas y las enzimas del

peroxisoma implicadas en el metabolismo de los 4cidos grasos (Seifried y cols., 2007).

La actividad como agente prooxidante de un radical libre depende de su reactividad,

especificidad, selectividad y difusibilidad (Cheeseman y Slater, 1993).

Las ERO son capaces de oxidar macromoléculas bioldgicas, tales como proteinas,

lipidos y acidos nucleicos (Henle y col., 1999).
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TABLA XIV. Compuestos reactivos derivados del oxigeno de interés

Radical NI RS

HO - Hidroxilo

RO- R-oxilo

ROO- R-peroxilo
ROOH Hidroperéxido

L. Linoleil

Oy - Superoxido
H;0; Peréxido de hidrégeno
NO- Nitroxilo

'0, Singlete

2.7.1.2.1. ANION SUPEROXIDO

El anion superdxido se produce en la reduccion de oxigeno por la tranferencia de un
electron (1) o por autooxidacion de metales de transicion (2)(3) (Fridovich, 1983; Cheeseman

y Slater, 1993).

(1) O, +e’ L 02._
() Fe*'™+ 0, —>  F" + 0,

3) Cu'+ 0, —  Cu*" + 0, "

El anion superdxido, a pesar de no ser particularmente dafiino, es importante como

fuente de peroxido de hidrogeno y como reductor de metales de transicion. La principal
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fuente de esta especie reactiva se produce en la mitocondria de forma accidental a nivel de los
complejos I y III de la cadena de transporte electronico, describiéndose que de 2-5% del
oxigeno se reduce incompletamente hasta éste radical. Debido a que la formaciéon de esta
especie depende del flujo de la cadena de transporte de electrones, cualquier situacién que
aumente el consumo de O,, aumentara proporcionalmente la generacion del anioén superdxido

(Lenaz, 1998; Finkel y Holbrook, 2000; Camougrand y Rigoulet, 2001).

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

clinicas (Muggli, 1993; Saran y cols., 1993).

2.7.1.2.2. PEROXIDO DE HIDROGENO

La génesis del peroxido de hidrogeno (H,O;) proviene de la reduccion espontanea con
dos electrones del oxigeno (1), pudiendo ser también generado en los sistemas bioldgicos por

la reaccion de dos moléculas de anion superdxido (2), catalizada por la superoxido dismutasa.

(1O, +2¢ —» H>0,

SOD
(2) 20, "+ 2H" > H0, + 0

El peroxido de hidrogeno no es un radical libre pero estd dentro de las especies
reactivas derivadas del oxigeno y envuelto en la produccién de otros radicales libres. En
presencia de iones metalicos produce el mas reactivo y dafiino radical libres, el radical

hidroxilo (Cheeseman y Slater, 1993).
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2.7.1.2.3. RADICAL HIDROXILO

El radical hidroxilo es extremadamente oxidante ya que reacciona con cualquier tipo
de biomolécula (Halliwell y Gutteridge, 1989). No tiene gran poder de difusion y su vida
media es corta, produciendo gran dafo a moléculas alrededor del lugar de produccion. Los

mecanismos de generacion de este radical son:

* Por la descomposicion del peroxido de hidrogeno en presencia de metales de
transicion, principalmente hierro (Fe*") (Aust y cols., 1985; Minotti y Aust, 1987) y cobre
(Cu®") (Auroma y cols., 1991). En el caso del hierro se trata de la denominada reaccion de

Fenton.

H,0, + Fe?¥ ——— % "OH + OH + Fe&*'

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

hidrogeno, formando el radical H', y uno en el oxigeno, formando el radical hidroxilo ("OH).

H-O-H — H' + 'OH

* En la reaccion llamada de Haber-Weiss no catalizada por metales de transicién o
también en la denominada reaccion de Fenton conducida por el Oy, el anidén superoxido

reacciona con el peroxido de hidrogeno (Halliwell y cols., 1992).

0, + H,0, — 'OH + OH’
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La reaccion de Haber-Weiss, se podria entender como el resultado de la union o
colaboracion de Fenton con la capacidad del i6n superdxido para reducir metales i6nicos de
transicion.

0" + F&' ——» Fe' + 0,

0, " +Cu¥f — Ccu+ O

Los radicales hidroxilo son los mas reactivos que se conocen en quimica, teniéndo
capacidad para reaccionar con las bases puricas y pirimidinicas del ADN (Auroma y cols.,
1989; Bohr y Anson, 1999; Sastre y cols., 1999; Cadenas y cols., 2000; Remmen y
Richardson, 2001).

En este tipo de reacciones, la hidroxilacion y la eliminacion de hidrogeno son las
modificaciones mas comunes que sufre el sustrato organico (RH) y se generan otros radicales
libres organicos como los radicales peroxilo (ROO") que a su vez pueden reaccionar y
generar radicales alcohoxilos (RO") y sulfoderivados como el radical tilo (RS"), formado a

partir de la oxidacion del glutation por ejemplo (Asmus, 1983).

R-SH + 'OH — RS’ + H,0

2.7.1.3. DANOS CELULARES PRODUCIDOS POR LOS RADICALES LIBRES

2.7.1.3.1. IMPLICACIONES FISIOLOGICAS Y PATOLOGICAS DE LOS
RADICALES LIBRES

Los radicales libres, incluyendo las especies reactivas de oxigeno, se producen tanto

en condiciones fisioldgicas normales como en patoldgicas. En consecuencia las células

desarrollan una serie de sistemas de defensa frente a su accion perniciosa.
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Los radicales libres relacionados con las enfermedades humanas derivan de cuatro
fuentes: los generados en los procesos bioldgicos intracelulares normales pero de forma
exagerada e inadecuada, los liberados por células inflamatorias en su entorno y los
secundarios a xenobidticos o a mecanismos fisiopatoldgicos que participan en el
envejecimiento y enfermedades relacionadas con la edad (Freeman y Crapo, 1982; Jamieson,
1989; Halliwell y Gutteridge, 1986; 1999) como la arteriosesclerosis, cataratas, diabetes,
inflamaciones cronicas de tracto digestivo (Linnane y cols., 1990; Multhaup y Rupper, 1997),
asi como trastornos degenerativos del sistema nervioso ya que el tejido nervioso parece ser un
blanco propicio para los compuestos prooxidantes, dadas sus caracteristicas quimicas, tales
como alto contenido en acidos grasos poliinsaturados, altas concentraciones de hierro y bajo
contenido en enzimas antioxidantes. Hay investigaciones que demuestran una clara
intervencion del estrés oxidativo en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y

esclerosis lateral amiotrofica, entre otras enfermedades del sistema nervioso (Numonura y

col., 2007).

TABLA XYV. Procesos en los que intervienen los radicales libres

Sindromes de isquemia/reperfusion
Accidentes vasculares cerebrales, isquemia mesentérica,

neuropatias postraumaticas y postisquémicas,

transplantes y preservacion de 6rganos, necrosis tubular aguda
Procesos inflamatorios
Colagenosis, quemaduras, infecciones, pancreatitis, bronquitis cronica, enfisema,
distrés respiratorio del adulto, reacciones adversas a ciertos farmacos,

fibrosis pulmonar, sindrome del aceite toxico
Procesos degenerativos
Lesiones seniles oculares (cataratas), arteriosclerosis

Envejecimiento
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2.7.1.3.2. RADICALES LIBRES Y ENVEJECIMIENTO

Se ha encontrado asociacion entre estrés oxidativo y envejecimiento (Barja, 2004), los
procesos degenerativos durante el envejecimiento se deben al dafio producido por los

radicales libres (Harman, 2003).

Afos después con el descubrimiento de la enzima superoxido dismutasa se dio un
nuevo empuje al estudio de los radicales libres (McCord y Fridovich, 1968). Se descubri6 la
produccion de peroxido de hidrégeno por la respiracion mitocondrial (Loschen y cols., 1971),
determindndose también el incremento con la edad del anion superoxido y del peroxido de

hidrégeno de la respiracion mitocondrial (Nohl y cols., 1978; Cavazzoni y cols., 1999).

Muchas investigaciones posteriores acreditan que el envejecimiento es debido a un
desequilibrio entre la formacion de prooxidantes y las defensas antioxidantes del sistema. Se
basan en la medida de los radicales aislados de material biologico (Sohal y cols, 1990),
acumulacion de dafios oxidativos en biomoléculas como fosfolipidos, ADN y proteinas
(Lippman, 1980; Saul y Gee, 1987; Ames y cols., 1993), medida de la capacidad oxidante en
funcion de la edad y la espectativa de vida media al administrar antioxidantes (Mehlhorn y

Cole, 1985).

La acumulacion de proteinas dafiadas oxidativamente depende del tejido, pero se ha
observado que esta acumulacion se incrementa con la edad (Stadman, 1992). Muchas se
acumulan en forma inactiva tras la accion de dafio oxidativo en algunos de sus aminoacidos.
Parece ser que aquellas proteinas que contienen metales de transicion tienen un mayor riesgo
a sufrir este tipo de dafio (Stadman, 1990). Se ha estimado que en los tejidos de ratas de edad
avanzada del 30 al 50% del total de proteinas celulares estdn oxidadas (Stadman, 1992). La

acumulacion de proteinas no funcionales puede provocar una disminucién de la eficiencia del
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metabolismo de las células (Tian y col., 1998).

Con respecto al ADN, el nivel de los productos de oxidacion son unas 16 veces mayor
en el ADN mitocondrial que en el ADN nuclear, pudiendo estar debido a la proximidad del

ADN al lugar de produccion de radicales libres (Saul y Gee, 1987).

La fluidez de las membranas celulares disminuye con la edad y esto en parte puede
deberse a la oxidacion de lipidos del plasma y de la membrana mitocondrial (Laganiere y Yu,
1993) durante el envejecimiento se acumulan productos derivados de la peroxidacion de las

membranas (Lippman, 1980) y proteinas aberrantes (Gafni, 1990).

La funcion mitocondrial decae con la edad debido a la oxidacion de proteinas, ADN y
lipidos lo cual disminuye la actividad y afinidad por los sustratos de las enzimas, provocando
dafio neurodegenerativo incluido la pérdida de la capacidad cognitiva (Floyd y Hensley,

2002; Milgram y cols., 2002).

2.7.1.3.3. EFECTOS SOBRE LOS LiPIDOS. PEROXIDACION LIPiDICA

La peroxidacion lipidica es la destruccion de los acidos grasos poliinsaturados en una
reaccion autocatalitica e incontrolada donde se forman hidroperoxidos y productos
secundarios (Sevaniam y Hochstein, 1985; Halliwell y Chirico, 1993). Las membranas
biologicas y las lipoproteinas plasmaticas son susceptibles de peroxidacién porque contienen
los sustratos necesarios para ello, como el acido linoleico, araquidénico y docosahexaenoico

(Cheeseman y Slater, 1993).

En la peroxidacion lipidica se produce la oxigenaciéon de acidos grasos

poliinsaturados (con 18 o mas atomos de carbono y con dos o mas dobles enlaces conjugados
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en cis tanto en la forma libre como esterificada) generandose peroxidos de acidos grasos

(Niki, 1987).

La peroxidacion de los acidos grasos modifica la estructura molecular de los lipidos
que los contienen y provoca un cambio conformacional que serd mas importante cuando los
lipidos sean integrantes de membranas y sobre todo en la membrana mitocondrial ya que el
mal funcionamiento de la fosforilacion oxidativa se asocia a destruccion de la membrana por

alteraciones en la fluidez y la pérdida de AG (Muggli, 1993; Lenaz, 1998).

Clasicamente el proceso de peroxidacion lipidica consta de tres etapas:

Iniciacion:

El mecanismo mas frecuente tiene lugar a partir de los radicales hidroxilo, generados
a través de la via de Fenton (Soule y col., 2007; Wilcox y Pearlman, 2008). La PL comienza
con la sustracion de un atomo de H de un acido graso (LH) para formar un radical lipidico
(Le). El radical iniciador debe ser una especie lo suficientemente oxidante para reaccionar
con los AG poliinsaturados, por ejemplo el radical hidroxilo (*OH) la mayoria de los
radicales peroxilo (ROOe¢) y la mayoria de los alcoxilo (RO¢). El radical anion superoxido
(027), no es lo suficientemente oxidante, pero su forma protonada (HO;*) es capaz de
promover la iniciacién, si bien a pH fisiologico estad a bajas concentraciones. Algunos
complejos metélicos también son capaces de iniciar la peroxidacion (Halliwell y Chirico,

1993).

El producto de la reaccion da rapidamente un dieno conjugado que reacciona
rapidamente para formar un radical peroxilo (LOQOe¢). Este radical puede reaccionar con otros
e iniciar una nueva cadena, que formara un hidroperéxido lipidico (LOOH) sobre el original
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AG poliinsaturado, considerado el primer producto de peroxidacion.

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

calcio (Yung-Suk y Akera, 1987; Halliwell y Chirico, 1993; Littarru y Battino, 1994).

Propagacion:

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

(Girotti, 1985; Kappus, 1985) (1).

(H)R'+0, ——> ROO"
(2)ROO" +RH —»ROOH + R’

(3)ROO" + RH — ROOR + H'

El radical peroxilo formado va a atacar a cualquier material peroxidable que esté a su
alcance. Puede actuar sobre una molécula lipidica, generando un nuevo radical centrado en el
carbono, que iniciaria a su vez la cadena de propagacion; también puede actuar adicionandose
a un doble enlace (2, 3). Los hidroperoxidos poliinsaturados se oxidan generando gran
nimero de productos de reaccion monoméricos y poliméricos (Frankel, 1991; Cheeseman y

Slater, 1993).

La magnitud de la cadena de propagacion depende de muchos factores, entre ellos el

indice de lipidos/proteinas de la membrana (a mayor cantidad de proteina mayor nivel de
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reaccion con ella), la composicion en acidos grasos, la concentracion de oxigeno, asi como la
presencia de antioxidantes que rompen la cadena de reacciones de la peroxidacion lipidica

(Halliwell y Chirico, 1993).

Esta etapa tiene la capacidad aparente para consumir todos los acidos grasos
disponibles en un sistema, aunque esto no suele ocurrir, gracias a las reacciones de
terminacion. Es obvio por tanto el dafio potencial de la peroxidacion lipidica (Cheeseman y

Slater, 1993).

Terminacion:

Las células tienen defensas contra los radicales libres como la eficiencia de la cadena
de transporte de electrones, para evitar la escapada de éstos y la formacion de O,". El cual es

eliminado por la superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa.

Las defensas antioxidantes juegan un papel preventivo en la peroxidaciéon lipidica
(Burton y cols., 1983; Vifia y cols., 1993). Las células vivas poseen una significativa defensa
que es la glutation peroxidasa selenio dependiente (Wendel, 1993) la cual reduce los

hidroperoxidos lipidicos a &cidos grasos hidroxilados.

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

menos reactiva (Halliwell y Gutteridge, 1984).

Una forma de parar la cadena es utilizando antioxidantes por ejemplo, a-tocoferol, 3-
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tocoferol y ubiquinona. La vitamina E intercepta un radical peroxilo y se convierte en un
radical libre fenoxilo. Este radical puede interceptar otro igual y terminar la reaccion y
también puede regenerarse con ascorbato o glutation (Burton, 1989; Kelso y cols., 2002;

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

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

capacidad para regenerar la membrana (Vifia y cols., 1993).

La finalizacion de la serie de reacciones en cadena, puede producirse por el
emparejamiento de dos radicales o por transferencia de un grupo entre ambos (Bast y
Steeghs, 1986). Ademas, cabe la posibilidad de que la reaccion de dos peroxidos lipidicos de
lugar a la formacion del singlete de oxigeno (Cheeseman y Slater, 1993; Halliwell y Chirico,

1993).

2.7.2. SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

2.7.2.1. INTRODUCCION

Una sustancia se define como antioxidante cuando es capaz de disminuir o inhibir el
dafio oxidativo sobre una molécula. Para la desintoxicaciéon de ERO los organismos han
desarrollando numerosos tipos de sistemas defensivos (Tabla XVI) de prevencion,
intercepcion 'y reparacion, formados por atrapadores y sustancias neutralizantes no
enzimaticas, asi como por sistemas enzimaticos entre los que estan las superdxido
dismutasas, glutation peroxidasas y la catalasa, entre otras. También otros sistemas

importantes son las reacciones de regeneracion y el sistema del glutation (Gutteridge y
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Halliwell, 1994; Camougrand y Rigoulet, 2001; Navarro y cols., 2001).

TABLA XVI. Tipos de defensas antioxidantes

NO ENZIMATICAS ENZIMATICAS
Endogenos:
Glutation Superéxido dismutasa (SOD):
NADPH 20,7+ 2H -~ H0, + O,
Coenzima Q
Albiimina
Ceruloplasmina Glutation peroxidasa (GPx):
H,0, + 2GSH - GSSG +2H,0
Exogenos:
Tocoferoles
Betacarotenos Catalasa (CAT):

Acido ascorbico
Licopeno

N- acetilcisteina

H,0, - H)O + %0,

Como se ha mencionado anteriormente, en la célula se forman continuamente

radicales libres frente a los cuales se debe actuar, por ejemplo: 1) formacién de O, en la

cadena de transporte electronico y citocromo Py4sy, por reacciones de autooxidacion y por la

accion de ciertas enzimas como la xantina-oxidasa, 2) formacion de H,O, por dismutacién

del O,y la accion de ciertas oxidasas, 3) formacion de HO™ por continua exposicion a bajas
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radiaciones (Lenaz, 1998).

Los sistemas defensivos pueden actuar capturando la mayor cantidad posible de
metales como el hierro y cobre en proteinas almacenadoras o transportadoras (Auroma y
Halliwell, 1987; Halliwell, 1988; Gutteridge y Halliwell, 1994; Halliwell y Gutteridge, 1999).
Un ejemplo es la transferrina, que tiene capacidad de unirse al hierro plasmatico de humanos
(Haliwell y Gutteredge, 1986), la ceruloplasmina y la albumina al cobre plasmatico

(Halliwell, 1988; Grootveld y cols., 1989; Gutteridge y Haliwell, 1994).

2.7.2.2. ESTRES OXIDATIVO Y METABOLISMO DEL HIERRO

El hierro tiene la capacidad de aceptar y donar electrones facilmente, por su
conversion entre férrico (Fe*") y ferroso (Fe*"). Esta capacidad hace que sea fisioldgicamente
indispensable, ya que participa en el metabolismo oxidativo, crecimiento y proliferacion

celular, asi como en el transporte (hemoglobina) y almacenamiento de oxigeno (mioglobina).

El hierro es un elemento que estd presente en todas las células del organismo,
formando parte de numerosas proteinas, algunas con actividad enzimatica y otras que
contribuyen al transporte de oxigeno o de electrones. El hierro también forma parte de
agregados moleculares que contribuyen al deposito de este mineral en el organismo, o a su

transporte plasmatico.

Sin embargo, el hierro también es bioquimicamente peligroso, por su interaccion con
el oxigeno, catalizando la conversion a peroxido de hidrogeno y a radical superdxido,
mediante su participacion en las reacciones de Fenton y Haber-Weiss, que terminan
generando radicales hidroxilos que inducen riesgos para las membranas celulares, proteinas

y ADN.

Las condiciones patoldgicas, el metabolismo del hierro y el del radical superoxido
estan intimamente vinculados. Cada uno puede exacerbar la toxicidad de los demés. La

sobrecarga de hierro puede amplificar los efectos nocivos de la sobreproduccion del radical
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superoxido. Ademas, el estrés oxidativo cronico puede modular la absorcion del hierro y su
almacenamiento, lo que puede llevar a efectos citotoxicos y mutagénicos (Emerit y col.,

2001).

Pero los organismos vivos se protegen del estrés oxidativo iniciado por el hierro
mediante varios mecanismos. Uno de ellos es prevenir el ataque oxidativo mediante las
proteinas secuestradoras de hierro, otra via es aumentando su absorcion y otro mecanismo es

a través de los mecanismos enzimaticos.

2.7.2.3. MECANISMOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

Un aumento de radicales libres en el organismo, produciria un desequilibrio entre las
moléculas oxidantes y reductoras, originando un estado de estrés oxidativo. Sin embargo, los
seres vivos y particularmente el ser humano, cuentan con multiples y eficientes mecanismos
de defensa antioxidante que actiian en funcién del tipo de especie daiiina y del lugar donde
esta se genera. Dentro de las células, el sistema antioxidante es principalmente de tipo
enzimatico y en el espacio extracelular, es decir, en los fluidos biologicos como el plasma, el
sistema antioxidante es de tipo no enzimatico. De este modo, contamos con antioxidantes

especificos capaces de actuar oportunamente en distintos lugares.

2.7.2.3.1 ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Las enzimas antioxidantes son el principal sistema de defensa frente al dafio oxidativo
y se encargan de eliminar las especies reactivas del oxigeno, especialmente el radical
superoxido y el peroxido de hidrégeno, para evitar que, a partir de estos, se generen otras
especies mas reactivas y peligrosas como el radical hidroxilo, el oxigeno singlete y el

peroxinitrito.
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2.7.2.3.1.1. SUPEROXIDO DISMUTASA (SOD)

La enzima superdxido dismutasa (SOD) fue descubierta, en eritrocitos, por McCord y
Fridovich en 1969, fue la primera enzima antioxidante descrita y constituye la primera fase
de la defensa antioxidante. Esta enzima, que cataliza la reaccion de destruccion de los
radicales superdxido mediante su transformaciéon en peroxido de hidrogeno y oxigeno
molecular, actia a valores de pH fisiologico, siendo su velocidad de catélisis maxima para
valores de pH comprendidos entre 7 y 9 (Aydemir y Tarhan, 2001). Esta reaccion se produce

de forma espontanea aunque de manera menos eficiente, ya que depende fuertemente del pH.

SOD
20, "+ 2H" > H,0, +0,

Esta presente en la mayoria de los organismos aerobicos y contiene en su estructura
metales esenciales para su funcion catalitica, segin los cuales hay varios tipos que catalizan

la misma reaccion (Gutteridge y Halliwel, 1994).

Los metales de la SOD reaccionan con O," ~ 'y con H', para formar H,O, y O,. La
rotura no enzimatica del O, ocurre también lentamente a pH 7.4, pero la enzima la acelera

10.000 veces (Fridovich, 1974).

En humanos, se diferencian tres formas de SOD que se clasifican segin su
localizacidn: la citosélica (Cu/ZnSOD), la mitocondrial (MnSOD) y la extracelular (ECSOD)
(Fattman y cols., 2003).

. La SOD citosolica posee dos subunidades idénticas que contienen Cu y Zn en
su centro activo, siendo el cobre responsable de la transferencia de electrones, mientras que el

Zn desempefia unicamente un papel estabilizador. La Cu/ZnSOD remueve el O,  de oxidasas
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citosolicas y de las enzimas del citocromo Py4so presentes en el reticulo endoplasmico de la

célula. Algunas SOD-Cu,Zn pueden estar presentes en peroxisomas.

. La MnSOD mitocondrial elimina el O, producido por la cadena de transporte
de electrones y por las oxidasas mitocondriales. Su contenido en tejidos es aproximadamente
la mitad de la Cu/ZnSOD sin embargo, la expresion de MnSOD es esencial para la
supervivencia y el desarrollo de resistencia celular a la toxicidad inducida por las ERO

(Matés y cols., 1999).

. La forma extracelular, al igual que la citosélica, contiene cobre y cinc en su
centro activo. Se localiza en el espacio intersticial de los tejidos y en fluidos extracelulares,

siendo la forma de SOD mayoritaria en plasma, linfa y fluido sinovial (Matés y cols., 1999).

2.7.2.3.1.2. CATALASA (CAT)

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de los tejidos de mamiferos que se
encuentra localizada en pequefios organulos llamados peroxisomas (80%) y en citosol (20%)
(Nieto, 1993), aunque también en tejido cardiaco se halla en la mitocondria a baja
concentracion (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995) donde ejerce un importante papel

antioxidante (Radi y cols., 1993).

La catalasa es una hemoproteina que cataliza la dismutacién del peroxido de
hidrogeno rompiéndolo directamente hasta oxigeno molecular y agua (Mathews y cols.,

2002).

CAT
2H,0p ————» 2H,0 + O,
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También tiene actividad peroxidante (Aeibi, 1984) produciendo la oxidacion de
donadores de hidrégeno como el etanol, metanol, acido féormico y fenoles con el consumo de

un mol de peréxido.

CAT
ROOH + AH, — ROH + H,O + A

La actividad predominante depende de la concentracion del donador de hidrégeno y
de la concentracidon o produccion de H,O, en el sistema. La catalasa tiene enorme capacidad
para destruir el H,O,, es una de las enzimas mas activas conocidas. De todas formas su
afinidad por el H,0O, es también baja y necesita elevadas concentraciones de H,O, para
actuar rapidamente (McCord, 1989; Cheeseman y Slater, 1993; Roberfroid y Buc-Calderon,
1995).

2.7.2.3.1.3. GLUTATION PEROXIDASA (GPx)

Se trata de una familia de enzimas que utilizan glutation (GSH) como donador de
hidrogeno y que pueden aceptar otros perdxidos organicos ademas del H,O, como sustratos
(Floh¢é y Gunzler, 1984; Sjodin y cols., 1990; Wendel, 1993). El radical R puede ser un grupo
alifatico, un grupo orgéanico aromatico o simplemente H. Los productos de reacciéon son H,O

y un alcohol (ROH) o una segunda molécula de H,O, cuando el sustrato es H,O,.

GPx
ROOH + 2GSH ——— > ROH + H,O + GSSG

GPx
H,O, + 2GSH —— 2 H,O0 + GSSG
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Los tejidos humanos contienen glutation peroxidasa, como la mayor enzima
eliminadora de peroxidos. La regeneracion del glutation oxidado es efectuada por la enzima

glutation reductasa (GR).

GSHR

GSSG + NADPH + H' > »GSH + NADP'

Hay dos grandes grupos de glutation peroxidasa, un primer grupo contiene
selenocisteina en su centro activo, siendo una enzima activa frente a hidroperoxidos y a H,O,,
el segundo grupo de enzimas no depende de Se para su catélisis y no es activa frente a H,O,

(Lawrence y Burk, 1976; Flohé y Gunzler, 1984; Sarma, 2008).

Floh¢ y Schlepel (1971) hallaron GPx en humanos, su localizacion subcelular es a
nivel de citosol y de matriz mitocondrial para los dos tipos y aunque tiene mayor afinidad por
el H,O, que la catalasa (Roberfroid y Buc-Calderon, 1995), presenta menor actividad que
¢sta a elevadas concentraciones (Chance y cols., 1979). Esto podria implicar que la GPx esta
mas adaptada a eliminar el H,O, que se produce en la cadena de transporte electronico

mitocondrial.

En mamiferos, se han encontrado cinco isoenzimas que se diferencian en su
localizacion y en el substrato especifico sobre el que actiian (Brigelious-Floh¢ y cols., 2002):
la citosodlica (cGPx), la gastrointestinal (GI-GPx), la extracelular (eGPx), la de hidroperéxido

de fosfolipidos (PHGPx) y la GPx-6.

La GPx citosolica es la mas abundante y se localiza en numerosos tejidos,
principalmente en eritrocitos, higado y riion. La PHGPx también presenta una amplia
distribucién y se expresa principalmente en el epitelio renal y en los testiculos. La forma
extracelular se encuentra mayoritariamente en plasma y en la mayoria de las secreciones
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corporales y la GI-GPx, ademés de en tracto gastrointestinal, también estd presente en higado
(Seiichiro y Nobumasa, 2000). La GPx-6 ha sido identificada recientemente, se expresa

exclusivamente durante el desarrollo en el epitelio olfatorio (Schomburg y cols., 2004).

2.7.2.3.2. ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Esta segunda defensa antioxidante estd formada por distintos compuestos

antioxidantes, endogenos y exogenos, que atrapan o neutralizan los radicales libres.

Tanto el GSH como otras moléculas que contienen tioles, tienen alto poder reductor y,
por consiguiente, poseen propiedades antioxidantes, ya que pueden cederle un electron a las
ERO y/o ERN, disminuyendo de esta forma su reactividad. Se dice que este tipo de
compuestos de bajo peso molecular actian como “atrapantes” de radicales libres. Entre ellos

podemos citar a la tiorredoxina (Trx) y a la vitamina C, E y A.

Los antioxidantes de origen enddgeno, como glutation, urato, ubiquinol y proteinas
plasmaticas, son sintetizados por el organismo humano, de modo que, cuando son

modificados, se ponen en funcionamiento mecanismos de sintesis para reemplazarlos.

Entre las defensas antioxidantes no enzimaticas, tiene un lugar predominante el
glutation en su forma reducida (GSH). Esta pequefia molécula protege a la célula contra
diferentes especies oxidantes, es el antioxidante que se encuentra en mayores concentraciones

intracelulares.

El GSH mantiene el balance redox en la célula y la protege del estrés oxidativo
actuando como cofactor de la GPx en la eliminaciéon del H,O,, reaccionando directamente
con radicales libres como el aniéon superdxido, el oxido nitrico y el radical hidroxilo, y
ayudando en la recuperacion de las vitaminas C y E, otros antioxidantes que participan en la
eliminacion de radicales. También, participa en procesos de detoxificacion de muchos
compuestos xenobioticos, controla la permeabilidad de las membranas y el transporte de

aminoacidos (especialmente la cisteina), y actia como cofactor de diversas enzimas que
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intervienen en el proceso de sintesis de proteinas, ADN y ARN (Martinez y cols., 2006).
Ademas, interviene en el metabolismo de los leucotrienos y las prostaglandinas, la funcion

inmunolodgica y la proliferacion celular (Fulbert y Cals, 1992; Bray y Taylor, 1993).
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se han usado 60 ratas (Ratus novergicus, raza Wistar albina) con un peso inicial
aproximado de 45-50 g, procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad
de Granada. Los procedimientos de manejo y cuidado animal, asi como los protocolos
experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Granada, de

acuerdo con las Directrices Comunitarias de la Unién Europea.

Las ratas son divididas al azar en seis grupos: tres grupos controles, que reciben la dieta
AIN-93G (Reeves y col.,, 1993) con un nivel adecuado de Fe y tres grupos anémicos
alimentados con la misma dieta, pero con bajo nivel de Fe (Pallarés y col., 1993), durante 20, 30
0 40 dias. La Figura XII Muestra el disefio experimental del estudio.

FIGURA XII. Disefio experimental del estudio:

PERIODO EXPERIMENTAL

(n =60)
_—l Sacrificio de 10 controles Sacrificio de 10 controles Sacrificio de 10 controles
‘:r y 10 anémicas ¥ 10 anémicas y 10 anémicas
Dias del estudio : : :
{ Y Y Y
|
0* 10 204 30% 40+
. .
. .
. .
. .
. : H
LmnsnnTaaTRTRsTTTe DietaAIN93 G = essscssssssssssssnsnssnssnnns H
Contenido normal de Fe Bajo contenido de Fe
(45 mg/Kg dieta) (5 mg/Kg dieta)
para ratas controles para ratas anémicas

[ I W Ensayos de balance: dias 13a20, 23a30y 33 a 40.
* Sangre para determinacion de parametros hematologicos.
*, Sangre y fracciones citosolicas para determinacion de enzimas antioxidantes y hematologia.
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Las ratas se alojan en células individuales de metabolismo situadas en una habitacion
aireada y termorregulada (21 £ 2°C) con fotoperiodo controlado de 12 horas (luz-oscuridad) y
un 55-60% de humedad relativa. Los animales reciben agua bidestilada y dieta “ad libitum”
durante todo el periodo experimental. 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 alimentadas con dieta estandar AIN-93G (Reeves y col., 1993), pero con bajo
contenido en Fe (5 mg Fe/kg dieta). La dieta baja en Fe utilizada para inducir la anemia se
obtuvo omitiendo el Fe del suplemento mineral de la dieta. El grupo control recibi6é la misma

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

Los tltimos 7 dias de cada periodo experimental (de los dias 13 a 20, 23 a 30 y 33 a 40)
se realizan estudios de balance (Thomas-Mitchell, 1923). Diariamente se controla la ingesta,
ademas de recolectar por separado heces y orina. La orina se recolecta sobre una solucion acida

de HCI y se conserva en el frigorifico a 4 + 2 °C hasta su posterior andlisis. Las heces se

conservan en un congelador a -20 + 2 °C para su posterior analisis.

En los dias 0, 20, 30 y 40 se toman muestras de sangre de la vena caudal en tubos que

contienen EDTA como anticoagulante para el control hematoldgico de la anemia.

Tras el periodo principal, todos los animales son sacrificados los dias 20, 30 6 40 de la
experiencia. Se anestesia el animal con pentobarbital sodico (SIGMA, St Louis, MI, USA) a una
dosis de 5Smg/100g de peso por via intraperitoneal y se canula la aorta abdominal, obteniéndose

una alicuota de sangre en tubos con anticoagulante (EDTA) para determinar: recuento de
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hematies, volumen corpuscular medio (VCM), Hemoglobina corpuscular media (HCM)
hemoglobina (Hb), hematocrito y plaquetas. El resto de sangre se centrifuga a 3000 r.p.m.
durante 10 minutos y se obtiene el plasma para analizar la actividad de especies reactivas al
acido tiobarbitircio (TBARS) y la superoxido dismutasa (SOD). Otra alicuota de sangre se
recoge en tubos sin anticoagulante y se centrifuga a 3000 r.p.m. durante 10 minutos y con una

pipeta pasteur se extrae el suero y se determinan niveles de Fe, ferritina y TIBC.

Ademas, seran extraidos higado y cerebro para la obtenciéon de homogenados que
posteriormente seran procesados para obtener citosol de cada tipo celular. En la fraccion
citosolica de eritrocitos, higado y cerebro se realizara el estudio de las enzimas antioxidantes
catalasa (CAT) y glutation-peroxidasa (GPx). La SOD y TBARS se determinan en plasma.

Todas las muestras son conservadas a -80 °C hasta el analisis enzimatico.

En cada uno de los experimentos se han llevado a cabo las siguientes determinaciones
analiticas:
- Dietas: humedad, Ca, P, Mg, Fe, Zny Cu
- Heces: humedad, Ca, P, Mg, Fe, Zn y Cu.
- Orina: Ca, P, Mg, Fe, Zn y Cu.
- Suero: Fe, transferrina, ferritina y TIBC
- Sangre periférica: determinacion de hemoglobina, recuento de hematies, hematocrito, VCM,
HCM vy plaquetas.

- Citosol de eritrocitos, higado y cerebro: CAT y GPx
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- Plasma: SOD y TBARS.
3.2. DIETAS UTILIZADAS

Las dietas semisintéticas estan elaboradas de acuerdo con la siguiente composicion:

DIETAS CON CONTENIDO NORMAL O BAJO EN Fe

CANTIDAD
(g/Kg dieta)
Proteina
-Caseina 200
Grasa
-Aceite de oliva 70
Hidratos de Carbono
-Almidon de maiz 501
-Sacarosa 100
Fibra
-Celulosa micronizada 50
Corrector Mineral® 35
Corrector Vitaminico 10
Cloruro de Colina 23
L-Cisteina 1.5

*Con o sin fuente de Fe (citrato férrico)

Los correctores vitaminico y mineral utilizados en las dietas han sido elaborados de

acuerdo a las recomendaciones del IAN (1993).
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CORRECTOR VITAMINICO

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

CORRECTOR MINERAL

g/Kg de
corrector
Carbonato cdlcico anhidro (40.4% Ca) 357.000
Fosfato potdsico monobadsico (22.76% P; 28.73% K) 250.000
Cloruro Sédico (39.34% Na; 60.66% Cl) 74.000
Sulfato potasico (44.87% K; 18.39% S) 46.600
Citrato potdsico monohidratado (36.16% K) 28.000
Oxido de Magnesio (60.32 % Mg) 24.000
Citrato férrico (16.5% Fe) U 6.0600]
Carbonato de cinc (52.14% Zn) 1.650
Carbonato de manganeso (47.79% Mn) 0.630
Carbonato cuprico (57.47% Cu) 0.300
loduro potasico (59.3% 1) 0.010
Selenito sodico anhidro (41.79% Se) 0.010
Paramolibdato de amonio tetrahidratado (54.34% Mo) 0.008
Sacarosa finamente dividida c.s.p. 1000

[JLa dieta con bajo contenido en Fe no lleva adicionado citrato férrico.
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Los requerimientos de Ca, P, Mg, Fe, Zn y Cu para la rata son:
-Calcio: 5000 mg/Kg dieta
-Fostforo: 3000 mg/Kg dieta
-Magnesio: 513 mg/Kg dieta
-Hierro: 45 mg/Kg dieta
-Cinc: 35 mg/Kg dieta

-Cobre: 6 mg/Kg dieta

Se han determinado las concentraciones de Ca, P, Mg, Fe, Zn y Cu en las dos dietas

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

DIETAS CON CONTENIDO NORMAL DE HIERRO (mg/Kg dieta)

Ca P Mg Fe Zn Cu
5250 3240 528 44.71 38.41 5.87
DIETAS CON BAJO CONTENIDO DE HIERRO (mg/Kg dieta)

5155 3325 525 6.31 39.12 5.94
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3.3. TECNICAS ANALITICAS

3.3.1. MATERIA SECA

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

la dieta y heces.

3.3.2. MATERIA GRASA

El contenido graso de la dieta fue determinado tras hidrdlisis hidroclérica por extraccion

con éter de petrdleo (Sanderson, 1986).

3.3.3. CONTENIDO EN NITROGENO

El contenido en nitrégeno de la dieta se determino por el método Kjeldahl usando un

factor de conversion de 6.25 (Kjeldahl, 1883).

3.3.4. MINERALES TOTALES

Se determinan por mineralizacion total de la muestra por via himeda de un gramo de
muestra (en el caso de la dieta y heces). La muestra se coloca en un vaso de precipitado, se

afiaden 10-12mL de 4cido nitrico concentrado (riqueza del 69%) y se tapa con un vidrio de reloj.
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Se coloca en un bafio de arena (Selecta, Barcelona, Espafia) a una temperatura de 70-80 °C y se
espera la aparicion de vapores rojizos/anaranjados de 6xido nitrico. Se afiaden 2mL de nitrico a
la muestra, tantas veces como se necesario hasta la aparicion de vapores blanquecinos. En este
momento se comienza a anadir 10mL de mezcla nitrico/perclérico (4:1, v/v) en alicuotas de 2
mL cada vez, hasta completar la mineralizacion. Una vez finalizada la mineralizacion, se deja
enfriar, se filtra en papel Whatman del n° 41 (libre de cenizas), y se enrasa hasta un volumen
final de 25 mL en un matraz aforado. Como resultado final obtenemos una solucion transparente

que emplearemos en la posterior determinacion de minerales.

3.3.4.1. HIERRO, CALCIO, MAGNESIO, COBRE Y CINC

Las concentraciones de Fe, Ca, Mg, Cu y Zn en dieta, heces y orina, se determinan por
espectrofotometria de absorcion atdémica (PERKIN ELMER 1100B, Norwalk, USA) a partir de
una muestra adecuada, previamente mineralizada por via himeda y diluida convenientemente,
comparandose frente a una serie de patrones de concentracion conocida. En la espectroscopia
atomica se consigue que los atomos individuales de una especie interactiien con la radiacion

electromagnética.

3.3.4.2. FOSFORO

La concentracion de P en la dieta, heces y orina se analiza por espectrofotometria visible

mediante la técnica de Fiske-Subbarow (1925).
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3.3.5. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

La determinacion de hemoglobina, hematocrito, recuento de hematies, VCM, HCM y
plaquetas es efectuada en los dias 0, 20, 30 y 40 a partir de sangre periférica obtenida de la vena
caudal y recogida en un tubo con EDTA. La determinacion de la hematologia se ha llevado a

cabo con un autoanalizador hematolégico SYSMEX KX-21 (Sysmex, Tokyo, Japan).

3.3.6. FERRITINA SERICA

Los niveles de ferritina sérica se determinan usando el kit comercial Rat Ferritin
ELISA (Biovendor Gmbh, Heidelberg, Germany). Los patrones, calibradores, controles y
muestras se mezclan con la solucion de trabajo. Posteriormente, las muestras convenientemente
diluidas se incuban en microplacas con pocillos recubiertos de anticuerpos altamente especificos
contra la ferritina de rata, durante 2 h a temperatura ambiente, procediendo posteriormente a la
aspiracion y lavado de los pocillos. Tras este paso, se procede a la adicion de la solucion
enzimatica que se unira selectivamente a los pocillos y tras un ultimo lavado, el color se
desarrolla usando un sustrato cromogeno (3,3°,5, 5’-tetrametilbenzidina, TMB). La absorbancia
de la reaccion se monitoriza en un lector de microplacas a 450 nm, usando un lector de
microplacas (Bio-rad Laboratories Inc., California, USA) en un plazo de 30 min. La intensidad

de color desarrollada es inversamente proporcional a la concentracion de ferritina sérica.
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3.3.7. HIERRO SERICO, TIBC (CAPACIDAD TOTAL DE UNION AL HIERRO) Y

PORCENTAJE DE SATURACION DE LA TRANSFERRINA

Para calcular la tasa de saturacion de transferrina, primero se determina el TIBC
colorimétricamente y los niveles de Fe sérico enzimaticamente, usando un kit comercial Iron
and total iron-binding capacity (Sigma Diagnostics, St. Louis, MI, USA). El ensayo se adapta a
microplacas, usando 50 pL de suero en 250 uL de tampon mas SuL de reactivo cromégeno. La
absorbancia de la reaccion se monitoriza en un lector de microplacas a 550 (Bio-rad
Laboratories Inc., California, USA). El porcentaje de saturacion de la transferrina se calcula

usando la siguiente ecuacion:

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

3.3.8. OBTENCION DE MUESTRAS DE CITOSOL ERITROCITARIO, HEPATICO

Y CEREBRAL

Se llevaron a cabo distintas centrifugaciones diferenciales para separar las fracciones
citosolicas de eritrocito, higado y cerebro de acuerdo al procedimiento descrito previamente
(DeSandro y col., 1991). Las muestras de higado y cerebro son homogenizadas, tras la
adicion de 4 mL de tampon de sacarosa en el caso de los cerebros y tampon sacarosa-
albumina para los higados. Ambos organos fueron fraccionados con una cuchilla automatica

(Polytron-Vertrieb GmbH, Langwiesenweg, Deutschland) y homogeneizados en un Poter con
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piston de teflon (Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Germany). Para la obtencion de
sobrenadantes y pelet se centrifugd a 2500 rpm durante 10 minutos en una centrifuga J2-21
(Beckman, Brea, CA, USA) a una temperatura de 4 °C, los sobrenadantes obtenidos de ambos
organos fueron filtrados con gasa y ambos centrifugados a 8000 rpm durante 20 minutos. Los
pellets obtenidos fueron guardados en hielo y oscuridad y los sobrenadantes fueron
centrifugados a 10000 rpm durante 10 minutos de los cuales se obtuvieron los citosoles de
cerebros e higados. Los pellets obtenidos se unieron a los guardados y se resuspendieron en
25 mL de tampdén de sacarosa y centrifugados a 12000 rpm durante 10 minutos. Los
sobrenadantes obtenidos se desecharon dejando solamente los pellets para la obtencion de
membranas mitocondriales de ambos 6rganos, que fueron resuspendidos en 2 mL de tampon

de sacarosa para luego ser homogeneizados y congelados en sus respectivos viales a -80 °C.

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

de la hemolisis de eritrocitos incoloro, que corresponde a la fraccion citosolica.
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3.3.9. DETERMINACION DE PROTEINAS

La analitica para la cuantificacion del contenido proteico de las distintas fracciones
celulares se realiza mediante el método de Lowry y col., (1951), se basa en dos reacciones
complementarias: 1) los grupos NHj3 de las proteinas dan coloracion violeta al reaccionar con
el reactivo de Biuret y 2) los grupos OH reductores (fenolicos) dan color azul con el reactivo

de Folin. Se mide la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 640 nm.

Los reactivos utilizados son:

* Tampon sacarosa.

* Reactivo de Folin comercial, diluido a la mitad con agua bidestilada.

* Reactivo Biuret extemporaneo (compuesto por solucion A: CO3NA; al 2 % en una
solucion de NaOH 0.IN y solucion B: SO4Cu 5H,0 al 5 % vy tartrato sodico al 1 %,

mezcladas ambas en proporcion 50/1).

Para la realizacion de la técnica partimos de 15pl de muestra, completando hasta 1 mL
con tampon sacarosa, seguidamente se anadieron SmL de reactivo de Biuret, se agitd y se
esperd 15 minutos en oscuridad, tras ésto se afiadieron 0,5mL de reactivo de Folin diluido, se

agitd y se espero 20 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.
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Se procedid a la lectura de la absorbancia en un espectrofotdometro a 640nm
(Thermospectronic, Genesys 2). De cada muestra se hicieron dos determinaciones y se hall6 la
media. Para el calculo de la concentracién proteica se realizd previamente una curva de
calibrado a partir de una solucién de proteina de albumina sérica bovina (Sigma, St Louis, MO,
USA) de 500 pg/mL haciendo diluciones con el tampdn sacarosa. La concentracion se

determind aplicando una regresion lineal a la curva de calibrado.

3.3.10. DETERMINACION DE ESPECIES REACTIVAS AL ACIDO

TIOBARBITURICO (TBARS)

La peroxidacion lipidica se evalia en plasma determinando la concentracion de
TBARS, siguiendo el método descrito por Yagi (1976) y Ohkawa y col. (1979). 0.5 mL de
plasma se mezclan con 1 mL de 4cido tricloroacético al 15 %  (Sigma-Aldrich, Buchs,
Switzerland) y se centrifuga a 80 g durante 10 min. 1 mL de sobrenadante se mezcla con 1
mL de reactivo TBA (0.67 %) y la mezcla fue mantenida en un bafio a 100 °C durante 20
min. El producto de la reaccion se extrae y se mide mediante analisis espectrofotométrico
(Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA) a 532 nm. El ensayo se calibra usando una curva

de tetraetoxipropano (Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland) como fuente de malondihaldehido.
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3.3.11. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

3.3.11.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD CATALASA

Se ha determinado mediante la técnica descrita por Aebi (1984). La accion catalitica
de esta enzima consiste en descomponer el H,O, en H,O y 0O,. Es un método
espectrofotométrico que monitoriza el descenso de absorbancia a 240 nm (Thermospectronic,
Rochester, USA), region del UV, durante 15 segundos, debido a la disminucién en la

concentracion de H,O,.

El esquema de la reaccion catalizada por esta enzima fue la siguiente:

Catalasa

2 H,0, > H,0 + %0,

(Monitorizacion | Absorbancia a 240nm durante 15s)

Los reactivos utilizados fueron los siguientes:
* Tampoén fosfato compuesto por KH,POs; 50mM y NaHPO4.2H,O 50mM en
proporcién 1:1,5 v/ivapH 7.

e Solucidén de H,O, al 30 %.
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La técnica consistio en mezclar en una cubeta de plastico 50 pl de muestra tanto para
citosol de higado, cerebro como eritrocito, junto con 1950 pl de tampodn fosfato, se agitod y se
pasé a una cubeta de cuarzo. Una vez en el espectrofotometro se afiadieron 1000 pl de

solucion de H,O, al 30 %, el volumen final en la cubeta fue de 3mL.

Para el calculo de la actividad se tuvo en cuenta el volumen final y el volumen de

muestra, asi como la cantidad de proteinas por mL en la muestra, se calcula segun la formula:

mU/mg proteina = [AA(min) - Vf/e-d-Vm-C]-D
Donde:
mU = pmol/minuto
AA(min) = incremento de absorbancia de la muestra por minuto, valor absoluto.
Vf = volumen final en mL en la cubeta.
€ = coeficiente de extincion molar del H,O, (¢ = 0,0394 mM! cm'l).
d = paso de luz de la cubeta, Icm.
Vm = volumen de muestra (homogeneizado diluido) en la cubeta (mL).
C = concentracion de proteinas de la muestra (mg proteina/mL).

D = dilucion del homogeneizado.
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3.3.11.2 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD GLUTATION PEROXIDASA

La enzima glutation peroxidada (GPx) cataliza la reduccion de los peroxidos
organicos y del perdxido de hidrégeno en una reaccion en que interviene el glutation. La
determinacion de la GPx se realiza a partir del método, ligeramente modificado, descrito por
Floh¢ y Giinzler (1984) que consiste en determinar el descenso enzimatico dependiente e
independiente de NADPH y el descenso no enzimatico. El esquema de la reaccion catalizada

por esta enzima fue la siguiente:

Glutation peroxidasa

ROOH » ROH + 4H,0
2 GSH GSSG
NADP+H, | \ NADPH | + H,

Glutation reductasa

Para ello se realiza una monitorizaciéon continua de formacién de glutation oxidado
(GSSG). El GSSG formado durante la reaccidon catalizada por la glutation peroxidasa es
instantdneamente y continuamente reducido por un exceso de glutation reductasa a un nivel
constante de glutation reducido (GSH). La oxidacion asociada de NADPH es monitorizada

fotometricamente.

Los reactivos utilizados son los siguientes:

* Buffer fosfato potasico 0.1 M, pH 7.0, conteniendo EDTA 1mM y azida s6dica ImM.

130



MATERIAL Y METODOS

* Glutation reductasa 2.4 U/mL en tampo6n sin azida.

* Glutation reducido 10mM en tampon fosfato.

* NADPH 1.5 mM en tampon NaHCOs al 0.1%.

* Cumeno hidroperoxido (80%) 12mM.

Determinacion del descenso enzimatico:

En la placa falcon® se adiciona 127,5 pL de buffer fosfato, 25 pL de glutation
reductasa, 25 uL de GSH, 25 uL NADPH y 25 pL. de muestra. Se incuba tres minutos a 37°C.
A continuacion se adiciona 25 plL de cumeno hidroperdxido, previamente precalentado a 37 °C.
Al blanco se le adiciona 25 pL de buffer fosfato. Se monitoriza el descenso durante tres minutos

del NADPH a 340nm en un lector de microplaca y en presencia de un blanco.

Determinacion del descenso no enzimatico:

Para eliminar el descenso no enzimadtico, se procede de la misma manera pero se
reemplaza la muestra por buffer y se lee frente a un blanco sin muestra, ni cumeno. El dato
obtenido en esta determinacion se resta al obtenido en la determinacidn anterior, obteniendo asi

el descenso enzimatico dependiente de NADPH.
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3.3.11.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD SUPEROXIDO DISMUTASA

La actividad superéxido dismutasa (SOD) fue determinada de acuerdo al método de
Crapo y col. (1978). Se basa en la inhibiciéon producida por la SOD en la reduccion del

citocromo ¢, medida mediante espectrofotometria a 550 nm.

La enzima SOD esta encargada de la formacion de H,O, y O, a partir del radical

superoxido.

La reaccion catalizada por esta enzima es la siguiente:

SOD
20, +2H' > H,0,+0,

Los reactivos utilizados fueron los siguientes:
* Tampon carbonato/bicarbonato de sodio 20 mM con un pH 10, conteniendo EDTA
1mM y azida sodica 10” M.
* Una solucion de xantina 0,5 nM en tampon.
* Solucioén de citocromo ¢ de 0,1 M en tampdn.

* Xantina-oxidasa de 0,2 U/mL en tampon.
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En una cubeta se depositan 100 pl de solucion de citocromo c, 100 pl de solucion
xantina, 650 ul de tampdn con azida y el volumen de muestra correspondiente a 100 pg de
proteina de citosol. A continuacidn, una vez agitada, se inicia la reaccion agregando 100 pl
de xantina oxidasa, observandose durante 1 minuto la disminucion de absorbancia a 550 nm

por medio del Time Drive y a una temperatura de 25 °C.

Para medir la reduccion neta del citocromo ¢ (en ausencia de SOD), se realiza una
medida de referencia que se procesa de la misma forma pero no contiene muestra, de forma
que se producira la reduccion del citocromo ¢ debida a la accion de los radicales superoxidos

formados por el sistema xantina/xantina oxidasa.

Las muestras problemas se miden frente a su blanco, que se procesa de la misma

forma pero la reaccidon no se inicia con la adicion de xantina oxidasa.

Su interpretacion se hizo considerando el descenso del citocromo ¢ como el 100%,
definiéndose una unidad de SOD como la cantidad de enzima que produce la inhibicion de un
50 % de la reduccion del citocromo c. Por lo tanto, el valor encontrado para el incremento en
la reduccion de la absorbancia del citocromo ¢ (en un intervalo entre 0,025 y 0,05 U)
correspondera al 100 % de la actividad. Calculandose entonces el porcentaje correspondiente

a la absorbancia encontrada para cada muestra, relacionadas con su equivalente en unidad.
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3.4. INDICES BIOLOGICOS

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

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

C.D.A.ZéxIOO
1 I
A=1-F
* Balance (B):
B=I1-(F+U)

* Ratio retencion frente a ingesta (R/I):

%R/ =1—(F+U)x 100/

Las siglas empleadas en estas formulas, son las indicadas por la FAO/OMS (1966):

A = Absorbido

I = Ingerido

F = Excrecion fecal

U = Excrecion urinaria

B = Balance
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3.5. CONTROL DE CALIDAD

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

valores derivados del andlisis de este material de referencia son:

- Ca: 13.21+ 0.15 mg/g (valor certificado: 13.49 + 0.10 mg/g).
-P:10.97 +£ 0.17 mg/g (valor certificado: 11.10 + 0.13 mg/g).

- Mg: 1.238 + 0.030 mg/g (valor certificado: 1.263 + 0.024 mg/g).
- Fe: 2.23 £ 0.29 pg/g (valor certificado: 2.32 £ 0.23 pg/g).

- Zn: 139 £ 2 mg/kg (valor certificado: 143 + 4mg/kg).

- Cu: 180 £ 4 ng/g (valor certificado: 187 £+ 3 ng/g).

En nuestro caso, tanto la desviacion estandar de la media de los patrones primarios entre

ellos, como en relacion con las muestras problema no fueron significativos en ninglin caso a lo

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

Todos los analisis se han efectuado con el paquete estadistico “Statistical Package for
Social Sciences” (SPSS, version 15.0, 2008; SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Para comparar
las diferencias entre grupos controles y anémicas se ha utilizado el test de la “¢ de Student”. El
analisis de la varianza One-Way ANOVA ha sido utilizado para comparar los diferentes
periodos (20, 30 y 40 dias) en los dos grupos de animales controles y anémicos. Cuando los
efectos principales y sus interacciones eran significativas, las medias individuales se
compararon con el test de Tukey. Los datos fueron analizados estadisticamente mediante Two-
Way ANOVA para determinar los efectos de la ferrodeficiencia, el tiempo (20, 30 6 40 dias) y
sus interacciones (ferrodeficiencia x tiempo). El nivel de significacion se considero significativo
para todos los tratamientos estadisticos a un nivel de P < 0.05. Todos los datos son

expresados como el valor medio con sus respectivos errores estandar.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TABLAS

Tabla 1. Evolucion de los cambios ponderales e ingesta de alimento en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (n=20) Dia 30 (n=20) Dia 40 (n=20) Efecto del tiempo
C (n=10) A (n=10) C (n=10) A (n=10) C (n=10) A (n=10)
Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P C(m=30) A (n=30)
A‘z;gfs“ 32 02° 31 02 NS 52 03° 33 03 001 54 02 26 03 0001 001 NS
Ingesta de
alimento 149 06° 134  03% 005 176  0-8° 154 078 005 170 0-6° 149 048 0-01 0-01 0-01
(g/d)

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media.

*® Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos C dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).
AB-Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

NS, no significativo
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Tabla 2. Evolucion de los parametros hematologicos en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (n=20) Dia 30 (n=20) Dia 40 (n=20) Efecto del tiempo
C (n= 10) A (n=10) C (n= 10) A (n= 10) C (n=10) A (n=10)
Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P C(»m=30) A »=30)
ComEET i 123 6 99 34 0-001 116 7 85 48 0001 126 4 72 2¢ 0001 NS 0-01
Hb (g/1)

He“‘(?,;)")c““’ 463 25 262 13 0001 476 33 289 17 0001 496 24 236 16 0001 NS NS
fgfg}i‘/:e)s 65 04 53 038 001 65 04 6-0 0-3* NS 77 03 5.1 028 0001 NS 0-05
‘E&I‘)’I 712 30 491 08 0001 734 06 483 10 0001 724 09 488 13 0001 NS NS
ffl?gl;’[ 189 03 176~ 02* 0001 181 04 147 02 0-001 185 04 140 028 0001 NS 0-001
Pﬁg},‘fL‘;s 703 66° 1224 25% 0001 694 60° 1336 178 0001 688  39° 2026 13 0-001 NS 0-001
Le(‘l‘g‘g’/cL‘t)"s 68 0.5 68 06 NS 7.1 08 96 06 001 79 07 89 13 NS NS 0-001
Lo e(:;l‘)c" 1300 103° 145 8 0001 903 95° 164 10 0001 1200 99° 181 18 0002 001 NS

TIBC a A b B ® C
(ng/L) 4560 110 7450 104*  0-001 3840  151° 10780  204% 0001 3250 98 14500 305 0-001 0-001 0-001
Tm"(soif)r rna 293 1-0° 2:0 001" 0001 235 10° 1.6 0.01®  0-001 403 2:9° 1-4 0-01¢  0-001 0-01 0-001
L ‘z;;‘/t:;a 957 63° 255 2.54 0-001 782 37° 234 .14 0001 802  2.4° 193 178 0001 0-01 0-05

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media.

“b¢para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos C dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).
ABLPara el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).
NS, no significativo
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Tabla 3. Evolucion de la utilizacion nutritiva de Fe en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (1= 20)

Dia 30 (n=20)

Dia 40 (n= 20)

Efecto del tiempo

C (n= 10) A (n=10)

C (n= 10) A (n= 10)

C (n= 10)

A (n=10)

Media EEM  Media EEM P

Media EEM Media EEM P

Media EEM  Media EEM P

C(n=30) A (n=30)

Ingesta de

Fe 669  26° 67 1* 0001 792 35 77 4% 0001 766 26" 75 28 0001 0-01 0-01
(ug/d)
F(;;‘;;*)‘l 491 34 46 06* 0001 563 21° 50 1B 0001 557 P 46 1* 0001 0-05 0-01
?:/)‘;‘ 27 3 32 22 NS 29 1 35 2% 001 27 3 38 2% 0001 NS 005
0
Fe
urinario 26 04 111 0-1* 0-001 33 02 15 028 0001 27 02 111 01% 0001 NS 0-001
(ng/d)
(1}//1) 27 3 30 28 NS 28 1 33 288 0:05 26 3 36 282 001 NS 0-01
0

Los resultados estan expresados como valor medio y error estindar de la media.
“>Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos C dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).
A8 Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

NS, no significativo
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Tabla 4. Evolucion del contenido de Fe en higado y cerebro de ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (n=20) Dia 30 (n=20) Dia 40 (n=20) Efecto del tiempo
C (n= 10) A (n= 10) C (n= 10) A (n= 10) C (n= 10) A (n= 10)
Media EEM  Media EEM P Media EEM  Media EEM P Media EEM  Media EEM P C(m=30) A (n=30)
Higado A ) A . 13 .
(ug/g SS) 423 65 107 8 0-001 380 19 114 7 0-001 405 46 149 7 0-001 NS 001
Cerebro 121 12 34 2 0001 110 4 37  2* 0001 123 12 53 3® 001 NS 0-01
(ng/g SS)

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media.
AB-Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).
NS, no significativo
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Tabla 5. Evolucion en la utilizacion nutritiva de Ca en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (n=20) Dia 30 (n=20) Dia 40 (n=20) Efecto del tiempo
C (n= 10) A (n= 10) C (n= 10) A (n= 10) C (n= 10) A (n= 10)
Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P C (n=30) A (n=30)
Ingesta de
Ca 743 2:9° 669 13* NS 880 38 772 37 NS 851 29 745 2% NS 0-01 0-01
(mg/d)
C(f:l;;;" 183 09 202 26" NS 229 26 327 2% 0001 225 1-7 387 128 0001 NS 0-01
((33/)‘)‘ 754 08 694 42% NS 744 2 578 118 0001 737 13 479 14 0-001 NS 0-001
0
Ca
urinario 4 1-2 31 03 NS 34 0-7 32 05 NS 3 0-7 29 05 NS NS NS
(mg/d)
(1}/’1) 70-1 15 647 42* NS 705 18 536 158 0001 69-8 13 449 14 0001 NS 0-001
0

Los resultados estan expresados como valor medio y error estindar de la media.
*“® Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos C dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).
ABCPara el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

NS, no significativo
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Tabla 6. Evolucion en la utilizacion nutritiva de Cu en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (1= 20)

Dia 30 (n=20)

Dia 40 (n= 20)

Efecto del tiempo

C (n= 10)

A (n=10)

Media EEM

Media EEM Media EEM Media EEM Media EEM

Media EEM P

C(n=30) A (n=30)

Ingesta de 892  34*
Cu
(ug /d)

3-5° 89.4 245 005

Cu fecal 563 1-6°
(pg /d)

2:9° 633 0-8° NS

CDA 364 25
(%)

29 1-3 0-01

Cu 57 0-8
urinario
(ng /d)

5 0-2 NS

0-01 0-01
0-05 0-01
NS NS
NS NS
NS NS

R/ 302 19
(%)

234 14 0-001

Los resultados estan expresados como valor medio y error estindar de la media.

“>Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos C dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).
A8 Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

NS, no significativo
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Tabla 7. Evolucion en la utilizacion nutritiva de Zn en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)
Dia 20 (n=20) Dia 30 (n=20) Dia 40 (n=20) Efecto del tiempo
C (n=10) A (n=10) C (n=10) A (n=10) C (n=10) A (n=10)
Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P C((n=30) A @m=30)
Ingesta de
Zn 5204  20° 4681 91" NS 6159 269° 5403 256 005 5956 20-5° 521.6 139 0:01 0-01 0-01
(ng/d)
Zn fecal a A b B b B
(g /) 329 123 3093 6 NS 390-2 1-4 367-4 182 NS 3786 29 366-4 67 NS 0-05 0-01
((::/):; 366 1-8 339 09 NS 37 19 3119 21 NS 362 1-4 29-5 17 0-001 NS NS
Zn
urinario 89 12 9-5 1 NS 9-6 09 89 0-8 NS 10-3 1-1 13-7 0-8 0-05 NS NS
(ng /d)
(R;/{)I) 349 18 319 09 NS 35-4 1-8 30-2 22 NS 34-5 1-4 269 17 0-001 NS NS

Los resultados estan expresados como valor medio y error estindar de la media.
“>Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos C dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

A8 Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

NS, no significativo
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Tabla 8. Evolucion en la utilizacion nutritiva de P en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (n=20) Dia 30 (n=20) Dia 40 (n=20) Efecto del tiempo
C (n= 10) A (n=10) C (n=10) A (n=10) C (n=10) A (n=10)
Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P C(n=30) A @m=30)
Ingesta de
P 46 17 40-1  0-8% NS 52:8° 23 463 22° 005 51 1-8° 447 12% 001 0-01 0-01
(mg/d)
P fecal A A B
(mg/d) 109 06 85 09 NS 13-5 1-1 85 04 0001 136 07 53 05% 0001 NS 0-01
((3:/)‘)‘ 756 08 78-8 23 NS 74-5 12 817 04 0001 731 2 88-4  09® 0-001 NS 0-001
(1]
¥ bty 4 07 44 03* NS 63 08 63 06% NS 48 06 66 04® 005 NS 0-05
(mg/d)
(R;/’I) 67 14 67-8 2:6° NS 61-3 23 683 1 001 639 17 736 1-1®  0:001 NS 0-001
(1]

Los resultados estan expresados como valor medio y error estindar de la media.
b para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos C dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

AB-Para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

NS, no significativo
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Tabla 9. Evolucion en la utilizacién nutritiva de Mg en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (1= 20)

Dia 30 (n=20)

Dia 40 (n=20) Efecto del tiempo
C (n=10) A (n=10) C (n= 10) A (n= 10) C (n=10) A (n=10)
Media EEM  Media EEM P Media EEM Media EEM P Media EEM Media EEM P C (n=30) A (n=30)
Ingesta de
Mg 76 03° 68 01% 005 9-1° 04 81 04® NS 87 03° 76  02% 001 0-01 0-01
(mg/d)
Mg fecal ., 22 02 NS 34  03° 24 02 001 25 02° 17 01® 00l 001 001
(mg/d)
((33/)1)" 637 35 68 34 NS 639 23 712 174 001 656 24 777 1% 0-001 NS 0001
(1]
Mg
urinario 12 03° 09 01* NS 07 01° 05 018 NS 05 01° 04 01% 005 0-01 0-05
(mg/d)
(R;/’I) 48 32° 544 42% NS 566  2:2° 655 238 001 646  1-4° 723 27 005 0-01 0-001
(1]

Los resultados estan expresados como valor medio y error estindar de la media.

“b¢para el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos C dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).
ABLPara el efecto del tiempo, los valores medios de los grupos A dentro de una misma fila con letras superindices distintas eran significativamente diferentes (P < 0-05).

NS, no significativo
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Tabla 10. Evolucion de la defensa antioxidante y produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) en ratas controles (C) y anémicas (A)

Efecto de la anemia (n= 60)

Dia 20 (n= 20) Dia 30 (n= 20) Dia 40 (n= 20)
C (n= 10) A (n= 10) C (n= 10) A (n= 10) C (n= 10) A (n= 10)
Media EEM Media EEM Media EEM Media EEM Media EEM Media EEM
Sl T T 249  008° 214 010° 235 025 202 006 262 023 236 025
(U/mg prot)
(CAT LT YA 040 002 025 002 038 002 029 004 033 003 027 004
(K/ml citosol)
CAMT EEICTD 011 003 010 001 013 002 012 002 014 003 013 004
(K/ml cytosol)
AL OO 021 003 023 0-02 020 003 021 004 0-21 0-06 020 003
(K/ml cytosol)
GPx hepatica

. 0-30  0-02° 022 0-02° 0-24 0-03 0-20 0-04 0-26 0-02 0-28 0-02
(mmoles /mg proteina/ml)

GPx cerebro

i 011 001 012 001 014 001 012 001 014 002 016  0-02
(mmoles /mg protein /ml)
ELELARVIRIE D 026 002 030 002 030 004 032 003 026 001 030 003
(mmoles /mg proteina/ml)
TBARS

392 035 439 034 4-02 0-43 4-00 0-15 4-32 0-58 4-40 0-49

(nmol/mg proteina)

Los resultados estan expresados como valor medio y error estandar de la media.

P b . . . . .

*”Los valores medios eran significativamente diferentes entre grupo C y grupo A
Para el efecto del tiempo, no se observaron diferencias significativas
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4.2. CAMBIOS PONDERALES E INGESTA DE ALIMENTO EN RATAS
CONTROLES Y ANEMICAS

Se ha llevado a cabo un control de peso en ratas controles y anémicas al inicio y tras 20,
30 y 40 dias de evolucion de la ferrodeficiencia. Al principio del experimento las ratas tenian un
peso medio de 43.8 + 3.5 g, que corresponde al dia 0 del estudio y coincide con el destete de
los animales. Este peso medio inicial estaba dentro de los margenes normales descritos en la

bibliografia para esta especie (Campos y col., 1998; Krinke, 2000).

La Tabla 1 muestra la evolucion de los cambios ponderales e ingesta de alimento en
ratas controles y anémicas. Los resultados de nuestro estudio muestran que en el dia 20
existe un paralelismo en la evolucion ponderal de ambos grupos de animales, lo que indica
que sus reservas de Fe durante el periodo fetal y de lactacion son suficientes para cubrir las
necesidades en su crecimiento. En el dia 30 ya se observan diferencias significativas en el
incremento de peso entre ambos grupos de animales, siendo menor en las ratas anémicas (P<
0.01), diferencias que se acentian a los 40 dias de suministro de una dieta restrictiva en Fe,
llegando a reducirse el incremento de peso en animales ferrodeficientes a la mitad (P< 0.001),
lo que coincide con resultados previos de nuestro grupo de investigacion (Pallarés y col., 1996)
y de otros autores (Schneider y col., 2008), quienes encontraron que en nifios de 12-36 meses
de edad es posible que la baja concentracion de hemoglobina limitara la ganancia de peso,
hecho que explica la asociacion observada en el presente estudio. Ademas, esta menor
ganancia de peso en animales anémicos, se relaciona también con la menor ingesta de
alimento en todos los periodos estudiados, respecto a los animales controles, y especialmente

en el dia 40 (dia 20 y 30: P<0.05, dia 40: P<0.01).
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4.3. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Como era de esperar, por el consumo de una dieta restrictiva en Fe durante un periodo
prolongado, la anemia provoca una disminucién de la hemoglobina y hematocrito en los tres
periodos estudiados (P< 0.001), siendo especialmente acentuado el descenso del hematocrito en
el dia 40, reduciéndose en un 52% con respecto a sus controles. La disminucion de la
hemoglobina se hace mdés acusada en ratas anémicas conforme avanza el grado de
ferrodeficiencia, siendo significativa cuando se comparan los periodos 30 vs. 40 (P< 0.05) y 20
vs. 40 (P< 0.001), mientras que los niveles de hematocrito se mantienen bajos en los tres

periodos estudiados, sin que se encuentren diferencias significativas entre ellos (Tabla 2).

Asimismo, el recuento de eritrocitos disminuye en los tres periodos durante la evolucion
de la anemia ferropénica nutricional, siendo significativo en el dia 20 (P< 0.01) y en el dia 40
(P< 0.001), con respecto a sus controles. Ademas en el transcurso de la evolucion de la
ferrodeficiencia, el recuento de eritrocitos mas bajo corresponde al dia 40 comparado con el 30
(P<0.05). En relacion a los indices eritrocitarios VCM y HCM, ambos disminuyen por efecto de
la anemia (P< 0.001), en los tres periodos estudiados. Durante la instauracion de la
ferrodeficiencia, la HCM va disminuyendo progresivamente, siendo esta diferencia significativa,

cuando se compara el dia 20 con el 40 (P<0.001) (Tabla 2).

En ratas anémicas, el nimero de plaquetas se eleva en los tres periodos estudiados (P<
0.001), llegandose a duplicar en los dias 20 y 30 de suministro de dieta restrictiva en Fe y a
triplicar en el dia 40, con respecto a los animales que reciben una dieta con contenido normal en
Fe. A medida que se va instaurando al anemia, se incrementa el recuento de plaquetas en ratas

anémicas (P< 0.001), llegando a alcanzar valores de 2026 + 13 (10°/L) en el dia 40 (Tabla 2).

El recuento leucocitario se eleva en ratas ferrodeficientes en todos los periodos
estudiados, siendo este aumento significativo en el dia 30 (P< 0.01), aunque se mantienen dentro
de los limites normales descritos en la bibliografia para esta especie durante el periodo de

crecimiento (Pallarés y col., 1993; Campos y col., 1998) (Tabla 2).
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A la vista de los resultados anteriormente comentados se observa que al comienzo del
estudio, todos los parametros hematologicos estudiados estaban dentro de los limites
normales descritos en la bibliografia para esta especie a esta edad (Campos y col., 1998). En
el dia 20, los parametros hematoldgicos de ratas controles estaban dentro de los limites
normales, excepto el Fe sérico, como consecuencia de las necesidades impuestas por el
crecimiento (Olivares y col., 2000) y al aumento de las demandas de Fe para la sintesis de

enzimas de Fe-dependiente (Brownlie y col., 2002).

En ratas ferrodeficientes, la concentracion de hemoglobina, el hematocrito, el
recuento de hematies, VCM, HCM, porcentaje de saturacion de transferrina y ferritina sérica
disminuyeron de manera notable, mientras que las plaquetas eran mas altas. La
ferrodeficiencia se clasifica en 3 etapas segun la severidad: deplecion de las reservas,
deficiencia marginal, y anemia. La deplecion se caracteriza por los depdsitos de Fe agotados,
pero con una produccion de proteinas Fe-dependiente normal y concentraciones normales de
hemoglobina. La deficiencia marginal estd caracterizada por depdsitos de Fe deplecionados,
con una produccion de proteinas Fe-dependientes (ej. enzimas oxidativas) y concentraciones
normales de hemoglobina. La anemia, es la forma mas severa de la deficiencia, caracterizada
por depositos de Fe deplecionados y concentraciones reducidas de enzimas oxidativas Fe-

dependientes (Brownlie y col., 2002).

La dréstica disminucién de Fe sérico, saturacion de transferrina y ferritina sérica, en el
dia 20 puede deberse no sélo a las necesidades impuestas por el crecimiento, sino también al
consumo de una dieta restrictiva en Fe. El periodo critico en el desarrollo de la anemia por
deficiencia de Fe nutricional ocurri6 entre el dia 30 y 40, observandose una reduccion notable
de la ganancia de peso y la concentracién de hemoglobina, junto con un aumento marcado de
las plaquetas, parametros que son indicativos de la instauracion de la anemia severa. La

disminucién marcada de niveles de hemoglobina y el resto de pardmetros hematologicos, es
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debido a que el organismo es incapaz de obtener Fe de las reservas sin comprometer los

mecanismos enzimaticos Fe-dependientes (Brownlie y col., 2002; Zimmermann y col., 2005).

4.4. UTILIZACION NUTRITIVA

4.4.1. UTILIZACION NUTRITIVA DE HIERRO

A los 20 dias de consumir una dieta con bajo contenido en Fe, las ratas anémicas
presentan unos valores superiores de utilizacion digestiva (CDA) y retencion (R/I) de este
mineral con respecto a sus controles, aunque las diferencias no llegan a ser significativas. Esta
misma tendencia se observa a los 30 y 40 dias de evolucion de la ferrodeficiencia, si bien, las
diferencias se van haciendo cada vez més pronunciadas a medida que aumenta el tiempo de
consumo de la dieta restrictiva en Fe: CDA (P<0.01 a los 30 dias y P<0.001 a los 40 dias) y R/I
de Fe (P<0.05 alos 30 dias y P<0.01 a los 40 dias) (Tabla 3).

En el transcurso del estudio, la utilizacion nutritiva (CDA y R/I) de Fe en ratas controles
no se modifica en ninguno de los periodos estudiados (20, 30 o 40 dias). Sin embargo, en ratas
anémicas, la utilizacion nutritiva de Fe aumenta de manera progresiva en todos los periodos
estudiados, siendo esta diferencia significativa, si comparamos el dia 40 con el 20 (P< 0.01 para

el CDA y P<0.05 para el R/I) (Tabla 3).

La utilizacién nutritiva de Fe encontrada en ratas ferrodeficientes aumentd conforme
avanzaba la instauracion de la patologia y esto puede deberse a que se produce una deplecion de
las reservas corporales de Fe (Brownlie y col., 2002), que favorece la captacion de este mineral
por difusion simple a favor de gradiente de concentracion (Gomez-Ayala y col., 1998).
Ademas, en situacion de ferrodeficiencia, la sintesis del transportador de metales divalente 1
(DMT1) aumenta (Yeh y col., 2000) asi como la expresion de la ferroportina 1 (Morgan y
Oates, 2002). Por tanto, estas proteinas favorecen la absorcion intestinal de Fe en situacion de

deficiencia de este mineral (Forellat y col., 2000).
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Seguin Brownlie y col. (2002) la ferrodeficiencia se caracteriza por unos depositos de Fe
deplecionados, sin embargo, en nuestro estudio habia una recuperacion leve del contenido de Fe
en higado y cerebro en el dia 40 de la ferrodeficiencia a pesar de que estos niveles siguen siendo
dos veces mas bajos que aquellos encontrados en ratas controles (P< 0.001 en higado y P< 0.01
en cerebro), lo que indica la importancia de este mineral durante la vida temprana en ambos
organos (Tabla 4). Los primeros afios de vida son criticos para el desarrollo neurologico, el
desarrollo neurologico en nifios de 0-4 afios es rapido, incluyendo los periodos criticos de
formacion de circuitos neuronales y mielinizacion en el cerebro. El Fe es requerido en los
oligodendrocitos para una apropiada mielinizacion de las neuronas usadas en el sistema

sensorial asi como para el aprendizaje y el comportamiento social (Lozoff y Black, 2004).

4.4.2. UTILIZACION NUTRITIVA DE CALCIO, COBRE Y ZINC

A los 20 dias de consumir una dieta con bajo contenido en Fe, las ratas anémicas
presentan unos valores de utilizacion digestiva (CDA) y retencion (R/I) de Ca, Cu y Zn similares
a sus controles, indices que disminuyen en los dias 30 y 40 para el Ca y Cu (P< 0.001 para
CDA y R/I), mientras que el descenso en la utilizacion digestiva y metabolica del Zn sdlo es
significativa en el dia 40 (P< 0.001). En ratas controles y para los tres periodos de tiempo
estudiados, la utilizacion digestiva y metabolica de Ca, Cu y Zn no presenta diferencias
significativas, mientras que en ratas anémicas ambos indices (CDA y R/I) disminuyen
progresivamente para el Ca (30 vs. 20: CDA, P<0.01; 40 vs. 30: CDA, P<0.001 y R/I, P<0.01;
40 vs. 20: CDA y R/I, P<0.001) y no se modifican para el Cuy Zn (Tablas 5, 6 y 7).

Estos tres minerales (Ca, Cu y Zn) son absorbidos preferentemente en la parte proximal
del intestino delgado, donde el componente activo juega un papel importante en la captacion
celular de dichos elementos. Dado que en situacion de anemia hay un menor aporte de oxigeno
disponible para la célula, los procesos aerodbicos de produccion de ATP se encuentran
disminuidos, haciendo que los mecanismos de transporte activo se encuentren reducidos

(Campos y col., 1998), esta situacion se agrava por la deplecion de enzimas ferrodependientes
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(Alférez y col., 2010), lo cual incide negativamente en el mecanismo activo de absorcion de

estos minerales.

El Ca atraviesa la membrana del enterocito principalmente a través de un transporte
transcelular saturable dependiente de energia (ATP), que tiene una capacidad de transporte
limitada y estd regulado principalmente por la 1,25(OH);D; a través de un mecanismo que
estimula la produccion de calbindina D, proteina citosolica que acttia como un transportador
intracelular para el Ca través del compartimento citosélico (Groff y Gropper, 2000; Akther y
col., 2007; Khanal y Nemere, 2008).

Los altos valores de utilizacion digestiva (CDA) de Ca en animales controles durante los
periodos estudiados (20, 30 y 40 dias), se pueden deber a que las ratas se encuentran en un
periodo de crecimiento activo (Sisk y Zehr, 2005; McCutcheon y Marinelli, 2009). En situacion
de anemia, se ha descrito que se producen cambios hormonales, tales como el incremento de
los niveles de cortisol (Campos y col., 1998), hormona que disminuye la absorcién intestinal

de Ca y consecuentemente su retencion.

Durante la evolucion de la ferrodeficiencia, desciende progresivamente el aporte de
oxigeno, lo cual hace que los sistemas de transporte activo descritos estén disminuidos, efecto
que se va haciendo mas patente en el transcurso de dicha patologia, como lo revelan las bajas
concentraciones de hemoglobina y el descenso de la utilizacion digestiva y metabolica de Ca (en
un 31% y un 25% respectivamente). Esta misma tendencia se observa para el aprovechamiento

nutritivo de Cu y Zn, si bien las diferencias no llegan a ser significativas.

La absorcion del Zn es similar a la del Ca y tiene lugar mediante dos mecanismos: un
mecanismo saturable, mediado por transportadores, que funciona mas eficientemente cuando
las concentraciones de Zn en la luz intestinal son bajas, y un mecanismo de difusion pasiva
que depende de las concentraciones del metal. Como el Zn se encuentra por lo general unido
a aminoacidos y pequefios péptidos, los iones tienen que ser liberados en las proximidades de

las vellosidades para que puedan ser absorbidos (Hunt y col., 2008).
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4.4.3. UTILIZACION NUTRITIVA DE FOSFORO Y MAGNESIO

En situacion de anemia ferropénica nutricional, el aprovechamiento digestivo y
metabolico de P (CDA y R/I), se elevan significativamente en los dias 30 y 40 de suministro de
una dieta restrictiva en Fe (CDA: P< 0.001 en ambos periodos y R/I: P<0.01 en el dia 30 y P<
0.001 en el dia 40). La utilizacion nutritiva de P en ratas controles, no se modifica en ninguno de
los periodos de tiempo estudiados. Sin embargo, en ratas anémicas, hay un mayor
aprovechamiento de P tanto a nivel digestivo como metabdlico (40 vs. 30: P< 0.001 para el

CDA y R/I, 40 vs. 20: P<0.001 para el CDA y P< 0.05 para el R/I) (Tabla 8).

El cotransportador Na-Pi IIb, localizado principalmente en el yeyuno, actia como
mediador en el transporte activo intestinal de fosfato y parece que estd regulado a nivel
transcripcional por la 1,25(0OH),D; (Hernando y col., 2000). Este mecanismo de transporte
activo en situacion de ferrodeficiencia se encuentra disminuido, como consecuencia de un
descenso del metabolismo oxidativo. En cambio, el mecanismo pasivo de absorcion de P, opera
principalmente en el yeyuno-ileon y es predominante en situacion de anemia ferropénica

nutricional.

Se ha descrito que la PTH esta incrementada en situacion de anemia (Campos y col.,
1998), hormona que inhibe la reabsorcion renal de P (aumentando la excrecion urinaria del
mismo) y de manera indirecta incrementa la absorcion intestinal de P, estimulando la sintesis de
1,25(OH),Ds (Schiavi y Kumar, 2004). Ambos mecanismos pueden explicar el aumento
encontrado en la utilizacion digestiva y metabolica de P en el presente estudio, efecto que se va

haciendo més patente a medida que evoluciona la ferrodeficiencia.

La anemia incrementa la utilizacion nutritiva de Mg en el dia 30 (P<0.01 para el CDA 'y
P< 0.05 para el R/I) y 40 del estudio (P< 0.001 para CDA y P< 0.05 para el R/I). En los tres

periodos estudiados, el CDA de Mg en ratas controles presenta valores similares. En cambio, el
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R/T de Mg se eleva significativamente (30 vs. 20: P< 0.05, 40 vs. 30: P< 0.01, 40 vs. 20: P<
0.001). Estos resultados se pueden explicar por las menores pérdidas urinarias de este mineral
hacia el final del estudio, cuando las ratas se acercan al estado adulto. En las anémicas, el CDA
y R/I de Mg aumentan en los ultimos periodos estudiados (40 vs. 30: P< 0.001, 40 vs. 20: P<
0.001 para el CDA y 30 vs. 20: P< 0.001, 40 vs. 30: P< 0.05, 40 vs. 20: P< 0.01 para el R/I)
(Tabla 9).

La absorcién mayoritaria de Mg a través del borde en cepillo o membrana apical del
enterocito no requiere energia metabodlica, puesto que dicho elemento se mueve gracias al
gradiente electroquimico (Schweigel y col., 1999) y por arrastre de disolvente (Hardwick y col.,
1990). El aumento de la absorcion de Mg en ratas anémicas se puede explicar principalmente a
través del incremento de dicho componente pasivo de la absorcion de Mg en situacion de
ferrodeficiencia, ya que en esta patologia, la energia metabolica estd disminuida y por tanto el

componente activo de la absorcion se encuentra reducido considerablemente.

El proceso de excrecion urinaria es el mecanismo regulador mas importante para la
homeostasis del Mg. En el dia 40 del presente estudio, las pérdidas urinarias de Mg en ratas
anémicas se reducen un 55% con respecto al dia 20, dando lugar a un acusado incremento

(33%) de la retencion (R/I), como consecuencia de la evolucion de la ferrodeficiencia.

4.5. MECANISMOS ENZIMATICOS DE DEFENSA ANTIOXIDANTE Y
PEROXIDACION LIPIiDICA

Bajo nuestras condiciones experimentales, se observo una disminucion de la actividad
de la SOD en plasma (P< 0.01), junto con la CAT (P< 0.001) y GPx (P< 0.05) en citosol
hepatico de ratas ferrodeficentes en el dia 20 del estudio con respecto a sus controles, no
existiendo diferencias significativas entre controles y anémicas en los otros dos periodos
estudiados (30 y 40 dias). Sin embargo, ni la peroxidacion lipidica (TBARS), ni los

mecanismos de defensa antioxidante (SOD en plasma y CAT y GPx en la fraccion citosélica
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de cerebro y eritrocito) se modifican por la ferrodeficiencia en ninguno de los tres periodos

estudiados (Tabla 10).

Se observa una disminucion de la CAT (P< 0.001) y GPx (P< 0.05) en higado y de la
SOD en plasma (P<0.01) en el dia 20 de la evolucion de la ferrodeficiencia, mientras que en el
dia 30 y 40 no se observan cambios. No se observan diferencias significativas por efecto del

tiempo ni en ratas controles ni en ratas anémicas en los tres periodos estudiados.

Existe controversia sobre la sensibilidad de las células a la peroxidacion durante la
ferrodeficiencia: algunos autores argumentan que no hay ninguna diferencia en la
peroxidacion lipidica en pacientes anémicos comparados con controles (Acharya y col., 1991;
Isler y col., 2002). Alexander y col. (2007) mostraron que una reduccién de la cantidad de Fe
que aporta la dieta, puede ser beneficioso, mejorando el dafo producido a nivel hepatico
debido a las especies reactivas del oxigeno. Otros autores observaron que mientras la
produccion de especies reactivas aumenta, los mecanismos antioxidantes disminuyen y por
consiguiente, el equilibrio de oxidativo/antioxidante se desequilibra hacia la zona oxidativa
en pacientes con ferrodeficiencia (Kumerova y col., 1998; Aslan y col., 2006). Ademas, hay
cierta ambigliedad en el estado enzimatico antioxidante: algunos autores observaron que las
enzimas antioxidantes estan disminuidas (Yoo y col., 2009) y otros que las enzimas
antioxidantes se encontraban aumentadas en situacion de ferrodeficiencia. En nuestro estudio,
dado que los niveles de Fe sérico disminuyeron dréasticamente en el dia 20 (P< 0.001, Tabla
2), manteniéndose estos niveles bajos durante la progresion de la anemia, es l6gico pensar
que la disminucion del Fe sérico, se traduce en una menor produccion de especies reactivas
del oxigeno, que podria explicar la disminucion de la SOD en el compartimento plasmatico
en el dia 20. La producciéon de TBARS era similar en controles y anémicas (Tabla 10),
sugiriendo una vez mas que la capacidad de antioxidante total del organismo se adapta en el
curso del desarrollo de la anemia, debido a las actividades adecuadas de las enzimas

antioxidantes CAT, GPx y SOD que estan implicadas en la reducciéon de los perdxidos, que
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pueden atacar a los acidos poliinsaturados grasos, por lo tanto evitan la peroxidacion lipidica

y la subsecuente formacion de TBARS.

Las ratas en el momento del nacimiento tienen un nivel alto de Fe sérico, pero durante
las primeras semanas de vida muchos eritrocitos sufren hemolisis, en un proceso fisiologico
para normalizar el elevado recuento de hematies encontrado en este punto. El Fe que es
liberado se almacena principalmente en el higado y el bazo. Ya que la leche materna es una
fuente pobre de Fe, ¢éste es usado durante los primeros dias de vida para ayudar a sintetizar
hemoglobina y aumentar el nimero de globulos rojos, hecho que se hace sumamente
importante conforme el animal crece, para satisfacer las demandas de oxigeno y el
metabolismo oxidativo. El depdsito de Fe en un animal recién nacido, junto con la cantidad
baja 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 apropiado de Fe

(Iannotti y col., 2006; Domellof'y col., 2009).

En este estudio, debido a que se ha inducido la ferrodeficiencia en ratas en
crecimiento, el exceso de Fe sérico en el momento del nacimiento, no es almacenado, sino
que es usado en un intento infructuoso de replecionar los depdsitos agotados del organismo,
disminuyendo por lo tanto el Fe almacenado, tratando de mantener los niveles en suero.
Debido a que los animales ferrodeficientes tienen menor contenido de Fe hepatico en todos
los periodos estudiados con respeto a los animales controles, sobre todo en el dia 20 de la
ferrodeficiencia, esto puede explicar porqué se observa una disminucion en las actividades de
la CAT y GPx, ya que la ferrodeficiencia ejerceria un efecto protector que evita la generacion
de especies reactivas del oxigeno (a través de las vias de Fenton y Haber-Weiss) (Tanaka y
Kiyosawa, 2004). Sin embargo, a pesar del menor contenido de Fe en el cerebro de las ratas
ferrodeficientes, 2-3 veces menor con respecto a los animales controles, sobre todo en el dia
20 (Tabla 4), no se observaron cambios en la actividad de enzimas antioxidantes, CAT y
GPx, por efecto de la ferrodeficiencia en ningunos de los periodos estudiados (Tabla 10). La
CAT es una enzima férrica que contiene hemo. La ferrodeficiencia puede reducir la actividad

de las enzimas ferrodependientes (Hess y col., 2002), sin embargo, en nuestras condiciones
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experimentales, la actividad de CAT en la fraccion citosdlica de cerebro no presenta

diferencias significativas entre ratas controles y ferrodeficientes (Tabla 4).
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

La investigacion llevada a cabo estudia la utilizacion nutritiva de minerales, tales como
calcio, fésforo, magnesio, hierro, cobre y cinc y los mecanismos de defensa enzimatica
antioxidante y procesos de peroxidacion lipidica, en diversos intervalos de tiempo, durante el

establecimiento de la anemia ferropénica nutricional en ratas en crecimiento.

Los animales son divididos al azar en seis grupos experimentales: tres grupos controles,
que reciben la dieta AIN-93G con un nivel adecuado de Fe (45 mg/Kg dieta) y tres grupos
anémicos alimentados con la misma dieta, pero con bajo nivel de Fe (5 mg/Kg dieta), durante
20, 30 6 40 dias. Las dietas empleadas se han preparado con igual contenido de grasa
(procedente de aceite de oliva, 10%) y proteina (aportada por caseina, 20%). Las diferencias
entre las dietas empleadas estan determinadas por el corrector mineral, que en el caso de la dieta
que reciben los animales anémicos, se prepara omitiendo el Fe, para inducir la ferrodeficiencia.
Tras suministrar las dietas con contenido normal o bajo contenido en Fe, se determina la
utilizacion digestiva y metabolica de Fe y otros minerales (Ca, P, Mg, Cu y Zn) en los tres
periodos estudiados. Se sacrifican 10 animales por grupo en cada periodo para la extraccion del
higado y el cerebro, y la determinacion de contenido de Fe en estos 6rganos , y la extraccion de
sangre para la determinacion en plasma de la enzima SOD, junto con las especies reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARS) como marcador de peroxidacion. Ademds se determinan las
enzimas CAT y GPx en citosol de higado, cerebro y eritrocito, realizando también un estudio

hematoldgico en ambos grupos.
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Tras la discusion de los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes

CONCLUSIONES:

CONCLUSION PRIMERA

La drastica disminucion de hierro sérico, saturacion de transferrina y ferritina sérica,
en el dia 20 puede deberse no solo a las necesidades impuestas por el crecimiento, sino
también al consumo de una dieta restrictiva en hierro. El periodo critico en el desarrollo de la
anemia ferropénica nutricional se sitlia entre los dias 30 y 40, donde se observa una notable
reduccion de peso, concentracion de hemoglobina y numero de hematies, junto con un marcado
aumento de las plaquetas, parametros indicativos del desarrollo de la anemia severa. La
alteracion de los parametros hematologicos estudiados es debido a que el organismo es incapaz
de obtener hierro de los depositos sin comprometer la actividad de mecanismos enzimaticos

ferrodependientes.

CONCLUSION SEGUNDA

La utilizacion nutritiva de hierro aumenta conforme avanza la instauracion de la
ferrodeficiencia, debido a la deplecion progresiva de los depositos corporales, que favorece el
transporte del mineral por difusion simple, junto con un incremento de la sintesis de los
transportadores intestinales de hierro. Ademads, en ratas anémicas la utilizacion digestiva y
metabolica disminuyen progresivamente para el calcio, se eleva significativamente para el

fosforo y el magnesio, no sufriendo cambios para el cobre y cinc.
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CONCLUSION TERCERA

A pesar de los bajos niveles de hierro encontrados en higado y cerebro de ratas
ferrodeficientes, solo se observo una disminucion de la actividad antioxidante de las enzimas
catalasa y glutation peroxidasa en higado en el dia 20. Estos resultados muestran que el cerebro
es un tejido que parece no depender de los niveles de hierro para el mantenimiento de los

mecanismos de defensa antioxidante en el transcurso de una deficiencia nutricional de hierro.

CONCLUSION CUARTA

La produccion de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) es similar en
ratas controles y anémicas en el transcurso de la ferrodeficiencia, sugiriendo que la capacidad
antioxidante total del organismo se adapta durante la instauracion de la ferrodeficiencia, debido
a las actividades adecuadas de las enzimas antioxidantes catalasa, glutation peroxidasa y
superoxido dismutasa, implicadas en la reduccion de los peroxidos, que evitan la peroxidacion

lipidica y la subsecuente formacion de TBARS.

CONCLUSION GENERAL

El periodo critico en el desarrollo de la anemia ferropénica nutricional de animales en
crecimiento se sithia entre los dias 30 y 40 donde los parametros hematoldgicos se encuentran
drasticamente alterados. La capacidad antioxidante total del organismo se adapta en el
transcurso de la ferrodeficiencia y bajo nuestras condiciones experimentales la actividad de

enzimas ferrodependientes, como la catalasa, no se encuentra alterada por la ferrodeficiencia.
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Figura 1. Concentracion de hemoglobina (g/L) en ratas controles y anémicas durante la

evolucion de la anemia ferropénica nutricional.
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Figura 2. Hematocrito (%) en ratas controles y anémicas durante la evolucion de la

anemia ferropénica nutricional.
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Figura 3. Recuento de hematies (10'%/L) en ratas controles y anémicas durante la

evolucion de la anemia ferropénica nutricional.
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Figura 4. Volumen corpuscular medio (fL) en ratas controles y anémicas durante la

evolucion de la anemia ferropénica nutricional.
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Figura 5. Hemoglobina corpuscular media (pg) en ratas controles y anémicas durante la

evolucion de la anemia ferropénica nutricional.
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Figura 6. Recuento de plaquetas (10°/L) en ratas controles y anémicas durante la

evolucion de la anemia ferropénica nutricional.
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Figura 7. Recuento de globulos blancos (10°/L) en ratas controles y anémicas durante

la evolucion de la anemia ferropénica nutricional
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Figura 8. Fe sérico (ug/L) en ratas controles y anémicas durante la evolucion de la

anemia ferropénica nutricional.
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Figura 9. TIBC (ug/L) en ratas controles y anémicas durante la evolucion de la anemia

ferropénica nutricional.
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Figura 10. Porcentaje de saturacion de transferrina (%) en ratas controles y anémicas

durante la evolucion de la anemia ferropénica nutricional.
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Figura 11. Ferritina sérica (ug/L) en ratas controles y anémicas durante la evolucion de

la anemia ferropénica nutricional.
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