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1, Introduccion



1.1. La obesidad

1.1.1. La obesidad: un problema de salud publica

La obesidad es una enfermedad crénica que se caracteriza por un aumento de peso
corporal originado por el incremento de las reservas energéticas en forma de grasa. Uno
de los parametros mas empleados para medir y clasificar el estado ponderal de una persona
es el IMC o indice de Quetelet que se define como la razén entre el peso de un individuo
(expresado en Kg) y la altura (expresada en m) elevada al cuadrado (1). En base a este
parametro, la SEEDO establece los puntos de corte expresados en la tabla 1 para definir el
sobrepeso y obesidad. Cuando el IMC es igual o supetior a 30 kg/m? se considera que una

persona padece obesidad (2).

Tabla 1.: Clasificacion del estado ponderal de las personas atendiendo al IMC segun el Consenso
SEEDO 2000.
Fte.: Sociedad Espariola para el Estudio de la Obesidad (2).

Peso insuficiente Infrapeso < 18,5
Peso adecuado Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso Sobrepeso grado 1 25-26,9
Preobesidad Sobrepeso grado 11 27-29.9
Obesidad Obesidad tipo 1 30-34,9
Obesidad severa Obesidad tipo 11 35-39,9
Obesidad mérbida Obesidad tipo 111 40-49,9
Obesidad extrema Obesidad tipo IV >50

La OMS estima que mas de 1000 millones de personas en el mundo padecen
sobrepeso y al menos 300 millones sufren obesidad y es que desde hace varias décadas
la prevalencia de esta enfermedad esta experimentando un fuerte aumento (3). El
estudio NHANES 1999-2000 computé que el 33,6% de la poblaciéon estadounidense
presentaba sobrepeso (IMC de 25 a 29,9 Kg/m?), el 32,2% obesidad (IMC >30
Kg/m? y el 50 obesidad mérbida (IMC >40 Kg7m® mientras que el estudio



NHANES 2005-2006 estim6 que el 30,9% de la poblaciéon padecia sobrepeso, el
35,1% obesidad y el 6,2 obesidad moérbida (4). En Europa los datos no son mas
esperanzadores. Segun el estudio paneuropeo promovido por el IEFS en 1997, para
determinar la proporcion y caracteristicas de la poblacién obesa adulta de los quince
estados miembros mostrd, segin se puede ver en la figura 2, que Reino Unido posefa
la mayor tasa de obesidad (12%), seguido de Espana (11%), observandose una menor

prevalencia en Italia, Francia y Suecia (7%) (5).
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Fig. 1.: Distribucion geogrdfica de la prevalencia de sobrepeso y obesidad en
los quince Estados Miembros de la Union Europea segun el estudio IEFS.
Fte.: Modificado de Martinez y col. (5).

La situacion en Espafia también es preocupante; el estudio SEEDO 2003 puso de
manifiesto que el 38% de la poblacion adulta presentaba sobrepeso y el 15,35% obesidad
como muestra la tabla 2 (sobrepeso se definié con un valor de IMC iguales o superior a 25
y obesidad se definié con un valor de IMC superior a 30) (6) y el estudio enKid (1998-
2000), disenado para evaluar los habitos alimentarios y el estado nutricional de la poblacién
infantil y juvenil (tabla 3), taso la prevalencia de sobrepeso en el 12,4% y la prevalencia de
obesidad en el 13,9% (sobrepeso y obesidad se definieron como valores del indice de masa
corporal iguales o superiores a los valores de los percentiles 85 y 97 respectivamente de las

tablas de referencia espafiolas de Hernandez et al. (1988) (7)
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Tabla 2.: Tabla de la prevalencia de la obesidad en la poblacion espaiiola con una edad comprendida
entre 25 y 60 afios segun el estudio SEEDO 2003.
Fte.: Aranceta y col. (6).

Zona Varones % Mujeres %
Noroeste 19,07 21,78
Norte 11,46 16,52
Noteste 8,53 13,77
Centro 9,31 13,82
Sur 18,51 19,42
Levante 12,46 16,2
Canarias 14,21 2222

Tabla 3.: Tabla de la prevalencia de la obesidad en la poblacion infantil y juvenil espafiola segun
el estudio enKid 2000.
Fte.: Serra y col. (7).

Poblacion con una edad Poblacion con una edad
comprendida entre 6y 10 comprendida entre los 11 y 15
C.C. A A. afios afos
Nifios % Nifias % Nifios % Nifias %

Galicia 16 9 18 11
Castilla y Leon 15 12 13 11
Extremadura 15 11 17 13
Murcia 16 10 18 12
Andalucia 16 9 18 11
Canarias 12 14 15 20




Este hecho, que afecta tanto a individuos adultos como a nifios y adolescentes,
hace que la obesidad sea considerada una epidemia global, que plantea un grave problema
de salud publica (3). Las causas que han provocado este fuerte incremento en el numero
de casos de sobrepeso y obesidad son complejas. Por un lado es conocido el hecho de que
la herencia genética es un factor que condiciona fuertemente la composiciéon corporal y
tiene un papel decisivo en la determinacién del set point individual, pero no explica
completamente este incremento tan exacerbado. Determinados cambios en los habitos de
vida de la poblaciéon como el aumento del sedentarismo y la variacion de la dieta hacia el
consumo de alimentos ricos en hidratos de carbono de sabor dulce y grasas con un
clevado contenido calérico, también son factores que desempefian un importante
papel (2, 8). El sobrepeso forma parte del cuadro de sintomas que componen el sindrome
metabolico o sindrome de Reaven, y predispone a padecer patologias tan graves como la
cardiopatia isquémica, accidentes cerebro-vasculares, diabetes, insuficiencia respiratoria,
cancer... Sin olvidar que en muchos casos, puede ir acompafiado de problemas
psicolégicos importantes y limitaciones en la actividad fisica que dificultan las acciones
cotidianas. Por otro lado, el arsenal terapéutico y los tratamientos existentes en la
actualidad para tratar esta enfermedad son poco efectivos, por lo que la importancia de

este problema esta fuera de toda duda (8).
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1.1.2. Mecanismos fisiologicos para mantener el peso

constante

Hasta hace relativamente poco tiempo se pensaba que la composicién corporal
solamente dependia de la correlaciéon entre la ingesta alimenticia y el trabajo fisico
realizado pero actualmente este punto de vista se considera insuficiente. El peso corporal,
pese a las fluctuaciones diarias en el balance energético, tiende a permanecer constante a
lo largo del tiempo, poniendo de manifiesto la existencia de mecanismos de control que lo
mantienen mas o menos invariable y, al igual que otros mecanismos homeostaticos del
organismo, utiliza un complicado sistema de ajuste en el que estan implicados diversos
organos y tejidos y modulado tanto por seflales nerviosas como hormonales vy
metabolicas. Finalmente este sistema se sostiene sobre una importante base genética con
una temprana modulacién fenogenética. En definitiva, el control del peso corporal recae
en factores de gran complejidad que poseen un complejo sistema de ajuste y cuya
actividad esta perfectamente coordinada, involucrando para ello desde altos centros

cortico-cerebrales hasta niveles celulares mas sencillos como los adipocitos (9).

En este marco, se puede considerar que el control del peso corporal depende de
tres factores fundamentales que son independientes pero que interaccionan entre si: la
ingesta, que modula a grandes trazos la disponibilidad energética, el gasto energético,
que depende a su vez de la termogénesis, el ejercicio fisico realizado y el metabolismo
basal y las reservas adiposas (fig.2). La interaccion de estos tres factores permite tanto la
regulacion de la ingesta segun el grado de gasto energético y las reservas energéticas como
la regulacion del gasto energético conforme a la ingesta y las reservas. En udltimo grado
estos tres ejes también estan condicionados por la genética del individuo y los factores

ambientales a los que esté sometido (10).

El conocimiento de las moléculas que participan en la regulaciéon del peso
corporal se esta incrementando constantemente, y existen evidencias cientificas que
sefialan una posible relacion entre determinados minerales como el calcio, 6 el zinc y la

patogenia de la obesidad (11, 12).
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Sistema Nervioso Central

Control del Control
gasto de la
energético ingesta

Termogénesis

Sefiales Senales
nerviosas, ) nerviosas
hormonales y Trabajo (sistema
metabdlicas mecanico nervioso
simpatico-
adrenérgico) y
endocrinas
4 (adenohipofisis)
ﬁ Mantenimiento
metabolismo
basal
v

Otros Tejido
tejidos adiposo

Reservas Energéticas

Fig. 2.: Mecanismos implicados en el control del peso corporal.
Fte.: Modificado de Milagro y col. (13).

Los tres mecanismos propuestos para la modulacién del peso corporal pese a ser

independientes, se superponen e interrelacionan entre si:

a. Mecanismos que tienden a mantener constantes las reservas energéticas: sefiales de

adiposidad.

b. Mecanismos que regulan el paso de energia quimica a energia fisica: gasto
energético.

¢. Mecanismos celulares que regulan la creacién y el recambio de los depdsitos grasos:

adipcitogénesis, lipolisis y lipogénesis (10).
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a. Mecanismos que tienden a mantener constantes las reservas

energéticas: senales de adiposidad

La homeostasis de las reservas energéticas se realiza mediante dos sistemas
superpuestos: la regulaciéon a corto y largo plazo. La regulacién a corto plazo se ocupa
principalmente de los factores que rigen el hambre y la saciedad y organiza el gasto
energético desde una ingesta a otra. Se ha visto que para contrarrestar el efecto producido
por el ayuno o el consumo de dietas hipocaldricas, se atenda el metabolismo basal, y tras
el consumo de una comida copiosa, aumenta el gasto energético. Por otro lado, la
regulacion a largo plazo, trata de modular las reservas adiposas para afrontar las diferentes
situaciones y estados del ciclo vital como el embarazo, la enfermedad, el crecimiento... sin
que varie la homeostasis energética (13). Segun explica la teorfa lipostatica propuesta por
Kennedy (1953), este tipo de regulacién se basa en la generacion de senales aferentes que
parten de las propias reservas energéticas e interaccionan en lugares del sistema nervioso
especificos que responden mediante vias eferentes para ejercer una marcada influencia
sobre la ingesta, el gasto energético y las reservas energéticas durante periodos largos de
tiempo. Los mecanismos y moléculas implicados en este complejo sistema son un amplio

y heterogéneo conjunto que atn no se han podido establecer plenamente (10).

a.l. Mediadores aferentes

A corto plazo, la presencia o ausencia de alimentos en el tracto gastrointestinal y la
densidad energética de los mismos genera sefiales que son captadas por los
quimiorreceptores y mecanorreceptores existentes en el tubo digestivo. Esta informacion
que llega via nerviosa (nervio vago) y humoral al sistema nervioso central, esta involucrada
en la induccion de la sensacion de hambre o saciedad. De este modo, distintos nuttientes
como la glucosa o los acidos grasos libres y pequefios péptidos como la enterostatina, la
ghrelina, la bombesina o la CCK segregados por el tubo digestivo pueden afectar a la
ingesta energética (14). Se ha descrito una mutacidon en sujetos obesos donde esta
disminuida la expresién del receptor para la CCK, afectaindoles negativamente a la
sensacion de saciedad (15). Las ratas OLEFT que carecen de estos tipo receptores son

obesas, diabéticas e hiperfagicas (16).
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Desde el punto de vista del almacenamiento de las reservas energéticas, la
principal hormona anabdlica es la insulina cuya secrecion se ve favorecida por el sistema
nervioso parasimpatico que a su vez también estimula el peristaltismo intestinal. Como
consecuencia provoca que la absorcién de nutrientes, sobre todo de glucosa, tenga lugar
en un tiempo corto, generando picos de concentraciéon en plasma elevados, paralelos a la
secrecion de insulina. Ademas esta proteina también potencia la captacion de glucosa por
los tejidos para su degradacion intracelular (glucdlisis) y activa la lipogénesis, de modo que
en conjunto, estimula la deposicién de triacilglicéridos (17). Han podido aislarse
receptores en el sistema nervioso central para la insulina en aquellos ntcleos
hipotalamicos que regulan el balance energético, donde se comporta como un inhibidor
de la expresion de péptidos orexigénicos como el NPY y la galanina y estimula la de
anorexigénicos como la CCK, lo que ha llevado a considerar que la resistencia a la insulina
esta en la base de una buena parte de los efectos patogénicos de la obesidad. Se ha visto
que en ayuno los niveles de insulina aumentan proporcionalmente con el grado de
obesidad (18). Sin embargo, para producir cambios en el balance energético en periodos

largos de tiempo las sefiales que actian a corto plazo no son suficientes (10).

Tanto a corto como a largo plazo, el papel que desempena el tejido adiposo en el
control del metabolismo y las reservas energéticas esta fuera de toda duda. Para ello se
sirve de un extenso grupo de mediadores y posee una amplia gama de receptores que le
permiten la comunicacién con otros tejidos, acumulando o movilizando los
triacilgliceroles segin las diversas circunstancias metabolicas (10, 13). Una de las
hormonas mas estudiadas ha sido la leptina. Esta proteina codificada por el gen 0b o el
gen lep, se sintetiza y se segrega principalmente aunque no de modo exclusivo, por el
tejido adiposo blanco aunque de una forma mas intensa, en el tejido adiposo blanco
subcutaneo que en el visceral. Actia como una importante sefial adipostatica negativa,
frenando el apetito a nivel central, estimulando la lipdlisis y aumentando el gasto
energético (10). La carencia de esta hormona en ratones (0b/ob) causa hiperfagia,
obesidad, diabetes e infertilidad (19). Se han descrito dos tipos de receptores para la
leptina que estan codificados por el gen db: el ratén db/db y la rata fa/fa (rata Zucker)
poseen una mutaciéon en este gen y son hiperleptinémicos, y en consecuencia también
padecen obesidad (10). Los niveles circulantes de leptina son proporcionales al estado
nutricional del individuo, al tipo de nutrientes contenido en la dieta, (el metabolismo de la

glucosa es determinante para su secrecion) y a la composicién corporal. Estos niveles
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responden a un ritmo de secrecion circadiano: el nivel maximo se produce por la mafiana
y el minimo al atardecer. El ayuno, los agonistas a-adrenérgicos y posiblemente también
los andrégenos los disminuye mientras que la realimentacién, la insulina, los
glucocorticoides y los estrégenos los incrementa sin que varie la masa de grasa corporal. A
igualdad de masa de grasa, la concentraciéon en mujeres es mas alta que en varones,
aunque en ambos casos, la pérdida del 10 % del tejido adiposo blanco puede provocar
una caida de mas del 50 % en los niveles circulantes de leptina. LLos sujetos con obesidad
extrema presentan hiperleptinemia lo que causa la resistencia de los tejidos a esta proteina.

Este rasgo es heredable (10).

El tejido adiposo blanco también sintetiza y libera otro tipo de péptidos como la
adiponectina que tiene capacidad para activar la oxidacién de acidos grasos disminuyendo
los niveles plasmaticos de triacilglicéridos, o la resistina que modula la resistencia celular a
la insulina. Estas moléculas podrian actuar como emisarios metabodlicos en otros 6rganos
como el pancreas, el higado y el musculo (20). Otras moléculas como los acidos grasos no
esterificados también pueden comportarse como mediadores modulando los efectos de los
glucocorticoides (10). Para finalizar, el adipocito ademas es una importante fuente de
citoquinas. Ia produccién de 11.-6 esta positivamente correlacionada con el indice de masa
corporal. Se ha observado que un tercio de la concentracién de IL-6 circulante es secretada
por el tejido adiposo, por lo que se piensa que esta molécula podria comportarse como un
regulador autdcrino y paracrino de la funcién adipocitaria. La grasa peritoneal produce tres
veces mas IL-6 que el tejido adiposo subcutineo, como el drenaje del tejido adiposo
peritoneal llega directamente al higado, el impacto metabodlico de la liberacion de esta
molécula podria estar asociado directamente a la secrecion de los depdsitos de
triacilgliceroles hepaticos. Los niveles de IL-6 estan modulados por el TNF-a cuya
expresion a su vez esta inducida por los triacilgliceroles y los acidos grasos libres, mientras
que los glucocorticoides y las catecolaminas lo disminuyen. El TNF-a produce una
regulacién decreciente de la expresion de muchas proteinas especificas del adipocito como

la LPL, la dcido-graso-sintasa, o la acetil-CoA-carboxilasa (21).
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a.2. Sistema nervioso central

La regiéon cerebral mds importante relacionada con la homeostasis del peso
corporal y la estabilidad de las reservas energéticas se encuentra en el hipotilamo,
especialmente en el nicleo arcuatus. Se expresa mediante dos vias neuronales con efectos
antagonicos, donde estan implicados un buen numero de neurotrasmisores: la via
anabodlica u orexigénica que promueve el ingreso alimentario y reduce el gasto energético y
la via catabdlica o anorexigénica que procesa los efectos contrarios instaurando la
sensacion de saciedad (13). En la via anabdlica, ademas de estar comprometidos los
neurotrasmisores serotonina, dopamina y noradrenalina, que tienen un papel decisivo en
la sinapsis de todo el sistema nervioso, también interviene el NPY que promueve la
hiperfagia y disminuye el gasto energético o la proteina AGRP. Se han descrito diferentes
mutaciones dominantes en ratones que producen la sobre-expresion ectépica de la AGP.
Estas ocasionan pelo amarillo, obesidad y diabetes. En la via catabélica o anorexigénica
intervienen en gran medida la propiomelanocortina, que es un péptido cuyo procesado
postraslacional da origen a multiples hormonas y neurotrasmisores (10). Estas vias
neuronales del nicleo arcuatus se proyectan hacia otras regiones del hipotalamo (nucleo
paravenbtricular, regién lateral, area perifornical) que finalmente conectan con las
neuronas caudales del tronco cerebral y el nicleo del tracto solitario donde llega las
seflales mecanicas y quimicas del aparato gastrointestinal que regulan el comienzo y el fin
de una comida, el hambre y la saciedad. Cabe sefialar que hay un importantisimo
componente cortical en la modulacién de la ingesta, de modo que a menudo es muy dificil
deslindar los efectos culturales y de aprendizaje de los que son determinados por los

mecanismos basicos (13).

En la actualidad hay identificadas un extenso conjunto de moléculas
(principalmente péptidos como la galanina, ghrelina, leptina, ect.), que son liberadas por
distintos 6rganos como el aparato digestivo o tejidos como el tejido adiposo blanco
atendiendo a estimulos de origen tanto externo (ambientales) como internos, que son
capaces de interaccionar con los centros neuronales de control del apetito y del gasto
energético y que informan al cerebro sobre el estado metabolico corporal (13). Durante
mucho tiempo los mecanismos que regulaban la ingesta alimentaria eran considerados el
punto clave para el control del peso corporal, pero hoy en dfa estos factores se consideran

importantes, pero no mas que el resto de los sistemas (10, 21).
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a.3. Mediadores eferentes

Los mediadores eferentes son fundamentalmente los glucocorticoides y el sistema
simpatico adrenérgico (10). Los glucocorticoides causan un incremento de la ingesta y
evitan la producciéon de cambios importantes en las reservas energéticas, participando
tanto en el mantenimiento de los niveles circulantes de los substratos energéticos como en
el de los metabolitos almacenados. Esta accién, clave por tanto, contempla la preservacion
de los triacilgliceroles, el aumento de la disponibilidad de glucosa y el amortiguamiento de
las variaciones drasticas en los procesos fisiolégicos, lo que a menudo lleva a la induccion
de “resistencia” a factores hormonales, como es el caso de la resistencia a la insulina. La
accion glucocorticoide también afecta al metabolismo mineral, provocando, a menudo, la
retencion de agua asi como la pérdida de proteinas y minerales. Estos efectos se
complementan con la activaciéon de los procesos de defensa del organismo afectando

también al funcionamiento global del sistema inmune y los procesos inflamatorios (17).

Por otro lado, los tejidos también responder a los neurotransmisores del sistema
nervioso auténomo y a los niveles sanguineos de adrenalina y noradrenalina secretados por
la médula adrenal, por lo que el sistema simpatico-adrenal constituye uno de los
mecanismos determinantes tanto en la regulacion de las rutas metabdlicas energéticas
como en la termogénesis no facultativa mediada por proteinas desacoplantes en el tejido
adiposo pardo y posiblemente también en el musculo. La activacién del sistema simpatico
adrenal inhibe la secrecién pancreatica de insulina y estimula la liberacion de glucagon,
produciendo una importante movilizaciéon hepatica de glucosa, mediante la activacion de la
gluconeogénesis y la glucogenolisis en los hepatocitos, al mismo tiempo que en el muasculo
esquelético se estimula la glucogenolisis y la sintesis de lactato. Esta reducciéon en la
secrecion de insulina también afecta al metabolismo lipidico, aumentando la lipolisis en
tejido adiposo y la tasa de acidos grasos libres y reduciendo la absorcién de los
triacilgliceroles circulantes en sangre. En general, la estimulaciéon simpatica-adrenal, se
asocia a una disminucion en la utilizacién de glicidos y un incremento en la oxidacion de

lipidos (13).
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b. Mecanismos que reqgulan el paso de energia quimica a energia

fisica: el gasto energético

La energia quimica generada tras el consumo y digestiéon de los nutrientes tiene
dos posibles destinos metabdlicos, bien es almacenada, bien es transformada en trabajo
definido como gasto energético. Bajo este concepto se incluyen un amplio conjunto de
actividades como el ejercicio fisico que desempefie el individuo, el crecimiento o el
metabolismo basal encargado del mantenimiento de las funciones organicas y celulares
inherentes a la vida y que supone mas del 70% del consumo de energia total en
condiciones normales. El concepto de gasto energético también incluye la produccién de
calor. Existen dos tipos de termogénesis: al calor generado como subproducto de la
mayoria de las reacciones bioquimicas que constituyen el metabolismo basal se le
denomina termogénesis obligatoria. Se produce en todos los érganos y esta regulada por
las hormonas tiroideas. Al calor producido como respuesta al frio o una dieta
hipercalérica por el tejido adiposo pardo y el musculo esquelético principalmente o
mediante el desarrollo de ciclos futiles, se le denomina termogénesis adaptativa o
facultativa y se le atribuye una funciéon compensadora de las diferencias energéticas
producidas entre la ingesta y el gasto energético, que servirfa para amortiguar el exceso
calérico ante una ingesta masiva, modulando asi el gasto energético. De este modo,
excesos alimentarios eventuales podrian ser disipados en forma de calor, haciendo
participe al tejido adiposo pardo en la regulacién del peso corporal y las reservas

energéticas (22).

b.1. Proteinas desacoplantes

Pese a que los procesos lipoliticos y lipogénicos son similares en el tejido adiposo
blanco y el tejido adiposo pardo, éste ultimo tiene unas caracteristicas metabolicas tnicas.
El tejido adiposo pardo posee un elevado nimero de mitocondrias pero sin embargo,
aunque es muy eficaz en la generaciéon de calor, es poco eficiente en la produccién de
energfa (17). La sintesis de ATP se realiza en la matriz mitocondrial (fosforilacion
oxidativa), aprovechando el flujo de protones obtenidos a partir de los metabolitos
reducidos derivados del metabolismo de la glucosa y los acidos grasos para la conversion
de ADP en ATP, en presencia de oxigeno, por el enzima ATP-sintasa. La tltima etapa de

la fosforilacién oxidativa (etapa IV), se caracteriza porque puede producir calor
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desacoplando la reacciéon de oxido-reduccion y la fosforilacion del ADP mediante pérdida
del gradiente de concentracion de protones (fig. 3) cuando este tejido es estimulado por el
sistema nervioso simpatico mediante el frio o tras el consumo de una excesiva ingestion de
alimentos. Esta caracteristica, otorga una serie de ventajas al sistema: permite mantener la
cadena respiratoria sin saturacion, disminuye la generacion de radicales superéxido (ROS) y
es una forma indirecta de regular la concentraciéon de NADH, factor determinante para el

control de la cetogénesis y lipogénesis (23).

Catecolaminas

Receptor B; ——— T[AMP ]

Triacilgliceroles ———= Acidos grasos + Glicerol

Calor T

Cadena
respiratoria

H+
Saturacion
de la CTE

Mitocondria

Adipocito

Fig 3.: Mecanismo de accion y regulacion de la fosforilacion oxidativa en el TAP.
Fte.: Modificado de Aguilar Salinas (22).

A finales de los anos 70 se descubri6 una proteina denominada UCP-1, localizada
en la membrana interna mitocondrial, con la capacidad de desacoplar la cadena de
transporte de electrones de la generacién de energia. Estudios posteriores han puesto de
manifiesto la existencia de una familia de proteinas desacoplantes que puede albergar a mas

de 29 miembros aunque la estructura, funcién y regulacion de algunas de ellas son todavia

desconocidas (24).
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La proteina UCP-1 se expresa solamente en el tejido adiposo pardo y utiliza la
ubiquinona (coenzima Q) como cofactor. Es altamente termogénica y desempefia un papel
fundamental en la lucha contra el enfriamiento de los neonatos. La importancia de la
proteina UCP-1 se determiné al comprobar que ratones trasgénicos KO cuyo tejido
adiposo pardo era deficiente en esta molécula presentaban obesidad, hiperfagia e
hipotermia, mientras que los ratones transgénicos que la sobre-expresaban, no aumentaban
de peso incluso tras ser alimentados con una dieta rica en grasa (22). Se ha comprobado
que la concentracion de las UCP-1 en el tejido adiposo pardo aumenta con el frio y
diversos mediadores como las catecolaminas, los agonistas 33, las hormonas tiroideas, la
leptina, la insulina y los retinoles y puede ser bloqueada por minerales como el cadmio o el
zinc. Aunque aun no se ha podido determinar completamente su mecanismo de accion, se
sabe que los acidos grasos resultan imprescindibles para su activacién y puede ser inhibida
por diversos nucledtidos (25). El interés por las proteinas UCP ha ido en aumento al
observar que el desacople entre la cadena de transporte de energfa y la produccion de ATP
también puede producirse en otros tipos de células. Esto explicaria porqué los hepatocitos
pueden perder hasta el 26% de la energfa mediante procesos distintos a la generaciéon del

ATP y el muisculo esquelético hasta el 52% (26).

Las proteinas UCP-2 Se encuentran en multiples tejidos (pulmon, corazon, rifiones,
TAP, TAB, musculo esquelético, higado, cerebro, monocitos, macréfagos, pancreas...) Su
expresion aumenta con el frio y las hormonas tiroideas y en el musculo esquelético
también durante el ayuno o el consumo de dietas hipocaldricas, situaciones en las que la
tasa metabodlica basal esta disminuida. Ademas la concentraciéon de las UCP-2 esta
aumentada en el tejido adiposo y el higado de ratones obesos db/db, fenémeno que ha sido
interpretado como un intento de compensaciéon para inducir pérdida de energfa. Sin
embargo, su expresion en el cerebro no se modifica por la exposicion al frio y no existe
correlacion entre la pérdida del gradiente de protones y la actividad de esta proteina. El
raton UCP-2 Ko (deficiente en UCP-2) no es obeso, no muestra resistencia al acumulo de
grasa inducido por la dieta, presentan una buena tolerancia al ejercicio y la termogénesis
inducida por el frio es normal (22). Estos datos, junto con el hecho de que su activacion
presenta mucha menos dependencia de los acidos grasos que las UCP-1 sugieren que las
proteinas UCP-2 tienen otras funciones distintas como la regulacion de la secrecion de
insulina por el pancreas o la protecciéon en los hepatocitos frente a los efectos de los

ROS (24).
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Las proteinas UCP-3 solamente se expresan en el musculo esquelético y en el tejido
adiposo pardo y el hecho de que la tiroxina incremente su sintesis, hace suponer que una
de sus funciones sea regular la accién de las hormonas tiroideas (24). Como ambos tejidos
presentan un metabolismo altamente dependiente de la oxidacién de los acidos grasos, y
determinados metabolitos como los acidos grasos o el acil-CoA también inducen su
sintesis, se planteo la posibilidad de que las proteinas UCP-3 podian tener cierta relevancia
en el balance energético y el metabolismo lipidico (27). Los roedores con sobre-expresion
de las UCP-3 aunque presentan hiperfagia, también sufren pérdida de peso. Por otro lado,
el déficit en la expresion de estas proteinas, no afecta ni al peso corporal ni a la regulacion
de la temperatura, aunque si ocasiona un aumento en la produccién de radicales libres. La
respuesta fisiologica de la expresion de las UCP-3 frente al frio en el tejido adiposo pardo
es similar a la de las UCP-1, aunque en la musculatura esquelética no se modifica su
concentracion. El ayuno reduce la expresion muscular de estas proteinas pero cuando si
eleva la concentracion plasmatica de acidos grasos también aumenta su expresion pese a la

inanicién (22).

Algunos autores piensan que la funciéon de las UCP-2 y las UCP-3 estarfa mas bien
relacionada con la regulacion del ATP disponible en el interior de la célula, constituyendo
un sistema de ajuste para que la célula tenga la cantidad de ATP requerido segun la
demanda formando parte de un mecanismo de compensacion para inducir pérdidas de
energia. Este sistema tendria importancia en tejidos como el musculo, donde la demanda
de energia se puede producir de forma brusca. Estudios realizados en ratones muestran
que cuando los animales realizaban ejercicio, y aumentaba el consumo de ATP,

incrementaban de 14 a18 veces la cantidad de UCP-3 (27).

Recientemente se han incluido dos nuevas proteinas transportadoras de aniones
mitocondriales. Las UCP-4 que se localizan solamente en el cerebro, y su expresion
aumenta con el frio, por lo que se piensa que estan involucradas en la regulacion de la
termogénesis a nivel del sistema nervioso central, y las UCP-5 (BMCP 1) que aunque
originalmente se pensé que solamente se expresaban en el cerebro, estudios recientes
también las han localizado aunque en menor concentracién, en hepatocitos, testiculos y
otros tipos de células. Su expresiéon disminuye en el ayuno y aumenta mediante el consumo

de dietas ricas en grasa y el frio (22).
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b.2. Ciclos futiles

Otra estrategia empleada por el organismo de los mamiferos para adaptarse a
disbalances energéticos eventuales son los ciclos futiles o ciclos de sustrato. Mediante
estos procesos se podria transformar en calor hasta el 25% del exceso del ingreso
alimentario sin modificar el volumen de los tejidos implicados. En el desarrollo de los
ciclos futiles participan un buen nimero de 6rganos y tejidos destacando la importante
participacion del musculo y el higado. Basicamente consisten en reacciones enzimaticas
de vias o ciclos metabdlicos irreversibles, catalizados por diferentes enzimas o
diferentes formas de una misma enzima, que son reguladas independientemente, de
forma que un metabolito se transforma en otra molécula y esta tltima nuevamente en
la primera, manteniéndose por tanto su concentraciéon constante pero sin embargo,
durante el desarrollo de estas reacciones se necesita energfa y se produce calor. En los
mamiferos, los ciclos futiles son numerosos y pueden producirse bien en células
pertenecientes al mismo tejido como las reacciones fructosa-6-fosfato/fructosa 1-6-
difostato o glucosa/glucosa-6-fosfato o entre células pertenecientes a tejidos distantes
como el ciclo de Cori (glucdégeno hepatico- glucosa circulante -glucégeno muscular -
acido lactico circulante). Ademas de liberar calor los ciclos futiles son sistemas que

aumentan la sensibilidad y amplifican las sefiales metabdlicas (28).
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c. Mecanismos celulares que requlan la formacion y recambio de los

depositos grasos: lipolisis, lipogénesis y adipocitogénesis

c.1. Lipdlisis/Lipogénesis

El volumen del tejido adiposo esta en equilibrio dindmico y se modula mediante la
variaciéon de la velocidad de la lipdlisis, proceso metabodlico responsable de desdoblar los
triacilgliceroles en acidos grasos y glicerol y la lipogénesis que es la ruta metabdlica que
conduce a su formaciéon. Ambas vias se producen de forma simultanea en los adipocitos,
hepatocitos y células de las glandulas mamarias, y el predominio de una u otra define la

direccion del metabolismo lipidico (23).

LHS ) MGL
» Acido graso + Diacilglicerol

Triacilglicerol » Glicerol + 2 Acidos grasos

Fig. 4.: Esquema de las distintas etapas que forman parte de la lipdlisis.
Fte.: Modificado de Voet: Bioquimica. (23)

La lipolisis (fig. 4) se estimula principalmente por el frio, el ejercicio y la
hipoglucemia. La LHS inicia el proceso catalizando la hidrélisis del primer acido graso de
los triacilgliceroles, que es el paso limitante de la via. Después los diacilgliceridos son

hidrolizados por la monoacil-glicerol-lipasa hasta glicerol y acidos grasos y finalmente,

los acidos grasos gracias a una proteina transportadora atraviesan la membrana
citoplasmatica y unidos a la albumina, se desplazan por el torrente sanguineo para poder
ser utilizados por otras células como fuente de energia. Los acidos grasos son combustibles

preferentes para el higado, rifiones, musculo esquelético y miocardio (23).

La LHS esta fuertemente regulada por los niveles intracelulares de AMPc mediante
receptores acoplados a proteinas G. Cuando el receptor se une a un ligando lipolitico se

activa, eximiendo la subunidad « de la proteina y activando a la adenilato-ciclasa que a su

vez produce un aumento en el nivel intracelular de AMPc. Si el receptor se une a un
sustrato antilipolitico la proteina G libera la subunidad B, que tras unirse a la subunidad o,
impide la actividad del enzima. El AMPc formado activa al enzima kinasa-A quien cataliza

a su vez la fosforilacién de otra familia de proteinas Kinasas y en consecuencia se
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amplifica substancialmente la sefial inicial (amplificacién en cascada). Las proteinas kinasas
fosforiladas son activas y capaces de fosforilar a la LHS que finalmente es activada de este
modo (29). Las catecolaminas tras unirse a los receptores adrenérgicos 31, B2 y quizas
los B33, el glucagdén y otros mediadores como la hormona del crecimiento, la ACDH y los
corticosteroides provocan un aumento de los niveles intracelulares de AMPc activando a la
LHS y por consiguiente, estimulando la lipdlisis. Sin embargo, la insulina que mediante la

activacién de la la fosfodiesterasa I, inactiva a la adenilato-ciclasa, el estimulo de los

receptores a2-adrenergicos y los receptores de adenosina inhiben la ruta (30). Es preciso
sefialar que la velocidad a la que puede desarrollarse la lipdlisis varia segun la localizacion
del tejido adiposo: es menor en el TAB subcutineo periférico, aumenta en el TAB
subcutaneo abdominal y en el TAB visceral es donde ocurre con mas celeridad. Este
hecho permite una rapida llegada de 4cidos grasos al higado para poder superar aquellas
situaciones, como por ejemplo la producida con el ejercicio fisico intenso, donde puede

producirse “urgencia de combustible” (29).

A la ruta metabdlica contraria, mediante la cual los acidos grasos previamente
activados son esterificados con el glicerol-fosfato para formar triacilgliceroles se denomina

lipogénesis como muestra la figura 5 (23).

H20
Esterificacion A
2 Acil-CoA + Glicerol- fosfato ———W Acido fosfatidico -|—|—> Diacilglicerol
Acetil-transferasa V Fosfatasa
Pi
Diacil-glicerol-acetil-transferasa Acil-CoA
Esterificacién CoA

ASP* activa el enzima

Triacilglicerol
* Agoutl signal protein

Fig. 5.: Esquema de las distintas etapas que forman parte de la sintesis de triacilgliceroles.
Fte.: Modificado de Voet: Bioquimica. (23).
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El origen del glicerol-fosfato es diferente en cada tejido. En el higado el glicerol

puede ser fosforilado por el enzima glicerol-kinasa y por tanto no depende
exclusivamente del metabolismo glucidico, sin embargo, en el tejido adiposo se origina via
glucolitica. El metabolismo de la glucosa es de suma importancia para la actividad
lipogénica adipocitaria, hasta tal punto que el tejido adiposo blanco es el responsable de la
captacion del 5 al 20% de la glucosa insulina dependiente (31). El ingreso de glucosa a las
células se produce a través de transportadores de naturaleza proteica (GLUT) localizados
en la membrana plasmatica. Los GLUT tienen varias isoformas distribuidas desigualmente
en los tejidos y sometidas a diferente regulacion, los mas abundantes en el tejido adiposo
son los GLUT-4 que son estimulados principalmente por la insulina. Este hecho es el
responsable de que el déficit de insulina altere la sintesis de triacilgliceroles en el tejido
adiposo: si disminuye la glucolisis se genera menos cantidad de glicerol fosfato, por tanto
disminuye la sintesis de triacilgliceroles prevaleciendo la lipdlisis sobre la lipogénesis y

provocando la salida de acidos grasos del adipocito (32).

Los acidos grasos también pueden tener distinto origen segun el momento
metabélico y el tejido considerado. En estado post-prandial, al higado le llegan los 4cidos
grasos que cuentan en su estructura quimica con mas de 10 atomos de carbonos
procedentes de la dieta bajo la forma de quilomicrones y via porta cuando poseen menos
de 10 atomos de carbono, ya que éstos son hidrosolubles. En estado de ayuno los acidos
grasos procedentes del tejido adiposo son trasladados via arterial unidos a la albumina al
resto de los tejidos o también pueden ser sintetizados a partir de glucosa mediante un
proceso conocido como sintesis “de novo”. Al musculo y al tejido adiposo sin embargo, le
llegan los 4acidos grasos via sanguinea transportados en los triacilgliceroles de las
lipoproteinas ¢ unidos a la albumina (31). En la pared de los capilares del tejido adiposo y
del tejido muscular, se encuentra la LPL que libera a los acidos grasos las lipoproteinas
para que puedan penetrar dentro de estas células. Este es un enzima “marcapaso” en la
provision de acidos grasos a los tejidos ya que cataliza el paso limitante de la ruta
metabdlica por lo que determina la velocidad de la sintesis de triacilgliceroles. La mitad de
los acidos grasos liberados junto con todo el monoacil-glicérido generado ingresan en los
adipocitos y en los miocitos bien mediante difusién pasiva, bien con la ayuda de
transportadores especificos. Los acidos grasos no ingresados, son transportados por el

torrente sanguineo hasta que llegan al higado unidos a la albimina (29).
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La actividad de la LPL se regula modificando la velocidad catalitica del enzima
(activacién/inhibicién), y mediante cambios en la concentracién de esta proteina
(induccién/represion). La insulina y los glucocorticoides son importantes inductores
especialmente en el tejido adiposo visceral. Se ha observado que tras las comidas aumenta
la actividad del LPL en el tejido adiposo y disminuye en el musculo esquelético, y sin
embargo durante el ayuno y el ejercicio, ocurre justo lo contrario. Esta regulacion inversa
en respuesta a la alimentacion y el ejercicio es debida a los desiguales efectos que produce
la insulina en el tejido adiposo y en el tejido muscular, que sirve para maximizar los
depositos de energia en momentos de abundancia y en periodos de carencia, poder
abastecer de energfa al musculo (30). La actividad de la LPL estd aumentada durante la
obesidad aunque paraddjicamente también lo hace durante la pérdida de peso. Este hecho
sugiere que el enzima podria comportarse como regulador del “set point” graso
adipocitatio. El aumento de LPL en respuesta a la alimentacion se deberfa a un mecanismo
tipo postransacional, mientras que el debido a la pérdida de peso se deberfa a un aumento

de la sintesis del enzima. (33).

c.2. Adipocitogénesis

La formacién del tejido adiposo blanco comienza antes del nacimiento aunque su
desarrollo es un proceso continuo que se produce a lo largo de toda la vida. La totalidad de
los depositos de grasa pueden sufrir grandes variaciones a lo largo de la vida, permitiendo
asi abordar diferentes circunstancias fisiologicas. Esta variabilidad es posible gracias a que
los adipocitos, que pueden almacenar grasa en cantidades proximas al 80-95% de su
volumen, tienen la capacidad de aumentar (hipertrofia) y disminuir de tamafio debido a la
gran elasticidad de su membrana citoplasmatica, y ademas pueden aumentar en nimero
(hiperplasia) (1). Aunque en obesidades tempranas se produce mayor aumento de la
celularidad, la capacidad hiperplasica parece conservarse siempre, parece ser que en todas
las especies estudiadas, la hipertrofia es un proceso que ocurre con mas rapidez que la
hiperplasia. Como la formacién de nuevos adipocitos es un proceso irreversible, cuando se
produce una reduccién de peso corporal disminuye el tamafio de las células mas no su

cantidad (34).
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Cuando los adipocitos superan un “tamafio critico” se pone en marcha el complejo
mecanismo de reproduccion. El estimulo proliferativo parte de los propios adipocitos
aunque también podrian estar implicados otros tejidos. Durante este proceso, las células
del soporte fibroblastico-vascular del tejido adiposo, coincidiendo con un fuerte aumento
de su nivel de LPL, sufren un proceso de diferenciacién convirtiéndose en adipoblastos.
Posteriormente estas células tras adquirir enzimas y receptores especificos se transforman
en pre-adipocito. Para llevar a cabo este proceso de diferenciacién es necesario un
superavit energético y la acciéon de diferentes factores capaces de interferir con el medio
como la insulina, la hormona del crecimiento, prostaciclinas, glucocorticoides etc. que
pueden actuar bien a nivel de receptores de membrana bien a nivel de receptores nucleares.
En los preadipocitos también existe un receptor para acidos grasos involucrado en el
proceso de sintesis de las enzimas necesarias para la diferenciacién celular, estableciéndose
asf una relacién entre factores alimentarios y la activacion de las células preadiposas. El
ultimo paso consiste en la incorporaciéon de nuevos receptores y enzimas para la sintesis de

acidos grasos y triacilgliceroles hasta alcanzar el estado de adipocito maduro (21).
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1.2, Integracion del metabolismo

energético: visién global

1.2.1. Adquisicion y transformacion de la energia:
digestion y absorcion de nutrientes

Las células para poder desempefar todas las funciones inherentes a la vida
necesitan un aporte continuo de energfa que se obtiene mediante un conjunto de
reacciones bioquimicas que transforman los nutrientes adquiridos del entorno en
metabolitos energéticos y metabolitos estructurales. El encargado de desdoblar los
alimentos en sus constituyentes elementales para poder abastecer al organismo de los
nutrientes, el agua, los electrolitos y las vitaminas necesarias es el aparato digestivo (1). La
digestion es un proceso complejo cuyo control recae sobre el sistema nervioso, el sistema
endocrino y en el que interviene la propia composicion de la dieta. Para su correcto
desarrollo necesita de la participacion de un conjunto extenso y variado de enzimas y
secreciones, que son sintetizadas y liberadas por varios 6rganos y cuyo objetivo es
producir la ruptura de los enlaces que componen los distintos macronutrientes mediante
reacciones de hidroélisis hasta la obtencion de un “papilla” llamada quimo que contiene los

nutrientes de tal forma que puedan ser absorbidos (17).

El intestino delgado es la parte del tubo digestivo preparada para la absorcion de
los nutrientes por excelencia debido a sus numerosos pliegues, a su larga extension y a que
su superficie esta tapizada por millones de pequefias vellosidades cuyas células se
caracterizan por tener un borde en forma de cepillo que hace protusiéon hacia el quimo.
Como ocurre en otras membranas celulares aqui se producen varios mecanismos de
transporte, entre los que cabria destacar el transporte activo, la difusion simple, la difusién
facilitada y en menor medida también la pinocitosis. La clave para entender la absorcion
de nutrientes radica en la estructura general de las vellosidades intestinales, donde se
observa la ventaja que proporciona la disposicion del sistema vascular para la absorcién
de las sustancias hacia la vena porta, asi como la disposicién del quilifero central para la

absorcion hacia los vasos linfaticos (17).
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Los principales productos obtenidos tras la hidrolisis de los glacidos: 1a glucosa, la
fructosa (procedente de la hidrdlisis de la sacarosa) y la galactosa (procedente de la
hidrolisis de la lactosa, un azicar especialmente abundante en la leche), pese a poder
atravesar el epitelio intestinal por difusion simple, debido a la lentitud a la que se produce
este mecanismo de transporte son absorbidos por co-transporte mediado por proteinas
transportadoras especificas saturables e inhibibles. Tan sélo una porcién glucidica muy
poco relevante se absorbe en forma de disacaridos o moléculas de mayor tamafio. Aunque
estos monosacaridos pueden participar en las rutas catabdlicas o anabolicas de los
enterocitos (particularmente la fructosa puede ser transformada en sorbitol) su principal
destino es alcanzar la circulacion porta-hepatica y finalmente es en el higado donde se
determina la direccién de su metabolismo. Tanto la digestion como la absorcion de los
nutrientes de naturaleza glucidica es muy eficiente y es extrafa la existencia de estas
moléculas en la composicion fecal incluso podria afirmarse, que su presencia puede ser

considerada como un indicio de enfermedad (31).

Debido a su naturaleza apolar y a la escasa o nula capacidad que presentan los
lipidos para disolverse en solventes acuosos, la absorcién de estos macronutrientes es la
mas compleja. El colesterol tras ser hidrolizado, las vitaminas liposolubles, los acidos
grasos y monoacilgliceroles liberados tras la hidrélisis de los triacilgliceroles son
introducidos principalmente, aunque no de forma exclusiva, en el interior de unos
complejos formados con las sales biliares denominadas micelas. Estos complejos facilitan
el transporte de las moléculas hidréfobas a través del soporte acuoso de la luz intestinal
hacia la membrana de las células del borde en cepillo donde las grasas son solubles y
pueden difundir al interior de la célula. Una vez liberado el componente lipidico
emulsionado la micela regresa a la luz intestinal para ser reutilizada (23). Cuando ha
concluido su funcién la mayor parte de las sales biliares son reabsorbidas en el fleon
terminal mediante transporte activo y se dirigen de nuevo hacia el higado a través del
sistema portal (circulacién entero-hepatica) para volver a formar parte de la secrecion
biliar. Aquellas moléculas que no son absorbidas se eliminan junto con las heces. Se ha
observado que la composicion de la dieta influye en la proporcién de sales biliares que

son reabsorbidas o eliminadas (17).
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Una vez dentro de los entericitos el glicerol, los monoacilglicéridos y los acidos
grasos de cadena larga son captados por el reticulo endoplasmatico liso y en ¢él se
re-esterifican para volver a formar “nuevos” triacilgliceroles y estas estructuras junto con
los fosfolipidos, el colesterol y las vitaminas liposolubles se combinan con las
apolipoproteinas (apoA-I, apoA-IV y apoB-48) para formar glébulos que son excretados
por exocitosis hacia el espacio intercelular llamados quilomicrones. Desde las caras
laterales de las células epiteliales los quilomicrones pasan a través de la membrana basal
hacia el quilifero central de la vellosidad y son vertidos a los conductos linfaticos donde
son impulsados hasta el conducto toracico y a la altura de la vena subclavia son vertidos a
la circulaciéon periférica (23) que los transporta por el organismo a medida que éstos los
van haciéndose mas pequefios y menos densos. En el endotelio capilar la LPL libera a los
acidos grasos de los quilomicrones y son captados por el tejido adiposo, el higado y en
caso de necesidad metabolica por el tejido muscular para su oxidacién y transformacion
en energfa. A medida que ocurre este hecho también cambian las apolipoproteinas que
conforman su estructura de modo que se enriquecen en apoE y se empobrecen en apoA.
Estas moléculas resultantes se denominan quilomicrones residuales y su principal destino
es el higado. Aproximadamente entre el 80 y el 90% de los acidos grasos absorbidos en el
intestino utilizan este mecanismo de transporte sin embargo, pequefias cantidades de
acidos grasos de cadena corta (C8-C10) debido a su naturaleza hidrosoluble, son
absorbidos directamente hacia la sangre portal como se ha mencionado

anteriormente (29).

Las proteinas conforme van siendo desnaturalizadas liberan a la luz intestinal los
aminoacidos que las constituyen que penetran en las células enterales mediante transporte
activo secundario (31). Dentro de los entericitos, estos nutrientes ademas de actuar como
sefiales para el control del metabolismo (especialmente la leucina) pueden intervenir en
distintos procesos bioquimicos como la sintesis de los quilomicrones, la sintesis de
proteinas como las enzimas... Ademas los entericitos utilizan principalmente la glutamina
como sustrato energético. No obstante, una buena parte de los aminoacidos son
transportados via porta al higado donde participan en rutas biosintéticas o catabolicas
segun la demanda celular. El resto de los aminoacidos viaja via sistémica para ser captado

por otros 6rganos y tejidos (17).
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Algunos pequefios péptidos, sobre todo aquellos di y tripeptidos cuyo grupo
amino esta bloqueado, pueden escapar a la accién de las peptidasas y alcanzar el torrente
sanguineo. Este suceso cuantitativamente poco relevante no esta exento de importancia ya
que es el responsable de ciertas alergias alimentarias y constituye la via de entrada de
algunas moléculas que forman parte de los alimentos funcionales permitiendo establecer

una base nada despreciable para el disefio de nuevas estrategias alimentarias (35).

El tubo digestivo ademds proporcionar los precursores de los metabolitos
energéticos también es el encargado de aportar al organismo otro tipo de nutrientes como
las vitaminas o los minerales (1). Estas moléculas son necesarias para la supervivencia
celular y algunas de ellas, especialmente en el caso de los cationes, intervienen en las rutas
metabolicas actuando como catalizadores (28). El mecanismo de absorciéon de los
minerales es complejo y se lleva a cabo en tres etapas: la primera etapa o etapa de
liberacion consiste en diversas reacciones quimicas producidas en el estbmago e intestino
cuyo fin es liberar los cationes y aniones de las moléculas y estructuras que los contienen.
La liberacién de los cationes esta fuertemente condicionada por el pH del entorno y la
composicion del alimento que les acompafia sin embargo, a los aniones no parece
influirles tanto estos factores o al menos, no del mismo modo. La segunda etapa o etapa
de translocacion consiste en el paso de estas sustancias a través de la membrana epitelial
de las células intestinales. En general los aniones pequefios son transportados por difusion
simple mientras que los cationes utilizan la difusién facilitada o el transporte activo. En
cualquier caso, es posible que para muchos minerales opere mas de un sistema de
transporte e incluso podria afirmarse que los iones monovalentes se absorben con
facilidad y en grandes cantidades y sin embargo los iones bivalentes se absorben en
pequenas cantidades. En esta etapa, posiblemente como reflejo de una falta de
especificidad por los transportadores, los cationes interaccionan fuertemente entre si
produciendo fenémenos de competencia, desplazamiento y saturacion. Para finalizar en la
tercera etapa o de movimiento los iones migran a través de la superficie serosa de las
células intestinales hacia el torrente sanguineo y generalmente este paso se realiza con el

concurso de proteinas transportadoras (1).
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El dltimo paso de la digestion consiste en el vaciamiento del contenido de la
ampolla rectal. La composicion de las heces es muy variable y depende en gran medida de
la composiciéon de la dieta y de como se haya producido el proceso de digestion. En
general se establece que el agua es el componente mayoritario de las heces aunque en ellas
también se encuentra una extensa poblacion bacteriana junto a residuos procedentes de la
dieta y del proceso de digestion y desechos celulares. En general podria establecerse que
en los mamiferos entre el 10 y 15% de la materia fecal es grasa, entre el 10 y el 20%
sustancias inorganicas, principalmente carbonatos y fosfatos, entre el 2 y 3% proteinas y el
30% restante fibra no digerida y componentes de los jugos digestivos como las sales
biliares, la bilirrubina y sus metabolitos. La excrecién fecal también sirve para eliminar
desechos organicos y excesos eventuales de determinados nutrientes que pueden resultar
toxicos y que llegan al intestino grueso mediante la circulaciéon entero-hepatica aunque

¢ésta no sea la via mas importante de eliminacion (17).
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1.2.2. Integracion de las rutas metabolicas energéticas

El metabolismo esta constituido por un amplio conjunto de procesos bioquimicos
interrelacionados entre si mediante los cuales los seres vivos adquieren y transforman la
energfa, acoplando las reacciones exergdnicas de oxido-reduccion a los distintos procesos
endoergbénicos necesarios para acometer las distintas actividades celulares. En los
mamiferos los 6rganos y tejidos se han especializado para desempefiar una serie de
funciones fisioldgicas especificas, y llevan a cabo un conjunto de rutas metabodlicas con un
proposito fisiologico determinado sin embargo, trabajan de manera conjunta y coordinada
para mantener la homeostasis calorica definida como la presencia constante de
metabolitos energéticos en sangre. El metabolismo debe ser entendido de forma global e
integral y las distintas rutas metabodlicas que lo componen, aunque se desarrollen en un
modelo organico compartimentalizado, estan estrechamente reguladas, interconectadas y
ordenadas. Por otro lado el metabolismo energético también se caracteriza por la
capacidad que presenta para utilizar un gran nimero de moléculas (glucidos, lipidos y
proteinas) y obtener intermediarios comunes que pueden ser oxidados para producir
energia. Por otro lado, los distintos tipos de células poseen un conjunto de enzimas
comunes a las principales rutas metabolicas pero utilizan, almacenan y exportan diferentes

metabolitos energéticos (31).

Entre todos el 6rgano que mas destaca por su alto poder metabdlico y su gran
versatilidad es el higado. Constituye una gran reserva quimica de metabolitos ya que
almacena temporalmente los nutrientes procedentes de la dieta gracias a que
anatémicamente cuenta con un sistema porta-venoso y una posicion privilegiada y ademas
en él se desarrolla una buena parte del metabolismo intermediario transformando dichos
nutrientes en combustibles y precursores biosintéticos necesarios para otros tejidos y
cuyas necesidades varfan con la actividad del organismo. En este sentido el higado tiene
una gran flexibilidad metabolica para adaptarse a las distintas circunstancias que le permite
intercambiar sustratos y energia con otros sistemas, condiciéon indispensable para
mantener los niveles adecuados de metabolitos energéticos en sangre. Por tanto, el higado
contribuye de una forma importante en el mantenimiento de la glucemia respondiendo a
los niveles de insulina, glucagdn, adrenalina, y en contraste a las células del musculo y el
tejido adiposo, a los propios niveles plasmaticos de glucosa, asi como al desarrollo del
metabolismo energético lipidico ya que casi todos estos procesos ocurren en este érgano

con mayor celeridad (17).
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Metabolismo de carbohidratos

Metabolismo de lipidos

Metabolismo nitrogenado

Otras funciones metabolicas

4

Principales funciones metabdlicas del higado

" +Homeostasis de la glucosa sérica

»Sintesis, almacenamiento y movilizacion del glucageno

*Gluconeogénesis a partir de otros precursores (lactato, glicero] aminodcidas)
+Catabalismao de hexosas

*(Gilicolisis come via precursora de la sintesis de acidos grasos

*Sintesis de nove de acidos grazos y trigliceridos

=Sintesis/catabolisme de colesterol (acidos biliares)

{ *Sintesis'metabolismo de lipoproteinas plasmaticas

*Oxidacion de acidos grasos (i oxidacion)
*Produceion de cuerpos cetonicos durante el ayuno
«Sintesis de proteinas plasmaticas

=Interconversion de amincdcidos no esenciales

{ «(luconengenesis/cetogenesis del esqueleta carbonade durante el ayuno

*Produceion de urea a partir del N de los aminoacidos
L #Catabolizmo de bases pinecas y pirimidinicas
r L

=Secrecion biliar

=Metabalizmo de [a bilirubina

-{ sMetabalizmo de xenobioticos (detoxificacian)

= atabolizme de hommonas

L =Biosintesis de hemo

Fig. 6.: Resumen de las principales funciones metabdlicas del higado.
Fte.: Modificado de Fauici: Principios de medicina interna (42).

En estado de post-absorcion (fig. 6) la mayor parte de los aztcares y parte de los

aminoacidos son transportados desde la membrana basolateral de los entericitos por la

sangre venosa portal hacia los sinusoides hepaticos. En este punto, las células reticulo-

endoteliales y parenquimatosas del higado absorben y almacenan temporalmente entre la

mitad y las tres cuartas partes de dichos nutrientes dependiendo de la composicion de la

dieta y el intervalo de tiempo transcurrido entre una ingesta y otra. Recordemos que a este

o6rgano también le llegan via porta los acidos grasos de cadena corta y via sistémica los

quilomicrones compuestos por triacilgliceroles y otras moléculas de naturaleza lipidica

procedente de la dieta (31).
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Una vez dentro de los hepatocitos la glucosa que ha sido previamente absorbida
como tal o procedente de la transformacién de otras hexosas se fosforila rapidamente
gracias a la accién de la glucokinasa para dar glucosa-6-fosfato que puede participar en
distintas rutas metabolicas segun las necesidades organicas. La liberacién de insulina por
el pancreas junto con la abundancia de glucosa-6-fosfato y de ATP motiva en el higado la
activacion de la sintesis de glucogeno que es una forma de almacén de glucosa facilmente
movilizable localizado en el citoplasma celular en forma de granulos junto con las enzimas

que patticipan en su sintesis y degradacion (glucogeno-sintasa y glucogeno-fosforilasa).

Cuando se requiere ATP o esqueletos carbonados para la biosintesis de otros compuestos,
la glucosa-6-fosfato se oxida via glucolitica hasta piruvato o se convierte en ribosa-5-

fosfato. El piruvato a su vez puede ser carboxilado por medio de la piruvato-carboxilasa

para obtener los esqueletos carbonatados intermediarios del ciclo del krebs (oxalacetato) o

puede ser descarboxilado por la piruvato-deshidrogenasa hasta acetil-CoA. Los

aminoacidos que en los hepatocitos no son utilizados para la sintesis de proteinas,
también pueden ser utilizados como precursores de piruvato u otros metabolitos

intermediarios del ciclo de Krebs (28).

El catabolismo glucidico y proteico convergen en acetil-CoA que ademas de poder
ser oxidado completamente hasta CO, para producir ATP es el precursor de la sintesis de
acidos grasos y colesterol lo que permite derivar parte de los metabolitos glucidico y
proteicos hacia la sintesis lipidica. Esta interesante molécula también puede ser obtenida a
partir de la degradacion de los acidos grasos que son el sustrato energético preferido de
los hepatocitos (29). En estado posprandial, cuando la demanda energética es pequeiia, el
excedente de acidos grasos tanto de origen endégeno como exdgeno existente en estas
células, es incorporado a estructuras lipidicas complejas como los triacilgliceroles que
constituyen una reserva energética de utilizaciéon lenta. A su vez los triacilgliceroles se
combinan con apoproteinas especificas para formar lipoproteinas como las VLDL que
son liberadas en el torrente sanguineo para su posterior distribuciéon y almacenamiento en
el tejido adiposo. Los hepatocitos también son responsables del catabolismo y la sintesis
de otras moléculas lipidicas como los fosfolipidos, las sales biliares y parte de las

hidroxilaciones que sufre la vitamina D (28, 29).
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En estado de ayuno (fig. 7) se produce un descenso en los niveles de glucosa en
sangre que motiva la liberaciéon de glucagén dirigiendo el metabolismo celular de los
distintos 6rganos y tejidos hacia aquellas rutas que aseguren el suministro continuo de
glucosa y metabolitos energéticos. En los hepatocitos se activa la glucogenolisis pero la
cantidad de glucégeno almacenado soélo abastece las necesidades organicas de glucosa
durante un periodo de 10 a 18 horas aproximadamente. Si las necesidades persisten el
higado puede obtener glucosa a partir de otros precursores como la mayoria de los
aminoacidos, el lactato, el glicerol, algunos intermediarios del ciclo de Krebs y el piruvato,
activando la via gluconeogénica. El higado también constituye un pequenio almacén de
acidos grasos de rapida utilizacién que, junto con los acidos grasos que se movilizan del
tejido adiposo, constituyen una buena fuente energética que se utilizara con preferencia a
la glucosa en la mayoria de los tejidos y que aportara la mayor parte del ATP necesario
para la gluconeogénesis. Solamente una pequena parte del acetil-CoA que se libera tras la
B-oxidaciéon de los acidos grasos entra en el ciclo del acido citrico para su completa
oxidacion, el destino principal de esta molécula, es la formaciéon hepatica de cuerpos
ceténicos que se liberan a sangre para ser captados por aquellos tejidos que pueden
utilizarlos como fuente energética. Los hepatocitos no cuentan con el enzima 3-cetoacil-
CoA-transferasa, pot tanto, no pueden utilizar los cuerpos ceténicos como fuente de

ATP (28, 31).

Las proteinas también pueden ser utilizadas como fuente de energia puesto que, al
menos en el higado, los aminoacidos que las componen pueden ser degradados dando
lugar a una gran variedad de intermediarios metabolicos. Estas rutas casi siempre
comienzan con la transaminacién del aminoacido a su a-cetoacido correspondiente con la
transferencia del grupo amino a la urea (ciclo de la urea). La mayoria de los aminoacidos,
todos excepto la leucina y la lisina que sélo pueden convertirse a acetidl-CoA o
acetoacetato y por tanto son cetogénicos, son glucogénicos y se pueden convertir en
piruvato o en algin intermediario gluconeogénico, y parte de ellos también son

cetogénicos y pueden ser utilizados para la sintesis de cuerpos ceténicos (31).
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Metabolismo energético en estado de post-absorcion
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Fig 6.: Principales rutas energéticas en estado de post-absorcion.
Fte.: Modificado de Linder; Nutricién: aspectos bioquimicos, metabdlicos y clinicos (31).
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Metabolismo energético en estado de ayuno
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Fig 7.: Principales rutas energéticas en estado de ayuno.
Fte.: Modificado de Linder; Nutricion: aspectos bioquimicos, metabdlicos y clinicos (31).
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1.2.3. Abastecimiento de energia: el tejido adiposo

El tejido adiposo es un o6rgano difuso ampliamente representado en los
mamiferos. Se estima que la adiposidad apropiada para el cuerpo de una mujer oscila entre
el 20 y el 27% de su peso corporal total y aproximadamente el 12% es grasa esencial,
localizada en sitios especificos como la médula 6sea, el corazén, el higado etc,
imprescindible para la supervivencia. Para los hombres la adiposidad adecuada oscila
entorno al 12 y el 15% de su peso corporal total y del orden del 4 al 7% es grasa
esencial (1). Los adipocitos contienen el mayor almacén corporal de energfa en forma de
triacilgliceroles que sirve para abastecer al organismo de metabolitos energéticos en
respuesta a las diversas situaciones fisiolégicas pero el tejido adiposo es algo mas que un
tejido de reserva pasivo. Posee una tasa metabdlica elevada ya que de hecho, el trabajo
conjunto que realiza en completa coordinacién e interconexiéon con el higado, es de
fundamental importancia para el mantenimiento de la homeostasis caldrica y produce un
buen nimero de moléculas necesarias para el correcto desarrollo metabdlico organico
(20). El tejido adiposo también se encarga de transformar en calor excesos energéticos

eventuales como por ejemplo los que se producen tras una comida copiosa (19).

Atendiendo a su coloracién el tejido adiposo se clasifica como tejido adiposo
blanco y tejido adiposo pardo o marrén (fig. 8) y pese tener un origen mesenquimatico
comun poseen profundas diferencias que afectan tanto a su morfologia, como a su

distribucion, expresion génica y funcion (17).
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Fig. 8.: Aspecto histologico del TAB y TAP. (H-E 200X).
Fte.: Young B. Wheater’s Histologia funcional: Texto y atlas en color (36).
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a. El tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco esta constituido por adipocitos uniloculares cuyo
citoplasma esta ocupado por una sola gota de grasa que desplaza al nucleo y el resto de las
organelas celulares hacia las regiones periféricas. Los adipocitos que lo constituyen poseen
mitocondrias pero éstas son menos numerosas que las que poseen los adipositos del
tejido adiposo pardo como muestra la figura 8 (36). El estudio de la composicién celular
de sujetos delgados muestra que el 80% de su peso esta constituido por triacilgliceroles,
el 18% por agua y el 2% por proteinas. En los sujetos obesos el contenido graso aumenta
a medida que disminuye proporcionalmente el contenido acuoso. Anatémicamente el
tejido adiposo blanco se clasifica como superior e inferior. Esta diferenciacion coincide
con su distinto comportamiento metabodlico y biolégico. La grasa de localizacién superior

a su vez puede dividirse en abdominal y toracica atendiendo al siguiente esquema (37):

-,
Ometal
Profunda(visceral) Intraperitoneal (portal)
{ Mesentérico
Abdominal
Retroperitoneal
L Superficial (Subcutanea)

Mediastinico
Toracico
Subcutaneo

Fig. 9.: Clasificacion del tejido adiposo blanco en humanos.
Fte.: Modificado de Vague,; Obesity (37).

El tejido adiposo blanco proporciona a los mamiferos una barrera mecanica que
protege a los 6rganos de posibles traumatismos, es un buen aislante térmico que ayuda a
conservar el calor corporal, constituye la principal reserva energética de triacilgliceroles y
aunque tal vez sea menos conocido pero no por eso menos importante, participa
ampliamente en las funciones metabolicas organicas destacando ampliamente el papel que
realiza en el control del peso corporal y la homeostasis de las reservas energéticas asi
como en el correcto funcionamiento del sistema inmune, la funcién vascular y la funcién

reproductora (17, 20).
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Para que todas estas funciones se desarrollen satisfactoriamente, el tejido adiposo

blanco esta generosamente irrigado e inervado y posee receptores para multiples estimulos

como muestran la tabla 4 que le sensibilizan tanto a las sefiales hormonales como nerviosas

y metabolicas permitiéndole una rapida adaptacion a los cambios que se producen en el

organismo (38). Ademas posee actividad endocrina (autocrina e intracrina) por lo que

sintetiza y libera multiples mediadores como la leptina, el TNF-«, la angiotensina o los

estrégenos al torrente circulatorio que entre otras funciones modulan el metabolismo

(21, 39) como muestra la tabla 5.

Tabla 4.: Distintos receptores aislados en el tejido adiposo blanco.
Fte.: Modificado de Gomez y col. (20) y Arner y col. (38)

Insulina Insulina Antilipolitica
Disminucion nivel de AMPc.
Adrenérgicos: Catecolaminas Activacion proteinas G.
oalA, «1B, «1C Antilipolitica
81, B2, B3 Lipoliticos
Glucocorticoides Glucocorticoides | Grasa periférica: |Modifican la respuesta de otros
Lipolisis receptores a sus
Grasa central:  [sus hormonas efectoras.
Lipogénesis
Acoplados a Gi Adenosina Antilipolitico  [GTP.
Prostaglandinas (E2)
Polipéptido YY
Neuropéptido Y
Hormona estimulante del tiroides TSH Lipolitica Desconocido.
Hormona del crecimiento STH Lipolitica Modifican la respuesta de otros
receptores.
Hormonas tiroideas T3y T4 Lipoliticos  |Aumento respuesta $ adrenérgica
Hormonas sexuales Andrégenos Desarrollo  |Adipocitogénesis.
Estrogenos adipocitario
Miscelanea IGFI y1I Desconocido  |Desconocido.
Colecistokina Desconocido
Glucagon Desconocido
ACTH Desconocido
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Tabla 5.: : Distintos mediadores segregados por el tejido adiposo blanco.
Fte: Modificado de Moreno y col. (21) y Nedergaard y col. ( 39).

Actp30/Adipo Q/ | Activa: Insulina, IGF-1, Musculo esquelético: T sensibilidad a insulina;
Adiponectina PPAR-G, LRH-1 1 la captacion de glc; Tproduccion lactato;
Inhibe: TNF-«, resistina, 1 oxidacion de 4cidos grasos.
glucocorticoides Higado: inhibe gluconeogénesis.
leptina, ghrelina TAB: Activa la LPL.
Resistina 1 tras la ingesta | Ayuno Antagoniza a insulina; | la captacion de glc;
Tproducciéon hepitica de glc; | la adipogénesis.
Leptina Activa: glucocorticoides, SNC: Informa sobre el estado de reservas adiposas.
IL-1, TNF-o, IGF-1 y produce hiperfagia.
Insulina y el metabolismo Higado: | Lipogénesis 1 3-oxidacién =P | [AGL]
de la glc TAB: | Lipogénesis; 1 lipdlisis.
Inhibe: Testosterona y las | Pancreas: | Secreccién de insulina.
hormonas tiroideas Intestino: Estimula la captacion de glc.
M.E: {captacion de glc.
Adipsina/ASP Secrecién regulada por Captar y esterificar los AG hidrolizados de los
insulina y glucocorticoides | triglicéridos por LPL-1 en estado posprandial.
IL-1 Respuesta a la inflamacién | Media respuesta inflamatoria; induce la secrecion
de un tejido de otras citoquinas, quimioquinas y TNF.
IL-6 TNF-o Disminuye la produccién de LPL
Aumenta la secrecién hepatica de triglicéridos.
TNF-a Inductor: triacilgliceroles Regula la captacion de gl y la oxidacién de AGL;
y AG libres estimula la lipdlisis y disminuye los niveles de LPL;
Inhibe: glucocorticoides | la expresién de GLUT 4; resistencia a la insulina;
y catecolaminas regula expresion de enzimas especificas del adipocito.
IGF-1 Interviene en la expansion del tejido adiposo
Angiotensinégeno/ | Regulacién nutricional y Inhibicion de la fibrinolisis. Estimula la diferenciacion
PAI-1 hormonal del TAB. Acciones lipogénicas.
Estrégenos Accion exacerbada en obesidad.
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En estado post-prandial en el tejido adiposo blanco predomina la ruta lipogénica
lo que le responsabiliza de la captacion de una buena parte de glucosa insulino-
dependiente procedente de la dieta. Como los adipocitos no poseen el enzima glicerol-
kinasa, el glicerol-fosfato necesatio para esterificar los dcidos grasos que llegan
procedentes de los quilomicrones, las VLDL o unidos a la albumina se obtiene del
catabolismo de la glucosa. Si la concentracion de glucosa es elevada los adipocitos pueden
oxidar completamente este metabolito hasta acetil-CoA que finalmente es utilizado para la

biosintesis de acidos grasos.

En estado de ayuno el descenso en la concentraciéon plasmatica de glucosa
provoca la liberaciéon de glucagén. Este cambio en la relaciéon de los niveles de
insulina/glucagdn dirige el metabolismo hacia el suministro de metabolitos energético,
port lo que en el tejido adiposo se activa la ruta lipolitica y en consecuencia se degradan los
triacilgliceroles liberando acidos grasos y el glicerol. Esta movilizacién de los acidos grasos
es una buena fuente de energia que se utilizara con preferencia a la glucosa en la mayoria
de los tejidos y que ademas en el higado puede ser utilizada como sustrato

cetogénico (29).
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b. El tejido adiposo marréon

El tejido adiposo pardo o marrén, existe en una gran cantidad de mamiferos pero
s6lo parece relevante para los neonatos y animales que hibernan. Representa entre el 1 y el
5% del peso corporal total (1). Esta constituido por adipocitos poligonales de tamafio
inferior a los del tejido adiposo blanco y son multiloculares: poseen numerosas gotas de
lipidos en su citoplasma (fig. 8). Su contenido en triacilgliceridos varfa entre el 30 y el
70% de su masa. El nicleo es esférico y se localiza en una posicion central y sus células
presentan abundantes mitocondrias y citocromos lo que le otorga esa coloracion
parda (36). Su localizacion es estratégica, se encuentra tanto en zonas superficiales como

profunda como se aprecia en la figura 10 (37).

(Perirrenal
Intraescapular Periaortica
Supetficial < Cervical Profunda < Inguinal
Axilar Alrededor del corazén

\_ Alrededor de los grandes vasos

Fig. 10.: Clasificacion del tejido adiposo pardo en humanos.
Fte.: Modificado de Vague,; Obesity (37).

El tejido adiposo marrén esta abundantemente vascularizado e inervado
presentando muchos mas capilares que el tejido adiposo blanco y también posee una
elevada tasa metabolica (36). Pese a que los procesos lipoliticos y lipogénicos desarrollados
en este tejido son similares a los desarrollados en el higado o el tejido adiposo blanco, el
tejido adiposo marrén tiene unas caracteristicas metabdlicas tnicas ya que aunque posee
un elevado nimero de mitocondrias, es poco eficiente en la producciéon de ATP y sin
embargo es muy eficaz en la generacion de calor. De hecho, su principal misién es calentar
los 6rganos vitales generando “calor esencial” mediante la termogénesis acoplada a ciclos
futiles. Esto explicaria la relevancia que presenta este tejido para los neonatos, donde
constituye entre el 2-5% del peso corporal total. Su actividad setfa necesaria para superar la

hipotermia postnatal (17).
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En los adultos esta forma de termogénesis es menos importante ya que la
aclimataciéon al frio puede resolverse mediante otras estrategias como el temblor o la
actividad tiroidea. Durante mucho tiempo se tuvo por cierto que el tejido adiposo marron
en humanos después del nacimiento se iba atrofiando hasta su completa transformacién en
tejido adiposo blanco en cuanto a su aspecto, funcién e inervaciéon no obstante, evidencias
cientificas mds recientes apuntan que este tejido esta presente y es funcional en personas
adultas (40). En roedores se ha demostrado que el tejido adiposo marrén, que esta bajo el
control del sistema nervioso simpatico, juega un papel en la protecciéon contra la obesidad
y recientes publicaciones atribuyen a este tipo de termogénesis una funcién compensadora
de las diferencias energéticas producidas entre la ingesta y el gasto energético que servirfa
para amortiguar el exceso calérico ante una ingesta masiva modulando asi el gasto

energético en los mamiferos (41).
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1.3. Dieta y salud

1.3.1. La leche un alimento funcional

Hasta hace relativamente poco tiempo se pensaba que los alimentos eran
exclusivamente una fuente de energfa y de elementos estructurales y se consideraba que
una dieta era adecuada cuando proporcionaba los elementos necesarios para satisfacer las
necesidades metabodlicas basicas asegurando la supervivencia de los individuos vy
complaciendo la sensacién de hambre. Hoy en dfa este concepto es insuficiente y ha
evolucionado contemplando la posibilidad de que algunos alimentos puedan mejorar
nuestra salud y reducir el riesgo a desarrollar determinadas enfermedades. Algunos
nutrientes han demostrado ser una fuente de moléculas bioactivas, con capacidad de
interaccionar con el genoma, proteinas u otras biomoléculas implicadas en el metabolismo
animal, capaces de producir cambios bioquimicos o adaptaciones en los organismos
poniendo de manifiesto esta relacién directa entre dieta y salud. En este contexto se
definen los alimentos funcionales como aquellos que demuestran cientificamente
beneficiar a una o varias funciones organicas, mejorando el estado general de salud o
reduciendo el riesgo de padecer determinadas enfermedades, en las cantidades

normalmente consumidas en la dieta (35).

La leche y los productos lacteos son buenos ejemplos de alimentos funcionales ya
que a su capacidad nutricional se le yuxtaponen un amplio y heterogéneo conjunto de
propiedades. En su composicioén existe una gran variedad de constituyentes (tabla 6) que
ademas son susceptibles de sufrir modificaciones tanto a nivel bioquimico durante la

digestion como a nivel industrial mediante su procesado (60).
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Tabla 6.: Composicion quimica de la leche entera de vaca.
Fte.: Modificado de Horton y col. ( 66).

g/ 100 g de alimento 5 33 38 87,5
Minerales mayoritarios Sodio Potasio Calcio Cloro
mg/ L de alimento 505,4 1567,7 12773 1031,4
Magnesio Zinc Foésforo Hierro
1382 39 963,3 0,5
Minerales minoritarios Yodo Cobre Flaor Manganeso
pg/ L de alimento 2372 100 20 40
Vitaminas B6
hidrosolubles B1 (Tiamina) B2 (Riboblavina) B3 (Niacina) (Piridoxina)
pg/ L de alimento 390 1670 870 430
B12(Cianocovalamina) | C(acido ascorbico) | Folatos | Biotina | Pantotenatos
3680 9690 61,57 19,6 3240
Vitaminas liposolubles A (Retinol) D (Colecalciferol) E (Tocoferol) K
UI 6 pg/ L de alimento 1299,5 UI 41,25 Ul 1,54 Ul 41,25 ug

Fraccion glucidica: aproximadamente el 5% del peso total de la leche son

glicidos cuyo hidrato de carbono mayoritario es la lactosa. Este disacarido compuesto por
glucosa y galactosa esta siendo utilizado ampliamente en la industria alimentaria para la
fabricacién de prebidticos debido a que con gran facilidad puede ser transformado en
otros compuestos como lactulosa, lactitol etc. En la dltima década se han desarrollado
nuevas lineas de investigaciéon que muestran un aspecto menos conocido de la lactosa en

las que se aprecia un efecto sinérgico que mejora la absorcién del calcio (67).

Fraccion lipidica: 1a porcion grasa de la leche es variable y suele oscilar entre el

3 y el 6%. Su componente mayoritario (90%) son los triacilgliceroles que estan
constituidos en su mayor parte por acidos grasos saturados de cadena media como el
estearico (12%), palmitico (25-30%) y miristico (11%), junto con una porcién nada
despreciable de acidos grasos insaturados y poliinsaturados de cadena media como el
oleico (23%), linoleico (2%) y o-linolénico (0,5%) (67). En la actualidad se estan
realizando multiples estudios parar valorar las propiedades de estas moléculas puesto que
existen fuertes indicios que asocian el consumo de acidos grasos insaturados con el
aumento de los niveles plasmaticos de HDL-colesterol y la reducciéon de los niveles de

LDL-colesterol (35).
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Otros estudios también relacionan el consumo de acido a-linolénico con la
reduccion del peso corporal (68). La leche ademas contiene un pequefio porcentaje (1%)
de acidos grasos de cadena corta como el acido butirico que podria aportar cierta
proteccion frente al cancer de colon (67). Otros constituyentes funcionales de naturaleza

lipidica como muestra la tabla 7 estan siendo sometidos a estudio.

Tabla 7.: Lipidos funcionales derivados de la leche.
Fte.: Modificado de Hernandez y col. (12).

Nutriente funcional Propiedad asociada
Acido gamma amino butirico Antihipertensivo
Acido butirico Prevencion cancer de colon
Acidos grasos omega 3 Prevencion aterosclerosis e hipertension

Desarrollo de la retina y el cerebro

Prevencidn de desordenes autoinmunes

Prevencién de distintos tipos de canceres

Acidos grasos conjugados Reduccion del peso corporal.

Esfingolipidos Regulacion del comportamiento celular

Reduccion de LDL-colesterol y aumento HDL-colesterol

Fosfolipidos Proteccion frente a ulceracion gastrica

Fraccidon proteica: la porcion proteica de la leche constituye el 3% del peso

total y constituye una importante fuente de moléculas con propiedades bioactivas
(tabla 8). Esta capacidad puede ser debida bien a que algunas proteinas posean ciertas
propiedades intrinsecas beneficiosas para la salud bien a que determinadas secuencias
peptidicas, que se encuentran de forma inactiva dentro de la proteina que las contiene
debido a distintas modificaciones producidas durante el proceso de digestiéon en el tubo
digestivo como la hidrolisis o ciertos cambios producidos durante el procesado del

alimento, hacen posible su liberacién activando asi su propiedad funcional (69).
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La casefna es la proteina mayoritaria de la leche (80% del contenido proteico total)
y es la responsable de que la leche cuaje. Posee un alto valor nutritivo puesto que contiene
un buen numero de aminoacidos esenciales. También destaca por la capacidad que
presenta para formar un sistema micelar que integra en su seno al calcio y al fésforo
manteniendo a estos minerales en suspension y por tanto facilitando su disolucién. Puesto
que las sales derivadas del calcio son muy poco solubles la caseina puede ser considerada
un biotransportador natural que mejora la solubilidad y la absorcion de estos minerales en
el organismo mejorando notablemente su biodisponibilidad. Por otro lado, la caseina
puede ser hidrolizada proporcionando una buena fuente de péptidos. Dentro de este
grupo heterogéneo de moléculas destacan por su actividad los casein-fosfopéptidos que
tienen capacidad para secuestrar calcio y posiblemente a otros minerales actuando
también como biotransportadores o el péptido FM del que se piensa que puede inhibir el

deposito de grasa procedente de la leche y alterar el metabolismo lipidico (35).

El resto de la fraccion proteica de la leche (20%) lo forman un grupo muy
heterogéneo de moléculas de naturaleza muy diversa y con distintas propiedades que
también son susceptibles de sufrir modificaciones. Cabe destacar la lactoferrina que
ciertos estudios la presentan como una proteina transportadora de hierro y otros
iones (35). También se han publicado estudios cientificos que le atribuyen un posible
papel en la supresion del apetito y el aumento de la producciéon de CCK. Otra molécula
interesante es la B-lactogblobulina por su capacidad para unirse al retinol y a determinados

acidos grasos pudiéndose comportar como un transportador natural (69).
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Tabla 8. Proteinas y péptidos funcionales derivadas de la fraccion proteica de la leche.
Fte.: Modificado de Jelen y col. (35), Hernandezy col. (67) y Baro y col. (69).

Caseina

o y B- Caseina

Casokininas

Incrementa el flujo sanguineo al epitelio intestinal.

Inhibicion de la ACE.

Péptido Glutamico

Mantenimiento del sistema inmune.

Regula el desdoblamiento proteico y el reemplazo de glu.

Péptido FM Inhibe el deposito de grasa dietética y altera el metabolismo lipidico.
Caseinfosfopéptidos Transporte de minerales; Facilitan la absorcién y biodisponibilidad
del Ca, Fe, Zn.
Casomorfinas [Agonistas opioides: Disminuyen la motilidad gastrica.
Incrementan la actividad inmune estimulando la capacidad fagocitica.
Inmunopéptidos Inmunoestimulante.
- caseina Casoxinas Antagonistas opioides.
Caseinmacropéptido Imnumomodulador.
Regula la motilidad gastrointestinal.
Liberacion de hormonas.
Casoplatelinas [Antitrombotico.
Proteinas del suero
o~ lactalbumina  [o- lactalbumina Inmunomodulador.
Anticancerigeno.
Lactokinas Inhibidor de 1a ACE.

B- lactoglobulinas

Agonista opioide.

Transporte de retinol.

Transporte de dcidos grasos.

Inhibidor de la ACE.

Seroalbimina

Serofina

Promotor de la inmunidad.

Antagonista opioide.

Prevencién del cancer.

Lactoferrina

[Transporte del Fe y otros iones.

Inmunoestimulante.

Supresion del apetito.

Aumento de produccién de colecistokinas.

Antiinflamatorio

Crecimiento y diferenciacion celular: anticancerigeno

Lactoferricina

Antimicrobiano.

Inmunoglobulinas

lg G, Ig A

Inmunidad pasiva.

Lactoperoxidasa

ntibacteriana.

Factores de

crecimiento

GF 1, GF b

Crecimiento y diferenciacion celular: anticancerigeno.

Reparacién de la mucosa intestinal.
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Otros componentes: Vitaminas y minerales: la leche cuenta en su

composicioén tanto con vitaminas liposolubles, destacando su alto contenido en vitaminas
Ay D como hidrosolubles, con una amplia representacién de las vitaminas del grupo B y
acido folico. Ademas cuenta con un heterogéneo contenido mineral destacando su
concentracion en iones calcio, potasio, fésforo, sodio, cloro, magnesio y zinc que suelen

encontrarse en forma de sales (66).
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1.3.2. Nuevas estrategias en el disefio de alimentos

para reducir el peso corporal

El hecho de que la obesidad haya alcanzado proporciones epidémicas, junto con la
dificultad que supone para un buen numero de personas el seguimiento de los
tratamientos convencionales para reducir el peso corporal, esta propiciando la aparicién
de nuevas pautas en el comportamiento alimentario y el desarrollo de nuevos alimentos
disefiados para el control de peso y la pérdida de grasa especifica. Aunque este tipo de
estrategias no pueden ser utilizadas como sustitutos de los tratamientos convencionales
basados en la restriccion caldrica y el aumento de la actividad fisica que, por otro lado,
suponen cambios en los habitos de vida dificiles de establecer y mantener, si pueden
servir de ayuda complementaria a la hora de facilitar la consecucién de un balance
energético negativo o la pérdida especifica de grasa sin comprometer en ningin caso la
salud de las personas. Asi pues, la base para el desarrollo de nuevas estrategias para
reducir la grasa corporal debe ser el conocimiento tanto a nivel fisiolégico como a nivel
molecular del sistema que regula el peso corporal y el modo en que determinados
componentes de la dieta inciden sobre él. Una de las dificultades que supone el empleo de
estas técnicas nuevas es que todavia quedan incégnitas sobre muchos de los aspectos
concernientes a los componentes de los alimentos, sus efectos e interacciones por lo que
todavia es necesaria una importante labor de investigacion al respecto (43). Dentro de la

gran variedad de estrategias que han surgido con este objetivo destacan:

a. Reduccion del contenido calérico de la ingesta: Alimentos y

dietas con menos densidad energética

Una de las estrategias mas utilizadas para la reducciéon del peso corporal es el
disenio de dietas con alimentos que proporcionen menos energfa. Existen diversas
posibilidades para reducir la composicion calérica de la dieta que comprenden desde una
menor ingesta de nutrientes como los glicidos o las grasas, hasta la manipulaciéon del
contenido de macronutientes. El objetivo es obtener nuevos alimentos en los que se han
sustituidos aquellos nutrientes con mayor contenido calérico por otras moléculas con

similares caracteristicas organolépticas pero con menor aporte energético (44).
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a.1. Reduccion del contenido de hidratos de carbono de la dieta

Se conoce desde hace tiempo que las alteraciones en el patrén y grado de
incremento de glucosa en sangre pueden causar anormalidades metabdlicas que favorecen
el sobrepeso. La elevacion excesiva de glucosa en sangre en fase post-prandial puede
provocar un desequilibrio entre la insulina y las hormonas antagonistas y en consecuencia
puede causar un aumento tardio de acidos grasos libres que finalmente podtia conducir a
una falta en la sensacion de saciedad a la que seguiria el consumo de alimentos (45).
Observaciones de este tipo han provocado la apariciéon de un buen nimero de dietas con
bajo contenido glucidico para combatir la obesidad. Sin embargo el contenido de hidratos
de carbono recomendado en la dieta es el mismo ahora que en el que se ingerfa en el
paleolitico (46). En el tracto gastrointestinal los carbohidratos (excepto la manosa y en
parte la fuctosa) antes de ser metabolizados se convierten en glucosa. Esta fuente de
energfa, que es la unica utilizada por el cerebro, cubre aproximadamente la mitad de las
necesidades energéticas diarias en condiciones dietéticas normales (150-300 moles/dia).
Como el almacén de glucosa es limitado, la dieta es una fuente importante de este
metabolito energético y por ello la variaciéon en la ingesta de carbohidratos produce un
fuerte impacto en el metabolismo animal por lo que un ingreso insuficiente podria tener

consecuencias negativas para la salud (47).

Por otro lado, los desérdenes en la dieta que afectan a la ingesta de carbohidratos
suelen cursar con obesidad (45). Entre el 60 y el 80% del exceso de la energia que
acompafia a una dieta rica en glicidos puede ser almacenada y se ha visto que las dietas
que contienen un alto porcentaje de energia en forma de hidratos de carbono pueden
provocar una elevacion en los niveles de triacilgliceroles circulantes. Este hecho es debido
en parte a que el exceso de carbohidratos de la dieta que no son utilizados ni almacenados
en forma de glucégeno pueden convertirse en lipidos a través de la via metabdlica
“lipogénesis de nuevo” aunque esta ruta sea costosa energéticamente y poco activa en
humanos (48) junto a que el incremento producido en la oxidaciéon de carbohidratos,
debido a un mayor empleo de estos metabolitos como fuente de energfa, conlleva una

menor utilizacién de la grasa de la dieta (49).
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a.2. Sustitucion de los glucidos y las grasas de la dieta

En los ultimos afos se han desarrollado un buen numero de nuevos alimentos
cuya fracciéon glucidica y/o grasas ha sido sustituida por otras moléculas que se
caracterizan por aportar menos calorias que sus homodlogos convencionales pero que

poseen similar sabor, textura y caracteristicas organolépticas que éstos (50):

a.2.1. Sustitutos de los azuicares: Aunque originalmente esta estrategia se
desarrollo para elaborar alimentos aptos para diabéticos, hoy en dia la demanda de
productos “sin azdcar” se ha incrementado considerablemente ya que también son
consumidos por aquellas personas que buscan perder peso. Existen un buen numero de
sustitutos para los glicidos de sabor dulce tanto de origen natural (xilitol, sorbitol,
lactitol etc.) como edulcorantes de sintesis (acesulfamo potasico, aspartamo, ciclamato,
sacarina etc.) que aportan este sabor a los alimentos pero su contenido calérico util es
mucho menor (51). El aspartamo es una molécula especialmente interesante porque
yuxtapone a su capacidad edulcorante, un efecto reductor del apetito ya que favorece la

concentracion circulante de fenil-alanina (52).

Otra posible alternativa es la sustituciéon de la sacarosa de la dieta por fructosa.
Este azucar, que es de origen vegetal, tiene un bajo indice glicemico y su metabolismo
difiere bastante al de la glucosa. El aumento de los niveles de fructosa en sangre no

estimula la secrecion de insulina y su catabolismo esta catalizado por enzimas de

fosforilacion especificos (fructo-kinasa y_aldolasa-B), que permite la entrada del
metabolito en la via glucolitica evitando dos de sus pasos limitantes por lo que las rutas
metabolicas degradativas son dirigidas hacia vias diferentes de la sintesis de reservas de
glucégeno (53). Sin embargo, este hecho, junto a la capacidad de activar enzimas que
catalizan la sintesis de acidos grasos y producir glicerol-3-fosfato, favorece la conversion
de fructosa en lipidos. Puesto que estos procesos ocurren mayoritariamente en el higado,
el consumo excesivo de fructosa puede ir asociado a un aumento de las VLDL, al
acumulo de triacilgliceroles hepaticos y a un aumento de la sintesis de moléculas derivadas
del metabolismo lipidico como el diacilglicerol (54). Otra consecuencia negativa del
consumo excesivo y desequilibrado de fructosa es la alteracion de la relacion
glucosa/insulina en periodos pre y post-prandiales que puede provocar una ruptura de la
relacion leptina/ghrelina y por tanto la sefializacion de hambre/saciedad podrtia verse

afectada causando un aumento de la ingesta (55).
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a.2.2. Sustitutos de las grasas: Una de las sustancias mas empleadas como

sustituto de las grasas de la dieta es la olestra que es un poliéster derivado de la sacarosa
cuya molécula contiene entre 6 y 8 acidos grasos. Esta molécula ni se hidroliza por las
lipasas digestivas ni se absorbe por tanto, no aporta calorfas a la dieta aunque le confiere
unas caracteristicas organolépticas similares a las de las grasas. Sin embargo, su ingesta
crea una pelicula que impermeabiliza el intestino y altera la absorciéon de vitaminas
liposolubles y otros nutrientes lipofilicos esenciales, lo que supone una desventaja para su

uso (50).

Otra posible alternativa, es la sustitucion de parte de la porcion lipidica de la dieta
por Salatrimas (short-and-long-chain-acyl-triglyceride molecules) que son derivados de los
triacilgliceroles cuya estructura presenta una mezcla de 4acidos grasos de cadena larga
(principalmente estearico) y de cadena corta (acido acético, propionico y butirico). Las
saltarimas aportan menos energia que las grasas que habitualmente forman parte de los

productos de reposteria, panaderia y pastas que es donde esta permitida su aplicacion (57).

a.3. Alimentos con elevado poder saciante

El control del comportamiento alimentario es extraordinariamente complejo. En
¢l influyen un buen numero de factores tanto fisiolégicos como no fisiolégicos que
incluye las caracteristicas hedonicas de los alimentos, los factores sociales y psicolégicos
etc. que condicionan en gran medida la extraordinaria variabilidad de respuestas
interindividuales. Toda la informacién que se genera, incluida aquella que proporcionan
las sefiales metabolicas que informan sobre el gasto energético y el estado de las reservas
adiposas, es integrada por el sistema nervioso central que mediante un cambio en el nivel
de los neurotransmisores oxigénicos y anorexigénicos produce respuestas que cursan con
la sensacion de hambre o de saciedad (52). Sin embargo raciones isoenergéticas de
diferentes alimentos pueden diferir ampliamente en su indice de saciedad y la frecuencia y
tamafio de los episodios de comida depende de varios los factores entre los que cabe

destacar los siguientes:
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a.3.1. Composicion en macronutrientes: Muchos estudios coinciden en senalar

que las proteinas son los macronutrientes con mayor capacidad saciante aunque no se han
descrito diferencias remarcables entre los distintos tipos seguidas de los hidratos de
carbono, las grasas y el alcohol. La propiedad de suprimir el apetito de las proteinas
deriva en parte, de la capacidad que poseen estas moléculas para inducir la secrecion de
péptidos gastrointestinales saciantes como la CCK junto al hecho de que ciertos
aminoacidos como la fenil-alanina o el triptéfano y pequenos péptidos como el aspartamo
pueden inhibir el apetito por si mismos ya que son precursores de los neurotrasmisores
que participan en el control de la ingesta a nivel del sistema nervioso central (44).
Ultimamente estan apareciendo en el mercado una serie de alimentos que contienen
quimicos dietéticos o fotoquimicos que, mediante un mecanismo similar, son capaces de
instaurar la sensaciéon de saciedad aunque este tipo de ingredientes podrian clasificarse
mas bien como farmacos mas que como alimentos (58). L.as comidas ricas en hidratos de
carbono también poseen un elevado indice de saciedad que podria justificarse, al menos
en parte, a que tras su ingesta se produciria una inhibicién de la producciéon de ghreina
gastrica mas persistente que la ocasionada tras el consumo de otros nutrientes como por

ejemplo las grasas (59).

En general las comidas ricas en grasas son mas atractivas pero tienen escasa
capacidad de inhibir el apetito. En cualquier caso, su capacidad saciante depende de su
digestibilidad y composicion particular de acidos grasos. Si el proceso de digestion no ha
causado una excesiva degradacion de la grasa y ésta llega al intestino delgado mas o menos
intacta, puede ser efectiva instaurando la sensacion de saciedad debido a que la presencia
en el fleon de nutrientes no absorbidos retrasa el vaciado gastrico (freno ileal). Se ha
observado que los triacilgliceroles ricos en acidos grasos de cadena media (6 a 12 atomos
de carbono) y/o en acidos grasos poliinsaturados tienen mayor poder saciante que los
compuestos por acidos grasos de cadena larga y/o acidos grasos saturados. El contenido
en fibra de la dieta también puede contribuir a instaurar la sensacion de saciedad puesto
que favorece la distension gastrica y reduce la absorcién intestinal por consiguiente,
retrasa el vaciado gastrico (44). Es muy habitual en los tratamientos para el control de
peso administrar dietas con alto contenido en fibra, especialmente la compuesta por
oligosacaridos no digeribles como la inulina y el fructano, ya que ademas de aportar pocas
(o ninguna) calorfa también puede provocar la liberacién de hormonas gastrointestinales

saciantes (60).
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a.3.2. Peso, densidad energética y estado fisico de los alimentos: Estudios a

corto plazo en humanos sefialan que la inhibicién del apetito se regula mas bien por la
cantidad de comida ingerida (peso) que por el contenido calérico de los alimentos de
modo que, para sentirnos saciados por un periodo determinado de tiempo, debemos
ingerir una cantidad determinada de alimentos. Asf la ingesta energética es tanto mayor
cuanto mayor es la densidad energética de los alimentos que componen la dieta. El hecho
de que la regulaciéon de la ingesta se deba en parte al peso de los alimentos consumidos
contribuirfa a explicar el porqué del escaso poder saciante de determinados
macronutrientes como las grasas que sin embargo aportan una elevada densidad
energética. También hay evidencias cientificas de que los alimentos sélidos poseen mayor
indice de saciedad que los alimentos liquidos, en este sentido numerosos estudios sefialan
una asociacion entre el consumo de bebidas endulzadas con azuicar y el desarrollo de

sobrepeso y obesidad (61).

b. Aumento del gasto energético: Alimentos que potencian la

termogénesis adaptativa

La termogénesis comprende un conjunto de mecanismos no del todo bien
conocidos pero en el que intervienen proteinas desacoplantes que permiten la generacién
de calor a partir de la oxidaciéon de los combustibles celulares, particularmente de acidos
grasos. La posibilidad de activar la termogénesis mediante el consumo de determinados
nutrientes resulta muy atractiva para el disefio de nuevos alimentos funcionales de este
modo, parte de la energia consumida podria ser disipada en forma de calor. Existe un
componente térmico obligatorio para los distintos alimentos que depende de su
composicion, pero no todos los macronutrientes inducen la misma respuesta termogénica.
El procesado de las proteinas es energéticamente “caro” y en general su efecto térmico
representa entre el 20 y el 35% de la energfa ingerida mientras que las grasas, que son
nutrientes mas faciles de digerir, tienen un efecto térmico que oscila entre el cero y el 3%
de la energia ingerida como tal grasa. El efecto térmico de otros nutrientes como los
hidratos de carbono varfa entre el 5 y el 15% vy el alcohol entre el 10 y el 30% (41).
Determinados componentes de la dieta como la vitamina A, los carotenoides, los
PUFA... son nutrientes particularmente activos en la regulaciéon de la expresion génica

que estimula la expresion de proteinas desacoplantes en distintos tejidos responsables de
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la generacién de calor, por lo que el consumo habitual de estas sustancias podria estar

asociado a la pérdida de peso gracias a la activacion de la termogénesis adaptativa (62).

¢. Nutrientes que disminuyan el depédsito de las grasas

El mayor conocimiento que se tiene en la actualidad de la base molecular
implicada en la regulacién del peso corporal, asi como de las vias metabolicas y senales
bioquimicas esta haciendo posible el disefio de nuevos alimentos funcionales capaces de
modificar el complicado sistema que regula la sintesis, almacenamiento y distribucion de
los metabolitos energéticos. Existe un importante campo de investigaciéon cuyo objetivo
es analizar como distintos componentes alimentarios pueden interaccionar con los
procesos bioquimicos que regulan la adiposidad corporal y el almacén de reservas
energéticas para, a través de ellos, poder alterar los mecanismos implicados en la
deposicion de nutrientes y reducir el depdsito de metabolitos energéticos, mas
concretamente de grasa corporal. Es de especial interés la relaciéon observada entre la
ingesta de PUFA de cadena larga (20-22 carbonos, tanto n-6 como n-3) y los efectos
producidos en el metabolismo lipidico puesto que se asocia el consumo de estas
moléculas con cambios en el nivel de expresion y actividad de factores de transcripcion
(SREBP-1, PPAR-«) criticos para la expresion de genes codificadores de enzimas del
metabolismo lipidico que conducirfan a la represion de la lipogénesis en el higado y el
tejido adiposo y el estimulo de la oxidacion de acidos grasos tanto en el higado como en el
tejido adiposo y muscular (43). Por otro lado también se ha sugerido que estos nutrientes
podrian causar un aumento de la expresién de proteinas desacoplantes en diferentes
tejidos como el higado, el musculo, el tejido adiposo blanco o el tejido adiposo pardo
ademds de mejorar los niveles de triacilgliceroles y/o el colesterol circulantes que son
factores de riesgo de enfermedades cardiovasculares. Estudios en roedores y algunos
estudios de intervenciéon en humanos han demostrado que el consumo de una dieta rica
en PUFA puede causar una reduccion de la adiposidad, especialmente de la adiposodad

visceral, aunque no se produzcan grandes cambios en el peso corporal (63).
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Otros tipos de acidos grasos como los CLA que son una coleccién de isémeros
del acido linoleico con dobles enlaces conjugados, también han demostrado poder reducir
en roedores y en menor medida también en humanos, la grasa corporal y aumentar la
masa magra aunque de forma modesta posiblemente por su capacidad de inhibir la LPL
del tejido adiposo (64). Los triacilgliceroles cuya estructura cuenta con acidos grasos de
cadena media (6 a 12 carbonos) también pueden ser interesantes en el disefio de nuevas
estrategias para el control del peso corporal ya que a diferencia de los acidos grasos de
cadena larga no son utilizados por los entericitos para la re-sintesis de triacilgliceroles a
empaquetar en los quilomicrones sino que pasan directamentre al higado via porta. De
este modo eluden el efecto de la LPL y su deposicion en el tejido adiposo. Ademas estos
acidos grasos entran en las mitocondrias por un sistema independiente a la carnitina por
lo que su oxidacién es mas directa y facil (62). Otro procedimiento planteado, es sustituir
los triacilgliceroles de la dieta cuya digestién rinde acidos grasos y 2-monoacil-glicerol que
es absorbido como tal y sirve para la re-sintesis de “nuevos” triacilglicéridos en los
entericitos por diacilgliceroles cuya digestion rinde junto a los acidos grasos 1-monoacil-

glicerol que no sirve para este fin (65).
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1.4. Minerales

1.4.1. Metabolismo del Calcio

1.4.1.1. El Calcio

El calcio es el quinto elemento quimico en orden de abundancia en el organismo,
constituye el 2% del peso corporal y el 40% del contenido mineral total. E1 99% se
localiza en los huesos y dientes y tan solo el 1% se encuentra en la sangre, liquidos
extracelulares y dentro de las células de tejidos blandos donde esta implicado en multiples

procesos biologicos (31). Cabe destacar que la concentracion de calcio extracelular
(10M), es mucho mas alta que la intracelular (107M) por lo que siempre existe un

gradiente de concentracion favorable a la entrada del mineral a la célula (17). Dentro de
éstas el calcio se encuentra bien unido a macromoléculas con carga negativa como
proteinas, fosfolipidos de membrana y grupos fosfato o compartimentalizado dentro de
las mitocondprias, los microsomas y el reticulo endoplasmatico. El citoplasma presenta una
concentracién inferior al 1% y pese a que se mantiene constante gracias a diversos
mecanismos como el secuestro del mineral por diversas areas de almacenamiento

celulares, se ha visto que es diferente segun el tejido de donde proceda la célula (5).

La concentraciéon sanguinea de calcio en humanos es por término medio de 2,35
m mol/L con vatiaciones normales entre 2,22 y 2,50 m mol/L. En el plasma el calcio
puede encontrarse bien de forma ionizada (50%) que es la forma biolégicamente activa,
formando quelatos con distintos aniones como grupos fosfato, bicarbonato, citrato etc.
(10%) que permiten que el calcio pueda difundir a través de las membranas capilares
aunque no sea biologicamente activo o bien unido a proteinas (40%) principalmente a la
albumina y otras globulinas que no es ni difundible ni biolégicamente activo. El pH y la
concentraciéon de albumina influyen de modo importante en el equilibrio entre las

distintas fracciones (31).
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La mayor reserva organica de este mineral se localiza en los huesos y dientes. En
estos tejidos el calcio se distribuye entre un fondo relativamente no intercambiable que es
estable y no esta disponible para la regulaciéon de la homeostasis a corto plazo y un fondo
de rapido intercambio que puede participar en las actividades metabolicas. El ritmo de
fijacion del calcio al esqueleto varfa con la edad. Los neonatos poseen una baja
concentracién en su esqueleto que poco a poco va aumentando hasta la finalizaciéon del
crecimiento. Durante los afios posteriores el ritmo de fijacién de calcio al hueso es similar
al de reseccion hasta la edad madura, superada esta barrera, la masa 6sea va disminuyendo
de modo gradual en los hombres y de forma abrupta en las mujeres en torno a una década
(hasta que finaliza la menopausia) entonces el ritmo de decrecimiento en ambos sexos es

similar (1).

En los mamiferos el calcio realiza importantes funciones:
- Es el principal componente estructural del tejido 6seo, proporcionando fuerza

y rigidez a huesos y dientes (17).

- Inicia la coagulacién sanguinea estimulando la liberacién de tromboplastina y

es un cofactor necesario en la conversion de protrombina a trombina (17).

- Estabiliza el medio interno ya que esta implicado en el mantenimiento del

equilibrio acido-base (28).

- Es imprescindible para la transmisién del impulso nervioso ya que inicia el
mecanismo sinaptico en el axon neuronal, y estd implicado en la liberaciéon de
neurotransmisores en las uniones sinapticas y el control de la irritabilidad nerviosa.
Ademas constituye el factor de acoplamiento excitacion-contraccion en todos los
musculos participando en la conservacion del tono muscular y la regulacion del latido

cardiaco (17).

- Participa en la liberacién y modulacion de la actividad de diversos enzimas
tanto intracelulares como extracelulares y esta implicado en la secrecién y mecanismo

de accion de diversas hormonas citosolicas (29).

- Proporciona estabilidad a las membranas plasmaticas gracias a las uniones que
establece con los fosfolipidos, regula el movimiento de los organulos intracelulares,
interviene en los procesos de transporte ayudando a regular la permeabilidad celular
para el sodio y otros iones, y es un importante mediador intracelular que participa en la

transduccion de senales actuando como segundo mensajero (23).
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Para que el calcio pueda desempefar sus funciones con normalidad, la calcemia
debe mantenerse dentro de unos limites muy estrechos por lo que los niveles de calcio en

sangre estan estrechamente regulados mediante los siguientes mecanismos:

a. Calcio intercambiable: Ias sales de calcio, (fosfato calcico principalmente),
fijadas de manera poco firme al hueso estan en equilibrio reversible con los iones calcio
del liquido extracelular. Estas sales presentan gran facilidad bien para fijarse al hueso bien
para disolverse de nuevo en el liquido extracelular. Este tipo de reacciones son tan rapidas
que basta con que la sangre con exceso de calcio pase s6lo una vez por el hueso para que
el mineral sobrante se deposite en él. La biodisponibilidad de la totalidad de las sales
calcicas del hueso oscila entre el 0,5 y el 1,0% pero ademas las mitocondrias de los tejidos
corporales, especialmente las del higado e intestino, también contienen calcio
intercambiable que proporciona un sistema amortiguador adicional pero de menor

importancia (17).

b. Regulacién hormonal: Existen dos importantes sistemas hormonales que

contribuyen a la regulacién de la calcemia: La hormona paratiroidea (PTH)/vitamina D y
la calcitonina. Ambos sistemas empiezan a actuar al mismo tiempo que el mecanismo

intercambiable de calcio:

b.1. Sistema PTH / Vitamina D: una ligera disminucién de la concentraciéon del
calcio i6nico en los liquidos extracelulares produce el aumento del ritmo de secrecion de
PTH por la glandula paratiroidea. ILa PTH actia junto con la vitamina D para lograr,
siempre que sea preciso, un aumento de la calcemia en sangre implicando para ello la
accion de distintos 6rganos. La activaciéon de este sistema hormonal produce en los
huesos la resorcion de calcio y fosfato mediante dos efectos diferentes: el primero de
accion muy rapida, que tiene lugar en minutos produciendo una remocién de las sales
Oseas desde la matriz 6sea en la vecindad de osteocitos que se encuentran dentro del
propio hueso y en la vecindad de los osteoblastos a lo largo de la superficie 6sea; el
segundo mecanismo necesita para su desarrollo varios dias, produce una activaciéon de los
osteoclastos existentes y posteriormente un aumento en la formaciéon de nuevas células

osteoclasticas (17).
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En los rifiones la PTH aumenta la velocidad de hidroxilaciéon del 25-OH-
Calciferol (Vitamina D inactiva) a 1,25-(OH),-Calciferol (Vitamina D activa), aumenta la
reabsorcion tubular de calcio y disminuye la reabsorciéon de fosforo. En el intestino
delgado se produce un aumento de la absorcion de calcio debido al incremento en la

formacion renal de vitamina D activa (31).

b.2. Calcitonina: esta hormona de naturaleza proteica es secretada por el tiroides y
ejerce el efecto contrario a la PTH. Actia mediante dos tipos de acciones: de forma
inmediata produce una disminucién en la actividad de los osteoclastos y probablemente
también un efecto osteolitico en la membrana osteocitica, desplazando el equilibrio a
favor del depésito de calcio en el sistema de sales 6seas de rapido intercambio; y un efecto
mas prolongado reduciendo la formacién de nuevos osteoclastos. Durante periodos de
exceso o déficit prolongado de calcio, sélo la PTH parece tener una importancia real en el

mantenimiento de la calcemia (17).

La hipocalcemia y la hipercalcemia tienen diversas manifestaciones en los
mamiferos. El déficit de calcio cursa con tetania, hiperexcitabilidad de las fibras
nerviosas, convulsiones, anormalidades en la estructura ésea (osteoporosis, osteomalacia y
raquitismo) y en animales de experimentacion a los que se les sometié a concentraciones
extraordinariamente bajas se pudo observar dilataciéon del corazén, cambios en la
actividad de enzimas celulares y alteraciones en la coagulacion sanguinea. lLa
hipercalcemia produce una inhibicién del sistema nervioso disminuyendo la actividad
refleja junto con una disminucién en el intervalo QT del electrocardiograma. También
produce estrefiimiento, pérdida de apetito, calculos renales y una calcificacion excesiva de

los huesos y tejidos blandos (1, 31).
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1.4.1.2. Absorcion del Calcio

La absorcion de calcio se lleva a cabo mediante tres pasos consecutivos: en primer
lugar el calcio atraviesa la membrana apical de los entericitos cruzando el borde en forma
de cepillo que poseen las microvellosidades intestinales, después difunde por el citoplasma
desde la membrana apical hasta la barrera basolateral que es el paso limitante del proceso
y finalmente, atraviesa la membrana basolateral para salir de la célula a la lamina propia y
alcanzar el torrente sanguineo. En condiciones normales, cuando la dieta proporciona una
ingesta del mineral adecuada, el principal mecanismo por el cual el calcio penetra dentro
de la célula es la difusion pasiva. Pese a que la principal funcién de las membranas
plasmaticas es separar dos compartimentos diferentes algunas pequefias moléculas e iones
como el Ca’ y el Mg®" pueden atravesar directamente estas barreras y penetrar en las
células a favor de gradiente de concentracion, sin producir gasto de energfa (17). Este tipo
de transporte puede darse a lo largo de todo el intestino delgado, ciego y colon ascendente
pero debido a la escasa solubilidad de las sales del calcio y la fuerte influencia que ejerce el
pH del entorno, la principal zona donde ocurre es en la parte alta del duodeno (70). Caber
destacar que el epitelio celular del intestino tiene una permeabilidad selectiva y puede
variar el paso para mas o menos solutos segun las circunstancias organicas. Este hecho es
debido en gran parte a las tight junctions, que son un conjunto de diversos tipos de
proteinas intermembrana como diversas inmunoglobulinas, la ocludina o la claudina, que
se encuentran en la barrera apical de los enterocitos sobre todo del yeyuno e ileon, que

permiten el paso selectivo de solutos ademas de desempefar una funciéon estructural (71).

El mecanismo de accién de estas moléculas atin no esta del todo claro, mientras
que para algunos autores estas proteinas son una especie de canales que permiten el paso
del agua, otros investigadores piensan que su comportamiento es similar al de los canales
i6nicos cuya actividad puede ser modificada gracias a la fosforilaciéon producida por
proteinas kinasas. En cualquier caso, es la diferencia en el gradiente electroquimico de
concentracion la responsable del movimiento de solutos de modo que, todos los factores
que modifiquen este gradiente como las citoquinas, diversas hormonas 6 toxinas
bacterianas, pueden modificar la entrada de iones por difusiéon simple. Quiza
determinadas enfermedades como la hipertension podrian estar causadas por mutaciones
que afectan a estas proteinas y en consecuencia se producirfa un cambio en la entrada de

iones sobre todo de calcio y magnesio a las células (71).
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El calcio también puede penetrar a los enterocitos por transporte activo en la
parte alta del duodeno y en el colon ascendente a través de los canales idnicos
TRPV-5 y 6. Ambos canales ademds de expresarse en el intestino delgado, también se
localizan en otros tipos de células como las nefronas renales. Podria decirse que los
TRPV5 se localizan mayoritariamente en el tdbulo distral y los TRPV6 en la membrana en
borde de cepillo del duodeno (72). La funcién basica de estas proteinas es regular la
entrada de calcio al interior de la célula participando en los procesos de (re)absorcion y
ayudar en el mantenimiento del correcto balance del catiéon. La polarizaciéon de la
membrana es imprescindible para el buen funcionamiento de los canales aunque de un
modo diferente a la difusién pasiva. La diferencia en el gradiente electroquimico de
concentracién es la responsable de la discriminacién que se produce para que la entrada
de calcio se produzca por la parte apical y la salida por la basolateral (71). Aunque estos
canales poseen una marcada selectividad hacia el Ca*, cuando la concentracién en el
medio de este mineral es escasa, permiten el paso de otros iones como el Mg”" y en
ausencia de cationes divalentes también contemplan la entrada de cationes
monovalentes (72). Su estructura consiste en un tetramero con seis dominios diferentes
donde se localizan los lugares de regulacion de la actividad del canal. Se ha visto que dicha
actividad esta sujeta tanto a la fosforilacion mediada por la Kinasa-A y la

Fosfo-Kinasa-C que a su vez son activadas por la PTH y a la accién de nucledtidos

como el GMPc y el AMPc. Estos canales se inhiben por el propio Ca*" mediante un
mecanismo feed-back, los H y el Mg®". Los canales TRPV-5 lo hacen en una fase y de un

modo rapido mientras que los TRPV-6 se inhiben en dos fases mas lentamente (71).

Aunque para la correcta regulacion de la entrada y salida del mineral a las células
es importante la concentracién de Ca®” intracelular, se ha comprobado que estos canales
también se abren cuando la concentracion intracelular del i6n es elevada, incluso puede
afirmarse que el gradiente de concentraciéon no explica completamente el transporte del
mineral. Esto hecho es debido a la existencia de unas proteinas localizadas en el
citoplasma celular cuya mision es comportarse como un transportador facilitando la
difusiéon del Ca** a través del citosol desde la parte apical del enterocito hasta la
membrana basolateral, y que ademas podrian proteger a la célula durante aquellos

procesos donde se produce una entrada de calcio elevada (71, 72).
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Se han aislado dos proteinas codificadas por distintos genes con estas
propiedades: la calbindina-D,q localizada en el intestino delgado y la calbindina-Dg,
localizada tanto en el intestino delgado, como en los rifiones y otros organos. Estas
moléculas se comportarfan como un almacén intermedio del mineral permitiendo el
aumento del contenido de calcio intracelular sin modificar la concentraciéon de Ca®* libre.
Se ha visto que la sintesis de estas proteinas es completamente dependiente de la
vitamina D por tanto, esta vitamina tiene un papel fundamental en el transporte
intracelular de calcio. En ausencia de vitamina D la concentracién intracelular de
calbindina-D9K  cae  drasticamente y este proceso resulta completamente

ineficiente (71, 72).

Otro modelo propuesto para explicar el mecanismo mediante el cual los
entericitos pueden soportar concentraciones de calcio intracelular tan elevados es el
modelo vesicular. Se basa en la formacién de vesiculas tras la entrada del Ca®* a la célula
por los canales mediante un mecanismo similar a la endocitosis; estas vesiculas
secuestrarian al mineral protegiendo a la célula de niveles toxicos del mismo y ayudadas
por los microtubulos citoplasmaticos migrarian hasta los lisosomaa. Durante este proceso
la calmodulina, otra proteina implicada en la absorcién del calcio, podria inhibir el canal
impidiendo mas entrada del i6n y ayudaria en el transporte de las vesiculas hacia los

lisosomas (71).

El dltimo paso de la absorcién consiste en la extrusién del Ca®* por la membrana
basolateral del entericito. Este paso se realiza mediante la intervencién de bombas
Ca-ATPasa responsables de la salida de mas del 80% del Ca®" intracelular cuya actividad
también esta modulada por la vitamina D y el intercambiador Na/Ca que causa la salida
del 20% restante del ion aunque este mecanismo mucho mas frecuente en las nefronas.
Pese a que este paso se produce contra gradiente de concentracion no es el principal

punto de control del proceso (17).

El proceso de absorcion del calcio esta ampliamente condicionado por la vitamina
D de hecho, se ha observado que dietas con bajo contenido en calcio o situaciones
fisiolégicas como la lactancia en las que las necesidades del mineral son mas elevadas
aumenta de modo considerable la concentracién plasmatica de vitamina D. Esta vitamina

puede inducir cambios tanto en la estructura como en la funcién del epitelio intestinal
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aumentando en un periodo de tiempo corto (min/h) la absorcion del calcio. Cuando
interacciona con su receptor localizado en el nucleo celular (VDR) se pone en marcha la
transcripcion de las proteinas que van a formar los canales TRPV-5 y 6, la
calbindina- D, las bombas Ca- ATPasa y el intercambiador Na/Ca (72) incluso cabe la
posibilidad de que aumente la sintesis de las proteinas que forman las tight juntions. La

calbindina- Dy es independiente de la accién de la vitamina D (71).

LLa absorciéon de calcio es erratica y solamente se absorbe entre el 20 y el 50% de
la cantidad total ingerida. Para que el calcio pueda ser absorbido debe encontrarse en
forma i6nica pero en general las sales calcicas son poco solubles y precipitan con gran
facilidad. Podria decirse que los compuestos formulados como citrato, lactato 6 gluconato
presentan mas facilidad para disolverse por lo que su biodisponibilidad es mayor que otras
sales como los carbonatos que precipitan mas rapidamente (72). EI pH es un factor a
tener en cuenta en la absorcion del calcio. Mientras que un entorno acido mejora la
disolucién del mineral facilitando la absorciéon el medio alcalino provocan la precipitacion
del mismo. Otros factores fisiol6gicos como el peristaltismo intestinal y un tiempo largo
de vaciado gastrico mediado por ejemplo por una dieta rica en grasas o una ingesta

abundante también mejoran la biodisponibilidad del calcio (70).

El modo en el que afectan los distintos nutrientes que componen la dieta a la
absorcion del calcio es controvertido pero en general podria afirmarse que aquellos
elementos capaces de desplazar el equilibrio de disociacién hacia la forma ionica del
mineral como los hidratos de carbono, especialmente la lactosa, ciertos aminoacidos y
fosfopéptidos mejoran la absorcion mientras que otras moléculas como el acido fitico y el
acido oxalico presentes en los vegetales, capaces de formar hidréxidos u otros complejos
con el calcio y la fibra, podrian actuar como resinas de intercambio ionico reduciendo la
biodisponibilidad. Las interacciones mas discutidas son las que produce el calcio con la
fraccion lipidica de la dieta. Mientras que para algunos autores (70, 72) el efecto de estas
moléculas sobre la absorcién de calcio es despreciable para otros (70, 72, 74) los acidos
grasos y las sales biliares presentes en la luz intestinal tienen la capacidad de acomplejar al
calcio disminuyendo su absorciéon afirmando que, las dietas ricas en triacilgliceroles
sintéticos o en acido palmitico son capaces de aumentandor la eliminaciéon fecal del
mineral y por tanto reducen su absorcion, incluso ciertos estudios (74) relacionan la

esteatorrea que producen este tipo de dietas con la baja absorcién de calcio.
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Otros minerales como el fésforo, el magnesio o el zinc también pueden
interaccionant con el calcio, disminuyendo su absorcién por lo que las relaciones Ca/P,

Ca/Mg y en general Ca/catidén divalente, en la dieta es un factor a considerar (72).

1.4.1.3. Excrecion de Calcio

El principal 6rgano encargado de la excrecion del calcio es el rifion aunque este
mineral también puede ser eliminado por las heces. Hay que destacar que la concentracion
fecal de calcio esta relacionada con la ingesta del mineral mientras que la concentracion
urinaria de calcio es un reflejo de la cantidad de calcio absorbido en el tracto digestivo que
no tiene porqué ser necesariamente el reflejo del calcio ingerido (31). En condiciones
normales los rifiones filtran grandes cantidades de Ca** que posteriormente son
recuperadas gracias a un eficiente mecanismo de reabsorciéon aunque en caso de necesidad
puede hasta quintuplicarse la eliminaciéon para mantener la calcemia. El proceso de
reabsorcion tiene lugar en distintos puntos de la nefrona y emplea varios mecanismos

diferentes (17).

En el tibulo proximal se reabsorbe entre el 60 y el 70 % del Ca®" ultrafiltrado por
el glomérulo. Pese a ser la zona donde se produce la mayor reabsorcion del ion, éste no es
el principal punto de control del proceso. Aqui el 80% del Ca*" es reabsorbido mediante
mecanismos paracelulares pasivos; bien mediante el arrastre producido por el agua a
través de poros junto con el sodio y el cloro (arrastre por solvente) bien por difusion
pasiva a favor de gradiente electroquimico debido al elevado coeficiente de permeabilidad
que posee la pared tubular para el calcio, que no producen gasto de energia. El 20%
restante es reabsorbido mediante transporte activo mediante un mecanismo saturable que
aun no esta del todo estudiado pero que consume energfa (17). Se ha visto que la entrada
de Ca®" a la célula en el segmento S1 esta acoplada a la entrada de Na" pero sin embargo
en el segmento S3 es independiente. También existen dudas sobre como se produce la
extrusion del ion, ya que en esta zona no existe una marcada actividad de la Ca-Atpasa ni

del contransportador Na/Ca (71).
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La reabsorciéon de Ca>" no se produce en el segmento delgado del asa de Henle
pero si ocurre en el segmento grueso ascendente donde aproximadamente se reabsorbe el
20% del ion mediante mecanismos no del todo establecidos (17). Se piensa que en la parte
cortical, gracias a la diferencia de potencial electoquimico existente, la reabsorcion del
mineral se produce mediante movimientos paracelulares y en la zona medular la
reabsorcion se realiza mediante transporte activo. La calcitonina regula la reabsorcion de

calcio a este nivel (17).

En el tabulo contorneado distral sélo se produce el 10% de la reabsorciéon de
Ca™, pero éste es el principal punto de control. En esta zona practicamente es nulo el
transporte pasivo de Ca’" y la reabsorciéon se produce mediante transporte activo. En
primer lugar el Ca*" atraviesa la membrana luminal a través de canales voltaje dependiente
y una vez dentro de la célula, éste difunde gracias a la calbindina-D9K. La vitamina D
también resulta indispensable para su reabsorcion. El dltimo paso consiste en la extrusion
del ion por la membrana basolateral para ello el Ca®" utiliza la bomba Ca-Atpasa. I.a PTH
regula el proceso de reabsorcién a este nivel. Cuando la hormona se une a su receptor
activa la proteina G que lleva acoplada y en consecuencia aumenta la concentracion
intraceluar de AMPc que conduce a la apertura de los canales de la parte apical de la célula

aumentando la concentracién de Ca®* (71).
En el ttbulo colector también se puede producir la reabsorcién de Ca*>" pero de en

esta zona tan so6lo se absorbe entre el 3 y el 10 % por lo que este proceso es bastante

ineficiente (71).
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1.4.2. El Calcio y el control del peso corporal

A finales de los afos 80 se observé por casualidad revisando el estudio
epidemiolégico NHANES I realizado en por The US Departament of Agricultura sobre
los habitos de consumo de la poblacion estadounidense una relacién inversa entre la
ingesta de calcio y el peso corporal. Curiosamente en este trabajo se reflejaba que las
personas de raza negra no hispanica se distingufan por presentar la mayor tasa de
obesidad y un consumo de calcio inferior a 592 mg/dia mientras que los sujetos
caucasicos, que posefan la menor tasa de sobtrepeso, consumian mas de 765 mg/dia (75).
Esta hipétesis también fue constatada por McCarron y col (76) que evaluando los posibles
efectos que producia el consumo de lacteos sobre la hipertension apreciaron la misma
correlacion y posteriormente Zemel y col. (77) estudiando los datos del NHANES III
observaron que el riesgo relativo de pertenecer al cuartil mas alto de peso corporal estaba
relacionado con la baja ingesta de calcio en la dieta tanto en el conjunto de la poblacion
femenina como masculina e infantil. Por otro lado Davies y col. (78) revisando los
resultados de cinco estudios clinicos disefiados para evaluar los efectos del consumo de
calcio sobre la mineralizaciéon del hueso en la poblacién femenina, también observaron
una interesante asociacion inversa entre la ingesta de calcio y la reducciéon del peso
corporal sugiriendo que la ingesta de 1000 mg de Ca/dia podria explicar la pérdida de

0,325 Kg/afio, lo que supondria hasta el 3% de las vatiaciones del peso corporal total.

La hipotesis de que el calcio procedente de la dieta pueda desempefiar un papel en
la regulacién del peso corporal ha suscitado gran interés y cierta controversia como se
demuestra en varios trabajos realizados tanto en seres humanos (tablas 9 y 10) como en
modelos animales de experimentacion (tabla 11). Los estudios epidemioldgicos
observacionales realizados en seres humanos (tabla 9) y disefiados con el objetivo de
examinar este supuesto, revisados en este trabajo, no muestran resultados concluyentes.
Mientras que investigadores como Barba y col. (79) tras analizar el consumo de calcio en
la poblacién infantil italiana y Loss y col. (80) tras revisar los datos del Heritage'S study,
han encontrado una clara asociaciéon inversa entre la ingesta de calcio y el peso corporal
reforzando esta hipotesis, otros trabajos realizados por investigadores como por Snijder y
col. (81) con los datos del Hoorn's study, y Murakami y col. (82) tras analizar los habitos

alimentarios y los parametros antropométricos de la poblaciéon universitaria japonesa no
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advirtieron ninguna diferencia en el IMC de los individuos mayores y menores

consumidores de calcio.

Los estudios intervencionales revisados en seres humanos (tabla 10) tampoco son
concluyentes. Jensen y col. (83) tras administrar a un grupo de mujeres obesas una dieta
hipocalética con distinto nivel de Ca (800 mg/dia vs 1800 mg/dia) no observaron una
diferencia significativa en la pérdida de peso producida en ambos grupos sin embargo
Zemel y col. (84), tras someter a un grupo de individuos afro-americanos a una dieta
hipocalérica con distinta concentracién de calcio (500 mg Ca/dia vs 1000 mg Ca/dfa),
observaron una pérdida de peso un 50% mayor en el grupo que habia ingerido mayor
cantidad de calcio proponiendo la existencia de un valor umbral minimo en el consumo
de este mineral por debajo del cual no se aprecia ningin efecto en la regulaciéon del peso
corporal (85). Otros investigadores como Lorenzen y col. (86) que no encontraron
ninguna relacién entre el consumo de calcio y el IMC tras someter durante un afio a una
poblacién de nifios de 12 afios con una dieta que contenia 700 6 1200 mg Ca/dia afirman
que, los efectos advertidos en la variacion de la masa corporal podrian estar causados por
un aumento del consumo de proteinas capaz de aumentar el nivel de hormonas anabdlicas

como la insulina que estan implicadas en la regulacion del apetito.

Varios estudios (84, 85) apuntan a que cuando el calcio de la dieta procede de la
leche y los productos lacteos los efectos producidos sobre el peso y la grasa corporal son
mas notables. Moore y col. (87) revisando los datos del Framingham Children’s Study
encontraron una asociaron en la poblacion infantil que presentaba mayor consumo de
leche y productos lacteos con un peso corporal mas saludable y Marques-Vidal y col. (88)
tras analizar los datos del National Health Interview Survey (Potrtugal, 1998 y 1999)
determinaron que aquellos individuos que consumian mas lacteos posefan un menor IMC.
La leche y los productos lacteos cuentan en su composicién con un amplio abanico de
componentes bioactivos con capacidad de producir cambios bioquimicos en el organismo
animal y tal vez, alguna de estas moléculas, pudiera intervenir en el control del peso
corporal posiblemente actuando sinérgicamente con el calcio. A este respecto Zemel y
col. (85) comparando los efectos que producia sobre el IMC de mujeres obesas varias
dietas con distinta concentracién (500 mg/dia vs 1000 mg/dfa) y procedencia de calcio
advirtié que, aquellas personas que habian consumido una dieta rica en lacteos sufrieron

una mayor reduccién en su peso corporal que las alimentadas con una dieta con alto
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contenido en calcio procedente de otras fuentes. Al finalizar el tratamiento, las sefioras
fueron sometidas a Rx para examinar la variacion de sus depodsitos grasos corporales.
Todos los individuos presentaron una clara disminucién del tejido adiposo pero aquellas
que habfan sido alimentadas con una dieta rica en lacteos experimentaron una pérdida de
grasa en la zona abdominal superior a las alimentadas con las otros alimentos sugiriendo
que, la leche y los productos lacteos podrian influir en la distribucion de los depédsitos
grasos. Similares conclusiones fueron observadas por Azadbakht y col. (89) tras realizar
un estudio longitudinal sobre la poblaciéon femenina irani con una edad comprendida

entre 40 y 60 afios.

En cuanto a los estudios realizados con modelos animales de experimentacion
(tabla 11) resefiados en este trabajo, destacan las aportaciones realizadas por
Stern y col. (90) que tras evaluar el efecto que producian los lacteos sobre ratas Wistar-
Kyoto con hipertensién espontanea, encontraron una menor ganancia de peso corporal
en el grupo de animales alimentados con un pienso con alto nivel de calcio (2,8%)
comparado con el grupo cuyo pienso contenfa un nivel estandar de calcio (0,4%). En
otros estudios realizados con ratones transgénicos con sobre-expresion del gen agouti en
los adipocitos como el realizado por Zemel y col. (77) cuyo objetivo, ademas de examinar
el papel que podria realizar el calcio de la dieta sobre el peso corporal también fue
intentar explicar los posibles mecanismos implicados en este proceso, observaron tras
alimentar a dos grupos de ratones con un pienso hipocalérico pero con distinta
concentracion de calcio (4 mg/Kg pienso vs 12 mg /Kg pienso) que el grupo alto calcio
present6 al finalizar el tratamiento una menor ganancia de peso corporal, una drastica
reduccion de los depdsitos grasos, un aumento de la temperatura corporal y un aumento
de la concentracién de las proteinas UCP2 y UCP3. Ademas los adipocitos de estos
animales presentaban una reduccién de la expresion y de la actividad del enzima dcido
graso sintasa, un aumento de la lipélisis basal, y una disminucion de la concentracion de
Ca®" intracelular, lo que hace suponer que el Ca* intracelular podtia ser un importante
mediador de los efectos observados (91). Sin embargo Pilvi y col.(93) tras someter a tres
grupos de ratones C57Bl/6] respectivamente, a un tratamiento con tres dietas bien con
alto contenido en calcio (1,8%) y alto nivel de caseina (20%), con bajo contenido en
calcio (0,4%) y alto nivel de caseina (20%) o alto contenido en calcio (1,8%) y alto nivel de
proteinas lacticas excluida la casefna (20%) observaron que no se produjo ninguna

diferencia en el peso corporal entre los animales de los grupos alimentados con distinto
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nivel de calcio e igual nivel de caseina, pero sin embargo el grupo de roedores alimentado
con elevado contenido en calcio y el resto de proteinas lacticas si presentdé menor
ganancia de peso sugiriendo que, realmente la pérdida de peso corporal observada en este
tipo de roedores estaba causada por la fraccion proteica de la leche obtenida tras aislar la
casina y no por el calcio. A este respecto Shiy col. (91) alimentando a cuatro grupos de
ratones con cuatro dietas que contenfan distinta concentracion y procedencia del calcio
(Carbonato calcico vs productos lacticos) observaron que, en todos los grupos de
roedores se habia producido una menor ganancia de peso y de masa grasa respecto al
grupo control pero ademas aquellos animales cuyo pienso estaba compuesto por el calcio
procedente de la leche la reducciéon de su masa corporal fue mas notable sugiriendo que,
la leche y los productos licteos actdan sinérgicamente con el calcio aumentando los

efectos advertidos en el peso corporal (77).
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Tabla 9.: Estudios epidemiologicos realizados en seres humanos sobre el consumo de calcio y el peso

corporal.

Cohorte n=852 'y 1044 @ (50-75 afios) No asociacién entre el consumo de Snijder y col. (81)
prospectivo | Paises Bajos. Hoorn's study. Ca y el peso corporal. 2007
Transversal |n=1771 @ postmenopausicas Asociacién inversa entre el consumo Varenna y col. (93)

retrospectivo | Italia. de productoslicteos y el peso corporal. 20007

Transversal |n= 926 @ (40-60 afios) Asociacion inversa entre el consumo de | Azadbakht y col. (89)
Iran. productos lacteos y la grasa abdominal. 2007

Transversal |n=17771 & y 19742 @ (18 afios) A mayor consumo de productos lacteos | Marques-vidal
National Health Interview Survey. menor IMC. y col. (88) 2006
1998-1999 Portugal.

Transversal |n=1896 @ (18-20 afios) No asociacién entre el consumo de Ca [ Murakami y col. (82)
Estudiantes japonesas. y productos licteos y el peso corporal. 2006

Longitudinal | n=56 & y 36 Q (3-6 afios) A menor consumo de leche Moore y col. (87)

(7 afios) USA. Framingham children’s study. mayor IMC. 2006
Longitudinal |n=19615 & (40-75 afios) No asociacion entre el consumo de Ca | Rajpathak y col. (94)

(12 afios) | USA.Health ProffesionalsFollow-up study. |y productos lacteos y el peso corporal. 2006
Longitudinal | n=19352 9 (40-55 afios) Asociacion inversa entre el consumo Rosell y col. (95)

(9 afos) Swedish mammography cohort. de productos lacteos y el peso corporal. 2006
Transversal |n=223 & y239 @ (16 afios) Asociacién inversa entre el consumo Mirmiran y col. (96)

Iran. de productos lacteos y el peso corporal. 2005

Cohorte n=900 3y @ (5-11 afios) A mayor consumo de Ca Barba y col. (79)

Poblacion infantil italiana. menor IMC. 2005
Longitudinal |n=12829 d'y @ (9-14 afios) No asociacién entre el consumo de Berkey y col. (97)

(3 aflos) Poblacion infantil USA. productos lacteos y el peso corporal. 2005
Longitudinal |n=240 & y219 9 (40-75 afios) A mayor consumo de lacteos Newby y col. (98)

(7 afios) USA. menor IMC. 2004
Transversal |n= 245 @ pre y post-menopausicas. La ingesta adecuada de Ca ayuda a Choquette y col. (99)

mantener un peso corporal adecuado. 2004
Transversal |n=582 'y ?. A mayor consumo de Ca Martin y col. (100)
menor percentil de grasa corporal. 2004
Transversal [n=1701 3y @ Asociacion entre obesidad y bajo Olivares S.
Nifios en edad escolar. consumo de productos lacteos. y col (101) 2004
Transversal |n=800(Jy }) A mayor consumo de Ca Loos y col. (80)
HERITAGE'S study. menor IMC. 2003
Longitudinal |n=112 & y 136 @ (18-65 afios) Asociacion inversa entre el consumo Drapeau y col. (102)
(6 afios) Quebeck family study. de lacteos y un peso corporal saludable. 2004
Observacional | n= 3000 &'y @ (18-30 afios) El incremento de productos lacteos Pereira y col. (103)
USA. CARDIA'S study. reduce la grasa corporal. 2002
Longitudinal | n=29 & y 24 Q (2 afios) A mayor consumo de Ca Carruth y col. (104)
(96 meses) | USA. menor incidencia en sobrepeso. 2001
Transversal | n=780 ¢ Una ingesta supetior a 1000mg Ca/dia | Davies y col. (78)
USA. se asocia a un menor IMC. 2000
Transversal |n=7000 3y @ Asociacion inversa entre el consumo Zemel y col. (77)
USA. NHANES IIL de Ca y el peso corporal. 2000
Transversal | n=10000 &'y @ (18-74 afios) Relacién inversa entre el consumo McCarrony col. (76)
USA. NHANES 1. de Ca y el peso corporal. 1984
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Tabla 10.: Estudios de intervencion realizados en seres humanos sobre el consumo de calcio y el peso

corporal.
Ref.
Poblacion Dieta Conclusiones Bibliografica
n=110 (¥) Grupo Control: 700 mg Ca/dfa El suplemento de CaCOj3 Lotenzen y col. (86)
12 afios Grupo Calcio: 1200 mg Ca/dia administrado en la dieta 2006
Dieta habitual; duracion: 1 afio no modificé el peso corporal.
n=34 Grupo Control: 500-600 mg Ca/dfa Mayor pérdida de peso y de grasa Zemel y col. (85)
Adultos Grupo Calcio: 1000-1100 mg Ca/dia abdominal en el grupo calcio que 2005
obesos Dieta hipocalérica 500Kcal/dia en el grupo control.
Duracién: 12 semanas
n=29 Grupo Control: 500 mg Ca/dfa La pérdida de peso de los sujetos Zemel y col. (105)

Afro-americanos

Grupo Calcio: 1000 mg ca/dia

del grupo calcio fue el doble que

2005

obesos Dieta ligeramente hipocalérica la pérdida de peso experimentada
Duracién: 24 semanas en los sujetos del grupo control.
n=155 (¥) Grupo Control: 800 mg Ca/dfa No se produjo una diferencia Gunther y col. (106)

entre18-30 afios

Grupo Medio Ca: 1000 mg Ca/dia

significativa en el peso corporal de

2005

normopeso Grupo Alto Ca:1300 mg Ca/ dia los individuos de ambos grupos.
Dieta habitual; Duuracion: 12 meses
n=72 Grupo Control: 800 mg Ca/dia No se produjo una diferencia Thompson y col.
3y Grupo Medio lacteo: 1000 mg Ca/dia significativa en el peso corporal y col. (107) 2005
obesos Grupo Alto lacteo: 1400 mg Ca/dia los individuos de ambos grupos.
Dieta hipocalérica; duracion: 48 semanas
n=44 Grupo Control: 400-500 mg Ca/dia No se produjo una diferencia Harvey-Berino y col.
Estudiantes Grupo Calcio: 1200-1400 mg Ca/dia significativa en el peso corporal de |y col. (108) 2005
Dieta hipocalérica los individuos de ambos grupos.
Duracién: 12 meses
n=32 Grupo Control: 400-500 mg Ca/dfa Pérdida peso grupo control 6,4% Zemel y col. (109)
Adultos obesos | Grupo Calcio: 800 mg Ca/dia Pérdida peso grupo Calcio 8;6% 2004
Grupo Lacteo: 1200-1300 mg Ca/dia Pérdida peso grupo lacteo 10,9% y
Dieta hipocalérica; duracion 24 semanas mayor pérdida de grasa abdominal.
n=59 Grupo Calcio: 1500 mg Ca/dia + 150 Kcal. | No se produjo una diferencia Lappe JM.
) Grupo Control: 900mg Ca/dfa significativa en el peso corporal de |y col. (110) 2004

Duracion: 4 anos

los individuos de ambos grupos.

n=35 3y ?)

Adultos normopeso

Gtrupo Control: 650 mg Ca/dfa
Grupo Calcio: 1200 mg Ca/dia

Dieta normocalérica; duracion 24 horas

El grupo control presenté una
menor tasa de oxidacion de las

grasas durante el suefio.

Melanson y col.
y col. (111) 2003

n=57 ()

obesas

Gtrupo Control: 800 mg/Ca dia
Grupo Calcio: 1800 mg Ca/dia

Dieta hipocalérica; duracion: 3 meses

No se produjo una diferencia
significativa en el peso corporal de

los individuos de ambos grupos.

Jensen y col. (83)
2001
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Tabla 11.: Estudios realizados en modelos animales de experimentacion sobre el consumo de calcio y el

peso corporal.

Sobre-expresion

proteina agouti

Grupo Calcio: 12 mg Ca/Kg pienso
Dieta hipocalérica; ad. /ib.

corporal T (UCP2)t (UCP3)
1 T* corporal | actividad

Ratén & Grupo Control: 4 mg Ca/Kg pienso Mayor pérdida de peso corporal en | Parra y col. (112)
C57Bl/¢] Grupo Calcio: 12mg Ca /kg pienso el grupo Calcio que en el control. 2008
(n=12) Dieta hiperlipidica; ad. /ib.

Edad: 5 semanas | Duracion tratamiento: 8 semanas.

Raton & Gruo I: 1,8% Ca+ 20 % Caseina Grupo II menor peso y gasa Pilvi y col.(92)
C57Bl/¢] Grupo 1II: 1,8% Ca+ 20% otras proteinas lacticas | corporal que grupo I y III. 2007
(n=30) Grupo III: 0,4% Ca +20% caseina Grupo II y IIT no diferencia ni en

Edad: 9 semanas | Duracién del tratamiento: 21 semanas; ad. /ib. peso ni en grasa corporal.

Ratén & Grupo Control: 4 mg Ca/Kg pienso Grupo Calcio presento | peso Suny col. (113)

2004

proteina agouti

(n=60)

Grupo I1I: 1,2% procedente leche
Grupo IV: 2,4% procedente leche

Duracion tratamiento: 6 semanas; ad. /b.

Grupo III y IV mayor pérdida de
peso que grupo 11

(n=60) Duracion del tratamiento: 6 semanas. y sintesis acido graso sintasa.

Ratén & Durante tres meses dieta hiperlipidica hasta Mayor pérdida de peso corporal en | Serra y col. (114)
C57Bl/¢] conseguir obesidad, después durante 1 mes: el grupo Calcio que en el control. 2004
(n=12) Grupo Control: Dieta hipcalérica + 4 % Ca ad. /ib.

Edad: 5 semanas | Grupo Calcio: Dieta hipocalérica +12% Ca ad. /ib.

Ratén & Grupo I: 0,4% A mayor consumo de Ca menor Shi y col.
Sobre-expresion | Grupo 1I: 1,2% procedente CaCO3 peso corporal. 2002 (91)

Ratén &
Sobre-expresion
proteina agouti

Grupo Control: 4 mg Ca/Kg pienso
Grupo Calcio: 12 mg Ca/Kg pienso
Dieta 1 grasay 1 sacarosa; ad. /ib.

Duracion tratamiento: 6 semanas.

G. Calcio present6 | PC

| (Ca++) intracelular en adipocito
| Actividad acido graso sintasa

1 lipolisis.

Zemel y col. (77)
2000

Edad: 5 semanas

Duracion tratamiento: 4 semanas.

Rata & Grupo Control: 2% Ca Mayor pérdida de peso corporal en | Metz y col. (115)
Wistar Kyoto Grupo Calcio: 4% Ca el grupo Calcio que en el control. 1988
(n=17) Dieta normocalética; ad. /ib.

Edad: 4 semanas | Duracion tratamiento 11 semanas.

Ratas & Grupo Control: 0,4% Ca Mayor pérdida de peso corporal en | Stern y col. (90)
Wistar-Kyoto Grupo Calcio: 2,8 % Ca el grupo Calcio que en el control. 1984
(n=30) Dieta normocalérica; ad. /ib.
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1.4.3. Metabolismo del Magnesio

1.4.3.1 El Magnesio

El Magnesio constituye el 0,05 % del peso corporal total de los mamiferos. El
65% se localiza en los huesos y aproximadamente el 27% en los musculos. En el resto de
los tejidos se distribuye el 8% de magnesio restante y tan solo el 1% se localiza en la
sangre (31). El magnesio es un mineral fundamentalmente intracelular de hecho, diversos
tipos de células como los hepatocitos poseen mecanismos de transporte activo del ion
hacia su interior contra gradiente de concentraciéon (116). Dentro de las células la
distribuciéon de este mineral es heterogénea; es alta en las membranas, mitocondrias,
microsomas y en el nicleo y es baja en el citosol y dentro de los organulos celulares. En
cualquier caso, la mayor parte del magnesio esta unido al ATP y la tasa Mg-ATP esta en

equilibrio con los niveles de Mg*" (31).

El tejido 6seo constituye la gran reserva de magnesio. Observaciones realizadas
en animales de experimentacién muestran que los tratamientos que producen un déficit
prolongado de magnesio conllevan a una disminucién del mineral en el hueso aunque en
otros tejidos su concentracion sufra pocas variaciones. En el tejido 6seo el magnesio se
localiza en los cristales de apatita pero repartido en dos compartimentos diferentes. Entre
el 20-30% se encuentra en la superficie de los cristales en forma de hidréxido
constituyendo la forma labil del mineral. En esta forma quimica el magnesio es soluble,
facilmente intercambiable, posee una gran actividad metabolica y le afectan los cambios
bruscos en la concentraciéon. También se distingue un segundo compartimento en los
huesos largos donde el magnesio se encuentra intimamente ligado a los cristales de apatita
en forma de fosfato, por lo que no es tan facilmente intercambiable. Para producir la
movilizaciéon de magnesio en esta forma cristalina deben activarse los mecanismos de

reabsorcion osea (118).

La concentraciéon plasmatica de magnesio se mantiene constante entre 0,75 y
1,1 m mol/L. El 32 % del magnesio plasmatico total esta ligado a proteinas sobre todo a
la albumina aunque también puede unirse a otras globulinas. El 13 % se encuentra
acomplejado a otras sustancias como iones citrato o fosfato y el 55 % restante se

encuentra de forma libre que es la forma bioldgicamente activa. Al igual que ocurre con el
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calcio, una disminucién en la concentraciéon de albumina plasmatica o variaciones en el
pH producen cambios en el nivel de magnesio total pero el porcentaje de Mg** puede
mantenerse invariable (31). Dada la similar conducta del calcio y el magnesio en la
formacion de complejos con las proteinas plasmaticas se piensa que ambos minerales
pueden unirse a los mismos sitios, alrededor de los grupos carboxilo compitiendo entre
ellos en la formaciéon de complejos. En cualquier caso la concentracién de magnesio
plasmatico es un mal reflejo de la concentracién de magnesio corporal total y de la

concentracién de magnesio intracelular (118).

El magnesio esta relacionado con una gran variedad de procesos bioquimicos y

fisiolégicos y desempefia un papel esencial en numerosas funciones celulares basicas:

- Tal vez sea el mineral mas importante involucrado en la estabilizaciéon de
estructuras. Se conocen muchas proteinas, especialmente dentro del grupo de los
enzimas, que precisan de este catién para la estabilizacion de su estructura final. LLos
ribosomas utilizan el Mg?" para mantener su estabilidad fisica y es imprescindible en la
formacion de las cadenas polipeptidicas donde estabiliza los complejos de RNA. En el
nicleo celular el Mg®" es necesario para el mantenimiento de la integridad de la doble
hélice de DNA, facilita la formacién de RNAm y es necesario para mantener la estructura
de los cromosomas. En las células mas de la mitad del magnesio se encuentra formando
complejos con los acidos nucleicos que son de mayor flexibilidad que los formados con
el calcio y los mononucleétidos. En las membranas celulares el Mg*también forma
complejos con los fosfolipidos reduciendo la fluidez de las mismas y ayudando en el
mantenimiento de la polarizacién que ordena la permeabilidad celular. Un descenso de
magnesio induce cambios en los niveles i6nicos celulares y como consecuencia, se
incrementa el nivel citosélico de sodio y se modifica la distribucién de calcio, mediante la
salida del ion de las mitocondrias y el aumento de la permeabilidad en la membrana

citoplasmatica (120).

- Posee un importante papel metabdlico en el almacenamiento y transformacion
de la energfa. En primer lugar este mineral interviene en la respiracioén celular a nivel de la
fosforilaciéon oxidativa manteniendo fuertemente acopladas las funciones de la
mitocondria en la sintesis de ATP. Ademas es necesario para la sintesis de compuestos

con enlaces ricos en energfa como el enlace anhidrido fosférico presente en el ATP, el
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fosfamida de la fosfocreatina, el 1,3-difosfoglicérico, el fosfoenol del fosfoenolpiruvato, o
el enlace entre un acido y un grupo tiol como el acetil-CoA 6 succinil-CoA. También se
precisa magnesio para la sintesis de nucledtidos difosforilados (NAD) vy trifosforilados
(NADP) y en la formacion de flavin nucleétidos (FMN y FAD). El magnesio interviene
en todas aquellas reacciones quimicas (tanto de transferencia como de hidrolisis) en las
que estén involucrados estos compuestos. Como la mayor parte del magnesio en las
células esti unido al ATP y la tasa Mg-ATP estd en equilibrio con los niveles de Mg**
existen razones para pensar que el magnesio pudiera ser un regulador esencial en el ciclo
celular ejerciendo un papel clave en aquellas rutas metabdlicas donde el paso limitante sea
una reaccion de fosforilaciéon. En cualquier caso, como el magnesio es un importante
cofactor de diversos metaloenzimas y participa en aquellas reacciones en las que
interviene el ATP estabilizando las cargas negativas de los trifosfatos, esta implicado en el
metabolismo glucidico, lipidico y proteico e interviene en la sintesis y duplicacion de
4cidos nucleicos. Pese a que el Ca®* y el Mg*'son cationes divalentes que muchas veces
interaccionan entre si, su papel regulador debe ser distinto puesto que la concentracion y

distribucién intracelular de ambos minerales es claramente diferente (31).

- Actia como segundo mensajero de multiples procesos celulares. Es un
elemento necesario para el crecimiento y mineralizacion del hueso as{ como para la
formacién del colageno y mucopolisacaridos. Refuerza los mecanismos inmunitarios
mediados por fagocitosis y estimula el complemento (1). Actia sobre la excitabilidad de
las neuronas y la trasmision del impulso nervioso produciendo un efecto sedante en todo
el sistema nervioso. Participa en la relajacién muscular y actia en el control del ritmo
cardiaco disminuyendo la conductividad y la irritabilidad en el miocardio (Ca-agonista)
(17). El magnesio es el bloqueador natural de los canales de calcio en las células
musculares. Ademas es un vasodilatador que actia inhibiendo la contracciéon de la
musculatura lisa vascular y modificando el sistema renina-angiotensina (30). A nivel renal
parece necesario para la conservacion del fésforo, potasio y aminoacidos como la taurina
e interviene en la respuesta renal a la ADH (17). Existe una relacién inversa entre el
magnesio sérico y la presion arterial. El magnesio tiene propiedades antiaterogénicas ya

que previene la formacién de depésitos calcicos y es un anticoagulante sanguineo (30).
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La magnesemia caracterizada por su gran constancia esta sometida a mecanismos
de control muy sensibles pero no totalmente conocidos. I.a homeostasis del magnesio
depende basicamente del balance entre la absorcién intestinal y la excreciéon renal y
solamente en aquellos casos de intensa deficiencia se movilizan los depodsitos éseos (31).
Se ha intentado establecer una relaciéon entre el magnesio sanguineo y la PTH pero se ha
comprobado que si bien la concentracién sérica de magnesio influye en la secrecion de
PTH mediante un comportamiento bifasico ya que tanto un aumento brusco como una
caida de los niveles de magnesio plasmatico producen la secreciéon de PTH, la respuesta
hormonal no es capaz de regular la magnesemia. No obstante la PTH es capaz de

producir un incremento en la absorcién de magnesio (119).

La hipomagnesemia produce fatiga, contracciones musculares acompanadas de
dolor, tetania similar a la causada por la hipocalcemia, hipertensiéon aumento de la
coagulacion sanguinea, arritmias cardiacas, anorexia y falta de crecimiento. La
hipermagnesemia cursa con torpeza mental, debilidad muscular y problemas

respiratorios (1).

1.4.3.2. Absorcion de Magnesio

La absorcién de magnesio aunque puede darse a lo largo de todo el intestino
delgado se produce mayoritariamente en el ileon y en el yeyuno proximal debido a que el
pH de esta zona del intestino es el mas apropiado. No obstante, al intestino también le
llega cierta cantidad de magnesio endégeno cuya absorcién se produce sobre todo en el
colon y recto (121). Los mecanismos implicados en la absorcién del magnesio no son del
todo conocidos aunque se han evidenciado dos procesos: un mecanismo de difusién
pasiva, no saturable, a favor de gradiente de concentracién y otro de transporte activo,
saturable, a través de canales especificos para el magnesio (TRPMO6) que constituye el
principal punto de regulacién (72). Dada la similitud quimica existente entre el calcio y el
magnesio se ha contemplado la posibilidad de que la vitamina D también pudiera regular
la absorciéon de magnesio y aunque los estudios publicados no son concluyentes parece
que tan solo grandes cambios en la concentracion de esta vitamina causarfan alteraciones

en la absorcién de magnesio (72).
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La biodisponibilidad del magnesio también puede verse influenciada por otros
componentes de la dieta como los grupos fosfato, el acido oxalico y fitico que pueden
formar complejos con este catién, la fibra que puede comportarse como una resina de
intercambio i6nico y los acidos grasos libres que pueden unirse al magnesio produciendo
reacciones de saponificacion disminuyendo la absorcion. Por otro lado este ion puede
formar quelatos con determinados aminoacidos que mejoran la solubilidad aumentando la
biodisponibilidad. El magnesio en el tubo digestivo también puede interaccionar con
otros minerales. El efecto que produce el calcio sobre la absorciéon de magnesio es
discutible, ambos minerales parecen utilizar distintos transportadores durante su
absorcion pero estudios realizados en ratas muestran que el aumento de calcio produce
una reduccién en la absorcién de magnesio, posiblemente producido por modificaciones
en la permeabilidad de las uniones intercelular que modificarfan el movimiento paracelular
de magnesio. Otros minerales como el zinc también pueden causar una reduccion en la

absorciéon de magnesio (1).

1.4.3.3. Excrecion de Magnesio

Los rifiones ademas de ser la principal via de eliminacién de magnesio son el
principal 6rgano implicado en la homeostasis del mineral siendo muy eficientes en la
conservacion del catién cuando su ingesta es baja. Para explicar la reabsorcion de
magnesio se han descrito procesos paracelulares y transcelulares proponiendo la existencia
de un mecanismo de transporte activo que actuaria en condiciones extremas y afectarfan a

la eliminacién de magnesio sin modificar la absorcién de otros minerales (31).

La mayor parte del magnesio se reabsorbe en el asa de Henle (50-60%) mediante
difusion pasiva a favor de gradiente de concentracion sin producir gasto energético. Este
proceso es parcialmente especifico; es muy permeable para el magnesio, un poco menos
para el calcio y casi impermeable para el agua. En esta zona pueden producirse
interacciones entre el calcio y el magnesio lo que explicaria porqué en condiciones
fisiolégicas la absorcion renal del magnesio es inversamente proporcional a la de calcio.
Ambos minerales pueden alterar su reabsorciéon mediante dos procesos diferentes, uno
menos especifico controlado por receptores localizados en la zona peritubular de las
células del asa de Henle que detectarian el aumento de las concentraciones de magnesio 6
de calcio y como consecuencia se modificaria la permeabilidad produciendo la inhibicién

de la reabsorcién y aumentando la excreciéon de estos iones y otro mediado por
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receptores de la superficie de las células de esta zona para diversas hormonas como la

PTH, calcitonina o aldosterona que aumentarian el flujo paracelular (17).

El tabulo contorneado distral reabsorbe una cantidad de magnesio menor (5-10%)
pero no por eso es menos importante. En este punto la reabsorcion del cation es contra
gradiente de concentracion y utiliza mecanismos de transporte activo mediado por canales
especificos para el magnesio e independientes a la reabsorciéon de calcio produciendo
gasto de energfa. Este es el principal punto de control para la reabsorcién del magnesio
que puede ser modificado hormonalmente o mediante otros factores que influyen en el
manejo tubular renal como el equilibrio acido base, la concentracion de otros minerales
como el sodio o potasio y la vitamina B6 cuyo déficit esta relacionado con un aumento de

la excrecion de magnesio (17).
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1.4.4. Metabolismo del Zinc

1.4.4.1 El Zinc

El zinc es el oligoelemento intracelular mas abundante. Practicamente se localiza
en el citoplasma de todas las células animales aunque de forma heterogénea y su
concentracion varia segun el tipo de tejido. El musculo esquelético y los huesos contienen
el 80% de la cantidad organica total de zinc y son los érganos mas ricos en este mineral
junto con la prostata, el higado, los rifiones y la retina. El 0,5% se localiza en sangre

principalmente en los hematies formando parte de la anhidrasa-carbonica y la

superoxido-dismutasa mientras que el suero tan solo presenta una concentracion infetior

al 0,01% que experimenta oscilaciones circadianas y esta sometida a depresiones post-
prandiales transitorias como las causadas por el estrés (31). Los dos tercios del zinc
plasmatico total son transportados por la albumina el resto, viaja unido a otras proteinas
como la a2-macroglobulina, la transferrina y la metalotioneina y solamente una pequefia
fraccion circula de forma ionica (0,2 m mol/l). No existe un resetvorio de zinc en el
organismo pero en caso de necesidad puede ser reutilizado el ubicado en los musculos y el
tejido 6seo. Tanto los pulmones, como el encéfalo, los musculos y el corazén poseen unas
concentraciones de zinc relativamente estables y no responden a las variaciones del
contenido del mineral en la dieta sin embargo, otros tejidos como el hueso, los testiculos,
el pelo y la sangre si tienden a reflejar la ingesta dietética (17). La homeostasis del zinc se

realiza mediante cambios en el indice de absorcién y eliminacion intestinales (31).

Aunque ain no se han resuelto muchos de sus aspectos la ubicua distribucion de
este mineral indica que estd implicado en multitud de procesos metabdlicos. Podria

decirse que el zinc realiza acciones cataliticas, reguladoras y estructurales:
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- Funcidn catalitica: Participa en multiples vias metabdlicas relacionadas con la
sintesis y degradaciéon de multiples metabolitos mayores como la glucdlisis, la sintesis de
glucogeno y acidos nucleicos, la lipogénesis, la hidrélisis de proteinas y grupos fosfato...
Se han descrito mas de 300 metaloenzimas, la mayorfa localizadas en el higado, cuyo
cofactor es el zinc. También esta implicado en la conversion de retinol a retinal en la
retina y participa a nivel hepatico en el metabolismo de la vitamina A por lo que
interviene en el mantenimiento de la funcién ocular normal, especialmente en la vision

nocturna (122).

- Funcién reguladora: El zinc participa en la regulaciéon de distintos procesos
relacionados con el crecimiento y la division celular y la activacion o inhibicién de factores
de transcripcién responsables de la expresion génica. También participa tanto en la
activaciéon como en la proliferacion y apoptosis de las células linfoides y es un importante
agente inmunomodulador puesto que regula la accién de distintos mediadores como las
citoquinas. Este mineral es imprescindible en el desarrollo y crecimiento de los mamiferos
ya que es un activador de varios metaloenzimas localizados en la zona de demarcacién de
la estructura cristalina de la matriz 6sea y modula la actividad de otros enzimas implicados
en la funcién reproductora y maduraciéon sexual. El zinc ademas esta involucrado en la
regulacion de la liberacién de hormonas tan importantes como la insulina y la prolactina.
Puede activar algunos sistemas de transporte transcelulares y es un neuromodulador de la
sinapsis neuronal. Se ha observado que juega cierto papel en la neurologia del gusto y del

apetito ya que su déficit ocasiona disgetsia y disismia (122).

- Funcién estructural: El zinc forma parte de la estructura terciaria de diversas
proteinas (metaloproteinas) proporcionandoles estabilidad como es el caso de la insulina
y clertas proteinas de la cromatina relacionadas con la transcripciéon y transducciéon de
varias apoenzimas. También ayuda a estabilizar la estructura de los 4dcidos nucleicos y las
membranas celulares y en el mantenimiento de la integridad de los organulos celulares. Es
un constituyente de la estructura de determinados receptores de membrana y factores de
transcripciéon denominada dedos de zinc constituidas por un complejo tetraédrico que

forma el catién con cuatro residuos de cisteina (122).
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El déficit de zinc cursa con diversas manifestaciones clinicas las mas importantes
son anorexia, hipogiisia, ceguera nocturna, disminucion del crecimiento, alteraciones en la
madurez sexual (hipogonadismo) y en la capacidad reproductiva, alteraciones esqueléticas,
disminucién de la masa magra corporal, retraso en la cicatrizacion de heridas junto con
lesiones eccematosas en la piel, alopecia, infecciones recurrentes producidas por la
depresion del sistema inmune, diarrea, y cambios en la conducta.El principal efecto
toxico del zinc parece derivar de su interferencia con el metabolismo del cobre ya que son
minerales antagénicos causando anemia por déficit de este otro mineral. La toxicidad
causada por el zinc también causa erosiones gastricas, depresion del sistema inmune y
aumento del colesterol plasmatico. Se reportan efectos toxicos como nauseas, vomitos,

diarreas, fiebre, letargia, y alteraciones del sistema nervioso central (1).

1.4.4.2. Absorcién de Zinc

La absorciéon de zinc se lleva a cabo en todo el intestino delgado pero es
especialmente importante en el duodeno distral y en el yeyuno proximal. El Zn*" penetra
en los enterocitos mediante difusién pasiva a favor de gradiente de concentracion y
transporte activo. Este ultimo mecanismo esta mediado por transportadores que son
saturables y produce gasto de energfa y funciona mas eficientemente cuando las
concentraciones organicas de zinc son bajas. Una vez en el interior de la célula el ion se
une a las metaloproteinas u otras proteinas del citoplasma celular que lo transportan hasta
el extremo basolateral del entericito donde mediante un mecanismo de transporte activo

se produce su paso a la sangre portal (72).

La absorciéon de zinc depende de varios factores como el pH, el tiempo de
vaciado gastrico, la concentracioén corporal del mineral y la composicién y concentracion
de zinc de la dieta. Valores elevados del pH aumentan su capacidad para unirse a ligandos
organicos de bajo peso molecular mejorando su biodisponibilidad. Las dietas ricas en
proteinas, sobre todo aquellas que proporcionen aminoacidos sulfurados, la glucosa, la
lactosa y determinados acidos organicos como el acido citrico también aumentan la
absorcion de zinc gracias a la formacién de complejos solubles. Sin embargo otras

sustancias como la fibra, el acido fitio y oxalico son capaces de secuestrar al mineral

disminuyendo su biodisponibilidad (123).
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A suvez el zinc puede interaccionar con otros iones como el Fe*' y el Cu*'. Estos
tres iones compiten durante el proceso de absorcién por el mismo tipo de transportador
port lo que el exceso de zinc en la dieta puede ocasionar un déficit en la absorcién de estos
cationes. Bl Ca®* y el Zn*" utilizan distintos transportadores para ser absorbidos y no
suelen interaccionar entre si a este nivel pero sin embargo si pueden formar complejos

Ca-Zn-fitato en el intestino que dificultan la absorciéon de ambos minerales (31).

Tras el proceso de absorcion el zinc viaja via porta hasta el higado unido a la
albumina por lo que la cantidad de zinc que pasa a sangre depende tanto de la
concentracion intracelular del mineral en el enterocito como de la cantidad de albumina
disponible (123). Posteriormente desde el higado es distribuido al resto del organismo no
obstante, la concentraciéon hepatica de zinc también puede ser modificada mediante la

accion de diversas hormonas como la insulina el glucagén y los glucocorticoides (17).

1.4.4 3. Excrecion de Zinc

Cuando en el organismo se genera un exceso de zinc es eliminado mediante
diversos mecanismos. Por un lado el zinc circulante que no es captado por las células del
organismo puede volver al intestino como un componente de las metalotioneinas o junto
con las secreciones pancraticas y biliares para ser excretado con las heces. Existen al
menos catorce transportadores diferentes de Zn>" en el epitelio intestinal que regulan la
entrada y salida de este elemento de las células que se agrupan en dos familias: las ZnT y
las Zip. Estas proteinas parecen tener funciones opuestas; los transportadores ZnT
reducen la concentracién de zinc intracelular favoreciendo su salida de la célula o
almacenandolo en vesiculas intracelulares mientras que las proteinas Zip aumentan la
concentracion intracelulares promoviendo la entrada del zinc extracelular o su liberacion
desde las vesiculas almacén (72). El zinc también puede ser eliminado via urinaria aunque
este tipo de mecanismo juega un papel menos importante y tan solo se elimina por esta

via el 2% del zinc corporal total (17).
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1.4.5. El Zn en la requlacion del peso corporal

En varios trabajos cientificos (124-127) publicados recientemente se plantea la
posibilidad de que el sobrepeso podria estar asociado con la reduccién de los niveles
organicos de zinc atribuyendo a este mineral un posible papel en los mecanismos que
regulan la sensaciéon de hambre y saciedad de tal modo que, el descenso en los niveles
circulantes de zinc podria originar un déficit en la liberacion y sensibilidad de los tejidos a
la insulina y en consecuencia provocarian una caida de los niveles de leptina circulante.
Los mamiferos poseen receptores para la leptina tanto en la barrera hematoencéfalica
como en el hipotalamo lo que le permitirfa actuar interaccionar con los centros
reguladores del apetito (124). Por otro lado, la relaciéon entre la insulina y el zinc se
conoce desde hace varias décadas destacando que este mineral resulta esencial tanto para

la sintesis como para el almacenamiento y la liberacion de dicha hormona (28).

Goémez y col. (124) comparando las concentraciones séricas de zinc de un
conjunto de hombres obesos (IMC >27) y un grupo de hombres delgados (IMC< 23) con
una edad comprendida entre 21 y 30 afios observaron que la concentracién sérica de este
mineral en los sujetos delgados era un 44% superior (p< 0,05) que en los sujetos obesos.
En un intento de esclarecer esta hipdtesis posteriormente separaron al azar a los
individuos obesos en dos grupos iguales y a un grupo le fue administrada una capsula
diaria con 100 mg de sulfato de zinc mientras que al otro grupo se le administré una
capsula idéntica pero con 100 mg de un placebo durante 30 dias. Al inicio y al final del
tratamiento a cada sujeto, previo ayuno de 12 horas, se le realizé una pinza euglucémica-
hiperinsulinémica y se determiné la concentracion sérica de zinc, leptina, glucosa e
insulina. Cuando concluyé el estudio observaron que el grupo que habifa recibido el
suplemento de zinc presentaba un incremento en las concentraciones plasmaticas tanto de
zinc como de leptina aunque ni la glucemia ni la sensibilidad a la insulina se vieron

modificadas.

Siguiendo esta misma linea de investigacion, Christos y col. (125) trataron a una
poblaciéon de hombres de 30 afios de edad con una dieta deficiente en zinc
(12,5 £ 0,08 mg/dfa) durante 20 semanas y postetiormente con una dieta rica en Zn (60 £
0,07 mg/dfa) durante 12 semanas. Antes del tratamiento y tras el consumo de la dieta con

depleciéon y suplemento de zinc fue medido el peso corporal, la masa grasa y las
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concentraciones plasmaticas de zinc, insulina y leptina. Al finalizar cada periodo no se
advirtieron modificaciones ni en el peso corporal, ni en la masa grasa, ni en la
concentracién plasmatica de insulina de los individuos pero sin embargo tras el periodo
de restriccion de zinc si se produjo una reduccion significativa en los niveles circulantes

tanto del zinc plasmatico como de leptina.

Investigaciones llevadas a cabo con roedores también muestran interesantes
resultados. Lee y col. (126) sometieron a un grupo de ratas macho Sprague-Dawley a tres
dietas con distinto contenido en zinc. Durante la primera semana, los roedores fueron
alimentados con un pienso que contenia un nivel adecuado de Zn (30 mg/Kg pieso), las
dos semanas siguientes las ratas ingirieron un pienso con deplecion de este mineral
(1 mg/Kg de pienso) y las dos ultimas semanas el pienso contenfa exceso de zinc
(50mg/Kg de pienso). Al finalizar el tratamiento se observé que durante el periodo en
que los animales habfan sufrido la restriccién de zinc se habia producido una disminucién
del 10% en la ingesta de pienso. Al término de cada periodo fueron sacrificados un tercio
de los animales y tras analizar el contenido de zinc en los distintos tipos de tejidos se
advirtié que durante el periodo en el que los roedores consumieron el pienso con déficit
de zinc se produjo una reduccién de este mineral tanto en los niveles plasmaticos como
hepaticos y un aumento en la expresion del gen 0b (0b RNAm) que codifica la leptina en
el tejido adiposo blanco inguinal y abdominal (p< 0,05). Curiosamente, este aumento en el
tejido adiposo inguinal coincidié con la caida plasmatica de la concentracién de zinc

mientras que en el abdominal se produjo en paralelo a la disminucion del apetito.

Estos datos sugieren que el zinc podria desempefiar cierto papel en la regulacion
del apetito mediado quiza por el aumento de los niveles de leptina circulantes. La
alteracion en la expresion y liberacion de leptina en el tejido adiposo blanco podria
modificar el metabolismo de los neurotrasmisores hipotalamicos aumentando la
concentracion de NP-Y que es un importante agente anorexiante que a su vez ocasionaria

una disminucion en la ingesta y el peso corporal (124, 1206).
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A este respecto, Ott y col. (127) observaron que este mismo tipo ratas
alimentadas ad limitum con un pienso que contenfa un nivel estandar de Zn durante 21
dias presentaban mayor peso corporal que el mismo tipo de roedoes alimentados con un
pienso deficiente en (p< 0,05). Tras analizar los niveles de este mineral en el fémur no
advirtienon una diferencia significativa entre ambos grupos pero sin embargo tanto los
niveles de 0b RNAm en el tejido adiposo inguinal como la concentracién de leptina

plasmatica fueron superiores en el grupo zinc deficiente (p< 0,05).

Sin embargo Bribiescas y col. (128) tras administrar a un grupo de hombres
adultos un suplemento de 50 mg Zn/dia o un placebo durante 10 dias no encontrd
ninguna asociacion significativa entere el consumo de zinc y los niveles plasmaticos de
leptina afirmando que el aumento observado por otros investigadores en los niveles
circulantes de leptina podria estar causado por una disminucién de los triacilgliceroles de
los depdsitos grasos. Aresenault y col. (129) tampoco encontraron diferencias en la
ingesta, la composiciéon corporal o los niveles séricos de leptina tras administrar un
suplemento de 3 mg Zn/dia a un grupo de nifios peruanos con una edad comprendida
entre 6 y 8 meses durante 6 meses y compararlo con otro grupo al que no se le administré
ningun suplemento y para finalizar, Weisstaub y col. (130) que administraron a nifios con
una edad comprendida entre 18 y 36 meses un suplemento de 6 mg Zn/dia tampoco
advirtieron una correlaciéon entre las concentraciones plasmaticas de zinc, el peso

corporal, la circunferencia de la cintura o las concentraciones plasmaticas de leptina.
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2. 0bjetivo




Tanto en humanos (81-111) como en modelos animales de experimentacion (77,
90-92, 112-115) se ha observado una fuerte asociacioén inversa entre el peso corporal y la
ingesta de calcio. Estos y otros datos epidemiolégicos han puesto en evidencia el
importante papel que tiene el calcio de la dieta en la regulacion de la cantidad de tejido
adiposo (85, 89) sobre todo si el calcio procede de la leche (85). En la literatura se han
descrito alguno de los mecanismos de accién del calcio sobre la regulacién del peso
corporal (147, 154, 155) asi como de la interaccion existente entre el calcio y otros
nutrientes (macronutrientes o minerales) a nivel de absorcion intestinal (147, 148). Por
otro lado, los lacteos ademas de ser una fuente importante de calcio aportan otros

nutrientes y minerales que podrian tener efectos positivos en la regulaciéon del peso

corporal (66, 67, 69).

Hasta el momento no se ha visto el efecto de una dieta enriquecida en calcio
procedente de la leche e hiperlipidica (propia de los paises desarrollados) sobre el perfil
energético y mineral en higado o sobre la absorcién de macronutrientes y minerales y su
posible implicacién en la reserva mineral 6sea. Por todo esto, el objetivo general del
presente trabajo es profundizar en el mecanismo de accién del calcio sobre la regulacion
del peso corporal y, en particular estudiar los efectos derivados del calcio procedente de
la leche sobre la absorcién de metabolitos energéticos y minerales en ratones macho de la

cepa C57BL/6].

Los objetivos especificos que se propone alcanzar este trabajo son los siguientes:

1. Observar la evolucién en la ganancia de peso de los ratones a lo largo del

experimento y la ingesta de agua y alimento.

2. Explorar la repercusion final de la suplementacion de calcio en la dieta sobre el
peso de distintos 6rganos y tejidos: corazon, higado, rifiones, estomago, longitud del
intestino delgado, tejido adiposo blanco (epididimal, inguinal, mesentérico, y

retroperitoneal) y tejido adiposo marrén interescapular.
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3. Examinar el efecto de la suplementacién de calcio en la dieta sobre la
concentraciéon hepatica de glucégeno, proteinas, lipidos totales, triacilgliceroles,
colesterol, calcio, magnesio, magnesio ultrafiltrable y zinc y de triacilgliceroles y lipidos

totales en tejido adiposo epididimal.
4. Evaluar el efecto de la suplementaciéon de calcio en la dieta sobre la
concentracion en heces de proteinas, lipidos totales, triacilgliceroles, colesterol, calcio,

magnesio, zinc y agua y de y de calcio, magnesio y zinc en orina.

5. Analizar el impacto de una dieta suplementada con calcio sobre la

concentracion de calcio, magnesio y zinc en fémur.
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3. Material
y Metodos



3.J, Materal

3.1.1. Animales

Para llevar a cabo esta investigacion se seleccionaron 12 ratones macho de la cepa
C57BL/6], procedentes de Chatles River, Espafia (fotografias 1 y 2). Los animales
fueron recibidos con una edad comprendida entre 36 y 45 dias y con un peso que

oscilaba entere 19y 21 g.

Fotografial.: Raton macho de la cepa C57BL/6J.  Fotografia 2.: Raton macho de la cepa C57BL/6J.

Transcurrida la primera semana (semana de adaptacién), en la cual los ratones
permanecieron todos juntos en una jaula y se alimentaron con pienso de
mantenimiento estandar para roedores, los animales se alojaron al azar dentro de
cuatro jaulas metabodlicas en grupos de tres ratones. A continuacion se definieron dos
grupos: control y calcio, compuestos cada uno por los ratones contenidos en dos jaulas

metabdlicas (n=0).
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3.1.2. Dietas

Durante las ocho semanas que durd la experiencia, todos los ratones se
alimentaron “ad libitum” con una dieta isocalérica (3,87 kcal/g) e hipetlipidica, (43% de la
energia total procedente del aceite de soja y manteca de cerdo). La tnica diferencia
existente entre los piensos de ambos grupos radicaba en su contenido en calcio (tabla 12).
El pienso del grupo control contenfa una cantidad de calcio estandar, 4g/Kg de pienso y
procedia del Carbonato Calcico exclusivamente, mientras que el pienso del grupo calcio
contenfa una cantidad de calcio de 12g/Kg de pienso y procedia de leche desnatada y
deshidratada (95%) y del Carbonato Calcico (5%). La tabla 13 refleja la composicion
mineral distinta al calcio del pienso suministrado a los dos grupos dado el particular

interés de este trabajo por el metabolismo mineral.

3.1.3. Condiciones ambientales

Las condiciones ambientales en las que se mantuvieron los animales en la sala de
experimentacion a lo largo de todo el estudio fueron constantes. Gozaban de doce horas
de luz, (desde las 8 a las 20 horas) y doce de oscuridad, (desde las 20 a las 8 horas), la
temperatura fue de 22° C y un grado de humedad del 75%.

3.1.4. Recogida de datos y muestras

Durante el tiempo que durd el tratamiento con una frecuencia semanal se midio la
variacion del peso corporal que experimentaban los animales y la cantidad de pienso y
agua ingerida por los mismos. Dichas medidas se realizaron utilizando una balanza
calibrada de precision Mettler-PJ 3000, y el método que se utiliz6 fue la diferencia de
pesada. También se procedid, con la misma frecuencia, una vez cada siete dias, a la
recogida de muestras de heces y orina. Estas muestras se almacenaban a —80° C. para su

posterior analisis.
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3.1.5. Sacrificio

Transcurridos cincuenta y seis dias los animales se sacrificaron por decapitacion a
primera hora del inicio del ciclo de luz en una sala diferente a la que residian. La sangre
del cuerpo se drend y se extrajeron los distintos 6rganos y tejidos motivo de estudio:
corazon, higado, rifiones, estomago, intestino delgado, tejido adiposo blanco epididimal,
inguinal, mesentérico y retroperiotoneal y tejido adiposo marrén intraescapular. Las
muestras tisulares tras limpiarlas con solucién salina, se pesaron, se congelaron con

nitrogeno liquido v se almacenaron a —80° C para su posterior estudio.
Z q y p p

3.1.6. Etica

El protocolo de experimentacion al que fueron sometidos los animales se disend
conforme a la normativa para el uso de animales de experimentacion existente en Castilla
y Leén (ley 5/1997 del 24 de abril de proteccién de los animales) (131) y los

procedimientos éticos de la Universidad de Valladolid.
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Tabla 12.: Composicion de las dietas suministradas a los dos grupos de animales utilizados para llevar

a cabo la investigacion.
Fte.: Research Diets Inc, (New Brunswick, U.S.A.).

Caseina, 80 Mesh 212 50
DIL-Metionina 3 3
Sacarosa 350 142
Celulosa 50 50
Aceite de soja 066 62
Manteca de cerdo 120 120
t-ButilHidroquinona 0,014 0,014
Mezcla mineral S10022B 7 7
Carbonato cilcico 10,0 17,4
Fosfato potasico 3 0
Citrato potasico * 1 H2o 1,6 1,6
Mezcla vitaminica V10037 10 10
Butarato de colina 2,5 2,5

J

Compuestos de calcio totales

4.0

b

Leche desnatada ﬁ deshidratada 0 400

12,0

Compuestos de magnesio totales

714

136,0

Com}iuestos de Zinc totales 43 6,6

Proteinas: g/1000 g de pienso 189,6 191,8
g (%) 22.6% 22.2%
Glacidos: g/1000 g de pienso 360 360
g (%) 42.9% 41,6%
Lipidos: g/1000 g de pienso 186 185,2
g (%) 22.1% 21,4%
Fibra: g/1000 g de pienso 50 50

i (%) 6% 5,8%

Proteinas: keal/1000 g de pienso 758 767
Keal (%) 19,6% 19.8%
Glacidos: keal/1000 g de pienso 1440 1440
Keal (%) 37.2% 37.0%
Lipidos: keal/1000 g de pienso 1674 1667
Kcal (%) 43,2% 43,0%
Total: kcal/1000 g de pienso 3872 3874
Keal (%) 100% 100%
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Tabla 13.: Composicion mineral de las dietas suministradas a los dos grupos de
animales utilizados para llevar a cabo la investigacion.

Fte.: Research Diets Inc, (New Brunswick, U.S.A.).

Mezcla mineral S10022B : :"2:2:*:6 gaI/im7egn :) <

Sulfato Potisico K 0,73
46,6000 S 0,30

Oxido de Magnesio 24,0000 Mg 0,50

Cloruro Sédico Na 1,00
74,0000 Cl 1,60

Carbonato cuprico 0,3000 Cu 6,00

'Yodato Potasico 0,0100 1 0,20

Citrato Férrico 6,0600 Fe 45,00

Carbonato de manganeso 0,6300 Mn 10,50

Selenato Sédico 0,0102 Se 0,20

Carbonato de Zinc 1,6500 /n 30,00

Sulfato de Cromo . 12 H20 0,2750

Molibdamato Amonico . 4 H20 0,0079

Silicato Sédico . 9 H20 1,4500

Cloruro de Litio 0,0174

Acido Bérico 0,0815

Fluoruro Sédico 0,0635

Carbonato de Niquel 0,0318

'Vanadato Aménico 0,0066
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3.0 Nt

3.2.1. Procesado y determinacion del glucdgeno

hepatico

a. Preparacion de las muestras

Las muestras problema se procesaron segun el método descrito por Carroll y col.
(1955) que consta de dos etapas consecutivas: aislamiento del glucégeno y transformacion
en glucosa (132). En primer lugar se procedi6 a aislar el glucégeno de las muestras de
tejido hepatico cuyo peso oscilaba entre 60 y 1300 mg (Mettler-H10W) mediante una
digestion basica en caliente. La digestion se realizé afiadiendo a las muestras 1,0 ml de una
disolucién de hidréxido potasico al 30% e introduciéndolas en un bafio de agua en
ebulliciéon (Unitronic-OR-Selecta) durante 15 minutos. En estas condiciones los enlaces
glucosidicos a(1—>4) y a(l—06) que unen a las moléculas de glucosa y componen el
glucogeno son estables. Acto seguido, los tubos fueron centrifugados a 3000 rpm durante
5 minutos (Mixtasel-selecta) para poder eliminar con facilidad los restos de tejido no
digerido y rescatar el sobrenadante. Posteriormente, las moléculas de glucogeno fueron
precipitadas introduciendo los tubos en un bafio de hielo durante 30 minutos tras afiadir a
cada muestra 0,1 ml de sulfato sédico al 15% y 2,0 ml de etanol absoluto. Transcurrido
este tiempo, se pudo apreciar en cada tubo, un precipitado de color blanquecino que se

aislé centrifugando los tubos durante 7 minutos a 4500 rpm.
En segundo lugar el glucégeno aislado fue transformado en glucosa realizando

una hidrolisis 4acida en caliente. Para ello a cada tubo se le afiadié 1,0 ml de 4cido sulfurico

5N y se introdujeron en un bafo de agua en ebullicién durante 30 minutos tapados con
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papel de filtro. Una vez terminado este proceso y tras dejar enfriar los tubos, se afiadi6 a
cada muestra 2,0 ml de agua destilada, 2 6 3 gotas de fenoftaleina y 1,0 ml de hidréxido
sédico 5N obteniendo asi una disolucién de glucosa basica de color rosa, que se
neutraliz6 afiadiendo a cada tubo la minima cantidad de acido sulfarico 1N necesaria para
que el colorante indicador virara de color. Para finalizar a cada tubo se le anadi6 0,5 ml de

tampon fosfato salino.

b. Cuantificacion de la glucosa

La glucosa presente en las disoluciones obtenidas fue cuantificada basandonos en

el método enzimatico-colorimétrico descrito por Trinder y col. (1969) de la

glucosa-oxidasa (133). Este método se fundamenta en la producciéon de una serie de
reacciones enzimaticas en cadena cuyo objetivo final es la producciéon de un compuesto
coloreado proporcional a la concentracion de glucosa de la muestra. Para ello se produce
la oxidacién de las moléculas de glucosa libre a acido gluconico por accién de la glucosa-
oxidasa. Esta reaccion a su vez genera proporcionalmente peroxido de hidrégeno que en
presencia de una peroxidasa treacciona con el 4cido 4-hidroxibenzoico y la
4-aminoantipirina produciendo una quinonaimina coloreada. La intensidad del color de

este compuesto puede medirse leyendo la absorbancia a 520 nm.

Finalmente, para cuantificar la glucosa de las disoluciones problema se tomaron
alicuotas de 250 pl de las muestras anteriormente procesadas y se les afiadido 1,0 ml del
reactivo Glucose Liquid Stable Reagent-2810 (Biotécnica 2000 S.L.) que cuenta en su
composiciéon con todos las moléculas necesarias para producir la cascada de reacciones
enzimaticas y 1,0 ml de tampén fosfato salino. Posteriormente, los tubos se incubaron
durante 10 minutos en un bafo de agua a 37° C. Transcurrido este tiempo se pudo
apreciar en cada tubo un compuesto de color rojo proporcional a la concentraciéon de
glucosa y cuya intensidad permanecia estable durante 30 minutos. La concentracién de
glucosa se cuantific6 mediante espectrofotometia, midiendo la absorbancia de las
muestras a 520 nm (Cecil-2021), con la ayuda de una recta patrén (fig. 11) realizada
simultaineamente al procesado de las muestras, con cuatro disoluciones de una
concentracién de glucosa conocida que oscilaba entre 0,2 y 0,5 m mol/L (tabla 14). La
concentracion de la disolucién madre de glucosa a partir de la cual se realizé la recta
patrén fue de 10 m mol/L, (Merck). La linearidad para la determinacién de glucosa con

este método se extiende desde 0,0 hasta 24,8 m mol/L.

102



Tabla 14.: Reactivos utilizados para la realizacion de la recta patron en la determinacion de glucosa
en higado.

Disolucion patrén de glucosa (pl) 0 20 30 40 50
[Tampon fosfato salino (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Kit reactivo (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Concentracion (m mol/L) 0 0,2 0,3 0,4 0,5

—_
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Absorbancia (520 nm)
k=

0,4 2
0 ; ; ; ; ; \
0 0,1 02 0,3 0,4 0,5 06
Concentracién de glucosa (m mol/L)
Fig. 11.: Recta patron utilizada para la determinacion de glucosa (r =0,996159...) en higado.

A = Absorbancia a 520 nm.; C = Concentracion de glucosa (m mol/L).
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3.2.2. Procesado y determinacion de proteinas en

higado y heces

a. Preparacion de las muestras

Para la extraccion de proteinas, tanto las muestras hepaticas como las muestras
fecales, se sometieron a un proceso de homogeneizacion. Este proceso se realizé de
forma manual, con un homogeneizador de vidrio, utilizando como solvente un buffer
fosfato-salino de 10 m mol/L (pH 7,4), (1:3 w/v), en un bafio de hiclo (134). Las
muestras, cuyos pesos oscilaban entre 200 y 1250 mg, se machacaron con un volumen de
solvente comprendido entre 3,0 y 5,0 ml hasta su completa desnaturalizacion.
Posteriormente los homogeneizados se purificaron mediante centrifugacion a 8000 rpm

durante 20 minutos.

b. Cuantificacion de las proteinas

Para cuantificar las proteinas de las muestras problema nos basamos en el método
de Bradford y col. (135) Este es un método colotimétrico que aprovecha la observacion
realizada por Wilson (1979) de la capacidad que tiene el colorante Coomassie Brillant Blue
G-250 para cambiar de color segin su estado de ionizaciéon. La forma catibnica del
colorante es de color rojo-marrén, la forma neutra es de color verde y la forma aniénica
presenta una coloraciéon azul intensa. Cada especie quimica posee un coeficiente de
absorcion molar diferente presentando un espectro de absorcion caracteristico segin su
estado de ionizacion. Cuando el reactivo se une de modo no covalente a grupos
catiénicos, como por ejemplo el grupo NH;" que presentan las cadenas laterales de los
aminoacidos arginina y lisina, se desplaza el equilibrio que establece el colorante de su
forma neutra a su forma anionica, observando un cambio de coloracién de verde a azul
intenso, siendo este proporcional a la cantidad de proteina de la muestra. Estas reacciones
tardan tan solo dos minutos en producirse y el complejo coloreado obtenido se mantiene

estable durante una hora.
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Para preparar el reactivo de Bradford, se disolvieron 5,0 mg del colorante
Coomassie Brillant Blue-G-250 (Sigma Chemical Co.) en 2,5 ml de etanol (96%) y 5,0
ml de acido ortofosférico (85%). A esta mezcla se le agregd agua destilada hasta obtener
un volumen de 50 ml que tras reposar 24 horas en oscuridad, se filtré dos veces. El
reactivo obtenido, se conservé en una botella oscura durante un periodo maximo de 15

dias.

Para cuantificar el contenido de proteinas se tomaron alicuotas de 50,0 pl de
cada homogenizado y se afiadieron 2,0 ml de tampén fosfato salino y 2,0 ml de reactivo
de Bradford. Transcurridos dos minutos en cada tubo aparecié una coloraciéon azul
intensa proporcional a la concentracion de proteinas de las muestras que se cuantificd
mediante espectrofotometria, midiendo la absorbancia que presentaban las muestras a una
longitud de onda de 595 nm, con ayuda de una recta patron (fig. 12) realizada con seis
disoluciones que contenfan concentraciones conocidas de albumina sérica bobina que
oscilaban entre 10 y 100 mg/L (tabla 17), realizada en paralelo a la determinacién de
proteinas. La disolucién madre a partir de la cual fueron preparadas el resto de las
disoluciones se realiz6 disolviendo 50 mg de albumina sérica bobina, (Chemical Co.), en
500 ml de agua destilada. La linearidad de este procedimiento se extiende desde 0,0 hasta

1400 mg/L.
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Tabla 15.: Reactivos utilizados para la realizacion de la recta patron en la determinacion de
proteinas en higados y heces .

[Tampon fosfato-salino (ul) 200 180 160 120 30 40 0

Disolucion de albumina (ul) 0 20 40 80 120 160 200
Reactivo de Bradford (ml) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Concentracion (mg/L) 0 10 20 40 60 80 100
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Concentracion: mg/L

Fig. 12.: Recta patron utilizada para la determinacion de proteinas (r =0,999255...) en higado y heces.
A = Absorbancia a 595 nm.; C = Concentracion de albumina bobina (mg/L).
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3.2.3. Procesado y determinacion de lipidos en higado,

tejido adiposo y heces

a. Preparacion de las muestras: Extraccion

Para cuantificar los lipidos totales, el colesterol y los triacilgliceroles fue necesario
extraer las moléculas lipidicas de las muestras problema. Estas extracciones se realizaron
segin el procedimiento descrito por Folch y col. (1951), que se fundamenta en la
propiedad que tienen las moléculas lipidicas para disolverse en solventes apolares. Al
extracto obtenido al final del proceso se le denomina extracto de Folch (136). En primer
lugar, tanto las muestras de higado como las de tejido adiposo y heces, cuyo peso oscilaba
entre 50 y 150 mg se homogeneizaron manualmente con un homogenizador de vidrio
utilizando como solvente entre 3,0 y 5,0 ml de una mezcla de cloroformo-metanol
2:1 (v/v). Terminada la homogenizacion se realizé la extraccién lipidica mediante
agitacion y tras este proceso, los tubos permanecieron en reposo y en la oscuridad durante
un periodo de 24 horas. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 8000
rpm durante 10 minutos para separar la fase liquida donde se encontraban las moléculas

lipidicas de la fase solida que se desprecio.

La segunda parte del proceso consistié en la purificaciéon del sobrenadante
obtenido mediante la adicion de 4,0 ml de NaCl 0.05 N a cada muestra Tras agitar los
tubos, éstos se colocaron en reposo y en la oscuridad durante 24 horas lo que permitio
apreciar la apariciéon de dos fases en cada tubo: La fase inferior o fase oleosa donde se
encontraban las moléculas de naturaleza apolar objeto de estudio y la fase superior o fase
acuosa donde se hallaban las moléculas de naturaleza polar separadas por una interfase
(“fluff”) en la que se localizaban las moléculas de naturaleza anfipatica. Una vez retirada la
fase acuosa, se anadié a cada tubo la minima cantidad de etanol para obtener un liquido
transparente. El ultimo paso consistié en rescatar las posibles sustancias que hubieran
podido disolverse en la fase acuosa anteriormente retirada anadiendo 3,0 ml de la mezcla
de cloroformo-metanol a cada tubo y agitando. Para finalizar, los tubos permanecieron en
reposo y en la oscuridad durante 24 horas para poder aislar la fase oleosa y la interfase
que se adiciond a la que anteriormente habifamos conseguido. Este proceso de rescate fue

realizado dos veces.
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b. Cuantificacion de los lipidos totales

Para la determinacion de lipidos totales en los extractos de Folch nos basamos
en el método descrito por Frings y col. (1970-1972) (137), basado en la capacidad
observada por Chabrol y Charonat (1937), que poseen las moléculas de naturaleza lipidica
para reaccionar con la vanilina en un medio fuertemente acido formando un compuesto
coloreado (8). Con el objetivo de inducir la formacién de carbocationes en las
instauraciones de las moléculas de naturaleza lipidica, a cada alicuota de 1,0 ml. del
extracto de Folch se le afadi6 2,5 ml de acido sulfarico concentrado. Después los tubos
fueron incubados en un bafio de agua en ebulliciéon durante 10 minutos. Para producir la
reaccion de los carbocationes formados con el ester fosforico de la vanilina, una vez
enfriados los tubos, fueron tomadas alicuotas de 150 pl de cada muestra y se mezclaron
con 850 ul de suero fisiologico y 2,5 ml del reactivo Lipid Liquid STABLE Reagen-3530
(Biotecnica 2000, S.L.) compuesto por vanilina (7,8 m mol/L) y 4cido fosférico (12 m
mol/L). Para finalizar las muestras permanecieron a temperatura ambiente (20-25° C)
durante 20 minutos y tras este tiempo y durante los 30 minutos siguientes, se pudo
observar un compuesto de color rosa, estable, cuya intensidad era proporcional a la

cantidad de lipidos de la muestra.

Los lipidos totales se cuantificaron leyendo la absorbancia de las muestras a 520
nm con la ayuda de una recta patrén (fig. 13) realizada en paralelo con cuatro disoluciones
que contenfan concentraciones conocidas de colesterol que oscilaban entre 115 y 285
mg/L segun se indica en la tabla 16. La concentracién de la disoluciéon madre de
colesterol a partir de la cual se realizé la recta patron fue de 800 mg/L, (Biotecnica 2000,

S.L.). La linearidad de este método se extiende desde 0,0 hasta 6000 mg /L.
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Tabla 16.: Reactivos utilizados para la realizacion de la recta patron en la determinacion de lipidos

totales en higado, WATE y heces.

Blanco |Puntol |Punto 2Punto 3 [Punto 4
Disolucion patron de colesterol (pl) 0 50 75 100 125
Suero fisiologico(ul) 900 950 925 900 875
Kit reactivo (ml) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Concentracion (mg/L) 0 115 170 230 285
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Fig. 13.: Recta patron utilizada para la determinacion de lipidos totales
(r =0, 99638...) en higado, WATE y heces.
A = absorbancia a 520 nm; C = concentracion de lipidos (mg/L).
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c. Cuantificacion del colesterol

Para analizar el colesterol presente en los extractos de Folch nos basamos en el
método enzimatico-colorimétrico descrito por Allain y col. (1974) (138). Este método se
caracteriza por la produccién de una cadena de reacciones quimicas catalizadas por
enzimas cuyo objetivo es obtener como producto final un compuesto coloreado
proporcional a la concentracion de colesterol de la muestra (139). En primer lugar

mediante una reaccion de hidrolisis catalizada por la colesterol-esterasa (EC 3.1.1.13) se

eximen los posibles acidos grasos que pudiera tener esterificados el colesterol, librerando
el grupo hidroxilo de la molécula. A continuacién este grupo hidroxilo, por accion de la

colesterol-oxidasa, se oxida a colest-4-en-3-ona con la produccién simultinea de

peroxido de hidrégeno, el cual se une con 4-aminoantipirina y fenol en presencia de una

peroxidasa para producir un complejo coloreado que presenta un maximo de absorcion a

520 nm.

Para la valoracién de colesterol de las muestras problema se tomaron alicuotas del
extracto de Folch cuyo volumen oscilaba entre 200 y 750 pl y mediante el paso de una
corriente de nitrogeno, se evaporo el disolvente del extracto puesto que las enzimas que
catalizan las reacciones quimicas implicadas en el analisis se desnaturalizan en dicho
solvente. Después el residuo obtenido se reconstituy6 con 1,0 ml de suero fisiolégico. En
estas condiciones, a cada muestra se le afiadié 1,0 ml del reactivo Colesterol Liquid
STABLE Reagen-2501, (Biotécnica 2000 S.L), donde se encontraban todos los reactivos
necesarios para llevar a cabo las reacciones enzimaticas. Para finalizar los tubos se
incubaron durante 10 minutos en un bafio de agua a 37° C. Como resultado final se
obtuvo un complejo coloreado que permanecié estable durante 30 minutos. Durante este
tiempo se midi6 la absorbacia a 520 nm frente al reactivo blanco y con ayuda de una recta
patrén (fig.14) realizada en paralelo con seis disoluciones que contenfan concentraciones
conocidas de colesterol que oscilaban entre 2 y 19 mg/L, segun se indica en la tabla 17,
se determind la concentracion de colesterol en las muestras problema. La concentracion
de la disoluciéon madre de colesterol a partir de la cual se realizé la recta patrén fue de
800 mg/L, (Biotecnica 2000, S.L.). La linearidad para la determinacién de colesterol con

este método se extiende desde 0,0 a 6000 mg /L.
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Tabla 17.: Reactivos utilizados para la realizacion de la recta patron en la determinacion de
colesterol en higado y heces.

Disolucion patron de colesterol (ul) | 0 5 10 20 30 40 50
Suero fisiolégico (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Kit reactivo (ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Concentracion (mg/L) 0,0 2,0 4.0 7.8 116 | 1534 19,0

Absorbancia (520 nm)
N

O T T T T 1
X 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

Concentracion: mg/L

Fig. 14.: Recta patron utilizada para la determinacion de colesterol (r=0,9936...) en higado y heces.
A= absorbancia a 520 nm; C = concentracion de colesterol (mg/L).
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d. Cuantificacion de los triacilgliceroles

Para el analisis de triacilgliceroles de los extractos de Folch fue elegido el método
enzimatico-colorimétrico descrito por Eagle y col. (140) que se basa en la produccién una
serie de reacciones quimicas catalizadas por enzimas y finaliza con la producciéon de un
complejo coloreado proporcional a la cantidad de triacilgliceroles de las muestras. En
primer lugar mediante una reaccién de hidrélisis catalizada por una lipasa se eximen los
acidos grasos del glicerol, dejando libre los grupos hidoxilo de esta molécula. Después, el

glicerol se fosforila gracias al ATP en presencia de una glicerol-kinasa para producir

glicerol-3-fosfato y adenosina-5-difosfato. El glicerol-3-fosfato se oxida produciendo

dihidroxiacetona fosfato y peroxido hidrogenado por accién de la glicerol-fosfato-
oxidasa. El peroxido hidrogenado reacciona entonces con 4-aminoantipirina y el 4cido 3-
hidroxi-2,4,6-tribomobensoico en una reaccién catalizada por una peroxidasa para
producir un compuesto de color rojo, que presenta un maximo de absorcién a una

longitud de onda de 540 nm.

Para la cuantificacién de triacilgliceroles en los extractos de Folch de nuestras
muestras problema, se tomaron alicuotas cuyo volumen oscilaba entre 0,1 y 1,0 ml y se
sometieron a una corriente de nitrégeno para evaporar el disolvente. Después cada
muestra se reconstituy6 afiadiendo 1,0 ml de suero fisiologico. Para producir la cascada de
reacciones enzimaticas a cada muestra se le afiadié 1,0 ml del reactivo Triglycerides Liquid
Stable Reagent-3411 (Biotécnica 2000 S.L), y se incubaron en un bafio de agua a 37° C
durante 10 minutos, tiempo necesario para la obtenciéon de los complejos coloreados que
permanecieron estables durante 30 minutos. Para finalizar se ley6 la absorbancia en las
muestras a 520 nm y con ayuda de una recta patron (fig. 15) realizada simultineamente,
con seis disoluciones que contenfan concentraciones conocidas de glicerol que oscilaban
entre 2,7 y 18,0 mg/L (tabla 18), se cuantificé la concentracion de triacilgliceroles. La
concentracion de la disolucién madre de glicerol a partir de la cual se realizé la recta
patron fue de 500 mg/L, (Biotecnica 2000, S.I..). La linearidad para la determinacion de

triacilgliceroles con este método se extiende desde 0,0 hasta 1250 mg/L
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Tabla 18.: Reactivos utilizados en la realizacion de la recta patron para la determinacion

de triacilgliceroles en higado, WATE y heces.

BlancoPunto 1 Punto 2 Punto 3 |Punto 4 [Punto 5 [Punto 6
Disolucion de glicerol
() 0 3 5 7 10 15 20
Suero fisiologico(ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Kit reactivo (ml) 10 | 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Concentracion (mg /1) | 00 | 27 46 6,4 9.1 13,6 18,0
g 1,6 9 A=38102 +0.071C
g 12 /E
20
<
g 0,8 4
'§ 04 $
g ;
< 0 T T T T T T T T 1
2,0 40 6,0 8,0 10,0 12,0 14,0 16,0 18,0 20,0
Concentracion: mg/L

Fig. 15.: Recta patron utilizada para la determinacion de triacilglicérios (r=0,99364...) en higado,

WATE y heces.
A= absorbancia a 540 nm; C = concentracion de triacilgliceroles (mg/L).
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3.2.4. Procesado y andlisis de minerales

a. Procesado de las muestras

Como el método seleccionado, la absorcién atémica, sélo permite la valoracion de
la concentracion de los elementos metalicos en muestras liquidas y sin ningin tipo de
particula en suspensién, previamente a la cuantificacion de minerales, las muestras

problema tuvieron que ser procesadas atendiendo a su naturaleza.

a. 1. Procesado de las muestras de higado y de heces

Nos basamos en el método descrito por McDonald et al. (141) que se fundamenta
en la realizaciéon de una digestion de las muestras en caliente en un medio fuertemente
basico. En este caso a cada muestra cuyo peso oscilaba entre 70 y 1300 mg, se le anadio
5,0 ml de una disolucién de Na(OH) 5M vy se introdujeron en un bafio de agua en
ebulliciéon durante 30 minutos donde ocasionalmente se agitaron manualmente.
Transcurrido este tiempo las muestras se dejaron enfriar y se sometieron un proceso

purificacién mediante centrifugaciéon durante 60 minutos a 8000 rpm.

Como en las muestras hepaticas también se cuantificé la concentraciéon de
magnesio ultrafitrable, del sobrenadante obtenido tras procesar las muestras hepaticas, se
tomaron alicuotas de 0,3 ml. Posteriormente estas disoluciones se ultracentrifugaron
(Tomy Seiko Hf-120 co.) durante 60 minutos. El liquido ultrafiltrado se rescat6é con 1,0

ml de agua destilada para su posterior valoracion.
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a.2. Procesado de las muestras dseas

Para llevar a cabo este analisis nos basamos en el método descrito por Raschka y
col. (142) que consiste en la conversion del hueso en cenizas sometiendo a las muestras a
altas temperaturas. En primer lugar se separaron muestras de fémur con un peso
comprendido entre 300 y 700 mg y se incineraron a una temperatura de 580° C durante
48 horas en una mufla (Heron 12-PR/200). Posteriormente las cenizas de cada muestra se
disolvieron en 4,0 ml de una disolucion de HCl 6M. Para finalizar, las muestras se
purificaron gracias a un proceso de filtraciéon seguido de otro proceso posterior de

centrifugacion a 8000 rpm.

a.3. Procesado de las muestras de orina

Como las muestras de orina son liquidas, simplemente fue necesario someterlas a un

proceso de purificaciéon mediante centrifugacion a 8000 rpm durante 60 minutos.

b. Determinacion del contenido de minerales

El método utilizado para la determinaciéon del contenido de calcio, magnesio y
zinc de las muestras problema fue la absorciéon atémica ya que es un método sencillo y
preciso para la cuantificaciéon de metales pesados. Para ello a cada muestra se le afiadi6 1,0
ml de una disolucién de Oxido de Lantano-EDTA (1:10) para eliminar las posibles
interferencias que pueden producir otros metales pesados como el Al 6 moléculas como
el grupo fosfato que también pueden estar presentes en las muestras. Para realizar los
analisis se utilizé un espectrofotémetro de llama aire/acetileno, (Perkin-Elmer 272), con
lamparas de catodo hueco, que sometia a las muestras a altas temperaturas tras

absorberlas por un capilar.
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b.1. Cuantificacion del contenido de Calcio

Una vez procesadas las muestras se tomaron alicuotas de 2,0 ml y se introdujeron
en el espectrofotometro calibrado a una longitud de onda de 422,7 nm donde se
determiné su absorbancia. Cundo la concentraciéon de minerales de la muestra era muy
clevada y resultaba comprometida la linearidad del proceso, las alicuotas se diluyeron
convenientemente con agua destilada. Para poder relacionar la lectura de la absorbancia
con la concentracion de calcio existente en las muestras problema, paralelamente a la
valoracién de este mineral, se realiz6 una recta patrén (fig. 16) con seis disoluciones de
un tris de calcio de concentracién conocida que oscilaba entre 1,0 y 5,0 mg/L. Estas
disoluciones se realizaron a partir de un estandar de calcio (109943 Trisol Calcium-
Standard 1000 mg Ca in 1000 ml) suministrado por Merck como muestra la tabla 19. La

linearidad del proceso se extiende desde 0,0 hasta 5,0 mg/L.

Tabla 19.: Reactivos utilizados para la realizacion de la recta patron en la determinacion de calcio en
higado, féemur, heces y orina.

Blanco |Punto 1| Punto 2|Punto 3|Punto 4[Punto 5|Punto 6

Ttis de Calcio (ml) 0,0 0,2 0.4 0,5 0,6 0,8 1,0
Agua destilada (ml) 10,0 9,8 9,6 95 9.4 9,2 9,0
Concentracion (mg/L)| 0,0 1,0 2.0 2.5 3,0 4.0 5,0

_ A=1,0 10 +0,0198 C
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Concentracion (mg/L)

Fig. 16.: Recta patron utilizada para la determinacion de calcio
(r =0,9993528...) en higado, fémur, heces y orina.
A = Absorbancia a 422,7 nm; C = Concentracion de calcio (m /L).
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b.2. Cuantificacion del contenido de magnesio

Tras separar alicuotas de 1,0 ml de las muestras anteriormente procesadas, se
procedié a medir la absorbancia de las mismas calibrando el espectofotémetro a una
longitud de onda de 285,2 nm. Aquellas muestras cuya concentracion sobrepasaba la
linearidad del procedimiento se disolvieron convenientemente con agua destilada.
Simultaneamente a la lectura de la absorbancia de las muestras problema se realizé una
recta patron, (fig. 17) con seis disoluciones de concentraciéon conocida de un tris de
magnesio que oscilaba entre 0,05 y 0,50 mg/L. Estas disoluciones se realizaron a partir de
un estandar de magnesio (109949 Trisol Magnesium-Standard 1000 mg Mg in 1000 ml),
suministrado por Merck como muestra la tabla 20. La linearidad del proceso se extiende

desde 0,0 2 0,5 mg /L.

Tabla. 20.: Reactivos utilizados en la realizacion de la recta patron para la determinacion de
magnesio en higado, fémur, heces y orina.

Blanco [Punto 1 Punto 2 |Punto 3 |Punto 4 [Punto 5 |Punto 6

Ttis de Magnesio (ul) 0,00 0,05 0,10 020 | 030 | 040 | 050
Agua destilada (ml) 10,00 | 9,95 9,90 9,80 | 9,70 | 9,60 | 9,50
Concentracién (mg/I) | 0,00 0,05 0,10 020 | 030 | 040 | 050

A=6,7 10 +0,290 C

0,200
0,150 _—

Y
0,100 1
0,050 /}./21'/ - 4
0,000 :

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 050 0,60

>

Absorbancia (285,2 nm)

Concentracion (mg/L)

Fig. 17.: Recta patron utilizada para la determinacion de magnesio(r =0,9995364...)
en higado, fémur, heces y orina.
A = Absorbancia a 285,2 nm; C = Concentracion de magnesio mg/L).
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b.3. Determinacion del contenido de zinc

Tras tomar alicuotas de 1,0 ml de las muestras anteriormente procesadas, se midio
la absorbancia de los tubos calibrando el espectofotéometro a una longitud de onda de
213,9 nm. Aquellas muestras cuya concentracion resultaba demasiado alta y comprometia
la linearidad de procedimiento se disolvieron con agua destilada. Simultaineamente se
realiz6 una recta patron (fig. 18) con seis disoluciones de un tris de zinc de concentracién
conocida que oscilaban entre 0,1 y 1 mg/L. Estas disoluciones se prepararon a pattir de
un estandar de zinc (109953 Trisol Zinc-Standard 1000 mg Zn in 1000 ml suministrado
por Merck como muestra la tabla 21. Ia linearidad del proceso se extiende desde 0,0

hasta 1,0 mg/L.

Tabla 21.: Reactivos utilizados en la realizacion de la recta patréon para la determinacion de Zinc en
higado, fémur, heces y orina.

Blanco|Punto 1 | Punto 2 [Punto 3 [Punto 4 |[Punto 5 |Punto 6

Tris de Zinc (ml) 0,0 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,0
[Agua destilada (ml) 10,0 9,9 9,7 9,5 9,3 9,1 9,0
Concentracion (mg /1)| 0,0 0,1 0,3 0,5 0,7 0,9 1,0

) A =54 10 +0,061 C
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Fig. 18.: Recta patron utilizada para la determinacion de zinc
(r =0,9995620...) en higado, fémur, heces y orina.
A = Absorbancia a 213,9 nm; C = Concentracion de zinc (mg /L).
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3.2.5. Procesado y determinacion de la humedad en

heces

Para la determinacién del grado de humedad en las muestras de heces nos
basamos en el método de desecacién o secado al horno (143), el cual define el contenido
de humedad de una muestra como la pérdida de masa que experimenta la misma en
determinadas condiciones de temperatura, presion y tiempo. En primer lugar las muestras
se pulverizaron de modo manual hasta obtener particulas inferiores a 1700 um con la
ayuda de un mortero. Después se pesaron por primera vez y se introdujeron en la mufla,
donde se les aplicé una temperatura de 130° C. bajo presiéon de una atmosfera, durante un
periodo de hora y media. Para finalizar, las muestras se dejaron enfriar y una vez
alcanzada la temperatura ambiente, se pesaron por segunda vez. Al analizar los pesos

obtenidos se observd una diferencia de masa definida como el contenido de humedad.
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3.2.6. Procesamiento de los resultados y andlisis

estadistico

Los resultados se presentan como media £ error tipico. El tratamiento estadistico
de los datos obtenidos durante la experimentacion se realizé con el programa SPSS para
Windows (SPSS 13, Chicago, IL) y consisti6 en el calculo del contraste de hipotesis sobre
la diferencia de medias aritméticas de dos muestras independientes, aplicando la prueba t
para dos muestras independientes. Previamente a la realizaciéon de esta operacién se
comprobé los requisitos de independencia de la poblacién, aplicando la prueba de rachas
y normalidad de la poblacién, aplicando la prueba de Kolmogorov—Smirnov en ambos

grupos.

120



4, Resultados




4.1 Ingesta de pienso y consumo de aqua

4.1.1. Ingesta de pienso

La ingesta de pienso en el grupo control (19,03 + 2,1 ¢ ratén/semana) y en el
grupo calcio (19,74 + 2,5 g ratén/semana) fue constante y equivalente a lo largo de todo

el tiempo que durd el tratamiento, como muestra la figura 19.
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Fig. 19.: Ingesta de pienso a lo largo del tratamiento: (X= ET) raton /semana
correspondiente a los grupos control (n=6) y calcio (n=6).

4.1.2. Consumo de aqua

El consumo de agua entre el grupo control (30,0 £ 54 ml ratén/semana) y el
grupo calcio (31,0 + 1,3 ml ratén/semana) también fue constante y equivalente a lo largo

de toda la experiencia como refleja la figura 20.
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Fig. 20.: Ingesta de agua a lo largo del tratamiento: (X + ET) raton/semana
correspondiente a los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
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4.2. Antropometria

4.2.1. Peso corporal total

Los ratones escogidos para iniciar la experiencia posefan un peso lo mas
homogéneo posible (21,9 £ 0,7 vs 21,9 * 0,6 g). Durante las cinco primeras semanas de
tratamiento la masa corporal de los roedores de ambos grupos fue aumentando de forma
similar y no se aprecié una diferencia destacable entre ellos. A partir de la semana nimero
cinco, se advirtié una menor ganancia de peso en los ratones que integraban el grupo
calcio (fig. 21). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p< 0,05) al aplicar la
prueba t para dos muestras independientes, a partir del dia 50 de tratamiento. Durante el
tiempo restante esta diferencia en el peso de los ratones de ambos grupos se fue haciendo
cada vez mayor y al finalizar el tratamiento esta diferencia en el paeso corporal de los

roedores (28,3 £ 0,8 vs 25,5 £ 0,3 g) fue estadisticamente significativa para p< 0,01.
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Fig. 21.: Variacion del peso corporal de los animales sometidos a tratamiento expresado
como (X£ ET) raton /semana correspondientes a los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
*< 0,05, **p<0,01.
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4.2 2. Peso de los distintos 6rganos y tejidos

Como muestra la tabla 22 que recoge el peso de los distintos 6rganos y tejidos tras
el sacrificio de los ratones, la dieta no afecté al peso del corazén, ni higado y rifiones,
sin embargo si produjo un aumento en la longitud del intestino delgado del 22%
(p< 0,01) y del estébmago del 30% (p< 0,05). Ademas en todos los distintos tipos de
tejido adiposo estudiados se observé una pérdida de peso en el grupo calcio respecto al
control (fig. 22). La menor diferencia se advirti6 en el tejido adiposo pardo que fue un
40% menor en el grupo calcio respecto al control (p< 0,01) mientras que la mayor
diferencia se produjo en el retroperitoneal que se vio reducido un 69% respecto al

control (p< 0,01).

Tabla 22.: Peso de los distintos organos y tejidos expresado como (X + ET)/ raton correspondientes
a los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
N.S.: Diferencia no significativa.

Corazon (mg) 136,4 £ 59 1438 £ 9.8 N.S.
Higado (mg) 1153,1 = 70,9 1186,2 = 20,6 N.S.
Rifiones (mg) 1574 + 4.8 176,6 = 8,4 N.S.
Estémago (mg) 1245+ 33 1489 *+ 8,7 P<0,05 30%
Intestino delgado (cm) 334+ 0,5 40,7 £ 0,7 P<0,01 22%
WATE (mg) 826,1 = 1304 381,2+98 P<0,01 54%
WATI (mg) 5330 = 55,1 221,71 9,6 P<0,01 58%
WATM (mg) 301,8 £ 42,5 150,8 = 154 P<0,05 50%
WATR (mg) 267,77 £ 334 81,2 £ 6,9 P<0,01 69%
BATI (mg) 85,7+ 64 51,3+ 39 P<0,01 40%
1,0
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Fig. 22.: Peso de los distintos tipos de tejido adiposo: (XxET ) /raton
correspondientes a los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
** p<0,01.
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4.3. Concentracion de metabolitos y minerales
hepaticos

4.3.1. Metabolitos hepaticos

No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos en las
concentraciones hepaticas de glucégeno, proteinas totales, lipidos totales y colesterol
(tabla 23). Sin embargo la concentraciéon de triacilgliceroles fue un 52% mayor en el grupo
control (994,7 £ 110,4 pg/g de tejido) que en el grupo calcio (473,6 = 91,4 ug/g de

tejido) como muestra la figura 23.
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Fig. 23.: Concentracion de triacilgliceroles expresado como (X = ET) /g de tejido
correspondientes a los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
** p< 0,01

4.3.2. Minerales hepaticos

Tampoco se advirtieron diferencias significativas entre el grupo control y calcio
(tabla 23) en las concentraciones hepaticas totales de calcio, magnesio y zinc. Sin embargo,
el contenido en magnesio ultrafiltrable fue un 34% mayor en el grupo control (36,5 £ 5,2

ng/g de tejido) que en el grupo calcio (50,0 = 2,9 pg/g de tejido) como indica la figura 24.
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Fig. 24. Concentracion de magnesio ultrafiltrable (X + ET) /g de tejido
correspondientes a los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
* p<0,05.
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Tabla 23.: Concentracion de los distintos metabolitos y minerales en higado (X £ ET )/g de tejido
para los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
N.S.: Diferencia no significativa.

Glucogeno
(mg/g higado) 203+13 18,0 £ 1,9 N.S.
Proteinas
(mg/g higado) 49,01 41 495+ 39 N.S.
Lipidos totales
(mg/g higado) 6,4t0,5 6,2 0,5 N.S.
Colestero
(pg/ g higado) 1753 £ 11,5 180,9 = 15,3 N.S.
Triacilgliceroles
(pg/g higado) 9947 + 1104 4736 £ 91,4 P<0,01 52%
Calcio
(pg/g higado) 497 £ 16,5 632+ 134 N.S.
Magnesio
(pg/g higado) 131,2 £ 13,5 219,8 + 78,2 N.S.
Magnesio ultrafiltrable
(ng/g higado) 36,5t 5,2 50,0+ 29 P<0,05 34%
Zinc
(pg/g higado) 10,5+ 0,9 12,1 £ 0,9 N.S.
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4.4  Concentracion de metabolitos en el tejido adiposo

epididimal (WATE)

Como recoge la tabla 24 los resultados del analisis de la concentracién de lipidos
totales y triacilgliceroles en el tejido adiposo blanco epididimal correspondientes al grupo

control y calcio no muestran una diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 24.: Concentracion de los distintos metabolitos en tejido adiposo epididimal
expresado como (X = ET) /g de tejido para los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
N.S.: Diferencia no significativa.

Metabolito Grupo control | Grupo calcio | Significado

Lipidos totales

(mg/g de tejido) 38,6 £ 1.1 419116 N.S.
Triacilgliceroles
(mg/g de tejido) 29120 315+ 2.1 N.S.
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4.5. Concentracion de minerales en el fémur

No se observé una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control
y calcio en la concentracién tanto de calcio, como de magnesio y zinc de las muestras de

tejido 6seo analizadas como resume la tabla 25.

Tabla 25.: Concentracion de los distintos minerales en fémur expresados como
(X £ ET)/ g de tejido para los grupos control (n=6) y calcio (n=6).
N.S.: Diferencia no significativa.

Mineral Grupo control 6rupo calcio  |Significado
Calcio
(mg /g de tejido) 362,3 £ 398 3745 £ 239 N.S.
Magnesio
(mg /g de tejido) 1,8 £0,1 1,7+ 0,1 N.S.
Zinc
(mg /g de tejido) 51%0,2 57*0,3 N.S.
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4.6. Concentracion de metabolitos, minerales y

humedad en heces

4.6.1. Metabolitos en heces

Al aplicar la prueba t para dos muestras independientes a la concentracién de
proteinas de las muestras de heces analizadas se advirtié que el grupo calcio (2,8 + 0,6
mg proteinas ratén/g heces presentaba una concentracién media de proteinas superior
a la del grupo control (2,0 £ 0,4 mg proteinas ratén/g heces como muestra la
figura 25. Esta diferencia fue significativa (p< 0,01) a lo largo de todo el tratamiento.
Sin embargo las concentraciones tanto de lipidos totales como de colesterol y

triacilgliceroles no se vieron afectadas por la dieta (tabla 20).
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Fig. 25.: Concentracion de proteinas expresado como (X = ET) raton/g heces correspondientes
a las muestras tomadas a lo largo del tratamiento en los grupos control (n=16) y calcio (n=16).
sk
p<0,01.
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4. 6.2. Minerales en heces

a. Calcio

Como se aprecia en la figura 26 la concentraciéon de calcio en heces fue un 150%
inferior en el grupo control (20,5 * 6,7 pg Ca ratén/g heces) que en el grupo calcio
(111,8 + 13,4 ug Ca ratén/g heces). Esta diferencia fue significativa (p< 0,01) durante

todo el tiempo que durd el tratamiento (tabla 26).
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Fig. 26.: Concentracion de calcio expresado como (X £ ET) raton /g heces correspondientes
a las muestras tomadas a lo largo del tratamiento en los grupos control (n=16) y calcio (n=16).
skk
p<0,01.

b. Magnesio

La concentraciéon de magnesio en heces fue similar para ambos grupos hasta la
tercera semana de tratamiento. A partir del dfa 22 la concentraciéon de magnesio en el
grupo calcio (19,4 £ 13,5 pg Mg ratén/g heces) fue aumentando progresivamente y
super6 a la del grupo control (6,6 £ 1,1 pg Mg ratén/g heces). Esta diferencia que fue
estadisticamente significativa entre ambos grupos (p< 0,01) a partir del dia 29 de la

experiencia se mantuvo hasta el final del estudio como muestra la figura 27.
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Fig. 27.: Concentracion de Magnesio por gramo de heces expresado como (X + ET) raton /semana
correspondientes a los grupos control (n =6) y calcio (n =6) a lo largo de la experiencia.
Diferencia significativa para p< 0,01.
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c. Zinc

No se encontraron diferencias significativas en la concentraciéon de zinc en heces
entre el grupo control (41,9 * 129 pg Zn ratén/g heces) y el grupo calcio
(39,5 £ 16,8 pg Zn ratén/g heces) a lo largo de todo el tratamiento como muestra la

figura 28.
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Fig. 28.: Concentracion de zinc expresado como (X = ET) raton /g heces correspondientes
a las muestras tomadas a lo largo del tratamiento en los grupos control (n=16) y calcio (n=16).

4.6.3 Humedad en heces

La cantidad de agua por gramo de heces, como muestra la figura 29, fue un 55%
menot en el grupo control (49,8 + 11,9 mg agua ratén/g heces) que en el grupo calcio
(109,3 + 32,2 mg agua ratén/g heces) (p< 0,01). Las heces del grupo calcio presentaron
desde el inicio del tratamiento mayor proporcién de agua y esta diferencia se mantuvo a lo

largo de todo el tiempo que duré la experiencia
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Fig. 29.: Contenido de humedad fecal expresado como (X + ET) raton /g heces correspondientes
a las muestras tomadas a lo largo del tratamiento en los grupos control (n=16) y calcio (n=16).
kk
p<0,01.
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Tabla 26.: Concentracion de los distintos metabolitos y contenido de humedad fecal expresado como
(X £ ET) raton/g de heces para los grupos control (n=16) y calcio (n=16).
N.S.: Diferencia no significativa.

Proteinas
(mg/g heces) 2,0+ 0,4 2,8+ 0,6 p<0,01 34%
Lipidos totales
(mg/g heces) 11,6 £ 54 93+ 31 N.S.
Colesterol
(ng/g heces) 110,5 + 4,5 109,1 + 4,0 N.S.
Triacilgliceroles
(ng/g heces) 594+ 24 604+29 N.S.
Calcio
(ng/g heces) 20,5 £ 6,7 111,8 £ 134 p<0,01 150%
Magnesio
(pg/g heces) 6,641 + 1,093 19,394 + 13,499 p<0,01 73%
Zinc
(ng/g heces) 419+ 129 39,4 + 16,798 N.S.
Humedad
(mg/g heces) 498 119 109,3 = 322 p<0,01 55%
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4.7. Concentracion de minerales en orina

Como muestra la tabla 27 la concentracion urinaria tanto de calcio (18,3 * 6,7 vs
2111,72 + 669,7 pg Ca ratén/ml orina), como de magnesio (12,3 + 4,1 »s 1538,2 + 5120
ug Mg ratéon/ml orina) y zinc (7,4 £ 1,2 vs 324 £ 43 pg Zn ratén/ml orina) fue
superior en el grupo calcio respecto al control (p< 0,01) durante todo el

tratamiento (fig. 30).

Tabla 27.: Concentracion de los distintos minerales en orina expresado como
(X £ ET) raton/ml de orina para los grupos control (n=16) y calcio (n=16).

Mineral Grupo control Grupo calcio Significado [Porcentaje

Calcio

(ng/ml orina) 18,3 £ 6,7 2111,7 £ 669,7 P<0,01 3000%

Magnesio

(ng/ml orina) 12,3 £ 4,1 1538,2 = 5120 P<0,01 3100%
Zinc

(ng/ml orina) 74112 324143 P<0,01 23%
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Fig. 30.: Concentracion de minerales en orina expresado como (X + ET) raton/ml orina
correspondientes a las muestras tomadas a lo largo del tratamiento en los
grupos control (n=16) y calcio (n=16).

** p< 0,01
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5, Discusion



51, Pesibles mecanismos de accioe
gl calcio en el control del peso corporal

5.1.1. El calcio y el peso corporal

En la dltima década varios estudios y trabajos experimentales (144-146) han
puesto de manifiesto una posible relacion entre el cuadro de sintomas que componen el
sindrome metabolico y el consumo de calcio en la dieta planteando la hipétesis de que
este mineral pueda estar implicado en la regulaciéon del peso corporal y los depodsitos
grasos (75-115). Uno de los objetivos de este trabajo fue valorar el efecto que produce
sobre el peso corporal y el peso de distintos 6rganos y tejidos de ratones de la cepa
C57BL/6] la ingesta de una dieta normocalérica e hipetlipidica con alto contenido en
calcio (12 mg /Kg de pienso). Al finalizar el tratamiento, el analisis estadistico de los
resultados obtenidos con los datos antropométricos de los roedores mostré que el peso
corporal de los animales integrantes del grupo calcio presentaba una clara reduccion del

9,9% (p< 0,01) respecto al peso de los animales del grupo control.

Estos resultados concuerdan con las conclusiones obtenidas en otros trabajos
realizados con modelos animales de experimentacién como las aportadas por
Sun y col. (91) que tras evaluar el efecto que producian dos dietas normocaldricas con
distinto nivel de calcio (4 g/kg pienso vs 12g/ Kg pienso) sobte ratones transgénicos con
sobre-expresion de la proteina agouti observaron que, cuanto mayor era la ingesta de
calcio se producia una menor ganancia de peso corporal. Metz y col. (115) tras someter a
un tratamiento normocalérico con alto contenido en calcio (4 g/Kg pienso) a ratas Wistar
Kyoto durante once semanas también encontraron una asociaciéon entre el alto nivel de
calcio de la dieta y la reducciéon del peso corporal de los animales, y Stern y col. (90)
trabajando con el mismo tipo de roedores alimentados también con una dieta

normocaldrica con alto contenido en calcio (2,8 g/kg pienso) durante cuatro semanas

135



apreciaron una menor ganancia de peso en el grupo cuyo pienso estaba enriquecido con

este mineral.

Siguiendo esta misma linea de investigacion pero con seres humanos en un buen
namero de estudios epidemiolégicos y trabajos experimentales de intervencion también se
ha encontrado esta interesante asociacion inversa entre el consumo de calcio en la dieta y
el peso corporal. Zemel y col (105) tras someter a un grupo de personas a una dieta
ligeramente hipocalédtica con distinto contenido en calcio (500 mg/dia vs 1000 mg/dia)
observaron que, todas las personas sufrieron una reducciéon de peso esta reduccion era
mas acusada en el grupo de individuos con mayor concentraciéon de calcio en la dieta.
McCarron y col. (76) revisando los datos del NHANES I sobre los habitos de consumo
de la poblacién estadounidense, encontraron una asociaron inversa entre el mayor
consumo de calcio y el valor de peso corporal de la poblacién. Loos y col. (80) analizando
los datos del HERITAGE'S study también apreciaron esta misma correlacion y mas
recientemente, Barba y col. (79) estudiando los habitos alimentarios de la poblacion
infantil italiana encontraron una asociacion entre el consumo de calcio y un menor IMC.
Sin embargo otras publicaciones muestran resultados discordantes. Gunther y col. (100)
tras someter a tres grupos de sujetos a un tratamiento con distinto contenido en calcio
(800, 1000, y 1300 mg de Ca/dia respectivamente) no encontraron diferencias
significativas en el peso corporal de los individuos. Lappe y col. (110) tras administrar a
dos grupos de personas una dieta con distinto contenido en calcio (900 vs 1500 mg de
Ca/dia) tampoco advirtieron ninguna diferencia en el peso de los sujetos y Snijder y col.
(81) tras revisar los datos del HOORM'S study tampoco encontraron ninguna asociacion

entre el peso corporal y la ingesta de calcio.

Este hecho podtia ser debido a la existencia de un valor umbral en la ingesta de
calcio procedente de la dieta por debajo del cual este mineral no afectara al peso corporal
de los mamiferos (155) y una ingesta de calcio por encima de la cual este nutriente no

ejerciera un efecto mas intenso.
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Con el fin de establecer el origen de la reduccién de peso corporal observada en
los ratones tratados en este estudio, se realizé un analisis de los datos antropométricos de
distintos 6rganos y tejidos de los animales obtenidos post-mortem observando que, el
tratamiento no habfa afectado a la masa del corazén, higado y rifiones sin embargo, si
causé una reduccién significativa en todos los depositos grasos. En el peso del tejido
adiposo epididimal se produjo una reducciéon del 54% en el grupo calcio respecto al
control, en el del tejido adiposo retroperitoneal del 69%, en el del tejido adiposo inguinal
del 58%, en el del tejido adiposo mesentérico del 50%, y en el tejido adiposo marrén
intraescapular del 40%. En otros trabajos de investigacién como el realizado por Parra y
col. (112) con el mismo tipo de roedores que los empleados en este estudio pero de
menor edad y un pienso con el mismo nivel de calcio, también se han obtenido
resultados similares. Martin y col. (100) tras realizar un estudio transversal sobre una
poblacion (n=582) de hombres y mujeres observaron que las personas que se
encontraban en los menores percentiles de grasa corporal para su grupo de edad y sexo se
caracterizaban por presentar un mayor consumo de calcio. Investigadores como Zemel y
col. (85) sefalan incluso que esta reduccion de los depdsitos grasos causada por una dieta
rica en calcio es mas pronunciada en el tejido adiposo abdominal que la producida en
otras localizaciones. A este respecto, Azadbakht y col. (89) también encontraron una

asociacion entre una dieta rica en lacteos y un menor contenido de grasa abdominal.

La mayor o menor acumulacién de grasa en unas zonas determinadas del
organismo viene determinada por las distintas variaciones regionales en el balance de los
procesos de movilizacién o almacenamiento de triacilgliceroles causadas en parte por
diferencias en el flujo de la lipdlisis y la lipogénesis entre la grasa visceral y la subcutanea.
En ultima instancia, el balance lipolitico-lipogénico es consecuencia de la actividad de la
LPL y LHS cuya modulacién esta condicionada por multiples factores. Sin embargo éstos
no tienen la misma influencia en todos los territorios adiposos. Frente a los mismos
estimulos unas demarcaciones son mas sensibles que otras determinando diferencias en la
respuesta. Recientes estudios muestran que la mayor velocidad de recambio o “turn-over”

de triacilglicéridos se produce en la grasa visceral (34).

137



5.1.2. El calcio y los productos lacteos en la requlacion

de la ingesta.

Las hipotesis planteadas para intentar esclarecer las posibles causas que explicarian
la reduccién del peso corporal observada tras el consumo de una dieta rica en calcio y
productos lacteos son muy heterogéneas. Ciertas lineas de investigacion abiertas (91, 92)
proponen que el origen de esta reduccion de peso podria encontrarse en una reduccioén de
la ingesta de alimento planteando la posibilidad de que estos productos afectaran al
complejo mecanismo que regula la sensacion de hambre y saciedad. Un factor a
considerar es que la mayoria de los trabajos experimentales realizados con el objetivo de
estudiar como afecta el calcio de la dieta al peso corporal han sido disefiados
administrando leche y productos lacteos como fuente del mineral (79, 154, 158). Se
conoce desde hace tiempo que los lacteos pueden yuxtaponer a su aporte nutricional la
capacidad de interaccionar con el metabolismo animal y producir cambios o adaptaciones
en los mamiferos puesto que cuentan en su composiciéon con un conjunto significativo de
moléculas bioactivas (35). A este respecto, Shi y col. (91) observaron tras administrar a
ratones P2-agouti varias dietas que se diferenciaban en la concentracién y procedencia del
calcio (Carbonato calcico vs leche y productos lacteos) que la asociacion inversa que
relaciona el consumo de calcio con la reduccién del peso corporal y los depédsitos grasos

era mayor cuando el calcio procedia de la leche y los productos lacteos (91).

Por otro lado Pilvi y col. (92) no encontraron diferencias significativas ni en la
pérdida de peso corporal, ni en el peso del tejido adiposo tras someter al mismo tipo de
ratones que los utilizados en este trabajo bien a una dieta con alto contenido en calcio y
alto contenido en caseina, bien a una dieta con un nivel estandar de calcio y alto nivel de
casefna sin embargo, si observaron que se producia una pérdida de peso significativa
cuando la diferencia en las dietas radicaba en la concentraciéon de proteinas procedentes
de la leche de tal modo que, un tratamiento con alto nivel de calcio y alto contenido en
proteinas lacticas si producia una reduccién de peso corporal mientras que un tratamiento
con alto nivel de calcio y bajo contenido en este tipo de proteinas no afectaba al peso de
los roedores proponiendo que, una de las posibles causas que justificarfa la reduccion de
peso advertida serfa la capacidad que presentan estos alimentos para estimular los

mecanismos reguladores de las sefiales de saciedad (92).
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La regulacién del inicio y la finalizacién de la ingesta y el lapso de tiempo que
transcurre desde una comida a otra estan mediados por la generaciéon de sefiales a corto
plazo y podtia resumirse que la sensacién de saciedad se genera mediante la integracion
en el sistema nervioso central, principalmente en el nucleo del tracto solitario y el
telencéfalo, de la informacion mecanica producida por la distension gastrica y la presion
que ejerce la entrada de alimento al estomago junto con la informacién que mandan los
osmosensores situados en el intestino delgado en respuesta a los acidos grasos, los
aminoacidos y los azucares derivados de la digestion de los alimentos y las sefiales
quimicas originadas por hormonas como la CCK, la gastrina y otras sustancias secretadas
en respuesta al alimento en el tracto gastrointestinal o el aumento postprandial de
glucemia (10). Las proteinas mediante un mecanismo que aun no esta del todo
esclarecido, instauran el efecto de saciedad de una forma mas acentuada que otros
componentes de la dieta como los glucidos o las grasas suprimiendo el apetito y
reduciendo la ingesta de alimentos mas rapidamente que otros nutrientes (22). Ademas
algunos estudios (147, 161) afirman que la leche y los productos lacteos ademas de ser una
fuente de proteinas de alta calidad, podrian establecer de forma mas rapida y duradera en
el tiempo la sensacion de saciedad que la producida mediante el consumo de otro tipo de

proteinas como la albiumina o las proteinas de la soja (147).

Aunque la fraccién proteica que compone la leche esta constituida por un dispar
grupo de moléculas destaca su alto contenido en caseina (80% del contenido proteico
total) cuya cadena polipeptidica es especialmente rica en los aminoacidos leucina, valina e
isoleucina. Estos aminoacidos cuando alcanzan el torrente circulatorio tras la degradacion
de la estructura primaria de los péptidos que los contienen pueden causar el estimulo de
la secrecién de hormonas gastrointestinales como la CCK o la insulina. La accién
conjunta de todas estas moléculas puede instaurar la sensacién de saciedad reduciendo la
ingesta de alimentos (162). La caseina es un protido de digestion lenta es decir, los
aminoacidos que la componen son liberados al torrente circulatorio a una velocidad
menor que la velocidad a la que se vierten los aminoacidos que componen otro tipo de
proteinas como la albumina o el resto de las proteinas lacticas, produciendo un efecto
denominado “efecto post-absorcion”. Estos aminoacidos apatecen en plasma
transcurridos 30-40 minutos tras el consumo de los productos lacteos y se mantienen
aproximadamente durante dos horas por lo que aunque la sensacién de saciedad no se

instaura de una forma rapida sino lentamente y mantenida en el tiempo (163).
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El resto de las moléculas que contiene la fraccion proteica de la leche es decir,
aquellos prétidos que permanecen en el suero una vez que ha precipitado la caseina, son
de digestion rapida y producen “efecto pre-absorcion”. Los aminoacidos que conforman
estas proteinas aparecen en el torrente sanguineo rapidamente en forma de pico
instaurando con celeridad la sensacion de saciedad (163). La leche y los productos lacteos
aportan al metabolismo animal ambos tipos de proteinas. En consecuencia estas
moléculas podrian actuar sinérgicamente por lo que el consumo de este tipo de alimentos

instaura de modo rapido la sensacion de saciedad y ademas mantenido en el tiempo (162).

En este trabajo de investigacion el consumo tanto de agua como de pienso
durante todo el tratamiento fue similar en ambos grupos por lo que al menos en este caso,
la composicion de los piensos no parece afectar, o tienen el mismo efecto sobre ambos
grupos en los mecanismos implicados en la generaciéon de las sefiales de hambre o
saciedad. Este hecho podria ser debido a que si bien es verdad que el pienso del grupo
calcio estaba enriquecido con leche deshidratada para alcanzar el nivel deseado de calcio al
pienso del grupo control también le fue afiadida cierta cantidad de caseina para que la
fraccion proteica de ambos grupos fuera heterogénea. No obstante, si hay que considerar
el hecho de que este aporte de leche deshidratada con el que fue enriquecido el grupo
calcio ademas de proteinas supuso un suplemento de otros nutrientes y minerales como el
magnesio, el fésforo o el zinc que a su vez también podrian intervenir en los procesos

implicados en la regulaciéon del peso corporal y los depositos grasos (168).

140



5.1.3. El calcio y la absorcion de nutrientes.

Otra posible hipotesis planteada para justificar la reducciéon de peso corporal y la
merma del tejido adiposo observada tras el consumo de una dieta enriquecida con calcio
se basa en que la ingesta elevada del mineral podria afectar a la absorcion de nutrientes en
el intestino delgado disminuyendo su biodisponibilidad (148-153). Los nutrientes en el
tubo digestivo pueden interaccionar entre si y debe ser considerado el efecto modulador
que pueden ejercer los distintos componentes de la dieta y observar como actia el
producto alimentario en el contexto de un perfil nutricional global. Este tipo de
reacciones son particularmente importante cuando lo protagonizan los minerales puesto
que poseen una elevada capacidad para interaccionar con un heterogéneo grupo de
moléculas desencadenando fenémenos de precipitacion y desplazamiento ademas de otro
tipo de reacciones quimicas (31, 70, 72). Con esta base se plantea la posibilidad de que el
alto nivel de calcio que contenfa el pienso con el que fueron alimentados los ratones
podria ser el responsable de interacciones tanto con aquellas moléculas implicadas en el
proceso de digestion como los acidos biliares como con los distintos tipos de nutrientes
que forman parte de la dieta que podrian conducir a una reducciéon de la absorciéon de

determinados nutrientes y finalmente, este hecho se veria reflejado en el peso corporal.

A este respecto, las interacciones que pueden producir cambios en la absorcion de
lipidos son las que mas interés suscitan ya que estas moléculas poseen una elevada
capacidad energética. Algunos investigadores (148-153) defienden la hipétesis de que el
calcio de la dieta podria formar complejos insolubles o “jabones” con la fracciéon grasa de
la dieta impidiendo tanto la absorcion del catién como de los ligandos acomplejados. El
“secuestro” de estos nutrientes irfa acompafiado de un incremento en la concentracion
lipidica de las heces y una reduccién del peso corporal. Papakonstantinou y col. (148)
observaron tras finalizar su estudio en el que fueron alimentadas durante 85 dfas un grupo
de ratas Wistar macho con un pienso con un contenido en calcio del 2,4% y en el que el
25% del aporte energético procedia de la grasa y el 14% de la caseina, un descenso en el
peso corporal de los animales del 29% y un aumento en el contenido graso de las heces
del 4%. Similares conclusiones obtuvo Jacobsen y col. (149) que tras incrementar el
consumo de licteos a un grupo de personas de 400 a 1300 mg/dia percibieron un
aumento en el contenido graso fecal de los individuos. Shahkhalili y col. (150) advirtieron

tras comparar las heces de un grupo de hombres a los que durante dos semanas les habian
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suministrado un suplemento de chocolate enriquecido con 900 mg de calcio frente al
grupo control que durante el mismo periodo de tiempo habian ingerido la misma cantidad
de chocolate pero sin el suplemento de calcio que la fraccion lipidica fecal de los
componentes del grupo calcio era el doble que la del grupo control. Tras analizar el tipo
de lipidos que contenfan las heces precisaron que estaban compuestas mayoritariamente
por acidos grasos, especialmente palmitico y estearico, y Denke y col. (151) observaron
tras administrar a un grupo de hombres durante 10 dfas una dieta con un nivel de calcio
de 2200 mg/dia donde el 34% de la enetrgia procedia de la grasa que, el contenido de
lipidos fecales era el doble que el del grupo control cuya ingesta de calcio fue

410 mg Ca/dfa.

Sin embargo, al comparar los resultados del analisis de la fraccion lipidica de las
heces del grupo calcio y el grupo control en este trabajo de experimentacién no se
observé ninguna diferencia en la concentraciéon de lipidos totales, colesterol y
triacilgliceroles. Este hecho podria ser debido a que las interacciones que producen los
componentes de la dieta entre si y/o con las moléculas implicadas en los proceso de
digestion en el intestino delgado y que pueden condicionar el proceso de absorcion estan
condicionadas por la naturaleza y propiedades fisicoquimicas de estas sustancias. Ciertos
nutrientes como el calcio van a acomplejar preferentemente a aquellas moléculas que
posean un fuerte grado de ionizacién y por tanto, las grasas neutras que son las que
componen mayoritariamente el pienso con el que fueron tratados los animales, no
resultan afectadas. A este respecto Welberg y col. (153) observaron tras incrementar la
ingesta de calcio de 0,2 a 0,4 g/dia a un grupo de personas (n=24) que el contenido de
acidos grasos de sus heces aumentaba de forma dosis dependiente a la concentracién de
calcio de la dieta sin afectar a la concentraciéon de las grasas neutras fecales. Park y col.
afirman que los acidos grasos de cadena larga y los acidos grasos insaturados se absorben
mejor e interaccionan menos que los acidos grasos saturados, y que la posicion donde esté
esterificado el acido graso con el glicerol también puede influir en la biodisponibilidad de
la molécula de tal modo que los 2-monoacilglicéridos se absorben mejor que los 1 6 3-

monoacilgliceroles (152).
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Por otro lado, esta hipétesis si explica tanto el aumento de la concentracién de
proteinas como el incremento en el grado de humedad de las heces del grupo
calcio respecto al control (fig. 31). Estas moléculas poseen un fuerte grado de ionizacién
que les dota de cierta carga negativa y facilita las interacciones con otras moléculas que
posean carga positiva como por ejemplo el Ca®*. El resultado de este tipo de reacciones
serfa la formaciéon de complejos o quelatos insolubles que dificultarfan la absorcién de
estos nutrientes y serfan eliminados junto con las heces. No obstante, el aumento de la
concentracién de proteinas en las heces del grupo calcio aunque sea el reflejo de un
menor indice de absorciéon de estos nutrientes, no justifica completamente la
desaceleracion en la ganancia del peso corporal observada en este grupo respecto al
grupo. Los aminoacidos en el organismo de los mamiferos tienen una funcién
principalmente estructural y su oxidacién aunque aporta energfa, ésta no es tan elevada
como la que produce la degradacion de otras moléculas de naturaleza glucidica o lipidica

como los triacilgliceroles (31).
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Fig. 31.: Posibles interacciones del calcio con distintos nutrientes de la dieta que conduciria a la
formacion y precipitacion de complejos insolubles modificando el proceso de absorcion.
Fte.: Bonery col. (70)
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5.1.4. El calcio y el metabolismo energético.

El calcio es un elemento esencial para la vida ya que es imprescindible para que un
buen numero de procesos biologicos puedan desarrollarse con normalidad, sin embargo
ain no estan plenamente discernidas todas sus funciones (154). La mayor parte del calcio
en el organismo esta localizado en los huesos y los dientes y solamente el 1% se distribuye
por el resto de los organos y tejidos aunque esta fraccion del mineral desempefia
funciones de gran importancia (31). Destaca el hecho de que el Ca®’ es necesario para que
la actividad varias hormonas citosolicas se desarrolle adecuadamente y es un importante
mediador intracelular que participa en la transduccién de sefiales actuando como segundo
mensajero (23). Para que el calcio pueda llevar a cabo su actividad con normalidad y no se
produzca la apoptosis celular, es necesario que exista un gradiente electroquimico de
concentracién que se genera mediante la heterogénea distribucion del ion. La
concentraciéon citoplasmatica de Ca®" es muy baja mientras que es mis elevada la

concentracion extracelular (17).

En el mantenimiento de este gradiente de concentraciéon estan implicadas un buen
niamero de moléculas de naturaleza muy diversa como varias proteinas transmembrana,
proteinas transportadoras (bomba Ca-ATPasa, intercambiador Na/Ca), diversos enzimas
que catalizan un buen numero de reacciones quimicas y varias secreciones hormonales
como la PTH, el calcitriol y la calcitonina (17). Un ligero descenso en la concentracion
plasmatica de Ca*" hace que la paratiroides libere PTH quien a su vez, ripidamente,
activa la sintesis renal de 1o, 25-dihidroxivitamina-D,, y en consecuencia se produce un
aumento de la calcemia previa activaciéon de los mecanismos de resorcion Osea, el
aumento de la reabsorcion renal y la absorcion intestinal de Ca®* debida, en gran parte, a
la sintesis de calbindina. Ambas moléculas también modulan la actividad del
intercambiador Na/Ca y la entrada directa del mineral a través de las membranas
citoplasmaticas tanto por difusion simple como a través de canales especificos. Se ha
comprobado que la forma activa de la vitamina D permite el ingreso de Ca*" a la célula
mediante un mecanismo distinto a la interaccién con su receptor nuclear, via proteinas

MARRS (71).
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Zemel y col. (154) observaron tras realizar varios estudios en cultivos celulares de
lineas adipocitarias humanas (3T3-L1 y L1-UCP2) que la 1,25-dihidroxyvitamina-D
provocaba la entrada de Ca®" a las células de modo dosis dependiente donde este mineral
se comportaba como una llave reguladora del metabolismo energético. Un aumento en los

niveles de Ca*' intracelular promovia el acimulo de triacilgliceroles en los adipocitos

estimulando tanto la expresiéon como la actividad del enzima dcido-graso-sintasa e

inhibiendo la lipdlisis mediante la activacion de la fosfodiesterasa-3B que a su vez

causaba una caida en los niveles intracelulares de AMPc. En consecuencia, la sensibilidad
celular hacia aquellos efectores cuyo mecanismo de acciéon dependia de enzimas

fosforilativas, el de la LHS reducia inhibiendo la via metabdlica

lipolitica (155) (fig. 32).
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Fig 32.: Posible mecanismo de accion mediante el cual el calcio de la dieta podria modificar el

metabolismo energético activar la lipogénesis e inhibiendo la lipolisis.

Fte.: Modificado de Parikh y col. (155).
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Segun las conclusiones de estos estudios el consumo de una dieta con bajo
contenido en calcio podria causar un aumento en los niveles circulantes de
1,25-dihidroxyvitamina-D que derivarfa en un incremento del Ca*" intracelular en los
adipocitos y en consecuencia se activaria la lipogénesis e inhibirfa la lipdlisis conduciendo
a un aumento de los depositos de triacilgliceroles mientras que el consumo de una dieta
con elevado contenido en calcio, como la ingerida por los ratones en este trabajo, podria
causar un descenso en los niveles circulantes de calcitriol que conducirian a un descenso
en la concentracién intracelular de Ca*>" en los adipocitos que activarfa la via lipolitica y
deprimirfan la ruta lipogénica y en consecuencia se reducirfa el acumulo de
triacilglicerroles en estas células produciendo una reducciéon del tejido adiposo y por

tanto del peso corporal (154, 155).

La revision de los datos obtenidos en este trabajo tras el analisis de los metabolitos
energéticos hepaticos mostré que aunque la fraccion de glacidos, proteinas, lipidos totales
y colesterol fue similar en ambos grupos, la concentracién de triacilgliceroles en el grupo
calcio fue un 52% menor que la del grupo control (p< 0,01). Como el origen de los acidos
grasos que componen los triacilgliceroles hepaticos puede ser tanto enddgeno como
exogeno, el tratamiento al que fueron sometidos los animales si pudo haber ocasionado
un cambio en el control del metabolismo lipidico hepatico y en consecuencia haber
causado un aumento de la lipogénesis y un receso de la lipdlisis similar al observado por
Zemel y col. en los adipocitos sustentando la hipétesis de que una dieta con alto
contenido en calcio podtia causar un descenso en los niveles circulantes de la forma activa
de la vitamina D, que producirfa una disminucién en la concentracién de Ca** intracelular
tanto de los adipocitos como de los hepatocitos donde este catiéon se comportaria como
una llave reguladora del metabolismo lipidico energético promoviendo el empleo de los

triacilglicéridos como fuente de energia (147).

El catabolismo de los triacilgliceroles ademas de energia genera como
subproducto metabdlico una cantidad considerable de agua. Mientras que la degradacion
de un gramo de glicidos produce 0,41 g de agua y 0,60 g la degradacién de un gramo de
proteinas, la oxidaciéon de un gramo de lipidos genera 1,07 g de agua (28). En este trabajo
no se produjo una diferencia significativa en la ingesta de agua entre el grupo control y el
grupo calcio pero el grado de humedad de las heces del grupo calcio fue un 55% mayor

que en el grupo control grupo control (p< 0,01). Al no observarse tampoco una diferencia
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significativa en la cantidad de heces excretada entre ambos grupos se podia deducir que la
absorcion relativa de agua en el grupo calcio fue menor que en el grupo control. La
produccién de energia a partir de la B-oxidacion de los acidos grasos, al ir asociada a la
produccién de agua metabolica, podria justificar en parte esta diferencia en la absorcion
relativa de agua secundando la teorfa propuesta por Zemel y col. (154) que afirma que el
alto contenido de calcio en la dieta activa la lipdlisis y por lo tanto la disponibilidad de

acidos grasos.

Los resultados obtenidos tras el analisis de la fraccién mineral del tejido hepatico
también son interesantes. Si bien es verdad que no se encontrd una diferencia significativa
en la concentracién total de calcio, magnesio y zinc, si se advirti6 una diferencia
significativa (p< 0,05) en la concentraciéon de magnesio ultrafiltrable que es la fraccion del
mineral biolégicamente activo. Los niveles de este catién fueron mas altos en el grupo
calcio que en el control. Tal vez este incremento pueda estar causado por un descenso en
los niveles intracelulares de Ca** que a su vez causara el desplazamiento del equilibrio de
disociacién del magnesio hacia la forma i6nica del mineral y la extrusién del Mg®* de las
mitocondrias, ocupando asf los “huecos” originados por el Ca*". La importancia del
magnesio para el almacenamiento y la transformacién de la energfa estd fuera de toda
duda (31) y tal vez las variaciones en la concentracion de las distintas formas en las que se
puede presentar este mineral, a su vez causadas por el descenso de los niveles de calcio,
también pudieran estar implicadas en los efectos observados en la variaciéon de peso

corporal y utilizaciéon de energfa de los animales sometidos a tratamiento.

El origen de los acidos grasos hepaticos también puede ser exégeno es decir al
higado también le llegan los acidos grasos que forman parte de la dieta. Curiosamente los
acidos grasos de cadena corta, al ser hidrosolubles, no suelen formar parte de los
quilomicrones sino que llegan directamente via porta a este tejido (29). El calcio de la
dieta podria interaccionar con estos nutrientes puesto que poseen carga negativa
formando con ellos complejos insolubles que se eliminarfan junto con las heces (147).
Este descenso en su absorcién podria causar una disminucién en la concentracién de
triacilgliceroles de los hepatocitos. Sin embargo la dieta con la que fueron tratados los
roedores de este estudio cuenta en su composicion con un escaso porcentaje de este tipo
de acidos grasos por lo que un déficit en la absorcién de estas moléculas tampoco

explicarfa completamente la reduccion en los niveles de triacilglieroles hepaticos advertida.
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5.1.5. El calcio y el control del gasto enerqgético.

Otra importante hipotesis propuesta que trata de explicar el mecanismo de accion
mediante el cual la alta concentracion de calcio de la dieta interviene en el control del peso
corporal se sustenta en que parte de la energfa ingerida en vez de ser almacenada podria
ser transformada en calor mediante un mecanismo de accién en el que intervendrian las
proteinas UCP. Sun y col. (156) tras realizar varios trabajos con lineas celulares
adipocitarias humanas (3T3-L1 y L1-UCP2) observaron que la forma activa de la
vitamina D;, previa interacciéon con su receptor nuclear, modulaba la expresion de las
proteinas UCP en las mitocondrias de modo que, una dosis fisiologica de
1,25-dihidroxyvitamina-D; (0,1-10 nM) producia un efecto protector sobre los adipocitos
y permitia la transcripcién de las proteinas UCP protegiendo a la mitocondria ante un
potencial de membrana peligrosamente elevado mientras que una dosis farmacologica

(=100 nM) causaban la apoptosis celular (158).

1 Ca dieta > I [1,25-(OH),-D;]

v
| [Calcitriol] 1 [Ca*'1—, Apoptosis celular

Nucleo 1 [UCP2]
nVDR RXR Desacople en CTE
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Fig.: 33. Posible mecanismo de accion mediante el cual el calcio de la dieta podria modificar el gasto
energético aumentando la termogénesis adaptativa e incluso causar la apoptosis celular.
nVDR: Receptor nuclear para la vitamina D; RXR: Receptor nuclear para el dacido retinoico,
DR-3: Promotoor DR-3; CTE: cadena de transporte de electrones
Fte.: Modificado Zemel y col. (158).
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Una dieta con alto contenido de calcio podria causar un descenso en los niveles
circulantes de la forma activa de la vitamina D; y en consecuencias, al menos en las
mitocondrias adipocitarias, aumentarfa la concentraciéon de proteinas UCP. Como estas
proteinas tienen la capacidad de producir durante la respiracion celular el desacople en la
cadena de transporte de electrones entre el gradiente electroquimico de concentraciéon de
protones y la sintesis de ATP, parte de la energia obtenida durante la oxidaciéon de los
triacilgliceroles podria ser liberada en forma de calor aumentando el gasto
energético (113, 158). Por otro lado, la concentracion de Ca*" intaracelular esta
relacionada de forma dosis-dependiente con los niveles circulantes de vitamina D. El
calcitriol puede causar tanto la entrada del catiéon a través de la membrana citoplasmatica
como la salida del mismo de los organulos celulares como el reticulo endoplasmatico y las
mitocondrias. Una dosis fisiologica de 1, 25-dihidroxyvitamina-D; cursa con la reduccion
del 50% de la concentracién mitocondrial del ion mientras que una dosis farmacolégica
causa un aumento del 25% en la misma. Como es imprescindible para la supervivencia
celular que los niveles citoplasmaticos de Ca** se mantengan dentro de unos limites muy
estrechos, un cambio importante en la concentraciéon del cation mediado por esta
variacion en los niveles plasmaticos de calcitriol e inducido por el alto nivel de calcio de la
dieta, podria causar la apoptosis celular actuando sinérgicamente con el efecto provocado

por las proteinas UCP (147) como muestra la figura 33.

Shi y col. (91) observaron tras inducir obesidad a un grupo de ratones
transgénicos (P2-agouti) y someterlos a un tratamiento posterior con una dieta
hipocalérica y un contenido en calcio del 1,3%, durante 6 semanas que al finalizar el
tratamiento los roedores habian sufrido ademas de una mayor pérdida de peso que el
grupo control, un aumento del 80% en la concentracién de la proteina UCP-2 del tejido
adiposo y de la proteina UCP-3 muscular y un aumento de la temperatura corporal
afirmando que, al menos en este tipo de ratones, el calcio de la dieta podria estar
implicado en la regulacién del gasto energético disminuyendo la eficacia en la degradacion
de los triacilgliceroles mediante el aumento de la concentracion de las proteinas UCP-2 y
UCP-3 mitocondriales. En definitiva, parte de la energfa se podria haber “disipado” en
forma de calor desacoplando en la cadena de transporte de electrones el gradiente de

concentracién de protones y la sintesis de ATP (91, 158).
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Otras publicaciones (157, 158) justifican la reduccién de los depdsitos grasos
observada tras el consumo de una dieta con alto nivel de calcio basandose en la capacidad
que poseen las proteinas UCP para trasportar los acidos grasos dentro de las mitocondrias
que es el organulo celular donde se produce su oxidaciéon. Se han propuesto dos posibles
mecanismos que tratan de explicar el modo en que las proteinas UCP actian como
transportadores. Por un lado el modelo flip-flop postula una posible unién de la proteina
UCP con el acido graso permitiendo asi su transporte a través de la membrana
mitocondrial hacia el interior (157) mientras que para otros autores las proteinas UCP
realmente se comportarfan como canales que permiten la entrada de los 4acidos
grasos (158). Una dieta con bajo contenido en calcio podrian originar una reduccién en
los niveles circulante de 1,25-dihidroxyvitamina-D; disminuyendo la expresion de las
proteinas UCP y en consecuencia, el transporte de acidos grasos a la mitocondia se veria
afectado descendiendo por tanto la oxidacién de estos metabolitos y produciendo un

mayor acumulo de triacilgliceroles en los adipocitos.

1 (Ca) dieta > |[1,25-(OH),-D;]
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Fig.: 34 Posible mecanismo de accion mediante el cual el calcio de la dieta podria modificar
la entrada de acidos grasos a las mitocondrias disminuyendo su oxidacion.
Fte.: Schrauwen y col. (157) y Zemel y col. (158).
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Melanson y col. (111) tras medir en una sala térmica calorimétrica la tasa de
oxidacion lipidica de un conjunto de personas con normopeso que habifan ingerido una
dieta con distinta concentraciéon de calcio detectaron que, la ingesta de calcio estaba
directamente relacionada con el grado de oxidacion lipidica ocasionando una variaciéon de
hasta el 10% en la misma. Siguiendo esta misma linea de investigacién en otro
proyecto (111) en el que sometieron a diez individuos a una dieta hipocalérica (600
Kcal/dfa) bien con elevado contenido en calcio (1400 mg/dfa) bien con bajo contenido
en calcio (500 mg/dia) observaron que, los individuos que habian ingerido la dieta tica en
calcio presentaban una tasa de oxidacién lipidica un 28% mayor que los sujetos que
habfan ingerido la dieta con menos calcio. Cummings y col. (159) comparando el efecto
que producian en humanos tres mends con distinto contenido en calcio sobre la
oxidacion de las grasas percibieron que se producia una mayor tasa de oxidacion lipidica y
un menor nivel de 4acidos grasos libres no esterificados cuando se ingerfa mayor
concentracién de calcio en la dieta. Gunther y col. (106) investigando como afectaba la
ingesta de calcio a la oxidacion de las grasas trataron a un grupo de mujeres con una dieta
que contenfa un nivel de calcio de 1000-1400 mg de Ca/dia frente al grupo control que
ingerfa 800 mg de Ca/dia durante un afio advirtieron que, aunque al principio del
tratamiento no se percibié una diferencia significativa entre ambos grupos al final el

mismo el grupo calcio presenté mayor tasa de oxidacion lipidica que el grupo control.

Sin embargo Jacobsen y col. (149) no encontraron diferencias significativas tras
evaluar la tasa de oxidacion lipidica producida en un conjunto de personas a las que les
fue administrada una dieta con un alto nivel de calcio durante una semana y Boon y col.
(160) que valoraron como afectaba el consumo de tres dietas con distinto contenido en
calcio durante una semana a la oxidacién de las grasas tampoco advirtieron diferencia

alguna.

Este trabajo se realizé en colaboraciéon con el equipo de investigacion del
departamento de Biologia Molecular, Nutricién y Biotecnologia de la Universidad de las
Islas Baleares donde fueron enviadas parte de las muestras del tejido adiposo
intraescapular y musculo esquelético extraidas tras el sacrificio de los animales para valorar
el contenido de protefanas UCP-1 y UCP-3. Los resultados obtenidos mostraron que la
concentracion en el grupo control y el grupo calcio tanto de proteinas UCP-1 del tejido

adiposo (100 = 122 wvs 110 * 154) como de proteinas UCP-3 de la musculatura
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esquelética (100 = 10,5 vs 89,1 £ 11,7) fue similar lo que hace suponer que, al menos en
este caso, la reduccion del peso corporal y los depdsitos grasos observada no esta causada
por un aumento de la termogénesis adaptativa (168). Pese a que pueda resultar muy
interesante la hipotesis que relaciona la modulacién de la expresion de las proteinas UCP
con la regulacién de los depositos grasos y el gasto energético, lo cierto es que la funcién
de estas proteinas en el control de la termogénesis aun no esta del todo esclarecida. Por
otro lado este tipo de termogénesis en los seres humanos es un proceso cuantitativamente

poco importante y solo parece realmente relevante en los neonatos (17).
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5.2. Biedisponibilidad de | Calcio,
Magnesio y Zinc y su relacién
con la concentracion dsea

La mayoria de los estudios epidemioldgicos y trabajos de experimentacion
realizados hasta ahora sobre la ingesta de calcio (144-147) han tenido como finalidad
evaluar los efectos que puede causar el consumo de este mineral sobre el peso y la
composicion corporal y esclarecer el posible papel que podria desempefiar este mineral en
el control de la ingesta alimentaria, el control de distintas rutas metabdlicas como la
lipogénesis, la lipdlisis y la termogénesis asi como evaluar las posibles interacciones que
podria causar este catiéon con otros macronutrientes, especialmente sobre las sustancias de
naturaleza lipidica y con las diversas moléculas implicados en el proceso de digestion en
el intestino delgado (147, 154). Sin embargo existen muy pocos datos disponibles sobre el
efecto del calcio de la dieta en la absorciéon, el metabolismo y la eliminacién de otros
minerales esenciales asi como de las posibles interacciones que puede provocar este cation
con otros iones divalentes. En este trabajo también se ha pretendido evaluar los posibles
efectos que una dieta entiquecida con calcio (12 mg/Kg de pienso) pudiera ocasionar
sobre la biodisponibilidad de otros minerales como el magnesio o el zinc, comparada con
un estindar de calcio (4 mg/Kg de pienso), en ratones. Para ello, durante las ocho
semanas que dur el tratamiento, fueron cuantificadas las concentraciones urinarias y
fecales de calcio, magnesio y zinc y tras el sacrificio de los roedores se cuantifico la

concentracion de estos minerales en el fémur.

El analisis estadistico realizado de la concentraciéon fecal y urinaria de calcio en
ambos grupos puso de manifiesto que durante todo el tiempo que durd el tratamiento la
concentracion fecal de calcio fue un 150% mayor en el grupo calcio y la concentracion
urinaria un 100% mayor en el grupo calcio que en el grupo control. Este hecho podtia ser

debido a que por un lado no se absorbiera toda la fraccién de este mineral presente en el
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pienso puesto a que su concentracion era muy eclevada y que pese a todo, para

contrarrestar la alta ingesta del mineral que se pudo producir aumentara su excrecion.

El analisis de la concentraciéon de magnesio en heces puso de manifiesto que al
finalizar el estudio, la excrecion fecal de magnesio en el grupo calcio fue un 73% mayor
que en el grupo control. Sin embargo sorprende el hecho de que durante el tratamiento el
contenido fecal de este mineral fue variando de tal modo que hasta el dia 22 no se
encontr6 una diferencia significativa en este parametro entre ambos grupos pero a partir
de este momento en el grupo calcio se produjo un aumento importante en la
concentraciéon fecal de magnesio y esta diferencia se mantuvo hasta el final del
tratamiento. Por otro lado, la concentracién urinaria de magnesio fue 100 veces superior
en el grupo calcio que en el control durante todo el tiempo que duré el estudio. Las causas
que justificarfan este incremento en la excrecién de magnesio y la forma en que se
produjo no son muy claras. Si bien es verdad que al pienso de ambos grupos les fue
afladida la misma cantidad de mezcla mineral S10022B (7 g de mezcla mineral
S10022B/Kg de pienso), también hay que considerar el hecho de que al afiadir el
complemento de leche desnatada y deshidratada al pienso del grupo calcio se le
incrementé tanto su contenido en calcio como su contenido en otros minerales entre ellos
magnesio y zinc. Sin embargo este suplemento en la fraccién mineral del pienso, que se
produjo desde el inicio del tratamiento y no a partir del dia 22 del mismo, no permite

explicar el comportamiento bifasico hallado en la excreciéon de magnesio.

Trabajos publicados sobre las posibles interacciones que puede ocasionar el
consumo de calcio y magnesio como el de Seeling y col. afirman que el consumo conjunto
de ambos minerales no causa un efecto negativo que comprometa la biodisponibilidad de
alguno de ellos (165) y aunque la relacion en la dieta calcio/magnesio ha sido propuesta
como un factor de riesgo para explicar la hipomagnesemia (166), se ha comprobado que
las dietas con alto contenido en calcio a largo plazo, no parecen afectar a la retencion de
magnesio (167). Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
plantean la posibilidad de que el alto nivel de calcio de la dieta si podria causar una
reduccion en los niveles organicos de magnesio, tal vez debido a que la ingesta elevada de
calcio mantenida en el tiempo podria reducir la discriminacién de calcio y magnesio a
nivel de sus transportadores en epitelio intestinal modificando su selectividad y finalmente

podtia originar un déficit en la absorcién de magnesio.
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Otro dato interesante que no se aprecia en otros trabajos de experimentacién
realizados con animales y que quiza pudiera estar relacionado con el comportamiento
bifasico producido en la excreciéon de magnesio es el aumento observado del 30% en la
masa del estomago vacio (p< 0,05) y el alargamiento en la longitud del intestino delgado
del 22% (p< 0,01). Tal vez una ingesta elevada de calcio, como la que tenia el pienso con
el que fueron alimentados los ratones de este trabajo, y mantenida en el tiempo podria
causar un déficit en la biodisponibilidad de algun nutriente esencial como el magnesio
originado, bien por un aumento de su excrecion, bien por un receso en su absorciéon y en
consecuencia para intentar contrarrestar este déficit, se produjera la hipertrofia de esta

porcioén del tubo digestivo.

En cuanto al zinc, durante todo el tiempo que duré el tratamiento no se encontrd
una diferencia significativa en la concentracion fecal de este mineral entre ambos grupos
pero la concentracién urinaria fue un 23% mayor en el grupo calcio que en el grupo
control. En este caso, el aumento observado en la eliminacioén de zinc en el grupo calcio
podria estar justificado por la composiciéon del pienso. Como anteriormente se ha
mencionado el pienso del grupo calcio fue enriquecido con un aporte de leche
deshidratada que supuso un incremento de determinados nutrientes minerales. Este
aumento de la excrecion renal del mineral podria ser el resultado de un aumento en la
ingesta que como consecuencia pondria en marcha los mecanismos homeostaticos

(absorcion/eliminacién) que mantienen constante la concentracién organica de zinc.

Para finalizar, otro aspecto a considerar seria si la alta concentracion de calcio de
la dieta pudo afectar a la mineralizacién del hueso debido a que estas alteraciones
observadas en la absorcién y eliminacion de calcio, magnesio y zinc pudieron reducir la
biodisponibilidad de estos micronutrientes. El tejido 6seo constituye el mayor reservorio
organico tanto de calcio como de magnesio que puede ser utilizado en caso de un déficit
prolongado de estos minerales (31) y pese a que realmente no existe un reservorio
organico de zinc, en caso de necesidad bioldgica, puede ser utilizada la fraccion mineral
localizada en el musculo o en el hueso (17). Los resultados obtenidos tras analizar la
concentracion de calcio, magnesio y zinc en el fémur fueron similares en ambos grupos
por lo tanto, al menos en los huesos largos, no parece que esta dieta cause deplecion de la
masa 6sea sin embargo, también deberfa ser analizada la concentracién mineral de huesos

cortos como vértebras o costillas.
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3, Apectos mekodologcns

En la actualidad, no esta completamente aclarado el mecanismo de accién
mediante el cual el calcio de la dieta puede intervenir en la regulacién del peso corporal y
los depositos grasos y las hipotesis planteadas al respecto (92, 147, 154) no son
concluyentes. Este hecho podria estar originado en parte porque al comparar los
resultados obtenidos en distintos trabajos experimentales se observa una disparidad en los
resultados obtenidos. Una de las posibles causas que justificaria estas discrepancias podria
ser la falta de homogeneidad en los aspectos metodologicos empleados. El tipo de
animales y las dietas escogidas para llevar a cabo los diversos estudios que han sido
revisados se caracterizan por su heterogeneidad condicionando los resultados que son

comparados posteriormente.

5.3.1. Modelos animales

Para llevar a cabo la mayoria de los trabajos experimentales se han utilizado
roedores como modelo animal de experimentacion sin embargo, la especie seleccionada es
distinta segun el estudio al que se haga referencia. Algunos investigadores han optado por
modelos animales como la rata Wistar (90, 115) o ratones C57B1/6] (92, 112) como los
empleados en este trabajo. Estos tipos de animales presentan la ventaja de ser especies
“mas fisiologicas” ya que no han sido modificadas genéticamente para causar fenotipos
obesos y su genética no interfiere, o al menos interfiere lo menos posible, en el modo en
como se produce la acumulacién de grasa en el organismo sin embargo hay que utilizar

otras estrategias para inducitles sobrepeso (169).

156



Otros investigadores (75, 113) han optado por escoger animales genéticamente
modificados para obtener aumento de peso con celeridad. Frecuentemente se utilizan
ratones con sobre-expresion de la proteina agouti en el tejido adiposo (P2-agouti) (77, 91).
Esta especie de roedor presenta una mutacion genética dominante que causa la sobre-
expresion ectopica de la proteina agouti (AGP) que es un antagonista endoégeno de los
receptores de melaocortina y por tanto compite con la «-MSH produciendo fenotipos de
pelo amarillo, obesos, diabéticos y con mayor susceptibilidad a padecer tumores. La
obesidad se produce como consecuencia de la competencia en el sistema nervioso central
(niacleo Arquatus) a nivel del receptor MC4 del neuropéptido AGPR con las
melanocortinas inhibiendo por tanto su accidén anorexiante y causando hiperfagia. Estas
neuronas hipotalamicas co-expresan los neuropéptidos NPY y AGPR y su liberacién
causa un aumento del feed-back de la leptina ya que la sefial orexigénica del NPY que es
mas potente resulta disminuida y la sefial anorexigénica del AGPR que es mas persistente
aumentada (10). Se ha comprobado que cuando este tipo de roedores son alimentados
con un pienso rico en grasa y sacarosa sufren un rapido aumento de peso mas rapido, que
el ocasionado cuando ratones de la cepa salvaje se somete a la misma dieta pese a que si

los roedores son tratados con pienso estandar, no padecen obesidad (169).

Otros modelos animales genéticamente modificados y ampliamente empleados
para realizar estudios sobre la obesidad son las especies de ratones ob/ob y db/db (10).
Estas especies presentan un defecto cromosémico heredable en el cromosoma 6 o en el
cromosoma 4 respectivamente que les hace padecer bien un déficit en niveles circulantes
de leptina, bien resistencia a la misma y en consecuencia, padecen hiperfagia asociada a un
aumento del peso corporal y los depositos grasos marcada tanto por la hipertrofia como la
hiperplasia del tejido adiposo. Ademas estos roedores poseen menor temperatura corporal
puesto que presentan una disminucién en la termogénesis adaptativa, diabetes y un menor
consumo tisular de oxigeno. Otro aspecto a tener en cuenta es que esta mutacion genética

produce alteraciones en los canales ionicos de diversos tejidos (169).

La rata Zucker (fa/fa) también empleada con este objetivo (10) posee un alelo
recesivo para el receptor de la leptina que le hace padecer hiperfagia, obesidad, con un
marcado acumulo de grasa abdominal y subcutinea, hipertriglicerinemia,
hipercolesterolemia, hepatomegalia, aumento de la LPL y de la concentracién de acidos

grasos libres, disminucién de la termogénesis post-prandial y diabetes que se manifiesta
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con la resistencia a la insulina a nivel de la musculatura esquelético aunque no a nivel del

tejido adiposo (169).

Si bien es verdad que la seleccion de estas especies de roedores para llevar a cabo
ciertos trabajos sobre el estudio de la obesidad facilitan la obtencién de sobrepeso con
celeridad también es verdad que su base genética podria condicionar la distribucién de la
grasa corporal, determinados aspectos de la termogénesis adaptativa y cambios en el
metabolismo energético glucidico o lipidico por tanto, determinadas diferencias
encontradas en los resultados de algunos trabajos revisados podrian tener su origen en la
eleccion de la especie animal utilizada. Otro factor a considerar es el sexo y la edad de los
roedores escogidos en el disefio de los diversos estudios de investigacion, ya que estos
factores también pueden influir notablemente en los resultados. En general podria
considerarse que las hembras son mas susceptibles a padecer obesidad que los machos y

que los animales viejos también son mas susceptibilidad que los jovenes (169).

5.3.2. Dietas

a. Macronutrientes

La composicién de los macronutrientes de la dieta es un factor fundamental para
el desarrollo del trabajo de experimentaciéon puesto que define el poder calérico del
tratamiento al que van a ser sometidos los animales. La influencia que tiene este factor
sobre el peso corporal y el metabolismo animal esta fuera de toda duda y légicamente es
un elemento determinante que condiciona fuertemente los resultados. Un buen nimero
de trabajos (77, 112) utilizan piensos especiales, generalmente hipercaléricos, para
provocar mas rapidamente obesidad en la poblacién animal y con este fin la composicién

estandar del pienso es modificada de diversos modos.

Una posible alternativa es aumentar la fraccion lipidica de la dieta (92, 112) ya que
es bien conocido que un aumento por encima del 30% del aporte calérico en forma de
grasa hace que el animal se vuelva obeso. Sin embargo existe cierta susceptibilidad
genética en las distintas especies experimentales de tal modo que la misma dieta,
dependiendo de la carga genética del animal, induce distinto grado de obesidad y diferente

forma de acumular la grasa corporal (169).
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El tipo de lipidos que compongan la dieta también puede influir en la forma en
que se produzca la variaciéon de peso corporal. En general podria decirse que los acidos
grasos saturados producen una ganancia de peso mayor y una mejor eficacia energética
que los acidos grasos poliinsaturadas, y que los piensos cuya fraccion grasa esta
compuesta por triacilgliceroles en cuya estructura predominan los acidos grasos de cadena
larga ocasionan una ganancia de peso mas rapida que los compuestos por triacilgliceroles

en cuya estructura predominan los acidos grasos de cadena media o corta (169).

Otra alternativa utilizada para aumentar el peso corporal de los animales
sometidos a tratamiento es aumentar el contenido de hidratos de carbono, especialmente
de sacarosa, en la dieta. Esta estrategia supone que el efecto conseguido sobre el peso y las
reservas energéticas de los mamiferos es independiente del tipo de hidrato de carbono
empleado para enriquecer el pienso (91), sin embargo la sacarosa es un glicido
ampliamente cuestionado ya que el consumo excesivo de este nutriente ademas de
producir un riapido aumento de peso también puede causar retenciéon de liquidos,
hipertensiéon y la degradaciéon de la funcién hepatica debido a una disminucién de la

respiracién mitocondrial (15, 29).

Otra posibilidad es la de aumentar tanto la fraccion lipidica como la fraccién
glucidica del pienso (77) pero los efectos que producen este tipo de dietas sobre el peso
corporal y el metabolismo animal aun no estan del todo esclarecidos (169). Si bien es
verdad que con este tipo de practicas se provoca la ganancia de peso en los animales de
experimentacion rapidamente también hay que considerar, que estos piensos podrian
ocasionar cambios en el metabolismo animal que no afectaran, o que afectaran de distinto
modo a las diferentes especies de mamiferos. Estas diferencias podrian verse reflejadas

finalmente en los resultados de los estudios.
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b. Micronutrientes: Fraccion mineral

La mayoria de los tratamientos a los que han sido sometidos los animales de
experimentacion (77, 90, 115) afiaden al pienso una concentraciéon de calcio
extremadamente elevada con el objetivo de que los posibles efectos que pueda causar este
mineral sobre los mamiferos se produzcan de forma clara y rapida por tanto, la dosis de
mineral administrada es mucho mas exacerbada que el consumo real de calcio en la
poblacion. Sin embargo cabe la posibilidad de que la ingesta de una dosis tan elevada de
calcio pueda tener consecuencias a nivel de la absorcidon, metabolismo o eliminacién de
otros nutrientes, particularmente de otros minerales o incluso tener efectos toxicos que el
consumo habitual de calcio, por muy alto que sea, no causaria (168). Al comparar los
resultados obtenidos en trabajos realizados con modelos animales de experimentacion y
los resultados obtenidos en trabajos llevados a cabo con seres humanos se deberfa tener
en cuenta no solo que la diferente especie elegida para llevar a cabo el estudio podria
condicionar los resultados sino también que esta diferencia en la dosis consumida de

calcio podria verse reflejada en ellos justificando en parte determinadas discrepancias.

Otra practica habitual es enriquecer el pienso de los animales de experimentacién
con leche y productos lacteos con el objetivo de aumentar el contenido de calcio de la
dieta (91, 92). Sin embargo, no siempre se tiene en cuenta que esta practica también lleva
asociada el enriquecimiento del pienso con un buen nimero de sustancias, especialmente
péptidos con propiedades bioactivas que podrian interferir en el metabolismo animal y
con una cantidad considerable de minerales que podtia influir en la biodisponibilidad de
otros componentes de la dieta (66). Parte de las discrepancias en los resultados obtenidos
podrian estar justificados por el consumo de estos nutrientes que incluso tal vez podrian

actuar sinérgicamente con el calcio potenciando sus efectos.
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5.3.3. Otros factores

Aunque el disefio de los trabajos de investigacion revisados e incluso el disefio de
este mismo trabajo se ha efectuado con el objetivo de valorar como influye un
tratamiento sobre el peso corporal y/o el almacenamiento de la energfa en los mamiferos,
debido a la propia complejidad de los procesos que pueden intervenir, existen factores
que no se han tenido en cuenta y que podrian afectar a los resultados. La variacion del
peso corporal ademas de depender de la ingesta y las rutas metabdlicas implicadas en la
distribucion de la energia también depende del trabajo fisico realizado sin embargo la
actividad que realizaban los animales durante el tratamiento en la mayoria de los casos no
ha sido valorada. Aunque evaluar el ejercicio fisico que realizan los animales es dificil
debido a las propias limitaciones de las especies seleccionadas ademas de econdmicamente
caro pues supone el empleo de jaulas metabdlicas especiales, suponer que un tratamiento
no influye, o influye igualmente en el grupo(s) sometido (s) a estudio del mismo modo
que en al grupo control podria ser inexacto. Este factor que cuanto menos es tan
importante como el resto de los factores considerados a menudo resulta omitido lo que

podria suponer un sesgo que afectara a los resultados.

En este trabajo de experimentacién no pudo ser valorada la actividad fisica de los
ratones de forma objetiva pero durante el tiempo que los animales permanecieron en el
animalario se observé aunque de forma subjetiva el ejercicio realizado. Si bien es verdad
que los roedores del grupo sometido a tratamiento no parecian mostrar mayor actividad

éstos, si parecian mas excitables que los roedores del grupo control.
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6. Conclusiones

El objetivo de este trabajo fue valorar los efectos que produce una dieta
enriquecida con calcio sobre el desarrollo de obesidad inducida con un pienso
hiperlipidico y sobre el metabolismo mineral en ratones macho de la cepa C57BL/6]. Los

resultados obtenidos permiten concluir que:

1. La ingesta ad libitum de una dieta hipetlipidica enriquecida con calcio (12g/kg
de pienso) se acompafia de una menor ganancia de peso corporal respecto a animales
control alimentados con una dieta de la misma composicién pero con una concentraciéon

de calcio estandar (4g/kg de pienso).

2.- La menor ganancia de peso que acompafa la suplementacion de la dieta con
calcio promueve una menor deposicion de grasa que se refleja en un peso reducido de los
depositos de tejido adiposo blanco (epididimal, inguinal, mesentérico y retroperitoneal) y
también del marrén interescapular. La determinacion de la composicion del tejido adiposo
epididimal muestra que no se produce una alteraciéon en la concentracién de los lipidos
totales o de triacilglicerol. En conjunto estos resultados indican que la suplementacion

con calcio se asocia a una menor masa adiposa sin alterarse su composicion lipidica.

3.- No se observan alteraciones notables en el peso de otros 6rganos principales
(corazén, higado o rifidn) y, de acuerdo con ello, la composicion hepatica se conserva
inalterada (glucogeno, proteinas y lipidos totales) si bien disminuyé la concentracion de
triacilgliceroles que se asociarfa a una menor lipogénesis hepatica de acuerdo también con
la menor acrecion lipidica en tejido adiposo. Tampoco se halla alterada la concentracion
mineral total en el higado (Ca, Mg y Zn) aunque se presenta una reducciéon en la
concentraciéon de magnesio ultrafiltrable hepatico que podria indicar una reducciéon en los

niveles intracelulares de calcio ultrafiltrable.
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4.- Tampoco se observan alteraciones en el nivel de proteinas UCP-1 en el tejido
adiposo marrén ni en el nivel de proteinas UCP-3 de la musculatura esquelética por lo que
el aumento de la ingesta de calcio no parece causar un aumento del gasto energético

estimulando la termogénesis adaptativa.

5.- Si bien no se detectan alteraciones en la ingesta energética, se observan ciertas
adaptaciones a nivel del sistema gastrointestinal que implican una mayor masa estomacal y
un alargamiento en la longitud del intestino delgado que potencialmente pueden sugerir

un aumento de la capacidad absortiva.

0.- Los animales suplementados con calcio presentan un aumento en la excrecién
mineral en orina y en heces. Estos resultados concuerdan con una mayor absorcion
mineral en los animales suplementados lo cual, junto con la preservacion del contenido
mineral en fémur (Ca, Mg y Zn), nos indica que no se halla comprometida la deposicién

mineral 6sea en los animales suplementados.

En definitiva, la suplementacién de una dieta con calcio procedente de la leche
contribuye a contrarrestar el desarrollo de obesidad inducida por un pienso hiperlipidico
en ratones y se acompafia de un aumento en la excrecién mineral que, en todo caso, no
compromete la deposicion 6sea y podria formar parte intrinseca del mecanismo de accion

subyacente.
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Anexo I: abreviaturas

A: Absorbancia

AA: Aminoacido

Ac G: Acido graso

ACTH: Corticortropina

ADP: Adenosin-difosfato

AGP : Proteina agouti

AGRP: Neuropéptido agouti

AMPc: Adenosin-monofosfato ciclico
ASP: Adipsina

ATP: Adenosin-trifosfato

C: Concentracion

Ca: Calcio

CCAA: Comunidades Auénonas
CCK: Colecistoquina

CLA: Acido linoleico conjugado

CO,: Di6xido de carbono

COA: Coenzima-A

Col: Colaboradores

CTE: Cadena de transporte de electrones
ET: Error tipico

FAS: Acido graso sintasa

Fig: Figura

Fte: Fuente

g: Gramo

Glc Glucosa

Glu: Glucogeno

GMPc: Guanosin-monofosfato ciclico

H: horas
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IEFS: Institute of European Food Studies
IG-F: Inmunoglobulina-F

IL-1: Interleucina-1

IL-6: Interleucina-6

IMC: Indice de Masa Corporal

Kecal: Kilocaloria

LHS: Lipasa hormona sensible

LPL: Lipoprotein-lipasa

Mg: Magnesio

mg: Miligramo

MGL: mono-glicerol-lipasa

Min: Minuto

MSH-a: Melanocortina-o

NADH: Nicotinamida-adenina-dinucleotido
NHANES: National Health and Nutrition
Examination Survey

NPY: Neuropéptido-Y

NS: Diferencia no significativa

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud
PG-2: Prostaglandina-2

PTH: Hormona paratiroidea

PUFA: Acidos grasos poli-insaturados
PYR: Piruvato

ROS: Radicales super-oxido

rpm: Revoluciones por minuto

SEEDO: Sociedad Espafiola para el Estudio de
la Obesidad

STH: Hormona del crecimiento



T3: Triyodotironina

T4: Tetrayodotironina

TAB: Tejido adiposo blanco

TAP: Tejido adiposo pardo

TG: Trtiacilglicerido

TNF-o: Factor de necrosis tumoral-o
TSH: Hormona estimulante del tiroides

/n: Zinc
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I World Congress of Public Health Nutrition and the
VII Congreso de la Sociedad Espafiola de Nutricion Comunitaria
September, 28-30th, 2006. Barcelona (SPAIN)

EFECTO DE UNA DIETA RICA EN CALCIO SOBRE LA COMPOSICION DEL

HIGADO DE RATON.

1Pérez Gallardo L, 'Diez B, 'Gémez M, 2Sénchez J, 2Palou A, 2Serra F

1Universidad de Valladolid, 2Universidad de las Islas Baleares

Introduccién

Existen evidencias cientificas que demuestran que el calcio de la dieta
promueve una menor ganancia de peso y masa grasa en ratones
alimentados con una dieta hiperlipidica. El objetivo del presente
trabajo ha sido analizar el papel de una dieta hiperlipidica (43% en
calorias) enriquecida en calcio sobre la composicion hepatica, en
particular en su contenido lipidico asi como en micronutrientes, en
ratones; y determinar si el efecto del calcio es dependiente de la
edad de los animales.

Metodologia

Se han utilizado ratones macho (C57BL/6J), alimentados con una
dieta rica en grasa (43% de la energia total) a partir de las 5
semanas de edad (grupo A) o de los 2 meses de edad (grupo B).
Animales de ambos grupos de edad fueron alimentados con una
dieta con un contenido en calcio estandar (4g/kg) (grupo Control) o
enriquecida con calcio (12 g/kg) (grupo Calcio). El tratamiento
dietario fue seguido durante 60 dias por el grupo A y durante 50
dias por el grupo B.

Al finalizar el tratamiento, los animales fueron decapitados, la sangre
drenada y el higado extraido, pesado y congelado a -80°C para las
determinaciones posteriores. Mediante ensayos especificos se
determinaron los niveles de: glucogeno (Gg), triacilglicéridos (Tg),
lipidos totales (LT), proteinas (P) y colesterol (C). Por
espectrofotometria de absorcién atémica se determinaron las
concentraciones de: Ca, Mg, Mg ultrafiltrable (MgU) y Zn. A efectos
de comparar ambos grupos de edad, los resultados de los grupos
alimentados con dieta enriquecida con calcio se presentan como %
de sus respectivos controles. Se ha realizado el analisis estadistico
mediante una t de Student siendo *=p<0.05.

Resultados

Los ratones de ambos grupos (A y B) alimentados con la dieta
hiperlipidica rica en calcio aumentaron menos de peso corporal que
sus correspondientes controles. En concreto, un 10,3 % (p<0.05)
menos el grupo A, en fase de crecimiento y un 13 % (p< 0.01)
menos los del grupo B, en edad adulta. Que va en paralelo al menor
peso hepatico en el grupo Calcio de ambos grupos de edad, si bien
no llegan a ser estadisticamente significativos (Fig 1).

El andlisis de los macronutrientes mostré que no habia diferencias
significativas en el contenido de Gg, LT, P o C por g de higado,
entre los subgrupos control y calcio de ambos grupos. Sin embargo,
el contenido de Tg/g de tejido disminuy6 en un 34,5% en el grupo A
(joven) y en un 47,5 % en el grupo B (adulto), respecto a sus
respectivos subgrupos control (Fig 2 y 3).

Los resultados obtenidos no reflejan diferencias significativas en el
contenido de Ca, Mg o Zn por g de higado entre los animales calcio
y control de ambos grupos de edad (A o B). Es destacable que el
Mg fisiolégicamente activo (MgU) aumenté en los animales del
grupo Calcio de ambos grupos de edad (A y B) respecto de sus
correspondientes controles. El grupo A, en fase crecimiento
presenté unos valores del 209% de sus controles y el grupo adulto
del 137%, alcanzando significacion estadistica en el grupo joven
(Fig 4A 'y 4B).

Conclusiones

Una dieta hiperlipidica enriquecida con Ca puede producir efectos
beneficiosos no solo en cuanto a facilitar un menor acumulo de
grasa corporal sino también a nivel de composicién hepatica, ya que
parece contribuir a:

1. Disminuir el contenido hepatico de triacilglicéridos
2. Mantener un buen estado de Mg fisiolégicamente activo
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