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Obijetivos

Objetivos

Los objetivos particulares de esta Tesis Doctoral se enmarcan dentro de los objetivos
generales del Laboratorio de Investigacion en Litiasis Renal de la UIB, en el sentido de
considerar de forma integrada, aspectos de cristalizacién en disolucidn juntamente con aspectos
bioquimicos, analiticos y relativos a la fisiologia renal, con la finalidad de poder establecer, en

definitiva, las bases moleculares de esta patologia renal.

En particular, en esta Tesis Doctoral se pretende seguir profundizando en el estudio de
la actividad biolégica de una molécula que estd demostrando unas inusitadas, y hasta hace poco
desconocidas, propiedades como inhibidor del desarrollo de calcificaciones patolégicas.
Ademas, se pretenden desarrollar metodologias analiticas sensibles y sencillas para su

determinacion a niveles fisiol6gicos.
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Introduccién

El fitato es myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis(dihidrogenofosfato) y fue descubierto en el
afio 1872 por Pfeffer en semillas de vegetales. No obstante, no fue hasta 1914 cuando Anderson

establecio la estructura correcta del fitato (Erdman, 1979) (Figura 1.1.).

Figura 1.1.- Estructura del myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis(dihidrogenfosfato)

Las cristalizaciones patologicas

Cuando un sistema contiene un soluto en cantidad superior a la establecida por su valor
de solubilidad, entonces decimos que el sistema esta sobresaturado, situacién que es inestable
desde el punto de vista termodindmico. Entonces, es solamente una cuestion cinética que acabe
formando un precipitado, aunque el tiempo que un sistema sobresaturado necesita para
precipitar puede ir desde unos pocos segundos hasta afios. Es precisamente este factor cinético
el que hace que, en condiciones normales, no se produzcan cristalizaciones indiscriminadas
dentro del organismo, a pesar de que todos los fluidos biol6gicos se hallan sobresaturados
respecto a ciertas sustancias. En el caso de la orina, ésta siempre estd sobresaturada respecto al
oxalato célcico, y segun el pH, puede encontrarse sobresaturada respecto al &cido Urico
(pH < 5.5) o con respecto a los fosfatos célcicos (pH > 6.0). En lo referente al plasma
sanguineo, debido a su pH (pH > 7), concentracion de calcio y concentracion de fosfato,
siempre esta sobresaturado respecto al fosfato calcico (hidroxiapatita).
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A pesar de ello, los procesos normales de cristalizacion sélo tienen lugar en situaciones
bioldgicamente controladas, tales como la formacion del hueso y de los dientes. Sin embargo,
las cristalizaciones patologicas descontroladas son frecuentes (calcificaciones de tejidos
asociadas al céncer, calcificaciones de ateromas, calcificaciones cardiovasculares difusas,
formacion de célculos, ya sean renales, biliares o sublinguales, cristalizacion de sales de acido
arico en enfermos de gota, podagra célcica...). Entonces, con el fin de estructurar y explicar
estos hechos, debemos considerar tres aspectos como responsables de las cristalizaciones

patoldgicas:

O La sobresaturacion: se trata de un factor termodinamico y cuanto mayor sea su valor

mas riesgo hay de que la sustancia en cuestion precipite.

0 La presencia de nucleantes heterogéneos: se trata de un factor cinético. Son promotores

de la cristalizacion y entre ellos hallamos sustancias como macromoléculas, restos

celulares o lesiones epiteliales.

o Déficit de inhibidores: evidentemente se trata también de un factor cinético y son

sustancias que dificultan el desarrollo de cristales. Pueden actuar tanto a nivel de
nucleacién como de crecimiento cristalino y actuan retardando la cristalizacion de la
sustancia sobresaturada, evitando que la cristalizacion tenga lugar antes de la
renovacién del fluido correspondiente, ya que se ha de tener en cuenta que la vida

implica un cambio y una renovacion continuos.

Queda claro que cualquier cristalizacion patolégica (ya sea una litiasis renal,
sialolitiasis, calcificacion subcutanea, gota, podagra célcica...) es un proceso multifactorial y se
han de considerar varios factores de riesgo. En el caso de la litiasis renal debemos considerar

también la propia morfologia del rifion:

Q La existencia de cavidades de baja eficacia urodinamica puede provocar la retencion de
orina con materia organica o cristales que, en principio, se eliminarian como cristaluria
asintomética y que por el hecho de quedar retenida en una cavidad donde el flujo estd muy

reducido puede acabar formando un célculo.

Q Alteraciones en el epitelio que recubre la papila renal, como la reduccion de la capa
antiadherente de glicosaminoglicanos, pueden favorecer el desarrollo de un célculo unido a la

papila (célculo papilar).
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Breve descripcion historica de los inhibidores. Capacidad inhibidora
del fitato

Como ya se ha comentado, uno de los factores mas importantes en el desarrollo de una
cristalizacion patoldgica es la ausencia de inhibidores. Los primeros indicios de la existencia de
este tipo de sustancias se remontan a los afios 60. Bliznakov demostré que algunas moléculas
podian reducir el grado de crecimiento de ciertas sustancias debido a que se adsorbian sobre la
superficie en crecimiento (Bliznakov, 1965). El primer inhibidor bioldgico reconocido fue el
pirofosfato, el cual a concentraciones muy bajas inhibia la precipitacion en orina de oxalato
célcico (Fleisch & Bisaz, 1962; Fleisch & Bisaz, 1964).

Después del pirofosfato otras moléculas que se encuentran de manera natural en la orina
se han descrito como inhibidoras, algunas de ellas de bajo peso molecular como el magnesio o
el citrato (Li et al., 1985; Ryall et al., 1981; Pak, 1987) y otras de elevado peso molecular,
como los glicosaminoglicanos, la glicoproteina de Tamm-Horsfall (Crawford et al., 1968;
Shum & Gohel, 1993; Hess, 1991; Hess, 1992), la nefrocalcina (Nakagawa et al., 1981;
Nakagawa et al., 1984) o la osteopontina (Hoyer, 1995). Se aceptd que estas sustancias podian

jugar un papel importante en la prevencion de la litiasis renal.

A finales de los afios 70 y durante los afios 80 tomoé fuerza la idea de que existia una
sustancia presente en la orina con gran capacidad inhibidora, con propiedades acidas y de peso
molecular relativamente bajo. Al principio se pensaba que podia ser un pequefio péptido
(Barker et al., 1970) o que se podia tratar de fosfocitrato (Sallis et al., 1995), pero no se
encontraron evidencias definitivas. En la ultima década se ha observado una tendencia a
considerar las proteinas como los agentes inhibidores mas importantes, pero la aparicion de
trabajos contradictorios (unos describiendo efectos inhibidores y otros apuntando propiedades
claramente promotoras de la cristalizacién (Ryall, 1997)) quita fuerza a esta idea, a pesar de que
es clara su accién como sustancias antiadherentes (lubricantes) de particulas sélidas sobre el
uroepitelio (See & Williams, 1992; Grases et al.,, 1996). En cualquier caso, no se debe

confundir el efecto lubricante con la capacidad inhibidora que pueda tener una sustancia.

Recientemente, se ha demostrado que el fitato, una sustancia de peso molecular
relativamente bajo, presente en la sangre, orina y fluidos intersticiales e intracelulares (French
et al., 1991; Bunce et al., 1993; Grases & Llobera, 1996; March et al., 1998), presenta una
capacidad inhibidora extraordinaria, siendo su efecto mil veces mas importante que el del citrato
(Grases & March, 1989; Grases & Costa-Bauza, 1991; Grases et al., 1994; Grases et al.,

2000a). Se ha demostrado que una ingesta reducida conduce a un mayor riesgo de litiasis.
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Ademés, se han descrito otros efectos beneficiosos para esta molécula, siendo su potente

capacidad inhibidora uno de los mas importantes.

Con la finalidad de estudiar su accion se han llevado a cabo diversos trabajos in vitro e

in vivo.

Estudios in vitro

La relevancia de los estudios in vitro esta en relacién con el grado de correspondencia
entre las condiciones experimentales y las condiciones en un rifién en el proceso de desarrollo
de un calculo. Con el objetivo de obtener datos utiles, el modelo experimental utilizado debe

reproducir alguna de las etapas del proceso bioldgico real.

Asi, destaca un estudio en el cual se hace circular orina artificial sobre el urotelio de una
vejiga urinaria de cerdo (Grases et al., 1996). Este estudio demuestra que sustancias que se
hallan de forma natural en la orina pueden actuar como inhibidores de las cristalizacion,
previniendo la formacion de cristales de oxalato calcico monohidrato. Después de eliminar la
capa antiadherente de glicosaminoglicanos se observé como la presencia de fitato en la orina
artificial, en una concentracién de 1 mg/l prevenia totalmente la formacion de depoésitos de

oxalato y/o fosfato célcico.

Estudios in vivo

El simple hecho de que el fitato esté presente de forma natural en la orina a
concentraciones similares a las usadas en los trabajos in vitro (Grases & Llobera, 1996) y que
su concentracion dependa de la ingesta a través de la dieta, ya permite intuir los posibles efectos

terapéuticos que puede tener en el tratamiento de la litiasis calcica.

Los efectos del fitato se estudiaron con ratas a las que se suministro etilenglicol como
agente litidsico (Grases et al., 1998) y se vio como el fitato dietético disminuia las
calcificaciones de la papila renal, asi como la cantidad de calcio total del tejido de la papila

renal.

También se ha demostrado que la ingesta de fitato incrementa notablemente la
capacidad de la orina de los enfermos litidsicos para inhibir la cristalizacion de las sales célcicas
(oxalato y fosfato) (Conte et al., 1999).

10
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Efecto hipocalciurico del fitato

Ademas del efecto inhibidor se han descrito otros efectos beneficiosos del fitato, tales
como el tratamiento de la hipercalciuria. Asi, en 1958 Henneman trat6 enfermos litiasicos con
dosis elevadas de fitato sodico (8.8 g/dia) (Henneman et al., 1958). El principio hipocalcidrico
del fitato se basa en la formacién de complejos insolubles de calcio-fitato en el tracto digestivo,

disminuyendo la absorcidn intestinal de calcio.

Absorcidn, distribucion, excrecion del fitato

Estudios con animales de experimentacion

Estudios con ratas han demostrado que la presencia de fitato en tejidos y fluidos
biolégicos es funcién de la ingesta a través de la dieta. Se ha observado que existen unos niveles
plasmaticos maximos y que se alcanzan tanto suministrando un 1 % de fitato en forma de sal
sodica o un 0.12 % de fitato en forma de sal céalcico-magnésica (fitina) procedente del germen

de garrofin (Grases et al., 2001a).

La eliminacion del fitato de la dieta reduce los valores urinarios a niveles indetectables
después de 22 dias, mientras que el consumo de 20.9 mg de fitato por kg de peso corporal
conducia a la eliminacién a través de la orina de un 2 % de la cantidad ingerida. Aumentos de

esta dosis no originan aumentos de la excrecion urinaria (Grases et al., 2000b).

La distribucion del fitato en tejidos y fluidos bioldgicos indica que la concentracion
urinaria es unas diez veces mayor a la concentracion plasmética de fitato, mientras que en
tejidos destaca la gran cantidad de fitato hallada en el cerebro. La eliminacion del fitato de la

dieta, conduce a una disminucion drastica de todos sus niveles bioldgicos (Grases et al., 2001b).

Estudios con humanos

Se ha demostrado recientemente la presencia de manera natural del fitato en la orina
humana, en concentraciones que oscilan entre los 0.5 y 6 mg/l, siendo las concentraciones
encontradas en litiasicos de oxalato célcico significativamente menores a las encontradas en el
grupo de individuos sanos (Grases & Llobera, 1996; Grases et al., 1998).

11
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En humanos, la eliminacién total del fitato de la dieta produce una reduccién de los
niveles urinarios del 50 % después de 36 horas (Grases et al., 2000c), mientras que una dieta
pobre en fitato mantenida durante dos semanas conduce a una disminucién del fitato urinario del

90 % y una disminucion del fitato plasmatico del 74 % (Grases et al., 2001c).

Estos hechos revelan que los niveles bioldgicos de fitato dependen de la dieta y que el
organismo no puede sintetizar de manera enddgena el fitato a partir de inositol para mantener

unos niveles normales.

El suministro de 1.4 g de fitato a individuos que habian seguido durante dos semanas
una dieta pobre en fitato conduce a una rapida absorcion, encontrdndose el maximo de
absorcion a las cuatro horas de su ingesta (Grases et al.,, 2001c). Ademas, el hecho de
suministrar diferentes dosis o sales no afecta a su excrecion urinaria, confirmando los estudios
con animales de experimentacion donde se encontrd que existe una cantidad ingerida 6ptima por

encima de la cual no se absorbe mas fitato.

También se encontrd que existe una buena correlacion entre los niveles plasmaticos de
fitato y su excrecion urinaria diez horas antes de la recogida de la muestra sanguinea,
demostrando que la concentracion de fitato en orina es un buen marcador del estatus de fitato

del organismo (Grases et al., 2001c¢).

Toxicidad del fitato

Estudios de toxicidad aguda del acido fitico y del fitato sédico, administrados por via
oral, con ratas y ratones determinaron una DL50 situada entre 400 y 2750 mg/kg (Fujitani et
al., 1987; Ichikawa et al., 1987).

Fitato y biodisponibilidad mineral

Son muchos los estudios que han aparecido atribuyendo propiedades de antinutriente al
fitato (Davies, 1979; Forbes, 1979; Forbes, 1984; Hurrell, 1992; Manary, 2000; Pallauf,
1999), basandose en que se trata de una molécula con seis grupos fosfato y, por lo tanto, se halla

altamente cargada y presenta gran afinidad por cationes divalentes y trivalentes, con los cuales

12
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puede formar especies no solubles dentro del tracto gastrointestinal, evitando asi su absorciéon y

reduciendo por lo tanto la biodisponibilidad de estos elementos.

Por otra parte y en contraposicion con estos trabajos han aparecido otros estudios donde
se pone en duda esta accion antinutriente del fitato (Davidsson, 1997; Graf, 1984; Grases,
2001a; Sandstrom, 2000; Siqueira, 2001). Ademas, como ya se ha descrito en esta
introduccion, son muchos los efectos beneficiosos que aportan cantidades adecuadas de fitato en

tejidos y fluidos biologicos.

Una primera explicacion a esta aparente discrepancia entre propiedades saludables y
antinutrientes es la dificultad analitica derivada de una molécula como el fitato, para la que
hasta hace poco no han sido descritos métodos analiticos de determinacion a bajas
concentraciones, como las que se encuentran en tejidos y fluidos bioldgicos; este aspecto es
muy remarcable si consideramos que el conocimiento de todas las propiedades beneficiosas del
fitato es paralelo a la aparicién de metodologias analiticas adecuadas para su determinacién en

estos medios.

Un estudio llevado a cabo con ratas sometidas a diferentes dietas (en presencia y
ausencia de fitato) demuestra que las concentraciones de minerales en tejidos y fluidos
biolégicos no difieren estadisticamente en el grupo tratado con un 1 % de fitato y en el grupo
control (Grases et al., 2001a). El hecho de encontrar trabajos que afirman lo contrario puede
ser atribuido a la dosis de sal utilizada y a la naturaleza y cantidad de otros componentes de la
dieta. Asi, los estudios realizados con dietas equilibradas y cantidades moderadas de fitato no
han encontrado ningln efecto negativo para esta sustancia, mientras que los estudios que usan
dosis elevadas de fitato, combinadas con dietas desequilibradas, tales como dietas a base de

soja, detectan un déficit en la absorcion mineral.

Como conclusion final a esta recopilacion de datos que recogen aspectos beneficiosos
del fitato y supuestos efectos perjudiciales (a dosis elevadas combinadas con dietas
desequilibradas) podemos definir el fitato como la vitamina anticélculo, ya que es una sustancia
que el organismo no es capaz de sintetizar en cantidades suficientes y que en dosis adecuadas
actua como potente inhibidor de la cristalizacién, ademéas de ser un regulador de la calciuria,
mientras que en dosis desproporcionadas tomadas juntamente con dietas desequilibradas, puede
conducir a un déficit de la absorcion mineral y por tanto a desequilibrar la biodisponibilidad de

los oligoelementos.

13
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Introduccién

El conocimiento de la actividad biolégica del fitato aparece de forma paralela al
desarrollo de metodologias analiticas de suficiente sensibilidad para su determinacion

cuantitativa en fluidos y tejidos.

Hasta hace poco, se pensaba que se trataba de un compuesto con propiedades
antinutrientes debido a su capacidad para formar complejos insolubles con cationes divalentes y
trivalentes a nivel intestinal, evitando asi la absorcion de oligoelementos (Davies & Olpin,
1979; Forbes et al., 1979; Forbes et al., 1984; Hurrell et al., 1992; Manary et al., 2000;
Pallauf et al., 1999). Sin embargo, la capacidad para determinar el fitato a niveles fisiol6gicos
(Grases & Llobera, 1996; March et al., 1998a; March et al., 2001) ha permitido profundizar
en el estudio de la verdadera actividad bioldgica de dicha sustancia, de tal manera que ha pasado
de ser considerada una sustancia no deseada a un producto con importantes beneficios para la
salud, cuando se consume en cantidades adecuadas (Hawkins et al., 1993; Shamsuddin et al.,
1997; Reddy, 1999; Grases & March, 1989a; Grases & Costa-Bauza, 1991; Grases et al.,
1994).

Son muchos los métodos que se encuentran en la bibliografia para la determinacion de
fitato, pero la inmensa mayoria de ellos carecen de la sensibilidad suficiente para permitir el
desarrollo de estudios sobre su actividad bioldgica y sus implicaciones en el campo de la salud.
Se trata, generalmente, de metodologias que centran su aplicacion en el terreno de muestras
alimentarias y preparados farmacéuticos, donde el fitato se halla en porcentajes muy elevados si

los comparamos con los que se encuentran en muestras biolédgicas (fluidos y tejidos).

El mayor inconveniente encontrado al intentar proponer nuevas metodologias de
determinacion del fitato es la imposibilidad de determinarlo con técnicas espectrofotométricas,
debido a la ausencia de importantes bandas de absorcion. No hay ninguna duda, ademas, de que
esta dificultad analitica es el motivo principal por el que poco o nada se sabia de la importante
actividad biol6gica de esta molécula hasta hace relativamente pocos afios. Debido a este motivo,
se han desarrollado diversas metodologias basadas en determinaciones indirectas de productos

derivados del fitato o bien en el uso de reacciones paralelas.
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Clasificacion de las principales metodologias analiticas para la

determinacion de fitato

A continuacion se clasifican y comentan los métodos de mayor relevancia que aparecen

en la bibliografia para la determinacion del fitato. Se realiza una clasificacion en cinco grupos:
0 Métodos basados en el uso de la cromatografia liquida de alta resolucion
a Maétodos basados en la hidrolisis del fitato
a Maétodos basados en la determinacion de fésforo total
o Meétodos basados en el uso de reacciones paralelas

o Otras metodologias

Métodos basados en el uso de la cromatografia liquida de alta resolucién

Todos ellos utilizan una columna de fase reversa o bien de intercambio aniénico; se

diferencian en el tipo de deteccién utilizada.

1) Detector de indice de refraccion.

Son multiples los métodos descritos aunque el denominador comdn es el uso de una
columna de fase reversa y un detector de indice de refraccion, diferencidndose solamente en la

composicion de las fases movil y estacionaria, y en las condiciones instrumentales de operacion.

El primer trabajo lo encontramos en 1980 (Tangendjaja et al., 1980). En él se describe
una metodologia sencilla donde se usa una columna C,5 de fase reversa como fase estacionaria y
acetato sédico 5 mM como fase movil. El limite de deteccion de este método es del orden de
19/l
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En 1986 se describe otro método (Sandberg & Adherinne, 1986), mejorado nueve afios
después (Matthaeus et al., 1995), en el cual la fase estacionaria es una columna de fase reversa

Cs y la fase movil metanol-agua (1:1). El limite de deteccion se situa sobre los 0.3 mg/g.

Se han descrito otros métodos similares (Segueilha et al., 1993; Lerfeld, 1994; Graf &

Dintzis, 1982; Knuckles, 1982) pero todos ellos presentan limites de deteccion muy elevados.

I1) Detector fotométrico

Como ya se ha comentado anteriormente, las pobres caracteristicas espectrales del fitato
obligan a llevar a cabo una reaccién post-columna para su determinacion espectrofotométrica,
pues la determinacion directa resulta totalmente inespecifica y carente de sensibilidad. Una
reaccion usada se basa en la destruccion de un complejo Fe**- 4cido sulfanilico y como sefial
analitica se utiliza la disminucion de la absorcion de dicho complejo coloreado (Cilliers &
Niekesk, 1986; Rounds & Nielsen, 1993; Thies, 1991). Otros autores (Phillippy & Johnston,
1985) han determinado el fitato midiendo su efecto en el ultravioleta sobre una disolucién de

nitrato férrico en medio perclérico.

111) Detector conductimétrico

Destacan los trabajos llevados a cabo recientemente por Talamond, quien describe
metodologias sencillas y muy sensibles para la determinacién de fitato en alimentos (Talamond
et al., 1998; Talamond et al., 2000). El fitato se extrae de los alimentos en medio clorhidrico
concentrado y se inyecta a un cromatégrafo de liquidos. La fase estacionaria es una columna de
intercambio anidnico, mientras que para la separacion se lleva a cabo una elucién en gradiente
usando proporciones variables de NaOH 200 mM / H,O / isopropanol. Antes de la deteccion
conductimétrica el eluyente se hace circular a través de un supresor i6nico que se regenera
continuamente con acido sulfarico 50 mM. EI limite de deteccidn es inferior a 0.1 ug/l, mientras

que el limite de cuantificacidn se sitla sobre los 0.1 mg/I.
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Métodos basados en la hidrdlisis del fitato

La hidrolisis del fitato permite dos posibilidades para su determinacion analitica, ya que

es posible determinar cualquiera de sus productos de hidrolisis (el fosfato y el myo-inositol).
La hidrdlisis presenta ademas una cierta versatilidad ya que puede efectuarse de varias

maneras alternativas. Puede llevarse a cabo térmicamente (usando una resistencia eléctrica o

radiacion microondas como fuentes de calor) y enziméaticamente.

1) Hidrdlisis térmica

La hidrdlisis téermica puede llevarse a cabo tanto en medio acido como en medio basico.
No obstante, los rendimientos de la reaccién son mayores en medio acido, motivo por el cual
esta hidrolisis es la Unica que se utiliza en el desarrollo de métodos analiticos.

Pueden usarse dos fuentes de calor para llevar a cabo la hidrdlisis:

o Calor disipado por una resistencia eléctrica: el calor se transmite a la muestra

por conduccién y/o conveccidn. Las condiciones experimentales para este tipo
de hidrélisis requieren el tratamiento de la muestra durante 24 horas a 120 °C y
en medio acido fuerte 2 M (De Koning, 1994).

O Calor creado por irradiacién con microondas: la energia es absorbida por la

muestra y posteriormente disipada provocando el calentamiento de la muestra.
Este proceso es mucho mas eficaz que el uso de resistencias eléctricas por lo
que el tiempo requerido para llevar a cabo la hidrdlisis es menor y las
condiciones menos drasticas. Se requieren 6 tratamientos de 2 minutos en
medio HCI 0.45 M a una potencia de 650 W (March et al., 1998b). Estas
hidrélisis se realizan en el interior de reactores de teflon (PTFE,
politetrafluoretileno) ya que se trata de un plastico resistente (tanto a las
condiciones &cidas como de presidn y temperatura) y permeable a la radiacion

de microondas.
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1) Hidrdlisis enzimatica

Recientemente (March et al.,, 1995) se ha descrito un método enzimatico-
espectrofotométrico para la determinacion de fitato a través del fosfato donde, después de una
purificacion, se hidroliza el fitato usando una fitasa, aislada de Aspergilus ficuum. Las fitasas
son unos enzimas (fosfatasas) capaces de hidrolizar los ésteres de fosfato de los inositoles
fosfato. Las condiciones en las que se lleva a cabo esta reaccion son 37 °C y pH = 2.5. De este

modo, 1 hora es suficiente para un rendimiento del orden del 100 % de la reaccion de hidrolisis.

Parece claro que se trata de una buena alternativa a la hidrolisis térmica, pues los
tiempos de reaccion son mucho menores. Sin embargo, debemos tener en cuenta que un enzima
no es mas que una proteina con actividad catalitica. Se requiere que las condiciones de trabajo
estén perfectamente controladas para asegurar la actividad maxima del enzima. Ademas, los
enzimas disminuyen (incluso pierden) su actividad catalitica en presencia de ciertos metales y

debido a ciertas interacciones que todavia no estan bien caracterizadas.

Una vez realizada la hidrolisis del fitato se puede determinar tanto el fosfato como el

myo-inositol.

A) Determinacion del fosfato

El primer método que se encuentra descrito fue propuesto por Harland y Oberleas
(Harland & Oberleas, 1977). El fitato se concentra en una resina de intercambio aniénico y
después de hidrolizarlo (térmicamente) se determinan los fosfatos mediante una reaccion

colorimétrica.

Posteriormente, aparece el primer método enzimético (March et al., 1995) en el cual se
hidroliza el fitato mediante la fitasa de Aspergilus ficuum y se determinan fotométricamente los
fosfatos mediante la reaccion del azul de heteropoliacido. Un método similar usando la
hidrolisis térmica por microondas (March et al., 1998b) se describe unos afios méas tarde.
Ambos métodos se han aplicado para la determinacion de fitato en preparados farmacéuticos.
Ese mismo afio, aparece una mejora de este método (March et al., 1998a) para la determinacién
de fitato en orina. Se incluye una extraccion liquido-liquido (por formacién de un par iénico)

para mejorar la sensibilidad de la determinacion.
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B) Determinacion del myo-inositol

Los métodos que hay actualmente en la bibliografia determinan el inositol, procedente
de la hidrolisis del fitato, por cromatografia de gases con deteccion de masas, obteniéndose asi
un deteccién sensible y selectiva. En cualquier caso, el myo-inositol debe derivatizarse para
poder separarlo por cromatografia de gases, con la finalidad de disminuir su polaridad y
convertirlo en un compuesto mas volatil. Se han propuesto varios reactivos de derivatizacion,
como el clorotrimetilsilano (De Koning, 1994; Jansen et al., 1986), heptafluorobutirilimidazol

(Kennington et al., 1990) y anhidrido trifluoracético (Haga & Nakajima, 1989).

Recientemente, como combinacion de todos estos trabajos ha surgido un método para la
determinacion de fitato en muestras biologicas (March et al., 2001) mediante cromatografia de
gases y deteccion de masas. El fitato se separa en una columna de intercambio aniénico y
posteriormente se hidroliza enzimaticamente. A continuacion se liofiliza la muestra (pues el
disolvente para la reaccion de derivatizacién es piridina y no debe contener agua) y se inyecta al
cromatografo de gases. Se trata de una de las metodologias méas sensibles que se han descrito
para la cuantificacién de fitato en muestras bioldgicas pero, evidentemente, el gran nimero de
pasos implicados en la determinacion lo convierten en un método complejo e inaplicable en el

analisis rutinario de un laboratorio clinico.

Métodos basados en la determinacion de fosforo total

En 1991 se describe una metodologia (Plaami & Kumpulainen, 1991) para la
determinacion de fitato en cereales. En primer lugar, el fitato se separa y concentra en una resina
de intercambio anionico, mejorandose de esta forma la selectividad y la sensibilidad. Después
de eluirlo, se determina el fosforo total por espectrofotometria de emision atomica en plasma
acoplado inductivamente (ICP-AES) y se refiere el resultado a fitato. Con este método, las
dificultades que se encontraban con las metodologias tradicionales al realizar la digestion &cida

y la determinacidn espectrofotométrica de fosforo se eliminan al usar el ICP-AES.

Usando un proceso similar, se puede llevar a cabo la determinacion de fitato en orina,
aislandolo y concentrandolo en una resina de intercambio anidnico (Grases & Llobera, 1996).
El fitato se eluye con &cido concentrado y este eluato se concentra en un evaporador rotatorio.
Una posterior determinacion del fdésforo total permite cuantificar el fitato. Se trata de un
progreso importante en la determinacion de fitato en muestras biolégicas, pues es un método

relativamente simple y rapido que no requiere grandes tratamientos de la muestra. Se evita tener

28



Capitulo 2. Nuevas metodologias analiticas desarrolladas

que realizar procesos de hidrélisis aunque la falta de sensibilidad obliga a llevar a cabo una
etapa de concentracion por evaporacion. Sin embargo, esta metodologia presenta el
inconveniente de que se requieren 500 ml de muestra de orina para llevar a cabo la

determinacion, cantidad que resulta ser algo excesiva.

Métodos basados en el uso de reacciones paralelas

Se trata de métodos muy Utiles para la determinacion de fitato en muestras donde éste
estd muy concentrado, pues su sensibilidad es limitada; sin embargo, el hecho de ser métodos

simples y rapidos los hace apropiados para la determinacion de fitato en alimentos.

El primer método que encontramos se remonta a 1980 y es el precursor de los
posteriores métodos de HPLC con deteccidn fotométrica utilizando una reaccion post-columna.
La determinacién de fitato (Latta & Eskin, 1980) se lleva a cabo por medida de la disminucién
de la absorbancia a 500 nm del complejo Fe**- 4cido sulfanilico (reactivo de Wade: FeCls-6H,0
al 0.03 % y acido sulfanilico al 0.3 %) al afiadirse el fitato previamente purificado en una resina

de intercambio anidnico.

Afos después, otros autores utilizaron la misma reaccion para la determinacion de fitato
usando determinaciones volumétricas (con el acido sulfanilico como indicador) y otras
complexometrias similares (Garcia-Villanova et al., 1982; Ruiz de Lope et al., 1982a; Ruiz de
Lope et al., 1982b; Ruiz de Lope et al., 1983).

Existen otros métodos casi siempre basados en la destruccion de algiin complejo de Fe**
(Haug & Lantzsch, 1983; Fujita et al., 1986) aunque recientemente se ha descrito un nuevo
procedimiento (Kamaya et al., 1995) donde el fitato se determina por destrucciéon de un

complejo de zinc con cloranilato.
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Otras metodologias

Ademés de todas las técnicas descritas hasta el momento, que son sin duda més

comunes, se han descrito otras alternativas para la determinacion de fitato.

El fitato es un potente inhibidor del crecimiento cristalino del oxalato célcico. Esta
propiedad se ha utilizado para su determinacion (Grases & March, 1989b). Se siguieron
cinéticas de crecimiento cristalino de oxalato calcico monohidrato mediante potenciometria,
utilizando un electrodo selectivo de calcio. El efecto inhibidor causado por el fitato permite su
cuantificacion en el intervalo 30-600 ug/l. Este procedimiento se ha aplicado a la determinacion

directa de fitato en orina y en un producto farmacéutico.

También se han empleado las técnicas de andlisis en flujo para la determinacion de
fitato (Kamaya et al., 1998). Concretamente, se trata de un método FIA (andlisis por inyeccion
en flujo) que se basa en una modificacion del método del azul de heteropoliacido. La
interferencia del fosfato se elimina mediante resinas de intercambio anidnico. A pesar de ser un
método sencillo y que permite un muestreo elevado (60 muestras por hora) presenta la misma
desventaja que la mayoria de métodos: su elevado limite de deteccion no permite la

cuantificacion de fitato en muestras bioldgicas.

También se ha intentado determinar el fitato por resonancia magnética nuclear (O’Neill

et al., 1980) a través del *'P, pero el método resulta ser nuevamente poco sensible.

Finalmente, otra técnica usada para la determinacion de fitato es la electroforesis capilar
(Nardi et al., 1992; Blatny et al., 1995). Existe una metodologia reciente (Simonet et al., 2003)
con deteccion fotométrica indirecta. Se utiliza un sistema por inyeccidn en flujo, el cual incluye
una microcolumna con resina de intercambio anionico, usado para la extraccion del fitato. El
sistema por inyeccién en flujo esta acoplado automaticamente al equipo de electroforesis capilar
a través de una interfase mecanica. No obstante, su sensibilidad solamente le permite la

cuantificacion del fitato presente en muestras de alimentos.

30



Capitulo 2. Nuevas metodologias analiticas desarrolladas

Métodos analiticos desarrollados

En este capitulo se describe una metodologia para la determinacion de myo-inositol en

orinay saliva y dos nuevas metodologias para la determinacion de fitato en orina.

o Determinacion de myo-inositol por HPLC-MS (cromatografia liquida de alta

resolucion y deteccion de masas): el myo-inositol es una molécula importante

pues se trata de un intermedio clave en el ciclo del fosfatidilisositol. Ademas, su
forma totalmente fosforilada (el fitato) presenta numerosos efectos beneficiosos
ya descritos en esta tesis. Los métodos de determinacion actuales se basan en el
uso de enzimas o bien en el uso de cromatografia de gases, por lo que se
requiere una derivatizacion previa con el objetivo de aumentar su volatilidad. El
procedimiento que se propone utiliza HPLC-MS como técnica, por lo que no

requiere derivatizacion y simplifica notablemente su determinacion analitica.

o Determinacion de fitato por HPLC-MS (cromatografia ligquida de alta

resolucion y deteccion de masas): se trata de un método basado en el anterior,

donde el fitato se purifica empleando una resina de intercambio aniénico y
después se hidroliza térmicamente. EI myo-inositol resultante se determina

usando el procedimiento que se describe en el trabajo anterior.

o Determinacion de fitato por ICP-AES (espectrometria de emision atémica

usando un plasma acoplado inductivamente): se trata de una mejora de un

método similar (Grases & Llobera, 1996). Se consigue una metodologia simple
y sensible, donde la cuantificacion del fitato en orina es posible usando un
volumen de muestra muy reducido (5 ml) frente a los 500 ml que requeria el

método anterior.
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Revision critica de los métodos analiticos propuestos

En este apartado se comentardn ciertos aspectos relevantes que no aparecen en el
apartado de resultados y discusion, pero que son de importancia para comprender la razén por la
que se han desarrollado estos métodos; ademas, en este capitulo se explican las dificultades
encontradas en su desarrollo y las vias alternativas que se han elegido. Finalmente, se comparan
los métodos propuestos para la determinacidon de fitato entre ellos y con otro método alternativo,

con la finalidad de probar su validez y campo de aplicacién mas idéneo.

El objetivo que se perseguia al iniciar el desarrollo de nuevas metodologias analiticas
para la determinacion de fitato era encontrar un método suficientemente sencillo, rapido y
sensible para poder cuantificar el fitato presente en la orina, sabiendo que para poder ser
aplicado en la practica clinica ordinaria el intervalo de concentraciones para esta molécula

oscila entre 0.5-6 mg/I.

En primer lugar se pens6 en la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a un detector de masas (HPLC-MS). Con una purificacion previa de la muestra y una
inyeccion directa de la muestra purificada podria obtenerse una metodologia suficientemente
sencilla. Sin embargo, trabajando con patrones ya se intuy6 que tal idea resultaria inviable. La
deteccion del fitato usando un sistema de ionizacion por electrospray a presion atmosférica y un
cuadrupolo como analizador de masas resultd imposible. El hecho de que el fitato sea una
molécula multicargada hace que no sea posible estabilizar el aducto formado (fitato-Na,
fitato-H, fitato-K...), incluso afiadiendo varios modificadores tipicos de la fase movil, debido a
la dificultad que existe para controlar la variedad de posibles aductos. Evidentemente, se han
descrito metodologias analiticas para la determinacion de moléculas con elevada carga (por
ejemplo, proteinas), pero al tratarse de moléculas con un elevado peso molecular la relacion m/z
es suficientemente alta para determinarlas sin interferencias. Por este motivo, se decidié
elaborar un método sencillo para la determinacion de myo-inositol usando la misma técnica, y si
ello se conseguia con éxito, se desarrollaria otro método para la determinacion de fitato, después
de un proceso de hidrolisis. El resultado fue satisfactorio pero la hidrolisis complicaba y
alargaba notablemente la determinacion del fitato, con lo que se pensd en una metodologia
mucho mas sencilla, que no requeria procesos de hidrolisis y/o derivatizacion. Asi, se llegd a un
método basado en la determinacion de fdsforo total, después de la eliminacion de la
interferencia del fosfato, mediante espectrometria de emision atémica usando un plasma
acoplado inductivamente y, aunque no es el mas sensible de todos los descritos en la
bibliografia, si es el méas sencillo y lo suficientemente sensible para el andlisis rutinario de

muestras de orina.
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A continuacién se comentan los aspectos méas relevantes de cada uno de los métodos
desarrollados, con la finalidad de aportar informacion que no aparece en los articulos originales,
pero que es necesaria para justificar y entender la razén y el porqué del desarrollo analitico

planteado.

Determinacion de myo-inositol por HPLC-MS (cromatografia liquida

de alta resolucion y deteccion de masas)

Se consiguio el proposito que se buscaba, pues se trata de un método muy sencillo y
sensible a la vez. Los métodos descritos hasta entonces eran enzimaticos o bien basados en el
uso de cromatografia de gases, por lo que se requiere una derivatizacién previa. El
procedimiento que se propone utiliza HPLC-MS como técnica, por lo que no requiere
derivatizacion. Destaca el hecho de que la separacién se lleva a cabo con una columna Aminex
HPX-87C y se usa solamente agua como fase mavil. Se consigue asi una buena resolucion para
el myo-inositol. Posiblemente, podria pensarse en la introduccién de un pequefio porcentaje de
algin modificador organico de la fase mdvil (acetonitrilo, metanol...), no con el fin de mejorar
la separacion sino para ayudar al proceso de ionizacién, pues la presencia de un disolvente
organico incrementa la volatilidad del sistema en la camara de ionizacion del detector. Sin
embargo, el flujo de trabajo (0.6 ml/min) es lo suficientemente moderado como para no tener

problemas usando solamente agua.

Determinacion de fitato por HPLC-MS (cromatografia liquida de alta

resolucion y deteccion de masas)

Como ya se ha comentado con anterioridad, se trata de un método basado en el anterior,
donde el fitato se purifica empleando una resina de intercambio anidnico (separandolo asi de su
matriz original) y después se hidroliza térmicamente. EI myo-inositol resultante se determina

usando el procedimiento que se describe en el trabajo anterior.

La separacion y recuperacion del fitato usando una columna de intercambio anidnico es
un proceso que no presenta grandes dificultades analiticas mientras no se obture o sature la
columna. El proceso que realmente supuso un problema fue la hidrolisis del fitato, pues se

intentd llevar a cabo, en un principio, una hidrélisis enzimatica, ya que de acuerdo con la
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experiencia del grupo (March et al., 1995; March et al., 2001) , este proceso era méas sencillo y

eficaz que la hidrolisis térmica.

Cronoldgicamente, las dificultades encontradas durante el desarrollo del presente

método y las soluciones planteadas son las que se explican a continuacion de forma breve:

m] Pretratamiento con carbén activo: el hecho de llevar a cabo una etapa previa de

tratamiento de la orina con carbén activo tiene por objetivo mejorar las caracteristicas
mecanicas del proceso de separacion de intercambio anidnico (March et al., 1998). Estudios de
recuperacion de fitato, llevados a cabo utilizando patrones, condujeron a valores de fitato
recuperado que en ocasiones eran totalmente insatisfactorios (del orden del 40 %); sin embargo,
se observd que este hecho no se producia siempre. Se trabajé con carbén activo de diferentes
lotes y se concluy6 que el fitato podia ser adsorbido por ciertas partidas de carbén activo, quizas
debido a la presencia de calcio residual procedente del proceso de obtencién del carbén activo.
Como alternativa se propuso el filtrado de las muestras mediante filtros de 0.45 um de tamafio

de poro. Los resultados obtenidos fueron satisfactorios.

Q Hidrolisis enzimatica: la hidrolisis del fitato (para su posterior determinacion en forma

de myo-inositol) traté de realizarse con una fitasa extraida de Aspergillus Ficuum, suministrada
por Sigma. Sin embargo, a pesar de que se trata de una hidrdlisis ya descrita en la bibliografia

(March et al., 2001) no fue posible utilizarla para el desarrollo del presente método.

I. En primer lugar, se encontrd un lote que contenia myo-inositol, lo cual
supondria cometer un error por exceso en la determinacion de fitato.
Evidentemente, se hubiera podido realizar un blanco sin muestra y restar
la cantidad de inositol procedente de la fitasa, pero ello implicaria
suponer que la suspension de enzima es totalmente homogénea y tener

que trabajar con una muestra mas en cada serie de determinaciones.

Il. En un lote diferente, se observd que la “nueva” enzima no era capaz de
desarrollar su actividad catalitica en presencia de resina. Este hecho se
explica considerando que las fitasas comerciales no son productos puros,
sino que son mezclas de fosfatasas que en funcion de su composicién

pueden cambiar de comportamiento y actividad.

I1l. La imposibilidad de hidrolizar el fitato en presencia de resina, condujo a
la opcion de eluir el fitato con acido concentrado, liofilizar el eluido y

reconstituir a pH = 2.5 (pH de mayor actividad enzimatica). Pruebas
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preliminares con HCI 2 M demostraron que en las condiciones de
liofilizacion el HCI no se congelaba y, por lo tanto, no se podia liofilizar.
Entonces, la elucion se llevo a cabo en medio HNOz; 2 M, pero en este
medio el fitato se pierde durante la liofilizacion, posiblemente porque se

halla totalmente protonado y es capaz de sublimar.

IV. Como recurso final, se intentd ajustar el pH del eluido a 2.5 por adicion
de hidroxido sodico, pero la elevada fuerza ionica generada impide a la

enzima desarrollar su actividad enzimatica.

Todos estos motivos nos condujeron a estudiar la hidrdlisis térmica, que fue la que

finalmente nos permitié completar el desarrollo del método.

Determinacion de fitato por ICP-AES (espectrometria de emision

atomica usando un plasma acoplado inductivamente)

Como ya se ha explicado en el método anterior, se tuvieron muchos problemas en el
proceso de optimizacién de la hidrolisis y el resultado, a pesar de que supone una importante
simplificacion del método de GC /MS, es un método todavia muy laborioso, pues implica una

separacion previa y una hidrdlisis térmica cuya duracion es de 11 horas.

Entonces, simultdneamente al desarrollo del método anterior se pensé en cual seria la
forma més sencilla posible para la determinacion del fitato, pero que no implicara técnicas a las
que no tuvieran acceso laboratorios clinicos. La respuesta correcta, como siempre, es la més
simple. Al replantear el problema de desarrollar un método simple que pudiera ser aplicado en
la practica clinica ordinaria, considerando los diferentes aspectos comentados y la experiencia
adquirida, se lleg6 a la conclusion de que la mejor opcion corresponderia a la determinacion de
fitato a través del fésforo mediante espectrometria de emision atdmica ICP, después de la
eliminacion de otros compuestos como el ortofosfato. Este método se podria obtener mejorando
uno previamente desarrollado (Grases & Llobera, 1996), cuando todavia se disponia de escasos
conocimientos sobre la presencia de fitato en muestras biolGgicas. Se consiguidé asi una
metodologia simple y sensible, donde la cuantificacién del fitato en orina es posible usando un
volumen de muestra muy reducido (5 ml) frente a los 500 ml que requeria el método anterior.
No existe hasta el momento otra metodologia tan simple (solamente requiere una etapa de
separacion) para la determinacion de fitato en orina usando una técnica ordinaria de la que

pueda disponer cualquier clinica.
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Validacién de los métodos analiticos propuestos para la determinacion
de fitato

Como ya se ha explicado, se han desarrollado dos métodos diferentes para la
determinacion de fitato en orina, uno de ellos basado en la determinacion del myo-inositol (por
HPLC-MS) después de un proceso de hidrdlisis y el otro basado en la determinacion de fésforo

total después de un proceso de purificacion y preconcentracion.

Con el objetivo de validar ambos métodos, a continuacion se compara cada uno de ellos
con otro método que determina el myo-inositol (producto de hidrolisis del fitato) por GC/MS.
Ademas, se comparan los métodos propuestos entre ellos. En la tabla 2.1. se muestran los

resultados de todas las determinaciones llevadas a cabo por cada uno de los tres métodos.

Tabla 2.1.- Contenido en fitato, en mg/l, encontrado en diferentes muestras de orina utilizando tres

metodologias analiticas diferentes

Método Método Método

Muestra GC/MS ICP-AES LC/MS
Orinal 0.87 0.87 0.90
Orina 2 0.73 0.86 0.77
Orina 3 0.72 0.97 0.88
Orina 4 0.86 1.16

Orina b 0.77 0.78 0.81
Orina 6 0.49 0.25

Orina7 0.45 0.34 0.37
Orina 8 0.44 0.54 0.44
Orina9 0.80 0.88 0.84
Orina 10 1.99 1.84 1.88
Orina 11 1.50 1.61 1.58
Orina 12 1.20 131 1.27
Orina 13 0.91 0.85

Orina 14 0.85 0.87

Orina 15 0.64 0.76

Orina 16 0.77 0.75

Orina 17 0.84 1.15
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En la figura 2.1. se representan los valores urinarios de fitato obtenidos, comparando los
métodos dos a dos. Se muestra ademas la recta ideal y = x a la que deberian aproximarse los
puntos experimentales. Las rectas de regresion obtenidas para cada par de métodos son las

siguientes:

a Método ICP-AES vs método GC/MS: y = 0.9693x + 0.0832, sy = 0.1551

a Método LC/MS vs método GC/MS: y = 0.9654x + 0.0598, s, = 0.0801

a Método LC/MS vs método ICP-AES: y = 1.0201x + 0.0461, sy, = 0.0582

Las tres rectas de regresion resultaron ser estadisticamente comparables con la recta

tedrica y = x para un nivel de probabilidad del 95 %.

El hecho de que los dos métodos sean estadisticamente comparables indica que las
metodologias propuestas determinan, como componente mayoritario, fitato y no otros inositoles
polifosfato (inositol pentafosfato, inositol tetrafosfato, etc...), puesto que una esta basada en la
determinacion de inositol y el otro en la determinacién de fosfato (pues se determina fésforo
total después de una separacion con el fosfato), y la presencia de otros inositoles fosfato

inferiores alteraria la relacién molar fosfato/inositol.

62



Capitulo 2. Nuevas metodologias analiticas desarrolladas

Figura 2.1.- Representacion de los valores urinarios de fitato obtenidos por los diferentes métodos.
A. Resultados obtenidos por el método ICP-AES frente a los obtenidos por el método GC/MS.
B. Resultados obtenidos por el método LC/MS frente a los obtenidos por el método GC/MS.

C. Resultados obtenidos por el método LC/MS frente a los obtenidos por el método ICP-AES.
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Conclusiones

1. Se ha desarrollado un método por cromatografia liquida de alta resolucion vy
espectrometria de masas para la determinacién de myo-inositol en muestras de saliva y orina
utilizando solamente 1 ml de muestra en cada caso. La exactitud del método se ha estudiado
utilizando el método de la adicion de patron. Se han obtenido porcentajes de recuperacion
satisfactorios en las muestras de saliva. La mayor complejidad de las muestras de orina conduce
a recuperaciones insuficientes en algunas de ellas por lo que se recomienda llevar a cabo adicion

de patrén siempre que se trabaje con este tipo de muestras.

2. Se ha desarrollado un método por cromatografia liquida de alta resolucion y
espectrometria de masas para la determinacion de fitato en muestras de orina. Se ha comparado
el método con otros métodos, uno de ellos basado en la determinacién de myo-inositol por

GC/MS y el otro basado en la determinacién de fdsforo total por ICP-AES.

3. Se ha desarrollado un método para la determinacién de fitato basado en la separacion y
concentracién del analito en una resina de intercambio anidnico, y posterior determinacion de
fosforo total del eluato por espectrometria de emision atomica ICP. En este método se fusionan
unas buenas caracteristicas analiticas y una simplicidad suficiente para poder ser usado en

laboratorios clinicos. EI método se ha comparado con el método GC/MS y el método LC/MS.
4. El hecho de que los resultados obtenidos por métodos basados en fundamentos

quimicos diferentes sean coincidentes no deja lugar a dudas sobre la validez de los métodos
desarrollados.
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Introduccién

El myo-inositol hexafosfato (InsPg, 1P 0 fitato) es el inositol totalmente fosforilado. Se
ha demostrado recientemente su presencia natural en orina y plasma de ratas y humanos (Grases
et al., 2001a; Grases et al., 2001b; Grases et al., 2001c), y que sus niveles disminuyen
drasticamente después de la ingesta de una dieta pobre en InsPs, mientras que vuelven al nivel
basal al restablecerse la dieta normal o bien al tomar algun suplemento dietético (Grases et al.,
2001a). También se ha demostrado que el InsPg soluble administrado a través del agua de
bebida se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal, es rapidamente defosforilado y

distribuido a varios 6rganos (Sakamoto et al., 1993).

Se trata de una molécula que en principio fue catalogada como antinutriente. A pesar de
ello, en las Ultimas décadas se han demostrado numerosos efectos beneficiosos de esta
molécula, destacando el efecto antineoplasico (Shamsuddin et al., 1997; Shamsuddin, 1999), la
actividad anti-agregacion de las plaquetas (Vucenik et al., 1999) y la capacidad para inhibir la
formacion de piedras en el rifidn (Grases & Costa-Bauza, 1999) y biocalcificaciones

patoldgicas en general (Grases et al., 2004).

Efecto antineoplésico

Son varios los mecanismos de accion que se han propuesto para la accion anticancer del

fitato; los podriamos clasificar en tres aspectos claramente diferenciados:

v Alteracion genética: ya que el InsPg interfiere en procesos de transducion (Huang et
al., 1997) y ejerce una influencia en genes reguladores del ciclo celular y en genes supresores de
tumores (Shamsuddin et al., 1997).

v Exaltacién inmunitaria (Urbano et al., 2000; Reddy, 1999; Baten et al., 1989;
Morrison et al., 1994).

4 Propiedades antioxidantes: parece ser que de los tres aspectos éste es el efecto
biolégico méas importante. El fitato, gracias a su elevada carga (debida a los seis grupos fosfato
que presenta) puede formar quelatos con iones divalentes, especialmente el hierro, inhibiendo
asi reacciones oxidativas donde éste interviene, y evitando que se formen radicales hidréxido
libres y otras especies reactivas de oxigeno; asi se limita el crecimiento del tumor (Graf &

Eaton, 1990; Midorikawa et al., 2001). La progresién tumoral podria limitarse también por
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quelacion de otros iones tales como el magnesio y el zinc, ya que ambos son criticos para la

proliferacion de células tumorales (Urbano et al., 2000).

Efecto inhibidor de la cristalizacién

En general, los inhibidores de la cristalizacion pueden actuar inhibiendo la nucleacién
(ya sea homogénea o bien heterogénea) de los cristales, el crecimiento cristalino o bien la

agregacion de cristales ya formados (este Gltimo punto no se tratara).

En la figura 3.1 se presenta un esquema sobre el mecanismo de inhibicion de la
nucleacion homogeénea; primeramente se muestra la formacion normal de un nucleo de tamafio
critico que después continua creciendo. A continuacion, se muestra la accién de un inhibidor en
la nucleacion homogénea: la union del inhibidor con las microparticulas de tamafio inferior al

critico impide que se alcance dicho tamafio.
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Figura 3.1.- A. Formacidn de un nicleo homogéneo. B. Accion de un inhibidor en la nucleacion

homogénea.

El mecanismo normal de nucleacion heterogénea se esquematiza en la figura 3.2.A,
mostrandose a continuacion (figura 3.2.B) como un inhibidor de la nucleacion heterogénea es
capaz de inhibir esta etapa uniéndose a la superficie del nlcleo heterogéneo, impidiendo o

dificultando la posterior union de las especies que han de constituir el futuro cristal.
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Figura 3.2.- A. Mecanismo normal de nucleacion heterogénea. B. Accién de un inhibidor en la
nucleacion heterogénea.

En la figura 3.3.A. se esquematiza el crecimiento cristalino normal de un cristal en
formacion, mientras que en la figura 3.3.B. se muestra la accion de un inhibidor del crecimiento

cristalino, que evita o dificulta el crecimiento del cristal uniéndose a las caras en crecimiento.

Figura 3.3.- A. Cristal en crecimiento. B. Accién de un inhibidor en la etapa del crecimiento cristalino.
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El fitato es un potente inhibidor de la nucleacién heterogénea del oxalato calcico
(Grases et al., 1994; Grases & Costa-Bauza, 1991), de la nucleacién homogénea de los fosfatos
célcicos (Grases et al., 1996) y del crecimiento cristalino del oxalato calcico (Grases & March,
1989).

Las condiciones de sobresaturacion de la orina respecto al oxalato célcico, incluso en
individuos hipercalciuricos o hiperoxaluricos, hacen que la nucleacion homogénea del oxalato

calcico sea practicamente imposible (Finlayson, 1978).

Observando la estructura del fitato, se puede explicar su actividad inhibidora como
consecuencia de la afinidad de los grupos fosfato por el ion calcio. La fuerte adsorcion de
moléculas de fitato sobre la superficie de nucleos y/o cristales de oxalato célcico impedira su

posterior desarrollo y/o crecimiento.

Efecto sobre la agregacion de las plaquetas

Un estudio utilizando sangre humana de 10 individuos demostr6é que la agregacion de
las plaquetas activadas, incubadas con fitato, se inhibia de forma significativa, encontrandose un
efecto dosis-respuesta positivo. Este hecho podria apuntar un papel del fitato en la reduccion de

enfermedades cardiovasculares (Vucenik et al., 1999).

Por otra parte, el inositol trifosfato (InsP3) es una molécula central en la transduccion de
sefiales celulares y su forma totalmente fosforilada (InsPs) se absorbe a través de la dieta. Por
este motivo se decidio investigar los niveles de InsP; e InsPs en diversos tejidos y fluidos
corporales de ratas bajo una dieta pobre en InsPs y una dieta suficiente en InsPs. Se analizaron
por GC-MS fracciones cromatograficas de HPLC de las diferentes muestras, entre ellas
muestras de tejido cerebral de rata, ya que los receptores de InsPg y la unién con el receptor
estan bien caracterizados en este caso (Theibert et al., 1991), y ademas se sabe que los niveles

de InsPg en cerebro son 10 veces superiores a los de otros drganos (Grases et al., 2001b).

Ademas, se ha demostrado que el InsPg inhibe la proliferacion celular e induce
diferenciacion celular (Shamsuddin et al., 1997; Shamsuddin, 1999). Se sabe, ademas, que el
tratamiento in vitro con InsPs de células leucémicas K562 usando [*H]-inositol provoca un

incremento del 41% en el nivel de InsPg (Shamsuddin et al., 1992).
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En este capitulo se presenta un estudio de los niveles intracelulares de InsP; e InsPg en
células cancerigenas después de tratarlas con InsPg con el fin de profundizar en el mecanismo
de accion del InsPs. Se utilizaron lineas celulares de diferente naturaleza y con caracteristicas de
crecimiento diferentes para analizar los contenidos intracelulares de InsP; e InsPg antes y
después de la exposicion a InsPs exdgeno. Las células MDA-MB 231 son células cancerigenas
de mama humanas, de origen epitelial que proliferan como un cultivo adherente en forma de
monocapa, de forma dependiente al anclaje, como prerrequisito para su proliferacion. Las
celulas K562 son células humanas leucémicas, de forma independiente de anclaje, una

capacidad restringida a células hemopoiéticas.
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Conclusiones

1. Los valores de InsP; e InsPg en cerebro de rata son alrededor de 100 veces superiores a

los de plasma, bajo una dieta normal en InsPs.

2. Después del tratamiento con una dieta pobre en InsPs los niveles de InsP; e InsPg son

similares, tanto en plasma como en cerebro de rata.

3. Después del tratamiento con una dieta suficiente en InsPg, los niveles de InsPg son

notablemente superiores a los de InsPs, tanto en plasma como en cerebro de rata.

4, Los niveles de InsPg en plasma y cerebro de rata son muy sensibles a su presencia en la
dieta.
5. Los niveles de InsP; en plasma y cerebro de rata son independientes de la presencia de

InsPg en la dieta.

6. Los niveles intracelulares basales de InsPg en células MDA-MB 231 y K562 son unas

tres veces superiores a los de InsPs.

7. Los niveles intracelulares basales de InsPg en células MDA-MB 231 y K562 son

similares, y no sufren variaciones significativas depués de una exposicion a InsPg exdgeno.
8. Los niveles intracelulares basales de InsP3 en células K562 son ligeramente superiores a
los de las células MDA-MB 231 y en ambos tipos de células estos valores se duplican después

de una exposicion a InsPg exdgeno.

9. La presencia de InsPg en las células no tratadas indica que éstas pueden sintetizarlo a

partir del myo-inositol del medio de cultivo.
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Introduccién

La absorcion consiste en la asimilacion de una sustancia por parte del organismo, hasta

que llega al torrente sanguineo.

Los mecanismos de absorcién, por orden de importancia son la difusién pasiva, el
transporte convectivo, el transporte activo, el transporte facilitado, el transporte por ién-pareado
y la endocitosis o pinocitosis. Todos ellos son mecanismos generales que pueden darse en la
absorcion de sustancias a través de las distintas vias de administracion. Las vias mas empleadas
son la oral, peroral, intramuscular, intradérmica, rectal y externa o topica. En este capitulo, se
estudiaran aspectos de interés sobre la absorcion de fitato administrado por via oral y por via

dérmica (topica).

Absorcion de sustancias administradas oralmente

Dicha absorcion se da basicamente a nivel gastrointestinal. La absorcién es el paso de
nutrientes, agua y electrolitos desde el lumen intestinal o estomacal hasta la sangre. Ciertas
sustancias, como por ejemplo aquellas que presentan propiedades acidas, pueden absorberse
favorablemente a nivel estomacal debido a que el pH es muy bajo (~ 1-2) y se pueden absorber
en forma protonada, pues asi aumenta considerablemente su liposolubilidad y pueden atravesar

la membrana lipidica (Costanzo, 1998).
Existen dos vias diferentes de absorcion:

a Via celular: la sustancia que debe atravesar la membrana luminal penetra en las células

epiteliales intestinales y después llega al torrente sanguineo cruzando la membrana basolateral.

a Via paracelular: las sustancias llegan al torrente sanguineo a traves de las uniones

estrechas que dejan las células epiteliales. Si se da este mecanismo los nutrientes no entran en la

célula.
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Absorcion de fitato administrado oralmente. Mecanismo
En el caso del fitato, la bibliografia describe algunos aspectos concernientes a su grado

de absorcion y distribucion, aunque otros aspectos sobre el mecanismo exacto de absorcion

deben ser estudiados en mayor profundidad.

> Caracteristicas de la absorcion de fitato: se han llevado a cabo estudios tanto con ratas como

con humanos, llegandose en ambos casos a conclusiones anélogas.

a En estudios realizados utilitzando ratas como animales de experimentacion (Grases et

al., 2000a) se observan dos aspectos de gran interés:

- En primer lugar, se encontrd la existencia de una relacion dependiente de la dosis
entre la cantidad de fitato expulsado en la orina y su ingesta oral. Ademas, la
eliminacion del fitato dietético conduce a unos valores urinarios practicamente
indetectables, corroborando asi que la excrecion de fitato depende de su ingesta oral

y que su sintesis de novo por parte del organismo es practicamente nula.

- En segundo lugar, se vio que a partir de un cierto valor de fitato ingerido (20.9
mg/kg) no se incrementa mas su excrecion en orina, demostrandose asi que existe
una cantidad ingerida 6ptima. En estas condiciones, la absorcion de fitato es del 2 %
respecto al total ingerido (el resto se expulsa a través de las heces). Esta cantidad

esté limitada, al menos en parte, por el &rea de la mucosa estomacal.

a De estudios realizados en humanos se obtienen conclusiones paralelas a las obtenidas en

los estudios con ratas:

- En estudios sobre el efecto de la dieta sobre los niveles urinarios de fitato en
humanos (Grases et al., 2000b) se observé como la ingesta durante 36 horas de una

dieta carente en fitato disminuye la excrecion urinaria al 50 % del valor original.

- Por otra parte (Grases et al., 2001a), se observa que no existen diferencias en la
excrecion de fitato urinario tanto si se suministran 308 mg de fitato (en forma de
fitina) como si se ingieren 2470 mg (en forma de fitato sddico). Ello esta de acuerdo

con los resultados obtenidos con animales de experimentacion, en los que se
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concluye que hay una cantidad de fitato ingerida maxima. Ademas, la absorcion no

depende del tipo de sal suministrada.

> Distribucién de fitato: una vez absorbido, el fitato se distribuye desde la sangre hasta los

organos y tejidos, donde la cantidad de fitato también depende claramente de su ingesta a través
de la dieta (Grases et al., 2001b). El incremento de la cantidad de fitato en 6rganos y tejidos
después de un aumento de su ingesta se atribuye principalmente al aumento del fitato
extracelular, mientras que poco o nada se sabe de como y en qué forma éste penetra en el

interior de las células.

» Farmacocinética: en lo referente a aspectos de farmacocinética, de un estudio realizado en

humanos, se sabe que el fitato se absorbe rapidamente, aunque en pequefia extension, y que

presenta un méaximo de absorcion a las cuatro horas de su ingesta (Grases et al., 2001a).

» Mecanismo de absorcion de fitato: a pesar de todo lo que se ha comentado en este capitulo y

considerando la estructura y propiedades quimicas del fitato, existen dudas sobre el mecanismo
de absorcién de dicha molécula. ;Se absorbe preferentemente a nivel estomacal? ;O por contra

lo hace basicamente a nivel intestinal? ;Quiza en ambas partes del tracto gastrointestinal?

a Por una parte, pareceria légico pensar que la absorcidon fuera basicamente a nivel
estomacal. A pH fisiologicos ordinarios, el fitato presenta entre 6 y 7 cargas, lo cual dificultaria
mucho su absorcion debido a su baja liposolubilidad. Los valores de pH presentes en el
estobmago (pH ~ 1-2) hacen pensar que el fitato podria absorberse en forma protonada. Sin
embargo, observando los valores méas bajos de pKa del fitato (pKa; = -0.15, pKa, = 0.41, pKas =
0.85, pKay = 1.84) (Brigando et al., 1995) se plantean serias dudas en este sentido. Incluso a pH
= 1 el fitato conserva como minimo 3 cargas negativas, por lo que su liposolubilidad sigue

siendo extremadamente baja.

a Otra posible alternativa seria que la absorcion de fitato pudiera darse via paracelular, es
decir, que difundiera por gradiente de concentracion, desde el lumen del estémago o intestino
hasta la sangre atravesando las uniones estrechas que dejan entre ellas las células epiteliales del

tracto gastrointestinal. A pesar de que ello podria resultar a priori bastante dificil (debido,
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nuevamente, a la elevada carga del fitato), podria justificar el hecho de que la absorcion se diera
en tan pequefia cantidad. De hecho, ello explicaria, simultineamente, porqué los difosfonatos
(que se usan para el tratamiento de la osteoporosis) presentan, igual que el fitato, unos valores

de absorcion reducidos, del orden del 3 % (Fraser et al., 1972).

a Finalmente, otra posibilidad que podria explicar como una molécula con tan baja
liposolubilidad puede atravesar una barrera lipidica es la formacién de una especie neutra que
fuera soluble tanto en medio polar (acuoso) como en medio apolar. Ello supondria, en cierta
manera, aceptar la existencia de un transportador de fitato que facilitara el paso desde el
intestino y/o el estbmago hasta la sangre. A pesar de que no hay ninguna evidencia definitiva,
existen ciertas referencias que apuntan posibilidades reales para permitir que el fitato atraviese

membranas bioldgicas:

- Recientemente, estudios in vitro han demostrado que el fitato puede penetrar en el
interior de los globulos rojos por formacion de un asociado i6nico con cationes
alquilamonio (Vincent et al., 2002). La justificacion tedrica de este hecho se basa
en la formacion de una especie que contenga en su estructura una parte hidrosoluble
(fitato) y una parte liposoluble (catién alquilamonio de cadena media). El asociado
i6nico contendria tantos cationes alquilamonio como fueran necesarios para la

neutralizacion total (o quizés parcial) de la carga del fitato.

- El mecanismo de absorcion de fitato podria estar relacionado con la formacion de
una especie neutra con una proteina. Esta descrito (Wise, 1986) que en presencia de
cationes multivalentes como el calcio se pueden formar complejos solubles

proteina/cation/fitato.

Sin embargo, ninguna de estas posibilidades ha sido demostrada.

Por tanto, podemos concluir, como resumen a todo lo dicho, que el fitato se absorbe en
pequefia cantidad y pasa a la sangre, desde donde llega a los 6rganos y tejidos en la misma
forma original (antes de entrar en la célula no sufre defosforilaciones para convertirse en algun
inositol polifosfato inferior, por lo menos de forma significativa). Sin embargo, se ignora el

mecanismo exacto por el que el fitato pasa al interior del organismo.
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Absorcidn de sustancias administradas topicamente

En la bibliografia se describe la piel como un érgano no disefiado para la absorcion de
sustancias Utiles para el organismo. Esto se debe a que, a diferencia del intestino, la piel es un
6rgano muy grueso, formado por varias capas y, ademas, los vasos sanguineos solamente irrigan
la piel en sus capas mas internas (ver capitulo 6). Se trata, pues, de una barrera, aunque
no infranqueable, al paso del agua y otras sustancias. La capa mas dificil de atravesar es el
estrato corneo, capa mas externa, formado por células queratinizadas que se hallan embebidas

en multiples bicapas lipidicas (Sweeny & Downing, 1970).

Una sustancia que llega a la sangre por via tdpica, debe difundirse a través del estrato
coérneo y atravesar las diferentes capas de la epidermis. Una vez llega a la dermis puede
contactar con el sistema vascular y pasar al torrente sanguineo (Moore & Dalley, 2002).

Las sustancias que mejor se absorben a través de la piel son aquellas que tienen
naturaleza hidréfila y lipofila a la vez (sin ionizar), frente a las que son solamente hidrosolubles,
Unicamente liposolubles o bien estan disociadas. Ademas, la via tdpica es la Unica donde

la sustancia a absorber y la base o vehiculo que la acompafia tienen igual importancia.

En la piel, la absorcion se lleva a cabo por difusion pasiva, ya que este 6rgano carece de
mecanismos de transporte activo (receptores especificos para la sustancia a absorber). Este
mecanismo de absorcion se rige por las leyes de difusion de Fick, segun las cuales la difusion es
proporcional a la diferencia de concentraciones a cada lado de la membrana interpuesta y la

constante de proporcionalidad es, en este caso, la constante de permeabilidad de la membrana.

Las vias de penetracion son basicamente tres (figura 4.1) (Hadgraft, 2001; Potts et al.,
1992; Saunal, 1988):

a Transcelular (1): es la via mas importante, especialmente para sustancias hidrofébicas.

Las sustancias a absorber entran atravesando las células epiteliales del estrato corneo,

disolviéndose en su membrana de acuerdo a su liposolubilidad y coeficiente de particion.

a Intercelular (2): la sustancia entra a través de las uniones e intersticios que hay entre las

células epiteliales.

u A través de los anexos: las sustancias se absorben a través de la pared de las glandulas

sudoriparas (3), foliculos pilosos (4) y glandulas sebaceas (5). Es la que se da en menor

extension.
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Figura 4.1.- Vias de penetracion a través de la piel

Para hacer una aproximacion de la importancia de las distintas vias de penetracion, en la
tabla 4.1 se muestran las difusividades y volumenes relativos para algunas vias de absorcion. Se
observa como, a pesar de que la via transcelular no es la que presenta valores mayores de
constante de difusividad, su elevado volumen fraccional hace que sea una via de penetracion
muy importante (Scheuplein & Blank, 1971). Por otra parte, resulta claro que la difusién a

través de los anexos es mas rapida que la via transepidérmica, pero su abundancia es menor.

Tabla 4.1.- Importancia relativa de las distintas vias de penetracion a través de la piel.

Via de penetraciéon ~ Volumen fraccional ~ Constante de difusion (cm?/s)

Transcelular 0.999 5-10 - 10
Intercelular - 1-10 - 10
Foliculo piloso 1-2-10° 5-20 - 107
Glandula sudoripara 3-5.10" 1-20 - 10°

En el caso del fitato, se han descrito varias aplicaciones superficiales de uso topico. La
mayoria de estas aplicaciones se refieren a su accion contra el envejecimiento prematuro 0 como
agente despigmentante (Uezen et al., 1998). Algunos estudios también parecen demostrar una
capacidad del fitato para inhibir el cancer de piel (Ishikawa et al., 1999; Gupta et al., 2003),
pero en ningun caso se ha demostrado su absorcion por parte del organismo, llegando a la

sangre y siendo eliminado a través de la orina, y cual es el mecanismo exacto de absorcion.
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Conclusiones

Estudio de la absorcion de fitato ingerido oralmente

1. Los valores urinarios basales de fitato después de seguir durante 15 dias una dieta pobre
en fitato son claramente inferiores a los encontrados cuando se consume una dieta normal en
fitato.

2. No existen diferencias estadisticas en los valores de excrecidn de fitato al comparar tres
condiciones de estomago diferentes: a. estbmago vacio, b. estbmago vacio y pH basificado y c.

estomago lleno.

3. Este ultimo resultado indica que la absorcion de fitato no tiene lugar solamente a nivel
estomacal, asi como se creia, sino que también ocurre durante el transito intestinal,

independientemente de la existencia o no de un transportador especifico.

Estudio de la absorcion de fitato administrado topicamente

1. El fitato aplicado topicamente se absorbe a través de la piel, llega al torrente sanguineo

y es expulsado, finalmente, a través de la orina.

2. Existe una relacién entre la concentracion de fitato en la crema y la concentracién de

fitato excretado en la orina.

3. El fitato administrado en forma de sal sodica se adsorbe en mayor cantidad que la fitina
(sal célcico-magnésica) debido a su mayor solubilidad.

4. Para ambas sales, existe un maximo de absorcion por encima del cual ya no se excreta

mas fitato a través de la orina.

5. Una vez cesa la aplicacion tépica de fitato sus valores urinarios descienden rapidamente

(si bien siguen siendo valores detectables) durante unos 10 dias y después se estabilizan.

6. Los niveles urinarios de fitato alcanzados mediante la administracion topica son unas

diez veces superiores a los que se consiguen mediante la administracion de fitato dietético.
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Introduccién

La importancia de la biodisponibilidad de minerales es tal que la exposicion a
situaciones de carencia provoca estados de enfermedad, los cuales pueden incluso conducir a la
muerte. Para poder comprender cémo y por qué ciertas sustancias pueden afectar a esta
biodisponibilidad de elementos minerales es necesario primero conocer la manera en que estos

elementos pasan a formar parte del organismo.

Evidentemente, la fuente de procedencia mas importante de los elementos minerales que
se encuentran en el organismo es la ingesta, es decir, el agua y la comida. Entonces, es necesario
saber como estos bioelementos son absorbidos por el organismo. En primer lugar, se hard una
breve descripcion de la fisiologia del tubo digestivo, y después se describiran los mecanismos
de absorcién de calcio, magnesio, hierro, zinc y manganeso, comentando, ademas, su funcion e

importancia.

Aspectos basicos de la fisiologia del aparato digestivo

El tubo digestivo estd formado por la boca, eséfago, estdbmago, intestino delgado
(formado por el duodeno, yeyuno e ileon), intestino grueso (formado por el ciego, colon y recto)
y ano. Otras estructuras del tubo digestivo son las glandulas salivales, pancreas, higado y
vesicula biliar, todas ellas con funciones de secrecidn de diversas sustancias. La finalidad Gltima
del aparato digestivo es la digestion (el objetivo de la cual es convertir los alimentos en
moléculas absorbibles por el organismo) y absorcién de los alimentos (que es el movimiento de

nutrientes, agua y electrolitos desde el lumen del intestino hasta la sangre).

En la boca los alimentos son masticados y mediante las enzimas de la saliva, tiene lugar
la digestion inicial de almidones y lipidos. Ademas, los alimentos son diluidos y amortiguados,
ya que en ciertos casos pueden ser nocivos. También ha de considerarse que la lubricacion con

moco de los citados alimentos ayuda a su desplazamiento a través del es6fago.

Mediante el esofago, el bolo alimenticio pasa desde la boca, a través de una serie de

movimientos peristalticos, hasta el estdmago.

En el estbmago, las células de la mucosa géastrica secretan el jugo gastrico, formado

principalmente por cuatro componentes: acido clorhidrico (HCI), pepsindgeno, factor intrinseco

147



Capitulo 5. Fitato y biodisponibilidad de elementos minerales

y moco. El pepsindgeno es una enzima que se encuentra en su forma inactiva, y que gracias al
HCI, que da lugar a valores de pH del orden de 1-2, pasa a su forma activa, la pepsina, que es
una proteasa que empieza la digestion de las proteinas. El factor intrinseco es necesario para
absorber la vitamina By, en el ileon y el moco protege la mucosa gastrica de la accion corrosiva

del HCI y ademas lubrica el contenido gastrointestinal.

El punto siguiente en el tubo digestivo es el intestino delgado, que comienza en el
duodeno; alli, el pancreas secreta aproximadamente 1l de liquido diario. Este liquido
pancreatico tiene dos porciones: una acuosa, rica en bicarbonato (HCOj), que tiene por objetivo
neutralizar el &cido clorhidrico procedente del estdmago, y la otra es una porcion enzimatica
para poder digerir los hidratos de carbono, proteinas y lipidos, y convertirlos en moléculas
absorbibles. Ademas, para la digestion y absorcion de lipidos es necesaria la bilis, producida por
el higado. Los acidos biliares emulsifican los lipidos y los preparan para la digestion; después
solubilizan los productos de la digestion de los lipidos por formacion de micelas. Todos los
nutrientes absorbidos pasan al torrente sanguineo y desde alli se reparten hasta los diferentes

Organos y tejidos.

Finalmente, todo lo que no ha podido ser absorbido llega al ano y es expulsado a través

de las heces.

Absorcion

Ya se ha comentado que la absorcidn es el paso de nutrientes, agua y electrolitos desde

el lumen del intestino hasta la sangre.

La mayor parte de los nutrientes son absorbidos en el intestino, pero ciertas sustancias,
como por ejemplo acidos organicos, pueden ser absorbidos en el estdmago. Este es el caso de la
aspirina (figura 5.1.), que tiene un valor de pKa de 3.5 y dentro del estbmago (pH =~ 1-2) se halla
en forma no ionizada, y por tanto es liposoluble y puede difundir a través de la membrana
lipidica. Una vez atravesada esta barrera el pH del entorno es practicamente neutro y la forma
en que se halla el &cido acetilsalicilico es la desprotonada y por lo tanto no es posible que vuelva
a entrar en el lumen estomacal. Ademas, el hecho de que se desprotone hace que la difusion de
la forma protonada desde el estémago en todo momento mantenga un gradiente positivo y la

aspirina pueda continuar siendo absorbida.
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Figura 5.1.- Absorcion de la aspirina desde el lumen estomacal.

Las vias de absorcion son dos:
a Via celular: la sustancia en cuestion ha de atravesar la membrana luminal, entrar en la
célula epitelial del intestino y desde alli pasar al torrente sanguineo atravesando la membrana

basolateral. En ambas membranas, los transportadores se encargan del proceso de absorcion.

Q Via paracelular: no es necesario que las sustancias entren dentro de las células

epiteliales intestinales para llegar al torrente sanguineo, sino que pasan a través de las Ilamadas

uniones estrechas entre los espacios intersticiales de las células epiteliales.

La estructura de la mucosa intestinal es ideal para absorber grandes cantidades de
nutrientes, ya que se consigue aumentar el area aparente hasta 600 veces mediante un sistema de
pliegues, vellosidades y microvellosidades (estos pliegues se ven en la figura 5.2.). La superficie
del intestino delgado se dispone en una serie de pliegues longitudinales, Ilamados pliegues de
Kerckring. De estos pliegues se proyectan unas vellosidades digiformes recubiertas de células
epiteliales, cuya superficie apical se amplia aun mas gracias a otros pliegues llamados

microvellosidades.
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Figura 5.2.- Estructura de la mucosa intestinal. Imagen obtenida por micrografia de luz.

Los procesos que intervienen en la absorcion de minerales son complejos y
multifactoriales. Esta absorcion depende del estado de oxidacion del metal y de la presencia de
elementos competitivos, ligandos o agentes quelatantes. Asi, por ejemplo, el hierro se absorbe
principalmente en forma de Fe?*. Muchos agentes quelatantes tienen como mision estabilizar un
determinado estado de oxidacion. Otros ligandos, pueden formar complejos insolubles

disminuyendo la absorcién del metal en cuestién.

Absorcién de calcio

El calcio es el cation mas abundante del organismo y el quinto elemento inorganico mas
abundante del cuerpo humano y sirve como componente principal del esqueleto. Ademas, juega
un papel muy importante en muchos procesos fisioldgicos y bioguimicos, hasta tal punto que el
mantenimiento de su concentracion plasmatica dentro de un estrecho intervalo de
concentraciones es critico para la vida. Una absorcion inadecuada de calcio produce raquitismo.
La homeostasis del calcio, con la finalidad de mantener estos niveles plasmaticos se explica en

el capitulo 7.

La absorcién de calcio en humanos tiene lugar principalmente en el intestino delgado,
siendo los mecanismos mas efectivos en el duodeno. No obstante, también tienen lugar

importantes absorciones en otras porciones del intestino.
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La absorcion intestinal de calcio depende de la presencia de la forma activa de la
vitamina D (1,25-dihidroxicolecalciferol) (ver capitulo 7). La vitamina D promueve la absorcion
intestinal favoreciendo la sintesis de calbindina D28K, una proteina de unién a calcio (calcium-

binding-protein, CaBP), en las células epiteliales del intestino.

Absorcion de magnesio

El magnesio es el cuarto catibn mas abundante del cuerpo y el cation divalente
intracelular més abundante, hecho que apunta su esencial funcion celular, como cofactor para
una variedad de reacciones enzimaticas, tales como las transferencia de grupos fosfato
procedentes de nucleotidos trifosfato de alta energia. También estd implicado en el
mantenimiento de potenciales eléctricos de membrana, transmision del codigo genético a través
de su accién sobre la estructura y funcién del ADN y ARN, neurotransmision y contraccion
muscular. Su déficit da lugar a contracturas musculares, temblores en los musculos,

intranquilidad...

La absorcidon de magnesio se da principalmente en el colon, en el caso de las ratas,
mientras que en humanos el lugar principal de absorcién es el ileon y el yeyuno. Los procesos
gue regulan la absorcidn intestinal de magnesio todavia no se comprenden en su globalidad. Se
han comentado tanto mecanismos de difusion pasiva como de transporte activo. A pesar de que
en ocasiones se ha asociado la vitamina D con la absorcion de magnesio, parece que éste no es
mas que un efecto indirecto debido a cambios en el transporte de calcio y fosfato, ya que se han
descrito interacciones complejas entre ambos y el magnesio (en el capitulo 7 se comenta el

efecto de la vitamina D sobre el calcio y el fosfato).

Absorcién de hierro

El hierro actua en el transporte de oxigeno en la sangre y en el almacenamiento de
oxigeno en los musculos y en las enzimas energéticas. Estados de déficit de este elemento
conducen a anemia, cansancio, transtornos en el metabolismo energético, transtorno del sistema

inmune, aumento del riesgo de infecciones...

Se absorbe a través de la membrana apical de las células epiteliales del intestino delgado

(principalmente en el duodeno) mediante dos mecanismos diferentes:
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m] Mecanismos de transporte de hierro hemo: el grupo hemo se libera en el intestino

delgado procedente de la hemoglobina o mioglobina. Este grupo hemo captura el hierro por
formacion de un quelato el cual o bien se liga a un receptor hemo en la superficie de las
microvellosidades o bien entra directamente en la membrana lipidica debido a su elevada
liposolubilidad. Ambos mecanismos estdn descritos y comprobados. Una vez dentro de la
célula, una hemo oxigenasa liga el grupo hemo vy libera el hierro, el cual se asocia a ferritina y

se transporta a la superficie basolateral.

m] Mecanismos de absorcion de hierro libre: el mecanismo exacto de absorcion de hierro

no unido a un grupo hemo no se conoce, pero se conocen ciertos mecanismos que controlan el
transporte de hierro a través de la mucosa. El esquema de la absorcion intestinal de hierro se
presenta en la figura 5.3. En la parte superior se muestran las fuentes de hierro procedentes de la
dieta (Fe**, Fe**, hierro hemo y lactoferrina). La apotransferrina (Apo T;) se transporta a unos
lugares receptores de transferrina (TfR, rectdngulos de negro). El hierro, presumiblemente en
forma de ferritina, se dirige a través del receptor a la Apo Ts para formar una molécula de
transferrina saturada de hierro (TFe, circulo parcialmente rellenado). En tamafio grande se
muestra una célula con los dos mecanismos de absorcion de hierro. Los supuestos receptores
luminales de hierro no hemo (circulo negro) y de hierro hemo (triangulo negro) se muestran en
esta célula. EI mecanismo A dirige el hierro libre a la ferritina. EI nimero de moléculas de TfR
es regulado por el hierro. Como ya se ha dicho en el punto anterior, la absorcion de hierro hemo

es controlada por la actividad de la hemo oxigenasa, que libera el hierro.

+2
— Fe'-

Fe*? —

— Lactoferrin \H‘ '\;_‘..
Heme

Ferritin-Fe

& Desquamated

A FcrEilin O
Fe-é—-»l—c-ﬁ,f:’rr 3 \ /

B Heme

Fe = Heme =———F¢ =» Fcr{itin

2 Oxygenase

O Apo Tr
® T;-Fe

Figura 5.3.- Absorcion intestinal de hierro.
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Absorcién de zinc

El zinc participa en los procesos de crecimiento, en el aparato reproductor, en el sistema
inmune, en la sintesis de proteinas, en el proceso de cicatrizacion de heridas y ademés es un
componente importante de muchas enzimas. Estados de carencia de zinc se han relacionado con

la anorexia, dermatitis, alteraciones del sentido del gusto, retraso en el crecimiento...

Parece que la absorcién de zinc a bajas concentraciones ocurre mediante algin
transportador, ya que la absorcién es saturable; a altas concentraciones de zinc la absorcion no
es saturable, cosa que hace pensar en un proceso de difusion pasiva. Durante la digestién el zinc
se libera en el intestino, y alli forma complejos de bajo peso molecular con varios ligandos,
como puedan ser aminoacidos, fosfatos y acidos organicos. Estos complejos facilitan el reparto
hacia la superficie luminal de las células de la mucosa. Una vez dentro de la célula, el zinc se
asocia a proteinas de transporte, tales como la metalotioneina. Se sabe poco del transporte de
zinc dentro de la célula, lo que si se sabe es que su transporte a través de la superficie
basolateral es un proceso dependiente de energia. Es posible que el zinc absorbido se pierda por

descamacion de las células de las microvellosidades.

Zn+2

-\ Low-molecular-weight complexes
Zn+2 \

Albumin-Zn
Low-molecular-wcifht comglcxcsl

Figura 5.4.- Absorcion intestinal de zinc.
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Absorcion de manganeso

El hecho de que se haya sugerido que el manganeso puede contribuir a ciertas
enfermedades tales como la epilepsia, diabetes, osteoporosis y otras, ha despertado el interés por
este elemento traza. Su toxicidad también es reconocida por el hecho de que puede causar

importantes alteraciones en el sistema nervioso central.

Se cree que la absorcién de manganeso tiene lugar a lo largo de todo el intestino
delgado. A diferencia de otros minerales, no parece que la cantidad absorbida dependa de la
cantidad ingerida, motivo por el cual se piensa que su homeostasis se regula principalmente a
través de la excrecion. No se tienen muy claros los mecanismos de absorcion de manganeso,
pero debido a la similitud con el hierro en lo referente a propiedades fisicoguimicas, parece que
ambos oligoelementos podrian compartir mecanismos de absorcién y transporte. Asi, estudios
con ratas han demostrado que una mayor ingesta de hierro a través de la dieta disminuye la
absorcion de manganeso, mientras que elevados niveles de manganeso en la dieta perjudican la

absorcion de hierro libre.
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Conclusiones

1. El contenido 6seo de zinc es significativamente menor en el grupo tratado con la dieta
AIN-76A + fitato sodico (tanto en el caso de los machos como las hembras) comparado con el

grupo tratado solamente con la dieta AIN-76A.

2. A pesar de esta disminucion en el contenido en el hueso de zinc, esto no supone un
problema de biodisponibilidad. El contenido 6seo de zinc puede sufrir importantes variaciones
dependiendo de las cantidades de calcio, zinc, fosfato y probablemente otros componentes de la
dieta. A partir de la determinacion de zinc en hueso de ratas que consumian una dieta normal
estandard (UAR-A04) se obtuvieron valores 10 veces inferiores a los encontrados con la dieta
AIN-76A (valores que ademés coinciden con los dados por otros autores). Por tanto, la
disminucidn de zinc en el hueso del grupo de ratas tratadas con fitato sédico podria suponer un

efecto regulador por parte del fitato sobre la biodisponibilidad de zinc.

3. A pesar de que se encontraron diferencias estadisticas en los contenidos de zinc en el
resto de 6rganos (en el caso de las hembras) y sélo en los testiculos (en el caso de los machos),
observando los valores concretos se puede concluir que estas diferencias no son en ningln caso

importantes.

4. Existen diferencias estadisticas del grupo tratado con la dieta AIN-76A + fitato sddico
respecto al control (s6lo dieta AIN-76A) en el manganeso del corazén de las hembras, asi como
en el magnesio 6seo y el hierro hepético de los machos. No se puede hablar, sin embargo, de un
problema de biodisponibilidad, ya que, por ejemplo, en el caso del manganeso, la cantidad

excretada a través de la orina es mayor en el grupo tratado que en el control.
5. En general, se puede considerar que los resultados del presente estudio demuestran que

una dieta con un 1 % de fitato (en forma de fitato sodico) no causan alteraciones en la

biodisponibilidad mineral en la segunda generacién de ratas.
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Introduccidén

Podemos considerar la piel como el 6rgano mas extenso del cuerpo, y esta clasificada
como una membrana, la membrana cutanea, que rodea las estructuras organicas (tejidos y

organos) y las sustancias vitales (sobretodo, liquidos).
La piel ofrece:
1. Proteccion al organismo frente al medio exterior.

2. Regulacion térmica a través de las glandulas sudoriparas y de los vasos sanguineos.

3. Sensibilidad a través de los nervios superficiales y sus terminaciones sensitivas.

En la figura 6.1. se muestra la estructura de la piel, la cual se describe a continuacion.
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2 } Epidermis

o

Terminaciones nerviosas
aferentes

Musculo erector

del pelo \\

Colageno y fibras elasticas

+ Dermis
]
Glandula sebacea ——_|

Foliculo piloso ——_|

Grasa —_ %

Vaso linfatico

Nervio cutaneo

Tejido subcutaneo
(fascia superficial)

Glandula sudoripara } Fascia profunda

Ligamento cutaneo }Masculo esquelético

(retinaculum cutis)

Figura 6.1.- Estructura de la piel
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Estructura general de la piel

La piel o integumento esta formada por tres capas: la epidermis, la dermis y el tejido
subcutaneo. Las dos primeras capas forman el cutis, mientras que la tercera constituye lo que se

llama el subcutis.

Epidermis

Se trata de una capa superficial de células y es totalmente avascular (no tiene vasos
sanguineos ni linfaticos) y se nutre de la capa inferior, la dermis, la cual si esta irrigada por
vasos sanguineos. A esta capa llegan terminaciones nerviosas aferentes, que la hacen sensible al

tacto, al dolor y a la temperatura.

En la epidermis se distinguen tres capas: la capa regenerativa, que es la capa basal (la
mas interna), la capa queratinizada i la capa cérnea (estrato corneo), formada por las células
epiteliales superficiales y que se van desprendiendo por descamacion, siendo la mayor parte de

ellas células muertas.

Dermis o corion

La dermis es una capa mas profunda de tejido conjuntivo. Contiene foliculos pilosos,
con sus musculos lisos y glandulas sebaceas. También encontramos las glandulas sudoriparas
(que llegan hasta la epidermis) y que mediante la evaporacion de agua mantienen la temperatura

corporal.

En la dermis emcontramos fibras de colageno y elasticas entrelazadas que dan a la piel
una tension caracteristica y elasticidad. Segln la disposicion de las fibras, encontramos una
capa o estrato papilar (que limita con la epidermis) y una capa reticular (que es la capa mas

profunda).
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Tejido subcutaneo o subcutis

Por debajo de la dermis encontramos el tejido subcutaneo, que se compone de tejido
conjuntivo laxo y adiposo. Se trata de un tejido regulador de la temperatura, ademés de
protector (por ejemplo de las prominencias 6seas en las nalgas). Este tejido contiene nervios
cutaneos, vasos sanguineos, vasos linfaticos y glandulas sudoriparas. En toda la extensién del
tejido subcutaneo encontramos los ligamentos de la piel, que son unas pequefias bandas fibrosas
y abundantes, y su funcién es unir la superficie profunda de la dermis con la fascia profunda.
Son precisamente estos ligamentos los que permiten mover la piel sobre las estructuras que hay

por debajo de ella.

Por debajo del tejido subcutéaneo se halla la fascia profunda; se trata de una capa densa
de tejido conjuntivo que rodea las capas inferiores de musculo esquelético y que ya no se
considera parte de la piel. Dentro de la estructura de la fascia profunda se crean compartimentos
fasciales, que pueden contener o dirigir, por ejemplo, la propagacion de una infeccién o de un

tumor.

El proceso de calcificacion subcutanea

En los dos trabajos que integran el presente capitulo, se llevan a cabo dos inyecciones
subcutaneas, una a cada lado de la regién interscapular en ratas Wistar. En la figura 6.2. se
muestra una representacion esquematica de una inyeccion subcuténea; el liquido, 200 ul de

KMnOQy, al 0.1 %, es inyectado en el subcutis, justo por debajo de la epidermis y la dermis.

Epidermis
Dermis
Tejido
subecutdneo

Musculo
esquelético

Figura 6.2.- Inyeccion subcutanea
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Como es bien sabido, el permanganato es un poderoso oxidante y provoca una necrosis
celular local donde es inyectado. Las células muertas son materia organica que actGa como un
potente nucleante heterogéneo de la cristalizacion, y por lo tanto, acaban forméandose placas de
fosfato calcico (hidroxiapatita), como se ve en la figura 6.3, que quedan insertadas dentro de la
capa de tejido subcutineo (posiblemente invadiendo también parte de la dermis) y que son

totalmente visibles para su escision una vez concluido el estudio.

Caleificacion
—— Epidermis
—— Dermis

it —— Tejido
subcutdneo

1 Muzeulo
esquelético

Figura 6.3.- Calcificacion de hidroxiapatita que ha crecido sobre las células necrosadas.
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Hipdtesis

Se ha comentado reiteradamente en esta tesis que el fitato, debido a su afinidad por los
iones calcio y a su capacidad para adsorberse sobre los cristales 0 nucleos cristalinos en
crecimiento, es un potente inhibidor de la cristalizacion de sales calcicas. También ya se ha
explicado que las placas inducidas en estos dos estudios por la inyeccién de permanganato
potasico se generan por la nucleacidn heterogénea de fosfato célcico sobre la materia organica
necrosada presente en la regién donde se inyecta el permanganato. Entonces, la hip6tesis
planteada es que el fitato, suministrado a través de dos vias diferentes, seria capaz de inhibir el

desarrollo de dichas placas.

m] Se ha demostrado tanto en ratas (Grases et al., 2000) como en humanos (Grases et al.,
2001) que existe una relacion entre la ingesta oral de fitato y su excrecion urinaria. Se ha
demostrado también que existe una buena correlacion entre los niveles plasméticos de fitato y su
excrecion urinaria dos horas antes de la recogida de la muestra sanguinea, quedando asi claro
que la concentracion de fitato en orina es un buen indicador del estatus de fitato del organismo.
Conociendo estos aspectos, en el primer trabajo de este capitulo se pretende averiguar si el fitato
dietético, suministrado en una dosis del 1 %, es capaz de inhibir el desarrollo de las

calcificaciones distroficas antes explicadas.

Q Al resultar satisfactorios los resultados del experimento anterior se planted la siguiente
duda: si el fitato dietético puede inhibir el desarrollo de calcificaciones subcutaneas, debido a
que se absorbe en el tracto gastrointestinal y pasa a la sangre, desde donde es capaz de llegar a
la regién afectada, ¢podria mostrar el mismo efecto al suministrarse a través de una crema por
via topica? Como ya sabemaos (ver capitulo 4), el fitato puede atravesar las diferentes capas de la
piel y, en consecuencia, también podria inhibir de forma importante el desarrollo de las

calcificaciones subepiteliales mostrando de esta manera un efecto local.
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Conclusiones

Estudio del efecto inhibidor del fitato dietético

1. Los niveles plasmaticos de InsPg para el grupo control (dieta 4068.02) y el grupo
tratado con la misma dieta y etidronato son mas de 10 veces inferiores a los de los grupos
tratados con InsPg (en forma de sal sodica, 1 % de la dieta) y con germen de garrofin (6 % de

germen que corresponde a un 0.12 % de InsPy).

2. Se observa que los niveles plasmaticos de InsPg son similares en el grupo tratado con
InsPg y el grupo tratado con germen de garrofin (diferentes formas de administrar fitato) aspecto
gue confirma que existe un valor maximo en tejidos y fluidos biolégicos por encima del cual no
se absorbe mas fitato a nivel intestinal, y que hay, por lo tanto, una cantidad de InsPg ingerida

Optima.

3. El tamafio de las placas de hidroxiapatita es significativamente inferior en el caso de los
grupos tratados con InsPs (en forma de sal sddica) y con germen de garrofin respecto a los

grupos control y tratado con etidronato.

4, Este ultimo hecho implica que el InsPg a concentraciones plasmaticas normales puede
inhibir la cristalizacion de la hidroxiapatita en tejidos blandos y ello se debe atribuir a la
capacidad inhibidora de la cristalizacion de sales célcicas por parte del InsPg, demostrandose asi

claramente la importancia de esta sustancia en la prevencidn de calcificaciones patoldgicas.
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Estudio del efecto inhibidor del fitato suministrado por via tépica

1. Los niveles urinarios de InsPg para el grupo tratado con la crema rica en fitato son
mucho mayores a los niveles encontrados en el grupo control, hecho que demuestra de una
forma clara e indiscutible que el fitato puede absorberse a través de la piel, igual que lo hace a

través de las células epiteliales intestinales.

2. Los valores urinarios encontrados para el grupo tratado con la crema rica en fitato son
un orden de magnitud superiores a los encontrados para ratas tratadas con una dieta con un 1 %
de fitato.

3. El tamafio de las placas de hidroxiapatita es significativamente inferior en el caso del
grupo tratado con la crema rica en fitato, siendo los efectos muchos mas importantes en

comparacion con los resultados encontrados cuando el fitato se administra por via oral.
4, Este dltimo hecho implica que el InsPs suministrado por via topica presenta un efecto

inhibidor local y por tanto reduce de forma dréstica el tamafio de las placas de hidroxiapatita

inducidas a nivel subcutaneo.
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Introduccién

Homeostasis del calcio

La homeostasis del Ca*" es el resultado de la accién coordinada de tres 6rganos (hueso,
rifidn e intestino) y de tres hormonas (la hormona paratiroidea -PTH-, la calcitonina y la

vitamina D) (Costanzo, 1998). Esta relacion es la que se muestra en la figura 7.1.

1,2 5-dihtdrozicolecalciferol
Absorcitn Depdsito en hueso
=:..".'-?' .

350mg Liguido extracelular | e—————=— -
SeCrecion [Ca**] = 10mg/100m] |

i 5|:|I‘ﬂg Rt‘ﬂscurcic'un BT h:n

Caletonma PTH,
Filtracidn Resorcidn 1 25 dikidwerinnlecalrifen]
FTH
o Excrecidn
200 mg

Figura 7.1.- Homeostasis del Ca®* en un adulto que ingiere 1000 mg/dia de Ca** elemental. Se muestran
los efectos de las hormonas sobre la absorcién de Ca®* en el tubo digestivo, remodelacién 6sea y
resorcion de Ca?* en el rifion.
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La figura corresponderia a una persona con un equilibrio correcto de calcio, donde la
cantidad absorbida es igual a la excretada. Si suponemos un individuo que ingiere 1000 mg de
calcio por dia, s6lo 350 mg son absorbidos en el intestino y ademas unos 150 mg son secretados

(ya que las secreciones digestivas contienen calcio).

Luego, globalmente sélo el 20% del calcio de la dieta es absorbido por el organismo; es

lo que se conoce como absorcidn real. El resto se excreta a través de las heces.
Para mantener una buena homeostasis del calcio, la cantidad de calcio expulsada por los
rifiones a través de la orina debe ser igual a la absorcién intestinal real; a pesar de ello, la

remodelacion Gsea es continua, con formacion de hueso nuevo y resorcion del hueso viejo.

La accion de las tres hormonas antes citadas se comenta brevemente.

> Hormona paratiroidea: tiene por funcién la regulacion de la concentracién de Ca* en el
liquido extracelular (plasma o suero). Cuando la concentracién plasmatica de Ca®* libre (ya que
también hay calcio ligado a proteinas o formando complejos solubles) disminuye, los ribosomas
de las cuatro glandulas paratiroides (situadas en el cuello por debajo de la tiroides) sintetizan y
secretan PTH en forma de prepro-PTH (de 115 aminoacidos). Una secuencia de 25 aminoacidos
se separa mientras se concluye la sintesis de la molécula sobre los ribosomas, quedando pro-
PTH (de 90 aminoéacidos). La pro-PTH se transporta al aparato de Golgi, donde se separan seis

aminodacidos mas y se produce la hormona final de 84 aminoacidos.

Como se puede observar en la figura 7.2., cuando la concentracion plasmatica de calcio
disminuye por debajo de los 10mg/100ml la produccion de PTH se estimula notablemente, hasta
Ilegar a una tasa maxima para un valor de 7.5mg/100ml.

100

Secrecion de PTH
(% de tasa maxima)
(o]

o

O T T T T 1
4 6 8 10 12 14

[Ca® total en plasma (mg/100ml)

Figura 7.2- Relacién entre la concentracién plasmética de Ca®* y la secrecion de PTH.
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1. Accion de la PTH sobre el hueso: la PTH estimula la osteolisis en los osteocitos y
provoca la disolucion de la superficie del hueso por estimulacion de los osteoclastos y la
supresion de la funcién de los osteoblastos. Asi, se libera calcio y fosfato en el liquido
extracelular. Los efectos de la PTH no pueden explicar por si solos el aumento de la
concentracién de calcio plasmatico, ya que el fosfato liberado forma complejos con el calcio y
limita el aumento de la concentracion de calcio ionizado, por lo tanto debe haber un mecanismo

coordinado (accion fosfatirica de la PTH) a la resorcion del hueso.

2. Accién de la PTH sobre el rifién: la hormona paratiroidea aumenta la resorcion de Ca®*

en el tubo contorneado distal, aumentando la calcemia.

3. Accion de la PTH en el intestino delgado: no tiene ninguna accion directa, pero si tiene
una accion indirecta estimuladora de la absorcion intestinal de Ca®* a través de la activacion de
la vitamina D, ya que la PTH estimula la la-hidroxilasa renal, que convierte el
25-hidroxicolecalciferol en 1,25-dihidroxicolecalciferol (forma activa de la vitamina D). A su

vez, la vitamina D estimula la absorcion intestinal de Ca?".

Como proceso global se ha de decir que aumenta la calciuria, ya que a pesar de que se
reabsorbe mas calcio a nivel renal, también se filtra mas ya que en la sangre hay méas debido a la
resorcion Osea y al aumento de la absorcion intestinal. En la figura 7.3. se muestra el esquema

de la accién de la PTH.

¢ [Ca*] plasmitico

Secrecion de PTH
HUESO RINON INTESTINO
- 3 ] hsorcidn de Catt (vda indirecta de
f Rasorién dl hueso  Resomisn de aleio 1,25-dihidroxicolecalrifern])

| . |
1

T [Ca®*] plasmitico

Figura 7.3.- Regulacion de la secrecion de PTH y las acciones de la PTH sobre hueso, rifion e intestino.
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> Calcitonina: es una hormona sintetizada en las células parafoliculares de la glandula

tiroides, y su principal funcion es la disminucion de la calcemia a través de la inhibicion de los

osteoclastos del hueso, evitando asi la resorcion ésea.

> Vitamina D: tal y como se muestra en la figura 7.4., la vitamina D (colecalciferol) tiene
dos procedencias: puede venir directamente a través de la dieta, o puede ser sintetizada en la
piel a partir del 7-dehidrocolesterol (en presencia de luz ultraviolada). En el higado, la vitamina
D se hidroxila en el carbono 25, dando 25-hidroxicolecalciferol (forma inactiva). En el rifion, la

la-hidroxilasa hidroxila el carbono 1 dando 1,25-dihidroxicolecalciferol, forma activa de la

vitamina D.

T-dehidrocolesierol

Luz UV {piel)

Colecalciferol <f—

Hizada

25-hidroxicolecalciferol

l Rifidn (1oe-hidromlasa)

1 25-dihidro xicelecalciferol

Dieta

Figura 7.4.- Pasos implicados en la sintesis de 1,25-dihidroxicolecalciferol.
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La accion de la vitamina D se puede resumir en los tres puntos siguientes:

1. Accion de la vitamina D sobre el hueso: igual que la PTH aumenta la actividad de los

osteoclastos y por tanto la resorcion del hueso, aumentando la concentracion plasmaética de

calcio.

2. Accion de la vitamina D en el rifién: aumenta la resorcién de Ca?* aumentando la
calcemia.

3. Accion de la vitamina D en el intestino: estimula la absorcién intestinal de Ca?".

Igual que en el caso de la PTH, se ha de decir que globalmente aumenta la calciuria, ya
que a pesar de que se reabsorbe mas calcio a nivel renal, también se filtra mas ya que en la

sangre hay mas debido a la resorcidn 6sea y al aumento de la absorcion intestinal.

Hipercalciuria

La hipercalciuria es un sindrome bioldgico definido como la excrecion en orina de méas
de 0.1 mmol/kg/24 h de calcio en ausencia de restricciones dietéticas (Audran & Legrand,
2000). Un elevado nimero de enfermedades endocrinas, renales y Oseas pueden cusar
hipercalciuria.

Son varios los tipos existentes de hipercalciurias:

Hipercalciurias secundarias

Hipercalciuria dietética

Se trata de una hipercalciuria debida a algun tipo de descontrol en la dieta. Son muchas
las sustancias que, en situaciones de ingesta descontrolada pueden dar lugar a un aumento del

calcio en la orina, desde el propio calcio, hasta el sodio, proteinas, azlcares, alcohol...
Q La excrecion urinaria de calcio es dependiente del calcio ingerido, ya que se admite que
el 6-7 % del calcio alimenticio se excreta a través de la orina; entonces, a mayor ingesta, mayor

excrecion.
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m] A pesar de esto, las cosas no son tan elementales, ya que muchos otros factores juegan
un papel importante. Por ejemplo, el cloruro sédico ingerido puede hacer aumentar la
hipercalciuria, ya que el sodio disminuye la reabsorcién tubular de calcio, haciendo que este se

acumule en la orina.

m] También existe una relacion directa entre la hipercalciuria y la ingesta de proteinas
animales. Los aminoacidos que contienen azufre (particularmente la metionina) son degradados
y acaban dando sulfato. Este practicamente no se reabsorbe en los rifiones, y forma productos
insolubles con el calcio, previniendo asi la reabsorcion tubular de calcio. Ademas, los
aminoacidos con azufre tienen un efecto directo en el tdbulo renal que disminuye la reaborcion

de calcio.

Q La ingesta de grandes cantidades de carbohidratos y alcohol provoca un puntual
incremento en los niveles de insulina en sangre, motivo por el cual disminuye la reabsorcién

tubular de calcio, provocando una hipercalciuria transitoria.

Q Una deficiencia importante de fosfatos estd asociada con la produccion por parte del
rifidn de la forma activa de la vitamina D (1,25[0OH], vitamina D), que aumenta la absorcién
intestinal de calcio. Ademas, aparece un aumento de la resorcion ésea en enfermos que

presentan deficiencias tanto de fosfato como de calcio.
Existen otras formas de hipercalciuria secundaria, que aumentan el calcio urinario

debido a que provocan un aumento en la absorcion intestinal de calcio, de la velocidad de

resorcion 6sea o una disminucion de la reabsorcion tubular de calcio.

Hipercalciuria idiopéatica

Se define asi a la hipercalciuria que persiste después de la correccion de los

desequilibrios alimenticios y que no presenta otra causa detectable o explicable.

En el afio 1980 Pak propone una clasificacion esquematica para la hipercalciuria

idiopética:
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Hipercalciuria absortiva

Se puede clasificar en tres tipos:

- Tipo I: es debida a un aumento de la absorcion intestinal de calcio causado por un
incremento en la sintesis de vitamina D, cosa que conduce a una acumulacion
plasmética de calcio. Entonces, se bloquea la hormona paratiroidea (PTH) y disminuye

la reabsorcidn tubular de calcio en el rifion, produciéndose entonces la hipercalciuria.

- Tipo II: se trata de la misma idea, pero en este caso el aumento en la absorcion intestinal

de calcio se provoca por un aumento en la sensibilidad a la vitamina D.

- Tipo HI: una disminucidn en la reabsorcion tubular renal de fosfato, da lugar a una
hipofosfatemia (y consecuentemente a un aumento del fosfato urinario). Este hecho
provoca una sobreproduccién de vitamina D, la cual, a través de un aumento en la
actividad osteoclastica, una disminucion de la actividad osteoblastica y un aumento de
la absorcion intestinal de calcio, causa un aumento del calcio plasmatico. Esto
desencadena en una disminucién de la produccion de PTH la cual, mediante una

disminucidn de la reabsorcion tubular de calcio acaba dando lugar a hipercalciuria.

Hipercalciuria renal

Su causa es una disminucién de la reabsorcion tubular de calcio, provocando
simultdneamente hipercalciuria e hipocalcemia. La respuesta del organismo para recuperar la
homeostasis es aumentar la produccion de parathormona. Esta disminuye la reabsorcion tubular
de fosfato provocando un aumento en la sintesis de vitamina D. Todos estos hechos acaban
provocando un incremento de la absorcion intestinal de calcio y de la resorcion Osea,

recuperando asi la normocalcemia.

Hiperparatiroidismo primario

Si por algin motivo (hiperplasia, adenoma paratiroideo) aumenta de manera importante
la produccion de PTH, directa e indirectamente (a través de la disminucion de la reabsorcion de
fosfato) aumenta la sintesis de vitamina D. Ambas hormonas conjuntamente son causa de una
mayor absorcion intestinal y resorcidn 6sea de calcio, apareciendo entonces una concentracion
elevada de calcio en la sangre. Luego, cuando esta sangre se filtra en el glomérulo de la nefrona

aporta mas calcio (aumenta la carga filtrada de calcio) y ello es causa de hipercalciuria.
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Actualmente, como traramiento dietético de la hipercalciuria no se recomiendan
restricciones severas en la ingesta de calcio, sino més bien una dieta normal en calcio,
acompafada por un aumento de la ingesta de fluidos y una restriccion en la ingesta de proteinas
animales y sal (Curhan et al., 1993; Curhan et al. 1997; Borghi et al. 2002). Estas sencillas
medidas pueden ser suficientes en el caso de una hipercalciuria dietética, pero en un nimero

importante de casos es necesario recurrir al tratamiento farmacoldgico.

Hasta ahora, el tratamiento farmacoldgico més aceptado es el uso de diuréticos como las
tiazidas (hidroclorotiazida, triclorotiazida, bendroflumetiazida) (Yend & Cohanim, 1978;
Brocks et al., 1981; Mortensen et al., 1986; Ettinger et al., 1988; Borghi et al., 1993; Martins
et al., 1996), indicadas en casos de hipercalciuria absortiva de tipo | y 1l y para hipercalciuria
renal. Estas hacen disminuir el volumen de liquido extracelular. Luego, disminuye el indice de
filtracion glomerular y la carga filtrada, aumenta la reabsorcion fraccional de calcio en el tubulo
contorneado proximal y cae el calcio urinario (Seldin & Giebisch, 1999a). De todas formas,
todo apunta que las tiazidas no afectan a la absorcion intestinal de calcio, con lo cual se generan
dudas sobre el destino del calcio retenido y sobre la efectividad a largo plazo de las tiazidas en
el tratamiento de la hipercalciuria. Sin embargo, el mayor inconveniente que tienen estas
sustancias reside en los efectos secundarios (hipopotasemia, hipocitraturia, hiperuricemia,

uricosuria, impotencia).

También se han recomendado otros diuréticos como la indapamida (Seldin & Giebisch,
1999b). Un estudio revela el efecto hipocalcilrico de esta sustancia. Ademas, parece que la lista

de efectos secundarios de la indapamida no es tan severa como en el caso de las tiazidas.

Otros tratamientos pueden ser con ortofosfato o con fosfato de celulosa (Ettinger, 1976;
Breslau et al., 1998; Hautmann et al., 1978; Pak, 1979; Backman et al., 1980):

a Ortofosfatos: disminuyen la sintesis de la vitamina D y ademas aumentan los
inhibidores urinarios. Estan indicados en el caso de hipercalciuria absortiva pero efectos
secundarios como aerofagia, diarrea y el hecho de que producen hiperoxaluria hacen

gue sea necesario continuar buscando nuevas alternativas.
o Fosfato de celulosa: fija el calcio intestinal evitando asi que sea absorbido por parte del

organismo. Estd indicada para hipercalciuria absortiva de tipo |, pero conduce a

hipomagnesuria, hiperoxaluria y restrefiimiento.
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En los ultimos afios se han descrito efectos hipocalciuricos de la fibra procedente de la
dieta (Shah et al., 1980; Ohkawa et al., 1983; Ebisuno et al., 1986; Ebisuno et al., 1991).
Estos efectos se han asignado a la presencia del fitato (myo-inositol hexakisfosfato). El fitato es
una molécula de peso molecular relativamente bajo y se trata de una sustancia polianionica,
motivo por el cual puede formar sales insolubles con iones divalentes como el calcio en el
intestino, evitando asi su absorcién. Debemos tener en cuenta, sin embargo, que el fitato en la
naturaleza se halla en forma de fitina (que es la sal magnésico calcica). Si tenemos en cuenta
este aspecto, se hace complicado entender el mecanismo de reduccion de la absorcion de calcio.
Algunos autores (Wu et al., 1994) afirman que este supuesto efecto es debido a un intercambio
del magnesio de la fitina por el calcio dietético, el cual desplazaria el magnesio y se absorbiria

éste en vez del calcio.

También se ha utilizado el fitato en forma de sal sodica a elevadas dosis (8.8g/dia) en
pacientes litidsicos con hipercalciuria idiopatica (Henneman et al., 1958), pero este hecho
implica la ingesta no sélo de fitato, sino también de grandes cantidades de sodio, el cual es
capaz de provocar hipertension y ademas aumenta la hipercalciuria disminuyendo la reabsorcion
tubular de calcio, y contrarrestando asi parte del efecto del fitato a nivel intestinal. Como
consecuencia del interés adicional del fitato debido a su importante capacidad como agente
inhibidor de la cristalizacion de sales célcicas de oxalato y fosfato (Grases & Costa-Bauza,
1999; Grases et al., 2000a; Grases et al., 2000b), en este capitulo se presenta un estudio del
efecto del fitato potésico sobre la excrecion de calcio urinario, comparandolo con otras sales de
fitato.
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Conclusiones
1. Los efectos del fitato sobre los diferentes parametros urinarios, especialmente el calcio,
dependen del tipo de sal utilizada.
2. La fitina (fitato clcico magneésico) no presenta efecto alguno sobre el calcio urinario,

debido a que ya se trata de una sal bastante insoluble y ademas lleva incorporado calcio, por lo

gue no puede capturar el calcio dietético a nivel intestinal para impedir su absorcion.

3. La fitina conduce a un aumento en la excrecién de magnesio, que ademas es mas

significativo a dosis elevadas de calcio.

4, Todas las demas sales de fitato ensayadas (fitato magnésico potéasico, fitato sédico y
fitato potasico) dan lugar a una disminucion de la excrecion y concentracion de calcio en orina,
siendo denominador comun para todas ellas el hecho de que los efectos son mas significativos

cuando se consumen dosis elevadas de calcio.

5. De todas las sales estudiadas el fitato potasico es la que provoca un efecto mas

importante en la reduccion del calcio urinario.

6. El estudio de la dosis de fitato (en forma de fitato potésico) revela que a medida que se
incrementa la dosis de fitato, los efectos sobre la calciuria son mas significativos, siendo

maximos para un 1 % de fitato.

7. El efecto del fitato potasico en la reduccion del calcio urinario es mas notable cuanto

mayor sea el calcio de la dieta.

8. Ninguno de los fitatos suministrados provoca un incremento de la oxaluria (refiriendo
cada grupo a su control), haciendo que el fitato (principalmente en forma potésica) sea una
buena alternativa a las tiazidas, ortofosfatos y fosfato de celulosa para el tratamiento de la

hipercalciuria absortiva.
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