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1 OBJETO

La deficiencia de hierro (ID) es uno de los factores de riesgo de mortalidad en
todo el mundo y de comorbilidad en pacientes con insuficiencia cardiaca (IC), debido a
que tiene consecuencias adversas en el corazon y en los vasos sanguineos, drganos con
altas demandas de energia. Las mayores reservas de hierro también se han asociado

positivamente con los factores de riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV).

El estado inflamatorio que caracteriza a varias enfermedades cronicas se
considera responsable de la alteracion de la absorcion, el almacén vy la liberacion de
hierro de las reservas corporales. Ademds, en pacientes con ECV, la hepcidina
circulante es extremadamente baja, lo que sugiere que la ID observada en el curso de

esta enfermedad es consecuencia de los depositos de hierro agotados en el organismo.

Un estilo de vida mas saludable podria controlar en parte los factores de riesgo
cardiovascular. En este sentido, se ha sugerido que el consumo de productos lacteos
puede mejorar las caracteristicas del sindrome metabolico, que tiene un papel clave en
la ECV. Previamente, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el consumo
habitual de leche de cabra tiene efectos positivos sobre la composicion y secrecion
biliar, reduciendo los niveles de transaminasas y triglicéridos y estimulando la
excrecion de colesterol a través de la bilis, lo que conduce a un perfil lipidico
cardiovascular mas saludable. Ademas, nuestro grupo mostré que el consumo de leche
de cabra fermentada presenta efectos beneficiosos en la ID por aumentar las proteinas
clave del metabolismo intestinal del hierro, mejorar la utilizacion digestiva y metabolica
del hierro, aumentar los depositos de hierro en los 6rganos diana y favorecer la
recuperacion de los parametros hematologicos. Finalmente, también hemos comprobado
que el consumo de leche de cabra fermentada induce un efecto protector en los tejidos,
aumentando el estado antioxidante total y disminuyendo los biomarcadores de dafio
oxidativo, protegiendo los principales componentes bioldgicos celulares (lipidos,

proteinas, prostaglandinas y ADN) del dafio oxidativo provocado durante la
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recuperacion de la anemia, y es bien sabido que el estrés oxidativo es uno de los

desencadenantes principales para desarrollar la ECV.

Sin embargo, a pesar del papel de la ID en la ECV, hasta el momento, ningin
estudio ha estudiado directamente el efecto de la leche fermentada en la salud

cardiovascular durante la recuperacion de la anemia.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, el objetivo de este estudio fue
contribuir a una mejor comprension de la influencia de la ID y de la recuperacion en la
fisiologia del sistema cardiovascular, estudiando como el consumo de leche fermentada
de cabra o vaca afecta a la salud cardiovascular durante la replecion de hierro en

situacion de anemia ferropénica nutricional.
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2 ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.1 EL HIERRO EN LA NUTRICION HUMANA

2.1.1 Introduccion

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

ADN y ARN.

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

componentes bioldgicos esenciales, como lipidos, proteinas y ADN (Aisen et al., 2001).

2.1.2 Fuentes alimentarias de hierro y biodisponibilidad

Las necesidades nutricionales del hierro en los seres vivos derivan del papel
fundamental que ejerce en el metabolismo energético celular. Sin embargo, su
accesibilidad se ve mermada puesto que su forma quimica predominante (Fe**) posee
una baja solubilidad. En los alimentos se encuentra en dos formas diferentes, hierro

hemo y no hemo, las cuales siguen distintas rutas de absorcion con diferente eficiencia
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que depende de diversos factores tanto fisioldgicos como dietéticos. Estos factores
actuan, por tanto, aumentando o disminuyendo la proporcion de hierro de un alimento o
de una dieta que es utilizada en el metabolismo, es decir, su biodisponibilidad (Martinez

etal., 1999).

Segun Farran et al., (2004), las fuentes alimentarias son:

+ Las principales fuentes de hierro de origen animal son las carnes, en
especial el higado (de cerdo, cordero, pollo y, algo menos, ternera); entre
los productos carnicos elaborados que destacan por su gran contenido en
hierro estd la morcilla. Cuando comparamos el contenido en hierro entre
los mariscos destacan los berberechos y las almejas. Los huevos tienen
algo menos. El pescado no es muy rico en hierro, esta alrededor del 0.5 a
1 mg de hierro por 100 gr de porciéon comestible. En cuanto a la leche y
sus derivados son muy pobres en hierro. La leche materna contiene algo

mas de hierro que la de vaca, y la leche de cabra algo mas que la de vaca.

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

el perejil.

La biodisponibilidad de un nutriente 0 componente de un alimento se entiende
como la proporcién del mismo que es digerida, absorbida y finalmente se utiliza para
funciones metabdlicas normales. Es importante tener en cuenta que dicho nutriente debe
estar también disponible para ser transportado a los lugares de accidon o a sus reservorios
corporales segin el metabolismo normal del mismo (Toxqui et al., 2010). Dado que el
proceso digestivo constituye el principal regulador fisiologico del hierro corporal y que
una vez absorbido los mecanismos para excretarlo son ineficaces, los componentes de
los alimentos que afectan su solubilidad y transporte intestinal, modificaran su

biodisponibilidad. El conocimiento de dichos factores, estimuladores o inhibidores,
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puede ser muy util para los pacientes que sufren trastornos del metabolismo del hierro,

bien por deficiencia o por sobrecarga.

2.1.3 Funciones del hierro

El hierro es un mineral vital para el ser humano (Conrad y Umbreit, 2002;
Nadadur et al., 2008). Participa en multiples procesos metaboélicos, ya que se encuentra
como componente de enzimas y otros complejos moleculares (Conrad y Umbreit, 2000;
Nadadur et al., 2008). Dentro de sus funciones principalmente se pueden mencionar: 1)
transporte de oxigeno a través de la hemoglobina; 2) sintesis de ADN, al formar parte de
la enzima ribonucleotido reductasa; y 3) transporte de electrones, por tener la capacidad

de aceptarlos y donarlos (Conrad y Umbreit, 2000; West y Oates; 2008).

El papel del hierro en la funcion del sistema nervioso es muy importante. El
hierro parece intervenir en la sintesis, degradacion y almacenamiento de
neurotransmisores, serotonina, dopamina y acido gammaaminobutirico (GABA). La
distribucion del GABA y la dopamina coincide aproximadamente con la de este metal,
y se ha sugerido que debe existir alguna participaciéon del hierro en las funciones

dopaminérgicas y gabaminérgicas (Suarez et al., 1985).

El recambio cerebral del hierro es muy lento; por lo tanto, las deficiencias
producidas en etapas tempranas de la vida son muy dificiles de corregir y tienden a
persistir (Suarez et al., 1985). Ademas, el hierro es imprescindible para la mielinizacion.
El oligodendrito, responsable de la produccién de mielina, es el tipo de célula que
predominantemente contiene hierro en el cerebro (Sudrez et al., 1985; Guyton y Hall,
2006). También se ha relacionado la influencia de este mineral en el hipocampo y areas
de memoria. De hecho muchas enfermedades degenerativas cerebrales como Parkinson
o demencia, parecen tener su origen en alteraciones del metabolismo del hierro

(Friedman et al., 2006; Koziorowski et al., 2007; Oakley et al., 2007).

Otros aspectos menos estudiados relacionan la falta de hierro con alteraciones

hepaticas como las colelitiasis (Fiel y Schiano, 2009). Muy posiblemente en estas
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alteraciones estd implicada la 7-alfa-hidroxilasa de colesterol, enzima dependiente de
hierro y ligada al sistema de los citocromos (Pikuleva, 2006), que interviene en la

transformacion de colesterol a acido colico (Lehninger et al., 2001).

Asi mismo, se ha correlacionado la falta de hierro con la Pica, trastorno de la
conducta alimentaria del que atin se conoce muy poco. Esta se define como el consumo
constante e inadecuado de sustancias no nutritivas durante un periodo de por lo menos
un mes. Aunque la causa de la Pica ain sea desconocida, algunos estudios
epidemioldgicos y clinicos la relacionan con la falta de hierro y zinc. Se dice que su
origen radica en que la carencia de dichos minerales, tiene como respuesta una conducta
secundaria del organismo a dichas necesidades. Se ha descrito Pica y déficit de hierro en
mujeres embarazadas, nifios y personas con pérdidas sanguineas digestivas, entre otros.
Se ha visto que la administracion de hierro resuelve la Pica en muchos casos, incluso
antes de verse corregida la anemia. El poco conocimiento de dicho trastorno hace que
actualmente sea objeto de estudio por parte de antropologos, gedgrafos, pediatras,
ginecologos, hematologos, psiquiatras, psicologos y nutricionistas (Viguria Padilla y

Mijan de la Torre, 2006).

Todos estos datos, demuestran la importancia del hierro en numerosas funciones
organicas, siendo imprescindible para la funcion cognitiva y el rendimiento fisico, lo
que explica el reciente interés en las posibles repercusiones de la ID en el rendimiento
académico de adolescentes y en la productividad laboral de las mujeres (Toxqui et al.,

2010).

2.14 Metabolismo del hierro

2.14.1 Requerimientos

La ID es uno de los problemas nutricionales mas comunes en el mundo. Es
frecuente tanto en paises desarrollados como en desarrollo y afecta principalmente a
mujeres en edad fértil y nifos. Por lo tanto, existe la necesidad de definir una ingesta

estandar de referencia dietética para determinar la ingesta inadecuada de hierro en la
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poblacion espafiola (Samaniego-Vaesken et al., 2017). Valores obtenidos para dos

criterios diagndsticos sobre el consumo de ingesta recomendada de hierro (IDR):

valores de referencia dietéticos de hierro por la EFSA, (2015) e ingestas dietarias de

hierro recomendadas para la poblacion espafiola revisadas por Moreiras et al., (2015),

como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Ingestas dietéticas recomendadas (IDR) (Moreiras et al., 2015; EFSA, 2015).

Moreiras et al., EFSA,
(2015) (2015)
Grupo de Edad
(Afios) Fe (mg/Dia) Fe (mg/Dia)
Hombres

9 9 11

10 12 11

11 12 11

12 12 11
13-17 15 11
18-19 15 11
20-49 10 11
50-59 10 11
>60 10 11

Mujeres

9 9 11

10 18 11

11 18 11

12 18 13
13-17 18 13
18-19 18 16
20-49 18 16%
50-59 10 16?
>60 10 11

2 Para mujeres postmenopausicas, la Ingesta Recomendada de Hierro (IDR) es la misma que para las

mujeres >60 aflos.

La nutricidon 6ptima del hierro en el ttero es esencial para el desarrollo del feto y

ayuda a establecer las reservas del hierro del nacimiento adecuadas para mantener el

crecimiento en la primera infancia. En las especies con placentas hemocoriales, como

los humanos y los roedores, el hierro en la circulacion materna se transfiere al feto por

contacto directo con los sincitiotrofoblastos placentarios. Los primeros estudios
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cinéticos proporcionaron valiosos datos sobre la absorcion inicial de la transferrina (Tf)
materna, una proteina que se une al hierro, por la placenta. Sin embargo, los pasos
restantes del trafico de hierro a través de sincitiotrofoblastos y a través del endotelio
fetal en la sangre fetal siguen estando mal caracterizados. En los ultimos 20 afios, la
identificacion de los transportadores de hierro transmembrana y la hormona reguladora
de hierro hepcidina ha ampliado enormemente el conocimiento del transporte del hierro
celular y su regulacion por el estado general del hierro sistémico. Ademas, los datos
emergentes de humanos y animales que demuestran que contienen reservas de hierro
fetal en deficiencia severa de hierro materno desafian el dogma clasico de control fetal
exclusivo sobre el proceso de transferencia e indican que las sefiales materna y local
pueden jugar un papel en la regulacion de este proceso. Esta revision (Cao y Fleming,
2016) recoge datos actuales sobre los aspectos cinéticos moleculares y regulatorios del
transporte de hierro placentario y considera nuevas interrogantes y brechas de

conocimiento planteadas por estos avances (Fig. 1).

Maternal sinus

. NTBI

Fe3*-Tf ZIP8?

ZIP14?

Syncytiotrophoblast

Cytotrophoblast Endotholken

Fetal capillary

Figura 1. Mecanismos de transporte de hierro a través de la placenta humana (Cao y

Fleming, 2016).
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2.14.2 Absorcion

En las células del epitelio intestinal o enterocitos duodenales, tiene lugar la

mayor parte de la absorcién del hierro (Fig. 2) (Suarez et al., 1985; Lynch, 1998).

Membrana
TJ mas] Pa integrina HCP apical
Mobnl‘errina I§ \
}Farararrnna\\ /.-
\,_ A piintegrina T} / G(})
el Mokilfernina e g
1\rr| _roglobuling co
< Reductasa > \_}’
(Fex
\ : S
\*x_\_ . - Membrana
m’ FPN - basolataral
L
Tf {Fe™

Figura 2. Absorcion del hierro en el enterocito (Toxqui et al., 2010).

Para la absorcion del hierro no-hemo, es preciso que €ste se encuentre en una
forma soluble, siendo el Fe*" mas soluble que el Fe*". El hierro ferroso se absorbe
utilizando el transportador de metales divalente (Dimetal Transporter 1, DMTT1), que se
encuentra en el borde de cepillo de la membrana apical del enterocito y es el encargado
de transportarlo a su interior (Darshan y Anderson, 2007; Ganz, 2007; Sharp y Srai,
2007). El hierro férrico, puede transformarse a ferroso, por accion de una serie de
componentes reductores de los alimentos (4cido ascorbico, aminodcidos, etc) o bien a
través de la accion de una proteina que se expresa en la membrana apical, llamada
citocromo duodenal b (Dcytb), cuya funcidn es reducir el metal (Darshan y Anderson,

2007; Ganz, 2007; Sharp y Srai, 2007; Mckie, 2008).
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Algunos autores proponen que el hierro férrico se absorbe en el enterocito por
un mecanismo distinto a la reduccidn previa y transporte via DMT]1. En este modelo, el
hierro férrico, seria liberado del alimento en el ambiente 4cido hacia del estdbmago y
quelado por mucinas en la superficie del borde de cepillo, manteniendo el hierro en su
forma férrica. El Fe*" atravesaria la membrana apical del enterocito al interactuar con la
Bs-integrina y la mobilferrina. Una vez en el citosol, este complejo se combinaria con
una reductasa, la flavina monooxigenasa, y la Bo-microglobulina para formar un gran
conglomerado conocido como paraferritina, resultando la reduccion del hierro absorbido
de la forma férrica a la forma ferrosa. Hay evidencia que sugiere que el complejo de
paraferritina contiene DMT1, que permite la entrada del hierro Fe** a los organulos
intracelulares. El hierro en forma ferrosa podria almacenarse en forma de ferritina (Fig.

2) (Conrad y Umbreit, 2002; Sharp y Srai, 2007).

Por su parte, el hierro hemo se absorbe por un sistema diferente (Fig. 2). Se ha
identificado una proteina de la membrana apical de la célula del epitelio intestinal,
denominada proteina transportadora de hemo (Heme Carrier Protein 1, HCP1) como
posible transportador del hierro hemo (Darshan y Anderson, 2007; Sharp y Srai, 2007).
Una vez dentro del enterocito, la hemo-oxigenasa 1 (HO-1) y sus homoélogos HO-2 y
HO-3 son las encargadas de romper la molécula de hierro para liberar Fe?" (Papanikolau
y Pantopoulos, 2005; Darshan y Anderson, 2007; Sharp y Srai, 2007). La reaccion
también genera monoxido de carbono (CO), que esta involucrado en vias de
sefalizacion, y biliverdina, que se convertird enzimaticamente en el antioxidante

bilirrubina (Papanikolau y Pantopoulos, 2005).

Una vez dentro del enterocito, el hierro puede almacenarse en forma de granulos
de ferritina (como Fe*") que se eliminan por descamacion, o bien ser exportado a la
circulacion por la accion combinada de una reductasa denominada hepaestina (Hp) y
una proteina transportadora de la membrana basolateral denominada ferroportina (FPN)
(Darshan y Anderson, 2007). El hierro ferroso debe ser oxidado a férrico, mediante la
ceruloplasmina, y asi se une a la Tf, la cual distribuye el metal por todo el cuerpo para
su utilizacidon y almacenamiento (Darshan y Anderson, 2007; Ganz, 2007; Sharp y Srai,

2007).
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2.14.3 Distribucion y captacion celular

Se sabe que pocas proteinas transmembrana de mamiferos transportan hierro en
condiciones fisioldgicas. El DMTI, la proteina 8 de tipo ZRT/IRT (ZIP8) y la ZIP14
actian como importadores celulares de Fe’* y se han caracterizado funcionalmente
(Pinilla-Tenas et al., 2011; Illing et al., 2012; Wang et al., 2012). E1 DMT]1 transporta el
hierro de manera Optima a un pH acido pero la ZIP8 y la ZIP14 a un pH fisiologico
neutro. El tnico exportador celular de hierro de mamiferos es la FPN, que funciona de
manera Optima a pH 7.4-8.0, cerca del pH del fluido extracelular. La FPN
probablemente transporta Fe?" (Mitchell et al., 2014).

2.14.4 Metabolizacion

La regulacion del metabolismo del hierro en los sistemas biologicos se centra en
proporcionar hierro adecuado para la funcion celular mientras que limita la toxicidad del
hierro. Debido a que los mamiferos no pueden excretar hierro, los mecanismos han
evolucionado para controlar la adquisicion del hierro, el almacenamiento y su
distribucion a nivel sistémico y celular. La hepcidina, el regulador principal de la
homeostasis del hierro, controla los flujos de hierro al plasma a través de la inhibicion
del tnico ferroportin exportador del hierro conocido. La hepcidina estd regulada por
realimentacion por el estado del hierro y fuertemente modulada por la inflamacion y la

demanda eritropoyética (Coffey y Ganz, 2017).

2.14.5 Depaositos de hierro en el organismo

Un adulto promedio sano contiene un total de 3-4 g de hierro corporal (40-50 mg
por kg de peso corporal), del cual aproximadamente un 50 % se encuentra en forma de
hemoglobina, 25 % como reserva hepatica (ferritina), y el resto esta constituido por las
mioglobinas y proteinas que contienen hierro en su estructura (Conrad y Umbreit, 2002;

Nadadur et al., 2008).
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El hierro absorbido se almacena en forma de ferritina o se utiliza para formar
hemoproteinas (hemoglobina, mioglobina, citocromos, etc). El exceso de hierro se
deposita intracelularmente como ferritina y hemosiderina en el sistema reticulo
endotelial del higado, bazo y médula 6sea. Cada dia, se movilizan de 20 a 30 mg de
hierro que proviene de la destruccion de los eritrocitos por el sistema reticulo endotelial.
El hierro se reutiliza, predominando cuantitativamente su incorporacion a los
precursores de eritrocitos de la médula 6sea. Una pequena cantidad se pierde por la
orina y el sudor. Un promedio de 0.5 a 2 mg diarios se eliminan a través de pérdidas
sanguineas, secreciones intestinales y de la continua exfoliacion de células epiteliales
(Conrad y Umbreit, 2000; Sharp y Srai, 2007), por lo que la ingesta dietética debe ser la
adecuada para mantener la homeostasis del micronutriente (Sharp y Srai, 2007). La

Tabla 1 muestra las ingestas recomendadas de hierro.

2.14.6 Eliminacion

En humanos, no existe un mecanismo eficiente para la eliminacion de este
micronutriente, una vez absorbido se reutiliza de forma bastante eficaz, de forma que la
absorcion estd regulada por las demandas metabdlicas. Asi, cuando las reservas de
hierro estdn disminuidas o cuando hay un incremento en la demanda de eritropoyesis,
hay una mayor absorcion (Conrad y Umbreit, 2002; Darshan y Anderson, 2007; Sharp y
Srai, 2007).

2.14.7 Regulacion homeostatica del balance de hierro

Un adulto requiere de aproximadamente 25 mg de hierro al dia. La mayor parte
de este hierro se obtiene a través del reciclaje de los eritrocitos senescentes por los
macrofagos reticulo endoteliales, mientras que se obtiene una pequefia cantidad (1-2
mg) a través de la absorcion en la dieta. El hierro circula en plasma unido a Tf. El
excedente de hierro se almacena principalmente en los complejos de ferritina en el

higado y en los macrofagos reticulo endoteliales. Para satisfacer la demanda de hierro,
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evitando el dafio oxidativo que puede resultar del exceso de hierro libre, el equilibrio de

hierro sistémico debe ser estrictamente regulado (Ganz y Nemeth, 2012).

2.14.7.1 Papel de la hepcidina en la regulacion sistémica de hierro

La hepcidina es una proteina plasmatica de 20-25 aminoacidos, considerada
actualmente una hormona del hierro, proveniente de un precursor de mayor tamafio, que
reduce la absorcion intestinal de hierro al tiempo que impide su liberacion excesiva de
los macréfagos (Weinstein et al., 2002; Papanikolaou et al., 2004; Ganz, 2007; Piperno
et al., 2009).

El gen que codifica la hepcidina (HAMP), se expresa y secreta en el hepatocito
(Darshan y Anderson, 2007; Ganz, 2007), aunque hay evidencia de que también se
expresa en corazén, riiion y tejido adiposo, pancreas, células hematopoyéticas,
monocitos y macréfagos. Sin embargo, la relevancia bioldgica de la hepcidina

extrahepatica aiin es objeto de intensa investigacion (Piperno et al., 2009).

Mutaciones en el gen HAMP en humanos generan enfermedad por sobrecarga
severa de hierro (Piperno et al., 2009). Una completa deficiencia de hepcidina causa
hemocromatosis juvenil, teniendo lugar una excesiva absorcion de hierro dietético a
pesar de las reservas excesivas del metal (Ganz, 2007). Por el contrario, una expresion
incrementada induce una anemia por deficiencia en la absorcion de hierro a pesar de una

dieta normal o rica en hierro (Ganz, 2007; Piperno et al., 2009).

El mecanismo de accion de la hepcidina en la absorcion se ejerce mediante la
union al transportador FPN, causando su internalizacion y degradacion lisosomal (Ganz,
2007; De Domenico et al., 2008; Piperno et al., 2009), lo que impide el transporte
basolateral del hierro (Ganz, 2007).

La sintesis de hepcidina es estimulada por las reservas y los niveles plasmaticos
de hierro (Fig. 3), asi como por la inflamacién a través de citoquinas (TNF-a, IL-6). Por

el contrario, la expresion de la hepcidina es inhibida por la actividad eritropoyética, para
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asegurar que las concentraciones de hierro plasmatico extracelular y las reservas se
mantienen estables, a la vez que la demanda eritropoyética de hierro estd cubierta

(Ganz, 2007; De Domenico et al., 2008).

Anmento en Tos niveles

Lisosoma
songuineos de hiferre
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Figura 3. Regulacion del metabolismo del hierro a través de la hepcidina (Toxqui et al.,

2010).

La hormona peptidica hepcidina es un controlador clave de la homeostasis
sistémica del hierro, y su expresion en el higado estd regulada principalmente por
proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), que son proteinas que se unen a la heparina. De
hecho, las heparinas son fuertes supresores de la expresion de hepcidina en lineas
celulares hepéaticas que actiian inhibiendo la fosforilacion de proteinas SMAD1/5/8
provocadas por las BMP. El efecto inhibidor de las heparinas se ha demostrado en
células y en ratones, donde las inyecciones subcutaneas de heparinas no anticoagulantes
inhibieron la expresion hepcidina hepatica y aumentaron la biodisponibilidad de hierro.
Las caracteristicas quimicas para la actividad anti-hepcidina alta in vitro e in vivo
incluyen la sulfatacion 20 y 60 y un peso molecular por encima de 7kDa. Se ha
encontrado que las heparinas mds potentes son las super-sulfatadas, activas en la
supresion de la hepcidina con un peso molecular tan bajo como 4 kDa. Ademas, se ha
descubierto que la alteracion de hepardn sulfatos endogenos produce una reduccion en

la expresion de hepcidina in vitro e in vivo, lo que indica que las heparinas actiian
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interfiriendo con la interaccion entre las BMP y los componentes del complejo
implicados en la activacion de la via BMP/SMAD1/5/8 (Poli et al., 2017). La heparina
interfiere con la via BMP6/SMAD de la regulacion de la hepcidina, actuando como un
supresor fuerte. La actividad es también evidente in vivo en modelos animales y las
heparinas no anticoagulantes son antagonistas de heparina prometedoras que pueden
usarse para tratar estados con un exceso de hepcidina, tal como la anemia de
enfermedad crdnica, también conocida como anemia de inflamacién, que es la forma
mas frecuente de anemia en los pacientes hospitalizados y la anemia ferropénica de
hierro refractaria (IRIDA), relacionada principalmente con las variaciones genéticas del
gen Tmprrs6. La comprension de como la heparina y los sulfatos de heparan participan
en el mecanismo de las vias BMP/SMAD estd emergiendo, pero espera clarificacion de

otros estudios.

2.2 ANEMIA FERROPENICA

2.2.1 Causas

Segtin la OMS, la ID y la anemia ferropénica son muy frecuentes y constituyen
un problema de salud publica de orden mundial, siendo la deficiencia nutricional con
mas prevalencia en el mundo y la principal causa de anemia incluso en los paises
desarrollados. Aunque el hierro es un nutriente esencial para el ser humano un exceso
en el organismo implica una amenaza para células y tejidos (Papanikolaou y
Pantopoulos, 2005). En numerosas enfermedades, genéticas o adquiridas, se puede
producir acumulacion de hierro: hemocromatosis, anemia sideroblastica y ciertas
anemias hemoliticas, talasemia mayor, transfusiones sanguineas frecuentes, causas
iatrogénicas como administracion de tratamientos prolongados con hierro para algunas

anemias, hepatopatias cronicas, hemodialisis cronica, sobrecarga dietética, etc.

En condiciones fisiologicas, el hierro extracelular se encuentra ligado a la Tf,
que ademas de transportar el hierro a través del plasma, lo mantiene soluble y
“practicamente” no-toxico, por no ser capaz de llevar a cabo las reacciones de Fenton y

Haber-Weiss. En situaciones de sobrecarga de hierro, se satura la capacidad de union
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con la Tf. Asi, el hierro no ligado a Tf, se internaliza en tejidos, a través de mecanismos
poco definidos que originan dafio celular (Papanikolaou y Pantopoulos, 2005). La
toxicidad del hierro se basa en la quimica de Fenton y de Haber-Weiss (Papanikolaou y
Pantopoulos, 2005). Un incremento en los niveles de especies reactivas de oxigeno, que
va mas alla de la capacidad antioxidante del organismo, ocasionando estrés oxidativo, se
puede encontrar en ciertas situaciones patologicas como inflamacion cronica, y en

general las ECVs.

2.2.2 Consecuencias

La IDA rara vez causa la muerte pero el impacto en la salud humana es

significativo (Miller, 2013).

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

contienen y funcionan con hierro (Tussing-Humphreys et al., 2012).

El grupo hemo es un complejo de hierro y el tetrapirrol protoporfirina IX con
funciones esenciales en organismos aerdbicos. Es el grupo protésico de hemoproteinas
como la hemoglobina y la mioglobina, que son cruciales para la unioén y el transporte
reversibles del oxigeno. Por el contrario, altos niveles de hemo libre, que pueden ocurrir
en diversas condiciones fisiopatoldgicas, son toxicos a través de efectos pro-oxidantes,
proinflamatorios y citotoxicos. La toxicidad del hemo juega un papel importante para la
patogénesis de los trastornos hemoliticos prototipicos incluyendo la anemia falciforme y
la malaria. Por otra parte, hay una apreciaciéon cada vez mayor de que los efectos
perjudiciales del hemo también pueden estar implicados criticamente en enfermedades
como la sepsis severa y la aterosclerosis. En los mamiferos la homeostasis del hemo y
su potencial toxicidad estdn controladas principalmente por dos sistemas fisioldgicos.
En primer lugar, la proteina limpiadora hemopexina (Hx) se une no covalentemente al

hemo extracelular libre con alta afinidad y atenuta la toxicidad del hemo en el plasma.
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En segundo lugar las oxigenasas hemo (HOs), en particular la isoenzima HO inducible,
HO-1, pueden proporcionar citoproteccion antioxidante a través de la degradacion
enzimatica del hemo intracelular. Todo esto resume los conocimientos actuales sobre el
papel fisiopatologico del grupo hemo para diversas enfermedades como se demuestra en

modelos animales experimentales y en seres humanos (Immenschuh et al., 2017).

El hierro es un mineral vital para el ser humano (Conrad y Umbreit, 2002;
Nadadur et al., 2008). Dentro de sus funciones principales se pueden mencionar:
transporte de oxigeno a través de la hemoglobina; sintesis de ADN, al formar parte de la
enzima ribonucledtido reductasa; y transporte de electrones, por tener la capacidad de

aceptarlos y donarlos (Conrad y Umbreit, 2000; West y Oates, 2008).

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

2012).

Segin Gonzalez de Villambrosia et al., (2012), la ID provoca los siguientes

cambios en los indices hematologicos:

4+ Ferritina sérica: Es un excelente indicador de la reserva de hierro en

adultos sanos, habiendo sustituido al estudio de médula 6sea como
prueba estandar para el diagnostico de déficit de hierro. La concentracion
de ferritina varia entre los 40 y 200 ng/mL en los sujetos sanos, y se
encuentra disminuida cuando existe un déficit de hierro, no existe otra

causa de tal déficit. Hay que tener en cuenta que la ferritina sérica es un
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reactante de fase aguda, puede verse incrementado en situaciones de
infeccion, inflamacion y cancer.

4+ Sideremia, capacidad total de fijacion de hierro (TIBC) e indice de

saturacion de Tf (Tsat): En los estados de déficit de hierro, la sideremia

estd reducida y los niveles de Tf, generalmente valorados por la CTFH
(TIBC), estan elevados. Por lo tanto, el indice Tsat (sideremia/CTFH x

100) estara muy disminuido.

+ Receptor soluble de la Tf (sTfR): El sTfR proporciona una medida
cuantitativa del total de la actividad eritropoyética, dado que su
concentracion en suero es directamente proporcional a la actividad
eritropoyética e inversamente proporcional a la disponibilidad del hierro
en el tejido. Por tanto, los pacientes con ID tienen incrementados los

niveles.

+ Indices eritrocitarios: Principalmente, el volumen corpuscular medio
(VCM) y la hemoglobina corpuscular media (HCM) estaran disminuidos,
y el indice de amplitud de distribucion eritrocitaria (ADE) estard elevado.
El analisis morfologico de sangre periférica confirma la anisocitosis, la

microcitosis e hipocromia.

2.2.3 Tratamiento

El tratamiento de la anemia ferropénica incluye el tratamiento etiologico, que es
fundamental, el tratamiento sustitutivo con hierro y, en caso de anemia grave, la
posibilidad de corregir rapidamente la anemia mediante la transfusion de hematies. En
este ultimo aspecto, hay que destacar que la indicacién no la marca la cifra de
hemoglobina sino la clinica del paciente. Es muy frecuente que pacientes jovenes,
especialmente mujeres, se presenten con cifras muy bajas de hemoglobina (por ejemplo
de 5 a 8 g/dL) pero con una tolerancia clinica buena, y en estos casos no estd indicada la
transfusion. Si esta indicada en casos con inestabilidad hemodinamica o signos de
isquemia, que generalmente corresponden a sangrado activo (Gonzalez de Villambrosia

et al., 2012).
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Hay algunos principios simples que rigen su uso (Goddard et al., 2011; Gonzalez

de Villambrosia et al., 2012), y que se indican a continuacion:

+ El hierro se absorbe mejor en el duodeno y el yeyuno proximal. Por lo
tanto, las céapsulas entéricas recubiertas de liberacion sostenida son
fuentes menos eficientes de hierro.

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

+ El hierro se absorbe mejor como sal ferrosa (Fe*"), por lo que deben

evitarse los preparados con sal férrica (Fe*).

La anemia ferropénica es una enfermedad comun con una prevalencia del 19.2
% en poblaciones en riesgo. Sin embargo, la prevalencia de ID en pacientes
hospitalizados es poco conocida. Los objetivos de un estudio de cohorte observacional
retrospectivo (Hug, 2013) fueron evaluar los procedimientos diagnosticos actuales y el
tratamiento de la ID, asi como estimar la prevalencia de ID no diagnosticada en
pacientes hospitalizados en la division de medicina interna en un centro universitario
terciario de referencia de Suiza. Dentro de un periodo de estudio de 6 meses, los datos
de todos los pacientes hospitalizados en la division de medicina interna fueron
analizados para detectar la presencia de anemia (definida como niveles de hemoglobina
para hombres < 130 g/l y para mujeres < 120 g/l) y ID (ferritina < 15 pg/l o ferritina <
50 pg/l y Tsat < 20 %). Un total de 2781 casos de hospitalizacion fueron analizados
(2251 pacientes unicos, 55.5 % hombres, con una edad media de 66.4 anos). En 2267
casos (81.5 %) los resultados de un recuento de gldbulos rojos estaban disponibles. En
329 casos (14.5 %) se determinaron parametros de hierro (IP) y se detectaron 45
casos/pacientes con ID (13.7 %). En los pacientes con ID, el diagnostico mas frecuente

fue IC (24.4 %). De estos pacientes, el 72.7 % tomaban fairmacos que facilitaban la
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hemorragia al ingreso o al alta hospitalaria. La ID es comun en medicina interna y hasta
dos tercios de los casos puede que no sean diagnosticados. De cada siete pacientes que
tenian parametros de hierro analizados uno fue hierro deficiente y dos tercios de los

pacientes con ID fueron tratados con hierro intravenoso (IV) (Hug, 2013).

De hecho, cuando se precisa tratamiento con hierro via parenteral, es necesario
suplementar con vitamina E para restaurar el estatus antioxidante en este tipo de anemia

(Isler et al., 2002).

En ensayos aleatorios se encontr6 que el uso de agentes estimulantes de la
eritropoyesis para alcanzar niveles normales de hematocrito (Hct) (> 39 %) comparado
con el 27 %-34.5 % aumenta el riesgo cardiovascular y la mortalidad entre pacientes

con enfermedad renal cronica (Zhang, 2014).

La terapia con hierro IV como carboximaltosa férrica (FCM) en pacientes con
IC croénica (ICC) y ID mejora los sintomas, la capacidad funcional y la calidad de vida.
Filippatos et al., (2013), buscaron investigar si estos resultados beneficiosos son
independientes de la anemia. Con respecto a la seguridad, no se observaron diferencias
en las tasas de muerte o primera hospitalizacion entre FCM y placebo tanto en pacientes

anémicos como no anémicos.

La heparina interfiere con la via BMP6/SMAD de la regulacion de la hepcidina,
actuando como un supresor fuerte. La actividad es también evidente in vivo en modelos
animales y las heparinas no anticoagulantes son antagonistas de heparina prometedoras
que pueden usarse para tratar estados con un exceso de hepcidina, tal como la anemia de
enfermedad cronica, también conocida como anemia de inflamacion, que es la forma
mas frecuente de anemia en los pacientes hospitalizados y la anemia ferropénica de
hierro refractaria (IRIDA), relacionada principalmente con las variaciones genéticas del
gen Tmprrs6. La comprension de como la heparina y los sulfatos de heparan participan
en el mecanismo de las vias BMP/SMAD est4a emergiendo, pero espera clarificacion de

otros estudios (Poli et al., 2017).

Bosch et al., (2017), concluyeron que entre los pacientes con IDA severa sin

fuentes extraintestinales de pérdida de sangre o ID, aquellos con cancer gastrointestinal
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(GI) o angiodisplasias difusas mostraron respuestas insuficientes a la transfusion (es
decir, incremento de hemoglobina < 1 g/dL por cada unidad trasfundida). Por el
contrario, los pacientes con otros trastornos hemorragicos, que en su mayoria
comprenden lesiones GI superiores, presentaron respuestas adecuadas y el incremento

de hemoglobina cumpli6 con la regla convencional 1:1.

Hasta finales de la década de 1970, la mayor parte de la sangre que se
transfundia era sangre completa sin separar sus componentes. Si bien esto sigue siendo
una practica comun en algunos paises, en la mayoria de ellos casi todas las donaciones
son procesadas (Fig. 4) en globulos rojos, plaquetas y plasma después de la deteccion de
agentes infecciosos y la eliminacion de las células blancas (leucodeplecion)

(McClelland, 2007):

+ Globulos rojos. Esta especialmente indicado para aumentar los niveles de
hemoglobina. Este producto contiene aproximadamente 20 mL de plasma
y 100 mL de solucion de almacenamiento. Su volumen total oscila entre
180 y 350 mL, esto supone un 57 % del valor de hematocrito. Los
globulos rojos se almacenan entre 2 y 6 °C durante un maximo de 35 dias
y el producto debe ser compatible con el grupo ABO y, por lo general
con RhD del destinatario.

+ Plaquetas. Estan prescritas para la prevencion y el tratamiento de la
hemorragia en pacientes con trombocitopenia o en aquellos que
presentan disfuncion plaquetaria. Se almacenan a 22 °C con agitacion
para asegurar que se mantiene su funcion, se debe asegurar la
compatibilidad de los grupos sanguineos ABO y RhD, debido a la
presencia de plasma.

+ Plasma fresco congelado. Esta indicado para el reemplazo de los factores

de coagulaciébn en circunstancias especiales y para la plrpura
trombocitopenia trombdtica. Se debe corresponder el grupo sanguineo
ABO del receptor, para evitar hemolisis, pero no es necesaria la
compatibilidad con RhD. Se puede almacenar congelado hasta 2 afos.
Una vez descongelado, el plasma se puede almacenar a temperatura

ambiente durante 4 horas, o durante 5 dias a 1-6 °C.
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Figura 4. Proceso de obtencion de derivados de sangre completa y derivados

plasmaticos (modificado de Paul y Nesbitt, 2013).

Segun Perfecto et al., (2017), los programas de fortificacion de alimentos para
reducir la anemia ferropénica requieren formas biodisponibles de hierro que no causen
efectos organolépticos adversos. Estudios de roedores muestran que el fosfato férrico de
tamafio nanométrico (NP-FePOj) es tan biodisponible como el sulfato ferroso, pero hay
controversia sobre el mecanismo de absorcion. Realizaron estudios in vitro para
examinar esto utilizando un modelo de células Caco-2 y digestion gastrointestinal (GI)
simulada. Las concentraciones de hierro sobrenadante aumentaron inversamente con el
pH y la captacion de hierro en células Caco-2 fue 2-3 veces mayor cuando se digirid
NP-FePO4 a pH 1 en comparacion con pH 2. Se examind el tamano y distribucion de

particulas de NP-FePO4 durante la digestion GI utilizando microscopia electronica de
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transmision. El tamafno mediano particular (d50) de la distribucion de particulas fue de
413 nm. Utilizando sedimentacion centrifuga en disco, se observd un alto grado de
aglomeracion en NP-FePOy tras la digestion GI simulada, con solo un 20 % de las
particulas <1000 nm. En las células Caco-2, el transportador de metal divalente-1
(DMT1) y los inhibidores de endocitosis demostraron que el NP-FePOs se absorbia
principalmente a través de DMT1. Las particulas pequefias pueden ser absorbidas por
endocitosis mediada por clatrina y micropinocitosis. Estos hallazgos deben considerarse

al evaluar el potencial de las nanoparticulas de hierro para la fortificacion de alimentos.

La nanotecnologia ofrece nuevas oportunidades para proporcionar beneficios
para la salud en los alimentos. La fortificacion de alimentos con nanoparticulas de
fosfato de hierro (FePO4 NPs) es un nuevo enfoque prometedor para reducir la ID
porque las NP de FePOs combinan una alta biodisponibilidad con un rendimiento
sensorial superior en alimentos dificiles de fortalecer. Sin embargo, su seguridad sigue
siendo ampliamente no probada. Alimentaron a las ratas durante 90 dias con dietas que
contenian NP de FePOs a dosis a las que se ha demostrado que el sulfato de hierro
(FeSO4), un fortificante alimentario de uso comun, induce efectos adversos. La
alimentacion no dio lugar a signos de toxicidad, incluyendo estrés oxidativo, dafio a los
organos, acumulacion excesiva de hierro en los 6rganos o cambios histolégicos. Estos
datos de seguridad fueron corroborados por la evidencia de que las NP fueron
absorbidas por lineas celulares gastrointestinales humanas sin reducir la viabilidad
celular e inducir el estrés oxidativo. Sus hallazgos sugieren que las NP de FePOgs

parecen ser tan seguras para la ingestion como las de FeSO4 (Von Moos et al., 2017).

Durante las ultimas dos décadas se han realizado muchas investigaciones
clinicas sobre la eficacia clinica del tratamiento de la ID o anemia con hierro oral, hierro
IV y terapias con eritropoyetina. Los estudios con hierro oral y terapias con
eritropoyetina no proporcionaron ningin beneficio clinico y, de hecho, se ha
demostrado que estas terapias se asocian con un aumento de los resultados clinicos
adversos. Sin embargo, los ensayos clinicos en pacientes con ID en presencia o ausencia
de anemia han demostrado considerables beneficios clinicos de la terapia con hierro IV,

y sobre la base de estos resultados positivos, la ID se ha convertido en objetivo de
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tratamiento de la IC. El presente informe evaltia los enfoques actuales de la ID y la
anemia en la IC a la luz de las pruebas recientes (Cavusoglu et al., 2017).

Los pacientes con ID en la ICC con una ferritina sérica < 100 pg/L o <300 pg/L
con Tsat reducida <20 %, a quienes se les administré hierro IV mostraron mejores
resultados clinicos. Los datos preliminares sugieren que la ID en pacientes con IC puede
ser tratada con hierro oral, con efectos beneficiosos significativos sobre las variables

hematoldgicas y fisiologicas (Makubi y Roberts, 2017).

La biofortificacion, el proceso de aumentar el contenido de micronutrientes y la
biodisponibilidad en los cultivos basicos, representa una estrategia apasionante basada
en la alimentacion sostenible para combatir y prevenir la ID, particularmente en
entornos de recursos limitados. Finkelstein et al., (2017), examinaron la evidencia hasta
la fecha de la eficacia de los cultivos alimentarios basicos con biofortificacion de hierro
sobre la mejora del estado de hierro en poblaciones de riesgo, incluyendo arroz, mijo
perla y frijoles. El estado general de hierro (hemoglobina, ferritina sérica, sTfR, proteina
C reactiva, glucoproteina acida alfa-1) se midi6 en la inscripcion, la linea media y la
linea final en cada ensayo. Los resultados primarios evaluados incluyeron hemoglobina,
ferritina sérica, sSTfR y hierro corporal total. La evidencia actual sugiere que los cultivos
con biofortificacion con hierro son una intervencion eficaz para mejorar el estado
general del hierro. Los hallazgos de los tres ensayos también indican que los efectos de
los cultivos basicos biofortificados fueron mas altos entre los individuos que
presentaron ID al inicio del estudio, lo que sugiere mayor potencial de beneficio. Se
justifica la evaluacion de los resultados funcionales y la consideracion de otras
poblaciones de alto riesgo, como los nifios pequeios, para elucidar el impacto de las

intervenciones biofortificadas con hierro en la salud humana.

El tratamiento de la anemia por ID con suplementos orales de hierro puede
presentar efectos secundarios en la mucosa del tracto GI incluyendo necrosis, ulceracion
o isquemia. Los hallazgos endoscdpicos particulares y el examen histopatologico
estableceran el diagndstico de gastritis erosiva con depositos de hierro en la mucosa
gastrica. La gastritis inducida por la pildora de hierro es una entidad rara y poco
diagnosticada que puede estar presente incluso en edades pediatricas con impacto

clinico potencial severo (Melit et al., 2017).
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La hormona peptidica hepcidina es un controlador clave de la homeostasis
sistémica del hierro y su expresion en el higado esta regulada principalmente por
proteinas morfogenéticas dseas (BMPs), que son proteinas que se unen a la heparina. De
hecho, las heparinas son fuertes supresores de la expresion de hepcidina en lineas
celulares hepaticas que act@ian inhibiendo la fosforilacion de proteinas SMADI1/5/8
provocadas por las BMP. El efecto inhibidor de las heparinas ha sido demostrado en
células y en ratones, donde las inyecciones subcutaneas de heparinas no anticoagulantes
inhibieron la expresion de hepcidina hepatica y aumentaron la biodisponibilidad del
hierro. Las caracteristicas quimicas para una elevada actividad anti-hepcidina in vitro e
in vivo incluyen la sulfonacion 20 y 60 y un peso molecular por encima de 7 kDa. Se ha
encontrado que las heparinas mas potentes son las super-sulfatadas, activas en la
supresion de la hepcidina con un peso molecular tan bajo como 4 kDa. Por otra parte, se
ha encontrado que la alteracion de los heparanosulfatos endogenos produce una
reduccion en la expresion de hepcidina in vitro e in vivo, lo que indica que las heparinas
actuan interfiriendo con la interaccion entre las BMP y los componentes del complejo
implicados en la activacion de la via BMP/SMAD1/5/8. Poli et al., (2017), esta revision
resume los hallazgos recientes sobre la actividad antihepcidina de las heparinas y su
posible uso para el tratamiento de la anemia causada por el exceso de hepcidina,

incluida la anemia de enfermedades cronicas.

Recientemente, se demostré que el sirolimus es eficaz en el tratamiento de las
lesiones vasculares y disminuye la frecuencia del sangrado y la anemia secundaria por
ID. Unliisoy Aksu et al., (2017), presentaron un caso de un nifio con sindrome de nevus
de blebona de caucho azul que tenia historia prolongada de anemia por ID secundaria a
sangrado gastrointestinal no reconocido. El tratamiento con propranolol, omeprazol y
hierro habia fallado. Después de 2.5 meses de tratamiento con sirolimus (niveles de 1 a
5 ng/mL), su concentracion de hemoglobina mejor6 en el rango normal y se mantuvo
estable. Las malformaciones vasculares tanto en la lengua del paciente como en el fondo
del estdbmago disminuyeron en los 5 meses posteriores al inicio del sirolimus. En la
afectacion gastrointestinal del sindrome del nevus de la ampolla de goma azul se

encontrd que el sirolimus era eficaz incluso en las lesiones vasculares de la lengua.
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Aunque la gama de opciones para el tratamiento de la anemia por deficiencia de
hierro (IDA) estd aumentando debido a la disponibilidad de preparaciones de hierro
parenteral eficaces y bien toleradas, actualmente no se dispone de una vision general de
la IDA y su tratamiento en pacientes con trastornos gastrointestinales. Ademas, las
definiciones y la evaluacion del estado de hierro carecen de armonizacion y hay pocas
directrices de expertos sobre este tema. Stein et al., (2016), esta revision resume el
pensamiento actual sobre la IDA como una comorbilidad comin en trastornos
gastrointestinales y hepaticos especificos y, por lo tanto, fomenta un enfoque de
tratamiento mas unificado de la anemia y la ID, ofreciendo a los gastroenter6logos

orientacion sobre las opciones de tratamiento para la IDA en la practica clinica diaria.

Una vez diagnosticada la IDA, se debe tratar con hierro oral o parenteral, asi
como con medicamentos reductores de la presion portal, en el caso de enfermedad
hepatica cronica. La transfusion de sangre se reserva para la anemia asintomatica a

pesar de la suplementacion con hierro (Gkamprela et al., 2017).

La ID es comun en la IC, y la terapia de hierro IV se ha asociado con un mejor
estado clinico en pacientes ambulatorios con IC. Hay datos limitados para apoyar la
seguridad y la eficacia de la administracion de hierro IV en pacientes con IC aguda.
Kaminsky et al., (2016), se trata de un estudio retrospectivo de cohortes de pacientes
ingresados en el Sistema de Salud de la Universidad de Michigan para IC con estudios
de hierro bajo durante el ingreso. Los pacientes se agruparon basandose en la recepcion
de la terapia con hierro IV. Los resultados del estudio incluyeron cambios en la
hemoglobina, reingreso de 30 dias y eventos adversos. Cuarenta y cuatro pacientes que
recibieron hierro IV y 128 pacientes control fueron identificados. La dosis media de
hierro recibida fue de 1.057 (+ 336) mg. El hierro IV dio lugar a un aumento
significativamente mayor de la hemoglobina en el tiempo. El cambio de medio en la
hemoglobina los grupos del hierro y el control fue 0.74 g/dL y 0.01 g/dL en el dia 7 y
2.61 g/dL y 0.23 g/dL en el dia 28, respectivamente. Las tasas de reingreso de treinta
dias fueron del 30 % y del 22 % para los pacientes en los grupos de hierro y control,
respectivamente. En conclusion, la dosis total de la infusion de hierro IV es bien

tolerada y se asocia con una mejoria significativa en la hemoglobina en la IC aguda.
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La ID ha sido identificada como una comorbilidad importante en pacientes con
IC. La terapia con hierro IV redujo los sintomas y re-hospitalizaciones de pacientes con
ID con IC en ensayos aleatorios. Wienbergen et al., (2016), el presente estudio
multicéntrico investigd el manejo “real” del estado general del hierro en pacientes con
IC. La terapia con hierro se realizd en solo el 8.5 % de los pacientes deficientes de
hierro con IC; el 2.6 % fueron tratados con terapia de hierro IV. Los pacientes con
terapia de hierro se caracterizaron por una alta tasa de IC sintomdtica y anemia. En
conclusion, a pesar de la fuerte evidencia de los efectos beneficiosos de la terapia con
hierro sobre los sintomas y las re-hospitalizaciones, los esfuerzos diagnosticos y
terapéuticos sobre la ID en la IC son bajos en la practica clinica real y la conciencia para

diagnosticar y tratar la ID en la IC debe ser fuertemente reforzada.

La fortificacion de hierro en el hogar de alimentos complementarios que utilizan
polvos de micronutrientes (MNPs) reduce efectivamente el riesgo de IDA al asegurar
que las necesidades de hierro de los lactantes y nifios pequefios se cumplan sin cambiar
su dieta tradicional. Sin embargo, la dosis de hierro administrada por los MNPs es alta y
comparable en mg de hierro por kg de peso corporal a las dosis suplementarias (2
mg/kg) tipicamente administradas a los nifios mayores, lo que aumenta el riesgo de
diarrea. En estudios controlados, los MNPs que contienen hierro aumentan
modestamente el riesgo de diarrea en lactantes; en algunos casos, la diarrea es grave y
puede requerir hospitalizacion. Estudios recientes in vitro e in vivo proporcionan
informacion sobre el mecanismo de este efecto. La provision de fortificantes de hierro a
nifos en edad escolar y MNPs que contienen hierro a los recién nacidos en destete
disminuye el numero de bacterias benignas de “barrera” comensal (por ejemplo,
bifidobacterias), aumenta la relaciéon de enterobacterias a bifidobacterias y la
abundancia de patogenos oportunistas (por ejemplo, Escherichia coli patogénica), e
induce inflamacién intestinal. Asi, aunque los MNPs que contienen hierro son altamente
efectivos en la reduccion de la IDA, pueden aumentar la morbilidad gastrointestinal en

los lactantes, y se necesitan formulaciones mas seguras (Paganini et al., 2016).

La anemia es muy frecuente en mujeres y nifilos camboyanos, pero los datos
sobre las causas de anemia son escasos. Wieringa et al., (2016), realizaron una encuesta

nacional de micronutrientes en nifilos y mujeres para evaluar la prevalencia de
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deficiencia de micronutrientes, los trastornos de la hemoglobina y la infeccién por
parasitos. La alta prevalencia de anemia en mujeres y niflos camboyanos no puede
explicarse Unicamente por deficiencias de micronutrientes y trastornos de la
hemoglobina. Es probable que las intervenciones de micronutrientes para mejorar la
prevalencia de la anemia tengan un impacto limitado en el entorno camboyano. El
enfoque de las intervenciones actuales para reducir la alta prevalencia de la anemia en
niflos y mujeres debe ampliarse para incluir el zinc y el acido folico, asi como medidas

eficaces contra la anquilostomiasis.

Estudios observacionales sugieren que la IDA protege contra la malaria por
Plasmodium falciparum y varios ensayos de intervencion han indicado que la
suplementacion con hierro aumenta el riesgo de malaria a través de mecanismo/s
desconocido/s. Esto plantea un gran reto para la politica de salud. Goheen et al., (2016),
investigaron como la anemia inhibe la infeccion por malaria en la fase sanguinea y
como la suplementacion con hierro abroga esta proteccion. Estos resultados confirman y
cuantifican un mecanismo plausible por el cual la anemia protege a los nifios africanos
contra la malaria por falciparum, un efecto que es sustancialmente mayor que la
proteccion ofrecida por el rasgo falciforme. La suplementacion de hierro revertid
completamente la proteccion observada y por lo tanto debe ir acompanada de profilaxis
de la malaria. Los niveles mas bajos de hemoglobina tipicamente observados en
poblaciones de ascendencia africana pueden reflejar la seleccion genética pasada por la

malaria.

Diagnostico y cuantificacion de hierro para el tratamiento

Debido a la dependencia de los tiempos de relajacion transversal T2 y T2* sobre
el contenido de hierro en los tejidos, la Imagen por Resonancia Magnética (MRI) ofrece
diferentes opciones para la determinacion de la concentracion de hierro. Estas son la
secuencia spin-eco que lleva mucho tiempo, asi como la secuencia de eco-gradiente.
Para esta ultima, se han propuesto varios enfoques de analisis de datos, con diferentes
requerimientos para adquisicion y post-procesamiento: 1) el desafio matematico R2* y
2) el método de relacion sefial-intensidad con su alta demanda sobre la homogeneidad

de la sefal de las imagenes por Resonancia Magnética (RM). Ademads, los
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procedimientos especiales actualmente en evaluacion se presentan como perspectivas
futuras: la imagen de susceptibilidad cuantitativa, como un tercer enfoque para analizar
los datos de eco-gradiente, y el spin-eco de varios contrastes utilizando repetidos pulsos
de reenfoque. La teoria de la RM, en la medida en que es necesaria para comprender los

métodos se describe brevemente (Wunderlich et al., 2016).

Los valores de R2* de higado calculados a partir de imagenes de resonancia
magnética (IRM) de eco gradiente multiple estan fuertemente correlacionados con la
concentracion de hierro hepatico (HCI) como se muestra en varios estudios de
calibracion de biopsia derivados independientemente. Estas calibraciones se
establecieron para axial-axial de una sola sonda de retencion de imagenes en la
ubicacion de la vena porta. Escanear en modo multi-corte hace que el examen sea mas
eficiente, ya que la cobertura de todo el higado se puede lograr con dos inhalaciones y el
corte Optimo se puede seleccionar después. Los ecos del navegador eliminan la
necesidad de respirar y permiten su uso en pacientes sedados. Loeffler et al., (2017), han
encontrado que el navegador de puerta o respiracion multicorte R2* IRM para
determinacion de la concentracion de hierro en medidas de valores R2* comparables a
la biopsia de validaciéon de un solo corte, una sola respiraciéon de retencién de
exploracion. Llegaron a la conclusion de que estos tres métodos de R2* pueden ser

intercambiables utilizado en calibraciones de R2*-HIC.

2.3 HIERRO Y SALUD CARDIOVASCULAR

El hierro juega un papel crucial en varios procesos bioldgicos esenciales,
incluida la eritropoyesis y el metabolismo celular. En este sentido, el estado general del
hierro estd implicado en ECVs (van Haehling et al., 2015). Niveles altos de hierro
presenta un efecto perjudicial sobre el riesgo cardiovascular, en cambio niveles bajos de
hierro se han relacionado con una menor incidencia de enfermedad cardiaca en mujeres
premenopausicas en comparacion con hombres y en mujeres posmenopausicas
(Sullivan, 1981). Las reservas altas de hierro también se han asociado positivamente
con los factores de riesgo de ECV, como la diabetes mellitus tipo 2 (Jiang et al., 2004).

Ademés, la ID es uno de los factores de riesgo de mortalidad en todo el mundo, y se
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identific6 como una comorbilidad comin y ominosa en pacientes con IC (Cleland et al.,
2016). El corazoén es un 6rgano principal donde el hierro se acumula en una situacion de
sobrecarga. La acumulacion de hierro se asocia con la miocardiopatia, que es una causa
importante de morbilidad y mortalidad. La fisiopatologia de la miocardiopatia con
sobrecarga de hierro es multifactorial, incluida la lesiéon mediada por oxidantes, la
interferencia con la funcién eléctrica cardiaca, y la promocion de la fibrosis vascular. La
ID también tiene consecuencias adversas en el corazéon y en los vasos sanguineos,
organos con altas demandas de energia. Algunos estudios epidemiologicos en la
poblacion general han demostrado una asociacidon entre la mayor ingesta de hierro
hemo, las reservas de hierro corporal y el riesgo cardiovascular (Dev y Babitt, 2017).
Las guias actuales de la Sociedad Europea de Cardiologia para el diagndstico y el
tratamiento de la insuficencia cardiaca aguda y cronica recomiendan la evaluacion de
los parametros del hierro, con la consecuente terapia con hierro en casos de ID

(Ponikowski et al., 2013).

En general, el origen de la ID se relaciona con una ingesta reducida de hierro,
mayores pérdidas de hierro, y/o la distribucion anormal de hierro cuando
funcionalmente no estd disponible para el cuerpo (Fairbanks y Beutler, 2001). Los
pacientes con ECV muestran una ingesta reducida de hierro en su dieta (Hughes et al.,
2012), pero atn no se ha estudiado la importancia en el desarrollo de la deficiencia
manifiesta de hierro observada en los biomarcadores circulantes. Se ha establecido que
el estado inflamatorio que caracteriza a varias enfermedades cronicas (incluida la
enfermedad de Crohn) se considera responsable de la alteracion de la absorcién, el
reciclado y la liberacion de hierro de las reservas corporales (Wessling-Resnick, 2010).
Se ha anticipado que la patogenia de la ID en el curso de la IC se asemeja a los
mecanismos patogénicos relacionados directamente con el estado inflamatorio (Silvestri
et al., 2013). Ademas, en pacientes con ECV, Jankowska et al., (2014), demostraron que
la hepcidina circulante es extremadamente baja, lo que sugiere que la ID observada en

el curso de la ECV es consecuencia de los depositos de hierro agotados en el organismo.

Por otro lado, una proporcion sustancial de las ECVs se pueden prevenir con un
estilo de vida mas saludable para controlar los factores de riesgo cardiovascular. En este
sentido, aunque los productos lacteos pueden tener un alto contenido en grasas

saturadas, se estima que los productos lacteos (excluida la mantequilla) contribuyen al
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25-30 % de la ingesta de grasas saturadas de la dieta europea (Givens, 2009).
Paraddjicamente, se ha sugerido que el consumo de productos lacteos puede mejorar las
caracteristicas del sindrome metabodlico, que tiene un papel clave en la ECV (van Meijl
et al., 2008). Previamente nuestro grupo de investigacion ha informado que el consumo
de leche de cabra tiene efectos positivos sobre la composicion biliar y la secrecion, lo
que reduce las transaminasas, los triglicéridos y estimula la excrecion de colesterol a
través de la bilis, lo que lleva a un perfil lipidico cardiovascular mas saludable (Diaz-
Castro et al., 2013). Ademas, el consumo de leche de cabra fermentada es mas
beneficioso para superar los efectos de la ID, aumentar las proteinas clave del
metabolismo intestinal del hierro, mejorar la utilizacion del hierro digestivo y
metabolico, aumentar los depositos de hierro en los 6rganos diana y favorecer la
recuperacion de los parametros hematologicos (Moreno-Fernandez et al., 2016a).
Finalmente, también se informoé que el consumo de leche de cabra fermentada indujo un
efecto protector en los tejidos, aumentando el estado antioxidante total y disminuyendo
los biomarcadores de dafo oxidativo, protegiendo los principales componentes
biologicos celulares (lipidos, proteinas, prostaglandinas y ADN) del dafio oxidativo
provocado durante la recuperacion de la anemia (Moreno-Fernandez et al., 2017), y es
bien sabido que el estrés oxidativo es uno de los desencadenantes principales para
desarrollar la ECV (Loperena y Harrison, 2017). Sin embargo, a pesar del papel de la ID
en la ECV, hasta la fecha, ningtin estudio ha probado directamente el efecto de la leche

fermentada en la salud cardiovascular durante la recuperacion de la anemia.

2.3.1 DEFICIENCIA DE HIERRO Y SALUD CARDIOVASCULAR

Existe gran controversia sobre la susceptibilidad de células para la peroxidacion
lipidica en la IDA (Aslan et al., 2006; Diaz-Castro et al., 2008.). Por un lado, hay teorias
que afirman que la ID no solo afecta la produccion de hemoglobina, sino que también
afecta la produccion de otras proteinas que contienen Fe?’, tales como citocromos,
mioglobina, catalasas y peroxidasas. Se ha indicado que el debilitamiento del sistema de
defensa antioxidante, reduce la inmunidad celular y la actividad mieloperoxidasa en

pacientes con IDA. Isler et al., (2002), determinaron las actividades antioxidantes de las
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enzimas de los eritrocitos en pacientes con IDA y las alteraciones de las actividades
enzimaticas después de tratamientos oral y parenteral con hierro y tratamiento
parenteral con hierro suplementado con vitamina E. Como conclusion, destacaron que
en el tratamiento oral con hierro, ademas de mejorar la anemia, se incrementa el sistema
de defensa antioxidante mediante el aumento de la actividad de superdxido-dismutasa,

manteniéndose la actividad glutation peroxidasa en niveles normales.

Asi mismo, se ha descrito que en pacientes con IDA, los agentes pro-oxidantes
incrementan con respecto a los antioxidantes, teniendo como resultado un balance

positivo hacia el lado oxidativo (Aslan et al., 2006).

Aslan et al., (2006), manifestaron que el incremento del estrés oxidativo puede
ser una causa que contribuye a la patogénesis de la IDA, y que parece ser un factor
importante que induce dafio al ADN. A su vez, la relacion entre el incremento del estrés
oxidativo y dano al ADN en una anemia severa por ID pueden tener un papel

importante en la patogénesis de la misma (Aslan et al., 2006).

Por el contrario, otros autores (Diaz-Castro et al., 2008) afirman que la IDA es
un factor que no afecta la estabilidad del ADN o la peroxidacion lipidica en ratas. Esto
se explicaria por la existencia de una capacidad compensatoria suficiente para mantener

elevadas las defensas antioxidantes.

Un estudio de cohortes prospectivo realizado en comunidades de Estados Unidos
(Sarnak et al., 2002), evaluo el riesgo de aterosclerosis en la poblacion general, en
sujetos cuya edad se encontraba entre 45 y 64 afios. Los autores sugirieron que la
presencia de anemia constituye un factor de riesgo independiente para ECV. Sin

embargo, se trataba de una muestra con bajo riesgo cardiovascular.

La deficiencia temporal de hierro sensibiliza la accion de insulina (Liu et al.,
2009), tal como sucede en pacientes lacto-ovo vegetarianos, donde ademdas de tener
incrementada la sensibilidad a insulina, tienen menores reservas de hierro, con respecto
a los que consumen carne (Hua et al., 2001). Sin embargo, una deficiencia cronica de
hierro con anemia, puede acelerar el desarrollo de ECV, tanto en pacientes diabéticos

como no diabéticos (Liu et al., 2009).
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En un estudio realizado en una poblacién de neonatos (Batida et al., 2000), se
encontré una correlacion significativa entre los niveles de hierro en plasma y los de
HDL-colesterol (HDL-C) y apolipoproteina A-1. Cuando la poblacién de neonatos se
clasifico en cuartiles para los niveles de hierro en plasma, también se observd que
aquellos con niveles mas bajos de hierro presentaron niveles mas reducidos de HDL-C.
En dicho trabajo (Batida et al., 2000) se sugiri6 que estos datos son relevantes dado que
el estrés oxidativo en el parto es el resultado normal de hiperoxia. (Berguer et al., 1995)
sefalaron que el plasma del neonato a menudo presenta altos niveles de Tsat y que los
niveles bajos de ceruloplasmina y elevados de ascorbato permitirian al hierro del recién
nacido existir en forma reducida. Dado que las HDL poseen un sistema enzimatico
relacionado con la paraoxonasa (Canales y Sanchez-Muniz,, 2003; Nus et al., 2007) y
limitan la oxidacion de las LDL (Ross, 1999), debe entenderse como un mecanismo
protector que se induce en el recién nacido frente a niveles elevados de hierro en

plasma.

En cuanto a la relacion de anemia y obesidad, diversos estudios en nifios y
adolescentes muestran correlaciones significativas entre el exceso de adiposidad y ID
(Nead et al., 2004; Tussing-Humphreys et al., 2009). Aunque la etiologia de la relacion
anemia-obesidad sigue sin conocerse, se han sugerido factores como: réapido
crecimiento, incremento del volumen sanguineo, inicio temprano de la menstruacion,
dieta deficiente, escasa actividad fisica y factores genéticos (Tussing-Humphreys et al.,

2009).

Un exceso de grasa, particularmente de distribucion visceral, se ha asociado al
incremento de citoquinas proinflamatorias e inflamacion leve, pero de indole cronica
(Mohamed et al., 1998; Sharma, 2002; Tussing-Humphreys et al., 2009). En este
sentido, se sabe que las citoquinas incrementan la expresion de la hepcidina, lo que
ocasiona un bloqueo en la absorcion de hierro y tendencia a deficiencia (Ganz, 2007; De
Domenico et al., 2008). No obstante, es preciso profundizar en estos mecanismos y su

implicacion en la ID en obesos.

Un estudio realizado en adultos obesos (Yanoff et al., 2007; Tussing-Humphreys

et al., 2009), demostrd que las demandas celulares de hierro pueden ser medidas a través
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del TfR y la inflamacion a través de la proteina C reactiva. Ambas mediciones,

constituyen un buen predictor de los niveles séricos de hierro.

En un estudio cruzado (Tussing-Humphreys et al., 2009) investigaron la relacién

entre el estatus de hierro y el exceso de adiposidad, inflamacion, menarquia, dieta y

actividad fisica en mujeres adolescentes. Se concluyo que las mujeres con mayor peso

corporal incrementaron la prevalencia de ID comparadas con las normopeso.

Una hipotesis propone que la relacion entre obesidad y ID puede ser similar a la

relacion entre inflamacion y anemia, causando un incremento en la produccion de

hepcidina. Los niveles elevados de hepcidina inducidos por la inflamacion pueden

reducir la absorcion de hierro e intensificar el secuestro del mineral por los macrofagos

del sistema reticulo endotelial. Sin embargo, es preciso incrementar las investigaciones

sobre los efectos metabdlicos que conlleva dicho secuestro intracelular del hierro

(Yanoff et al., 2007; Tussing-Humphreys et al., 2009).

Tabla 2. Epidemiologia: relacion entre ferritina sérica y riesgo de ECV (Toxqui et al.,

2010).
Tino de Hierro/asociacion
po Tamano de muestra ~ Edades con la Referencia
estudio
enfermedad
42,48 Salonen et al.
C h I‘t s s s
onorte 1931 Hombres 54y60 Positivo (1992)
T 1 43 1Hombres/Muj
ransversa OMDIESAATWIETES  40-79  Positivo Kiechl et al., (1994)
. 577 Aronow y Ahn,
Prospectivo Hombres/Mujeres >60  No asociacion (1996)
Caso-Control 730
Hombres/Mujeres 45a64 No asociacion Moore et al., (1995)
No concluyente,
asociacion
Caso-Control 172 positiva con otros
anidado Hombres/Mujeres 233 factores de riesgo Sarnak et al., (2002)

(fumadores y
diabéticos)
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Segun Makubi y Roberts, (2017), la ID franca se ha asociado con una amplia
gama de anomalias cardiacas y pulmonares incluyendo cardiomiopatia no isquémica. La
IDA y la ID aislada son factores pronosticos adversos bien definidos en la IC no
isquémica. La ID con o sin anemia afecta a mas de un cuarto de la poblaciéon mundial,
pero el impacto de la ID en la IC y el manejo eficaz de la ID en la IC en los paises de
ingresos bajos y medios no estd bien descrito. La IC en las cohortes africanas ocurre a
una edad mas temprana que en Norteamérica y Europa y es més probable que se deba a
la hipertension. Estudios recientes sugieren que la IDA, que es muy comun en pacientes

con IC en Africa, y la ID se asocian independientemente con un mal pronéstico en la IC.

La ID es la deficiencia de micronutrientes mas comun a nivel mundial y

representa una amenaza importante para la salud publica (Finkelstein et al., 2017).

El descubrimiento de la hormona reguladora del hierro hepcidina en 2001 ha
revolucionado nuestra comprension de los trastornos del hierro, y su medicion debe
avanzar el diagnostico/tratamiento de estas condiciones. Aunque se han desarrollado
varios ensayos, todavia falta un estdndar de oro y se estan realizando esfuerzos para
lograr la armonizacién. Sin embargo, ya se pueden vislumbrar aplicaciones
prometedoras, desde el uso de los niveles de hepcidina para diagnosticar la IDA
refractaria hasta aplicaciones globales de salud, como guiar la suplementacion segura de

hierro en paises en desarrollo con alta carga de infeccion (Girelli et al., 2016).

El trastorno de déficit de atencidon/hiperactividad (TDAH) es uno de los
trastornos psiquidtricos mas comunes en nifios. Sin embargo, la patogénesis del TDAH
sigue siendo poco clara. El hierro, un importante oligoelemento, estd implicado en la
funcién cerebral y la actividad dopaminérgica. Estudios recientes (Wang et al., 2017)
han investigado la asociacion entre la ID y el TADH, pero los resultados son
inconsistentes. La ferritina sérica mas baja que el hierro sérico se asocia con el TADH

en nifios.

La estimacion precisa de la ID es importante en la planificacion e
implementacién de las intervenciones. La ferritina se recomienda como la medida

primaria de estado general del hierro, pero la interpretabilidad es dificil en entornos con
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infeccion e inflamacion (Namaste et al., 2017). Sus resultados apoyan el uso de la
correccion de regresion interna para estimar la prevalencia de reservas de hierro
agotadas en regiones con inflamacion. Este enfoque parece reflejar matematicamente la
relacion lineal de las concentraciones de ferritina con las proteinas de fase aguda. Se
necesita mas investigacion para validar los enfoques propuestos, pero este estudio
contribuye a la base de evidencia para guiar las decisiones sobre como y cuando ajustar

la ferritina para la inflamacion.

Se cree que la ID es una de las deficiencias mas frecuentes de micronutrientes en
todo el mundo, pero una evaluacion precisa en las poblaciones que estan frecuentemente
expuestas a infecciones estd obstaculizada por la respuesta inflamatoria, que causa
alteraciones en los biomarcadores del hierro (Rohner et al., 2017). El sTfR puede ser
util puede ser util para evaluar la eritropoyesis deficiente en hierro, pero la inflamacién
influye en su interpretacion, y el ajuste de sTfR para la inflamacioén y la malaria debe
ser considerado. Se necesita mas investigacion para evaluar los enfoques propuestos en
diferentes contextos, pero este estudio contribuye a la evidencia de como y cuando

ajustar sTfR para la inflamacion y la malaria.

La enfermedad de Kawasaki (EK) es un tipo de vasculitis sistémica que afecta
principalmente a nifios menores de cinco afios de edad. Para los enfermos de EK, se ha
encontrado que la inmunoglobulina IV (IVIG) disminuye con éxito la aparicion de
lesiones de las arterias coronarias. Huang et al., (2016), la anemia se encuentra
comunmente en pacientes con EK, y han demostrado que en los niveles de hepcidina
adecuadamente elevados estan relacionados con la disminucion de la hemoglobina en
estos pacientes. Estos resultados proporcionan un estudio longitudinal de los cambios de
hemoglobina y entre la primera evidencia de que la hepcidina induce anemia transitoria

e hipoferremia durante la fase inflamatoria aguda de EK.

La EK es una enfermedad de tipo autoinmune y sindrome de vasculitis infantil
aguda que afecta a varios sistemas pero tiene una etiologia desconocida (Huang y Kuo,
2017). Ademas de los criterios diagnosticos estandar, la anemia esta entre las
caracteristicas clinicas mas comunes de los pacientes con EK y se cree que tiene una
duracién més prolongada de la inflamacion activa. En 2001, el descubrimiento de una

hormona peptidica derivada del higado conocida como hepcidina comenzd a
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revolucionar nuestra comprension de la relacion de la anemia con una serie de
enfermedades inflamatorias, incluyendo la EK. Esta revision se centra en la relacion de
la ID inducida por hepcidina con la hiposideremia transitoria, la anemia y los resultados
de la enfermedad en pacientes con EK, y contintia sugiriendo posibles rutas de estudio

adicional.

La principal causa de muerte en nifios en paises en desarrollo es la desnutricion
proteico-energética. En Vietnam, el 259 % de los nifios menores de 5 afios
experimentan un crecimiento atrofiado y el 6.6 % estan moderadamente agotados. La
IDA y la deficiencia de vitamina A contribuyen a estas y otras condiciones de

malnutricion (Turk et al., 2017).

Se ha sabido que los nutrientes tienen un papel importante en el mantenimiento
de la salud del esqueleto, tanto de hueso como de cartilago. Los nutrientes que han
recibido la mayoria de la atencién son la vitamina A y el calcio. Sin embargo, se ha
dirigido una atencion limitada a tres elementos traza que pueden tener un impacto
mecanico sobre los tejidos esqueléticos y que pueden comprometer la salud del
esqueleto como resultado de una ingesta inadecuada de cobre, hierro y selenio. El papel
del cobre y el selenio ha sido conocido, pero el papel del hierro so6lo ha recibido una
atencion reciente. Se cree que la deficiencia de cobre afecta a la salud de los huesos por
una disminucion de la lisil oxidasa, una enzima que contiene cobre, que facilita la
reticulacion de las fibrillas de colageno. El impacto de la ID sobre el hueso solo se ha
descubierto recientemente, pero el mecanismo exacto sobre como los estados
deficientes mejoran la patologia Osea es especulativo. La deficiencia de selenio tiene un
impacto en el cartilago, lo que tiene un impacto indirecto en el hueso. Sin embargo,
varios estudios sugieren que cuando se consume una micotoxina por los seres humanos
es culpable de algunos trastornos del cartilago y la presencia de selenio podria atenuar la
patologia. Esta revision (Medeiros, 2016) resume la base de conocimiento actual con
respecto a la integridad del esqueleto cuando cada uno de estos tres oligoelementos son

inadecuados en dietas de animales y humanos.

La ID, la deficiencia nutricional mas comun en todo el mundo, se asocia a

menudo con trombocitosis reactiva. Aunque la trombocitosis secundaria se considera
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comunmente inofensiva, hay evidencia acumulativa de que el recuento elevado de
plaquetas, especialmente en el contexto de la ID, puede conducir a un aumento del
riesgo tromboembolico en los sistemas arterial y venoso. Evstatiev, (2016), presento los
mecanismos de la trombocitosis inducida por ID y resumi6 sus consecuencias clinicas
especialmente en pacientes con enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedad
renal crénica o céancer. Plante6 la hipdtesis de que la ID es un factor de riesgo
tromboembdlico subestimado, y que la terapia de reemplazo de hierro puede convertirse

en una estrategia preventiva eficaz en una variedad de entornos clinicos.

La ID y la activacion inmune son las dos causas mas frecuentes de anemia,
ambas basadas en alteraciones de la homeostasis del hierro. La IDA se debe a una
reduccion del contenido de hierro del cuerpo debido a la pérdida de sangre, una ingesta
dietética inadecuada de hierro, su malabsorcion o una mayor demanda de hierro. La
activacion inmune conduce a una desviacion de los flujos de hierro de la médula 6sea
eritropoyética, donde tiene lugar la hemoglobinizacion, a sitios de almacenamiento,
particularmente el sistema de fagocitos mononucleares en el higado y el bazo. Esto da
como resultado eritropoyesis y anemia limitadas con hierro. Esta revision (Nairz et al.,
2016) resume los conceptos diagndsticos y fisiopatologicos actuales de la IDA y la
anemia de la inflamacion, asi como las condiciones combinadas, y proporciona una

vision breve de las nuevas opciones terapéuticas.

La anemia es frecuente en los paises en desarrollo y suele estar relacionada con
la ID. Hubo una asociacion entre los niveles de hemoglobina y la mortalidad por todas
las causas (Shi et al., 2017). La anemia se asoci6 con un mayor riesgo de mortalidad por
todas las causas y la ECV en hombres pero no en mujeres después de ajustar los
potenciales factores de confusién. Una baja y alta ingestion de hierro como porcentaje
de nutrientes recomendado chino (RNI) se asociaron positivamente con la mortalidad
por todas las causas en las mujeres, pero no en los hombres. Tanto los niveles bajos
como altos de hemoglobina estan relacionados con un mayor riesgo de mortalidad por
todas las causas. Tanto el consumo bajo como alto de hierro como porcentaje del RNI

se asocio positivamente con la mortalidad en mujeres.

Sharma et al., (2016), su objetivo fue estimar la prevalencia y el patron de ID en

pacientes con IC con o sin anemia. Su estudio destaca la todavia subestimada y
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descuidada carga de ID en pacientes con IC en la India. Este estudio sugiere mas
estudios a gran escala para caracterizar mejor esta condicion facilmente tratable y

considerar las pruebas de rutina en futuras directrices indias.

La IDA se asocia con una serie de patologias gastrointestinales distintas de la
enfermedad inflamatoria intestinal (EII) y también con trastornos hepaticos. Diferentes
factores como la hemorragia cronica, la malabsorcion y la inflamacién pueden
contribuir a la IDA. Aunque los pacientes con sintomas de anemia son frecuentemente
referidos a gastroenterélogos, el enfoque para el diagnostico y seleccion del tratamiento,
asi como las medidas de seguimiento no esta estandarizado y suboptimo. La ID, incluso
sin anemia, puede afectar sustancialmente la funcién fisica y cognitiva y reducir la
calidad de vida. Por lo tanto, la evaluacion regular del estado de hierro y la conciencia
de las consecuencias clinicas del deterioro del estado de hierro son fundamentales (Stein

etal., 2016).

La enfermedad hepatica cronica se acompainia de maltiples anomalias
hematologicas. La IDA es una complicacion frecuente de la enfermedad hepatica
avanzada. La etiologia es multifactorial, debido principalmente a una hemorragia
cronica en el tracto gastrointestinal. El diagnostico de IDA es muy dificil, ya que los
métodos simples de laboratorio, como el hierro sérico, la ferritina, la Tsat y el volumen
corpuscular medio, estan afectados por la propia enfermedad hepética o por la causa de
la enfermedad, resultando en dificultad en la interpretacion de los resultados. Se han
estudiado varios nuevos parametros, como la ferritina de globulos rojos, el test e indice
de receptores de Tf sérica y la hepcidina, por su utilidad al indicar la ID verdadera en

combinacion con enfermedad hepatica cronica (Gkamprela et al., 2017).

Normalmente se asume que la ID causa la mitad de todos los casos de anemias,
siendo las otras causas principales los trastornos hereditarios de la sangre y las
infecciones como la anquilostomiasis y la malaria. En los paises clasificados como
bajos, medios y altos por el Indice de Desarrollo Humano, se realizd una revision
sistematica de encuestas representativas a nivel nacional que informaron la prevalencia
de ID, anemia ferropénica y anemia entre nifios en edad preescolar y mujeres no

embarazadas de edad reproductiva. Utilizando técnicas de metandlisis de efectos
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aleatorios, se agruparon datos de 23 paises para preescolares y mujeres no embarazadas
en edad reproductiva, y se estimé la proporcion de anemia atribuible a la ID por region,
exposicion a la inflamacion, prevalencia de la anemia y poblacion urbana/configuracion
rural. Petry et al., (2016), a pesar de la gran heterogeneidad, sus andlisis sugieren que la
proporcion de anemia asociada a la ID es menor que la que se suponia anteriormente en
un 50 % en los paises con rango de indice de desarrollo humano bajo, medio o alto. Las
estrategias y los programas de reduccion de la anemia deben basarse en un andlisis de
los datos especificos de cada pais, ya que la ID puede no ser siempre el determinante

clave de la anemia.

La IDA es comun entre los lactantes y los nifios en el Africa subsahariana y es
un importante contribuyente a la carga mundial de enfermedades, asi como un obstaculo

para el desarrollo nacional (Paganini et al., 2016).

El estado funcional es una de las principales preocupaciones en el manejo de la
IC. Recientemente, los ensayos FAIR-HF y CONFIRM-HF demostraron que la
correccion de la anemia mediante la administracién IV de suplementos de hierro mejor6
las variables funcionales en pacientes con deficiencia absoluta o relativa de hierro. Se
supone que la deficiencia relativa de hierro es un marcador de severidad de IC, ya que la
concentracion de ferritina aumenta con las etapas avanzadas de la IC, pero se sabe poco
sobre el impacto de la deficiencia absoluta de hierro (AID). Las evaluaciones
funcionales mas pobres en pacientes con ID previamente reportadas no son causadas por
la fusion de dos poblaciones diferentes (es decir, pacientes con deficiencia absoluta o
relativa de hierro). Pozzo et al., (2017), su estudio ha confirmado que los pacientes con
IC no anémicos con AID tienen un menor consumo de oxigeno. Sin embargo la AID no

tiene ningun impacto en la supervivencia de estos pacientes.

La ID es una comorbilidad frecuente de enfermedades cronicas como la EII que
puede afectar gravemente la salud y la calidad de vida de las personas afectadas. Puede
existir como una condicion silenciosa y manifestarse en sintomas no especificos incluso
en ausencia de anemia. A pesar de que la IDA es la complicacion mas comun y la
manifestacion extra-intestinal de la EIl de los pacientes que son diagnosticados con
anemia ferropénica y no son tratados. Bou-Fakhredin et al., (2017), en esta revision,

analizaron la ID y la IDA en pacientes con EII y revisaron las opciones diagndsticas y
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terapéuticas. Debe haber un acuerdo mas unanime entre las diferentes sociedades sobre
los valores de corte diagndstico especificos para los niveles de proteina C reactiva,

ferritina sérica y Tsat para diferenciar la IDA de la anemia de la enfermedad cronica.

La ID, incluso en ausencia de anemia, puede ser debilitante, y exacerbar
cualquier enfermedad cronica subyacente, dando lugar a una mayor morbilidad y
mortalidad. La ID es frecuentemente concomitante con la enfermedad inflamatoria
cronica; sin embargo, a menudo pasa por alto el tratamiento de la ID, debido en parte a
la heterogeneidad entre las guias de practica clinica. En ausencia de una guia coherente
a través de la ICC, la enfermedad renal cronica y la EIl, ofrecen recomendaciones
practicas para la deficiencia de hierro a los médicos que tratan: definicion, diagnostico y
algoritmos diagnosticos especificos de la enfermedad (Cappellini et al., 2017). Estas
recomendaciones deben facilitar el diagnostico y el tratamiento apropiado de la ID para

mejorar la calidad de vida y los resultados clinicos.

Las guias de practica clinica recomiendan estudios de video capsula endoscopica
(VCE) en pacientes con anemia ferropénica después de las endoscopias convencionales
superior e inferior, pero hay necesidad de estudios que demuestren el rendimiento
diagnostico, el impacto clinico y el costo en algunos subgrupos de pacientes. El
rendimiento de diagndstico VCE es bajo en el estudio etiologico de IDA en mujeres
pre-menopausicas y no hay rentabilidad en relaciéon con el impacto clinico (Garrido

Duran et al., 2015).

La anemia es un problema global que afecta a la poblacion tanto en los paises en
desarrollo como en los desarrollados, y existe un debate sobre el limite de hemoglobina
que se debe utilizar para definir la anemia en la poblacion general y particularmente en
los ancianos. Buttarello, (2016), presenté un enfoque de laboratorio para diagnosticar
las posibles causas de la anemia basadas en pardmetros tradicionales y nuevos
eritroides. En este articulo, se proporcionan algoritmos de diagnodstico practicos que
abordan el diagnéstico diferencial de la anemia. A partir de las clasificaciones
morfologicas y cinéticas, se consideraron tres patrones: microcitico, normocitico y
macrocitico. Los pardmetros de los eritrocitos y los indices de reticulocitos desempeiian

un papel esencial en el diagnostico diferencial de la anemia y en su tratamiento. Se
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necesitan mas esfuerzos para armonizar los parametros cuyos resultados son todavia

demasiado diferentes cuando son producidos por diferentes analistas.

El céncer gastrico es muy prevalente en Cachemira, al igual que las neoplasias
malignas gastrointestinales inferiores. El cancer de colon, el cancer gastrico y la
enfermedad celiaca (EC) son las causas gastrointestinales mas importantes de la IDA en
todo el mundo. Aproximadamente el 9 % de los pacientes con IDA presentan una lesion
sospechosa en el tracto gastrointestinal tras el examen. Sin embargo, la ausencia de
sintomas gastrointestinales y una posible lesion responsable de la pérdida de sangre en
la IDA no se han estudiado en esta zona con una alta prevalencia de malignidad
gastrointestinal. Kadla et al., (2016), su objetivo fue examinar a los pacientes con IDA
sin sintomas gastrointestinales para determinar la causa mas plausible de su pérdida de
sangre. A la luz de la alta incidencia de neoplasias malignas gastrointestinales en este
grupo de pacientes, se necesita un umbral bajo para el cribado gastrointestinal, asi como

un cribado masivo para la IDA.

La IDA es un problema comutn en todo el mundo, y los médicos de todas las
especialidades deben ser competentes en su tratamiento. Mientras que la mayoria de los
pacientes responden bien a las preparaciones orales de hierro, una minoria sustancial
presenta efectos secundarios que hacen que se adhieran mal a su tratamiento. Para los
pacientes con intolerancia al hierro oral, los que responden mal a pesar de una buena
adherencia, y los que tienen anemia grave y/o sintomatica, el hierro IV es una excelente
alternativa. Sin embargo, es mas caro y conlleva un riesgo muy pequefio pero
potencialmente mortal en las infusiones severas por reacciones de hipersensibilidad.
Después de describir las principales caracteristicas del metabolismo del hierro, Taylor y
Rampton, (2015), en esta revision compararon las indicaciones para la terapia con hierro
oral e IV, y se centraron en como maximizar la eficacia y la seguridad de las dos rutas

diferentes.

La ID causa consecuencias adversas a largo plazo para los nifos y es la

deficiencia nutricional méas comun en todo el mundo (Goheen et al., 2016).

La anemia es el desorden hematoldgico mas comun que afecta a la humanidad y

se observa generalmente en estados de enfermedad cronicos tales como anemia no
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especifica, que puede causar dificultades diagnodsticas. En los enfermos cronicos con
anemia, esto tiene un impacto negativo en la calidad de vida, asi como la supervivencia.
Madu y Ughasoro, (2017), este trabajo tiene como objetivo revisar la patogénesis de
esta forma de anemia con el fin de sugerir objetivos futuros para la intervencion
terapéutica. La capacidad de diagnosticar este trastorno depende de la capacidad del
médico para correlacionar las posibles vias clinicas de la enfermedad subyacente con el
estado ferrocinético de los pacientes. Es importante destacar la ID y otras causas de la
anemia, ya que el diagndstico erroneo en la mayoria de los casos conduce a una
refractaria a la terapia estdndar. Las citoquinas y las proteinas de fase aguda juegan un
papel importante en la patogénesis de la anemia de la enfermedad cronica. Las
alteraciones en el metabolismo del hierro a través de la molécula hepcidina y ferritina
son en gran parte responsables de la consiguiente anemia. La ID concomitante podria
estar presente y podria afectar al diagnostico y al protocolo terapéutico. Las opciones de
tratamiento incluyen el uso de estimulantes de la eritropoyesis, la transfusion de sangre

y los suplementos del hierro, ademas de tratar la enfermedad subyacente.

En la ultima década se ha puesto de manifiesto que, de manera similar a las
células nucleadas, los gldbulos rojos enucleados son susceptibles a la muerte celular
programada por apoptosis. La apoptosis eritrocitica parece desempefiar un papel en el
aclaramiento fisioldgico de los hematies envejecidos, pero también puede estar
implicada en la anemia de diferentes fuentes etioldgicas, incluyendo la terapia con
farmacos y las enfermedades infecciosas. En la malaria, la anemia grave es una
complicaciéon comun que conduce a la muerte de nifios y mujeres embarazadas que
viven en las regiones endémicas de Africa. La patogénesis de la anemia paltdica es
multifactorial e implica tanto la produccion ineficaz de gldébulos rojos por la médula
6sea como la eliminacién prematura de globulos rojos no parasitados, fendmenos
potencialmente asociados con la apoptosis. Totino et al., (2016), discutieron las
evidencias que asocian la apoptosis eritrocitica con la patogénesis de la anemia grave de
la malaria, asi como la regulacion de la depuracion del parésito en la malaria. Los
esfuerzos para comprender el papel de la apoptosis eritrocitica en la anemia paltidica
pueden ayudar a identificar objetivos potenciales de intervencion terapéutica basados en
vias apoptdticas y, en consecuencia, mitigar los efectos nocivos de la malaria en la salud

publica mundial.
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La IDA se asocia con la EC. Aunque la dieta libre de gluten es un tratamiento
eficaz para la EC, la IDA sigue siendo un hallazgo ocasional durante el seguimiento y se
correlaciona con la exclusion inadecuada de gluten. Poco se sabe acerca de la IDA
persistente a pesar de la dieta libre de gluten eficaz. Efthymakis et al., (2017), su
objetivo fue evaluar el papel de la endoscopia de la capsula del intestino delgado en ese
contexto. La endoscopia de la capsula del intestino delgado dio resultados significativos
en el 23 % de los celiacos con IDA persistente a pesar de la dieta libre de gluten
adecuada. Estos se asociaron a hipoalbuminemia, lo que indica su presencia en estadios

mas graves de la enfermedad.

La anemia se define como la hemoglobina por debajo del limite de normalidad
en los estudios que examinan el tracto gastrointestinal (GI) en la IDA. Aunque el riesgo
de cancer GI aumenta a medida que disminuye la hemoglobina, las pautas no suelen
recomendar umbrales de hemoglobina para la investigacion de IDA. No solo el cancer
GI, sino también las angiodisplasias difusas causaron la anemia mas grave en IDA con

valores predefinidos de hemoglobina <9 g/dL (Bosch et al., 2017).

La esferocitosis hereditaria debe sospecharse siempre frente a un niflo con
anemia, hiperbilirrubinemia, esplenomegalia o litiasis biliar sin causa evidente, en el
asintomatico con antecedente familiar positivo y en el neonato con hiperbilirrubinemia
sin incompatibilidad. Su deteccion precoz es fundamental para evitar el kernicterus. El
seguimiento de estos nifios incluye un control periodico estricto, y se debe informar
sobre las pautas de alerta frente a crisis hemoliticas o aplasicas, asi como la pesquisa
precoz de litiasis biliar. Por lo general, la decision de esplenectomia estd mas asociada a
calidad que a riesgo de vida y debe ser una decision consensuada entre paciente, padres
y médicos tratantes. El seguimiento posterior se basa en el control del cumplimiento del
tratamiento antibidtico profilactico y la caracterizacion temprana de todo episodio

infeccioso (Comité Nacional de Hematologia et al., 2015).

Enjuanes et al., (2016), su objetivo fue evaluar el efecto del déficit de hierro y la
anemia en la capacidad de esfuerzo submaxima de pacientes con ICC. El déficit de
hierro se defini6 como un valor de ferritina < 100 ng/mL o una Tsat <20 % cuando la

ferritina era < 800 ng/mL. Se efectuaron también determinaciones de otros marcadores
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del estado del hierro. En los pacientes con ICC, el déficit de hierro, pero no asi la
anemia, se asocio con deterioro de la capacidad de ejercicio subméxima y limitacion

funcional sintomatica.

Tanto un exceso de hierro como la ID puede dar lugar a problemas cardiacos
importantes. Los parametros que representan la heterogeneidad de la repolarizacion
ventricular, como la dispersion QT (QTd), la dispersion QT corregida (QTcd), el
intervalo entre el pico y el final de la onda T (Tp-e) y la dispersion Tp-e, no han sido
evaluados en nifios sanos con bajos niveles de hierro con anterioridad. Karadeniz et al.,
(2017), sus resultados mostraron que un bajo nivel de ferritina sérica se asocia con
cambios en algunos parametros del electrocardiograma (ECG) como el PWd
prolongado, el intervalo Tp-e, el QT, el QTc y dispersiones de TP-e en otros nifios
sanos y estudios de otras poblaciones indicaron que estos parametros pueden predecir
arritmias en pacientes seleccionados. Estos pacientes pueden considerarse con algin
riesgo de desarrollar arritmias. Por lo tanto, una evaluacion cuidadosa de estos

parametros del ECG es necesaria en nifios sanos con depdsitos bajos de hierro.

La anemia es una de las manifestaciones extraintestinales mas comunes de la
EIl. La patogénesis de la anemia en la EIl es compleja, pero la ID combinada con la
inflamacion es el factor mas comun relacionado con el desarrollo de la anemia. Sin
embargo, otras causas, como la vitamina Bi> y la deficiencia de folato, hemdlisis,
mielosupresion y la droga no deben pasarse por alto. Ademdas la ferritina, los
marcadores inflamatorios y nuevos parametros bioquimicos como la hepcidina y el
indice de ferritina se estan probando como herramienta de diagnostico. El primer paso
para el tratamiento es el control de la actividad de la enfermedad y la suplementacion
con hierro. Aunque el hierro oral es ampliamente utilizado, la terapia con hierro IV debe
considerarse en pacientes que son intolerantes a la terapia con hierro oral, tienen anemia
severa y refractaria o estan en estado de enfermedad activa. Recientemente, se han
introducido nuevas formulaciones de hierro IV y debido a su seguridad y facilidad de
uso, se han convertido en la modalidad de tratamiento estandar para controlar la anemia
en la EIl. La eritropoyetina y la transfusion pueden considerarse en situaciones
especificas. La vitamina B> y los suplementos de folato también son importantes en los

pacientes que son deficientes en estos micronutrientes. Dado que la anemia en los
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pacientes con EII podrian influir significativamente en el resultado de la enfermedad, se

necesitan mas estudios y una guia estandar para la EII (Kim, 2015).

Un hombre de 57 afos con IDA desarrollé malestar general, disnea de esfuerzo
y caracteristicas de IC desproporcionadas con su anemia (hemoglobina 120 g/L).
McGrath et al., (2016), las investigaciones mostraron un ventriculo izquierdo
severamente dilatado con una fraccion de eyeccion del 15 %, debido a la cardiomiopatia
dilatada. Fue tratado con dosis altas de diuréticos, inhibidores de la ECA y terapia con
B-bloqueantes. La investigacion subsecuente en su IDA reveld un nuevo diagnostico de
la EC. Después de comenzar una dieta libre de gluten, su funcién cardiaca mejord
notablemente, con fraccion de eyeccion alcanzando el 70 %, permitiendo que sus
medicamentos cardiacos se retirasen. Este caso sugiere un vinculo entre la EC y la

cardiomiopatia.

La IC con fraccion de eyeccion conservada (HFpEF) es un sindrome altamente
prevalente caracterizado por una elevada morbimortalidad (Lekavich et al., 2015). Los
mecanismos fisiopatoldgicos implicados en la progresion de la enfermedad son
multifactoriales y en muchos casos mal descritos (Senni et al., 2014; Upadhya et al.,
2015). La ID ha surgido como un nuevo factor fisiopatoldgico y objetivo terapéutico en
pacientes con IC con fraccion de eyeccion reducida (HFrEF). En estos pacientes, la ID
se asocia a una disminucion de la capacidad funcional y disminuy6 el riesgo de
resultados adversos (Jankowska et al., 2011; Klip et al., 2013). Curiosamente, el
tratamiento con carboximaltosa férrica IV resulté en la mejora de la capacidad funcional
y disminuy¢ el riesgo de hospitalizaciones en los ensayos clinicos aleatorios (Anker et

al., 2009; Ponikowski et al., 2015).

A pesar de que la prevalencia de la ID en pacientes con HFpEF ha sido reportada
como alta (Klip et al., 2013; Kasner et al., 2013), no hay estudios con el objetivo de

evaluar las implicaciones fisiopatologicas de ID en pacientes con HFpEF avanzado.

Nuiez et al., (2016), en conclusion, encontraron que los parametros estandar de
ID, como la ferritina sérica y el indice de Tsat se relacionaron con la capacidad

funcional del paciente evaluado por pico VO2 en HFpEF avanzada.
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La anemia es comin en pacientes con ICC y un predictor independiente de mal
pronostico. La anemia cronica conduce a hipertrofia ventricular izquierda (VI) e IC,
peros sus mecanismos moleculares siguen siendo en gran parte desconocidos. Naito et
al., (2009), investigaron los mecanismos, incluida la via de sefializacion molecular, de la
remodelacion cardiaca inducida por la IDA. La sobrerregulacion de la concentracion de
Epo en suero y la fosforilacion cardiaca de STAT3 se asocia con un mecanismo
adaptativo beneficioso de hipertrofia cardiaca inducida por anemia, y posteriormente, la
disminucion de los niveles de estas moléculas puede ser fundamental para la transicion
de hipertrofia cardiaca adaptativa a disfuncion cardiaca en anemia a largo plazo.
Comprender el mecanismo de la inadaptacion cardiaca puede conducir a una nueva

estrategia para el tratamiento de la ICC con anemia.

2.3.2 SOBRECARGA DE HIERRO Y SALUD CARDIOVASCULAR

La eficiencia del hierro Fe?* para ceder electrones y la del hierro Fe** para
aceptarlos, es una caracteristica fundamental para muchas reacciones bioquimicas del
organismo. Sin embargo, esta caracteristica lo convierte también en un peligro
potencial, ya que bajo condiciones aerobias, facilmente puede catalizar la formacion de
radicales libres nocivos, especies reactivas de oxigeno o mas coloquialmente radicales

libres (Papanikolaou y Pantopoulos, 2005).

La toxicidad del hierro se basa en la quimica de Fenton y de Haber-Weiss
(Kruszewski, 2003; Papanikolaou y Pantopoulos, 2005), donde pequenas cantidades del
mineral son suficientes para formar radicales hidroxilo (OH'), a partir de superdxido
(O2) y peroxido de hidrogeno (H202), conocidos como intermediarios reactivos de

oxigeno (ROS) (Papanikolaou y Pantopoulos, 2005; Sarria et al., 2007).

Cabe mencionar que los ROS se producen inevitablemente por la respiracion
aerobia y se forman a través de la reduccion incompleta de oxigeno molecular en la
mitocondria. Asi mismo, se pueden generar durante reacciones enzimadticas en otros

subcompartimentos de la célula, tales como peroxisomas, reticulo endopldsmico o en el
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citoplasma. También se producen en el borde de la membrana celular a través del
complejo NADPH oxidasa, una enzima que se expresa principalmente en neutrofilos y
macréfagos, pero también es expresada en otros tipos celulares. La NADPH oxidasa es
una herramienta importante para la defensa del organismo (Papanikolaou vy

Pantopoulos, 2005).

El potencial redox del hierro no solo cataliza la formacion de radicales hidroxilo;
también cataliza la formacion de especies reactivas organicas, tales como ROOs, Ros,
RS 0 RSOOs. Del mismo modo, el hierro hemo (contenga o no hemoproteinas) cataliza
la formacion de radicales libres, via formacion de intermediarios de oxoferrilo

(Papanikolaou y Pantopoulos, 2005).

Finalmente, el hierro ferroso también puede contribuir como reactivo mas que
como catalizador, para la generacién de radicales libres a través de una interaccion

directa con el oxigeno.

Los radicales libres son especies muy reactivas y promueven la oxidacién de

proteinas, peroxidacion de lipidos de membrana y modificacion de dcidos nucleicos.

Un incremento en los niveles de especies reactivas de oxigeno, que va mas alla
de la capacidad antioxidante del organismo, ocasionando estrés oxidativo, se puede
encontrar en ciertas situaciones patologicas como inflamacion cronica, reperfusion
isquémica causada por una lesion o neurodegeneracion (Ischiropoulos y Beckman,

2003; Papanikolaou y Pantopoulos, 2005), y en general las ECVs (Ross, 1999).

Un exceso de hierro con actividad redox agrava el estrés oxidativo y acelera la
degeneracion tisular. Esto se hace evidente en desordenes hereditarios o sobrecargas

secundarias de hierro.

En condiciones fisiologicas el hierro extracelular se encuentra ligado a la Tf, que
ademas de transportar el hierro a través del plasma, lo mantiene soluble y
“practicamente” no-toxico, por no ser capaz de llevar a cabo las reacciones de Fenton y

Haber-Weiss. En situaciones de sobrecarga de hierro, se satura la capacidad de union
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con la Tf. Asi, el hierro no ligado a Tf, se internaliza en tejidos, a través de mecanismos

poco definidos que originan dafio celular (Papanikolaou y Pantopoulos, 2005).

Diversos estudios han investigado el efecto del hierro en la peroxidacion lipidica
(Crichton et al., 2002; Bartzokis et al., 2007; West y Oates, 2008). El hierro podria estar
involucrado en la patologia aterosclerotica mediante la promocion de la modificacion
oxidativa de LDL, aumentando asi su potencial aterogénico. La peroxidacion lipidica,
puede incluso dafiar las membranas de otras células; con lo cual se incrementa LDL-
colesterol (LDL-C), disminuye HDL-C y se altera la presion sistolica sanguinea; por lo

que se define como factor de riesgo de aterosclerosis y ECV (Edison et al., 2008).

La IC es un problema de salud comunitario importante. La prevalencia y la
incidencia de la IC han seguido aumentando a lo largo de los afios. A pesar de los
recientes avances en la terapia de la IC, el prondstico sigue siendo pobre, la tasa de
rehospitalizacion es muy alta, y la calidad de vida es peor. Las comorbilidades en la IC
tienen un impacto negativo en el curso clinico de la enfermedad, deterioran atin mas el
prondstico y afiaden dificultades al tratamiento del cuadro clinico. Por lo tanto, el
manejo exitoso de comorbilidades es muy recomendable ademds del tratamiento
convencional para la IC. Una de las comorbilidades més comunes en la IC es la
presencia de ID y anemia. La evidencia actual sugiere que la ID y la anemia son mas
frecuentes en pacientes con IC y reduccion de la fraccion de eyeccion, asi como
aquellos con IC y fraccion de eyeccion preservada. Por otra parte, la ID y la anemia se
denominan predictores independientes de mal pronostico en la IC. Existe una fuerte
relacion entre la ID o la anemia y la gravedad del estado clinico de la IC (Cavusoglu et

al., 2017).

Es habitual para el tratamiento de la anemia el suministro diario y durante un
tiempo prolongado de hierro conduciendo en ocasiones a sobrecarga de hierro. La
hepatotoxicidad es frecuente en estos pacientes seguida de otras patologias
cardiovasculares, endocrinas y musculares. El exceso de hierro podria estar involucrado
en la patologia aterosclerdtica mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno
y la promocion oxidativa de LDL, aumentando asi su potencial aterogénico. La

peroxidacion lipidica, puede incluso dafiar las membranas de otras células; con lo cual
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se incrementa LDL-C, disminuye HDL-C y se altera la presion sistolica sanguinea; por

lo que se define como factor de riesgo de aterosclerosis y ECV (Edison et al., 2008).

La ferritina y el aumento de las reservas de hierro aparecieron por primera vez
en la lista de factores de riesgo cardiovascular hace mas de 30 afios y su papel causal en
la patogénesis de la aterosclerosis ha sido muy discutido desde principios de los noventa
(Kraml, 2017). Parece que ademas de los factores tradicionales como la
hiperlipoproteinemia, la hipertension, la diabetes mellitus, la obesidad, la inactividad
fisica, el tabaquismo y la historia familiar, las altas reservas de hierro representan un
parametro adicional que podria modificar el riesgo cardiovascular individual. El papel
del hierro en la patogénesis de la aterosclerosis se asocio inicialmente principalmente
con su capacidad para catalizar la formacién de radicales libres de oxigeno altamente
reactivos y la oxidacion de las lipoproteinas aterogénicas. Mas tarde, quedo claro que el
mecanismo es mas complejo. La aterosclerosis es un proceso inflamatorio
fibroproliferativo cronico y el hierro, a través del aumento del estrés de oxidacion, asi
como directamente, puede controlar tanto las respuestas inmunes nativas como
adaptativas. Dentro de la pared arterial, el hierro afecta a todos los tipos de células que
participan en el proceso aterosclerdtico (monocitos/macréfagos, células endoteliales,
células del musculo liso vascular y plaquetas). La mayor parte del hierro intracelular se
une a la ferritina, mientras que el hierro redox activo forma una piscina de hierro labil.
Los macrofagos proinflamatorios y antiinflamatorios dentro de la placa arterial difieren
con respecto a la cantidad de hierro intracelular y muy probablemente con respecto a su
piscina de hierro 1abil. Sin embargo, la relacion entre la ferritina en plasma y la piscina
intracelular de hierro 1abil no se ha aclarado completamente. Los datos de estudios de
poblacion documentan que el consumo de carne y la falta de actividad fisica
contribuyen al aumento de las reservas de hierro. Los pacientes con hemocromatosis
hereditaria, a pesar del almacenamiento extremo de hierro, no muestran una mayor
manifestacion de aterosclerosis probablemente debido a la baja expresion de hepcidina

en los macrofagos.

La cardiomiopatia por sobrecarga de hierro ocurre en una forma primaria rara
(es decir, hemocromatosis) y una forma secundaria muy comuin en una serie de
hemoglobinopatias (por ejemplo, talasemia, anemia de células falciformes) de

prevalencia global sustancial y creciente que transformado la cardiomiopatia por
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sobrecarga de hierro en una epidemia. Se sabe que el calcio intracelular ([Ca®]i) es un
regulador critico de la funcion miocardica, en el cual desempefia un papel clave en el
mantenimiento del acoplamiento excitacion-contraccion cardiaca. Se ha propuesto que
una alteracion en la regulacion del ciclo cardiaco es un factor importante en la
disfuncion ventricular izquierda en la cardiomiopatia por sobrecarga de hierro.
Khamseekaew et al., (2016), resumen de manera exhaustiva los informes relacionados
con los efectos de la sobrecarga de hierro sobre la regulacion del calcio cardiaco,
incluyendo la alteracion en el nivel de calcio intracelular, la funcion del canal de calcio
con voltaje y la actividad de la proteina del ciclo del calcio. Se presentan y discuten
informes consistentes, asi como hallazgos inconsistentes, tanto de estudios in vitro
como in vivo. La comprension de estos mecanismos ha proporcionado nuevos
conocimientos fisiopatologicos importantes y ha llevado al desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas y preventivas para pacientes con cardiopatia por sobrecarga de

hierro que se encuentran actualmente en ensayos clinicos.

Hay escasas pruebas con respecto al uso de quelantes de hierro en pacientes con
hemocromatosis hereditaria que son intolerantes a la flebotomia o a la eritrocitaféresis
(Tauchenova et al., 2016). Un hombre de 52 afios de edad con hemocromatosis HFE
confirmada genéticamente presentaba enfermedad hepatica e IC con disfuncion sistolica
ventricular izquierda grave. Debido a la anemia después del tratamiento inicial, se
afiadié deferoxamina IV seguida de deferiprona oral a eritrocitféresis menos frecuente,
que normaliz6 la funcidn sistdlica en 1 afo. La resonancia magnética cardiaca repetida
revel6 mejoria del tiempo de relajacion T2*. Este informe ilustra el efecto beneficioso
de los quelantes de hierro en individuos con hemocromatosis HFE y la tolerancia pobre

de eritrocitféresis.

Los quelantes de hierro se utilizan para tratar pacientes con cardiopatia por
sobrecarga de hierro. Sin embargo, una comparacion directa de los beneficios de tres
queladores comunes de hierro: 1) deferoxamina (DFO), 2) deferiprona (DFP) y 3)
deferasirox (DFX) o un antioxidante (N-acetil cisteina (NAC)) con un DFO combinado
y tratamientos de NAC sobre la funcion ventricular izquierda con sobrecarga de hierro
no se han investigado. El tratamiento combinado con DFP y NAC tuvo mayor eficacia

que la monoterapia en la cardioproteccion mediante la reduccion de la deposicion

79



g Alberto Muioz Garcia

cardiaca de hierro y la mejora de la funcién mitocondrial cardiaca en ratas

sobrecargadas de hierro (Wongjaikam et al., 2016).

Los pacientes con talasemia no dependiente de la transfusion (NTDT)
experimentan una amplia gama de complicaciones clinicas a pesar de su independencia
de las transfusiones de globulos rojos frecuentes y regulares (Saliba y Taher, 2016).
Segun la compresion actual de NTDT, estas complicaciones clinicas se derivan de la
interaccion de multiples factores fisiopatologicos: eritropoyesis ineficaz, sobrecarga de
hierro e hipercoagulabilidad. El estado de anemia crénica e hipoxia resultante de
eritropoyesis ineficaz y hemolisis conduce a la expansion de la médula eritroidea y la
hematopoyesis extramedular. La eritropoyesis cronica también desencadena un aumento
de la absorcion intestinal de hierro y la deposicion en el higado y las glandulas
endocrinas a pesar de la falta de carga de hierro transfusional. Los pacientes con NTDT
también tienen una mayor incidencia de enfermedad tromboembolica, hipertension

pulmonar y isquemia cerebral silenciosa.

El hierro es uno de los elementos més abundantes de la Tierra y un componente
fundamental de las enzimas y otras proteinas que participan en una amplia gama de
procesos biologicos (Oikonomidou et al., 2016). Como el cuerpo humano no tiene
mecanismos para eliminar el exceso de hierro, su metabolismo necesita ser
estrictamente controlado para evitar todas las secuelas asociadas con altos niveles de
hierro. La sobrecarga de hierro es la principal causa de morbilidad y mortalidad en la
beta-talasemia. El regulador maestro de la homeostasis del hierro, la hepcidina, estd
croénicamente deprimido en este trastorno, lo que lleva a una mayor absorcion intestinal
de hierro y la consiguiente sobrecarga de hierro. Muchos grupos se han centrado en
obtener una mejor comprension de las vias implicadas en la regulacion del hierro.
Recientemente se han sintetizado nuevas moléculas y se han utilizado en modelos
animales de metabolismo desregulado del hierro, demostrando su capacidad para dirigir
y reducir la carga de hierro. Los oligonucledtidos antisentido, asi como los pequefios
péptidos RNAs de interferencia y minihepcidinas formulados en nanoparticulas
lipidicas, son agentes novedosos que ya han demostrado ser eficientes en la modulacion
del metabolismo del hierro en modelos murinos y por lo tanto son candidatos

prometedores para el tratamiento de pacientes afectados por trastornos de hierro.
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La beta-talasemia es un trastorno hereditario de la hemoglobina causado por la
sintesis reducida o ausente de las cadenas de globina beta de la hemoglobina (Kumfu et
al., 2017). Esto da lugar a resultados variables que van desde -clinicamente
asintomaticos a la anemia severa, que entonces tipicamente requiere la transfusion de
sangre regular. Estas transfusiones regulares de sangre pueden resultar en una condicion
de sobrecarga de hierro. La condicion de sobrecarga de hierro puede conducir a la
acumulacion de hierro en varios 6rganos, especialmente en el corazon, lo que lleva a la
cardiomiopatia por sobrecarga de hierro, que es la principal causa de mortalidad en
pacientes con talasemia. En las ultimas décadas, no hay duda de que el uso de ratones 3-
talasémicos como modelo de estudio para investigar la fisiopatologia de la
miocardiopatia por sobrecarga de hierro y el papel de diversas intervenciones
farmacologicas ha arrojado alguna luz para comprender esta grave complicacion y
mejorar la disfuncion cardiaca asociada. La comprension en profundidad de alteraciones
biomoleculares en el corazén de estos ratones talasémicos con sobrecarga de hierro

ayudara a dar una guia para enfoques terapéuticos mas eficaces en un futuro préximo.

Las microhemorragias cerebrales estan fuertemente ligadas a la disfuncion
cognitiva en los ancianos. La acumulacién de hierro juega un papel importante en la
patogénesis de la hemorragia intracraneal. La deferoxamina (DFX), un quelante
metalico, elimina la sobrecarga de hierro y protege contra el dafio cerebral en la
hemorragia intracraneal. En este estudio (He et al., 2016), los efectos protectores de
DFX contra las microhemorragias se examinaron en ratones. La acumulacion de hierro
después de la hemorragia intracraneal indujo un dafio secundario grave al cerebro.
Propusieron que la acumulacion de hierro después de las microhemorragias parietales
deteriord la cognicion espacial. Después de las microhemorragias parietales multiples,
el aumento del hierro y del contenido de ferritina inducida por la barrera
hematoencefalica, la activacion microglial, y la pérdida inducida de dendritas,
finalmente perjudico el laberinto de agua, el tratamiento de deferoxamina protegio

frente a estos dafios.

La prolongacion de la repolarizacion cardiaca (intervalo QT) se ha investigado
en estudios de pacientes con sobrecarga de hierro. Sin embargo, previamente no se ha

llevado a cabo ningln estudio poblacional anterior que examine el efecto del aumento
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de las reservas de hierro en la prolongacion del intervalo QT (Henriksen et al., 2016).
Han probado la hipdtesis de que el aumento de las reservas de hierro y el genotipo
hemocromatosis (aumento genético de los depdsitos de hierro) se asocian con la
prolongacion del intervalo QT. Incluyeron 20261 individuos del Danish General
Suburban Population Study y examinaron las diferencias en el intervalo QT segun la
concentracion de ferritina, Tsat, concentracion de hierro, concentracién de Tty genotipo
de hemocromatosis (C282Y/C282Y). Ademas se realiz6é un meta-analisis de estudios de
casos y controles sobre pacientes con talasemia mayor y intervalo QT. Las asociaciones
no fueron explicadas por la inflamacién y el genotipo de hemocromatosis no estuvo
asociado con la longitud del intervalo QT. En conclusion, el aumento de las reservas de
hierro, independiente del genotipo de la hemocromatosis y la inflamacion, se asocian
con la prolongacion del intervalo QTc en los hombres. Este es un hallazgo novedoso.
Ademas el metaanalisis mostré un intervalo QT prolongado en pacientes con talasemia

mayor que en controles sanos.

El higado, como el principal compartimento de almacenamiento de hierro y el
lugar de la sintesis de hepcidina, es el 6rgano central que participa en el mantenimiento
de la homeostasis del hierro en el cuerpo. La acumulacion excesiva de hierro es un
factor importante en la progresion de la enfermedad hepatica a cirrosis y carcinoma
hepatocelular. Sikorska et al., (2016), revisaron la literatura sobre la patogénesis
molecular de la sobrecarga de hierro y sus consecuencias clinicas en las enfermedades
hepaticas cronicas. La acumulacion excesiva de hierro corporal en la cirrosis hepatica es
un predictor importante de la insuficiencia hepatica y los datos disponibles sugieren que

puede ser considerada como objetivo para la terapia adyuvante en esta condicion.

La sobrecarga de hierro es un factor prondstico adverso para pacientes sometidos
a trasplante de células madre hematopoyéticas (TCMH). En la configuracion de TCMH,
la ferritina pre-trasplante y post-trasplante y la Tsat se encontraron elevadas debido a los
requisitos de alta transfusion. Ademads de eso, se demostré que la sobrecarga de hierro
post-TCMH estaba relacionada con infecciones, sindrome de obstruccion hepatica
sinusoidal, mucositis, disfuncion hepatica y enfermedad aguda de injerto contra
huésped. La hiperferritinemia provoca una disminucion de las tasas de supervivencia en
los entornos pre y post-transplante. Los niveles séricos de ferritina, la resonancia

magnética y la biopsia hepdatica son herramientas de diagndstico para la sobrecarga de
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hierro. La disfuncidon organica debida a la sobrecarga de hierro puede causar altas tasas
de mortalidad y por lo tanto se recomienda una terapia de quelacion de hierro suficiente
en este contexto. En esta revision se discute el manejo de la sobrecarga de hierro en el

TCMH adulto (Atilla et al., 2017).

El higado juega un papel importante en la homeostasis del hierro: por lo tanto,
en pacientes con enfermedad hepatica cronica, la regulacion del hierro puede estar
afectada. Los niveles més altos de hierro estan presentes no s6lo en pacientes con
hemocromatosis hereditaria, sino también en aquellos con enfermedad hepatica
alcohdlica, enfermedad hepatica grasa no alcoholica e infeccion viral por hepatitis C. La
enfermedad hepatica cronica disminuye las funciones sintéticas del higado, incluida la
produccion de hepcidina, una proteina clave en el metabolismo del hierro. Los niveles
mas bajos de hepcidina dan lugar a una sobrecarga de hierro, lo que conduce a depoésitos
de hierro en el higado y a niveles mas altos de hierro no ligado a la Tf en el torrente
sanguineo. El hierro combinado con especies reactivas de oxigeno conduce a un
aumento de los radicales hidroxilo, que son responsables de la peroxidacion de
fosfolipidos, la oxidacion de las cadenas laterales de aminodcidos, las deformaciones de
ADN vy la fragmentacion de proteinas. El dafio celular inducido por hierro puede
prevenirse regulando la produccion de hepcidina o administrando agonistas de
hepcidina. Ambos métodos han dado resultados exitosos en modelos de raton (Milic et

al., 2016).

La sobrecarga de hierro solia estar considerada rara en pacientes en
hemodialisis, pero su frecuencia clinica se estd sabiendo cada vez maés. El higado es el
sitio principal de almacenamiento de hierro y la concentracion de hierro hepatico (CHH)
estad estrechamente correlacionada con las reservas totales de hierro en pacientes con
hemosiderosis secundaria y hemocromatosis genética. La resonancia magnética es ahora
el método estandar de oro para la estimacién y el monitoreo de CHH en pacientes no
renales. Los estudios de CHH en pacientes de hemodialisis por resonancia magnética
cuantitativa y susceptometria magnética han demostrado una fuerte relacion entre el
riesgo de sobrecarga de hierro y el uso de productos de hierro IVs prescritos a dosis
determinadas por los limites de biomarcadores de hierro contenidos en las directrices

actuales de manejo de anemia. Estos hallazgos han desafiado la validez tanto de los
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limites de biomarcadores de hierro como de las guias clinicas actuales, especialmente
con respecto a las dosis de hierro IV recomendadas. Tres estudios observacionales a
largo plazo han sugerido recientemente que las dosis excesivas de hierro IV pueden
estar asociadas con un mayor riesgo de eventos cardiovasculares y muerte en pacientes
en hemodialisis. Rostoker et al., (2016), postularon que la sobrecarga de hierro
iatrogénica en la era de los agentes estimulantes de la eritropoyesis puede aumentar en
silencio las complicaciones en pacientes en dialisis sin crear signos y sintomas clinicos
francos. Los niveles altos de hepcidina-25 se relacionaron recientemente con eventos
cardiovasculares fatales y no fatales en pacientes en didlisis. Por lo tanto, es tentador
postular que la via fisiopatoldgica principal que conduce a estos eventos puede implicar
la hormona principal pleiotrépica hepcidina (sinergizada por el factor de crecimiento de
fibroblastos 23), que regula el metabolismo del hierro. El estrés oxidativo como
resultado de las infusiones de hierro IV y la sobrecarga de hierro, mediante la liberacién
de hierro 1abil no ligado a la Tf, podria representar un “segundo golpe” en el lecho
vascular. Finalmente, la deposicion de hierro en el miocardio de pacientes con
sobrecarga severa de hierro también podria desempefiar un papel en la patogénesis de la

muerte subita en algunos pacientes.

La nueva ecocardiografia tridimensional de seguimiento de manchas (3DSTE)
puede permitir una cuantificacion completa de la mecénica miocardica ventricular
izquierda mundial. El indice compuesto del ventriculo izquierdo de deformacion,
torsion y disincronia derivado de 3DSTE permite la deteccion sensible de la sobrecarga

de hierro miocardico en pacientes con talasemia (Li et al., 2016).

Faruqi et al., (2016), estudiaron los parametros del intervalo QT en pacientes con
talasemia mayor y su asociacion con los niveles séricos de ferritina. La
electrocardiografia podria ser un medio 1til para la deteccion preclinica de la afectacion

cardiaca debido a la sobrecarga de hierro en pacientes con talasemia mayor.

La aparicion de deposicion de hierro cardiaco es uno de los defectos tardios del
hierro sobre la carga que causa la ECV en los pacientes afectados por la beta-talasemia
mayor. La evaluacion de algunos factores de riesgo cardiovascular juega un papel
crucial en la prediccion y prevencion de la ECV. Un nivel més alto de algunos factores

de riesgo como el equilibrio pro-oxidante-antioxidante, la concentracion de la relacion
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apoB/Al y los perfiles lipidicos puede implicarse en las consecuencias patoldgicas
pronosticas en pacientes con beta-talasemia mayor. Aun asi, contribuyen al desarrollo

gradual de las ECVs (Ghorban et al., 2016).

Ari et al., (2017), el proposito de su estudio es determinar la disfuncion
temprana del miocardio en pacientes con P—talasemia mayor. Cuando la disfuncion
miocardica no puede ser detectada por ecocardiografia convencional, puede detectarse
mediante la ecografia Doppler (TDI) o la ecocardiografia de localizacion de manchas
(STE). Aunque la Imagen por Resonancia Magnética T2* (T2* MRI)* es la prueba mas
sensible para detectar la carga de hierro miocardico, TDI y STE se pueden utilizar para
la deteccion de la disfuncion miocardica. Los valores de deformacion anormal,
especialmente circunferenciales, pueden ser detectados como el primer hallazgo de

carga anormal de hierro y relacionado con los valores de T2*.

Antes de la introduccion de agentes estimulantes de la eritropoyesis (AEE) en
1989, las transfusiones repetidas dadas a los pacientes con enfermedad renal terminal
causaron sobrecarga de hierro, y la necesidad de hierro suplementario era rara. Sin
embargo, con la introducciéon generalizada de los AEE, se reconocid que el hierro
suplementario era necesario para optimizar la respuesta de la hemoglobina y permitir la
reduccion de la dosis de los AEE por razones econdmicas y las preocupaciones
recientes sobre la seguridad de los AEE. También se encontré que la suplementacion
con hierro era mas eficaz via IV en comparacion con la administracion oral, y el uso de
hierro IV se ha intensificado en los ultimos afios. La seguridad de varios compuestos de
hierro ha sido de interés tedrico debido a su potencial para inducir sobrecarga de hierro,
estrés oxidativo, reacciones de hipersensibilidad y un ambiente permisivo para procesos
infecciosos. Por lo tanto, se convocd un grupo de expertos para evaluar los beneficios y
riesgos del hierro parenteral y para proporcionar estrategias para su uso 0ptimo mientras
se mitiga el riesgo de reacciones agudas y otros efectos adversos (Macdougall et al.,

2016).

Diversos factores de riesgo se asocian claramente con aterosclerosis: edad,
género, dislipemias, tabaquismo, hipertension, diabetes mellitus, obesidad y estilo de

vida sedentario. Sin embargo, se sugiere que la causa de casi la mitad de los casos de
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aterosclerosis no se define por dichos factores. De ahi que la investigacion de los
posibles factores de riesgo o proteccion de ECVs sigue siendo motivo de estudio

(Meyers, 2000).

En 1981, Jerome Sullivan propuso que la ID era un posible factor protector
contra ECVs. Inicialmente, la “hipotesis de hierro” fue formulada para explicar las
diferencias entre sexo y riesgo cardiovascular, de modo que la menstruacion en las
mujeres constituiria un factor que condicionaria un escaso reservorio corporal de hierro
y por tanto menor riesgo cardiovascular. Sin embargo, este razonamiento es aiin motivo

de discusion (Sullivan, 1981; Sullivan, 2007; Fanchini, 2008; Sullivan, 2009).

En 1992, Salonen et al., publicaron un estudio prospectivo acerca de la hipotesis
del hierro y las ECVs. Se encontrd que una asociacion positiva entre las concentraciones
de ferritina sérica, indicador de almacenes de hierro, y determinados factores de riesgo
de ECVs. La asociacion fue fuerte en hombres con altos niveles de LDL-C sérico,
sugiriendo un papel sinérgico de altos depositos de hierro y altos niveles de LDL-C
(Lauffer, 1991). Estos hallazgos fueron confirmados por otros investigadores, que
muestran que el exceso de hierro estimula la formacion de lesiones aterosclerdticas en
conejos hipercolesterolémicos (Sullivan, 1990). Kiechl et al., (1994), comprobaron en
un estudio asintomatico de aterosclerosis carotidea evaluado por ecografia duplex, la
existencia de una fuerte correlacion entre la aterosclerosis y los depositos de hierro en
hombres y mujeres, los cuales fueron mas prominentes cuando se asociaron con

hipercolesterolemia.

Por lo tanto, aunque hay pruebas de que la cantidad total de hierro en el cuerpo
esta relacionada con la enfermedad aterosclerdtica, no esta claro si es una relacion
gradual ni la existencia de una relacion causa-efecto. Ademas los procesos inflamatorios
que cursan con ferritina elevada constituirian un factor de confusion. No obstante, si se
conoce una clara relacion entre sobrecarga de hierro, peroxidacion lipidica elevada y
cirrosis hepatica en enfermos de hemocromatosis hereditaria (Papanikolaou y

Pantopoulos, 2005).

En las enfermedades hepaticas, la hiperferritinemia (HYF) est4 relacionada con

células heridas en condiciones genéticas adquiridas y con o sin sobrecarga de hierro. Es
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frecuente en pacientes con enfermedad hepatica grasa no alcohdlica (NAFLD), en la
que es necesaria definir la media de HYF para establecer el mejor enfoque para ellos. El
presente estudio (Barros et al., 2017) evaluo la importancia de la ferritina elevada en
pacientes con NAFLD y esteatohepatitis (NASH). La HYF en pacientes con
NAFLD/NASH se asocia mdas frecuentemente con lesion hepatocelular que la
hemocromatosis. Estos datos sugieren la importancia de evaluar cuidadosamente HYF

en pacientes con NAFLD/NASH para establecer el enfoque clinico apropiado.

Por otro lado, en un estudio epidemioldgico de envejecimiento (Barbieri et al.,
2001), se ha observado una interesante asociacion positiva entre resistencia a la insulina
e hiperlipemia y nimero de eritrocitos. La hiperinsulinemia es en si misma un factor de
riesgo independiente de ECVs, debido a la capacidad de la insulina de promover el
crecimiento de células vasculares y aterosclerosis. Ademas, se ha visto in vitro que el
efecto de la insulina sobre el crecimiento celular ocurre también en las células
eritropoyéticas. Un incremento de la masa eritrocitaria se asocia con ECV (Barbieri et
al., 2001). Barbieri et al., (2001), demostraron in vivo que en la resistencia a la insulina
hay un incremento en el nimero de globulos rojos, lo cual contribuye a que las personas

con sindrome de resistencia a la insulina, tengan un alto riesgo de desarrollar ECVs.

2.4 BIOMARCADORES DE SALUD CARDIOVASCULAR

El ARN circular (ARNcirc), un nuevo tipo de ARN endogeno no codificante
(ARNnc), se ha convertido en un punto de conflicto de investigacién en los ltimos
afos. Los ARN circulares son abundantes y existen estables en los organismos vivos, y
se encuentran con estructuras de bucle cerrado covalentemente en las que son muy
diferentes de los ARN lineales. Actualmente un niimero creciente de cientificos han
demostrado que los ARN circulares pueden haber desempenado un papel esencial en la
regulacion de la expresion génica (Figs. 5, 6 y 7), especialmente actuando como
esponjas microARNs (miARN). Han descrito los mecanismos potenciales de varios
ARNCcirc en las enfermedades, haciendo alusion a sus valores clinicos terapéuticos. Fan
et al., (2017), en esta revision, resumieron la comprension actual de la biogénesis y las

propiedades de los ARNcirc y sus funciones y el papel como biomarcadores en las
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ECVs. Los miARNs (o miRs) endogenos son 19-22 nucleotidos, pequeiios ARN no
codificantes con expresion altamente conservadora y especifica de tejido, pueden
modular negativamente las expresiones de los genes diana a través de la disminucion de
la transcripcion de ARNm. Se ha informado que el MiR-222 desempefia papeles
importantes en una variedad de procesos fisiologicos (Fig. 8) y patologicos (Fig. 9) en
el corazdn. Ding et al., (2017), aqui han revisado los estudios recientes sobre los papeles
de miR-222 en las ECVs. MiR-222 puede ser un potencial biomarcador cardiovascular

y un nuevo objetivo terapéutico en las ECVs.
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Figura 5. Modelos de biogénesis de ARNcirc (Fan et al., 2017).



Figura 6. Un modelo de mbl circular (Mblcirc) y MBL (Fan et al., 2017).
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Figura 7. Modelo de ARNcirc que regula un gen parental (Fan et al., 2017).



Figura 8. Funciones fisiologicas multiples de miR-222 (Ding et al., 2017).
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Figura 9. Funciones patoldgicas multiples de miR-222 (Ding et al., 2017).
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Las plaquetas son cruciales para la fisiologia de la coagulacion para mantener el
equilibrio hemostatico y estan implicadas en diversas patologias como la aterosclerosis
y la trombosis. Los estudios de los ultimos afios han demostrado que las plaquetas son
capaces de tener éxito en la sintesis de proteinas. Adicionalmente, la traduccion de
ARNm en plaquetas de sangre estd regulada por moléculas de miARN. Trabajos
recientes postulan la posibilidad de utilizar miARNs como biomarcadores de la
aterosclerosis y los episodios isquémicos. Bijak et al., (2016), este articulo de revision
describe estudios clinicos que presentaron cambios de perfil de expresion de miARNs
de plaquetas en diferentes estados tromboticos, lo que sugiere el uso de estas moléculas

como biomarcadores predictivos.

La caveolina-1 (CAV-1) ha sido identificada recientemente como un potencial
regulador de la fisiologia y fisiopatologia del musculo liso (Thyberg, 2003). Las
caveolinas (CAVs) son las unidades estructurales de los organulos de las caveolas. Los
microdominios Caveolae estan asociados con eventos de sefializacion criticos en varios
tipos de células. Multiples estudios han demostrado que las CAVs no solo forman
andamios para el ensamblaje de moléculas de sefializacion, sino que también regulan el
estado de activacion de estas moléculas asociadas a la CAV (Razani y Lisanti, 2001;
Razani et al., 2002). Por ejemplo, se demostr6 que CAV-1 regula negativamente el
estado de activacion de la sintetasa endotelial 6xido nitrico, asi como v-Src, H-Ras y
quinasa regulada por sefal extracelular (ERK1/2) (Smart et al., 1999; Razani y Lisanti,
2001; Razani et al., 2002). Por lo tanto, se sugiri6 que CAV-1 puede poseer capacidades
supresoras de tumores (Galbiati et al., 2001). Anteriormente, Hassan et al., (2006),
demostraron que la ablacion de la expresion génica de CAV-1 en ratones promueve la
hiperplasia neointimal in vivo, un fendmeno normalmente caracterizado por la

migracion y la proliferacion de células del musculo liso.

Uno de los mediadores bioactivos mas importantes liberados por el tejido
adiposo es la adipocina adiponectina. La adiponectina es muy abundante en la
circulacion de individuos sanos, y posee acciones metabodlicas y antiinflamatorias bien
descritas (Figs. 10 y 11). Los niveles de adiponectina disminuyen al aumentar la masa

corporal, y los niveles bajos estan relacionados con el desarrollo de hipertension arterial
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pulmonar (HAP) en ratones. Ademds se ha demostrado, que la sobreexpresion de

adiponectina protege a los ratones del desarrollo de HAP en respuesta a la inflamacion y

la hipoxia. Summer et al., 2011, sugirieron que los efectos de la adiponectina estan

mediados, en parte, a través de sus propiedades antiinflamatorias y antiproliferativas.
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Figura 10. Efectos de la adiponectina en los objetivos celulares clave (Summer et al.,

2011).
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Figura 11. Efectos de la adiponectina en la vasculatura pulmonar (Summer et al., 2011).

La citokina inducida por los neutréfilos quimioatrayente-1 (CINC-1/GRO/KC),
originalmente identificado como quimioatrayente en células epiteliales de rifion de rata,
esta relacionada con células de Kupffer (KC) humana y gro murina. Las proteinas
codificadas por estos genes pertenecen a la superfamilia de quimiocinas alfa, la mayoria
de las cuales tienen actividad quimiotactica de neutrdfilos (Liu et al., 1993). Dado que
las quimiocinas cerebrales pueden desempeiiar un papel significativo en la acumulacion
de neutréfilos en la isquemia cerebral que puede contribuir a la extension de la lesion
tisular en el accidente cerebrovascular (ACV), examinaron la expresion de ARNm de
CINC en la corteza cerebral de ratas sometidas a isquemia cerebral focal inducida por
oclusion de la arteria cerebral media (MCAOQ). Estos estudios sugieren que el mensaje
para el quimioatractor de neutréfilos CINC se induce temprano en el tejido cerebral
sometido a isquemia y, por lo tanto, respalda la posibilidad de que las quimiocinas
derivadas del cerebro ayuden a la infiltraciéon de células inflamatorias circulantes

después de un ACV.
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La fibrosis cardiaca es un importante factor patogénico en una variedad de ECVs
y se refiere a una deposicion excesiva de componentes de la matriz extracelular en el
corazdn, lo que conduce a una disfuncion cardiaca y finalmente a una IC manifiesta. La
evidencia demuestra un papel crucial del factor de crecimiento del tejido conectivo
(CTGF) en procesos fibrdticos en varios tejidos, incluido el corazén. EI CTGF orquesta
las acciones de los factores locales importantes que provocan la fibrosis cardiaca. El
papel central del CTGF como una proteina matricelular que modula el proceso fibrotico
en la remodelacion cardiaca lo convierte en un posible biomarcador para la fibrosis
cardiaca y un posible candidato para la intervencion terapéutica para mitigar la fibrosis

en el corazon (Daniels et al., 2009).

Las citokinas son moléculas de comunicacion intercelular. Exhiben una gran
cantidad de funciones en diferentes sistemas y procesos organicos: en particular, ejercen
una accion muy importante en los mecanismos que producen la inflamacion. La
interleucina-6 (IL-6) es una molécula pleiotropica con acciones proinflamatorias y
antiinflamatorias. Diversas fuentes de evidencia la vinculan de modo importante y
directo con la fisiopatologia de diferentes enfermedades autoinmunes. Saavedra
Ramirez et al., (2011), revisaron las bases moleculares y los diversos efectos biologicos
de esta citokina, asi como la experiencia clinica adquirida hasta esa fecha con terapias
dirigidas al bloqueo de sus acciones proinflamatorias en pacientes con artritis

reumatoide.

La familia de quimiocinas del tipo CC incluye a la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (MCP-1) y una vez regulada su activacion, las células T normales
expresadas y secretadas (RANTES), y sus miembros exhiben actividad diferencial de la
actividad quimiotéctica de monocitos, subpoblaciones de células T, eosindfilos o células

dendriticas (Rollins, 1997).

Las proteasas derivadas de células endoteliales se pueden clasificar de acuerdo
con su funcion fisioldgica. Las proteasas implicadas en la degradacion de la matriz
extracelular son importantes en la migracion de células endoteliales, y por lo tanto, en la
angiogénesis. Incluyen al activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (uPA) y a las
metaloproteasas, colagenasas, gelatinasas y estromelisinas. El uPA secretado a partir de

las células endoteliales permanece asociado con la membrana celular, en receptores
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especificos localizados en la vecindad de los receptores para el plasminogeno. Esto
favorece la activacion local del plasmindgeno en plasmina. La plasmina, generada en la
superficie celular, estd completamente activa ya que no es inhibida por la alfa 2-
antiplasmina. La plasmina actia directamente al degradar algunos componentes de la
matriz extracelular e indirectamente activando las prometaloproteasas. La secrecion de
PAI por células en migracion generalmente es estimulada por los mismos factores que
inducen la secrecion de uPA, limitando la degradacion de la matriz al camino
pericelular. La degradaciéon del coagulo de fibrina implica al activador del
plasminogeno de tipo tisular (tPA), que al igual que el uPA activa el plasmindnego a la
plasmina. Este sistema también estd regulado por dos mecanismos diferentes. Por un
lado, la fibrina por si misma favorece su propia degradacion mediante la formacion de
un complejo ternario, fibrina-plasmindgeno tPA, en el que la afinidad del tPA por el
plasminogeno aumenta notablemente, en comparacion con la afinidad del tPA no unido.
Ademas, la plasmina generada en el codgulo estd protegida contra la inhibicién por la
alfa-2-antiplasmina. Por otro lado, en cuanto a uPA, el tPA es inhibido por PAI-1. La
importancia de la regulacion de este sistema se ilustra por el riesgo trombotico
observado cuando hay una disminucién en tPA o un aumento en PAI-1, e inversamente
por hemorragias en el caso de aumento en tPA (Menashi et al., 1993). En nifios con
metabolismo no saludable en comparacion con niflos metabdlicos sanos con
sobrepeso/obesidad, las concentraciones plasmaticas de resistina, leptina,
mieloperoxidasa (MPO) y del inhibidor del activador del plasminogeno tisular total 1
(tPAI-1) fueron mas altas, mientras que las concentraciones de adiponectina fueron mas

bajas. (Rupérez et al., 2018).

Los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y
TIMP-4) (Anand-Apte et al., 1996; Edwards et al., 1996; Gomez et al., 1997,
Hayakawa, 2002) ahora se reconocen como una familia de inhibidores intrinsecos de las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs). La capacidad de estos TIMP para inhibir las
MMP sugiere que estos inhibidores juegan un papel importante en la regulacion de la
actividad de MMP, controlando eficazmente la descomposicion de componentes de la
matriz extracelular implicados en diversos tipos de fenomenos bioldgicos importantes y
eventos patoldgicos tales como inflamaciéon e invasion tumoral (Guedez et al., 1996;

Nagase, 1996; Woessner y Nagase, 2000; Visse y Nagase, 2003). Se inform6 que
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algunos TIMP, especialmente TIMP-3, tenian actividad inhibidora contra algunos
miembros de la familia ADAM (una desintegrina y metaloproteinasa) (Amour et al.,
1998; Amour et al., 2000; Loechel et al., 2000) y su nuevo miembro, ADAMTS (una
desintegrina y una metaloproteinasa con motivos de trombospondina) (Hashimoto et al.,
2001; Kashiwagi et al., 2001). Guo et al., (2006), demostraron que tanto TIMP-1 como
TIMP-2 son factores séricos principales que estimulan la induccion de ARNm de
TIMP-1 en fibroblastos gingivales humanos quiescentes (células Gin-1) a mediados del
G1 (6-9 horas después de la estimulacion sérica) del ciclo celular, pero no el de TIMP-

2.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citokina proinflamatoria con
multiples actividades biologicas y con un potente efecto inotropico negativo (Saadeddin
et al., 2002). Entre las funciones bioldgicas descritas para el TNF-a se encuentran la
produccion de citokinas, proteinas de fase aguda, aumento de la expresion de moléculas
de adhesion, activacion de neutrdfilos y coestimulador de activacion de células T. El
TNF-o transduce sefiales a través de 2 vias distintas debido a 2 tipos de receptores
transmembrana, el receptor TNF-a tipo I (TNFR-I) y el receptor tipo II (TNFR-II)
(Tartaglia et al., 1991; Tartaglia y Goeddel, 1992). Se ha identificado la expresion de
estos receptores en todos los tipos celulares, excepto en eritrocitos (Tartaglia y Goeddel,
1992; Saadeddin et al., 2002). Ademas de estos receptores, hay formas solubles que se
pueden unir al TNF-a. Estos receptores solubles son formas truncadas de TNF-a, que
pueden unirse a esta molécula y regular su actividad biologica (Aggarwal, 2003). Las
principales células que sintetizan TNF-a son los monocitos y los macréfagos, aunque
otras c¢lulas que también los sintetizan son los linfocitos T, las células asesinas
naturales (NK), las células del musculo liso, las células endoteliales y algunas células
tumorales (Bemelman et al., 1996). Tanto el TNF-a como la IL-1B se han asociado
directamente con inflamacion local y generalizada debido a que tienen un efecto

biologico similar (Saadeddin et al., 2002).

Se ha documentado que el TNF-a influye en la patogénesis de la aterosclerosis
debido a que estéd involucrado en la sintesis de proteinas de fase aguda, como la PCR, y
de otras citokinas, como la IL-1 y la IL-6, que actian como factores de riesgo en ECVs
(Saadeddin et al., 2002). Los valores elevados de TNF-a y de sus receptores solubles en

plasma se han asociado con la IC, el infarto agudo de miocardio (IAM) y la enfermedad
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arterial coronaria (EAC) (Barath et al., 1990). Algunos autores han reportado que la
forma soluble de los receptores podria tener un papel protector contra el efecto
proinflamatorio del TNF-a (Maury y Teppo, 1989; Hale et al., 1995; Pannitteri et al.,
1997). Sin embargo, ahora se sabe que tanto el TNF-o como sus receptores solubles
(TNFR-I y TNFR-II) son predictores independientes de mortalidad en la IC (Deswal et
al., 2001). Valgimigli et al., (2005), sugirieron que la forma soluble del TNFR-I es el
principal predictor, a corto y largo plazo, de mortalidad y eventos cardiovasculares en

pacientes que presentaron [AM.

Rosales Torres y Guzman Sanchez, (2011), recopilaron y analizaron la
informacion mas reciente acerca del papel del Factor de Crecimiento del Endotelio
Vascular (VEGF), sus receptores de membrana (VEGFR1 y VEGFR2) y receptores
solubles (sSVEGFR1 y sVEGFR2). La principal funcion del sistema VEGF (VEGF y sus
receptores), es controlar la formacion de nuevos vasos sanguineos y la proteccion de las
células endoteliales y de la granulosa. Por ejemplo, es conocido que durante el ciclo
ovarico, los cambios vasculares son importantes para controlar el desarrollo folicular, la
ovulacién y la formacion y regresion del cuerpo luteo. Las evidencias revisadas
permiten sugerir que VEGF y VEGFR2 son los principales promotores de la
angiogénesis, sin embargo los otros miembros del sistema VEGF; VEGFR1 y VEGFR2,

parecen desempenar funciones anti-angiogénicas en los procesos ovaricos mencionados.

Uno de los primeros episodios en la aterogénesis es la adhesion de leucocitos
circulantes a las células endoteliales seguido de la migracion a través del endotelio. La
induccion de la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1), la molécula de adhesion
a células vasculares (VCAM-1) y la molécula de adhesion de los leucocitos al endotelio
(E-selectina) es el paso inicial que permite la unién de las células circulantes al
endotelio (Galkina y Ley, 2007). La expresion de ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina es
baja en las células endoteliales sanas y aumenta con estimulos aterogénicos, como
citokinas proinflamatorias y radicales de oxigeno reactivos (Davies et al., 1993). La
induccion de la expresion de las moléculas de adhesion lleva a la sobreexpresion de
¢éstas en la membrana celular y a la liberacion de su forma soluble (Pigott et al., 1992),
por lo que la determinacion de las formas solubles circulantes (SICAM-1, sVCAM-1 y

sE-Selectina), es un marcador de la expresion de las moleculas de adhesion en los
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tejidos y constituye un marcador de activacion y disfuncion endotelial. Ramirez
Alvarado y Sanchez Roitz, (2015), concluyeron que los niveles séricos de las moléculas
de adhesion incrementan al aumentar la resistencia a la insulina, la funcion de la célula-

By los niveles séricos de PCR en mujeres obesas.

La molécula de adhesion intercelular soluble-1 (sSICAM-1) representa una forma
circulante de ICAM-1 que se expresa constitutivamente o es inducible en la superficie
celular de diferentes lineas celulares. Sirve como un contrarreceptor para el antigeno
asociado a la funcién de los linfocitos (LFA-1). La interaccion entre ICAM-1, presente
en células endoteliales, y LFA-1 facilita la dhesion de leucocitos y la migracion a través
del endotelio. ICAM-1 y su forma circulante han estado implicados en el desarrollo de

gran cantidad de enfermedades (Witkowska y Borawska, 2004).

2.5 LECHE DE CABRA. COMPOSICION

2.5.1 Grasa

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

cadena corta (Haenlein, 1992).

Aunque el porcentaje de grasa en la leche de cabra y vaca es similar, el tamafio
medio de globulos de grasa en la leche de cabra es menor que la de la leche de vaca
(Silanikove et al., 2010). Los globulos de grasa de menor tamafio proporcionan una

mejor dispersion y una mezcla mas homogénea de la grasa en la leche, su mayor area de
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superficie mejora alin mas la actividad de la lipasa pancredtica, por lo que la leche de

cabra es mas facilmente digerible. (Boza et al., 1999).

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

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

La leche de cabra tiene una alta proporcion de acidos grasos saturados de cadena
media y corta (MCT) y de acidos grasos mono y poliinsaturados de cadena larga (Zan et
al., 2006). Como se muestra en la Tabla 3, tales como, butirico (C4:0), caproico (C6:0),
caprilico (C8:0), caprico (C10:0), laurico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0),
linoleico (C18:2), estearico (C18:0), y acido oleico (C18:1) (Sumarmono et al., 2015).

Tabla 3. Composicion en acidos grasos (AG 100 g leche) de la leche de cabra en

comparacion con la leche de vaca (Zan et al., 2006).

Cas:0 butirico 130 - - 110
Ce:0 caproico 90 - - 60
Cs:o caprilico 100 106 85 40
Ci0:0 caprico 260 433 321 80
Ci2:0 laurico 120 228 149 90
C14:0 miristico 320 441 392 340
Ci6:0 palmitico 910 984 990 880
Ci6:1 palmitoleico 80 - - 80
Cis:0 estearico 440 333 300 400
Cis:1 oleico 980 - - 840
Cis:2 linoleico 110 103 76 80
Cis:3 linolenico 40 32 26 50
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Digestibilidad de la grasa

Alférez et al., (2001), estudiaron los efectos de la grasa lactea de cabra y de vaca
en la utilizacion digestiva de este nutriente y en algunos de los pardmetros bioquimicos
relacionados con el metabolismo de los lipidos, utilizando ratas con reseccion del 50 %
del intestino delgado distal y animales control (transectados). El contenido de grasa en
todas las dietas fue del 10 %, pero la calidad de los lipidos fue variada: la dieta estandar
se baso en aceite de oliva, mientras que las otras dos dietas incluyeron grasa obtenida de
leche de cabra liofilizada y leche de vaca, respectivamente. La utilizacion digestiva de
la grasa fue menor en los animales resecados que en los transectados para las tres dietas
estudiadas. Tanto en los animales resecados como en los transectados, el coeficiente de
digestibilidad aparente de la grasa fue mayor con la dieta estandar de aceite de oliva que
con las dietas cuyo contenido en grasa fue proporcionado por la leche de cabra o de
vaca. La utilizacion digestiva de la grasa fue mayor en las ratas transectadas y resecadas
que recibieron leche de cabra (rica en triglicéridos de cadena media) que las que
recibieron una dieta a base de leche de vaca, y se acercaron mas a los valores obtenidos
para el aceite de oliva. El consumo de leche de cabra redujo los niveles de colesterol,
mientras que los niveles de triglicéridos, HDL, GOT y GPT permanecieron dentro de
los rangos normales, tanto para los animales transectados como para los resecados. El
efecto ventajoso de la leche de cabra sobre el metabolismo de los lipidos con respecto a
la leche de vaca sugiere que los primeros deben ser incluidos en los casos de sindrome

de malabsorcién.

2.5.2 Hidratos de carbono

La lactosa es el carbohidrato principal en la leche de cabra, y el contenido es
levemente mas bajo que en la leche de vaca (Slacanac et al., 2010). Se sintetiza a partir
de glucosa y galactosa en la glandula mamaria, donde la proteina de la leche o—
lactalbimina juega un papel importante (Park et al., 2007). La lactosa es un valioso

nutriente, porque favorece la absorcion intestinal de calcio, magnesio y fosforo, y la
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utilizacion de la vitamina D (Campell y Marshall, 1975). También es de gran
importancia durante la sintesis de leche, y durante la secrecion de leche en el sistema de

conducto de la ubre (Park et al., 2007).

Otros carbohidratos encontrados en la leche de cabra son oligosacaridos,
glucopéptidos, glicoproteinas y nucleotidos en pequefias cantidades. La leche de cabra
es significativamente rica en oligosacaridos derivados de la lactosa en comparacion con
la leche de vaca (Slacanac et al., 2010). Se cree que los oligosacaridos de la leche son
beneficiosos para la nutricion humana debido a sus propiedades prebiodticas y
antiinfecciosas (Kunz et al., 2000). En modelos animales, oligosacaridos de leche de
cabra se ha demostrado que tienen efectos antiinflamatorios en la colitis inducida (Lara-
Villoslada et al., 2006; Daddaoua et al., 2006). Estos resultados podrian ser utiles en el
manejo de la EII (Daddaoua et al., 2006).

Los nucledtidos en la leche son también de interés ya que son los donantes de
glicosilo para la glicosiltransferasa en la leche y la glandula mamaria, y son los
precursores de glicoproteinas, glicolipidos y oligosacaridos en la biosintesis de la leche.
Las cabras tienen notablemente alto contenido de nucledtidos en su leche (Park et al.,

2007).

2.5.3 Proteinas

Las proteinas de la leche de cabra son similares a las proteinas de la leche de
vaca. Ambas contienen B-,k-caseinas, B-lactoglobulina y a-lactalbimina. Sin embargo,
difieren en los polimorfismos genéticos. La leche de cabra tiene un contenido mayor en
B-caseina y 0-S2 caseinas, mientras que la leche de vaca tiene un contenido mayor en a-
S1 caseinas. Por lo tanto, las micelas de caseina de la leche de cabra son de mayor
tamafio, menos solvatadas, mas susceptibles al calor y a la desnaturalizacién y tienen

mayor contenido en calcio y fosforo.

En la Tabla 4 se muestra la composicion en aminoacidos destacando que la leche

de cabra tiene un mayor contenido en 6 de los 10 aminoacidos esenciales (treonina,
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isoleucina, lisina, cisteina, tirosina y valina) en comparacion con la leche de vaca

(Haenlein, 2004).

Tabla 4. Composiciéon en aminoécidos (g/100 g leche) de las proteinas de la leche de

cabra y vaca (Haenlein, 2004).

Lechede Lechede Diferencia (%) para leche

cabra vaca de cabra
Aminoacidos esenciales
Triptéfano 0.044 0.046
Treonina 0.163 0.149 9
Isoleucina 0.207 0.199 4
Leucina 0314 0.322
Lisina 0.290 0.261 11
Metionina 0.080 0.083
Cisteina 0.046 0.030 53
Fenilalanina 0.155 0.159
Tirosina 0.179 0.159 13
Valina 0.240 0.220
Aminoacidos no
esenciales
Arginina 0.119 0.119
Histidina 0.089 0.089
Alanina 0.118 0.113
Acido Aspartico 0.210 0.250
Acido Glutamico 0.626 0.689
Glicina 0.050 0.070
Prolina 0.368 0.319
Serina 0.181 0.179

2,54 Vitaminas y minerales

La leche contiene la mayoria de las vitaminas conocidas. La leche de cabra tiene
cantidades mas altas de vitamina A y C que la leche de vaca (Sawaya et al., 1984). La
leche de cabra tiene un mayor contenido de vitamina A que la leche de vaca porque las
cabras convierte todos los B-carotenos de los alimentos en Vitamina A en la leche (Park
et al., 2007; Slacanac et al., 2010). Por la misma razon, la leche de cabra es siempre mas

blanca que la leche de vaca. La leche de cabra también contiene cantidades suficientes
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de tiamina (vitamina Bi), riboflavina (vitamina B;), niacina (vitamina B3), 4cido
pantoténico (vitamina Bs) y vitamina C en relacion con las necesidades humanas
(Sawaya et al., 1984; Jandal, 1996; Park et al., 2007; Slacanac et al., 2010). Tanto la
leche de cabra como la de vaca tienen bajas concentraciones de vitamina Be y vitamina
D, que son importantes durante la infancia (Park et al., 2007; Slacanac et al., 2010). La
leche de cabra también es deficiente en acido folico y vitamina B, (Sawaya et al., 1984;
Park et al., 2007; Slacanac et al., 2010). El folato es necesario para el metabolismo
celular, la sintesis de globulos rojos y previene los defectos del tubo neural en el feto.
Tanto la deficiencia de folato como la vitamina B> pueden causar anemia

megaloblastica en los lactantes.

En comparacién con la leche de vaca, la leche de cabra tiene deficiencias
significativas en acido folico y vitamina Bi2. Los niveles de folato y vitamina Biz en la
leche de vaca son cinco veces mayores que en la de cabra, tal y como se describe en la

Tabla 5.

El contenido en minerales de la leche de cabra es mayor que el de la leche de
vaca como se muestra en la Tabla 6. Tiene mayores niveles de calcio, potasio, magnesio
y fosforo. La cantidad de zinc también es mayor en la leche de cabra que en la de vaca,

al igual que el selenio (Park et al., 2007).

Tabla 5. Contenido en vitaminas (cantidad en 100g) de la leche de cabra y vaca

comparado con leche materna (Park et al., 2007).
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Vitamina Cabra Vaca Humana
Vitamina A (IU) 185 126 190
Vitamina D (IU) 2.3 2.0 1.4
Tiamina (mg) 0.068 0.045 0.017
Riboflavina (mg) 0.21 0.16 0.02
Niacina (mg) 0.27 0.08 0.17
Ac. pantoténico (mg)  0.31 0.32 0.20
Vitamina B6 (mg) 0.046 0.042 0.011
Acido folico (ng) 1.0 5.0 5.5
Biotina (pg) 1.5 2.0 0.4
Vitamina B12 (ug) 0.065 0.357 0.03

Vitamina C (mg) 1.29 0.94 5.00
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Tabla 6. Contenido en minerales (cantidad en 100 g) de la leche de cabra y vaca

comparado con la leche materna (Park et al., 2007).

Componentes Cabra Vaca Humana
Mineral
Ca (mg) 134 122 33
P (mg) 121 119 43
Mg (mg) 16 12 4
K (mg) 181 152 55
Na (mg) 41 58 15
CI (mg) 150 100 60
S (mg) 28 32 14
Fe (mg) 0.07 0.08 0.20
Cu (mg) 0.05 0.06 0.06
Mn (mg) 0.032 0.02 0.07
Zn (mg) 0.56 0.53 0.38
I (mg) 0.022 0.021 0.007
Se (ng) 1.33 0.96 1.52
Al (mg) n.a. n.a. 0.06

2.6 LECHE DE CABRA Y SALUD CARDIOVASCULAR

La leche de cabra es un alimento natural que reduce los niveles de LDL-C y
colesterol total por incrementar su excrecion biliar (Lopez Aliaga et al., 2005) sin
embargo es deficitaria en acido folico. Si se afiade a la leche de cabra una cantidad
normal de esta vitamina, 2 mg/kg de dieta, o mayor cantidad (40 mg/kg dieta),
obtendriamos un alimento que podria reducir dos de los factores de riesgo de ECV

como son LDL-C y homocisteina.

La leche de cabra es un alimento natural que el grupo de investigacion AGR-206
estudia desde hace 20 afos. Ha comprobado que el consumo habitual de leche de cabra
disminuye los niveles plasmaticos de colesterol y mantiene unos niveles adecuados de
triglicéridos (Alférez et al., 2001; Lopez-Aliaga et al., 2005). Ademas, este tipo de leche
contiene minerales antioxidantes tales como cobre, cinc y selenio y favorece su
utilizacion nutritiva (Barrionuevo et al., 2002; Barrionuevo et al., 2003). Por tanto, la

inclusion habitual de la leche de cabra en la dieta puede tener un efecto positivo en la
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prevencion de los procesos de peroxidacion y como consecuencia un descenso en el
riesgo de ECVs. Sin embargo, la leche de cabra es deficitaria en acido folico y se intenta
comprobar si la ingesta de leche de cabra suplementada en &cido folico tiene un papel
protector frente al riesgo de aparicion de ECV causado por el exceso de hierro

suministrado en el tratamiento de la anemia ferropénica.

La leche de cabra debido a su composicion, rica en MCT presenta numerosos
beneficios a nivel cardiovascular. Los MCT, son sustratos importantes en el
metabolismo energético y de los procesos anabdlicos en mamiferos. Estos, modulan el
metabolismo del tejido de hidratos de carbono y lipidos que se manifiesta en su mayor
parte por un efecto inhibitorio de la glicolisis y la estimulacion de la lipogénesis o
gluconeogénesis. También modulan la produccion de energia mitocondrial por dos
mecanismos: 1) proporcionan equivalentes reductores para la cadena respiratoria y 2)

disminuyen la eficacia de la sintesis de ATP oxidativo (Schonfeld y Wojtczak, 2016).

Los MCT se absorben rapidamente y pasan directamente a la circulacion portal,
no sufren re-esterificacion en las células intestinales (Fig. 12). Los MCT se transportan
al higado donde son sometidos preferentemente a B-oxidacion (Ooyama et al., 2009).
Penetran en la mitocondria de las células hepaticas sin necesidad de carnitina y por tanto
su B-oxidacion es mas rapida que la de los triglicéridos de cadena larga (Bach y

Babayan, 1985; Alférez et al., 2001).
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Metabolism of Medium-Chain Fatty Acids
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Figura 12. Hidrolisis y absorcion de MCT y LCT en el tracto gastrointestinal (Aoyama
et al., 2007).

La grasa de la leche de cabra tiene un mayor contenido en carnitina, esta entra en
la mitocondria y aumenta la tasa de B-oxidacidon, ademas favorece la obtencion de

energia a partir de las otras grasas presentes en la dieta (Alférez et al., 2001).

El principal factor de riesgo controlable asociado con eventos de ECVs tales
como IAM, ACV, IC y diabetes en etapa terminal es la hipertension. Una disminucién
de 5 mm Hg en la presion sanguinea se ha equiparado con una disminucion de
aproximadamente del 16 % en el riesgo de ECV. En los Estados Unidos los costes
anuales de los farmacos antihipertensivos son de aproximadamente 15000 millones de
dolares. El sistema renina-angiotensina-aldosterona es un objetivo para el control de la
presion arterial. La escision del angiotensindgeno por la renina produce angiotensina I,
que posteriormente es hidrolizada por la enzima convertidora de angiotensina [ (ECA) a
angiotensina II (un potente vasoconstrictor). Varios efectos secundarios estan asociados
con el uso de farmacos inhibidores de la ECA en el control de la presion arterial,
incluyendo hipotension, aumento de los niveles de potasio, reduccion de la funcion

renal, tos, angioedema, erupciones cutdneas y anomalias fetales. Las proteinas de la
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leche, tanto las caseinas como las proteinas del suero de la leche, son una fuente rica de
péptidos inhibidores de la ECA (Meisel, 1993; FitzGerald y Meisel, 2000; Walsh y
FitzGerald, 2004). Varios estudios en ratas espontaneamente hipertensas muestran que
estas casokininas y lactokininas pueden reducir significativamente la presion sanguinea
(FitzGerald y Meisel, 2003). La obtencion de ingredientes basados en proteinas de leche
eficaces/nutracéuticos para la prevencion/control de la presion sanguinea, por lo tanto,
podria reducir significativamente el costo sanitario global en esta patologia (FitzGerald

et al., 2004).

Los tripéptidos bioldgicamente activos derivados de la caseina de la leche, la
isoleucil-prolil-prolina (Ile-Pro-Pro) y la wvalil-prolil-prolina (Val-Pro-Pro), tienen un
efecto antihipertensivo documentado relacionado probablemente con la formacion
reducida de angiotensina. Se ha sugerido que estos tripéptidos pueden reducir la rigidez
arterial y mejorar la funcion endotelial. El objetivo del estudio de Jauhiainen et al.,
(2010) fue evaluar si la bebida a base de leche que contiene Ile-Pro-Pro y Val-Pro-Pro
influye en la rigidez arterial, medida como el indice de aumento adrtico (Alx), y la
funcion endotelial en el hombre. El tratamiento a largo plazo con leche fermentada con
Lactobacillus helveticus LBK-16H que contiene péptidos bioactivos reduce la rigidez

arterial expresada como Alx en sujetos hipertensos.

Las fracciones de caseina y proteina de suero de leche de cabra fueron
hidrolizadas por subtilisina y tripsina, individualmente y en combinacion, para liberar
péptidos inhibidores de la ECA. Los hidrolizados seleccionados se fraccionaron pro
cromatografia de exclusion de tamafio (SEC) y se caracterizaron. La mayor actividad
inhibidora de ECA se obtuvo a partir de la fraccion de caseina hidrolizada por la
combinacion de ambas enzimas. La SEC present6 4 fracciones: la fraccion F2 contiene
la concentracion mas alta de péptidos y la actividad mas alta y son péptidos no
identificados previamente a partir de caseinas caprinas pero con similitud estructural
con otros péptidos inhibidores de la ECA. La fraccion mas activa en relaciéon con el
contenido de proteina fue la F4 que contenia un compuesto tentativamente identificado
como WY, un dipéptido activo no citado previamente de caseinas. La alta capacidad
inhibitoria de estas fracciones apunta hacia una ventaja de implementar un proceso de

membrana para concentrar los péptidos mas activos (Espejo-Carpio et al., 2013).
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Los péptidos bioactivos derivados de las proteinas de la leche son de particular
interés para la industria alimentaria debido a los papeles potenciales funcionales y
fisiologicos que demuestran, particularmente en relacion con las ECV (Meisel, 2001).
Para 2020 se estima que las enfermedades del corazon y los ACVs se convertirdn en la
principal causa de muerte y discapacidad en todo el mundo (Murray y Lopez, 1997).
Los eventos cardiovasculares agudos y cronicos pueden ser el resultado de alteraciones
en la actividad del sistema renina-angiotensina-aldosterona (Li et al.,, 2004) y la
activacion de la cascada de coagulacion y de las plaquetas (Andrioli et al., 1996;
Weyrich et al.,, 2003). Los medicamentos que inhiben la ECA se prescriben
ampliamente en el tratamiento y prevencion de ECVs (Wu y Gerstenblith, 2010) y . Los
péptidos inhibidores de ECA son de particular interés debido a la presencia de
secuencias de péptidos inhibidores cifrados (Hata et al., 1996). En particular, Ile-Pro-
Pro y Val-Pro-Pro son precursores de la inhibicion de ECA, y se han incorporado en
productos comerciales. Ademads, se estan llevando a cabo estudios para identificar
nuevos péptidos adicionales con una bioactividad similar y la capacidad de soportar la
digestion durante el transito a través del tracto gastrointestinal. Se discuten las fuentes
potenciales de tales péptidos en el queso (Abubakar et al., 1998; Hernandez et al., 2002;
Parrot 2003) y otros productos lacteos (Yamamoto et al., 1999; Saito et al., 2000; Pan y
Guo, 2010). También se revisan los desafios a la biodisponibilidad de tales péptidos en
el tracto gastrointestinal. La activacion de las plaquetas y la cascada de la coagulacion
juegan un papel central en la progresion de la ECV. Las plaquetas de los pacientes
hipertensos muestran una agregacion espontanea (Pechan y Okrucka, 1991) y una
sensibilidad aumentada a los agonistas (Andrioli et al., 1996) que dan lugar al dafio
vascular y la disfuncion endotelial asociada con ECV. Se han identificado secuencias
peptidicas que presentan actividad antitrombotica (Chabance et al., 1995) a partir de
productos lacteos fermentados como el k-caseinoglucopéptido (CGP), también conocido
como k-caseina glicomacropéptido (GMP)(Fossa, 1990). En conclusion, debido a la
naturaleza generalizada de la ECV, la identificaciéon de compuestos derivados de
alimentos que exhiben un efecto beneficioso en areas tan extendidas de regulacion de

ECV tendra un fuerte potencial clinico (Fig. 13) (Phelan y Kerins, 2011).
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Figura 13. Sistema de renina-angiotensina y Kallikenin-Kinina (Phelan y Kerins, 2011).

En la revision de Ricci et al., (2010), se centraron en las principales
investigaciones en las areas de aislamiento, identificacion y aplicacion de péptidos
bioactivos con actividad IECA en proteinas de la leche, prestando especial atencion a
los procesos in vitro, en sistemas de modelos animales y en estudios clinicos de

pacientes hipertensos.

2.7 LECHES FERMENTADAS

2.7.1 Introduccion

La leche, desde un punto de vista bioldgico, es la secrecion de las hembras de

los mamiferos, cuya mision es satisfacer los requerimientos nutricionales del recién
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nacido en sus primeros meses de vida. Desde un punto de vista legal, se entiende por
leche natural o producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostros, del ordefio
higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las hembras mamiferas domésticas
sanas y bien alimentadas. También por legislacion, con la denominacion genérica de
“leche” se entiende Unica y exclusivamente la leche de vaca. La leche de otras especies
de mamiferos se designa indicando el nombre de la especie (p.ej. leche de cabra) (Baro
Rodriguez et al., 2010). Desde el punto de vista fisicoquimico, la leche se caracteriza
por ser una mezcla muy compleja de diferentes sustancias: caseinas, albuminas, lactosa,
grasa, sales, vitaminas, etc. Todos estos compuestos se distribuyen en el medio acuoso

formando tres fases:

+ La materia grasa se acumula en unas estructuras relativamente
complejas, los globulos grasos, formando una emulsion grasa/agua
peculiar, una de cuyas propiedades se ha mencionado al hablar del color
blanco de la leche.

+ La suspension coloidal de las caseinas (que forman estructuras
denominadas micelas, ligada a la presencia de fosfato célcico coloidal y,
en menor medida, a otras sales) y la soluciéon coloidal de las
seroproteinas, ambas en la fase acuosa.

+ La solucion verdadera de lactosa y sales minerales solubles.

La leche es una bebida ampliamente consumida que es esencial para la dieta de
millones de personas en todo el mundo porque proporciona importantes macro y
micronutrientes. La leche se reconoce como util durante la infancia y la adolescencia
debido a su composicion; sin embargo, su proporcion relativamente alta de grasas
saturadas plantea problemas de posibles efectos perjudiciales, a saber, en el sistema
cardiovascular. El uso de la leche y los productos lacteos dentro de una dieta equilibrada

debe considerarse en ausencia de contraindicaciones claras (Visioli y Strata, 2014).

Bajo la denominacion de leches fermentadas se engloba una serie de productos
que se obtienen utilizando leche en sus diversas formas como materia prima, a la cual se
le inocula un cultivo de microorganismos especificos que fermentan la lactosa
produciendo modificaciones nutricionales y sensoriales que caracterizan al producto

final. En este proceso, parte de la lactosa es transformada en acido lactico, por lo que a
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estos productos también se les denomina “leches acidas”. También se producen
anhidrido carbdnico, acido acético, acetaldehido, diacetilo y otros compuestos que
confieren a cada uno de los productos unas caracteristicas organolépticas especificas.
Ademas, algunas bacterias también producen polisacaridos que confieren a la leche
fermentada una textura suave y cremosa, una menor sinéresis y una mejor viscosidad

(Staft, 2000; Stack et al., 2010).

La Federacion Internacional de Lecheria clasifica los productos lacteos

fermentados segln el tipo de fermentacion:

+ Mediante microorganismos termofilos (fermentacion entre 30-45 °C).

Ejemplos:

v" Yogur: obtenido por la accion de las bacterias Lactobacillus
delbruecki sub. bulgaricus y Streptococcus thermophilus.

v Leche acidofila: obtenida por Lactobacillus acidophilus.

+ Mediante microorganismos mesoéfilos (fermentacion por debajo de los 30

°C):

v Por fermentacion lactica (p.ej. leche acidificada por Lactococcus
lactis).

v Por fermentacion lactica y alcoholica (p.ej. kéfir y kuomis).

Aunque existen numerosos tipos de productos lacteos fermentados y otras leches
fermentadas con adiciéon de microorganismos probiodticos, el yogur constituye el

producto més conocido y consumido.

+ Yogur. El Real Decreto 179/2003, por el que se aprueba la norma de
calidad para el yogur, define yogur o yoghourt como “el producto de
leche coagulada obtenida por fermentacion lactica mediante la accion de
Lactobacillus bulgaricus (Lactobacillus delbruecki sub. bulgaricus) y

Streptococcus thermophilus a partir de leche pasteurizada, leche
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concentrada pasteurizada, leche total o parcialmente desnatada, con o sin
adicion de nata pasteurizada, leche en polvo entera, semidesnatada o
desnatada, suero en polvo, proteinas de leche y/u otros productos

procedentes del fraccionamiento de la leche”.

Esta norma establece, entre otros requisitos, que:

v Los microorganismos productores de la fermentacion lactica deben ser
viables y estar presentes en el producto terminado en cantidad minima de
10'° colonias por gramo o mililitro.

v Todos los yogures deberan tener un pH igual o inferior a 4.6.

v El yogur, desde el momento de su fabricacion hasta su adquisicion por el
consumidor, se mantendra temperaturas comprendidas entre 1 y 8 °C.

v El yogur debera ser vendido al consumidor, como maximo dentro de los

28 dias siguientes, contados a partir de su fabricacion.

El Real Decreto 176/2013 de 29 de marzo de 2013 deroga el requisito
establecido en el Real Decreto 179/2003 de la venta del yogur dentro de los 28 dias
siguientes de su fabricacion. De esta forma, actualmente recae sobre las industrias

lacteas la responsabilidad de estimar el tiempo de vida util de sus yogures.

El Real Decreto 179/2003, igualmente, autoriza la denominacién de “yogur” o
“yoghourt pasteurizado” después de la fermentacion para “el producto obtenido a partir
del yogur o yoghourt que, como consecuencia de la aplicacion de un tratamiento por el
calor posterior a la fermentacion equivalente a una pasteurizacion, ha perdido la
viabilidad de las bacterias lacticas especificas y cumple todos los requisitos establecidos
para el yogur en esta norma, salvo las excepciones indicadas en ésta”. La diferencia
entre los dos productos estriba en que el yogur pasteurizado después de la fermentacion
es sometido, como su propio nombre indica, a un tratamiento térmico para alargar la
vida comercial del producto hasta 3 meses o mas, ademas de no necesitar frio para su
conservacion. En este proceso se destruyen practicamente todas las bacterias lacticas
especificas del yogur. Por lo tanto, si bien el valor nutricional no se modifica
sensiblemente, todo aquel beneficio para la salud que pueda estar relacionado con la

existencia de bacterias lacticas vivas se pierde.
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El Real Decreto 198/2017, de 3 de marzo, por el que se modifican el Real
Decreto 1728/2007, de 21 de diciembre, por el que se establece la normativa bésica de
control que deben cumplir los operadores del sector lacteo y se modifica el Real Decreto
217/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan la identificacion y el registro de los
agentes, establecimientos y contenedores que intervienen en el sector lacteo, y el
registro de los movimientos de la leche, el Real Decreto 752/2011, de 27 de mayo, por
el que se establece la normativa basica de control que deben cumplir los agentes del
sector de la leche cruda de oveja y cabra, el Real Decreto 1528/2012, de 8 de
noviembre, por el que se establecen las normas aplicables a los subproductos animales y
los productos derivados no destinados al consumo humano, y el Real Decreto 476/2014,
de 13 de junio, por el que se regula el registro nacional de movimientos de subproductos

animales y los productos derivados no destinados al consumo humano.

Mediante el Real Decreto 1728/2007, de 21 de diciembre, por el que se establece
la normativa bésica de control que deben cumplir los operadores del sector lacteo y se
modifica el Real Decreto 217/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan la
identificacion y registro de los agentes, establecimientos y contenedores que intervienen
en el sector lacteo, y el registro de los movimientos de la leche, se establecieron, en
desarrollo de la normativa reglamentaria correspondiente de la Union Europea, los
controles minimos obligatorios que deben realizar los operadores econdémicos
vinculados a la produccion de la leche cruda de vaca en todas sus etapas, de manera que

todos los operadores y laboratorios del sector lacteo actlien de manera homogénea.

Posteriormente, con el Real Decreto 752/2011, de 27 de mayo, por el que se
establece la normativa bésica de control que deben cumplir los agentes del sector de
leche cruda de oveja y cabra, se establecid igual regulacién para el sector ovino y

caprino.

Con la experiencia adquirida en su aplicacion, se ha observado la necesidad de
modificar ambas normas en determinados aspectos, para el sector de las queserias de
campo y pequefias queserias, en especial en aquellos aspectos de analisis de la leche no

previstos en la normativa de la Uniéon Europea, o que no afectan a la leche de oveja y
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cabra, asi como adecuar el contenido de los analisis de laboratorio a las necesidades
sanitarias. Ello no supone merma alguna de las actuaciones de control oficial para
garantizar la seguridad alimentaria, que se mantienen, o incluso de la calidad de la
leche, dentro del marco de las acciones previstas en el Plan Nacional de Control Oficial
de la Cadena Alimentaria (PNCOCA), aprobado de acuerdo con el articulo 41 del
Reglamento (CE) n° 882/2004, del Parlamento Europeo y del Consejo, de 29 de abril de
2004, sobre los controles oficiales para garantizar la verificacion del cumplimiento de la
legislacion en materia de piensos y alimentos y la normativa sobre sanidad animal y

bienestar de los animales.

Asimismo, es preciso modificar el apartado 4 del articulo 4 del Real Decreto
1528/2012, de 8 de noviembre, por el que se establecen las normas aplicables a los
subproductos animales y los productos derivados no destinados al consumo humano;
para prever el régimen de convocatorias de la Comision Nacional de subproductos de
origen animal no destinados a consumo humano; y para eliminar el caracter transitorio
de su disposicion transitoria quinta sobre recogida, transporte y eliminacion de
determinados materiales de categoria 3 por métodos distintos de la incineracion o el
enterramiento “in situ”, incorporando esta posibilidad en el articulado de manera

permanente.

Finalmente, es necesario modificar el Real Decreto 476/2014, de 13 de junio,
por el que se regula el registro nacional de movimientos de subproductos animales y los
productos derivados no destinados al consumo humano, para, en el apartado 1 del
articulo 3, concretar que en el Registro nacional de movimientos de subproductos
animales y productos derivados no destinados al consumo humano, se inscribiran los
operadores con instalaciones registrados o autorizados de acuerdo con el articulo 20 del
Real Decreto 1528/2012, de 8 de noviembre; en el apartado 1 del articulo 4 establecer la
necesidad de que se suministren ciertos datos para las plantas intermedias, y plantas de
transformacion que reciban animales muertos en explotacion de ganado vacuno, y, en el

anexo I, contemplar dichos datos.

+ Leches fermentadas con probidticos. Existe una nueva generacion de
leches fermentadas a las que hasta hace poco tiempo se las denominaba

comercialmente afiadiéndoles el prefijo “bio”, término reservado
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actualmente a productos con certificacion bioldgica o ecoldgica. La
principal caracteristica de estos productos es que a los fermentos lacticos
tradicionales se les asocian otros microorganismos vivos conocidos como
“probidticos”, que se clasifican fundamentalmente en los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium. Se caracterizan por su capacidad para
sobrevivir después del paso por el aparato digestivo, contribuir a mejorar
el balance microbiano intestinal, y de esta forma ejercer una influencia

positiva en la salud del huésped (Bar¢ et al., 2010).

La FAO/OMS define probiéticos como “microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, confieren al huésped un beneficio para la salud”.
La mayoria de los probidticos pertenecen al grupo de las bacterias productoras de 4acido
lactico (LAB), como algunas especies del género Lactobacillus, pero también se
consideran probioticos determinadas especies del género Bifidobacterium, algunas
levaduras como Saccharomyces boulardii e incluso alguna cepa de la especie

Escherichia coli.

2.7.2 Leche de cabra fermentada

Desafortunadamente, existen muchas dificultades tecnologicas asociadas a la
produccion de leches fermentadas de cabra con buenas propiedades organolépticas,

muchas de ellas relacionadas con su composiciéon (Domagala, 2009).

La consistencia de estos fermentados lacteos se considera uno de los puntos
criticos (Farnsworth et al., 2006). La leche de cabra tiene un contenido en caseina
ligeramente mdas bajo que la de vaca, con una baja proporcion de osi-caseina, y un
mayor grado de dispersion de las micelas (Vegarud et al., 1999), lo que provoca que el
coagulo que se obtiene sea mucho mas débil (Novakovic et al., 1997, 1998). Aun asi,
existe cierta controversia en cuanto a la leche caprina, pues también se ha demostrado
que en yogures producidos con mezclas de leche de cabra y vaca, la sinéresis disminuye

con la adicion de mas leche de cabra (Rojas-Castro et al., 2007; Vargas et al., 2008).
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Se estan llevando a cabo diversas estrategias para mejorar la calidad sensorial de
estos productos. El contenido en so6lidos no grasos se aumenta mediante distintos
procedimientos como concentracion de la leche de partida con membranas, adicion de
leche desnatada en polvo y concentrados de proteinas del suero lacteo, adicion de
estabilizadores como pectinas e inulina, y empleo de bacterias acido-lacticas
productoras de exopolisacaridos (Martin-Diana et al., 2003; Herrero et al., 2006; Tratnik

et al., 2006; Stack et al., 2010).

La concentracién de la leche de partida con métodos como la ultrafiltracion
aporta mejores propiedades organolépticas, sobre todo en cuanto a mejor textura y
menor sinéresis, frente a productos con adicidén de leche en polvo, ya que ademas ésta
puede causar un deterioro o modificacion del olor y el sabor (Mehaia et al, 1998). Se ha
observado que los fermentados lacteos elaborados con leche de cabra ultrafiltrada y con
adicion de microorganismos probidticos tienen mejores propiedades Organolépticas

(Domagala et al., 2008, 2012).

La naturaleza de las caseinas es importante respecto de la resistencia del gel; las
B-caseinas que predominan en la leche de cabra originan un gel mas fuerte que el

obtenido con la leche de vaca (Robinson, 1995).

El punto isoeléctrico de la caseina bovina se situa en torno a un pH 4.6, mientras
que las proteinas caprinas lo alcanzan a pH 4.2. Cuando se alcanza este pH, es cuando
se produce la coagulacion de la mayor parte de las caseinas, llevando a la formacién del

gel y a una mejora en la retencion del suero.

El desarrollo de leches fermentadas de cabra adicionadas de microorganismos
probidticos ha sido recomendado en el campo de la produccidon de fermentados lacteos
con efectos terapéuticos (Martin-Diana et al., 2003). Es por ello que, al igual que para la
leche de vaca, en diversos estudios se promueve el crecimiento de bacterias probidticas
en la leche de cabra para conseguir una mejora en la funcionalidad de sus productos
fermentados (Martin-Diana et al., 2003; Farnsworth et al., 2006; Kongo et al., 2006;
tratnik et al., 2006; Kehagias et al., 2008).
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Zalewska et al., (2017), han realizado recientemente un estudio cuyo objetivo ha
sido analizar los cambios en la microbiota de los productos lacteos durante la
fermentacion y el almacenamiento. Se estudiaron dos tipos de yogur, un kéfir y una
leche acidofila durante el proceso de fermentacion y el almacenamiento utilizando la
secuenciacion de amplicon 16S ADNr. También se examinaron leche de vaca y cabra,
leche cruda y pasteurizada. Se demostr6 que los organismos mas representados en todos
los productos manufacturados son los del Filum Firmicutes. En algunos productos:
yogur 1, yogur 2, leche acidofila y kéfir para los tres tipos de leche: 1) leche
pasteurizada de vaca, 2) leche no pasteurizada de vaca y 3) leche pasteurizada de cabra
Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria también estuvieron presentes en grandes

cantidades.

2.7.3 Leche de cabra fermentada y efectos sobre la salud

Moreno-Fernandez et al., (2016a) han identificado recientemente las diferencias
entre los principales macronutrientes y micronutrientes en leches fermentadas
deshidratadas de vaca y cabra incluyendo proteinas, grasas, minerales y vitaminas. La
leche de cabra fermentada tenia mayor contenido de proteina y menor contenido de
cenizas. Todos los aminoacidos (excepto alanina), fueron mas altos en la leche de cabra
fermentada que en la leche de vaca fermentada. La composicion de los acidos grasos
estudiados fueron significativamente diferentes entre ambas leches fermentadas excepto
para los valores de C11:0, C13:0, C16:0, C18:0, C20:5, C22:5 y la cantidad total de
acidos grasos saturados y monoinsaturados que es muy préoxima. La cantidad de los
minerales Ca, Mg, Zn, Fe, Cu y Se fueron mayores en leche de cabra fermentada. En
cambio en este tipo de leche fermentada tenia menores cantidades de éacido félico,
vitamina E y C, y valores mas altos de vitamina A, D3, Bs y B12. El presente estudio
demuestra las mejores caracteristicas nutricionales de la leche de cabra fermentada, lo
que sugiere un papel potencial de este producto lacteo como un alimento de alto valor

nutricional.
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El objetivo de otro estudio llevado a cabo por los mismos autores (Moreno-
Fernandez et al., 2016b) fue evaluar la influencia de la leche de cabra o de vaca
fermentada sobre los niveles de melatonina, el estado antioxidante durante la
recuperacion de la anemia. Se utilizaron como animales de experimentacion ochenta
ratas macho Wistar que fueron colocadas en un periodo pre-experimental de 40 dias y
divididas al azar en dos grupos, un grupo control recibi6 la dieta con contenido normal
de hierro (45mg kg™') y el grupo anémico recibié una dieta baja en hierro (5 mg kg!). A
continuacion, las ratas fueron alimentadas con dictas fermentadas de leche de cabra o de
vaca con un contenido de hierro normal o sobrecarga de hierro (450mg kg™!) durante 30
dias. Después de 30 dias de alimentacion de las leches fermentadas, el estado
antioxidante total (TAS) fue mayor en ambos grupos de animales alimentados con leche
de cabra fermentada con el contenido normal de hierro. Los valores de 8-hidroxi-2’-
deoxiguanosina (8-OHdG) en plasma y orina fueron menores tanto en el grupo control
como en el anémico alimentados con leche de cabra fermentada. La melatonina y la
corticosterona aumentaron en los grupos anémicos durante la reposicion de hierro con
ambas leches fermentadas. Los isoprostanos en orina fueron menores en ambos grupos
alimentados con leche de cabra fermentada. El dafio oxidativo de lipidos y proteinas fue
mayor en todos los tejidos con leche de vaca fermentada. Durante la recuperacion de la
anemia, la leche de cabra fermentada tuvo efectos positivos sobre la melatonina y la

TAS, incluso en la sobrecarga de hierro, limitando el dafo oxidativo evocado.

Moreno-Fernandez et al., (2016¢), encontraron que a pesar de los papeles
cruciales del Dcytb, el DMT]1, la cadena ligera de ferritina (Ftl1), la FPN 1 (FPNI), el
TfR1 y el péptido antimicrobiano de hepcidina (Hamp) en el metabolismo del hierro,
ningun estudio ha investigado las modulaciones de estos genes durante la replecion de
hierro con leches fermentadas. El analisis incluyd marcadores de estado general de
hierro y expresion de genes y proteinas en enterocitos de animales control y anémicos
alimentados con leches fermentadas. La leche de cabra fermentada reguld los
enterocitos Dcytb, DMT1, FPNI1 y Ftll y regul6 la expresion de los genes de TfR1 y
Hamp en animales control y anémicos. La anemia disminuyo la expresion de Dctyb,
DMTI1 y Ftll en animales alimentados con leche de vaca fermentada, en cambio
aumentd la expresion de TfR1 y Hamp. La sobrecarga de hierro en animales
alimentados con leche de vaca fermentada regulé negativamente la expresion de Dctyb

y TfR1 y de forma positiva la de los genes de DMT1 y FPNI. La leche de cabra
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fermentada, tanto normal como con sobrecarga de hierro, aumentd la expresion de
Dctyb duodenal, DMT1 y FPN1 y disminuyé6 Hamp y TFR1, mejorando el metabolismo

del hierro durante la recuperacion de la anemia.

La anemia se asocia con fatiga y disminucion de la oxigenacion muscular, que
puede afectar al musculo esquelético (ME). No hay estudios disponibles sobre las
modificaciones de ME durante la recuperacion de la anemia; por lo tanto, el objetivo del
estudio de Moreno-Fernandez et al., (2016d) fue estudiar la homeostasis del ME durante
la recuperacion de la anemia con leches fermentadas. Los resultados de este estudio
indican que el consumo de leche fermentada durante la recuperacion de la anemia
disminuye los depositos de grasa y aumenta la lipdlisis, aumentando la expresion de las
proteinas UCPI1, PepTl e irisina, con un efecto ergogénico en el ME que es un

importante regulador endocrino del metabolismo corporal.

La IDA es uno de los problemas nutricionales mas comunes en el mundo, y se
acepta que la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) se altera durante la
ferrodeficiencia. El objetivo de este estudio (Moreno-Fernandez et al., 2017) fue evaluar
la influencia de las leches fermentadas de cabra y vaca sobre las actividades
antioxidantes enzimaticas, la expresion génica y su papel en la proteccion contra el dafio
oxidativo durante la recuperaciéon de la anemia. El consumo de leche de cabra
fermentada incrementa la TAS y de biomarcadores de menor dafio oxidativo, revelando
que la leche de cabra fermentada protege a las biomoléculas celulares principales
(lipidos, proteinas, ADN, prostaglandinas) del dafio oxidativo evocado durante la

recuperacion de la anemia.

El objetivo del estudio de Diaz-Castro et al., (2017) fue proporcionar
informacion detallada sobre la homeostasis del tejido adiposo durante la recuperacion
de la anemia con leches fermentadas ya que hasta la fecha, no habia estudios
disponibles sobre las modificaciones del tejido adiposo durante la recuperacion de la
anemia. Se colocaron 40 ratas Wistar machos en un periodo pre-experimental de 40
dias, divididas en dos grupos (dieta normal en hierro y dieta con ID). A continuacion,
las ratas fueron alimentadas con dietas fermentadas de leche de cabra o de vaca con

contenido normal de hierro durante 30 dias. La grelina y la adiponectina disminuyeron

119



i)l Alberto Munoz Garcia

en ambos grupos de animales alimentados con leche de cabra fermentada, mientras que
la leptina y los dacidos grasos no esterificados (NEFA) aumentaron. La UCP-1
disminuy6 en ratas anémicas alimentadas con leche fermentada y la irisina aumento
mucho en ambos grupos de animales alimentados con leche de cabra fermentada. La
leche de cabra fermentada reduce la adiposidad, induciendo la elevacion de la leptina y
la reduccion de la grelina. Por el contrario, las concentraciones plasmaticas de
adiponectina disminuyeron en animales alimentados con leche de cabra fermentada,
mostrando una correlacion inversa con NEFA, un importante marcador de movilizacién
lipidica, lo que indica un aumento de la lip6lisis. El aumento de irisina en animales
alimentados con leche de cabra fermentada contribuye a un perfil metabolico favorable

y al pardeamiento del tejido adiposo durante la recuperacion de la anemia.

De acuerdo con Costa et al., (2016), la sustitucion de la leche de vaca por la
leche de cabra podria mejorar la calidad de los productos lacteos, ya que afade nuevas
caracteristicas sensoriales. El objetivo de su estudio fue desarrollar un tipo de yogur con
leche de cabra (25, 50, 75 y 100 %) en lugar de la leche de vaca y comparar sus
caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales. Los expertos en el analisis
sensorial indicaron que los yogures hasta el 50 % de la leche de cabra recibieron
promedios favorables y puntuaciones mas bajas para concentraciones de leche de cabra
mas altas (75 % y 100 %). No se inform¢ diferencia alguna en la acidez. Sin embargo,
no causa alteraciones en los atributos sensoriales (50 % de leche de cabra) y por lo tanto

puede ser considerada como una alternativa para la producciéon de productos lacteos.

La leche de cabra por sus multiples propiedades nutracéuticas y por el alto
rendimiento de sus productos derivados, representa una alternativa comercial interesante
para la elaboracion de leches fermentadas especiales. En la actualidad los cultivos
probidticos por sus probadas propiedades se estan usando ampliamente en la
elaboracion de leches fermentadas. Hernandez-Monzon et al., (2016), teniendo en
cuenta estos antecedentes en su trabajo tuvieron como objetivo desarrollar una leche
fermentada de cabra con caracteristicas probidticas, encontrando buena aceptabilidad y
adecuada vida utilizando cultivos de Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus

conjuntamente con los cultivos del yogur.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se han utilizado 80 ratas macho (Rattus norvegicus, raza Wistar albina), recién
destetadas, procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de
Granada. Los protocolos de manejo, cuidado y sacrificio de animales empleados fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Granada y de acuerdo con las

directrices comunitarias de la Union Europea.

Tras el destete, las ratas son divididas en dos grupos experimentales. La
ferrodeficiencia es inducida en uno de los grupos por la técnica desarrollada
previamente por nuestro grupo de investigacion (Pallarés et al., 1993): las ratas son
sometidas a un periodo pre-experimental (PPE) de 40 dias, en los cuales se les
suministra dieta estdndar AIN-93G (Reeves et al., 1993), pero con bajo contenido en
hierro (5.91 + 0.36 mg/Kg por anélisis). La dieta baja en hierro utilizada para inducir la
anemia se obtuvo omitiendo el hierro del suplemento mineral de la dieta. El grupo
control recibid la misma dieta, pero con un contenido normal en hierro (44.72 + 0.98

mg/Kg por andlisis) (Reeves et al., 1993).

Desde el comienzo del estudio, las ratas fueron alojadas en células individuales de
metabolismo. Estas células se encuentran situadas en una habitacion aireada y
termorregulada (21 + 2 °C) con fotoperiodo controlado de 12 horas (luz-oscuridad) y un
55-60 % de humedad. El agua bidestilada est4d disponible ad libitum, mientras que la
ingesta de alimento se controla (pair feed), de manera que los animales ingieren el 80 %
de la ingesta media de cada periodo al dia, para evitar las diferencias debidas a la
cantidad de dieta ingerida. En el dia 40 del PPE, se toman muestras de sangre periférica

de la vena caudal para el control hematoldgico de la anemia.

Tras el PPE, los animales (n=80) se sometieron a un periodo experimental (PE)

en el cual, los grupos controles y anémicos eran divididos en cuatro subgrupos,
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alimentados durante 30 dias con 4 tipos diferentes de dieta: basadas en leche de vaca o
cabra fermentada, y con contenido normal (45 mg/kg dieta) o sobrecarga de Fe (450
mg/kg dieta). La dosis de 450 mg hierro/kg dieta es la mas comun para inducir la
sobrecarga cronica de hierro en estudios animales (Raja et al., 1994) (Figura I). El
contenido de hierro (mg/Kg) por andlisis en las dietas fue: dieta normal de hierro: 43.98
+ 0.39 (dieta basada en leche de vaca fermentada), 44.28 =+ 0.76 (dieta basada en leche
de cabra fermentada) y dietas con sobrecarga de hierro: 469.82 + 2.25 (dieta basada en

leche de vaca fermentada) y 470.82 + 2.35 (dieta basada en leche de cabra fermentada).

Al final del PE, los animales fueron anestesiados por via intraperitoneal con
pentobarbital sodico (Sigma Diagnostic, St Louis, MO), totalmente desangrados
mediante canulacion de la aorta y se analizaron alicuotas de sangre con EDTA para
medir los pardmetros hematologicos y se determind el resto de la sangre, se centrifugd
(1500 xg, 4 °C, 15 min) para medir citosinas cardiovasculares en plasma. La sangre
restante se centrifugd sin anticoagulante para separar los gldbulos rojos del suero y el
posterior andlisis de hierro, la TIBC, la Tsat, la ferritina y la hepcidina.

Figura I. Disefio experimental del estudio.
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3.2 FERMENTACION Y DESHIDRATACION DE LAS LECHES

Las leches fermentadas se prepararon segtn el método descrito previamente por
Moreno-Fernandez et al., (2016b). Ambos tipos de leches fueron inoculadas con
iniciadores de yogur tradicional Lactobacillus bulgaricus subsp. Delbruickii y
Streptococcus thermophiles (concentracion inicial de 1 x 10! UFC/mL de indculo) y se
incubaron a 37 °C aproximadamente. Previamente al proceso de deshidratacion, la
muestra de yogur se acondiciond y tratdé adecuadamente, homogeneizandose calentando
a 20 °C y agitando vigorosamente con vortex. Una vez preparado el producto se
deshidrat6 a una temperatura suave (50 °C) para evitar cambios nutricionales negativos,

hasta que la humedad final vari6 entre el 2.5 % y el 4.5 %.

3.3 DIETAS ENSAYADAS

La Tabla I muestra la composicion de las dietas ensayadas durante el PPE y PE.

Tabla 1. Dietas ensayadas durante el PPE y PE.

COMPONENTE CANTIDAD (g/kg)

PPE

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

Caseina 200

Aceite de Oliva Virgen 100

Almidon de trigo 500

Ingredientes constantes P 200
PE

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

Proteina de leche de vaca 204
Lactosa de leche de vaca 295
Grasa de leche de vaca 100

Almidon de trigo 201
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Tabla I (Continuacion). Dietas ensayadas durante el PPE y PE.

COMPONENTE CANTIDAD (g/kg)

PE

Ingredientes constantes P 200

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

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

2Contenido de hierro en la dieta durante el PPE: Las dietas fueron preparadas de acuerdo con las
recomendaciones del Instituto Americano de Nutricién (Reeves et al., 1993) para las ratas controles
(contenido normal de hierro: 45 mg/kg dieta) y con bajo contenido en hierro para las ratas anémicas (5

mg/kg dieta) (Pallarés et al., 1993).

Los ingredientes constantes (g/kg dieta) fueron: fibra (celulosa micronizada) 50, sacarosa 100,

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

¢ Para las dietas basadas en leche de vaca y cabra fermentada del PE se formularon correctores
minerales especificos teniendo en cuenta el contenido mineral que aportaban las leches fermentadas para
alcanzar las citadas recomendaciones. Las dietas se prepararon de acuerdo a las recomendaciones del
Instituto Americano de Nutricion (Reeves et al., 1993) para los grupos control (45 mg/kg dieta) y con

elevado contenido en hierro (450 mg/kg dieta) para los grupos de sobrecarga (Raja et al., 1994).

La dieta estandar AIN 93-G del PPE y los suplementos minerales y vitaminicos son preparados
de acuerdo a las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricion (Reeves et al., 1993) pero con
ligeras modificaciones en la fuente y nivel de grasa: la grasa proviene de aceite de oliva en lugar de soja
(debido a sus conocidos efectos beneficiosos sobre la salud y por ser la mas comunmente consumida en
nuestro pais) y la proporcion de grasa es del 10 % en lugar del 7 %. La fuente de hierro empleada fue

citrato férrico.
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3.4 CONTENIDO TOTAL DE NITROGENO, MATERIA SECA,
CENIZAS, GRASA TOTAL, LACTOSA Y MINERALES

El contenido de nitrogeno se midié usando el método Kjeldahl (AOAC, 2005).
La materia seca, ceniza, grasa total y lactosa se determinaron de acuerdo con los
métodos descritos por AOAC (1995). El contenido mineral en las leches fermentadas y
en las dietas se evalu6 mediante analisis multielemental mediante un espectrofotometro
de emision optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). Las muestras se
mineralizaron previamente por método humedo en un bafio de arena (JR Selecta,
Barcelona, Espafia). Usando HNOs3 seguido de una mezcla de HNO3: HCIO4 (69 %: 70
%, v/v; Merck KGaA, Darmstadt. Alemania; proporcidon 1:4, v/v) hasta la eliminacion
total de la materia organica. El andlisis de Ca, P, Fe, Zn, Cu, Mg, Na y K se llev6 a cabo
utilizando un ICP-OES Optima 8300 (PerkinElmer Inc. Waltham, EE. UU.) con un

detector de alto rendimiento de dispositivo de carga segmentada (SCD).

Tabla II. Composicion quimica (%) de leche de vaca y cabra fermentada y

deshidratada.

Leche de vaca Leche de cabra
fermentada fermentada
Proteina 26.2 29.8
Grasa 31.6 31.8
Cenizas 12.7 9.3
Lactosa 29.5 29.1

Determinacion y composicion de aminoacidos

Las leches fermentadas deshidratadas se suspendieron en agua de modo que la
concentracion fue de aproximadamente 7 g de polvo/100 mL. Seguidamente 1.28 mL de
leche de cabra fermentada y 1.21 mL de leche de vaca fermentada (de manera que habia
una cantidad igual de proteina de cada muestra) se dividieron en partes alicuotas por

duplicado en dos series de tubos de hidrolisis. Una serie se someti6 a analisis para los
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aminodcidos estables en medio 4cido y la otra se sometid a andlisis para los
aminoacidos azufrados. No se intentd eliminar la grasa de las muestras. Todos los tubos
se secaron usando bomba de vacio. Los tubos utilizados para determinar los
aminoacidos estables en medio acido tenian 1 mL de HCI 6 M que contenia 0.1 % de
fenol anadido antes de eliminar el gas (usando una bomba de vacio) y se sellaron
fundiendo el estrechamiento del cuello del tubo de muestra. Después de la hidrolisis, los
tubos se agrietaron y se afiadid norleucina como patréon interno antes de volver a
secarse. Una vez secos, los aminoacidos se disolvieron mediante la adicion de tampon
de carga (citrato sodico 67 mM, pH 2,2, con fenol al 0.1 % (p / v)) antes de analizarse
usando un sistema de cromatografia liquida de alto rendimiento Waters de intercambio
i6nico (Waters Corporation, Milford, MA, EE. UU.). Utilizando derivatizacion y
deteccion de ninhidrina en la columna con una absorbancia a 570 nm (440 nm para la
prolina). Los tubos utilizados para determinar los aminodcidos de azufre se trataron con
acido performico antes de la hidrélisis para oxidar cuantitativamente la cisteina y la
metionina a los compuestos mas estables, acido cisteico y metionina sulfona. Estos
tubos se prepararon por triplicado. Primero se enfriaron en hielo, antes de agregar 1 mL
de 4cido perfumado enfriado en hielo (proporcién 9:1 de 4cido foérmico al 88 %:
perdxido de hidrogeno al 30 %). Los tubos se incubaron en hielo en un refrigerador
durante 16 h. Después de la incubacion, se afiadieron 0,15 ml de bromuro de hidrogeno
a los tubos, que luego se secaron. Una vez secos, los tubos se sometieron a hidrolisis

acida como se ha descrito en el primer paso.

Tabla III. Composicion de aminoacidos (g/100 g aminoacidos) de leche de vaca

y cabra fermentada y deshidratada.

: Leche de vaca Leche de cabra
fermentada fermentada

Thr 1.51 1.85
Tleu 1.90 2.25
Leu 2.81 4.11
Lys 2.48 2.86
Met 0.81 1.36
Cys 0.05 0.08
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Tabla III (Continuacion). Composicion de aminoécidos (g/100 g aminoacidos)

de leche de vaca y cabra fermentada y deshidratada.

Leche de vaca Leche de cabra
fermentada fermentada
Phe 1.21 1.98
Tyr 0.49 0.88
Val 1.92 2.76
Arg 0.75 1.39
His 0.77 1.42
Ala 1.52 1.48
Asp 2.71 3.40
Glu 541 9.46
Gly 0.53 0.86
Pro 291 4.12
Ser 1.77 2.33

Determinacion y composicion de acidos grasos

Los ésteres metilicos de acidos grasos se prepararon mediante metanolisis basica
catalizada por glicéridos (KOH en metanol) de acuerdo con el procedimiento ISO-IDF
(ISO-IDF, 2002). El analisis de ésteres metilicos de acidos grasos con cromatografia de
gases con un detector de ionizacidon de llama (GC-FID) se realizé en un cromatografo de
gas-liquido (sistema de red Agilent 6890 N) con un autoinyector. El perfil de ésteres
metilicos de acidos grasos se determind mediante inyeccion dividida (1:100) en una
columna capilar de silice fundida CP-Sil 88 (100 mx 0.25 mm con pelicula de 0.20 pum,
Varian, Middelburg, Paises Bajos) usando un programa de temperatura de gradiente. La
temperatura inicial del horno fue de 160 °C. Después de 80 min, la temperatura del
horno se elevo a 10 °C min! a 210 °C y luego se mantuvo durante 35 min. El helio era

el gas portador, y el inyector y el detector estaban a 250 °C.
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Tabla IV. Composicioén de acidos grasos (g/100 g de acidos grasos totales) de

leche de vaca y cabra fermentada y deshidratada.

Leche de vaca Leche de cabra
fermentada fermentada
C4:0 3.61 2.63
C6:0 2.29 3.21
C8:0 1.38 3.59
C10:0 3.30 11.11
C11:0 0.10 0.11
C12:0 3.61 4.59
C13:0 0.11 0.12
C14:0 12.31 8.02
C14:1 1.07 0.41
C15:0 2.39 0.89
C16:0 34.81 26.77
C16:1 2.09 1.11
C17:0 1.22 0.39
C18:0 8.22 8.64
C18:1 n-9 19.41 24.23
C18:2 n-6 2.29 3.42
C18:0 0.20 0.21
C18:3 0.71 0.42
C20:4 0.22 0.12
C20:5 0.10 0.08
C22:5 0.09 0.11
SFA 73.60 72.90
MUFA 20.80 20.00
PUFA 2.90 3.50
PUFA n-3 0.40 0.70
PUFA n-6 2.30 2.90
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Determinacion y composicion mineral

El analisis multielemental por espectrémetro de emision Optica de plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES) (Perkin-Elmer Optima 8300, Perkin-Elmer,
Shelton, CT) se llevd a cabo para medir Ca, P, Mg, Zn, K, Fe, Cu, Se, I. Las muestras
de leche fermentada fueron previamente mineralizadas por método himedo en un bafio
de arena (JR Selecta, Barcelona, Espafia); las muestras se colocaron en un matraz
resistente y se disolvieron usando acido nitrico seguido de una mezcla de HNO3: HCIO4
(69 %: 70 %, v/v; Merck KGaA, Darmstadt, Alemania; en relacion 1:4, v/v) hasta la
eliminacion total de materia orgénica. Finalmente, las muestras se diluyeron con agua
Milli-Q ultrapura bidestilada. Todas las mineralizaciones se realizaron por triplicado, y
los blancos se prepararon y analizaron siguiendo el mismo procedimiento. Para
disminuir el riesgo de contaminacién, se utilizaron placas de polipropileno y puntas de
pipeta de plastico, reduciéndose al minimo el material de vidrio. Todos los materiales se
lavaron en 4cido nitrico y se enjuagaron varias veces con agua desionizada bidestilada.
Todo el analisis de la muestra de leche fermentada se llevo a cabo utilizando un Optima
8300 (PerkinElmer Inc. Waltham, EE. UU.) Con un detector de alto rendimiento de
dispositivo de carga segmentada (SCD) de matriz segmentada. Los elementos Ca, P,
Mg, Zn, K, Fe, Cu, Se, I no se midieron todos en el mismo andlisis, porque todos los
elementos pueden reaccionar de manera diferente en ciertas soluciones acidas o en
ciertas condiciones de plasma acoplado inductivamente y, por lo tanto, los elementos
compatibles analizados juntos bajo un conjunto optimizado de condiciones. Se
utilizaron seis métodos analiticos diferentes donde la preparacion de la muestra y/o las
condiciones del instrumento se optimizaron para el conjunto de elementos que se
analizaban. Para la calibracion del aparato, se usaron soluciones multielementales de
calibracion de Astasol (Analytika, Khodlova, Praga). Para preparar la curva de
calibracion, se prepararon las siguientes diluciones de trabajo del patron analitico: 0.1,
1.0, 10, 20, 50 mg/L. Como "estandar de verificacion", se usé la solucién estandar (10
mg/L) después de cada serie de 5 muestras. El resultado aceptable se evalué como 10
%. Las muestras examinadas se midieron en tres repeticiones. El resultado final fue una
media aritmética, que diferia menos del 5 %.

Las concentraciones de P se analizaron mediante espectrofotometria visible
(espectrometro UV / VIS de Perkin-Elmer lambda 16) utilizando la técnica de Fiske-
Subbarow (Fiske y Subbarow, 1925).
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Tabla V. Composicion mineral (mg/kg) de leche de vaca y cabra fermentada y

deshidratada.

Leche de vaca Leche de cabra
fermentada fermentada
Ca 7965 9490
P 7530 7340
Mg 809.0 921.1
Zn 24.33 29.31
K 11.82 11.49
Fe 4.58 545
Cu 0.28 0.79
Se 0.21 0.32
I 0.05 0.03

Determinacion y composicion de vitaminas

La vitamina A, la vitamina E, la vitamina Be, la vitamina B> y la vitamina C se
determinaron en un sistema de HPLC (Hewlett-Packard, Waldbronn, Alemania) que
consistia en un dispositivo de degasificacion de la serie HP 1050, un HP 1100 (para
analisis hidrosoluble), o un automuestreador Waters 717 (para andlisis liposoluble)
(Waters, Milford, MA), ambos con 20 mL de inyector de bucle fijo y un detector de UV
serie HP 1050 de longitud de onda variable. La adquisicion de datos se realizdé mediante
un sistema Chemstation HP 3365-11 (Hewlett-Packard). La separacion se realizo usando
una columna de fase inversa Tracer Spherisorb ODS2 C18 (TR-011019) de 250 x 4.6
mm, didmetro de particula de 5 mm (Teknokroma, Barcelona, Espafia), con un cartucho
protector a juego. Ambos andlisis se llevaron a cabo de forma isocratica a un caudal de
I mL/min. Las vitaminas hidrosolubles se determinaron a partir de 10 g de leches
fermentadas deshidratadas con 10 mL de agua Milli-Q. La fase movil utilizada en la
HPLC contenia acido octanosulfonico (reactivo de emparejamiento id6nico) 5 mM,
trietilamina al 0.5 %, acido acético glacial al 2.4 % y 15 % de metanol en agua Milli-Q.
La vitamina Bs, la vitamina Bi> y la vitamina C se obtuvieron de Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO). La vitamina A y la vitamina E se determinaron a partir de 15 g de

leches fermentadas deshidratadas disueltas con 100 mL de agua Milli-Q y se
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saponificaron a temperatura ambiente durante la noche usando etanol absoluto, solucion
de hidroxido de potasio y acido ascorbico como antioxidante. Las muestras se
extrajeron con n-hexano y se afadié hidroxitolueno butilado (BHT) como antioxidante,
luego se evaporo y se redisolvid en metanol. Los extractos se inyectaron en el sistema
de HPLC. Se utilizé6 agua-acetonitrilo-metanol (4:1:95, v/v/v) como fase movil. Las
condiciones de trabajo involucraban poca luz y atmosfera de nitrogeno para evitar la
degradacion de las vitaminas. Trans-Retinol (vitamina A) y tocoferol (vitamina E) se

compraron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO).

El acido folico se determin6 en un sistema de HPLC (Hewlett-Packard,
Waldbronn, Alemania) acoplado a un detector de masas en tandem Quattro Ultima
(Waters-Micromass, Manchester, Reino Unido). El sistema de HPLC estaba equipado
con una columna XBridge C18 de 150 mm x 3 mm (Waters, Milford, PA) mantenida a
40 °C. Se us6 una fase movil de gradiente binario a un caudal de 0.4 mL/min con
disolvente A (acido acético al 0.1 % en agua) y disolvente B (4cido acético al 0.1 % en
metanol). El gradiente se inici6 de forma indirecta durante 0.5 minutos a 10 % de B,
seguido de un aumento lineal a 100 % de B en 4.5 minutos. Después de una retencion
isocratica al 100 % de B durante 5.9 minutos, el gradiente volvio al 10 % de B en 0.1
min para el equilibrio de la columna durante 3 minutos. El espectrometro de masas se
hizo funcionar en modo negativo por electrospray y la adquisicion de datos se realizo en
modo de monitorizacién de reaccion multiple. El argén se usé como gas de colision a
3.2 x 107 mbar y el multiplicador fue operado a 750 V. Al comienzo de cada serie, se
inyectan patrones de trabajo que contienen acido folico para verificar el rendimiento del

instrumento.

Tabla VI. Composicion vitaminica (ug/100g) de leche de vaca y cabra

fermentada y deshidratada.

Leche de vaca Leche de cabra
_ fermentada fermentada
Vitamina A 207.25 498.33
Vitamina D3 0.02 0.07

Vitamina E 0.09 0.03
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Tabla VI (Continuacién). Composicion vitaminica (pg/100g) de leche de vaca y cabra
fermentada y deshidratada.

Leche de vaca Leche de cabra
fermentada fermentada
Vitamina Be 42.71 33.25
Vitamina B12 0.08 0.45
Acido félico 221 0.73
Vitamina C 931.12 759.65

3.5 TEST HEMATOLOGICO

Todos los parametros hematoldgicos se realizan a partir de sangre periférica
obtenida de la vena caudal y recogida en un tubo con EDTA, para el control
hematologico de la anemia. Las determinaciones se han llevado a cabo con un

autoanalizador hematologico SYSMEX KX-21 (Sysmex, Tokyo, Japan).

3.6 HIERRO SERICO, CAPACIDAD TOTAL DE FIJACION
HIERRO (TIBC) Y SATURACION DE TRANSFERRINA (Tsat)

Para calcular la tasa de Tsat, se determinaron la concentracion sérica de hierro y
TIBC utilizando los reactivos Sigma Diagnostics Iron y TIBC (Sigma Diagnostics). La
absorbancia de las muestras se leyd a 550 nm en un lector de microplacas (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA). El porcentaje de saturacion se calculd a partir de la

ecuacion:

Saturacion de Transferrina (%) = concentracion sérica de Fe (ug/L)/TIBC (pg/L) x 100
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3.7 FERRITINA SERICA

La concentracion de ferritina sérica se determind usando el kit Rat Ferritin
ELISA (Biovendor Gmbh, Heidelberg, Germany). La absorbancia de la reaccion se leyo
a 450 nm usando un lector de microplacas (Bio-tek,Vermont, EE. UU). La intensidad
del color desarrollada fue inversamente proporcional a la concentracion de ferritina

sérica.

3.8 HEPCIDINA SERICA

La concentraciéon de hepcidina-25 se determind usando un kit DRG ELISA
(DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany). Los pocillos de microtitulacion se
recubrieron con anticuerpo monoclonal (de raton) dirigido hacia un sitio antigénico de
la molécula de hepcidina-25. La hepcidina-25 enddgena de una muestra compitié con
un conjugado de hepcidina-25-biotina para unirse al anticuerpo recubierto. Después de
la incubacion, el conjugado no unido se retird por lavado y se afiadié un complejo de
enzima estreptavidina-peroxidasa a cada pocillo. Después de la incubacion, el complejo
de enzima libre se elimin6 por lavado y se afiadi6 la solucion de sustrato. El desarrollo
del color azul se detuvo después de un corto tiempo de incubacidon, cambiando el color
de azul a amarillo. La microplaca se leyd a 450 nm en un lector de microplacas (Bio-
Rad Laboratories Inc.) y la intensidad del color desarrollado fue inversamente

proporcional a la concentracion de hepcidina en la muestra.

3.9 PARAMETROS DE SALUD CARDIOVASCULAR

Se utiliz6 la tecnologia Luminex xXMAP (Millipore, Darmstadt, Germany), la
cual estd construida sobre tecnologias existentes y probadas, la citometria de flujo, uso

de microesferas, tecnologia laser, procesamiento de las sefiales digitales y la quimica
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tradicional del inmunoensayo. El sistema Luminex es la combinacion de tres
tecnologias XMAP bésicas. La primera es la de microesferas xXMAP, una familia de 100
microesferas de poliestireno de 5.6 micrometros, coloreadas mediante fluorescencia,
que actuan como identificador, y superficie solida para desarrollar el ensayo. La
segunda, es un instrumento basado en citometria de flujo, que integra componentes
como laseres, Optica, fluidos avanzados y procesadores de sefal digital de alta
velocidad. El tercer componente es el software IS, disefiado para la adquisicion de datos
mediante "templates”, con un so6lido andlisis de regresion de datos. Esta tecnologia
presenta ciertas ventajas como reduccion de coste y trabajo, reduccion de tiempo,
resultados mas reproducibles que con arrays solidos y posible determinacion de entre 1-
100 analitos. En definitiva, se realizd6 un nimero elevado de determinaciones en un
volumen pequefio de muestras (25-50 pl), lo cual es de gran importancia en este estudio.
Se uso6 el panel de microesferas magnéticas para lesiones vasculares de rata RVIMAG-
26K MILLIPLEX MAP (Millipore Corporation, Missouri, EE.UU.), con el siguiente
panel de analitos: CAV-1, CINC-1/GRO/KC, CTGF, IL-6, MCP-1, tPAI-1, TIMP-1,
TNF-o y VEGF. La adiponectina, la sE-Selectina y la SICAM-1 se determinaron usando
el Panel de microesferas magnéticas para lesiones vasculares de rata RVIMAG-26K
MILLIPLEX MAP 2 (Millipore). Estos se basan en inmunoensayos en la superficie de
esferas fluorescentes codificadas (microesferas), siguiendo las especificaciones del
fabricante (50 eventos por perla, 50 pl de muestra, configuracion de compuerta: 8000-
15000, tiempo de espera 60 segundos). La placa se leyd en el analizador LABScan 100
(Luminex Corporation, Texas, EE.UU.) con el software xPONENT para adquisicion de
datos. Los valores promedio para cada conjunto de muestras o estandares duplicados se
encontraban dentro del 15 % de la media. Curva estandar: CAV-1: 1.4-1000 ng/mL,
CINC-1/GRO/KC, IL-6, MCP-1, PAI-1 (total): 0.1-100 ng/mL, CTGF: 0.3—200 ng/mL,
TIMP-1: 0.2-150 ng/mL, TNFa: 0.05-20 ng/mL, VEGF: 0.1-15 ng/mL, adiponectina:
0.3-250 ng/mL, sE-Selectina: 0.1-50 ng/mL, sICAM-1: 0.1-40 ng/mL. Las
concentraciones de analitos en muestras de plasma se determinaron comparando la

media de muestras duplicadas con la curva estandar para cada ensayo.
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3.10 ESTADISTICA

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS
(version 24.0, 2016, SPSS Inc., Chicago, IL). Las diferencias entre los grupos
alimentados con dietas con contenido normal de hierro o bajo en hierro durante el PPE
se evaluaron con significacion estadistica con la prueba de la t de Student. Los medios
individuales se probaron mediante comparacion por pares con la prueba de comparacion
multiple de Tukey cuando los efectos principales y las interacciones fueron
significativos. Los datos se analizaron mediante ANOVA de 2 vias para determinar los
efectos del tipo de la dieta, la anemia y el contenido de hierro en la dieta. Las

diferencias se consideraron significativas a P < 0.05.
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Tabla VII. Parametros hematoldgicos de ratas controles y anémicas en el dia 40

de la ferrodeficiencia (PPE).

Grupo Control
Normal hierro

Grupo Anémico
Bajo hierro

(45mg Fe/Kg dieta) (Smg/Kg dieta)
(n=40 n=40)
SANGRE TOTAL
Concentracién de Hb (g L") 132.95£2.91 61.35 £2.86*
Hematies (10'%/L7") 7.21+0.21 3.10+0.22*
Hematocrito (%) 40.21 £1.09 13.21+1.29*
VCM (fL) 5549+ 0.51 36.82+0.36*
HCM (pg) 19.45+0.14 14.15+0.64 *
CHCM (gd L™V 35.57+0.35 30.18 £ 0.76*
ADE (%) 16.25+0.34 19.22+0.36 *
Plaquetas (10° L") 729 +70.22 2119+ 116*
Leucocitos (10° L) 8.89 +0.38 8.56 +0.76
Linfocitos (10° mL™") 7.87 £0.56 574 +0.81*
SUERO

Hierro (ug/L ") 1334 £ 98.76 605 + 56.03 *
TIBC (ug L") 2674 £ 185 17876 + 587 *
Saturacién de 49.11 £5.86 395+043*
Transferrina (%)

Ferritina (ug L) 79.82 +2.11 4923 +£1.63*
Hepcidina (ng mL™") 13.70 £ 0.36 15.54 £0.72%

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

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

Hb, hemoglobina; VCM, volumen corpuscular medio, HCM, Hb corpuscular media; CHCM, concentracion de Hb
corpuscular media; ADE, amplitud de distribucion eritrocitaria; TIBC, capacidad total de fijacion de hierro.




Tabla VIII. Parametros hematologicos de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con
contenido normal o sobrecarga de hierro (n=10 animales por grupo).

Contenido Grupo Grupo Grupo Grupo Dieta Anemia Contenido
de hierro Control Anémico Control Anémico de hierro
Normal 128.97 +2.87 129.31 +2.55 132.01 £2.75 129.22 +£2.47 NS1 NS
Concentracion de Hb  Sobrecarga  142.55+2.62C  141.15+£291C  141.33+2.99C 14698 +3.01BC  <0.05 NS <0.001
(gL™h
Normal 7.07+0.17 7.08 +0.21 7.40 +0.20 7.22+0.21 NS NS
Hematies Sobrecarga 6.96 £ 0.18 7.18+0.23 8.03 £ 0.29AC 7.12+0.21 <0.01 NS <0.05
(102 L")
Normal 40.07 £1.18 39.01+ 0.98 41.96+ 1.22A 42.96 = 0.99B <0.01 NS
Hematocrito Sobrecarga  39.43+1.32 44.88+2.75C 4484+ 127AC  4547+1.36C <0.05 NS <0.01
(%)
Normal 57.55+0.53 55.35+0.58 57.33 £0.56 55.11+0.53 NS NS
VCM Sobrecarga 56.81+0.59 53.21+£0.56 56.45+0.53 56.18 = 0.52B <0.05 NS NS
(fL)
Normal 932.89 +70.29 962.78 + 66.56 926.15+79.58 935.29 £ 67.01 NS NS
Plaquetas Sobrecarga  940.01 = 70.85 965.43 £ 72.17 934.03 + 81.29 946.01 +70.34 NS NS NS
(10° LY

I'NS, no significativo.

A Los valores medios del grupo control respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.035, test de Tukey).
B Los valores medios del grupo anémico respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).

€ Los valores medios del grupo correspondiente respecto a los alimentados con contenido normal de hierro fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Student).



Tabla VIII (Continuacién). Parametros hematologicos de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en leche fermentada de

vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro (n=10 animales por grupo).

Contenido Grupo Grupo Grupo Grupo Dieta Anemia Contenido
de hierro Control Anémico Control Anémico de hierro
Normal 1344 + 85.91 1352 + 86.21 1353+ 87.76 1325 +93.49 NS NS
Hierro Sérico Sobrecarga 1589+ 99.03C 1588 +£99.78C 1555+ 100C 1577+ 96.93C NS NS <0.01
(ng L
Normal 2785+ 156 2797 £ 136 2784 + 144 2791 + 159 NS NS
TIBC Sobrecarga 3146 £ 178C 3253+ 174C 3252+ 171C 3194 £ 167C NS NS <0.01
(ng L)
Normal 46.01 +0.89 45.47+0.90 46.66+ 0.75 46.38 +£0.95 NS NS
Saturacion de Sobrecarga  47.77 + 1.31C 47.85+£1.08C 49.61+0.97C 48.92+1.02C NS NS <0.01
transferrina (%)
Normal 83.27+1.73 82.85 +1.66 84.29+1.73 82.35+1.79 NS NS
Ferritina sérica Sobrecarga  87.68 + 1.82C 86.85+ 1.89C 87.83+1.91C 86.67 + 1.95C NS NS <0.01
(gL
Normal 16.33 £0.59 16.41 £ 0.50 14.26 £ 0.55A 14.25+0.57B <0.01 NS
Hepcidina slérica Sobrecarga  17.73 £ 0.61C 16.88 £ 0.59 1510+ 0.61A 14.39 £ 0.62B <0.01 NS NS
(ng mL™)

I'NS, no significativo.

A Los valores medios del grupo control respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.035, test de Tukey).
B Los valores medios del grupo anémico respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).

€ Los valores medios del grupo correspondiente respecto a los alimentados con contenido normal de hierro fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Student).



Tabla IX. Biomarcadores de riesgo cardiovascular en plasma de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas basadas
fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro (n=10 animales por grupo).

Dieta de leche fermentada

Dieta de leche fermentada

2-WAY ANOVA

de vaca de cabra
(ng mLY) Contenido de Grupo Grupo Grupo Grupo Dieta  Anemia Contenido de
hierro Control Anémico Control Anémico hierro

Normal 0.703 £ 0.045 0.684 + 0.044 0.946 + 0.088A  0.961 + 0.087B <0.001 NSI

CAV-1 Sobrecarga 0.685 +0.035 0.711 £ 0.049 0.856 £ 0.068A  0.953 +0.095B <0.001 NS NS
Normal 0.459 £ 0.075 0.508 £0.053 0.289 £ 0.051A  0.175+0.020B <0.001 NS

CINC- Sobrecarga 0.452 £ 0.025 0.540 + 0.033 0.303 £0.022A  0.185+0.035B <0.001 NS NS

1/GRO/KC
Normal 0.335+0.041 0.791 £ 0.085C 0.391 £ 0.039 0.296 + 0.065B <0.01 <0.05

CTGF Sobrecarga 0.351 £0.052 1.079+£0.125CD  0.362 + 0.083 0.309 + 0.044B <0.01 <0.05 <0.05

1 No significativo.

A Los valores medios del grupo control respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).

B Los valores medios del grupo anémico respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).

€ Los valores medios respecto a las ratas controles fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de la ¢ de Student).

D Los valores medios respecto a los alimentados con contenido normal de hierro fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de la ¢ de Student).

en leche



Tabla IX (Continuacioén). Biomarcadores de riesgo cardiovascular en plasma de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en
leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro (n=10 animales por grupo).

(ng mLY) Contenido Grupo Grupo Grupo Grupo Dieta  Anemia Contenido de
de hierro Control Anémico Control Anémico hierro

Normal 0.483 +£0.048 0.409 £ 0.044 0.309 = 0.051A 0.316 £ 0.042B <0.01 NS

IL-6 Sobrecarga 0.439 £ 0.021 0.423 £0.035 0.337+0.018A 0.327+0.031B <0.01 NS NS
Normal 0.575+£0.031 0.767 £ 0.052C 0.458 = 0.028A 0.507 = 0.044B <0.001 <0.01

MCP-1 Sobrecarga 0.580 £ 0.033 0.697 +0.048C 0.466 = 0.039A 0.504 = 0.052B <0.001 <0.05 NS
Normal 0.183 £0.019 0.169 £ 0.026 0.122 £0.027A 0.142 +0.035 <0.001 NS

tPAI-1 Sobrecarga 0.178 £ 0.028 0.163 £ 0.031 0.125+0.031A 0.135+0.022B <0.001 NS NS

1 No significativo.

A Los valores medios del grupo control respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).

B Los valores medios del grupo anémico respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).

€ Los valores medios respecto a las ratas controles fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de la ¢ de Student).

D Los valores medios respecto a los alimentados con contenido normal de hierro fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de la ¢ de Student).




Tabla IX (Continuacion). Biomarcadores de riesgo cardiovascular en plasma de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en
leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro (n=10 animales por grupo).

(ng mLY) Contenido Grupo Grupo Grupo Grupo Dieta  Anemia Contenido de
de hierro Control Anémico Control Anémico hierro
Normal 15.771 £ 0.852 17.861 +0.836 7.543 £ 0.509A 7.579 + 0.602B <0.001 NS
TIMP-1 Sobrecarga 15.581 £0.651 14.554+0.798D  7.055+0.582A 5.899+£0.585BCD  <0.001 <0.05 <0.05
Normal 0.086 + 0.045 0.092 + 0.049 0.061 =0.037A 0.063 +£0.058B <0.01 NS
TNF-a Sobrecarga 0.085 =+ 0.036 0.088 +0.033 0.063 = 0.031A 0.062 = 0.036B <0.01 NS NS
Normal 0.864 + 0.088 0.957 £0.091 0.537 = 0.089A 0.651+0.087B <0.001 NS
VEGF Sobrecarga 1.345+0.123D 1.556 £ 0.154D 0.856 =0.101D 1.181 £ 0.152BD <0.001 NS <0.001

1 No significativo.

A Los valores medios del grupo control respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).
B Los valores medios del grupo anémico respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).
€ Los valores medios respecto a las ratas controles fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de la ¢ de Student).

D Los valores medios respecto a los alimentados con contenido normal de hierro fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de la ¢ de Student).



Tabla IX (Continuacioén). Biomarcadores de riesgo cardiovascular en plasma de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas basadas en
leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro (n=10 animales por grupo).

Dieta de leche fermentada Dieta de leche fermentada 2-WAY ANOVA
de vaca de cabra
(ng mLY) Contenido Grupo Grupo Grupo Grupo Dieta  Anemia Contenido de

de hierro Control Anémico Control Anémico hierro
Normal 44412 £2.891 44771 +3.823 162.225 +£3.342A 159.823 +£5.011B  <0.001 NS

Adiponectina Sobrecarga  58.221 +£3.325D 56.325+2.925D 158.532 £3.825A 160.325+4.925B <0.001 NS <0.01
Normal 123.243 £10.121  126.181 £12.254 50.325+1.321A 49221 +1.925B <0.001 NS

sE-Selectina Sobrecarga 124.113 £9.981 129.223 £ 0.321 51.225+1.632A 50.876 +2.321B <0.001 NS NS

Normal 13.225 +1.324 12.671 £ 1.223 8.825+1.731A 8.941 + 1.025B <0.001 NS

sICAM-1 Sobrecarga 17.154 +1.189D 19.654 + 1.561D 10.123 + 1.658A 10.547 + 1.723B <0.001 NS <0.01

1 No significativo.

A Los valores medios del grupo control respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.035, test de Tukey).
B Los valores medios del grupo anémico respecto a los alimentados con dieta de leche de vaca fermentada fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de Tukey).
€ Los valores medios respecto a las ratas controles fueron significativamente diferentes (P < 0.03, test de la ¢ de Student).

D Los valores medios respecto a los alimentados con contenido normal de hierro fueron significativamente diferentes (P < 0.05, test de la ¢ de Student).
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Figura II. Concentracién de hemoglobina (g L) de ratas controles y anémicas alimentadas
durante 30 dias con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o
sobrecarga de hierro.
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Figura III. Hematies (10'> L") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura IV. Hematocrito (%) de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura V. VCM (fL) de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas
basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro.
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Figura VI. Plaquetas (10° L") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura VII. Hierro sérico (ug L) de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias
con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura VIIL. TIBC (ug L) de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura IX. Saturacion de transferrina (%) de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30
dias con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga
de hierro.
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Figura X. Ferritina sérica (ug L") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias
con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura XI. Hepcidina sérica (ng mL") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30
dias con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga
de hierro.
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Figura XII. CAV-1 (ng mL"') de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura XIII. CINC-1/GRO/KC (ng mL™") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30
dias con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga
de hierro.
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Figura XIV. CTGF (ng mL") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura XV. IL-6 (ng mL™") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas
basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro.
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Figura XVI. MCP-1 (ng mL™) de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de

hierro.
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Figura XVII. tPAI-1(ng mL™') de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de

hierro.
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Figura XVIIL TIMP-1 (ng mL™") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura XIX. TNF-a (ng mL') de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de
hierro.
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Figura XX. VEGF (ng mL") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de

hierro.
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Figura XXI. Adiponectina (ng mL") de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias
con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de

hierro.
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Figura XXII. sE-Selectina de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas
basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro.
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Figura XXIII. sICAM-1 de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30 dias con dietas
basadas en leche fermentada de vaca o cabra, con contenido normal o sobrecarga de hierro.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 PERIODO PREEXPERIMENTAL

Después de una dieta baja en hierro (5 mg Kg! dieta) durante 40 dias (PPE),
todos los parametros hematoldgicos eran estadisticamente diferentes entre los animales
controles y anémicos (P < 0.001), excepto los globulos blancos que permanecieron sin

cambios (Tabla VII).

En los animales controles, todos los parametros hematologicos estudiados estan
dentro del rango de valores normales para esta especie (Campos et al., 1998). Sin
embargo, cuando los animales consumen una dieta con bajo contenido en hierro (5 mg
Kg! dieta) durante 40 dias (PPE) se induce una anemia ferropénica nutricional, con una
baja concentracion de Hb (P < 0.001), menor recuento de hematies, hematocrito, indices
eritrocitarios (VCM, HCM, CHCM), linfocitos, hierro sérico, Tsat y ferritina sérica, (P
< 0.001); en tanto que los niveles de plaquetas, TIBC y hepcidina estaban
marcadamente elevados (P < 0.001), consecuencia de la deplecion progresiva de hierro

desde los depositos corporales (Brownlie et al., 2002) (Tabla VII).

5.2 PERIODO EXPERIMENTAL

5.2.1 Parametros hematoldgicos

Pasados 30 dias de alimentacion con dietas basadas en leche fermentada de
cabra o vaca (PE) con contenido normal o sobrecarga de hierro, los pardmetros
hematologicos se recuperaron completamente. La hepcidina sérica fue inferior en los
animales controles y anémicos alimentados con leche de cabra fermentada normal o
sobrecargada de hierro en comparacion con la leche de vaca fermentada (P < 0.001).

Como era de esperar, el hierro sérico fue mas alto en los grupos con sobrecarga de
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hierro (P < 0.01) con ambas dietas basadas en leche fermentada. La sobrecarga de
hierro también aumento6 la hemoglobina (P < 0.001), ferritina sérica, Tsat y TIBC (P <

0.01) (Tabla VIII).

En el estudio actual, se ha registrado una disminucién en la hepcidina sérica en
animales que consumen leche de cabra fermentada, y nuestro grupo de investigacion
(Diaz-Castro et al., 2014) también ha informado que la expresioén de hepcidina duodenal
disminuyo en ratas que consumen leche de cabra fermentada en comparacion con ratas
que consumen leche de vaca. Esta disminuciéon de la hepcidina incrementa el flujo de
salida de hierro de las células duodenales, porque se correlaciona inversamente con la
actividad de FPN y la absorcioén de hierro, mejorando los parametros hematologicos y

promoviendo la recuperacion de la anemia (Tabla VIII).

El hierro juega un papel fundamental en la distribucion y utilizacion sistémica de
oxigeno, contribuye a la eritropoyesis y por lo tanto la ID disminuye la capacidad de
transporte de oxigeno de los glébulos rojos (Jankowska y Ponikowski, 2010). El hierro
también es un componente imprescindible de las enzimas involucradas en la respiracion
celular, la fosforilacion oxidativa, la homeostasis vascular, la generacion de 6xido
nitrico y el ciclo del acido citrico (Dunn et al., 2007). Por consiguiente, las células con
altas demandas de energia, incluidas las musculares esqueléticas, vasculares y cardiacas,
son particularmente sensibles a la disminucion de las reservas de hierro (Andrews,
1999). La ID esté presente en pacientes con IC y se asocia con alteracion de la funcion
mitocondrial (Melenovsky et al., 2016), estructura anormal del sarcomero, y disfuncion
sistolica del ventriculo izquierdo (Jankowska y Ponikowski, 2010), sin embargo, en
nuestro estudio, después de suministrar las dietas basadas en leche fermentada con
contenido normal o sobrecarga de hierro, se recuperaron los parametros hematolédgicos,

revelando que se recupero6 la ID.

5.2.2 Parametros relacionados con la enfermedad
cardiovascular

Un mayor conocimiento de la fisiologia cardiovascular y su relacion con el

metabolismo del hierro deberian facilitar nuevas estrategias nutricionales para mejorar
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el estado hematologico y la salud cardiovascular. En el presente trabajo, utilizando un
modelo de deficiencia severa de hierro (Pallarés et al., 1993), se han estudiado varios
marcadores relacionados con la salud cardiovascular para demostrar si el consumo de
leche fermentada de cabra tiene una influencia positiva en la fisiologia vascular y en la

hematologia.

5.2.2.1 Efecto de la anemia

La Tabla IX muestra que después de 30 dias de alimentacidén con dietas basadas
en leche fermentada (PE) la anemia disminuy6 el TIMP-1 en los animales alimentados
con leche de cabra fermentada con sobrecarga de hierro (P < 0.001) y aumenté CGTF y
MCP-1 en animales alimentados con leche fermentada de vaca con contenido normal de
hierro (P < 0.05) o sobrecarga de hierro (P < 0.01 para CGTF y P < 0.05 para MCP-1).
El resto de biomarcadores cardiovasculares no estuvieron afectados por la anemia. La
ID tiene consecuencias adversas sobre el corazén y los vasos sanguineos. Los
mecanismos patogénicos sugeridos por algunos estudios incluyen la promociéon de la
disfuncion de las células endoteliales, la adhesion de los monocitos y/o el estrés

oxidativo y la inestabilidad de la placa aterosclerotica.

En general los parametros relacionados con la ECV no se vieron afectados al
final del PE por efecto de la anemia cuando los animales consumian la dieta basada en
leche de cabra; sin embargo, CTGF y MCP-1 aumentaron en animales anémicos
alimentados con dieta de leche de vaca fermentada con contenido normal o sobrecarga
de hierro revelando que, aunque el estado hematologico era normal, la homeostasis y el
metabolismo del hierro se recuperaron mejor con leche de cabra fermentada, como se
describié en un estudio anterior de nuestro Grupo de Investigaciéon (Moreno-Fernandez
et al., 2016a). La leche de cabra fermentada porduce una sobreexpresion génica y
proteica del Dcytb enterocitario, incrementando también la expresion del transportador
de metales divalentes 1, ferritina, FPN1. Por otra parte, produce una reduccion de la

expresion del TfR1 y hepcidina, mejorando la homeostasis y el almacenamiento de
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hierro en 6rganos diana eritropoyéticos (Moreno-Fernandez et al., 2016a), factores que

evitan el dafo vascular por deficiencia o sobrecarga de hierro.

5.2.2.2 Efecto de la sobrecarga de hierro

La sobrecarga de hierro disminuydé el TIMP-1 en animales anémicos
alimentados con ambas leches fermentadas (P < 0.05), aumentd el VEGF en todos los
grupos alimentados con leches fermentadas (P < 0.001), aument6 el CTGF en animales
anémicos alimentados con leche de vaca fermentada (P < 0.001), y también incrementd
la adiponectina y el SICAM-1 en animales controles y anémicos alimentados con leche

de vaca fermentada (P < 0.001) (Tabla IX).

Los resultados del presente estudio muestran una influencia negativa de la
sobrecarga de hierro en los biomarcadores vasculares estudiados (Tabla IX), resultado
que esta de acuerdo con los reportados por Dev y Babitt, (2017), que indican que la
sobrecarga de hierro induce lesiones oxidativas en el endotelio vascular, interferencia

con la funcion de conduccion cardiaca y promueve la fibrosis vascular.

5.2.2.3 Efecto de la dieta

Después de 30 dias de suministro de dietas basadas en fermentados lacteos (PE),
el consumo de leche de cabra fermentada con contenido normal o sobrecarga de hierro
disminuy6 los biomarcadores de riesgo cardiovascular en ambos grupos de animales
(CINC-1/GRO/KC, IL-6, MCP-1, t-PAL, TIMP-1, VEGF, TNF-0, sE-Selectina y
SICAM-1) (P <0.001 para CINC-1/GRO/KC, t-PAI, TIMP-1, sSICAM-1y P <0.01 para
IL-6, MCP-1, TNF-a y VEGF) y aument6 los biomarcadores CAV-1 y adiponectina (P
<0.001) (Tabla IX).

El consumo de leche de cabra fermentada disminuyo la IL-6, el TIMP-1 y el
TNF-o en todas las condiciones experimentales. Estas citoquinas actian como
mediadores proinflamatorios y son expresados por células musculares cardiacas,

fibroblastos, células endoteliales, células de musculo liso y monocitos/macréfagos. IL-
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6, TIMP-1 y TNF-a estan implicados en todas las etapas del proceso de aterosclerosis,
desde la disfuncion endotelial vascular hasta la ruptura de la placa y la trombosis
(McLaren et al., 2011), siendo factores clave en el desarrollo de ECVs (Lindsey et al.,
2015). Las caracteristicas nutricionales beneficiosas de la leche de cabra fermentada, en
comparacion con la de vaca (Moreno-Ferndndez et al., 2016b), le confieren a este
producto lacteo un alto valor nutricional, con propiedades antiinflamatorias al reducir
los niveles de estas citoquinas. Las actividades antiinflamatorias de los lipidos de la
leche de cabra se han estudiado en productos lacteos de cabra tradicionales (Tsorotioti
et al., 2014), y sus fracciones lipidicas presentan actividad inhibidora de la agregacion
plaquetaria inducida por factores activadores derivados de las plaquetas. Las fracciones
lipidicas bioldégicamente maés activas contienen derivados de esfingomielina,
fosfatidilcolina, y fosfatidiletanolamina. Sin embargo, estas fracciones lipidicas no
siempre se presentan con una estructura tipica de fosfolipidos; comparten una estructura
similar a los derivados de fosfatidilcolina (Nasopoulou et al., 2014) y este derivado
lipdico tiene varios efectos antiinflamatorios (Eros et al., 2009). Poutzalis et al., (2016),
compararon las propiedades inhibidoras del factor activador de las plaquetas de los
productos de cabra fermentados, y se comprob6d que poseian propiedades inhibidoras
del factor activador de las plaquetas. Los datos resultantes indicaron una tendencia
creciente de inhibicién del factor activador de plaquetas durante la lipolisis (es decir,

durante la incubacion de leche paraobtencion de productos fermentados).

Las células endoteliales también secretan el tPA, que desempefia un papel
importante en la disolucion de los codgulos sanguineos y en el mantenimiento de un
sistema vascular funcional. La generacion de plasmina dependiente de uroquinasa se ve
facilitada por la presencia de receptores para el plasminodgeno y para la uroquinasa en la
superficie celular. La trombolisis, sin embargo, estd mediada principalmente por
interacciones moleculares especificas entre plasminogeno y tPA cuando se unen a los
coagulos de fibrina (Hoylaerts et al., 1982). Por lo tanto, la fibrina participa en su propia
degradacion favoreciendo la interaccion del plasminogeno con tPA y protegiendo la
plasmina generada de la inhibicidon por 2-antiplasmina. El sistema fibrinolitico esta
altamente controlado por la cantidad de tPA liberado de las células endoteliales y por la

cantidad de su inhibidor PAI-1. En la circulacién, el PAI-1 es el méas importante. Dado
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que las células endoteliales producen tanto tPA como PAI-1, estdn muy implicados en

la via fibrinolitica (Collen y Lijnen, 1986; Bachmann, 1987).

Los datos obtenidos en el presente estudio revelan también que el t-PAI fue
menor en ratas controles y anémicas alimentadas con leche de cabra fermentada con
sobrecarga o contenido normal de hierro, corroborando los resultados previamente

descritos (Eros et al., 2009; Poutzalis et al., 2016).

La fermentacion realizada con microorganismos como Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus 'y Streptococcus thermophilus, iniciadores de fermentacion
tradicionales usados en el presente estudio (Mufoz Alférez et al., 2018). Se ha
constatado la existencia de productos fermentados en la antigliedad, como productos
lacteos, pan, cerveza, etc. Su origen se ha establecido en Oriente Medio. Su produccion
se inicid cuando el estilo de vida del ser humano pas6 de ser recolector a productor de
alimentos. La fermentacion es uno de los métodos mas antiguos practicado por el
hombre para la transformacion de la leche en productos de mayor vida util. Asi, al
transformarse la lactosa en acido lactico, se produce una disminucion del pH que inhibe

el crecimiento de microorganismos (Bar6é Rodriguez et al., 2010).

Por otra parte, la leche de cabra fermentada es mas rica en acido oléico y
linoleico (Moreno-Fernandez et al., 2016b) y es bien sabido que el é4cido oléico
disminuye el colesterol plasmatico total, el LDL-C y los triglicéridos, y tiene un papel
potencial que previene la disfuncion cardiaca y la IC (Drosatos y Schulze, 2014).
Ademas, el 4cido linoleico reduce el colesterol total, protege contra la isquemia cerebral
y ejerce efectos positivos en la enfermedad cardiaca (Farvid et al., 2014). Por tanto,
estos acidos grasos tienen efectos moduladores sobre la respuesta proinflamatoria

(Reynolds y Roche, 2010).

La expresion de VEGF se asocia con la angiogénesis. La angiogénesis implica la
invasion y la formacién de nuevos vasos. Esto no solo aumenta la inestabilidad
hemodinamica y la fragilidad de la placa, sino que también permite una mayor
infiltracion de células inflamatorias, aumentando asi la inflamacion en la lesion
aterosclerotica (Libby et al., 2011). El VEGF activa al MCP-1 en células endoteliales y

aumenta la permeabilidad de la capa endotelial, lo que provoca un nivel crénico,



Tesis Doctoral B¥Al

inflamacion sistémica de bajo nivel e infiltracion de monocitos (Menashi et al., 1993).
En este sentido, la acumulacion de macréfagos sobrecargados de LDLs oxidadas es un
factor clave desencadenante de la aterosclerosis. Es ampliamente conocido que los
macrofagos son los principales contribuyentes a la progresion aterosclerotica
(Nakashima et al., 2007). Una vez que los monocitos son reclutados se infiltran en la
intima con la ayuda de moléculas de adhesion celular que se expresan en la superficie
de las células endoteliales vasculares, siendo las mas importantes la sE-selectina y
sICAM-1. Esta cascada de eventos causa la diferenciacion de monocitos en células
dendriticas o macrofagos CD36+ que interactiian con lipoproteinas aterogénicas (Moore
et al., 2013). Los macrofagos CD36+ son importantes para la eliminacion y endocitosis
del colesterol LDL oxidado y la formacién de las células espumosas, que a su vez
producen y secretan citocinas proinflamatorias activando un circulo vicioso que atrae a
mas células inflamatorias al lugar de la lesion (Park, 2014). Todas estas moléculas
liberadas durante el proceso de aterogénesis pueden servir como marcadores del proceso
aterogénico y dafio vascular (Tounian et al., 2001). La disminucion de VEGF, SICAM-
1, sE-Selectina y MCP-1 obtenida en el presente estudio con leche de cabra fermentada
se puede atribuir a las beneficiosas caracteristicas nutricionales de este tipo de leche,
que proporciona un menor sustrato para la peroxidacion lipidica y consecuentemente

disminuye la generacion de radicales libres y la migracion y la adhesién de monocitos.

Ademas, las proteinas de la leche de cabra fermentada pueden inhibir los
cambios nocivos causados por la oxidacion lipidica, debido fundamentalmente a ciertos
tipos de aminoacidos como tirosina, metionina, histidina, lisina y triptéfano, que son
capaces de quelar los iones prooxidantes, inhibir la peroxidacion, reducir la produccion
de hidroperdxidos y contribuir a la mejora del estado antioxidante total, limitando el
dafio oxidativo de las biomoléculas (Moreno-Fernandez et al., 2017), incluidas en las

paredes de los vasos sanguineos.

El CTGF es un mediador clave de la fibrogénesis tisular en diversas
enfermedades cronicas (Dendooven et al., 2011) y estd involucrado en diversos
procesos biologicos, que incluyen la produccion de matriz extracelular, proliferacion,
apoptosis, quimiotaxis y angiogénesis. Muchos tipos de células expresan el CTGF,

incluyendo las células endoteliales, las células del musculo liso vascular, los
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fibroblastos y los miocitos cardiacos (Yan et al., 2014). El CTGF esta regulado
positivamente por estimulos relacionados con el dafio cardiovascular, incluido el estrés
oxidativo y la inflamacion (Daniels et al., 2009; Lan et al., 2013). Nuestro Grupo de
Investigacion ha informado previamente que la fermentacion de la leche de cabra induce
una elevacion significativa de las principales enzimas endogenas antioxidantes, junto
con un aumento en el estado antioxidante total (TAS), disminucion de 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina (8-OHdQG), reduccion de la fragmentacion de la doble hélice del DNA,
disminucion de hidroperoxidos, 15-F2t-isoprostanos y grupos carbonilo en los tejidos,
revelando una mejora de la actividad antioxidante tanto sistémica (a nivel plasmatico)
como celular y tisular debido al consumo de leche de cabra fermentada (Moreno-
Fernandez et al., 2017). Este efecto protector antioxidante en los tejidos, aumentando el
TAS y disminuyendo los biomarcadores de dano oxidativo, se correlaciona
directamente con la expresion/actividad de enzimas antioxidantes, hecho que podria
explicar por qué la leche de cabra fermentada reduce los niveles plasmaticos de CTGF,

reduciendo el riesgo cardiovascular durante la recuperacion de la anemia.

Con respecto a los biomarcadores cardiovasculares beneficiosos estudiados
(CAV-1 y adiponectina) fueron mayores en ambos grupos de animales (control y
anémicos) alimentados con leche de cabra fermentada con contenido normal o
sobrecarga de hierro con respecto a la dieta de leche de vaca fermentada (P < 0.001 para
CAV-1 y adiponectina). La sobrecarga de hierro aumentd la adiponectina en ambos

grupos de animales alimentados con leche de vaca fermentada (P < 0.001).

El consumo de leche de cabra fermentada aumenta los niveles de CAV-1,
permitiendo cambios fisiologicos en los vasos sanguineos que favorecen la deteccion,
organizacion y transduccion de sefiales, dando a las arterias la capacidad de cambiar sus
propiedades fisicas y mantener/regular el flujo sanguineo y la presion en niveles
normales frente a condiciones de estrés (Hassan et al., 2006), reduciendo la fragilidad de

los vasos sanguineos durante la recuperacion de la anemia.

La adiponectina es una hormona derivada del tejido adiposo que posee
propiedades antiinflamatorias que ejerce un papel fundamental en la proteccion vascular
a través de la activacion de multiples cascadas de sefalizacion intracelular. La

disminucion de los niveles plasmaticos de adiponectina se relaciona con la patogénesis
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de muchas ECVs y aterosclerosis (Kishida et al., 2014). Experimentalmente, se ha
demostrado que niveles altos de adiponectina evita en modelos animales de
experimentacion el desarrollo de hipertension arterial en respuesta a la hipoxia y la
inflamacion (Summer et al., 2011). La relaciéon inversa entre la hipertension y la
concentracion de adiponectina podria atribuirse a la supresion de la secrecion de
adiponectina por el sistema renina-angiotensina del tejido adiposo, hecho que produce a
un incremento de la presion arterial (Abdel-Fadeil et al., 2017). En el presente estudio,
los animales que consumen leche de cabra fermentada presentaron niveles mas altos de
adiponectina y, como se ha descrito previamente por nuestro Grupo, la leche de cabra
fermentada es mas rica en acidos grasos de cadena corta y media (Moreno-Fernandez et
al., 2016b), que tienen un efecto positivo en la secreciéon de adiponectina (Xiong et al.,
2004). Este tipo de leche, ademas reduce la sintesis de colesterol endogeno y su
absorcion intestinal. Los acidos grasos de cadena corta y media pueden pasar a través
de la membrana mitocondrial independientemente de la carnitina, no necesitan
reesterificacion y se oxidan en la mitocondria, proporcionando un aporte de energia
rapido y disponible para varias vias metabodlicas (Moreno-Fernandez et al., 2016a),
reduciendo la lipogénesis de novo y por lo tanto previniendo la expansion de la masa

adiposa y la secrecion de adiponectina.

Por otra parte, la leche de cabra fermentada induce la elevacion de leptina y la
reduccion de grelina, normalizando los niveles de irisina, lo que contribuye a un perfil
metabodlico favorable y al pardeamiento del tejido adiposo (Diaz-Castro et al., 2017),
hecho que podria contribuir enormemente al mantenimiento de los niveles de

adiponectina.

Por otra parte, el CINC-1/GRO/KC es un potente factor quimiotactico, y los
niveles séricos de esta quimiocina se encuentran elevados en la obesidad (Dominguez et
al., 2007), por consiguiente, la reduccion de la lipogénesis y de la masa grasa en
animales alimentados con las dietas basadas en leche de cabra fermentada, relacionada
con el aumento de adiponectina, reducirian los niveles de este biomarcador, el cual

ejerce también un efecto protector sobre la salud cardiovascular.
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6 RESUMEN Y CONCLUSIONES

La investigacion llevada a cabo estudia parametros hematologicos relacionados
con el estatus de hierro y citoquinas cardiovasculares durante la recuperacion de la
anemia ferropénica nutricional tras el consumo de dietas basadas en leche fermentada de

cabra o vaca con un contenido normal o con sobrecarga cronica de hierro.

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

realizandose un estudio hematoldgico en ambos grupos al final de dicho periodo.

Posteriormente, ambos grupos de animales, controles y anémicos, se someten a
un periodo experimental (PE) en el que son alimentados “pair feed” durante 30 dias con
dietas basadas en leche fermentada de cabra o vaca con un contenido normal (45 mg/kg

dieta) o sobrecarga de hierro (450 mg/Kg dieta).

Al final del PE los animales son sacrificados previa anestesia y se procede a la
obtencion de sangre por canulacion de la aorta abdominal y se analizaron alicuotas de
sangre con EDTA para medir los parametros hematoldgicos y el resto de la sangre se
centrifugd para medir citoquinas cardiovasculares en plasma. La sangre restante se
centrifugd sin anticoagulante para la obtencion del suero y el posterior andlisis de

hierro, la TIBC, la Tsat, la ferritina y la hepcidina.

Tras el analisis de los resultados obtenidos se ha llegado a las siguientes conclusiones:
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CONCLUSION PRIMERA

El consumo habitual de leche de cabra fermentada mejora el estado hematologico
durante la recuperacion de la anemia con contenido normal o sobrecarga de hierro y
promueve respuestas metabdlicas beneficiosas que pueden atenuar los factores de riesgo
cardiovasculares al disminuir el TNF-o, la IL-6 y el TIMP-1, biomarcadores implicados
en todas las etapas del proceso aterosclerotico, desde la disfuncion endotelial hasta la

ruptura de la placa y la trombosis, protegiendo la integridad de las tinicas vasculares.

CONCLUSION SEGUNDA

La leche de cabra fermentada con contenido normal o sobrecarga de hierro conduce a
un aumento de los niveles plasmaticos de CAV-1, mejorando el flujo y la presion
sanguineos, y de adiponectina, con propiedades antiinflamatorias, reduciendo la
fragilidad vascular durante la recuperacion de la anemia. Por otro lado, reduce los
niveles plasmaticos de CINC-1/GRO/KC, limitando la activacion y adhesion de los
macrofagos, y de CTGF, un factor clave de la fibrogénesis involucrado en la apoptosis.
Por tanto, la leche de cabra fermentada ejerce un efecto beneficioso sobre la

homeostasis vascular.

CONCLUSION TERCERA

Las propiedades antiinflamatorias de las fracciones lipidicas de la leche de cabra
fermentada (esfingomielina, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) presentan actividad
inhibidora de la agregacion plaquetaria, gracias a la reduccion plasmadtica de la t-PAI,
disminuyendo el riesgo de trombogénesis durante la recuperacion de la anemia tanto

con contenido normal como con sobrecarga de hierro.
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CONCLUSION CUARTA

La disminucion de los niveles plasmaticos de VEGF, SICAM-1, s E-Selectina y MCP-1
inducida con leche de cabra fermentada reduce la angiogénesis, limitando la formacion
de nuevos vasos, lo cual reduce la fragilidad de las tinicas vasculares y evita la
infiltracion de células inflamatorias, reduciendo la formacion de Iesiones
ateroscleroticas. Esta mejora se debe a que la leche de cabra fermentada proporciona un
menor sustrato lipidico para la peroxidacion y en consecuencia disminuye la generacion

de radicales libres y la migracion y adhesion de monocitos.

CONCLUSION GENERAL

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el consumo habitual de
leche de cabra fermentada mejora el estado hematoldgico y promueve respuestas
metabolicas beneficiosas, que atentan los factores de riesgo cardiovasculares durante la
recuperacion de la anemia y la sobrecarga de hierro. Su consumo disminuye la respuesta
inflamatoria, la activacion de macréfagos y el desarrollo de la placa de ateroma. Por
tanto, seria recomendable la inclusion de este alimento en la dieta habitual de la
poblacién general y, en especial, para reducir el riesgo cardiovascular durante la

recuperacion de la anemia.
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