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“La vida es una y ahora: vivamosla.

Vive el momento, no pensando en el futuro.

Y no tengamos miedo. Lo que tenga que ser sera.
El tiempo que estemos aqui, disfrutémoslo.”

Pau Donés

“Si llevas tu infancia contigo, nunca envejeceras.”

Tom Stoppard

“Si tienes un suefio en tu corazon y
de verdad crees en él, corres el riesgo
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Walt Disney
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. RESUMEN






Resumen

La anemia es un problema de salud publica a nivel mundial, siendo la
deficiencia nutricional mas comun en todo el mundo. La anemia por
deficiencia de hierro se estima que la padece un 15% de la poblaciéon
mundial y puede ocasionar retrasos en el desarrollo, alteraciones del
comportamiento, complicaciones perinatales y deterioro de la capacidad de

aprendizaje y la funcién cognitiva.

La disminucion de las reservas de hierro en las enfermedades
inflamatorias puede representar una verdadera deficiencia de hierro
preexistente o una deficiencia funcional de hierro (anemia de estados
inflamatorios). Los estados inflamatorios producen un aumento en los niveles
de ferritina sérica asi como la liberaciéon de citocinas pro-inflamatorias y en
dltima instancia, pueden conducir a hipoferremia a través de un aumento en
la hepcidina con un secuestro de hierro en macrofagos y enterocitos

duodenales.

La respuesta inflamatoria puede inducir anemia a través de la
regulacion negativa de la absorcion de hierro y la eritropoyesis. Por lo tanto,
estd claro que muchos indices del estatus corporal de hierro se vean
afectados por la inflamacion, existiendo una relacién estrecha entre el estado
inflamaatorio y la anemia. La Organizacion Mundial de la Salud también ha
publicado en numerosos informes que los biomarcadores inflamatorios deben

evaluarse cuando se estudian los indicadores del estado nutricional de hierro.

Por otro lado, nuestro grupo de investigacién ha demostrado que el
consumo de leche fermentada de cabra es méas beneficioso en comparacion

con la leche fermentada de vaca para paliar los efectos negativos de la
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anemia ferropénica, debido a la mejora de las proteinas relacionadas con el
metabolismo intestinal de hierro (citocromo duodenal b, transportador de
metales divalentes 1 y ferroportina 1), mejorando la utilizacion digestiva y
metabdlica del hierro, aumentando los depdsitos de hierro en los 6rganos

diana y favoreciendo la recuperacion de los parametros hematoldgicos.

Sin embargo, a pesar de la clara relacion entre homeostasis de hierro
e inflamacion, la sefalizacion inflamatoria provocada durante la recuperacion
de la anemia aun no esta completamente dilucidada y a pesar del papel
crucial del estado inflamatorio en condiciones anémicas, hasta la fecha,
ningun estudio ha evaluado la sefalizacion inflamatoria durante la

recuperacion de la ferrodeficiencia.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, el objetivo general
de este estudio ha sido evaluar los efectos del consumo de una dieta
elaborada a base de leche fermentada de cabra en comparacion con la de
vaca, con contenido normal o sobrecarga de hierro, durante la recuperacion
de la anemia ferropénica nutricional, sobre la sefializacion celular inflamatoria

durante la replecién cronica con hierro.

Los animales se sometieron a un PPE de 40 dias, en los que un grupo
se alimenta con dieta estandar, con un contenido normal de hierro (45 mg/Kg
dieta) en el caso de los animales controles o con bajo contenido en hierro (5
mg/Kg dieta) en los animales anémicos. Las dietas empleadas en el PPE se
han preparado con igual contenido de grasa (procedente de aceite de oliva,
10%) y proteina (aportada por caseina, 20%). Las diferencias entre las dietas

empleadas en el PPE estan determinadas por el corrector mineral, que en el
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Resumen

caso de la dieta que reciben los animales anémicos, se prepara omitiendo el
hierro, para inducir la ferrodeficiencia, realizandose un estudio hematologico

en ambos grupos experimentales al final de dicho periodo.

Posteriormente, los animales se someten a un PE, en los que son
alimentados con dietas basadas en leche fermentada de vaca o cabra
(elaboradas con un 10% de grasa y un 20% de proteina, aportada por cada
tipo de leche), con un contenido normal (45 mg/kg dieta) o sobrecarga de
hierro (450 mg/Kg dieta). Tras 30 dias de consumo de las dietas basadas en
leche fermentada (cabra o vaca), se determina la sefializacion inflamatoria,
evaluando la respuesta anti-inflamatoria (IL-13, IL-10 and IL-4) y pro-

inflamatoria (IL-2, TNF-a, IL-1B, IL-12p70 e IP-10).

Tanto la ferrodeficiencia como la sobrecarga de hierro inducen un estado
inflamatorio generalizado. La dieta basada en leche fermentada de cabra
mejora el estado hematolégico y promueve respuestas metabdlicas
beneficiosas, que atendan la inflamacion sistémica durante la recuperacion de
la anemia y la sobrecarga hierro. Considerando el papel supresor de la
hepcidina y la implicacion en la recuperacion de la anemia, la leche fermentada
de cabra puede ser considerada como un alimento funcional con beneficios en
la respuesta inflamatoria sistémica. Estos beneficios no se limitan a una
recuperacion de los parametros hematoldgicos y del estatus corporal de hierro,
sino también un ajuste homeostatico en la sefializacion inflamatoria, que
representa beneficios adicionales durante el curso de la recuperacién de la

anemia. La inclusién en la dieta de la leche fermentada de cabra podria ser una
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estrategia dietética para disminuir la respuesta inflamatoria asociada a los

suplementos tradicionales de hierro.

34



II. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS






;4 z : ! z.Zﬂ. ;:.

1. EL HIERRO EN LA NUTRICION

El hierro es un metal de transicion y, como muchos de estos metales,
puede asumir varios estados de oxidacion. Las especies mas comunes son
el hierro ferroso divalente (Fe?") y el hierro férrico trivalente (Fe*"). El
potencial redox del hierro se puede modular en gran medida por la naturaleza
de los ligandos unidos a este metal. Esto tiene implicaciones fisiologicas
significativas ya que otros estados de oxidacion, como el Fe*', pueden
generarse transitoriamente como intermediarios clave durante las
transformaciones oxidativas mediadas por metales. Otros elementos de
transicion como el cobre y el manganeso también pueden participar en
reacciones redox biolégicas (Thei et al. 1994). Sin embargo, durante la
evolucion, los organismos probablemente seleccionaron el hierro por las
siguientes razones: 1) El hierro es el segundo metal mas abundante en la
corteza terrestre, quedando muy cerca del aluminio; 2) El hierro puede existir
en multiples estados de oxidacion, lo cual es esencial para la transferencia
de electrones y para unirse a ligandos bioldgicos; 3) El potencial redox del
hierro varia de +1000 mV a -550 mV, dependiendo del entorno del ligando,
mientras que el rango para otros elementos de transicion es mas estrecho; 4)
Al explotar los estados de oxidacion, el estado de rotacion electronica y el
potencial redox, los sistemas biolégicos pueden ajustar la reactividad quimica
del hierro para satisfacer las necesidades fisiologicas (Wigglesworth et al.,

1980; Theil et al., 1994).

La indispensabilidad del hierro para los organismos vivos se
ejemplifica por el hecho de que sirve como cofactor para varias

hemoproteinas y proteinas que no contienen hemo, incluidas muchas
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enzimas. Las hemoproteinas estan involucradas en numerosas funciones
biolégicas como la unidon y el transporte de oxigeno (hemoglobinas), el
metabolismo del oxigeno (catalasas, peroxidasas), la respiracion celular y el
transporte de electrones (citocromos). Las proteinas que contienen hierro no
hemo son importantes para procesos celulares fundamentales como la
sintesis de ADN, la proliferacion y diferenciacion celular (ribonucleétido
reductasa), la regulacion génica, el metabolismo de los farmacos y la sintesis
de esteroides. Al principio de la evolucion, antes de que el oxigeno emergiera
como un componente abundante de la atmosfera, las células anaerobias
adquirieron hierro ferroso soluble con relativa facilidad (Pereira et al., 2010).
Mas tarde, la acumulacion de oxigeno oxidado ferroso a hierro férrico, que es
practicamente insoluble a pH fisiologico. Ademas, el ciclo redox del hierro
ferroso y férrico en presencia de H;O, y O, que se producen
fisiolégicamente durante la respiracion aerdbica y las reacciones enzimaticas,
produce radicales hidroxilo (reaccion de Fenton). Estos a su vez atacan y
dafian facilmente las macromoléculas celulares. Por lo tanto, a pesar de su
abundancia, la adquisicion y el transporte de hierro plantea un desafio para
las células y los organismos debido a su baja solubilidad y alta toxicidad.
Para superar estos problemas, los organismos unicelulares, como las
bacterias, sintetizan "sideréforos”, quelantes de bajo peso molecular
especificos del hierro que capturan el hierro extracelular y lo transfieren a la
célula (Nielands et al., 1995; Hider et al., 2010). En contraste, las células de
mamiferos adquieren hierro de proteinas transportadoras extracelulares

(Hentze et al., 2010; Wang et al., 2011).
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1.1. Metabolismo del hierro
1.1.1. Distribucion del hierro en el organismo

El cuerpo humano contiene ~ 3-5 g de hierro (Wang et al., 2011). La

mayor parte esta presente como hemo en la hemoglobina de las células

eritroides (>2 g) o en la mioglobina de los muasculos (~300 mg). Los

macrofagos en el bazo, el higado y la médula 6sea mantienen una fraccién

transitoria de hierro (~600 mg), mientras que el exceso de metal se almacena

en el parénquima hepético dentro de la ferritina (~ 1000 mg). Se estima que

todas las demas proteinas y enzimas que contienen hierro celular se unen a

un total de ~ 8 mg de hierro (Figura 1).

Intestine
B unabsorbed
813 mg/day
abnorbed
| B 2 mg/day
Muscie
Erythrocytes Other tissues
erythroposesis Myogiotnn
30 mg/day Heme
hemoglobin
2500 mg e nonheme ston
COMMINING Proteing
300 mg
J

Smg

Storage 19

mucosal sioughang
desquamaton
bleeding
menstruation

Y
losses

1-2 mg/day

Figura 1. Absorcion, distribucion y reciclaje de hierro en el organismo e

intercambio cuantitativo de hierro entre fuentes de hierro corporal.
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Los niveles de hierro en el organismo se mantienen mediante la absorcion diaria de ~1 a 2
mg de hierro en la dieta para dar cuenta de las pérdidas obligatorias de una cantidad similar
de hierro a través del desprendimiento de las células de la mucosa y la piel, hemorragia y
otras pérdidas. Aproximadamente 4 mg de hierro se encuentran en circulacion unidos a
transferrina, que representa el 0.1% del hierro total del cuerpo. La mayoria del hierro del
cuerpo se encuentra en el compartimento eritroide de la médula 6sea y en los eritrocitos
maduros contenidos dentro del resto hemoglobina. Los macréfagos reticuloendoteliales
esplénicos, que reciclan el hierro de los glébulos rojos senescentes, proporcionan hierro para
la nueva sintesis de gldbulos rojos. La Tf suministra hierro a los precursores eritroides en
desarrollo, asi como a otros sitios de utilizacion de hierro. Los hepatocitos hepaticos
almacenan hierro en los depésitos de ferritina. Durante el embarazo, se transportan 250 mg
de hierro a través de la placenta hasta el feto. La distribucién de hierro en el cuerpo se ve

alterada por la deficiencia de hierro y la sobrecarga de hierro (Hentze et al., 2010).

El hierro se suministra a los eritroblastos y a la mayoria de los tejidos a
través de la transferrina (Tf) circulante, que transporta ~3 mg del metal.
Teniendo en cuenta que el hierro unido a Tf se da vuelta > 10 veces al dia,
representa el grupo de hierro corporal mas dinamico. El hierro plasmatico se
repone predominantemente por macrofagos reticuloendoteliales, y en
pequefia medida (~1 a 2 mg / dia) por absorcién de la dieta, mediada por
enterocitos duodenales. Los macréfagos adquieren hierro principalmente a
través de la eritrofagocitosis y los enterocitos por internalizacion de hemo o

hierro inorganico de la luz intestinal (Knutson et al., 2003).

La absorcion de hierro inorgéanico implica la reduccién de Fe®" a Fe?*
por ascorbato y/o las ferrireductasas asociadas a la membrana como el
citocromo B duodenal (DcytB) (McKie et al., 2008), acoplado al transporte de
Fe?" a través de la membrana apical por el transportador de metal divalente 1
(DMT1), también conocida como proteina 2 de los macréfagos asociada a
resistencia natural (NRAMP2) o transportador de cationes divalente (DCT1)

(Hentze et al., 2010; Wang et al., 2011). El mecanismo de internalizacion del
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hierro hemo sigue estando mal definido y puede implicar el transporte directo
del grupo hemo o endocitosis mediada por receptores (West et al., 2008).
Los macrofagos y los enterocitos catabolizan el hemo en una reaccion
catalizada por las hemo oxigenasas-1y -2 (HO-1 y HO-2), que liberan hierro
inorganico (Ryter et al., 2006). Ambos tipos de células exportan Fe?" al
plasma a través del transportador transmembrana, ferroportina (Hentze et al.,
2010; Wang et al., 2011), en un proceso acoplado por la reoxidacién de Fe**
a Fe®. Este proceso estd mediado por la ferroxidasa ceruloplasmina
circulante o0 su homdlogo, hefaestina, que se expresa en la membrana
basolateral de los enterocitos duodenales, e interactua fisicamente con la

ferroportina (Hentze et al., 2010; Wang et al., 2011).

El hierro exportado se elimina mediante la Tf plasmatica que lo
mantiene en un estado inerte redox y lo suministra a los tejidos. La carga de
apo-Tf con hierro puede ser facilitada por las gastrinas. Estas hormonas
peptidicas estimulan la secrecion de acido gastrico y también se ha
propuesto que actlien como chaperonas transitorias de Fe®*" (Kovac et al.,
2011). La Tf contiene dos sitios de unidn férrica y esta solo parcialmente
saturada con hierro (30%) en condiciones fisiol6gicas. La concentracion de Tf
diferencial en plasma es de ~ 5 ymol/L, que corresponde a aproximadamente

una décima parte de la Tf circulante total (Gkouvatsos et al., 2012).

La gran abundancia de apo-Tf insaturada permite una amortiguacion
eficaz de los niveles de hierro en plasma cuando estdn aumentados y evita la
acumulacion de hierro no transferido (NTBI), que es absorbido por las células

del parénquima tisular y promueve el dafio oxidativo (Brissot et al., 2011). El
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NTBI se genera en estados de sobrecarga de hierro, como en la
hemocromatosis hereditaria, donde la transferrina se satura gradualmente

con hierro y pierde su capacidad de amortiguacion.

1.1.2. Regulaciéon del metabolismo corporal del hierro

El trafico de hierro al plasma esta controlado en gran medida por la
hormona reguladora del hierro hepcidina, que primero se purificé del plasma
(Krause et al., 2000) y la orina (Park et al., 2001) en funcién de su actividad
antimicrobiana. Este péptido derivado del higado se une a la ferroportina en
la membrana plasmatica de los enterocitos, macréfagos, hepatocitos y otras
células, promoviendo su fosforilacion e internalizacion dependiente de las
Janus quinasas (Jak) que conduce a su degradacion lisosdmica (Nemeth et
al., 2004; De Domenico et al., 2007). La ferroportina es el Unico exportador
de hierro inorgénico en células de mamiferos. Por lo tanto, la inactivacion de
ferroportina causa retencion de hierro intracelular (Weiss et al., 2009; Brasse-
Lagnel et al., 2011). También se ha demostrado que la hepcidina promueve
la degradacién proteosomica de DMT1 (Brasse-Lagnel et al., 2011). La
sobreexpresion patoloégica de hepcidina en condiciones inflamatorias
prolongadas se asocia con la anemia de enfermedades crdnicas, que se
caracteriza por el desvio de hierro a los sitios de almacenamiento,
hipoferremia y disponibilidad reducida de hierro para la eritropoyesis (Weiss

et al., 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Regulacion del metabolismo sistémico del hierro.

Se muestran los érganos v los tipos celulares implicados en el equilibrio sistémico del hierro.
Los enterocitos duodenales absorben el hierro de la dieta a través de DMT1 ubicado en la
superficie apical tras la reducciéon de Fe®** a Fe® por DcytB. Los macréfagos
reticuloendoteliales del bazo reciclan el hierro de los glébulos rojos senescentes. Ambos
tipos de células liberan hierro a través de la ferroportina con la ayuda de la hefaestina, que
oxida el Fe®* a Fe*. El hierro también se oxida por la ceruloplasmina en la circulacién. La Tf
captura y transporta el hierro en el organismo. La hormona hepética hepcidina regula el
flujo de salida de hierro de estas células al regular la estabilidad de la ferroportina. La
sintesis y secrecion de hepcidina por los hepatocitos esta influenciada por los niveles de
hierro en el organismo, asi como por las condiciones que afectan el metabolismo del hierro

indirectamente, como la inflamacion, la eritropoyesis y la hipoxia (Pantopoulos et al., 2012).

43



Garcia Pedro, §D. Tesie Doctonal

Una redistribucion de hierro alin mas severa ocurre en pacientes con
anemia hereditaria por deficiencia de hierro refractaria al hierro (IRIDA), una
enfermedad causada por la interrupcion genética del gen TMPRSS6 que
codifica la serina proteasa matriptasa-2 transmembrana que regula

negativamente la expresion de hepcidina (Finberg et al., 2008).

Por el contrario, la deficiencia de hepcidina, o en casos raros la
resistencia a la ferroportina o0 a la hepcidina, son caracteristicas de la
hemocromatosis, que se asocia con la absorcion de hierro en la dieta no
controlada y la sobrecarga progresiva de hierro en los tejidos (Ganz y
Nemeth, 2011; Sebastiani and Pantopoulos, 2011). Los pacientes con
mutaciones sin sentido poco frecuentes en los genes HAMP que codifican
para la hepcidina (Roetto et al., 2003) o con alto contenido de hierro del gen
2 (HFE2) (Papanikolaou et al., 2004), que codifican la sintesis de hepcidina o
su activador la hemojuvelina (HJV), respectivamente, desarrollan
hemocromatosis juvenil de inicio temprano (JH). El tipo mas frecuente de
hemocromatosis se asocia con mutaciones en el gen HFE (Feder et al.,
1996), lo que conduce a una insuficiencia hepcidina mas leve (Bridle et al.,
2003). Otros tipos de hemocromatosis son causados por la inactivacion del
gen TFR2 que codifica el receptor 2 de transferrina (TfR2) (Camaschella et
al., 2000), o por mutaciones especificas en el gen SLC40A1 que codifica
para la ferroportina, que impiden la union de hepcidina (De Domenico et al.,
2005; Mayr et al., 2011). El primero estd asociado con una expresion
inadecuadamente baja de hepcidina y el segundo con resistencia a la

hepcidina (De Domenico et al., 2005; Mayr et al., 2011).
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La hepcidina se genera en los hepatocitos y otros tipos de células,
como un prepéptido precursor de 84 aminoacidos (Ganz, 2011). Después de
la escision por la prohormona convertasa furina (Valore y Ganz, 2008), un
precursor maduro biologicamente activo se secreta al plasma donde
interactua con la macroglobulina a2 (Peslova et al., 2009). La expresion de
hepcidina se regula a nivel transcripcional. La proteina de union al
potenciador CCAATa (CEBPa) se une a un motivo CCAAT dentro del
promotor HAMP y mantiene la actividad transcripcional basal (Courselaud et
al., 2002). Alk3, un receptor de proteina morfogenética 6sea (BMP) tipo I,
también parece ser critico para la expresion basal de hepcidina (Steinbicket
et al., 2011). La transcripcion de hepcidina es inducida por hierro o por la
inflamacion y es inhibida por deficiencia de hierro, aumento de las

necesidades eritropoyéticas o hipoxia (Ganz and Nemeth, 2011).

La capacidad de respuesta de la expresion de hepcidina al hierro se
establecio durante su descubrimiento inicial como un péptido inducido por
hierro. Posteriormente, se descubrié que la administracion oral de hierro
aumenta el ARNm de hepcidina en humanos y ratones (Ganz and Nemeth,
2011). Sin embargo, los pacientes con hemocromatosis exhiben respuestas
de hepcidina deterioradas a la ingestion de hierro (Piperno et al., 2007; Girelli
et al, 2011), asociadas con una baja expresion de hepcidina,
desproporcionada a su carga de hierro (Bridle et al., 2003, Gehrke et al.,
2003). Del mismo modo, los modelos de hemocromatosis en ratones
demuestran insuficiencia de hepcidina (Huang et al., 2005, Wallace et al.,

2005). Existe evidencia de que el hierro hepético y el hierro circulante
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inducen la expresioén de hepcidina por distintas vias (Coorradini et al., 2011;

Ramos et al., 2011).

1.1.3. Regulacion de la expresion de hepcidina durante la anemia y

la hipoxia

Es conocido que el aumento de las necesidades eritropoyéticas
durante la anemia y la eritropoyesis ineficaz suprimen la sintesis de
hepcidina (Wang and Pantopoulos, 2011). Si bien la eritropoyetina (EPO)
puede reducir la expresién de hepcidina al atenuar la unién de C/EBPa al
promotor HAMP, los experimentos con ratones proporcionaron evidencia de
que los efectos inhibitorios de la EPO sobre la hepcidina son indirectos y
requieren actividad eritropoyética (Pak et al., 2006; Vokurka et al., 2006). El
factor de diferenciacion de crecimiento 15 (GDF15) y la proteina homdloga
de gastrulacion-1 (TWSG1) son mediadores potenciales de la sefializacion
de la médula 6sea, ya que suprimen la hepcidina en las talasemias y otras
anemias por carga de hierro (Tanno et al., 2007; 2009). Sin embargo, se ha
excluido una funcion general de estas proteinas como "reguladores
eritroides" de la hepcidina (Santini et al., 2011). Los pacientes con talasemia
expresan niveles bajos de hepcidina a pesar de la sobrecarga de hierro, lo
que indica un predominio de la sefal eritroide sobre el hierro (Papanikolaou
et al.,, 2005; Kattamis et al., 2006). En linea con estos datos, los
experimentos en ratones confirmaron que el estimulo eritropoyético podria
inhibir la induccién de hepcidina en respuesta al hierro o la inflamacion

(Wang and Pantopoulos, 2011).
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También es conocido que la hipoxia suprime la hepcidina (Wang and
Pantopoulos 2011). Los estudios genéticos en ratones con alteracion
hepatica especifica del gen VHL (von Hippel-Lindau), un regulador negativo
de la expresion de la subunidad HIFa (factor inducible por hipoxia a),
sugirieron un papel clave para los HIF en la regulacion de la hepcidina
(Peyssonnaux et al., 2007). Sin embargo, los datos bioquimicos no respaldan
una actividad transcripcional directa de los HIF en el promotor HAMP (Volke
et al., 2009). Es concebible que los efectos inhibitorios de la hipoxia sobre la
expresion de hepcidina se desencadenen principalmente por el aumento del
impulso eritropoyético. De acuerdo con este punto de vista, nuevos
experimentos sugieren que HIF2a hepatico inhibe la expresion de hepcidina
a traves del aumento de la eritropoyesis mediada por EPO (Mastrogiannaki et
al., 2012). Ademas, los estudios bioquimicos demostraron que la hipoxia
regula negativamente la expresion de hepcidina al inhibir la sefalizacion de

SMAD4 (Chaston et al., 2011).

1.1.4. Metabolismo celular

Las células han desarrollado estrategias metabdlicas para importar y
utilizar el hierro de manera segura. La regulacion de la absorcion de hierro, el
almacenamiento, el tréfico intracelular y la utilizaciébn son criticos para el

mantenimiento de la homeostasis celular del hierro (Figura 3).
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Figura 3. Metabolismo celular del hierro.

La mayoria de las células obtienen hierro de la Tf circulante. La holo-Tf cargada de hierro se
une a TfR1 en la superficie celular y el complejo sufre endocitosis a través de fosas
recubiertas de clatrina. Una bomba de protones acidifica el endosoma dando como resultado
la liberacion de Fe®", gue posteriormente se reduce a Fe®* por Steap3 y DMT1 transporta a
través de la membrana endosémica al citosol. DMT1 también facilita la absorcién de hierro
en la dieta. Apo-Tf se recicla de nuevo a la superficie celular y se libera de TfR1 al plasma
para repetir otro ciclo. El hierro recién adquirido entra en el "grupo de hierro labil" citosélico
(LIP), que es redox-activo. El LIP esta quelado por el sideréforo intracelular que facilita el
trafico intracelular de hierro a las mitocondrias a través de un receptor desconocido para la
utilizacion metabdlica (como la sintesis de grupos de hemo), y el hierro celular que no se
utiliza se almacena en ferritina 0 se exporta a través de ferroportina. Las células también

exportan hierro contenido en ferritina y hemo (Pantopoulos et al., 2012).

Las membranas celulares y las uniones estrechas entre las células
impiden el paso libre de hierro. Las células por lo tanto, tienen

transportadores, chaperones y quelantes, que permiten el paso del hierro a
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través de membranas y facilitan el trafico intracelular. Con pocas
excepciones, la mayoria de estos transportadores pertenecen a la familia de
proteinas portadoras de solutos (SLC). La mayoria de las células de
mamiferos adquieren el hierro de la Tf circulante, al unirse al receptor de

transferrina 1 (TfR1) (Hentze et al., 2010; Wang and Pantopoulos, 2011).

La Tf, una glicoproteina de 80 kDa, se sintetiza y secreta
principalmente en el higado. Cantidades variables son también producidas en
los ganglios linfaticos, timo, bazo, glandulas salivales, médula 6sea y
testiculos. La Tf une el hierro en plasma y fluidos extracelulares como linfa y
liquido cefalorraquideo. Esta distribuida equitativamente entre plasma y
fluidos extracelulares y tiene una vida media de 8 dias. La Tf es una B-
globulina homodimérica, que une dos moléculas de hierro férrico con alta
afinidad. La union y la liberacion van acompafadas de un cambio
conformacional. Ademas, la interaccion entre el hierro y la Tf depende del
pH: a un pH fisioldgico en plasma, la Tf se une al hierro con mucha fuerza;
mientras que la interaccion es esencialmente abolida a pH acido (<5). En
condiciones fisioldgicas, solo una fraccion de Tf (~ 30%) esta saturada de

hierro.

El catabolismo de Tf tiene lugar principalmente en el higado por
degradacion lisosémica o glomerular, filtracion seguida de reabsorcion y
degradacion en los tubulos renales (Aisen, 1998). Ratones y humanos
portando mutaciones en el gen Tf desarrollan anemia severa (Hentze et al.,
2010). Curiosamente, las células no hematopoyéticas muestran una

sobrecarga masiva de hierro (Andrews, 200). Estos estudios destacan la
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importancia de la liberacién de hierro mediada por Tf para la eritropoyesis e
implica la existencia de mecanismos alternativos para la captacion celular de

hierro por las células no hematopoyéticas.

El receptor de Tfl (TfR1) proporciona la ruta fisioldgica para la entrada
de hierro unido a Tf en las células. Se expresa en la mayoria de las células
de mamiferos nucleados y sus niveles se correlacionan con los
requerimientos de hierro celular. EI TfR1 es wuna glucoproteina
transmembrana unida por disulfuro que forma un homodimero con una masa
molecular de 180 kDa, donde cada subunidad se une a una molécula de Tf
(Aisen, 2004). En contraste, la endocitosis de los complejos Tf-TfR1 es un
proceso dependiente de energia que implica endocitosis a través de fosas
recubiertas de clatrina. El hierro se libera de la Tf dentro de las vesiculas
endociticas debido a la acidificacion a través de la accion de una bomba de
protones v-ATPasa. De esta manera, la Tfy el TfR1 experimentan cambios
conformacionales en el endosoma acidificado que conducen a liberacion de
hierro (Dautry-Varsat et al., 1983; Bali et al., 1991). La reduccién de Fe** a
Fe? se produce por el antigeno epitelial transmembrana de préstata-3
(STEAP 3) (Ohgami et al., 2006). EI DMT1 transporta el Fe** a través de la
membrana endosdmica hacia el citosol (Fleming et al., 1997; Gunshin et al.,
1997). La DMT1 posee una funcion dual, que regula la homeostasis del
hierro tanto sistémica como celular. La inactivacion de DMT1 en ratones y
humanos conduce a la anemia por deficiencia de hierro (Fleming et al., 1997;
Gushin et al.,, 2005; Mims et al., 2005). Similarmente, las mutaciones
espontaneas en STEAP3 o0 su ablacion genética en ratones causan

deficiencia de hierro en los eritroblastos pero no sistémicamente, lo que
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sugiere la presencia de rutas alternativas para la captacion de hierro (Ohgami

et al., 2005; Lambe et al., 2009).

El hierro citosolico recién asimilado se transporta a sitios intracelulares
para su uso local o para su almacenamiento en forma de ferritina. El
complejo apoTf-TfR1 regresa después a la superficie celular donde la Tf se
disocia del TfR1 (Aisen, 2004). La eliminacion dirigida del gen Tfrl del raton
causa letalidad embrionaria debido a anemia severa, lo que indica que el
hierro mediado por la Tf es critico para las células hematopoyéticas (Levy et
al., 1999). Las mutaciones en el gen TfR1 en humanos no han sido descritas.
Sin embargo, una enfermedad de tipo autoinmune con anticuerpos contra el

TfR1 puede conducir a anemia severa (Larrick and Hyman, 1984).

Los hepatocitos pueden absorber el hierro unido a la Tf a través de los
receptores TfR1 y TfR2. Este ultimo comparte una similitud de secuencia de
aminoécidos del 45% con la TfR1, pero difiere significativamente en términos
de distribucion de tejidos, afinidad por la Tfy regulaciéon de hierro (Kawabata
et al., 1999). El receptor TfR2 también es una glucoproteina transmembrana
de tipo Il con dominios citoplasmaticos y ectodominios y el complejo Tf-TfR2
también se internaliza a través de la endocitosis mediada por clatrina. Sin
embargo, aunque el receptor TfR1 se expresa de forma casi ubicua, la
expresion del receptor TfR2 esta restringida a los hepatocitos hepaticos y a
los eritroblastos diferenciados. Ademas, el receptor TfR2 se une a la Tf con
una afinidad ~30 veces menor que el receptor TfR1 (West et al., 2000), lo
que sugiere que representa solo una pequefia fraccién de la absorcion de

hierro. Ademas, el receptor TfR2 es menos estable que el receptor TfR1, se
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regula principalmente tras la traduccion por degradacion de proteinas y se
estabiliza por la Tf diferencial (Johnson y Enss, 2004). La funcion principal
del receptor TfR2 parece ser reguladora. El receptor TfR2 participa en la
deteccion de la Tf cargada de hierro y el control de la expresion de hepcidina
(Robb and Wessling-Resnick, 2004; Kawabata et al., 2005). Por lo tanto, las
mutaciones en el gen TFR2 conducen a hemocromatosis debido a
insuficiencia de hepcidina en humanos (De Domenico et al., 2005; Wallace

et al., 2007).

Uno de los aspectos menos conocidos del metabolismo celular del
hierro es el trafico de hierro dentro de la célula. En general, se cree que el
hierro absorbido por la célula se dirige a las mitocondrias a través del
citoplasma Se desconocen completamente los facilitadores del trafico de
hierro citosdlico hacia las mitocondrias. El hierro absorbido por rutas
dependientes o independientes de la Tf presumiblemente entra en un
sistema I4bil intermedio o pool de hierro labil (LIP). El LIP también se conoce
como pool de hierro "intercambiable", "regulador” o "quelable” porque su
presencia ha sido documentada mediante el uso de quelantes metalicos
(Wang et al., 2005). Se define como un grupo de bajo peso molecular de
hierro débilmente quelado (Kruszewski, 2003), que incluye Fe*" y Fe*, vy
representa una fraccion menor de hierro celular (~ 3-5%). El LIP vincula la
absorcion celular de hierro con la utilizacion, almacenamiento o salida de
hierro celular (Kruszewski, 2003). Se cree que el hierro dentro del LIP esta en
estado estacionario y equilibrio, y une diversos quelatos de bajo peso
molecular, como los aniones organicos (fosfatos, citratos, carboxilatos) y

ligandos polifuncionales (polipéptidos, sideréforos) (Petrat et al., 2002). Las
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mitocondrias son los principales organulos consumidores de hierro celular.
Aunque el hierro mitocondrial se une principalmente a proteinas o hemo, si
ha detectado hierro quelable dentro del organulo en hepatocitos y
cardiomiocitos cultivados (Glicksteis et al., 2005). Se sospecha que una
subpoblacién de endosomas/lisosomas también contiene una gran cantidad
de LIP, que deriva de la degradacion de las proteinas transportadoras de

hierro (Petrat et al., 2002).

El LIP esta facilmente disponible para la utilizacion de hierro y también
puede contribuir a los efectos adversos como fuente de hierro redox-activo
para la reaccion de Fenton (Meneghini, 1997; Kruszewski, 2003). Ademas, el
LIP funciona como mediador de la apoptosis. Por lo tanto, la escasez de
hierro en la célula conduce a la apoptosis, mientras que se observan efectos
similares al secuestrar el LIP con quelantes quimicos como deferoxamina
(DFO) o quelantes biologicos como la lipocalina 24p3 (Devireddy et al., 2005;
Richardson, 2005). Ademas, la apoptosis inducida por estos agentes puede
ser suprimida por la suplementacion exégena con hierro (Devireddy et al.,

2005).

1.1.5. Almacenamiento celular de hierro

El hierro celular que excede las necesidades inmediatas se almacena
como Oxido de hierro en la ferritina La ferritina es una proteina ubicua
conservada evolutivamente que puede acomodar hasta 4500 atomos de
hierro. En los mamiferos, la ferritina es un heteropolimero de 24 subunidades

de dos tipos, pesada (H) y ligera (L), que se ensamblan para formar una
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carcasa esférica hueca (Arosio et al., 2006). La L-ferritina es predominante
en los tejidos de almacenamiento de hierro, mientras que la H-ferritina se
expresa preferentemente en células que absorben vy liberan hierro
rapidamente. Diferentes proporciones de subunidades de ferritina dan lugar a
la heterogeneidad de la holoproteina en varios tipos de tejidos. La subunidad
de L-ferritina glicosilada circula en el suero y presenta baja saturacion con
hierro. Los niveles de ferritina sérica aumentan en respuesta a la carga
sistémica de hierro o a la infeccion (Wang and Pantopoulos, 2011). La
secrecion de ferritina puede proporcionar un mecanismo para limitar el

almacenamiento de hierro (Arosio et al., 2006).

Los canales en la cubierta de ferritina pueden facilitar la entrada y
salida de hierro. La actividad ferroxidasa de la H-ferritina convierte el Fe?* en
Fe**, que es necesaria para la deposicién de hierro en la L-ferritina, induce la
nucleacion de hierro y aumenta la actividad ferroxidasa (Shi et al., 2009). La
liberacién de hierro de la ferritina esta mediada por multiples mecanismos
(Arosio et al., 2006). Fisiolégicamente, la degradacion de ferritina se combina
con el suministro de hierro metabdlico disponible bajo condiciones de déficit
de hierro (Zhang et al., 2010). El tratamiento con quelantes de hierro o la
expresion de la ferroportina aceleran la degradacion de la ferritina (De

Domenico et al., 2006; 2009).

Los cambios en la disponibilidad de hierro regulan la expresion del gen
de ferritina principalmente a nivel postranscripcional. Ademas, la expresion
de ferritina se regula transcripcionalmente, lo que determina la distribucion
tisular de las cadenas H y L. La homeostasis del hierro se altera
profundamente durante la inflamacion y la infeccion. Aunque multiples
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mecanismos influyen colectivamente en el equilibrio de hierro (como la
induccion de hepcidina por la IL-6), la alteracion de la expresion de ferritina
por las citoquinas proinflamatorias como TNFa o IL-1a contribuye
sustancialmente a la reprogramacion de la homeostasis del hierro (Wang and
Pantopoulos, 2011). La ferritina se activa transcripcionalmente por el estrés
oxidativo a través de un elemento de respuesta antioxidante en la region
promotora de los genes de ferritina (Cozzi et al., 2004). En contraste, el H,0,
extracelular inhibe la traduccion del ARNm de ferritina (Hentze et al., 2010;
Wang y Pantopoulos, 2011). Al secuestrar el hierro redox activo, la ferritina
juega un importante papel antioxidante y promueve la supervivencia celular.
Por lo tanto, la sobreexpresion de ferritina disminuye el LIP y la generacion
de especies reactivas del oxigeno, y confiere resistencia al estrés oxidativo
(Epsztein et al., 1999). Ademas, el agotamiento de la ferritina H desencadena
efectos opuestos (Cozzi et al., 2004). La supresion genética de la ferritina H
produce letalidad embrionaria, lo que sugiere que su actividad ferroxidasa es
critica (Arosio and Levi, 2010). La ablacion condicional de H-ferritina en los
hepatocitos produce dafio oxidativo inducido por el hierro porque estas
células no pueden secuestrar ni desintoxicar el hierro (Arosio and Levi,
2010). Las mutaciones en la L-ferritina estan asociadas con un trastorno
neurolégico autosémico dominante (neuroferritinopatia), caracterizado por
una sobrecarga de hierro en el cerebro y atrapamiento de hierro en los
depdsitos de ferritina, lo que causa deficiencia funcional de hierro (Arosio and

Levi, 2010).
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1.1.6. Exportacién de hierro celular

La exportacion celular de hierro ocurre rutinariamente en células
especializadas como los enterocitos y macréfagos que estan involucrados en
la absorcion y reciclaje de hierro, respectivamente. El principal propésito de
la exportacion de hierro es mantener niveles adecuados de hierro en plasma
y cubrir los requerimientos sistémicos. La exportacion de hierro implica la
coordinacion entre numerosas enzimas y proteinas. La ferroportina facilita la
exportacion de hierro desde los enterocitos, macréfagos, hepatocitos y del
endodermo visceral extraembrionario. El hierro se reduce en los endosomas
antes de su liberacion al citoplasma. Por lo tanto, la ferroportina exporta el
Fe?*, que tiene que oxidarse a Fe** tras su liberacién al plasma para unirse a
la Tf (Ganz, 2005). Este proceso estd mediado por ferroxidasas como la
ceruloplasmina (soluble en suero o membrana plasmatica asociada a
algunos tipos de células) y la hefaestina (expresada en la membrana
plasmatica de los enterocitos y otros tipos de células). Estas enzimas
trabajan en conjunto con la ferroportina para coordinar la exportacion de
hierro y la oxidacion. Como el cobre es esencial para la actividad ferroxidasa,
se requieren niveles adecuados de este metal para un metabolismo de hierro

adecuado (De Domenico et al., 2008).

2. EL PROCESO INFLAMATORIO

La inflamaciéon es un proceso fisiolégico complejo cuya funcion es
combatir agentes patdgenos externos y/o remodelar los tejidos dafiados

mediante la secrecion de diversos mediadores inflamatorios y el reclutamiento
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de células inmunes. El proceso inflamatorio se caracteriza por la extravasacion
de liquido al sitio donde se ubica el dafio, que produce edema (tumor),
aumento del flujo sanguineo (rubor), aumento en la temperatura local (calor) y
activacion de terminales aferentes (dolor), asi como, ocasionalmente, la
pérdida de la funcion local. Por su duracion, la inflamacion puede clasificarse
en aguda y crénica. La inflamacién aguda es crucial para la reparacion del
tejido, involucra el aumento en el calibre vascular, el incremento de la
permeabilidad para proteinas plasmaticas, asi como la activacion y migracion
de leucocitos al sitio lesionado. Cuando el estimulo dafino persiste 0 no hay
resolucion satisfactoria de la inflamacion, se convierte en inflamacion crénica.
Aunque la inflamacion es importante para inducir la reparacién del tejido y
erradicacion de patogenos, la no resolucion de la inflamacion lleva a un
proceso cronico y se convierte en un proceso deletéreo para el huésped.
Requiere una regulacion muy precisa, de hecho, tanto deficiencias como
excesos en esta respuesta pueden causar morbilidad y mortalidad (Tracey,

2002).

En respuesta al dafio tisular se produce el reclutamiento y activacion de
leucocitos polimorfonucleares y de monocitos en el area afectada. Estas
células inician la cascada inflamatoria mediante la produccion de una gama
diversa de citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias que estan implicadas
en la comunicacion autocrina, paracrina y endocrina. Las citoquinas estimulan
la produccion de reactantes de fase aguda y a través de la via endocrina,

consiguen expandir la respuesta inflamatoria a nivel sistémico (Koj, 1996).
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En el curso natural de la respuesta inmune, las células circulantes
inmunocompetentes reconocen el antigeno generando una respuesta
inflamatoria rapida y eficaz que limita la agresion. Cuando cesa el estimulo
antigénico se detiene la produccion de sefales proinflamatorias
desencadenando una respuesta antiinflamatoria en la que las células
inmunocompetentes mueren por apoptosis. Si el estimulo antigénico perdura
en el tiempo o la red de control no actia de manera eficaz, las células
inflamatorias prolongan su supervivencia haciendo que la respuesta sea

cronica (Nathan, 2002).

2.1. Marcadores bioldgicos de inflamacion

Un marcador biolégico o biomarcador se define como "una caracteristica
gue es objetivamente medible y evaluada como un indicador de los procesos
normales bioldgicos, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una
intervencidn terapéutica objetiva”. En definitiva, es una proteina medida en la
sangre cuya concentracion refleja la presencia y/o la gravedad de un estado de
enfermedad. El biomarcador ideal debe ser preciso, reproducible, medible a un
coste razonable y debe afiadir informacién pronostica relevante por encima de

la proporcionada por factores de riesgo convencionales (Park et al., 2012).

Los conocimientos fisiopatoldgicos de la inflamacion proporcionan
objetivos potenciales de diferentes moléculas que pueden ser medidas. Asi, es
posible determinar citoquinas pro-inflamatorias como es la interleucina-1 (IL-1),
TNF-a, moléculas de adhesion como la molécula de adhesion intercelular-1

(ICAM-1) y selectinas; citoquinas con efecto a nivel hepéatico como es la IL-6 y
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otros reactantes de fase aguda. Por ultimo, pueden ser evaluados otros
indicadores de la respuesta celular a la inflamacidon, como es el recuento
elevado de leucocitos. La IL-6, citoquina pro-inflamatoria, es considerada clave
en el proceso de inflamacion. Es sintetizada localmente en el area de dafio o
de infeccion por los macréfagos, células T, células endoteliales y fibroblastos.
Su liberacion esta inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta al TNF-q.
Interviene en la produccion de inmunoglobulinas, en la diferenciacion de
linfocitos B, activa a los linfocitos T citotoxicos, células plasmaticas y modula la
hematopoyesis. Sus niveles aumentan rapidamente, tipicamente a las 1,5-3
horas después del estimulo. Constituye el mas poderoso inductor de la sintesis
de reactantes de fase aguda por parte del higado (Panichi et al., 2004; Rao et

al., 2005; Tripepi et al., 2005; Kaptoge et al., 2012).

La ferritina sérica es una proteina que se une con el hierro siendo su
funcién la de almacenar hierro en el organismo y liberarlo de manera
controlada. Es considerada en la actualidad como la principal prueba para
detectar estados de deficiencia o de sobrecargas de hierro corporal. Las
concentraciones séricas oscilan entre 40 a 200 ng/mL en sujetos normales.
Ademas, forma parte de los reactantes de fase aguda cuyos niveles aumentan
en enfermedades hepaticas, infeccion, inflamacién y malignidad. La sintesis y
liberacion de ferritina por las células hepaticas esta directamente estimulada

por citoquinas inflamatorias como es IL-1 y TNF-a (Tran et al., 1997).
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2.2. Sefalizacion de citoquinas

Las citoquinas son moduladores clave de la inflamacion y participan en
la inflamacion cronica a través de una compleja y a veces aparentemente
contradictora red de interacciones. Una mejor comprension de cOmo estas vias
estan reguladas ayuda a facilitar una identificacion mas precisa de agentes que
median la inflamacion y el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Es
posible clasificar las citoquinas en funcidén de la naturaleza de la respuesta del
sistema inmune, con citoquinas individuales que también realizan roles
especificos que dependen del tipo de célula y la ubicacion. Las citoquinas
proinflamatorias clave incluyen interleucina-1 (IL-1), IL-6 y factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), todas las cuales se transmiten a través de los receptores
de la citoquina tipo | que son estructuralmente divergentes de otros receptores
de citocinas. Por el contrario, la quimioquina proinflamatoria critica, 1L-8, envia
sefales a través de receptores acoplados a proteina G (GPCR) (Figura 4). Las
principales citoquinas proinflamatorias, presentan vias de sefalizacion

mediadas por receptores.
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Figura 4. Citocinas, quimiocinas y sus receptores.

Las citocinas sefializan a través de oligdmeros de un solo paso, receptores transmembrana de
tipo I, con dominios extracelulares distintos para la union del ligando y dominios intracelulares
gue permiten la transduccion de sefiales. El receptor para IL-1 es un complejo de IL-1R1 y el
IL-1RACP formado después de la union del ligando a la inmunoglobulina extracelular dominios
(IGD); la sefializacion intracelular se media a través del dominio Toll / IL-1R (TIR). EI TNFa
trimérico se une a los dominios ricos en cisteina (CRD) de los condensadores
preconfeccionados del receptor TNF (TNFR) y la sefalizacion se media a través del dominio
de muerte del receptor (DD). Finalmente, el IL-6R es una estructura multimérica con cadenas
de IL-6R complejadas con gp130. La unidn al ligando de la regién esta dentro de los modulos
de fibronectina Il (Flll) de las cadenas de IL-6R, pero la transduccién de sefal es a través de
las moléculas de gpl30 asociadas. La sefalizacién de quimioquinas ocurre a través de la
activacion de los siete receptores acoplados a proteina G transmembrana (GPCR). La IL-8 se
une a la cara extracelular de CXCR1 o CXCRZ2, lo que desencadena un cambio conformacional

gue da como resultado la activacion de la proteina G (Turner et al., 2014).

2.2.1. Interleucina-1

La familia de la interleucina | (IL-1) ahora incluye 11 miembros: IL-1q, IL-
18, el receptor IL-1 antagonista (IL-1Ra), IL-18, IL-33, IL-36a, IL-363, IL-36y, IL-
36, IL-37 e IL-1Hy2 (Boraschi et al., 2011). Estas citocinas son expresadas por
numerosos tipos de células, incluidos macréfagos y monocitos (Boraschi et al.,
2011). La IL-1B es una potente citocina proinflamatoria que originalmente se
identific6 como un pirdgeno enddgeno. Ademas, se ha encontrado que la IL-13
tiene un efecto estimulante en células T CD4+ y promueve la diferenciacion en
los linajes de células T auxiliares, particularmente las células T helper (Th17) y

un derivado no clasico del linaje de células Thl (Santarlasci et al., 2013).

Dado su papel central en la mediacibn de una amplia gama de
respuestas de sefalizacion inflamatorias, la IL-1a y la IL-1 son sintetizadas

por multiples tipos de células incluyendo monocitos, macrofagos, neutrdfilos,
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hepatocitos y macrofagos en todo el organismo (Arend et al., 2008). Mientras
que la expresion de la IL1a es constitutiva en muchos tipos de células, por el
contrario la expresion de la IL-1B8 es inducida principalmente en respuesta a
moléculas microbianas, aunque también puede estimular su propia expresion
(Dinarello, 2009). La estimulacion del reconocimiento de patrones receptores
(PRR) que incluyen receptores Toll-like (TLR) y receptores similares a NOD
(NLL) pueden ser inducidos tanto por moléculas virales como microbianas. Esto
puede conducir a la induccion de la expresion de IL-1B (Dinarello, 2009; Kawai
and Akira, 2011). Miembros de la familia de la IL-1, incluyendo la IL-1B,
tipicamente se sintetizan como precursores sin una secuencia secretora. Por lo
tanto, la IL-1B debe escindirse para generar la citocina activa (Casanova et al.,
2011) y esto se realiza mediante la conversion de la enzima convertidora de
IL-1 (ICE), o caspasa-1l, que esta contenida en un complejo intracelular

especializado denominado inflamasoma (Dinarello, 2009).

Por el contrario, la IL-1a es activa tanto en su forma precursora como en
la forma madura, pero tipicamente permanece en el nucleo, el citoplasma o en
la membrana celular (Casanova et al., 2011). A pesar de estas diferencias, la
IL-1a y la IL-1pB tienen afinidades similares para los dos receptores de IL-1, IL-
1R1 e IL-1R2. El heterodimérico complejo de IL-1R1 y la proteina accesoria (IL-
1RACP) constituye el receptor funcional para la IL-1. Normalmente, la IL-13 se
une primero al receptor IL-1R1 en la superficie de las células diana y luego se
recluta el IL-1RAcP, formando asi un complejo de sefializacion trimolecular
(Figura 5). La IL-1R pertenece a la superfamilia IL-1R/TLR debido a la
presencia de un dominio en el citoplasma llamado dominio TIR (Toll/IL-1

Receptor). Después de la unién al ligando, la molécula adaptadora, MyD88,

62



;4 z : ! g.ﬁﬂ. ;:.

interactda con el receptor IL-1R1 a través de su dominio TIR (O'Neill, 2008). La
transduccion de sefiales conduce a la activacion de ambos por la proteina
quinasa activada apor mitdbgenos (MAPK) y el factor de transcripcion NF-kB,
dando como resultado la expresion de citoquinas proinflamatorias. Ademas de
esta via clasica de sefializacion, también hay evidencia de que la protedlisis
intramembrana del receptor IL-1R1 genera tanto un ectodominio soluble y un
dominio intracelular, con este ultimo modulando directamente la activacion de
MAPK (Elzinga et al., 2009). Por lo tanto, el procesamiento proteolitico de los
receptores citosoélicos podria contribuir a la sefializaciébn por un mecanismo no

canonico.

La familia de la IL-1 también incluye miembros que tienen un papel
inhibitorio, para suprimir la sefalizacion y de ese modo limitar la respuesta
inflamatoria. En primer lugar, el receptor IL-1R2 tiene un dominio intracelular
minimo que es inactivo y, por lo tanto, la sefializacién no se induce después de
la union del ligando. Por lo tanto, se piensa que el receptor IL-1R2 actia como
receptor sefiuelo, secuestrando la IL-1 en un mecanismo antiinflamatorio
(Dinarello, 2009). En segundo lugar, el antagonista del receptor IL-1R (IL-1Ra)
puede unirse al receptor IL-1R1 y evitar el reclutamiento de IL-1RAcCP
(Boraschi et al., 2011), lo que inhibe la transduccion de sefiales. El IL-1Ra se
expresa como una de las cuatro isoformas diferentes, generadas por una
secuencia alternativa, que incluye una forma secretada (slL-1Ra) y tres formas
citosolicas (Planck et al., 2012). Es secretada por varios tipos de células, que
incluyen neutréfilos, macrofagos, monocitos y hepatocitos (Planck et al., 2012).
La slL-1Ra es una de las proteinas de fase aguda secretadas por el higado en

respuesta a estimulos inflamatorios (Planck et al., 2012). Su ausencia es
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perjudicial, y los ratones deficientes en IL-1Ra son propensos al desarrollo de
varios trastornos inflamatorios (Pennica et al., 1984; Plank et al., 2012). A pesar
de este hallazgo, se cree que la eficacia de IL-1Ra es mucho menor en relacion
con el agonista, lo que resulta en la necesidad de hasta 1000 veces el efecto
del IL-1Ra para inhibir la sefalizacion de la IL-1 (Gabay et al., 2010). Esto es
debido al alto nivel de expresion del receptor IL-1R1 en la mayoria de células a
las que se une IL-1Ra, mientras que la propia IL-1 solo necesita unirse a unos
pocos receptores para activar la transduccion de sefales (Gabay et al., 2010).
Dado que tres de las isoformas de IL-1Ra son intracelulares, se ha formulado la
hipotesis de que el sitio critico de IL-1Ra podria ser una ubicacion citosélica
donde podria bloguear la expresion de la IL-1 o la sefializacion al alterar la
estabilidad del ARNm (Planck et al., 2012). Asi, mientras que el IL-1Ra actua
como un supresor natural de la inflamacién, por si mismo podria ser
insuficiente para suprimir la sefializacion de la IL-1 y su funcién podria ser mas

compleja, implicando la modulacion intracelular de la IL-1.
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Figura 5. Transduccion de sefial de la IL-1 para la activacion del NF-kB.

La IL-1 se une al IL-1R, que se asocia con el IL-1RAcP en la superficie de la célula, y las
sefiales a través del adaptador TIR, MyD88, a través de interacciones TIR-TIR. Posteriormente,
las cinasas asociadas a IL-1R (IRAK) se reclutan en el complejo receptor / MyD88. Los IRAK
activados promueven la poliubiquitinacion del factor 6 asociado a TNFR (TRAF6) a través de
enlaces lisina. El TRAF6 poliubiquitinado interactia con TAK1 en un complejo con TAB1 y
TAB2, lo que finalmente conduce a la fosforilacion de IkBa y su disociacion de las subunidades
NF-kB. El IkBa fosforilado se ubiquitina posteriormente para la degradacion por el proteasoma.
El heterodimero p65 / p50 fosforilado se transloca al nacleo, donde se une a los elementos de
respuesta en los genes dependientes de NF-kB y conduce a la induccion de la expresion
génica proinflamatoria. Ademas, la activacion de TAK1 /TAB1 /TAB2 conduce a la fosforilacién
y activacién de las proteina quinasas activadas por mitégenos (MAPK), JNK y p38. Estas
quinasas luego fosforilan y activan la transcripcion de factores, lo que induce la expresién de
genes proinflamatorios. Abreviaturas: IKK, IkB cinasa; IkBa, inhibidor de kB; MyD88, factor de
diferenciacion mieloide 88; NF-kB, factor nuclear kB; TAB1, proteina de union a TAK1 1; TAB2,
proteina de unién a TAK1 2; TAK1, transformando la quinasa 1 activada por el factor B de

crecimiento (Turner et al., 2014).
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2.2.2. Factor de necrosis tumoral alfa

El término factor de necrosis tumoral se confirio inicialmente a dos
moléculas, factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), un factor de necrosis tumoral
derivado de monocitos y TNFB un factor de necrosis tumoral derivado de
linfocitos. EI TNFa se identifico inicialmente en la década de 1970 como un
factor inducido por una endotoxina, siendo un factor sérico responsable de la
necrosis de ciertos tumores in vivo e in vitro (Carswell et al., 1975).
Posteriormente se aislo el TNFa (Aggarwal et al., 2003) y su gen clonado
(Pennica et al., 1984). Es un potente mediador inflamatorio que es fundamental
para la accion inflamatoria del sistema inmune innato, incluida la induccion de
citoquinas, activacion o expresion de moléculas de adhesion y estimulacion del
crecimiento (Rothe et al., 1992; Tartaglia et al., 1992; Smith et al., 1994;
Locksley et al., 2001). Estimula la proliferacion normal de células, ejerce
actividad citolitica o citostatica contra las células tumorales y causa efectos
inflamatorios, antivirales e inmunorreguladores (Gupta, 2002). También se ha
demostrado que el TNFa realiza varias funciones adicionales relacionadas con
el metabolismo lipidico, la coagulacion, la resistencia a la insulina y la funcién
endotelial. De hecho, se ha demostrado que es una de las citocinas mas
importantes y con mas efectos mediadores de la inflamacion y la inmunidad, El
TNFa es el miembro prototipico de la superfamilia de TNF de tipo Il, proteinas
de transmembrana que incluyen 30 receptores y 19 ligandos asociados con
diversas funciones en la diferenciacion celular, inflamacion, inmunidad y
apoptosis (Lobito et al., 2011). Se secreta principalmente desde macréfagos

activados, aunque también puede ser secretado por otros tipos de células,
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incluidos los monocitos, Células T, mastocitos, células NK, queratinocitos,

fibroblastos y neuronas (Tracey et al., 2008).

El TNFa se sintetiza como un precursor de proteina transmembrana
(mTNFa) con una masa molecular de 26 kDa (Tracey et al., 2008), después a
través del reticulo endoplasmico rugoso (RER), complejo de Golgi y el
endosoma es transportado a la superficie de la célula (Stow, 2009). Los
monomeros del TNFa estdn asociado a la membrana plasmatica como
trimeros no covalentes (Hehlgans and Mannel, 2002; MacEwan, 2002) antes de
ser escindido por una metaloproteasa, la enzima convertidora de TNFa (TACE
o ADAM17) (Black et al., 1997). La escision de la TACE da como resultado la
produccion del ectodominio soluble de 17 kDa de TNFa (sTNFa) que
constituyen el potente ligando que activa los receptores del TNF (Lobito et al.,
2011). Después de la escision de la TACE, la porcion de membrana es
proteoliticamente procesada por las peptidasas de sefal (SPPL) SPPL2a y
SPPL2b (Friedmann et al., 2006). Esta escision produce un dominio intracelular
(ICD) que se transloca al nucleo e induce la sefializacibn de citoquinas
proinflamatorias, particularmente la expresion de la IL-12 (Friedmann et al.,
2006). Por lo tanto, la molécula precursora del TNFa esta sujeta a multiples

eventos de escision para liberar potentes moduladores de la inflamacion.

Las acciones moleculares del sTNFa extracelular y mTNFa ocurren a
través de la union a uno de los dos receptores: TNFR1 (TNFRSF1A,
p55TNFR1, p60, CD120a) y TNFR2 (TNFRSF1B, p75TNFR, p80 o CD120b)
(Lobito et al., 2011) (Figura 6). Los receptores se expresan en diferentes tipos

de células, el receptor TNFR1 esta ampliamente expresado, mientras que el
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receptor TNFR2 se expresa predominantemente en leucocitos y células
endoteliales (Bradley, 2008). Los dos receptores TNFR median distintos

efectos bioldgicos.
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Figura 6. Sefalizacion a través de los receptores 1y 2 del TNF.

Después de la union de TNFa a TNFR1, el receptor experimenta eliminacion e internalizacién
de ectodominio, eventos que estan relacionados con la cascada de sefalizacién intracelular. El
desprendimiento del ectodominio estd mediado por metaloproteasas de la matriz que residen
en la membrana plasmética y va seguido de una proteolisis adicional. La siguiente
sefalizacion incluye la internalizacién del receptor que se considera una sefial proapoptotica a
través de la formacion del complejo Il (TRADD / FADD / Pro-Caspase-8). Se cree que la
superficie celular antes de la internalizacion conduce a la formacién del Complejo | (TRADD /
TRAF2 / RIP), seguida por las cascadas de la proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK)
que conducen a la transcripcion. La activacion factorial JINK activa el heterodimero AP1 de c-
Jun y Fos, mientras que p38 activa numerosos factores de transcripcion. En adicion, la
sefializacion del complejo | conduce a la activacion de IKK, que da como resultado la
fosforilacion y degradacion de IkBa por el sistema de ubiquitina-proteasoma. El heterodimero
NF-kB activado de p65 /p50 puede migrar al nucleo, unirse a elementos de respuesta e inducir

la expresion de genes proinflamatorios. Es importante destacar que el resultado de las vias de
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sefializacion del complejo | favorecen la expresion de citoquinas proinflamatorias y la
supervivencia celular. Dicho esto, es bien sabido que MAPK JNK también puede contribuir a la
induccidon de la muerte celular. Abreviaturas: CAM, moléculas de adhesion celular; DISC,
complejo de sefializaciéon inductora de muerte celular; FADD, proteina de dominio de muerte
asociada a Fas; JNK, quinasa N-terminal Jun; MMP, metaloproteasa de la matriz; QEPD,
proteina que interactla con el receptor; TRADD, proteina del dominio de muerte asociado a
TNFR1; TRAF2, proteina 2 asociada a TNFR (Turner et al., 2014).

Los ratones knockout para TNFRSF1A (TNFR1) son resistentes al
choque endotoxico, pero son mucho mas susceptibles que los ratones
knockout para TNFRSF1B (TNFR2) para hacer frente a Listeria
monocytogenes (Peschon et al, 1998). Por lo tanto, los efectos
proinflamatorios del TNFa parecen estar mediados predominantemente a

través del receptor TNFRL1.

Tanto el receptor TNFR1 como el receptor TNFR2 son glicoproteinas de
transmembrana Unicas con un 28% de homologia en sus dominios
extracelulares (MacEwan, 2002). Caracteristicas comunes en esta region
incluyen cuatro dominios ricos en cisteina (CRD), cada uno de los cuales
comprende tres enlaces disulfuro de cisteina-cisteina, y un preligando de
ensamblaje de union (PLAD) implicado en la trimerizacion del receptor (Chan et
al., 2000). Es importante destacar que los receptores difieren por la presencia
de un dominio de muerte intracelular (DD) en el extremo carboxilo del TNFR1
(MacEwan, 2002) que es capaz de impulsar la apoptosis o la inflamacion a
través de interaccion con las moléculas adaptadoras asociadas (Fig. 6). El
reclutamiento de TRADD al receptor TNFR1 es necesario para ambas vias de
sefalizacion (Pobezinskaya et al., 2008). Después, uno de los dos complejos

se forma, ya sea en la superficie de la célula (complejo I) o después de la
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internalizacion (complejo IlI) (Micheau and Tschopp, 2003). La formacion del
complejo | requiere el factor 2 asociado a TNFR (TRAF2) y la proteina de
interaccion con el receptor (RIP), lo que conduce a cascadas de proteinas
cinasas que desencadenan la expresion génica proinflamatoria.
Alternativamente, si el primer complejo no induce seiial, el complejo Il se forma
para inducir la apoptosis. En el complejo I, la protedlisis y la internalizacion del
receptor da como resultado el reclutamiento de FADD y la procaspasa-8 para
dar lugar a la sefializaciéon que induce la inactivacion del complejo (Micheau

and Tschopp, 2003).

Es importante destacar que se ha encontrado que varios receptores de
citoquinas se someten al desprendimiento del ectodominio por enzimas
proteoliticas localizadas en la membrana. Este proceso libera una forma
soluble del receptor que puede limitar la disponibilidad de citocinas a otras
células. Tanto el receptor TNFR1 como el receptor TNFR2 son escindidos por
TACE vy después de la union del ligando, finaliza la sefial, disminuyendo la
disponibilidad de los receptores de la membrana plasmatica, asi como la
liberacion del receptor TNFR soluble para secuestrar el TNFa libre (Porteu and
Nathan, 1990; Mdullberg et al., 2000). La produccién del receptor TNFR1
soluble ha sido descrita en condiciones inflamatorias (Sakimoto et al., 2009).
Como se ha mencionado previamente, el receptor TNFR1 forma un trimero
antes de la union del ligando, lo que podria conducir a la activacion de la
transduccion de la sefal a través del dominio de muerte DD. Esto puede ser
suprimido por la asociacion del dominio de muerte silenciador (SODD) con el
DD del TNFR. Después de la unién al TNFa, el SODD se separa del receptor

TNFR, permitiendo el reclutamiento de moléculas adaptadoras (Jiang et al.,
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1999). Por lo tanto, existen mecanismos intrinsecos para limitar la sefializacion
del receptor TNFR en ausencia de ligando, asi como para reducir la

sefalizacion tras la unién al ligando.

2.2.3. Interleucina-6

La familia de la interleucina-6 (IL-6) son citoquinas pleiotrépicas que
incluyen los miembros IL-6 e IL-11 (Peters et al.,, 1998). La IL-6 se expresa
mediante una matriz de células, incluidas los fagocitos mononucleares, células
T, células B, fibroblastos, células endoteliales, queratinocitos, hepatocitos y
células de la médula 6sea (Jucker et al., 1991). La IL-6 esta involucrada en la
hematopoyesis y es critica en la transformacion de células B en células
plasmaticas productoras de anticuerpos (Kishimoto, 2010), activacion de
células T, diferenciacion y regulacion de los fenotipos Th2 y Treg (Takeda et
al., 1998; Smith and Maizels, 2014). También es importante en la secrecion de
proteinas de fase aguda por el higado (Gauldie et al., 1998), en cooperacion
con la IL-1 (Dinarello, 2009). Otros nombres que recibe la IL-6 ilustran algunas
de estas actividades biologicas, incluyendo el factor estimulante de hepatocitos
(HSF), factor 2 estimulador de células B (BSF-2) y factor de diferenciacion de
células B (BCDF). El descubrimiento y la clonacion de BSF-2 en 1986 (Hirano
et al.,, 1986) fue seguido por el reconocimiento del hecho de que estas
actividades diversas se debieron a una sola citoquina, renombrada como IL-6
(Kishimoto, 2010). La codificacion del gen de la IL-6 se mape6 en el
cromosoma 7 en humanos y codifica una glucoproteina que varia en masa de
21 a 28 kDa, dependiendo del grado de modificacion postraduccional (Parekh

et al., 1992).
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La IL-6 sigue una via de sefalizacién a través de una cadena a del
receptor de IL-6 que se une al ligando (IL-6R) (gp80, CD126) y el componente
transductor de sefiales gp130 (CD130) (Peters and Mdller, 1998). El CD130 es
el transductor de sefial coman para varias citoquinas en la familia IL-6 y se
expresa de manera ubicua (Taga and Kishimoto, 1997), mientras que la IL-6R
la subunidad esta tipicamente restringida a linfocitos y hepatocitos (Goette et
al., 2010). Siguiendo la unién a la IL-6, la sefal es traducida por las cadenas
gpl30 que activan la sefializacion JAK-STAT (Figura 7). Esta via de
sefalizacion conduce a la fosforilacion de STAT3, miembro de la familia STAT
mas amplia de factores de transcripcibn que estan asociados con la
sefalizacion de citocinas, y como resultado la translocacion nuclear STAT3 y
expresion geénica de IL-6. Ademas del receptor unido a la membrana, una
forma soluble de IL-6R (sIL-6R) es generada por TACE mediada escision y
puede capturar la IL-6 circulante y hacer que esté disponible para unirse y
activar a la glucoproteina gp130 a través de un proceso de sefalizacion trans
(Peters y Miller, 1998). Por el contrario, la forma soluble de la glucoparoteina
gp130 funciona como un receptor sefiuelo antiinflamatorio, bloqueando la
sefalizacion trans del receptor sIL-6R (Jostock et al., 2001). Mas
recientemente, la glucoproteina gpl30 se ha encontrado que produce un
pequefio fragmento C-terminal de 18 kDa que termina la transduccion de la
sefal de la IL-6, posiblemente conduciendo a la apoptosis (Graf et al., 2008).
Por lo tanto, un aspecto comun de la sefalizacion de citoquinas implica la
division proteolitica del receptor que modula la sefalizacion o produce un

ectodominio soluble.
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Figura 7. Via de sefalizacion de la IL-6.

La citocina se une a los dominios FllII de las cadenas IL-6R, activando finalmente la
transduccion de sefiales a través de las proteinas gp130. Esto lleva al reclutamiento de janus
quinasas (JAK) al receptor, que fosforilan el receptor. Esto conduce a la fosforilacién y
dimerizacion de STAT3. Los dimeros de STATS3 fosforilados se translocan al nicleo y se unen
a un sitio de activacion de IFNy (GAS) en genes sensibles. Esto conduce a la transcripcion de

genes proinflamatorios y moléculas de adhesion intracelular (Turner et al., 2014).

2.3. Sefalizacion de quimiocinas

Las quimiocinas proinflamatorias son producidas por las células
principalmente para reclutar leucocitos a los sitios de infeccion o lesion
(Constantin et al., 2000). Aunque la quimiotaxis es la caracteristica cardinal de
las quimiocinas, su rol fisiolégico es mas complejo, y muchas tienen

homeostéatico adicional o funciones intrinsecas en la hematopoyesis, inicio de
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respuestas inmunitarias adaptativas y vigilancia inmunitaria (Moser et al.,
2004). Inicialmente las quimiocinas se dividieron en grupos basados en tener
funciones quimiotacticas u homeostaticas, pero varias quimiocinas de doble
funcién se han descrito desde entonces (Constantin et al., 2000). Hasta la
fecha, 44 quimiocinas y 23 quimiocinas receptores han sido identificados en el
genoma humano (Nomiyama et al.,, 2013). La expresion de receptores y
moléculas de adhesion particulares a quimiocinas contribuyen a la migracion
selectiva y la especificidad tisular de los leucocitos. Las quimiocinas son un
grupo de proteinas pequeias (8-12 kDa) caracterizado por la presencia de tres

a cuatro residuos de cisteina conservados.

Se pueden subdividir en cuatro familias segun el posicionamiento de los
residuos de cisteina N-terminales. La subfamilia C-X-C esta caracterizada por
la separaciéon de las dos primeras cisteinas por un aminoacido variable,
mientras que en la subfamilia C-C los residuos de cisteina son adyacentes el
uno al otro. La mayoria de las quimiocinas conocidas estan las subfamilias
CXC y C-C, pero dos subgrupos de quimiocinas adicionales han sido descritos.
El tercer grupo de quimiocinas (subfamilia C) carece de la primera y tercera
cisteinas y por lo tanto posee s6lo un Unico residuo de cisteina en la posicion
conservada. Esta subfamilia incluye el péptido quimiotactico especifico de
linfocitos XCL1 (linfotactina) (Kelner et al., 1994). Una cuarta subfamilia (CX3C)
tiene los dos residuos de cisteina N-terminal separados por tres aminoacidos
variables (Bazan et al., 1997). En humanos, esta familia solo tiene un miembro:
CX3CL1 (fractalquina), que es Unico en poseer una mucina parecida al tallo
glicosilado que permite que exista como soluble o quimiocinas unidas a la

membrana (Bazan et al., 1997).
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Las sefales de las quimiocinas se transducen a través de la union a
miembros de la superfamilia del receptor de proteina G (GPCR) (Moser et al.,
2004), aunque también hay evidencia de que otras vias efectoras son posibles
(Thelen, 2001). Hay heterogeneidad en la expresion del receptor de
quimiocinas en las células y pueden formar complejos multiples, como la
demostracion que CXCR4 y CCR5 pueden heterodimerizarse cuando son
estimulados con sus respectivos ligandos (Isik et al., 2008). Las proteinas G se
asocian con el grupo carboxilo terminal del receptor y cambios
conformacionales inducidos por sefales que activan la cascada mediada por
proteina G (Thelen, 2001). En adicion, hay varios receptores sefiuelo para las
quimioguinas que no estan acoplados a proteinas G y, por lo tanto, no
participan de la sefalizacion, incluyendo: receptor de antigeno Duffy para
quimiocinas (DARC), D6 y CCX-CKR (Borroni and Bonecchi, 2009). Los
receptores sefiuelo de quimiocinas desempefian un papel en la amortiguacion
de los dos subgrupos generales en funcion de la presencia o ausencia del
aminoacido dinamico (Glu-Leu-Arg) inmediatamente anterior a la primera
cisteina (Baggiolini, 2001). Las quimioquinas ELR-positivas (CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL7 y CXCLS8/IL-8) son angiogénicas y actuan
principalmente a través del receptor CXCR2 (Sarmiento et al., 2012). El
dominio ELR, junto con los residuos CXC, son necesarios para la activacion del
receptor (Sarmiento et al., 2012). Por el contrario, las quimioquinas que no son
ELR (CXCL4, CXCL9, CXCL10, CXCL11l y CXCL17) son angiostaticas y
actuan principalmente a través del receptor CXCR3B (Lee et al.,, 2013). La
excepcion a esto es la CXCL12, una quimioquina que no es ELR pero es

angiogénica y ejerce sus efectos sobre la musculatura vascular principalmente
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a través de CXCR4 y CXCR7 (Kryczek et al., 2007). El papel de las
guimiocinas se extiende asi mas allda de la quimiotaxis para incluir

contribuciones a la vascularizacion y la angiogénesis en cancer.

La liberacion de quimiocinas de las células también puede desencadenar
la invasion destructiva de células inmunitarias en tejidos y 6rganos esenciales.
Esto ocurre en la diabetes tipo 1 y tipo 2 donde la glucotoxicidad activa las
inflamasomas NLRP3 en las células del pancreas (Schroder et al., 2010), lo
que impulsa la produccion y la liberacion de la IL-1B (Maedler et al., 2002).
Estas luego actuan de manera autocrina, vinculando al IL1R de células B y
desencadenando la activacion del factor de transcripcion NF-kB (Maedler et al.,
2002), resultando en la sintesis y liberacién de una serie de otras citoquinas y
quimiocinas en las células de los islotes de Langerhans (Donath et al., 2010).
Estas moléculas desencadenan la infiltracion del pancreas por macrofagos y
otras células inmunes (Eguchi and Manabe, 2013). En conjunto, este pool
toxico de citocinas liberadas por células enddgenas e inmunes da como
resultado la destruccion apoptética de las células B secretoras de insulina (Suk

et al., 2001; Lee, 2002).

2.3.1. Interleucina-8

También conocida como CXCLS8, la interleucina 8 (IL-8) es una de las
guimiocinas mas estudiadas y es un mediador inflamatorio critico. Fue
originalmente identificada por su papel en la quimioatraccion de neutrofilos,
para lo cual fue nombrada como factor quimiotactico de neutrofilos (NCF) y
proteina activadora de neutréfilos 1 (NAP-1) (Baggiolini et al., 1992; Miller et al.,

1992). La estructura gendmica de la IL-8 fue la primera mapeada a fines de la
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década de 1980 (Mukaida et al., 1989). La proteina IL-8 pesa de 6-8 kDa y
pertenece a una subdivision de las quimiocinas CXC (Hall et al., 1999). Actla
como un factor angiogénico en células endoteliales microvasculares humanas
(Heidemann et al., 2003). El papel principal de la IL-8 en la inflamacion es el
reclutamiento de neutrdfilos (Hammond et al., 1995), aunque también es
responsable de la migracion quimiotactica y activacion de monocitos, linfocitos,
basofilos y eosindfilos en los sitios de inflamacion (Miller et al., 1992). La IL-8
se puede encontrar en forma de mondmero o dimérico y ambas son
necesarias para la activacion de los neutrofilos, aunque con cinética distinta
(Das et al., 2010). Ademas, la unién de dimeros a glicosaminoglicanos (GAG)
es mas eficiente y, por lo tanto, facilita la unién al endotelio vascular, asi como
la union a los receptores de quimiocinas CXCR1/2 en los neutroéfilos (Das et al.,
2010). De hecho, se descubrié que la heparina es la Unica proteina de tipo
GAG asociada con la IL-8 para inducir quimiotaxis de neutroéfilos (Schlorke et
al., 20012). Aunque la IL-8 puede unirse a ambos receptores de quimiocinas
CXCR1 y CXCR2, se ha encontrado que la sefalizacion quimiotactica es
principalmente a través del receptor CXCR1 (Hammond et al., 1995; Hall et al.,
1999; Heidemann et al., 2003). Después de unirse al receptor CXCR1 o
CXCRZ2, una serie de cascadas de sefializacion intracelulares se activan dentro

de las células diana para inducir quimiotaxis y desgranulacion (Figura 8).
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Figura 8. Via de sefializacion de la IL-8.

Se cree que la IL-8 existe como mondmeros en el plasma, pero que las concentraciones
locales en los tejidos favorecen la formacién de dimeros y estos dimeros son modificados por
la adicion de glicosaminoglicanos (GAG). Los GAG facilitan la union de IL-8 a las células
endoteliales; posteriormente pueden unirse a linfocitos de migracién. La unién de IL-8 a los
receptores de quimiocina CXCR1 o CXCR2 conduce a la activacion de las proteinas G
heterotriméricas (Ga, B, y). La subunidad Ga en particular activa la adenilato ciclasa unida a la
membrana (AC), que genera AMP ciclico (cCAMP) y cAMP puede activar la proteina quinasa A
(PKA). Alternativamente, el heterodimero GBy puede disociarse de la subunidad Ga y estimular
la fosfolipasa B (PLCB), que escinde fosfolipidos para producir inositol 3,4,5-trifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). ElI DAG activa la proteina quinasa C (PKC), que induce la activacion de
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) mientras que el IP3 desencadena la
desgranulacién al estimular la liberacién de Ca** desde las reservas intracelulares (Turner et
al., 2014).

Estas cascadas se inician principalmente a través de la activacion de las
proteinas G intracelulares, lo que resulta en la disociacion de las proteinas del

receptor y separacion de las subunidades Ga y GBy. Las subunidades de la
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proteina G posteriormente estimulan a las enzimas (adenilato ciclasa o
fosfolipasa C) que puede activar la sefalizacion proteina quinasa activada por
mitégenos (MAPK) y altera la expresion génica para promover la supervivencia
celular, la proliferacion e inflamacién Es importante destacar que la produccion
de trifosfato de 3,4,5-inositol (IP3) desencadena la liberacion de las reservas de
calcio intracelular que estimula la desgranulacion. Los granulos de neutrofilos
contienen varias moléculas efectoras, como las proteinas antimicrobianas
mieloperoxidasa, defensinas y lisozima (Faurschou and Borregaard, 2003).
Ademas, la sefalizacion de la IL-8 a través de MAPK vy fosfatidilinositol-3
quinasa (PI3K) induce la expresion de moléculas de adhesidon como la
integrina, Mac-1, que se requieren para la quimiotaxis (Takami et al., 2002).
Por lo tanto, la IL-8 media el reclutamiento y la activacion de neutrofilos a

través de mecanismos complejos de sefializacién y adhesion.

2.4. Citocinas y quimiocinas en la inflamacion

Se han descrito varias enfermedades en las que la aberrante o excesiva
sefalizacion por citoquinas contribuye a la patogénesis (Aggarwal, 1994). La
regulacion positiva de la IL-1 y la IL-6 se ha observado en una variedad de
enfermedades crénicas, trastornos inflamatorios y autoinmunes como la
diabetes tipo |, artritis reumatoide, nefritis IUpica, psoriasis y esclerosis
sistémica (Park and Pillinger, 2007; Rosa et al., 2008; Brugos et al., 2012;
Portugal-Cohen et al.,, 2012). Esta bien establecido que el TNFa esta
directamente involucrado en la patologia de varias enfermedades sistémicas,
asi como también afecta a varias patologias a través de efectos mas

localizados en los tejidos. Es importante destacar que los niveles adecuados
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del TNFa también son esenciales para realizar funciones homeostaticas clave,
ejerciendo una variedad de efectos sobre la funcion celular normal, incluida la
proliferacion celular, necrosis y apoptosis (MacEwan, 2009). EI TNFa cumple
una funcion clave regulando la respuesta inflamatoria (Bradley, 2008) que
incluye respuestas tanto sistémicas como locales. Las acciones del TNFa
incluyen desencadenar la vascularizacion y la expresion de células endoteliales
con mediadores lipidicos que promueven el edema tisular, asi como moléculas
de adhesion de leucocitos que estimulan la infiltracion de las células inmunes.
La induccion temprana de la expresion de quimiocinas y la infiltracion de
linfocitos en respuesta a la infeccidbn microbiana se debe a las acciones del
TNFa (Roach et al., 2002). Varios estudios han demostrado la eficacia de la
terapia anti-TNFa en enfermedades inflamatorias. Es importante destacar que
la funcion central del TNFa en la inflamacién sinovial ha llevado a desarrollar
estrategias terapéuticas como el desarrollo de bloqueadores del TNFa, que han

demostrado ser altamente efectivos (Feldman et al., 2010).

También se ha descubierto que las quimiocinas especificas y sus
receptores se encuentran elevados en los tejidos de pacientes con afecciones
inflamatorias. La IL-8 se puede detectar en el liquido sinovial de pacientes con
diversas enfermedades reumaticas inflamatorias (Seitz et al., 1992) y los
niveles de IL-8 en la mucosa estan elevados en pacientes con colitis ulcerosa
activa (Mahida et al.,, 1994). Niveles elevados de quimiocinas CC,
particularmente CCL2, CCL3 y CCL5 se encuentran en las articulaciones de
pacientes con artritis reumatoide, coincidiendo con el reclutamiento de
monocitos y células T en tejidos sinoviales (Loetscher et al., 1994; Shadidi et

al., 2003). Ademéas, los receptores de las quimiocinas CCR5, CCR6, CCR7,
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CXCR3, CXCR4 y CXCR5 también se han implicado en la produccion de
linfocitos B activos y actividad de citoquinas sinoviales (Nanki et al., 2009). La
fisiopatologia de la psoriasis también esta relacionada con la inflamacion
mediada por quimiocinas y el reclutamiento de linfocitos en la piel, como la
infiltracion de células T mediada por el ligando CXCR3 (Flier et al., 2001). La
distribucion diferencial de los receptores de quimiocinas en diferentes tipos de
leucocitos también proporciona una herramienta para determinar el papel de
las quimiocinas individuales en enfermedades particulares. Han pasado unos
60 afnos desde que se describid la primera citocina y desde ese momento, mas
de 300 citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento han sido descritos, con
funciones variables no solo inmunes sino también de regulacion homeostatica.
Sin embargo, a pesar de esto todavia falta dilucidar como estos factores, solos
y en conjunto con otros factores, influyen en la homeostasis y eventos

inflamatorios.

En la Tabla 1 se muestran las principales citosinas inflamatorias y sus
acciones.

Tabla 1. Accion de las citocinas inflamatorias (Anderson, 1996).

IL-6 Incrementa la transcripcion de hepcidina (via STAT)

Induce la transcripcién de ferritina

INF-y Disminuye la proliferacién y diferenciacion de los precursores
eritroides
Altera la respuesta de los precursores eritroides a la EPO
Disminuye la expresion de la ferroportina
Estimula la expresién del DMT1

TNF-a  Inhibe la produccion de EPO renal
Disminuye la respuesta de los precursores eritroides a la EPO
Disminuye la proliferacion y diferenciacion de los precursores
eritroides
Disminuye la vida media de los hematies (diseritropoyesis, dafio

81



Garcia Pedro, §D. Tesie Doctonal

celular, aumento de eritrofagocitosis)
Induce la transcripcion de ferritina
Disminuye la transcripcién de hemojuvelina
Aumenta la expresion del DMT1
IL-1 Inhibe la produccién de EPO renal
Disminuye la respuesta de los precursores eritroides a la EPO
Disminuye la proliferacion y diferenciacion de los precursores
eritroides
Induce la transcripcién de ferritina
IL-10 Aumenta el TFR-1 en los macréfagos
2021 Estimula la traduccién de ferritina

DMT-1: transportador 1 de metales divalentes; EPO: eritropoyetina; IL: interleucina;
INF: interferon; STAT: transductor de sefal y activador de la transcripcion; TNF: factor
de necrosis tumoral; TFR: receptor de la transferrina.

3. LECHE DE CABRA

A través de estudios arqueoldgicos, se ha considerado que, desde la
prehistoria, la especie humana pasé paulatinamente de la recoleccién y caza a
la agricultura y ganaderia. En un inicio, la ganaderia era trashumante, que
consiste en una forma de pastoreo en continuo movimiento, adaptandose a las
condiciones climéticas. Hay evidencias arqueoldgicas de la existencia de
cabras entre los animales de este tipo de ganaderia en la cultura Natufia (afios

11000 hasta 9300 A.C. (Vega, 2003).

La cabra es considerada uno de los animales domeésticos mas
aprovechables por su leche, carne y piel (Sanchez, 2004). Ademas, su talla
pequefia, adaptabilidad y docilidad hicieron de la cabra un animal preciado por
el hombre primitivo como se puede apreciar en las distintas pinturas y tallas del

arte rupestre (Boza y Sazn-Sampelayo, 1997).

Desde el punto de vista nutricional, la leche es una fuente importante de

macro y micronutrienes. Ademas, la leche contiene factores bioactivos con un
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papel protector de la salud y desarrollo (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997), por lo
que cobra una gran importancia sobre todo en la infancia y adolescencia. Es
por esta razon que la leche de cabra es un alimento en estudio por el grupo de
investigacion AGR-206 del PAIDI desde hace 20 afos, con numerosas
publicaciones relacionadas con su consumo y la prevencion de la anemia,

osteoporosis y arterioesclerosis (Alférez et al., 2001; Lépez Aliaga et al., 2005).

Ademas, el consumo de leche de cabra o derivados de la misma es una
alternativa en aquellos grupos de personas que presentan alergia a la proteina
de leche de vaca (Infante et al., 2003) o intolerancia a la lactosa (Bevilacqua et

al., 2001; Lara-Villoslada et al., 2004).

3.1. Caracteristicas organolépticas

Las principales propiedades organolépticas que caracterizan la leche de

cabra, desde un punto de vista comercial, son el color, el sabor y el olor.

La leche de cabra tiene un color blanco mate ya que su grasa no

contiene [3- carotenos, y es de aspecto limpio y sin grumos.

La leche de cabra tiene un sabor y olor caracteristico, que se le confiere
durante la obtencién y manipulacién. Esta caracteristica es poco atractiva, pero

puede corregirse mediante desodorizacién al vacio (Borras, 1968).

El sabor suele ser dulzén, por la lactosa, agradable y “sui generis” y se
debe a los &cidos grasos libres, sobre todo a los de cadena ramificada 4-
etiloctanoico y 4-metiloctanoico. También se debe a la mayor concentracion de
acidos grasos, caprico y caprilico, asi como miristico y palmitico
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fundamentalmente (Quiles y Hevia, 2000; Clark and Garcia, 2017). Ademas, la
leche de cabra también posee acidos grasos libres de cadena ramificada con
menos de 11 atomos de carbono, que son practicamente inexistentes en la
leche de vaca. Estos acidos grasos libres son los responsables de los sabores

“caprinos” caracteristicos de estos productos lacteos (Amigo y Fontecha, 2011).

Presenta mayor concentracion de cloro y otros minerales, lo que le

confiere un sabor méas salobre.

El olor de la leche de cabra recién ordefiada suele ser un olor neutro, si
bien sobre todo en la leche del final de la lactacion, algunas veces aparece un
olor caracteristico llamado caprico, debido en gran partea los acidos grasos
caproico, caprico y caprilico, caracteristicos de la leche de cabra (Quiles y

Hevia, 2000)

Por dltimo, también hay que tener en cuenta la alimentacion caprina al
hablar del sabor y del olor. Diversos tipos de vegetales como especies de los
géneros Lupinus sp., Brassica sp., Digital sp., Capsella sp., asi como diversas
plantas aromaticas hacen del sabor de la leche de cabra poco atractivo (Arbiza,

1986).

3.2. Composicion nutricional

La composicion de la leche de cabra presenta una naturaleza dindmica
gue varia segun la genética (especie, raza, individuo), estado de lactacion,
estado de salud del animal y factores medioambientales (alimento, clima,
estacion, método de ordefo), entre otros factores (Huppertz and Kelly, 2009;
Claeys et al., 2014). En lineas generales, su composicién se encuentra en los
siguientes rangos (Tabla 2).
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Tabla 2. Composicion de la leche de cabra.

Composicion de la leche de cabra (%)

Sélidos totales 11,70-15,21
Proteina (Nx6,38) 2,90-4,60
Grasa 3,00-6,63
Lactosa 3,80-5,12
Cenizas 0,69-0,89
pH 6,41-6,70

Fuente: Boza et al., 1992.

La cantidad de grasa en la leche esta influenciada por el clima, siendo la
leche de final de verano la que mayor cantidad de acidos grasos C18:1, C18:2
y C18:3, y la que menos de &cidos grasos C:4 y C:16 (Chandan et al., 1992;
Chacon, 2005) probablemente por la distinta alimentacion, asi como el

momento de la lactacion (Parkash and Jenness, 1968).

La dieta del animal también tiene repercusion sobre la composicion de la leche,

sobre todo en su contenido proteico, graso y vitaminico (Boza, 1992).

La Tabla 3 muestra la comparacién de la leche de cabra y vaca en cuanto a

Su composicion aproximada.

Tabla 3. Comparacion de la composicion de la leche de cabra y vaca.

Sélidos totales 13,57 11,36 16,3 +
Proteinas 3,48 2,82 19 +
Grasa 5,23 3,42 34,6 +
Cenizas 0,75 0,65 13,3+
Lactosa 4,11 4,47 8,8 -

Fuente: Modificada de Sanz Ceballos et al., 2009.

3.2.1. Proteinas y aminoé&cidos
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Las proteinas van a estar ligados a la genética, ya que varian mucho de

una raza a otra (Martin, 1996).

Las leches de cabra y vaca difieren esencialmente en sus micelas de
caseina (estructura, composicion y tamafo), proporcion de fracciones de
proteinas individuales, y el mayor contenido de nitrdgeno no proteico y

compuestos minerales que se encuentran en la leche de cabra.

A grandes rasgos, la calidad y composicion proteica es parecida en la
leche de vaca y cabra, aunque estudios como los de Belewu and Aiyegbusi,

2002 afirman que la proteina caprina puede tener mayor valor bioldgico.

Por otro lado, las caseinas de la leche de cabra son mas solubles,
siendo asi su absorcién mas facil (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997). Tras esta
premisa, Lopez- Aliaga y col. (2003) demostraron en un estudio realizado en
ratas, la mayor calidad de la proteina de la leche de cabra en comparacion con
la leche de vaca mediante la reseccion parcial de intestino delgado y
administrando dietas basadas en leche de cabra o vaca, siendo las del primer
grupo las que presentaban mayor crecimiento, asi como una mejor utilizacion

digestiva y metabdlica de la proteina.

Los diferentes tipos de proteina que se encuentran en la leche de
cualquier tipo son: proteinas termorresistentes, coagulables o caseinas,
pudiendo dividirse estas ultimas en a-caseina, B-caseina y k-caseina., que van

a precipitar a un pH=4,6.

Las proteinas que permanecen diluidas a pH= 4,6 son las hidrosolubles,
termosensibles y las no coagulables, que son: a-lactoalbumina, -

lactoalbumina, albdmina, inmunoglobulinas, péptidos. Estas se van a
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desnaturalizar en la fabricacion de queso por los distintos tratamientos

térmicos.

En la Tabla 4 se muestra la comparacion entre las distintas fracciones

proteicas de la leche de cabra y vaca.

Tabla 4. Comparacién entre las fracciones proteicas de la leche de cabray

vaca.
Caseina 82,7 82,65 Similar
asl-caseina 18,92 30,8 62,8 -
as2-caseina 8,52 7,5 Similar
B+k-caseina 55,26 44,35 19,7 +
Proteinas 17,3 17,35 Similar
séricas

Fuente: Modificada de Sanz Ceballos et al.,2009.

El contenido total de proteinas en la leche de cabra varia de 2,6 a 4,1 g/l.
La caseina se compone de cuatro fracciones: as1-caseina, as2-caseina, -
caseina y k-caseina (Selvaggi et al., 2014). Las proporciones de las fracciones
de caseina de la leche difieren entre las especies de rumiantes y las
caracteristicas de las micelas también difieren en cuanto a tamafio, hidrataciéon

y mineralizacion.

La as1-caseina se ha identificado como uno de los principales alérgenos
de la leche de vaca (Bianca-Maria et al., 2001). Esta proteina aparece en
menor concentracion en la leche de cabra que en la de vaca (Martin, 1996).
Puede ser esta la razén del resultado de los estudios realizados en los que se

sustituye la leche de vaca por la de cabra, con mejoria del 93% de nifios con
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alergia a leche de vaca (Bevilacqua et al., 2001; Haenelein 2004; Lara-

Villoslada et all., 2004).

Las caseinas de la leche caprina se caracterizan por un mayor contenido

en glicina, asi como menos arginina y aminoacidos sulfurados (Chacon, 2005).

Otra caracteristica de las proteinas de la leche de cabra con respecto a
la leche de otros animales es la conformacion estructural y la cantidad y
subtipos de micelas, que son mas pequefas (180nm), que las de la leche de

vaca (260nm) y similar a las de la leche de oveja (193nm) (Park et al., 2007).

Se ha descrito que la B-caseina comprende la mayor parte del total de
caseina de la leche de cabra. Aunque la as2-caseina es relativamente mas alta
en la leche de cabra, la fraccion as1 de la leche de vaca sola es mas alta que
las fracciones de la as1 y as2 de la caseina presentes en la leche de cabra.
Estas diferencias podrian ayudar a explicar las propiedades de formacion de
cuajada blanda de la leche de cabra, asi como su mejor digestibilidad y la

menor frecuencia de reacciones alérgicas en los nifios (Yadav et al., 2016).

En comparacion con la leche de vaca, la leche de cabra tiene niveles
mas altos de aminoacidos esenciales como treonina, leucina, lisina, cistina,
tirosina, finlalanina, valina y prolina, asi como prolina y acido glutdmico (Tabla

5).

Tabla 5. Composicion de aminoacidos de leche de cabra y vaca.

Aminoacidos esenciales
Thr 138,67 115,81
lleu 160,54 128,04
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Leu
Lys
Met
Cys
Phe
Tyr

Val
TOTAL
Aminoéacidos no esenciales
Arg
Hist
Asp
Ala
Glu
Gly
Pro
Ser
TOTAL

Fuente: Ceballos et al., 2009.

341,01
342,86
77,95
30,62
175,45
162,51
210,23
1639,84

135,65
122,73
117,95
250,15
694,58
55,83
310,61
152,65
1840,15

266,23
252,59
71,15
23,20
133,51
159,99
147,34
1298,36

114,44
93,06
96,08

214,22
554,30
49,24
253,38
147
1522,58

La concentracion enzimatica en la leche de vaca y cabra también son

diferentes (Chandan et al., 1992), por lo que la actividad proteolitica también es

diferente, siendo mas alta en la leche de cabra, mientras que la actividad

xantina-oxidasa es 10% menor en esta leche.

3.2.2. Lipidos

Al comparar el contenido graso de distintas leches, Boza y Sanz-Pelayo

(1997), objetivaron que en la leche de cabra es mayor que en la de vaca

(4,14% vs 3,34%), similar a la humana (4,38%) e inferior que el de oveja (7%).

Al producirse la emulsién lipidica aparecen unos glébulos grasos que

estan formados por un nucleo de triglicéridos, rodeado de una capa externa de

lipidos polares (fosfolipidos principalmente) y proteinas. Los globulos grasos de
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la leche de cabra son mas pequefios en comparacién con los de la leche de
vaca (2 um vs 3-5 um). Estos globulos de grasa de menor tamafo
proporcionan una mejor dispersion y una mezcla mas homogénea de grasa en
la leche. Las investigaciones indican que esta mas involucrada en la
capacidad cremosa de la leche que en el tamafo fisico de los globulos de
grasa. Parece que su agrupacion se ve favorecida por la presencia de una
aglutinina en la leche que falta en la leche de cabra, lo que crea una pobre

capacidad de cremoso, especialmente a temperaturas bajas.

Ademas, la ausencia de aglutinina en la leche de cabra (que se encarga
de agrupar a los glébulos grasos) permite que las lipasas (enzimas digestivas)
puedan acceder mas facilmente, siendo la digestion mas rapida (Chacon,

2005).

Otra razén para una mejor digestion de la leche de cabra es la mayor
cantidad de enzima lipoprotein-lipasa (LPL) en comparacion con la leche de
vaca. Esta proteina participa en la lipolisis espontdnea de la leche (hidrélisis de
triglicéridos, principalmente en posicion 3, para producir acidos grasos libres).
En la leche de vaca, la LPL aparece ligada a moléculas de caseina, mientras
que en la leche de cabra aparece mas unida a glébulos de grasa, con lo que se
facilita la hidrolisis. Esta puede ser la razén del mayor porcentaje de acidos
grasos libres en la leche de cabra con respecto a la leche de vaca (0,6% del

total vs 0,4%), siendo su digestibilidad mayor (Chilliard, 1996).

También hay diferencias en el tipo de acidos grasos que componen los
triglicéridos. El perfil medio de grasas de la leche de cabra presentd niveles de

butirico (C4:0), caproico (C6: 0), caprilico (C8: 0), caprico (C10: 0), laurico
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(C12: 0), miristico (C14:0), &cido palmitico (C16:0) y linoleico (C18:2)
superiores a los que presenta la leche de vaca. En contraste, la grasa de leche
de cabra present6 concentraciones mas bajas de acido esteéarico (C18: 0) y

oleico (C18: 1) en comparacion con la grasa de leche de vaca.

La composicion promedio de acidos grasos (g/100g de leche) de las

leches de cabra y vaca se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion de acidos grasos de la leche de cabra y vaca.

C4.0 66,55 116,44
C6:0 171,68 77,86
C8:0 192,20 57,80
C10:0 579,10 114,91
C11:0 7,46 7,29
C12:0 232,61 130,87
C14:0 518,56 384,41
Cl4:1 7,19 16,87
C15:0 28,11 35,23
Ci15:1 3,01 2,74
C16:0 1340,97 1102,72
Cil6:1 51,58 52,32
C16:2 n-4 1,57 0,57
C17:0 18,44 6,27
Cil7:1 4,32 2,85
C18:0 493,56 378,25
C18:1 n-9 trans 19,22 55,75
C18:1 n-9cis 1245,92 742,71
C18:2 n-6 142,39 82,31
CLA n-7 Cis-9, trans-11 18,70 13,79
CLA n-6 trans -10, cis- 12 3,53 1,82
CLA n-7, cis-9,cis-11 1,05 -
CLA n-5, cis-11, trans-13 12,42 -
CLA total 35,75 15,62
C18:3n-3 27,72 8,55
C20:0 2,49 3,76
C20:1 n-9 1,57 1,03
C20:2 n-6 5,49 1,48
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C20:3 n-6 - 0,80
C21:0 1,44 0,23
C22:0 4,05 3,99
C23:0 0,26 0,91
C24:0 0,66 0,68
C24:1 n-9 0,92 -
C6-14 1695,70 790,02
SFA 3683,10 2436,41
MUFA 1342,67 874,27
PUFA 213,25 109,32
PUFA n-6 146,97 86,41
PUFA n-3 26,81 8,55
PUFA n-6/n-3 5,49 10,49

SFA: Ac grasos saturados; MUFA: ac grasos monoinsaturados;
PUFA: ac grasos poliinsaturados.
Fuente: Haenlein, 2004.

Los triglicéridos de cadena media (MCT) se absorben directamente en el
intestino delgado proximal sin necesidad de sales biliares. Es por esta razén
por lo que son utiles en pacientes con resecciones intestinales, insuficiencia
pancredtica, hepatitis cronica, cirrosis, fibrosis quistica, ictericia obstructiva e
hiperlipoproteinemia (Boza y Sanz-Sampelayo, 1997). A nivel mitocondrial,
para la oxidacion de estos acidos grasos no es necesaria la presencia de
carnitina, lo que es una ventaja en casos de déficits de esta enzima (Odle,

1997).

Los &cidos grasos derivados de estos MCT se oxidan rapidamente en el
higado, estimulando la saciedad rapidamente y disminuyen los depdsitos de
grasa, con lo que facilitan el control de peso sin modificar el aporte energético

(St-Onge and Jones, 2002).
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En el estudio de Diaz-Castro et al., (2013) se concluye que el consumo de
leche de cabra mejora el perfil lipidico y reduce los niveles de colesterol LDL
circulante en ratas que consumen leche de cabra en comparacion a las que
consumen leche de vaca, debido a una mayor excrecion via biliar y una
disminucion de la sintesis de forma enddgena del mismo. Con respecto a la
disminucion del LDL, Lopez-Aliaga et al. (2005) concluyen que ademas de
mejorar los niveles de LDL, también mejoran los niveles de triglicéridos,
colesterol HDL y transaminasas, por lo que la leche de cabra tiene un efecto

cardiosaludable.

3.2.3. Hidratos de carbono

La lactosa es el hidrato de carbono mayoritario en todos los tipos de leche.
Este, antes de ser absorbido en el intestino delgado, tiene que ser degradado
en azlcares simples, que son la glucosa y la galactosa. Este proceso se lleva a
cabo por medio de la lactasa en las células de la mucosa intestinal. Cuando
hay una insuficiencia de esta enzima, la lactosa se acumula en el intestino,
donde se fermenta, produciendo gas. Ademas, al acumularse, produce heces
diarreicas por retener agua en la luz intestinal al ser un disacarido
osmaoticamente activo. Es por esta razén por lo que valores bajos de lactasa se

asocian a intolerancia a la leche (Ganong, 2004).

Si se compara la leche de cabra con otras leches animales en cuanto al
contenido de lactosa, este es mas bajo en la leche de cabra (del 1 al 13%

menor que la leche de vaca, y hasta el 41% menor que la humana), lo que esta
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directamente relacionado con menos problemas asociados con la intolerancia

(Chacoén, 2005).

La lactosa de la leche de cabra pasa mas rapido por el sistema digestivo,
con menor tiempo para la fermentacion en el colon, lo que causa menos
problemas de intolerancia (Haenlein, 2002). La mayor tolerancia de la lactosa
de la leche de cabra, puede ser debido a su mayor digestibilidad global
comparada con la de la leche de vaca, pudiendo en este sentido existir una
interaccion entre cantidad y calidad de la proteina y la naturaleza de su
coagulacion y en consecuencia, tasas mas adecuadas de liberacion de
nutrientes desde el estdbmago al intestino, que optimizaran la utilizacion

digestiva de la lactosa (Palma Parodi, 2015).

Otra diferencia importante en la composicion glucidica entre la leche de
vaca y cabra esta en los oligosacaridos. La leche de vaca solo tiene trazas de
oligosacaridos, mientras que se encuentran en concentraciones 10 veces
mayores en la leche de cabra. Estos compuestos llegan al intestino grueso sin
digerir y actian como prebidticos, es decir, ayudan al desarrollo de una flora

probiodtica que compite con la flora bacteriana patdgena, eliminandola.

Ademas, los oligosacaridos presentes en la leche de cabra presentan gran
variabilidad estructural, con lo que se asemeja mas a la leche materna
(Martinez-Férez, 2006; Giorgio et al. 2018). In vitro, se ha demostrado que los
oligosacaridos de la leche de cabra inducen la maduraciéon de la mucosa
intestinal, favoreciendo la diferenciacion de las células Caco-2 (Martinez-Férez,

2004).
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La galactosa también esta presente en unos niveles elevados en la leche de
cabra. Martinez-Ferez (2004) demostré que la galactosa es importante en el

desarrollo cerebral en las primeras etapas de la vida.

3.2.4. Minerales

La diferencia en cuanto a la composicion mineral de la leche de vaca y
cabra no es muy grande (Haenlein, 2001), con mayor cantidad de calcio, y
fésforo (con una ratio Ca/P normal en leche de 1.20), potasio, magnesio y
cloro, y menor de sodio y azufre, de la leche de cabra respecto a la de vaca

(Park, 2006).

En la Tabla 7 se muestra la comparacion de la composicion mineral entre la

leche de cabra y vaca.

Tabla 7. Comparacion de la composicién mineral de la leche de cabra y vaca.

Calcio 158,57 113,58 28,4+
Fésforo 118,97 87,04 26,8+
Magnesio 12,92 9,4 27,2+
Hierro 0,15 0,09 40,0+
Cobre 0,042 0,014 66,6+
Zinc 0,528 0,463 12,3+

Fuente: Modificada de Sanz Ceballos et al., 2009.

La leche de cabra aporta mas cantidad de calcio que la leche de vaca
(Chacon, 2006). Ademés, dado el mayor contenido de vitamina D (Alférez et
al., 1996) y lisina (Diaz-Castro et al., 2007) la absorcién del calcio esta
favorecida.
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El contenido de fésforo es mayor en la leche de cabra que en la de vaca.
El fésforo junto con las proteinas de la leche de cabra, confieren una alta
capacidad buffer a la misma, lo que sera util en Ulceras gastricas, sobre todo si

son por irritacién por los jugos gastricos (Chacdén, 2005).

Lopez-Aliaga et al. (2010) revisaron la biodisponibilidad mineral, los
coeficientes de digestibilidad aparente y el balance de calcio, fésforo,
magnesio, hierro, cobre y zinc después del consumo de una dieta basada en
leche de cabra en comparacion con la dieta de leche de vaca en ratas con
reseccion intestinal. En este trabajo concluyeron que en base a las
caracteristicas biolégicas, nutricionales y metabdlicas particulares, la leche de
cabra puede ser un excelente alimento natural en pacientes con sindrome de

malabsorcion y presentar una alternativa dietética a la leche bovina.

La cantidad de hierro en la leche de cabra es ligeramente mayor con

respecto a la de vaca, pero la biodisponibilidad es mucho mayor en la primera.

Un estudio llevado a cabo por Lopez-Aliaga et al. (2000) comparo la
utilizacion digestiva de hierro y calcio, asi como su depoésito en érganos diana,
siendo superior en los animales que ingirieron dietas basadas en leche de

cabra.

En otro estudio realizado por Alférez et al. (2006) se comparoé el efecto
de la leche de cabra con la de vaca en ratas con anemia ferropénica inducida,
siendo el resultado final un mayor depdsito de hierro en 6rganos diana y
mejoria de los parametros hematolégicos en los animales que tomaron dietas
basadas en leche de cabra con respecto a los que tomaron dieta a base de

leche de vaca.
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La mejor utilizacion del hierro de la leche de cabra puede deberse a
varios factores nutricionales de la misma, como la presencia de cisteina y
lisina, que inducen la solubilizacion del hierro ferroso o férrico, formando
quelatos tridentados, siendo mayor la posibilidad del metal (Van Campen,
1973). También hay una mayor cantidad de acido ascorbico en la leche de
cabra, que ayuda a la formacion de un quelato vitamina C-Fe, permaneciendo

soluble a un pH mas alto en el intestino delgado (Czajka-Narins, 1998).

El selenio esta presente en una cantidad similar en la leche de cabra que
en la leche materna (13,3 pL vs 15,2 yL), y muy superior a la presente en la
leche de vaca (9,5 yL). El selenio tiene una accion antioxidante (Food and
Nutrition Board, 2004), actuando como cofactor del glutation peroxidasa,

enzima implicada en la eliminacién de radicales libres del organismo.

3.2.5. Vitaminas

La leche de cabra tiene niveles mas elevados de vitaminas del grupo B
con respecto a la leche de vaca, excepto las vitaminas Bg y Bip, que se

encuentran disminuidas (Jauber and Kalantzopoulos, 1996).

El contenido de &cido nicotinico y de vitamina D también es superior en

la leche de cabra.

Con respecto a la vitamina A, esta casi en el doble de cantidad en la
leche de cabra en comparacion con la de vaca, hecho que esta asociado a la
ausencia de carotenoides. Ademas, tiene un el elevado contenido de

riboflavina, que es un importante factor de crecimiento (Chacon, 2005).
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La leche de cabra tiene un bajo contenido en &cido folico (vitamina Bg)

en comparacion con la leche de vaca y la humana. Esta carencia se debe a la
ausencia de una glicoproteina con capacidad de unir acido félico (Chandan et

al., 1992).

En la Tabla 8 se muestra la comparacion del contenido de vitaminas en

los dos tipos de leche.

Tabla 8. Comparacion del contenido de vitaminas de la leche de cabra y vaca.

A, Ul/L 2030 1260
D, ug/L 0,6 0,3
E, mg/L 0,3 1
K, ug/L 12 -
B1, mg/L 0,5 0,1
B2, mg/L 1.4 14
Niacina, mg/L 2,7 0,8
Acido ascorbico, 21 15,6
mg/L

Acido pantoténico, 3,1 3
mg/L

B6, mg/L 0,5 0,7
B12, ug/L 0,7 3,5
Acido félico, pg/L 6 50
Colina, mg/L 119,9 120
Inositol, mg/L 110,5 109,3

Fuente: Modificada de Sanz Ceballos et al., 2009.

3.2.6. Factores bioactivos

Los péptidos bioactivos se han definido como fragmentos de proteinas
especificos que tienen un impacto positivo en las funciones o condiciones
corporales, pudiendo influir asi en la salud (Huang et al., 2013). Algunos de los
péptidos y proteinas de la leche presentan actividad bioldgica directa, mientras

gue otras tienen una actividad latente, que se van a activar con la accion
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proteolitica. Un ejemplo son las formas activas de la calmodulina caprina, que
es una proteina de union al calcio, son los terminales C solubles que se
obtienen como subproducto de la accion de la quimosa sobre la k-caseina
durante el proceso de coagulacion de la leche en la elaboracion del queso.
Estos péptidos son también una fuente importante de péptidos inhibidores y
antihipertensivos bioactivos de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

(Espejo-Carpio et al., 2013; Hernandez-Galan et al., 2016).

Ademas, la leche de cabra posee otras proteinas menores que incluyen
inmunoglobulinas, lactoferrina, ferritina, prolactina y proteina fijadora de folato

con actividad bioldgica.

Entre los compuestos bioactivos de la leche estdn las poliaminas
(espermidina, espermina y putrescina), que son compuestos nitrogenados que
tienen un papel importante en el desarrollo intestinal de los neonatos de las
distintas especies. Su concentracion es distinta segun el periodo de lactancia.
Este hecho es menos evidente en la leche de cabra, ya que permanece estable
durante toda la lactacion, a excepcion de la putrescina, que va a disminuir en

las primeras semanas (Ploszaj et al., 1997).

Una concentracion mas alta de estos factores bioactivos se relaciona
con una disminucion del riesgo de padecer alergias del tipo alimentario al

favorecer la maduracion intestina e impedir el paso de alérgenos.

En la leche de cabra también vamos a encontrar mas cantidad de
nucleodtidos. El patrén de secrecion es similar en la leche de cabra, vaca y
humana, siendo su maxima concentracidon en el calostro, disminuyendo
posteriormente de forma progresiva.
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Martinez-Férez et al (2004) sugirieron que los oligosacaridos de la leche
de cabra pueden tener una accion antiinflamatoria. Su investigacion tenia como
objetivo estudiar si estos oligosacaridos podian inhibir la adhesion de los
monocitos a las células endoteliales a nivel de la vena umbilical humana. Los
resultados indicaron que los oligosacaridos de la leche de cabra pueden actuar
incluso como agentes antiinflamatorios en el recién nacido, un efecto que ya
habia sido demostrado para los oligosacaridos de la leche humana, y que

pueden atribuirse a las similitudes estructurales entre estos dos tipos de leche.

Los principales factores bioactivos presentes en la leche de cabra se

muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Principales factores bioactivos en la leche de cabra.

Linfocitos B Produccién de anticuerpos

Macrofagos Respuesta inmune

Neutrofilos Respuesta inmune

Linfocitos T Respuesta inmune

Anticuerpos IgA/lgG Respuesta inmune

Proteina ligante de Evita proliferacion bacteriana

B12

Factor Bifidum Promueve el desarrollo de Bifidobacterium en colon
Fibronectina Favorece a los macréfagos

Y Interferén Favorece a los macréfagos

Lisozima Ruptura de paredes celulares microbianas
Mucinasy Probidticos

oligosacaridos

Factores de Estimulo del sistema digestivo y del crecimiento
crecimiento

Fuente: Chacon, 2005.
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3.3 Leches fermentadas

Segun la Norma del Codex Alimentarius las leches fermentadas se
definen como aquellos productos lacteos obtenidos mediante fermentacion de
la leche, que pueden haber sido elaborados a partir de productos obtenidos de
la leche con o sin modificadores en la composicion, por medio de la accion de
microorganismos adecuados y teniendo como resultado la reduccion del pH
con o sin coagulacion. Los microorganismos seran viables, activos y
abundantes en el producto salvo si es tratado térmicamente tras la

fermentacion (Codex Stan).

Todos los compuestos descritos presentes en la leche estan en un

medio acuoso formando parte de una de las 3 fases:

4. Materia grasa: Forma los glébulos blancos, que con el agua, da lugar a una
emulsion, dando | color blanco a la leche.

5. Suspension coloidal: En esta se engloban a las caseinas (que forman
micelas, ligada a la presencia de sales, siendo la principal el fosfato
calcico), y a las seroproteinas, ambas también en la fase acuosa.

6. Solucion de lactosa y sales minerales solubles.

Las leches fermentadas se consiguen mediante la inoculacion de
microorganismos especificos que van a fermentar la lactosa, produciendo
modificaciones nutricionales y organolépticas del producto final. En la
fermentacion, parte de la lactosa se transforma en acido l4ctico, siendo el
producto final mas é&cido. Otros productos resultantes de esta reaccién son

anhidrido carbonico, acetaldehido, diacetilo, acido acético y otros compuestos,
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que en

su conjunto van a dar como resultado unas caracteristicas

organolépticas al producto final.

Hay bacterias fermentadoras que van a producir polisacaridos, dandole a

la leche una textura cremosa y suave (Staff, 2000; Stack et al., 2010).

El proceso de fabricacion comprende las siguientes fases, que pueden

variar segun el tipo de producto final (Mahaut, 2011):

1°.

2°.

3°.

40,

5°.
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Enriqguecimiento de la leche en extracto seco: La cantidad de este
extracto seco variara segun la leche, sobre todo si es desnatada o
semidesnatada, a las que se les suele adicionar proteinas del suero
o leche en polvo desnatada para aumentarlo.

Tratamiento térmico: Se realiza para disminuir la carga microbiana a
niveles de inocuidad.

Homogeneizacion: Sobre todo cuando la leche es entera para
impedir la separacion de la materia grasa.

Siembra: Se afaden los fermentos lacticos. La leche debera tener
debera de estar libre de sustancias antibioticas y no contaminada por
bacteriéfagos.

Incubacion y fermentacion: La temperatura y tiempo seran los
adecuados para el desarrollo de los cultivos. La fermentacion lactica
se lleva a cabo por microorganismos que van a transformar la lactosa
en acido lactico, disminuyendo asi el pH, y por consiguiente una

coagulacion de la leche.
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6°. Adicion de ingredientes: Se incorporan azucares y aromatizantes. En
yogures firmes se realiza justo después de la siembra. En los

yogures batidos, esta adicion se realiza tras el enfriamiento.

La Federacién Internacional Lechera se basa en el tipo de fermentacion y
el tipo de microorganismos utilizados, para clasificar los productos lacteos

fermentados:

e Microorganismos termofilos, con fermentacion entre 30-45°C:
- Leche acidofila: Lactobacillus acidophilus.
- Yogur: Lactobacillus delbruecki sub. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus.
¢ Microorganismos mesofilos, con fermentacion por debajo de 30°C:
- Fermentacion lactica: Lactococcus lactis.
- Fermentacion lactica y alcohdlica: Lactobacillus acidophilus y

Kluyveromyces marxianus, que dan lugar al kéfir.

Dentro de la gran cantidad de productos lacteos fermentados, el yogur es

uno de los mas consumidos.

Las propiedades de este producto estan reguladas en el Real Decreto
179/2003, definiendo el yogur 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 concentrada pasteurizada, leche total o

parcialmente desnatada, con o sin adicion de nata pasteurizada, leche en polvo
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entera, semidesnatada o desnatada, suero n polvo, proteinas de leche y/u otros

productos procedentes del fraccionamiento de la leche”.
Esta norma indica que:

e Los microorganismos fermentadores deben ser viables, y estar
presentes en el producto final en al menos en 10'° colonias por
gramo o mililitro.

e pHigual o inferior a 4,6.

e Desde su fabricacion hasta la adquisicién por el consumidor, debe
mantenerse en temperaturas comprendidas entre 1 y 8°C.

e Debera ser vendido como maximo dentro de los 28 dias tras su

fabricacion.

Este ultimo requisito fue derogado por el Real Decreto 176/2013 de 29 de

marzo de 2013, siendo actualmente responsabilidad de las industrias lacteas

estimar el tiempo de vida de sus yogures.

El 27 de mayo de 2011, por medio del Real Decreto 752/2011, se
establece la normativa bésica de control a cumplir por parte del sector de la

leche de oveja y cabra.
Dentro del grupo de yogures, se incluyen distintas clasificaciones:

A. Segun su tratamiento tras la fermentacion:
a. Fresco: No se aplica ningun tratamiento térmico posterior a la

fermentacion.
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b.

Pasterizado: Se aplica un tratamiento térmico, lo que hace

que se pierda la viabilidad de las bacterias lacticas,

manteniéndose las caracteristicas nutricionales.

B. Proceso de elaboracion:

a.

Firme: La fermentacion se realiza en el mismo recipiente
donde se va a consumir.
Batido: La fermentacion se produce en un tanque industrial y

se envasara tras ser agitado.

C. Contenido de materia grasa:

Enriquecido: Se afiade nata.
Entero: Se elabora con leche entera.
Semidesnatado: Se elabora con leche semidesnatada.

Desnatado: Se elabora con leche desnatada.

D. Consistencia:

a.

b.

Liquido: El yogur es batido hasta una consistencia liquida.
Mousse de yogur: Una vez hecha la fermentacion, el yogur se
bate y se afladen sustancias aromatizantes y aire u otros

gases para dar una consistencia espumosa.

En la Figura 9 se muestra la tecnologia basica de fabricacion del yogur.
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Leche cruda

Estandarizacion

Homogeneizacion

Tratamiento
térmico

Inoculacign

Batido

Envasado [ Fermentacion

Refrigeracion

Tl

Fermentacion

Refrigeracion Envasado

Yenta Venta

*Solo algunos tipos de yogur

Figura 9. Tecnologia basica de la fabricacion del yogur (Condony et al., 1998).

Las leches fermentadas en general y el yogur en particular han sido

considerados alimentos funcionales.
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Se define como alimentos funcionales aquellos en los que se ha
demostrado de forma satisfactoria que tienen un efecto beneficioso sobre una o
mas funciones especificas del organismo mas alla de los efectos nutricionales
habituales, que seran relevantes para la mejora de la salud y/o disminucion del
riesgo de enfermedad. Estos alimentos deben ejercer ese efecto beneficioso

siendo consumido en cantidades normales en la dieta.

Las leches fermentadas tienen unas caracteristicas idoneas como base
para incorporar ingredientes y/o nutrientes para una mejora no solo nutricional,

siendo las mas importantes:

e Probiodticos: Son los alimentos que contienen una serie de
microorganismos definidos en grado suficiente para modificar la flora
intestinal del consumidor aportando un efecto beneficioso. Estas
bacterias suelen ser Lactobacillus y Bifidobacterium. Para
considerarse probidtico, el microorganismo debe permanecer vivo
durante el paso por el tracto digestivo (Silveira et al., 2003).

e Prebioticos: Se refiere a aquellos ingredientes que no van a ser
digeridos, y que participaran como sustrato trofico de
microorganismos intestinales (Silveira et al., 2003; Sanz et al.,
2003)

e Simbidticos: Contienen un ingrediente prebidtico y uno probidtico,
aportando el efecto de ambos (Silveira et al., 2003).

e Enriquecidos en fibra: Hace referencia a la presencia de sustancias
de origen vegetal, mayoritariamente hidratos de carbono, que no van

a ser digeribles por las enzimas humanas. Hay 2 tipos de fibras, la
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soluble y la insoluble. La fibra va a incrementar el bolo fecal,
mejorando la motilidad intestinal (Silveira et al., 2003).

e Enriquecidos en vitaminas y minerales.

e Con fitoesteroles: Son componentes de células vegetales que tienen
una estructura y funcion similar a la del colesterol animal, lo que

puede disminuir su absorcion.

3.31 Valor nutritivo de las leches fermentadas

El valor nutritivo de los productos lacteos depende de diversos factores
entre ellos la leche de partida que se utiliza para su elaboracién, efectos del

procesado, tratamiento térmico, desnatado, etcétera (Juarez, 1999).

En las leches fermentadas en general, y en el yogur en particular, los
microorganismos que participan en la fermentacién también repercuten en el

valor nutricional y biolégico del producto final (Juarez, 1999).

La fermentacion hace que entre el producto inicial y el producto final

pueda haber algunas diferencias:

En cuanto a su composicion:

- Contenido de lactosa: La cantidad de lactosa esta disminuida por el proceso
de fermentacion, hidrolizando la lactosa y dando lugar a acido lactico. El
contenido de lactosa disminuye en torno a un 50% (Juarez, 1999).

- Vitaminas: El contenido final de vitaminas depende de varios factores. Por un
lado, los microorganismos fermentadores asimilan unas vitaminas y sintetizan

otras (Rota el al., 2001). Estos microorganismos favorecen la sintesis de
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vitaminas del grupo B. Su accion disminuye el contenido vitaminico en global,
excepto el de acido folico (Condony et al., 1989).

Por otro lado, el tratamiento aplicado a la leche de partida como es el térmico y
almacenamiento, suele destruir parte de las vitaminas (Rota et al. 2001).

- Proteinas: La cantidad de proteinas en las leches fermentadas es similar al
de las leches de partida.

En cuanto a los aspectos nutritivos:

- Energia: En el proceso de fermentacion no se producen grandes cambios en
el aporte energético (Rota et al., 2001), por lo que este va a depender de la
leche natural utilizada y los ingredientes afiadidos.

- Digestibilidad: La digestibilidad puede estar mejorada en los fermentos de la
leche ya que hay una mayor presencia de enzimas proteoliticas de los
microorganismos fermentadores (Juarez, 2001; Rota et al., 2001). Ademas, las
grasas también van a ser mas facilmente digeribles debido a que las bacterias
fermentadoras van a hidrolizar una pequefia porcion del contenido graso,
produciendo acidos grasos libres (Aranceta et al., 2004).

Por otro lado, los fermentos de leche van a tener menor contenido en lactosa
ya gue los microorganismos fermentadores van a producir B-galactosidasa
(Jay, 2002).

- Modificacion del pH: ElI consumo de fermentos de leche produce menos
subida del pH estomacal, por lo que va a disminuir la probabilidad de

supervivencia de ciertos patdégenos.
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3.3.2 Beneficios sobre la salud de las leches fermentadas

A los fermentos de la leche se les han atribuido gran cantidad de
propiedades saludables mas alla de las puramente nutricionales. Algunas de

estas son:

- Mejora de la digestiéon de la lactosa: Se ha visto que personas intolerantes a
la lactosa pueden consumir fermentos lacteos sin tener efectos negativos
(Moreno et al., 2013). Esto puede ser debido a los niveles bajos de lactosa 'y a
la produccién de [-galactosidasa por parte de los microorganismos
fermentadores (Jay et al., 2009).

- Equilibrio en la flora intestinal y alteraciones gastricas: Las bacterias acido
lacticas llegan al intestino, van a contribuir a la regulacién de la flora a este
nivel combatiendo la aparicion de microorganismos nocivos mediante la
alteracion de sus membranas celulares, efecto de barrera, modificacion de pH
del medio o la produccién de bacteriocinas (Gonzalez-Martinez et al., 2001;
Amores et al., 2004). El yogur ha llegado a ser recomendado por la OMS en
ciertos tipos de diarreas en nifios (Saloff-Coste, 1997). También parece tener
un efecto beneficioso en las diarreas que aparecen durante el tratamiento con
ciertos antibiéticos (Condony et al., 1998).

También se ha observado que en nifios con diarrea por rotavirus, el
consumo de Lactobacillus casei o Lactobacillus rhamnosus puede disminuir la
duracion de la misma (Saloff-Coste, 1997).

En pacientes con gastritis producida por Helicobacter pylori, se ha
demostrado que el consumo de leches fermentadas con L. johnsonii L40 puede

ser positivo (Obregdn et al., 2003).
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- Estimulacién del sistema inmune: Hay algunas especies de bifidobacterias
que estimulan la respuesta inmune natural y adquirida reforzando asi las
defensas de la poblacion anciana y disminuyendo las alergias en infantes
(Requena et al., 2005)

Ademas, se ha observado un posible efecto antiinflamatorio in vitro y en
animales (Rota et al., 2001).
- Reduccion del riesgo de neoplasia: Algunos estudios relacionan la produccion
de metabolitos como acido lactico y enzimas, con la inhibicion del desarrollo de
células tumorales (Condoy et al., 1998). Son estudios observacionales, pero
pueden ser una via de estudio. Un ejemplo es la relacion de la ingesta de
bifidobacterias, que disminuye a la enzima glucoronidasa, que se asocia al
cancer de colon (Amores et al., 2004).
- Disminucién del colesterol: Tampoco hay estudios que verifiquen este hecho,
pero estudios observacionales relacionan la ingesta de grandes cantidades de
leches fermentadas con la disminucion del colesterol LDL sanguineo (Jay et al.,
2009).
- Caries dentales: El riesgo de caries dentales es menor ya que el pH, a pesar
de ser bajo, no dafia el esmalte. Esto es debido a que las bacterias lacticas que
hay en la cavidad oral no sintetizan dextranos pegajosos a partir de la lactosa y

si que lo hacen a partir de la sacarosa.

En un estudio publicado recientemente por Moreno-Fernandez et al.,

(2016a), se han identificado las diferencias entre micronutrientes vy
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macronutrientes en leches fermentadas deshidratadas de cabra y vaca,

teniendo en cuenta grasas, proteinas, vitaminas y minerales.

La leche de cabra fermentada tenia mayor contenido de proteina y
menor de cenizas. Todos los aminoacidos excepto la alanina fueron mas altos
en fermentos de cabra que en los de vaca. La cantidad total de acidos grasos

saturados y monoinsaturados era muy parecida.

Los fermentos de leche de cabra presentaban mas cantidad de calcio,
magnesio, zinc, hierro, cobre y selenio, no siendo asi con el acido fdlico, que
estaba en menor cantidad.

Los derivados de leche de cabra tenian mayor concentracién de

vitaminas A, D3, Bg y B12, pero menor cantidad de vitamina C y E.

Con este estudio se demuestra que las caracteristicas nutricionales de
los fermentos de leche de cabra son mejores que las de los fermentos de leche

de vaca.

En otro estudio realizado por los mismos investigadores (Moreno-
Fernandez et al., 2016b) se evaluo la influencia de la leche fermentada de vaca
o de cabra sobre el estado antioxidante durante la recuperacion de la anemia
ferropénica. Tras los resultados, se puede concluir que durante la recuperacion
de la anemia, la leche fermentada de cabra tiene efectos positivos sobre el
estado antioxidante total y sobre la melatonina, incluso con sobrecarga de

hierro, disminuyendo asi el dafio oxidativo.

En otro estudio realizado por Moreno-Fernandez et al., (2017) se evalu6
la influencia de la leche fermentada de cabra y vaca sobre las actividades
enzimaticas antioxidantes, la expresion génica, y la proteccion contra el dafio
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oxidativo en el periodo de recuperacion de la anemia ferropénica. Los
resultados mostraron que el consumo de fermentados de leche de cabra
aumenta el estado antioxidante total y disminuyo los biomarcadores de estrés
oxidativo, concluyendo que el consumo de estos fermentos lacteos protege a
las principales biomoléculas (lipidos, proteinas, ADN,) del dafio oxidativo
producido durante la recuperacion de la anemia ferropénica, en mayor medida

gue lo fermentos de leche de vaca.

El consumo de leche fermentada de cabra durante la recuperacion de la
anemia disminuye los depositos de adiposidad y mejora la lipdlisis,
aumentando la expresion de las proteinas UCP1l y PepTl e irisina,
presentando un efecto ergogénico, con mejoria de la homeostasis del musculo

esquelético (Moreno-Fernandez et al., 2017).

El consumo de leche fermentada de cabra disminuy6 los niveles séricos
de TNF-qa, IL-6 y TIMP-1, que estan involucrados en todas las etapas del
proceso de aterosclerosis, desde la disfuncion endotelial hasta la rotura de la
placa y trombosis. EI consumo de fermentados de leche de cabra también
condujo a una disminucién de los niveles plasméticos de VEGF, SICAM-1, sE-
selectina, MCP-1 y CTGF, aumentando los niveles de adiponectina y CAV-1,
reduciendo el riesgo cardiovascular y el dafio vascular durante la recuperacion
de la anemia. La leche fermentada de cabra es un candidato natural como
agente nutracético que puede tener un papel beneficioso en la salud
cardiovascular durante la recuperacion de la deficiencia de hierro para
disminuir la respuesta inflamatoria, la activacién de macrofagos y el desarrollo

de aterosclerosis (Mufioz-Alférez et al., 2019).
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La anemia es un problema de salud publica a nivel mundial, siendo la
deficiencia nutricional mas comun en todo el mundo. La anemia por deficiencia
de hierro se estima que la padece un 15% de la poblacion mundial y puede
ocasionar retrasos en el desarrollo, alteraciones del comportamiento,
complicaciones perinatales y deterioro de la capacidad de aprendizaje y la

funcion cognitiva.

La disminucion de las reservas de hierro en las enfermedades
inflamatorias puede representar una verdadera deficiencia de hierro
preexistente o una deficiencia funcional de hierro (anemia de estados
inflamatorios). Los estados inflamatorios producen un aumento en los niveles
de ferritina sérica asi como la liberacion de citocinas pro-inflamatorias y en
altima instancia, pueden conducir a hipoferremia a través de un aumento en la

hepcidina con un secuestro de hierro en macrofagos y enterocitos duodenales.

La respuesta inflamatoria puede inducir anemia a través de la regulacion
negativa de la absorcion de hierro y la eritropoyesis. Por lo tanto, esta claro que
muchos indices del estatus corporal de hierro se vean afectados por la
inflamacion, existiendo una relacion estrecha entre el estado inflamaatorio y la
anemia. La Organizacion Mundial de la Salud también ha publicado en
numerosos informes que los biomarcadores inflamatorios deben evaluarse

cuando se estudian los indicadores del estado nutricional de hierro.

Por otro lado, nuestro grupo de investigacion ha demostrado que el

consumo de leche fermentada de cabra es mas beneficioso en comparacion
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con la leche fermentada de vaca para paliar los efectos negativos de la anemia
ferropénica, debido a la mejora de las proteinas relacionadas con el
metabolismo intestinal de hierro (citocromo duodenal b, transportador de
metales divalentes 1 y ferroportina 1), mejorando la utilizacion digestiva y
metabalica del hierro, aumentando los depdsitos de hierro en los érganos diana

y favoreciendo la recuperacion de los parametros hematoldgicos.

Sin embargo, a pesar de la clara relacion entre homeostasis de hierro e
inflamacion, la sefalizacion inflamatoria provocada durante la recuperacion de
la anemia aun no estad completamente dilucidada y a pesar del papel crucial del
estado inflamatorio en condiciones anémicas, hasta la fecha, ningun estudio ha
evaluado la sefalizacion inflamatoria durante la recuperacion de la

ferrodeficiencia.

En base a todas estas consideraciones se ha planteado un objetivo

general y los correspondientes objetivos especificos.

Objetivo general

Evaluar los efectos del consumo de una dieta elaborada a base de leche
fermentada de cabra en comparacion con la de vaca, con contenido normal o
sobrecarga de hierro, durante la recuperacion de la anemia ferropénica
nutricional, sobre la sefializacién celular inflamatoria durante la replecion

cronica con hierro.

Objetivos especificos
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Para desarrollar este objetivo general se han planteado los siguientes

objetivos especificos:

1. Evaluar los cambios en los biomarcadores relacionados con la respuesta
pro y antinflamatoria tras la recuperacion de la ferrodeficiencia, con una dieta

basada en leche fermentada de cabra, en comparacion con la de vaca.

2. Estudiar el efecto de la sobrecarga de hierro, tras la recuperacion de la
anemia ferropénica nutricional con dieta basada en un fermentado lacteo de
cabra o vaca, sobre la sefializacion celular inflamatoria y el estatus corporal de

hierro.

3. Estudiar la relaciéon entre hepcidina, estatus de hierro y perfil plasmatico de
marcadores inflamatorios, durante la recuperacion de la ferrodeficiencia, tras el
consumo de una dieta basada en leche fermentada de cabra o vaca con

contenido normal o sobrecarga de hierro.

4. Evaluar la influencia del consumo de leche fermentada de cabra o vaca,
con contenido normal o sobrecarga de hierro, sobre los mecanismos
homeostaticos adaptativos en la sefializaciéon inflamatoria, durante la

recuperacion de la anemia ferropénica nutricional.
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4.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se han utilizado 80 ratas macho (Ratus novergicus, raza Wistar albina),
recién destetadas (21 dias de edad y un peso inicial de = 42 + 5 ),
procedentes del Servicio de Animales de Laboratorio de la Universidad de
Granada. Los ensayos biologicos se han llevado a cabo en la Unidad de
Experimentacion Animal del Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad de Granada, en una zona de produccion libre de patégenos (SPF),
y los animales se han mantenido en condiciones de alta seguridad biolégica,

con un riguroso control sanitario y medioambiental.

Desde el comienzo del estudio, los animales fueron alojados en células
individuales de metabolismo situadas en una habitacion aireada vy
termorregulada (21 + 2°C) con fotoperiodo controlado de 12 horas (luz-
oscuridad) y una humedad relativa promedio de 55-60%. El agua bidestilada
estaba disponible ad libitum, mientras que la ingesta de alimento era controlada
(pair feed), de manera que los animales ingieran el 80% de la ingesta media de
cada periodo al dia, para evitar las diferencias debidas a la cantidad de dieta

ingerida.

Los protocolos de manejo, cuidado y sacrifico de animales empleados
fueron aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Granada y de
acuerdo con las directrices comunitarias de la Unién Europea (Declaracion de

Helsinki; Directiva UE 2010/63/EU para experimentos con animales).
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4.2. DISENO EXPERIMENTAL

PERIODO PRE-EXPERIMENTAL (PPE): Tras el destete, las ratas fueron
distribuidas al azar en dos grupos experimentales (control y anémico). El grupo
control recibio la dieta AIN-93G con contenido normal en hierro (44.72 + 0.98
mg/Kg por andlisis) (Reeves et al., 1993). La ferrodeficiencia fue inducida en el
grupo anémico por la técnica desarrollada previamente por nuestro grupo de
investigacién (Pallarés et al., 1993): las ratas son sometidas a un periodo pre-
experimental (PPE) de 40 dias, en los cuales se les suministra la dieta AIN-93G
pero con bajo contenido en hierro (5.91 + 0.36 mg/Kg por analisis). La dieta
baja en hierro utilizada para inducir la anemia se obtuvo omitiendo el hierro del
suplemento mineral de la dieta.

En el dia 40 del PPE, se tomaron muestras de sangre periférica de la
vena caudal en tubos con EDTA como anticoagulante, para el control

hematoldgico de la anemia.

PERIODO EXPERIMENTAL (PE): Tras el PPE, los animales (n=80) se
sometieron a un PE en el cual, el grupo control y el grupo anémico eran
divididos en cuatro subgrupos, alimentados durante 30 dias con cuatro tipos
diferentes de dieta: basadas en leche fermentada de cabra (raza Murciano-
Granadina) o leche fermentada de vaca (raza Holstein), y con contenido normal
(45 mg/kg dieta) o sobrecarga de hierro (450 mg/kg dieta). La dosis de 450 mg
hierro/kg dieta es la mas comun para inducir la sobrecarga crénica de hierro en

modelos de experimentacion animal (Raja et al., 1994).

En la Figura 10 se muestra el disefio experimental del estudio.
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PERIODO PRE-EXPERIMENTAL (PEP)

h |
0 s 40 dias
\ y
Lo N N
80 ratas macho Wistar albino
(recién destetadas)
Aleatorizacion
AIN- 93G (normal Fe) AIN- 93G (bajo Fe)
GRUPO CONTROL GRUPO ANEMICO
(n=40) (n=40)
PERIODO EXPERIMENTAL (PE)
* %k
0 30'dias
Dieta leche fermentada de cabra Dieta leche fermentada de cabra
! |
Normal Fe SObI’ecal’ga Fe NOI’mal Fe Sobrecarga Fe
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Dieta leche fermentada de vaca Dieta leche fermentada de vaca
| | | |
Normal Fe Sobrecarga Fe Normal Fe Sobrecarga Fe
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

* Extraccién sangre vena caudal. Control hematoldgico de la anemia
** Sacrificio. Control hematoldgico de la anemia y perfil plasmatico de citocinas pro y anti-inflamatorias
Normal Fe: 45mg/Kg dieta; Bajo Fe: 5mg/Kg dieta; Sobrecarga Fe: 450 mg/Kg dieta

Figura 10. Disefio experimental del estudio
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El contenido medio de hierro (mg/Kg) en las dietas fue por analisis: dieta
normal en hierro: 44.28 * 0.76 (dieta basada en leche fermentada de cabra),
43.98 +£ 0.39 (dieta basada en leche fermentada de vaca), y dietas con
sobrecarga de hierro: 470.82 + 2.35 (dieta basada en leche fermentada de

cabra), 469.82 + 2.25 (dieta basada en leche fermentada de vaca).

Al final del PE, los animales fueron anestesiados con pentobarbital
sbédico a la dosis de 35 mg/Kg por via intraperitoneal (Sigma Diagnostic, St
Louis, MO), totalmente desangrados mediante canulacion de la aorta
abdominal y se analizaron alicuotas de sangre con EDTA para el control
hematolégico de la anemia y el resto de la sangre se centrifug6 (1500g, 4°C,
15 min) para medir el perfil plasmatico de citocinas proinflamatorias y
antiinflamatorias. Otra porcion de sangre se centrifugd sin anticoagulante para
separar los globulos rojos del suero y el posterior analisis de hierro, capacidad
total de fijacion de hierro (TIBC), saturacion de transferrina, ferritina y

hepcidina.

4.3. ELABORACION Y DESHIDRATACION DE LAS LECHES
FERMENTADAS

4.3.1. Proceso de fermentacién de la leche (cabra o vaca)

» Control de la calidad de la materia prima. Se han realizado controles
microbiolégicos oportunos (recuentos de aerobios mesofilos totales)

y controles fisico-quimicos (grasas, proteinas, acidos grasos,...).
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* Homogeneizacion y pasteurizacion de la leche. Se aplica un tratamiento
térmico de 85°C durante 20 minutos, en agitacion continua para
favorecer la homogeneizacion. Segun los criterios establecidos por
la legislacion vigente para leche pasterizada y otros productos
lacteos liquidos, para comprobar la eficiencia del tratamiento
térmico se han realizado los controles microbiologicos; recuento de
enterobacterias y recuento de Listeria monocytogenes, y la prueba
de la fosfatasa.

« Adicién de los microorganismos fermentadores y por ultimo, incubacion a
temperatura adecuada para favorecer la fermentacion hasta alcanzar
el pH final deseado (= 4,7). 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 in6culo) y se incubaron a 37°C aproximadamente.

4.3.2. Proceso de deshidratacion de las leches fermentadas

Previamente al proceso de deshidratacion, la muestra de yogur se
acondiciono y trat6 adecuadamente, para ello se homogeneizé calentando a
20°C y agitando vigorosamente con la ayuda de un vortex. Una vez preparado
el producto se deshidraté a una temperatura suave (50°C) para evitar cambios

nutricionales negativos.

Para conservar en perfectas condiciones, el producto deshidratado se
mantuvo en la oscuridad a una temperatura entre 19°y 20 °C y una humedad

ambiental entre 30 y 40%. Se procedid a su reconstitucion usando suero salino.
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Posteriormente se realiz un analisis organoléptico completo para comprobar el
estado optimo del yogur, valorando parametros tales como: olor, sabor, textura

y color.

4.4. DETERMINACION DE MATERIA SECA Y CONTENIDO DE
NITROGENO, CENIZAS, GRASA TOTAL Y LACTOSA

La materia seca fue determinada por el método gravimétrico directo
(AOAC, 2005). Este método se fundamenta en la evaporacion del agua de una
muestra de peso conocido y después pesar el residuo. Se realiz6 por
desecacion en estufa a presion normal y una temperatura de aproximadamente

100°C, para luego pesar el residuo seco remanente.

El contenido de nitrégeno se midié usando el método Kjeldahl (AOAC,
2005). Este método se fundamenta en la oxidacion de la materia organica por
accion del acido sulfarico (H,SO,4) concentrado, el cual digiere la materia dando
lugar a dioxido de carbono (CO;) y agua (H20).

El contenido proteico se calculé como la diferencia entre el nitrégeno
total y el nitrégeno no proteico. Los valores de nitrégeno de la proteina, caseina
y proteina del suero, se convirtieron en valores proteicos multiplicando por un
factor de conversion de 6.25 para la dieta AIN-93G y 6.38 para la proteina
aportada por las leches y las dietas basadas en leche fermentada de cabra o
vaca.

La grasa total se determind mediante el método de extracto etéreo
descrito por la AOAC (2005), cuyo fundamento se basa en extraer la grasa con

éter y proceder a evaporarlo continuamente.
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El contenido de carbohidratos disponible se determind por diferencia,
mediante la siguiente formula:

100 - (% grasa + % proteina + % humedad + % cenizas)

La determinacion de las cenizas se realizé por el método gravimétrico en
mufla (AOAC, 2005), cuyo fundamento se basa en la accion directa del calor
sobre los componentes organicos, quedando sin destruir las sustancias
minerales o cenizas.

La composicién quimica de las leches fermentadas de vaca y cabra se

muestra en la Tabla 10.

Tabla 10. Composicion quimica de las leches fermentadas y deshidratadas
(vaca o cabra).

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

Fuente: Modificada de Moreno-Fernandez et al., 2016.

4.5. COMPOSICION DE AMINOACIDOS

Las leches fermentadas deshidratadas se suspendieron en agua de modo
que la concentracion fue de aproximadamente 7g 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
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de hidrdlisis. Una serie se sometio a andlisis para los aminoacidos estables en
medio acido y la otra se sometié a analisis 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
afnadido 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 afiadié norleucina como patron interno
antes de volver a secarse. Una vez secos, los aminoacidos se disolvieron
mediante la adicion de tampodn 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 iénico (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 aminoacidos de azufre se trataron con acido
perférmico antes de la hidrdlisis 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 acido perfumado enfriado en hielo (proporcion 9: 1 de acido
férmico al 88%: peroxido de hidrégeno 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 hidrégeno a los tubos, que luego se secaron. Una vez
secos, los tubos se sometieron a hidrdlisis acida como se ha descrito en el

primer paso (Tabla 11).
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Tabla 11. Composicion de aminoacidos de las leches fermentadas y
deshidratadas (vaca o cabra).

Aminoacidos Leche fermentada Leche fermentada
(9/100 g leche) de vaca de cabra
Aminoéacidos esenciales
Thr 1.51 1.85
lleu 1.90 2.25
Leu 2.81 4.11
Lys 2.48 2.86
Met 0.81 1.36
Cys 0.05 0.08
Phe 1.21 1.98
Tyr 0.49 0.88
Val 1.92 2.76
Aminoacidos no esenciales
Arg 0.75 1.39
His 0.77 1.42
Ala 1.52 1.48
Asp 2.71 3.40
Glu 5.41 9.46
Gly 0.53 0.86
Pro 2.91 412
Ser 1.77 2.33

Fuente: Modificada de Moreno-Fernandez et al., 2016.

4.6. 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 ionizacion de
llama (GC-FID) se realizé en un cromatégrafo 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 pm,
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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 elevé 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 (Tabla 12).

Tabla 12. Composicion de acidos grasos de las leches fermentadas y
deshidratadas (vaca o cabra).

Acidos grasos Leche fermentada Leche fermentada
(9/1009) de vaca de cabra
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
Cl4:1 1.07 0.41
C15:0 2.39 0.89
C16:0 34.81 26.77
Cl6:1 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
C18:3n-3 0.71 0.42
C18:3 n-6 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

SFA: &cidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados, PUFA:
acidos grasos poliinsaturados

Fuente: Modificada de Moreno-Fernandez et al., 2016.
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4.7. DETERMINACION Y COMPOSICION MINERAL

El contenido mineral en las leches fermentadas y en las dietas (PPE y
PE) se evalu6 mediante analisis multielemental en un espectrofotometro de
emisidon Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). Las muestras
se mineralizaron previamente por método humedo en un bafio de arena (JR
Selecta, Barcelona, Espafa), usando HNO3; seguido de una mezcla de HNOs3:
HCIO4 (69%: 70%, v/v; Merck KGaA, Darmstadt. Alemania) en una proporcion
1:4 vlv, hasta la eliminacion total de la materia organica y posteriormente se

diluyeron en agua bidestilada Milli-Q ultrapura.

El analisis multielemental por espectrometro de emision Optica de
plasma acoplado inductivamente (ICP-OES) (Perkin-Elmer Optima 8300,
Perkin-Elmer, Shelton, CT) se llevé a cabo para medir Ca, P, Mg, Zn, K, Fe,

Cu, Se, | (Tabla 13).

Las muestras de leche fermentada fueron previamente mineralizadas por
método humedo en un bafio de arena (JR Selecta, Barcelona, Espafna); las
muestras se colocaron en un matraz resistente y se disolvieron usando acido
nitrico seguido de una mezcla de HNO3: HCIO,4 (69%: 70%, v/v; Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania; en relacion 1:4, v/v) hasta la eliminacion total de materia
organica. 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 contaminacion, se utilizaron placas de polipropileno y

puntas de pipeta de plastico, reduciéndose al minimo el material de vidrio.
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Todos los materiales se lavaron en &cido nitrico y se enjuagaron varias veces
con agua desionizada bidestilada. Todo el analisis de la muestra de leche
fermentada se llevd 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, | no se midieron todos en el mismo analisis, porque todos los
elementos pueden reaccionar de manera diferente en ciertas soluciones acidas
0 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 uso la solucién estandar (10
mg/L) después de cada serie de 5 muestras. El resultado aceptable se evaluo
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 fosforo se  analizaron mediante
espectrofotometria visible (espectrometro UV / VIS de Perkin-Elmer lambda 16)

utilizando la técnica de Fiske-Subbarow (Fiske and Subbarow, 1925).

Tabla 13. Composicion mineral de las leches fermentadas y deshidratadas
(vaca o cabra).
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Composicién Leche fermentada Leche fermentada
(mg/KQ) de vaca de cabra
Calcio 7965 9490
Fosforo 7530 7340
Magnesio 809.0 921.1
Zinc 24.33 29.31
Potasio 11.82 11.49
Hierro 4.58 5.45
Cobre 0.28 0.79
Selenio 0.21 0.32
Yodo 0.05 0.03

Fuente: Modificada de Moreno-Fernandez et al., 2016.

4.8. DETERMINACION Y COMPOSICION VITAMINICA

La vitamina A, la vitamina E, la vitamina Bg, la vitamina B, vitamina D3
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 realiz6 mediante un sistema Chemstation
HP 3365-11 (Hewlett-Packard). La separacion se realizdé usando una columna de
fase inversa Tracer Spherisorb ODS2 C18 (TR-011019) de 250 x 4.6 mm,
diametro de particula de 5 mm (Teknokroma, Barcelona, Espafia), con un
cartucho protector a juego. Ambos analisis se llevaron a cabo de forma
isocratica a un caudal de 1 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

octanosulfénico (reactivo de emparejamiento idnico) 5 mM, trietilamina al 0.5%,
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acido acético glacial al 2.4% y 15% de metanol en agua Milli-Q. La vitamina B,
la vitamina B2, vitamina D3 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 saponificaron a temperatura ambiente durante la noche usando etanol
absoluto, solucion de hidroxido de potasio y acido ascérbico como antioxidante.
Las muestras se extrajeron con n-hexano y se afiadio hidroxitolueno butilado
(BHT) como antioxidante, luego se evaporé y se redisolvio en metanol. Los
extractos se inyectaron en el sistema de HPLC. Se utiliz6 agua-acetonitrilo-
metanol (4: 1. 95, v /v Iv) 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 félico se determind 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 uso una fase movil de gradiente binario a un
caudal de 0,4 mL/min con disolvente A (4cido acético al 0.1% en agua) y
disolvente B (acido 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 retencién isocrética al 100% de B
durante 5.9 minutos, el gradiente volvi6 al 10% de B en 0,1 min para el
equilibrio de la columna durante 3 minutos. El espectrémetro de masas se hizo

funcionar en modo negativo por electrospray y la adquisicibn de datos se
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realiz6 en modo de monitorizacién de reaccion multiple. El argbn se usé como
gas de colisi6n a 3.2 x 10 mbar y el multiplicador fue operado a 750 V. Al
comienzo de cada serie, se inyectan patrones de trabajo que contienen acido

félico para verificar el rendimiento del instrumento (Tabla 14).

Tabla 14. Composicién vitaminica de las leches fermentadas y deshidratadas
(vaca o cabra).

Composicion Leche fermentada Leche fermentada
(1g/100q9) de vaca de cabra
Vitaminas liposolubles
Vitamina A | 207.25 498.33
Vitamina D3 0.02 0.07
Vitamina E 0.09 0.03

Vitaminas hidrosolubles

Bg Piridoxina 42.71 33.25
B1» Cobalamina 0.08 0.45
Bo Acido folico 2.21 0.73
C Acido ascérbico | 931.12 759.65

Fuente: Modificada de Moreno-Fernandez et al., 2016.

4.9. DIETAS EXPERIMENTALES

La Tabla 15 muestra la composicion de las dietas ensayadas durante el PPE y

PE.

Tabla 15. Composicion de las dietas experimentales.

PERIODO PRE-EXPERIMENTAL (PPE)

Dieta AIN-93G! (g/kg dieta)
Ingredientes
Caseina (> 85% proteina) 200.0
Almidén de trigo 500.0
Sacarosa 100.0
Aceite de oliva virgen 100.0
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Fibra (Celulosa) 50.0
Corrector mineral (AIN-93G)? 35.0
Corrector vitaminico (AIN-93G)3 10.0
L-Cisteina 3.0
Bitratrato de colina (41% colina) 2.5
Tert-butilhidroquinona 1.0
Composicidon nutrientes

Energia total (Kcal/Kg) 3828.0
Proteina (%) 17.8
Carbohidratos (%) 65.8
Lipidos (%) 16.4

! Las dietas fueron preparadas de acuerdo con las recomendaciones del Instituto Americano de

Nutricion AIN-93G para ratas en periodo de crecimiento (Reeves et al.,1993).

2 Composicién (mg/Kg de dieta). Minerales esenciales: hierro, 45 (contenido normal de hierro
para ratas controles) y hierro, 5 (contenido bajo en hierro para ratas anémicas); calcio, 5000;
fésforo, 1561; potasio, 3600; azufre, 300; sodio, 1019; cloro, 1571; magnesio, 507; zinc, 30;
manganeso, 10; cobre, 6; yodo, 0.2; molibdeno, 0.15; selenio, 0.15. Minerales potentialmente

beneficiosos: silicio, 5; cromo, 1; fltor, 1; niquel, 0.5, boro, 0.5; litio, 0.1; vanadio, 0.1.

3 Composiciéon (mg/Kg de dieta): acido nicotinico, 30; pantotenato, 15; piridoxina, 6; tiamina, 5;
riboflavina, 6; &cido folico, 2. Composicion (g/kg dieta): vitamina K, 750; D-biotina, 200;

vitamina B, 25; vitamina A, 4000; vitamina D3, 1000; vitamina E, 75.

PERIODO EXPERIMENTAL (PE)

Dieta basada en leche fermentada de vaca (contenido normal o
sobrecarga de Fe)°
(g/kg dieta)

Proteina de leche de vaca 200.5
Lactosa de leche de vaca 290.5
Grasa de leche de vaca 100.0
Almidon de trigo 200.0
Ingredientes constantes ° 200.0

Dieta basada en leche fermentada de cabra (contenido normal o
sobrecarga de Fe)°
(g/kg dieta)

Proteina de leche de cabra 200.6
Lactosa de leche de cabra 290.1
Grasa de leche de cabra 100.0
Almidén de trigo 200.3
Ingredientes constantes ° 200.0
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# Contenido de hierro en la dieta durante el PPE: Las dietas fueron preparadas de
acuerdo con las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricion (Reeves et al.,1993)
para las ratas controles (contenido normal de Fe: 45 mg/kg dieta) y con bajo contenido en Fe

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 o 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 Fe (450 mg/kg dieta) para los

grupos con sobrecarga (Raja et al., 1994).

La dieta estandar AIN 93-G del PPE y los suplementos minerales y
vitaminicos fueron 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 méas
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.

4.10. PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Las determinaciones hematoldgicas realizadas fueron las siguientes:
recuento leucocitario, recuento de hematies, hemoglobina, hematocrito,
volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media (HCM),
concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM), amplitud de

distribucion eritrocitaria (ADE) y recuento plaquetario. Para su andlisis se
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empled el autoanalizador hematotdgico Mythic 22CT (C2 Diagnostics, Grabels,

France).

4.11. HIERRO SERICO, CAPACIDAD TOTAL DE FIJACION HIERRO Y
SATURACION DE TRANSFERRINA

La concentracion sérica de hierro y la capacidad total de fijacion de
hierro (TIBC) se determinaron utilizando los reactivos Sigma Diagnostics Iron y
TIBC (Sigma Diagnostics). La absorbancia de las muestras se leyé a 550 nm
en un lector de microplacas (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA). El
porcentaje de saturacion de transferrina se calculé a partir de la siguiente

ecuacion:

Saturacién de transferrina (%) = concentracion sérica de Fe (ug/L)/TIBC (ug/L) x 100

4.12. 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.

4.13. HEPCIDINA SERICA

La concentracién de hepcidina-25 se determiné usando un kit DRG

ELISA (DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany). Los pocillos de
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microtitulacién se recubrieron con anticuerpo monoclonal (de ratén) dirigido
hacia un sitio antigénico de la molécula de hepcidina-25. La hepcidina-25
endogena 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 afadié un complejo de enzima estreptavidina-
peroxidasa a cada pocillo. Después de la incubacion, el complejo de enzima
libre se elimino por lavado y se afiadio la solucion de sustrato. El desarrollo del
color azul se detuvo después de un corto tiempo de incubacion, cambiando el
color de azul a amarillo. La microplaca se leyé 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.

4.14. SENALIZACION PRO Y ANTIINFLAMATORIA

Para la determinacion de las citocinas pro y antiinflamatorias se utilizé la
tecnologia Luminex xXMAP (Millipore, Darmstadt, Germany) (Figura 11), la cual
esta construida sobre tecnologias existentes y probadas, la citometria de flujo,
uso de microesferas, tecnologia laser, procesamiento de las sefiales digitales y
la quimica tradicional del inmunoensayo. El sistema Luminex es la combinacion
de tres tecnologias XMAP basicas. La primera es la de microesferas XMAP, una
familia de 100 microesferas de poliestireno de 5.6 micrometros, coloreadas
mediante fluorescencia, que actian como identificador, y superficie sélida 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
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software, disefiado para la adquisicion de datos mediante "templates”, con un
sélido analisis de regresion de datos.

Esta tecnologia presenta ciertas ventajas como reduccion de coste y
trabajo, reduccion de tiempo, resultados mas reproducibles que con arrays

soélidos y posible determinacion de entre 1-100 analitos.

Figura 11. Analizador Luminex mediante tecnologia xMAP

Se uso el panel de microesferas magnéticas de sefializacion inflamatoria
RECYTMAG-65K Milliplex MAP Kit Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead
Panel (Millipore Corporation, Missouri, EE.UU.), con el siguiente panel de
analitos: interleukina (IL)-4, IL-13, IL-10, IL-1B, IL-2, IL-12p70, proteina
inducible por IFN-y10 (IP-10) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Estos
se basan en inmunoensayos en la superficie de esferas fluorescentes
codificadas (microesferas), siguiendo las especificaciones del fabricante (50
eventos por perla, 50 pul de muestra, configuracion de compuerta: 8000-15000,
tiempo de espera 60 segundos).
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La placa se ley6 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: IL-4e
IL-13: 4.9-20 000 pg/mL; IP-10 y TNFa: 2.4-10 000 pg/mL; IL-2, IL-12p70 e IL-
1B: 12.2-50 000 pg/mL; IL-10: 7.3-30 000 pg/mL.

Las concentraciones de analitos en muestras de plasma se determinaron
comparando la media de muestras duplicadas con la curva estandar para cada

ensayo.

4.15. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media = error estandar de
la media (EEM), siendo “n” el numero de muestras utilizadas.

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS
(version 26.0, 2019, 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 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 medias individuales se probaron mediante comparacion por pares con la
prueba de comparacion multiple de Tukey cuando los efectos principales y las

interacciones  fueron  significativos. Se consider6 como diferencia

estadisticamente significativa un valor de P< 0,05.
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Tabla |. Parametros hematoldogicos en sangre total de ratas controles y
anémicas tras 40 dias de suministro de dieta con contenido normal o bajo en
hierro (PPE).

Concentracion de Hb (g/L) 133.88 + 2.98 60.22 +2.87*
Recuento de hematies (10"/L) 7.14 £0.20 3.08+0.24*
Hematocrito (%) 40.01 £1.13 12.76 +1.33*
VCM (fL) 55.76 £ 0.53 36.91+0.37*
HCM (pg) 19.47 £ 0.15 14.10 £ 0.63 *
CHCM (g/dL) 35.54 £ 0.36 30.21 + 0.82*
ADE (%) 16.23 + 0.35 19.16 + 0.39 *
Recuento de plaquetas (10°/L) 733 +£72.15 2123 £119*
Recuento de leucocitos (10°/L) 8.91 + 0.39 8.53 +0.88
Recuento de linfocitos (10°/mL) 7.98 £ 0.58 5.76 £ 0.84*

Los resultados se muestran como valores medios + EEM.

Hb, hemoglobina; VCM, volumen corpuscular medio; HCM, hemoglobina corpuscular
media; CHCM, concentracion de hemoglobina corpuscular media; ADE, amplitud de
distribucion eritrocitaria.

*Diferencias significativas con respecto al grupo control (P < 0.001, test de la t de
Student).
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Tabla Il. Pardmetros séricos relacionados con el metabolismo de hierro en
ratas controles y anémicas tras 40 dias de suministro de dieta con contenido
normal o bajo en hierro (PPE).

Hierro (ug/L) 1336 + 99.12 601 + 55.98*
CTFH (ung/ L) 2675 + 189 17935 + 598 *
Saturacion de transferrina (%) 49.02 + 5.87 3.93+0.41*
Ferritina (ug/L) 79.74 +2.12 49.65 + 1.64*
Hepcidina (ng/mL) 13.65+£0.35 15.48 £ 0.71*

Los resultados se muestran como valores medios = EEM.
CTFH, capacidad total de fijacion del hierro.

*Diferencias significativas con respecto al grupo control (P < 0.001, test de lat de
Student).
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Tabla lll. Parametros hematolégicos en sangre total en ratas controles y anémicas alimentadas durante 2

fermentada de vaca o cabra con contenido normal o sobrecarga de hierro.

LECHE FERMENTADA DE VACA

Contenido de Fe Grupo Control

Grupo Anémico

LECHE FERMENTADA DE CABRA

Grupo Control

Grupo Anémico

(n =10) (n =10) (n =10) (n =10)
Concentracion de Hb (g/L) Normal 129.55 £ 2.89 129.33 £ 2.61 131.95+2.76 129.15+2.48
Sobrecarga 142.63 £ 2.63C 141.10+ 2.92AC 141.30+2.98C  147.35+ 3.01BC
Recuento de hematies (10“/L)  Normal 7.06+0.18 7.08+ 0.22 7.39+0.21 7.21%0.20
Sobrecarga 6.94 +0.17a 7.19+0.24 8.01+0.3bC 7.11+0.21
Hematocrito (%) Normal 40.02+ 1.19a 39.01+ 0.97A 41.93+1.23b 42.95 + 0.98B
Sobrecarga 39.37 +1.33a 4489 +2.76C  44.86 + 1.26bC 45.42 +1.35C
VCM (fL) Normal 57.68 £ 0.54 55.34 + 0.59 57.25 + 0.56 55.04 £ 0.53
Sobrecarga 56.79 £ 0.58 53.18+ 0.55A 56.44 + 0.53 56.15+ 0.53B
Recuento de plaquetas (10°L)  Normal 933.00£70.32 963.00 +66.45 926.00 + 79.65 935.33 £ 66.89
Sobrecarga 939.67 £71.37 965.50+72.22  933.59 +81.32 945.86 + 70.26

Los resultados se muestran como valores medios + EEM.
Hb, hemoglobina; VCM, volumen corpuscular medio.

Z’*;Valores medios entre grupos controles con distinto superindice mindscula son significativamente diferentes (P < 0.0
"~ Valores medios entre grupos anémicos con distinto superindice mayuscula son significativamente diferentes (P < 0.
© valores medios del correspondiente grupo de ratas con contenido normal de Fe son significativamente diferentes (P
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Tabla IV. Parametros séricos relacionados con el metabolismo de hierro en ratas controles y anémicas alin
basadas en leche fermentada de vaca o cabra con contenido normal o sobrecarga de hierro.

LECHE FERMENTADA DE VACA LECHE FERMENTADA DE CABRA

Contenido de Fe  Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control  Grupo Anémico
(n =10) (n =10) (n =10) (n =10)
Hierro (ug/L) Normal 1346 + 86.18 1355 + 86.35 1352 + 88.96 1326 +94.35
Sobrecarga 1591+ 99.51C 1587 + 102.13C 1556 + 98.95C 1576 + 96.98C
CTFH (pg/L) Normal 2787 + 158 2798 + 137 2785 + 144 2789 + 166
Sobrecarga 3145+ 177C 3254 +175C 3251 +169C 3195+ 166C
Saturacion transferrina(%) Normal 4598 +0.91 45.32 +0.89 46.65+ 0.76 46.37+£ 0.94
Sobrecarga 47.76+1.32C 47.88+1.02C 49.59+ 0.98C 48.96+ 1.05C
Ferritina (ug/L) Normal 83.25+1.75 82.97 £1.68 84.33x1.77 82.34+1.82
Sobrecarga 87.73+1.87C 86.87+ 1.91C 87.91+ 1.88C 86.65+ 1.96C
Hepcidina (ng/mL) Normal 16.35 + 0.59a 16.39+ 0.49A 14.25+ 0.55b 14.24 £ 0.59B
Sobrecarga 17.75 + 0.62a 16.87+ 0.58A 15.01 + 0.61b 14.42+ 0.63B

Los resultados se muestran como valores medios + EEM.

NS, no significativo

CTFH, capacidad total de fijacion de hierro

2P y/alores medios entre grupos controles con distinto superindice mindscula son significativamente diferentes (P < 0.0
~B Valores medios entre grupos anémicos con distinto superindice mayuscula son significativamente diferentes (P < 0
© Valores medios del correspondiente grupo de ratas con contenido normal de Fe son significativamente diferentes (P
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Tabla V. Citoquinas proinflamatorias en plasma de ratas controles y anémicas alimentadas durante 30
fermentada de vaca o cabra con contenido normal o sobrecarga de hierro.

LECHE FERMENTADA DE VACA LECHE FERMENTADA DE CABRA

Contenido de Fe Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control  Grupo Anémico Die
(n =10) (n =10) (n =10) (n =10)
IL-18 (pg/mL) Normal 36.87 +1.57 34.29 £ 0.79A 38.19+0.70 29.99 + 1.25BC <0.0
Sobrecarga 158.30 +£6.93aD  92.15 + 3.33ACD 116.66 +5.88bD  41.02+4.44BCD <0.0
IL-2 (pg/mL) Normal 1590.49 +59.70a 1561.94 + 44.26A 1101.22 +15.23b 1031.15+22.26B <0.0
Sobrecarga 1687.88 + 61.66a 1426.22 + 37.56AC 1194.86 +21.25b 1115.10+21.10B <0.0
IL-12p70 (pg/mL) Normal 142.99 + 1.53a 148.65 + 2.23A 112.77 £+3.43b 113.27 £ 3.73B <0.0
Sobrecarga 142.80 + 2.93A 143.89 + 2.02A 116.30 £+ 2.86b 119.91 + 3.86B <0.0
IP-10 (pg/mL) Normal 68.07 £ 3.57a 106.44 + 4.65AC 46.19 £ 2.27b 83.56 +4.36BC < 0.0(
Sobrecarga 112.40 £ 5.32aD 101.42 £+ 5.51 76.52 + 3.84bD 104.97 £ 5.46D <0.0
TNF-a (pg/mL) Normal 8.51+0.47a 9.01 + 0.48A 6.19 £ 0.38b 6.30 +0.60B <0.0
Sobrecarga 8.43 £ 0.34a 8.65 £ 0.32A 6.31 £ 0.32b 6.20 + 0.37B <0.0

Los resultados se muestran como valores medios + EEM.

NS, no significativo

2P v/alores medios entre grupos controles con distinto superindice mindscula son significativamente diferentes (P < 0.0
~B valores medios entre grupos anémicos con distinto superindice mayuscula son significativamente diferentes (P <0
© valores medios del correspondiente grupo de ratas controles son significativamente diferentes (P < 0.05, testde la't

P Valores medios del correspondiente grupo de ratas con contenido normal de Fe son significativamente diferente
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Tabla VI. Citoquinas antiinflamatorias en plasma de ratas controles y anémicas alimentadas durante 3(
fermentada de vaca o cabra con contenido normal o sobrecarga de Fe (n=10 animales por grupo).

LECHE FERMENTADA DE VACA LECHE FERMENTADA DE CABRA

Contenido de Fe  Grupo Control Grupo Anémico Grupo Control Grupo Anémico Die
(n =10) (n =10) (n =10) (n =10)

IL-4 (pg/mL) Normal 28.75+2.18a 27.05+1.19A 36.19 + 1.05b 35.82 +1.03B < 0.01]
Sobrecarga 32.73+1.01a 34.62 £ 2.77AD 43.01 +1.08bD 55.74 £ 2.09BCD < 0.0¢

IL-13 (pg/mL) Normal 2455+ 1.48a 31.58 £ 1.94AC 36.04 +1.61b 41.43 + 0.58BC <0.00
Sobrecarga 30.68 £+1.68aD 65.14 +1.68ACD 46.74 +0.76bD 93.83 + 1.96BCD <0.00

IL-10 (pg/mL) Normal 33.48+0.77a 16.09 £ 0.66AC 38.07 + 1.94b 23.48 £ 1.19BC < 0.0:
Sobrecarga 35.65 + 2.03a 41.19 +1.83ACD  44.79 + 1.04bD 74.59 + 3.05BCD < 0.0!

Los resultados se muestran como valores medios + EEM.

2P y/alores medios entre grupos controles con distinto superindice mindscula en la misma fila son significativamente dif
AB valores medios entre grupos anémicos con distinto superindice maytscula en la misma fila son significativamente ¢
¢ Valores medios del correspondiente grupo de ratas controles son significativamente diferentes (P < 0.05, test de la t

® Valores medios del correspondiente grupo de ratas con contenido normal de Fe son significativamente diferentes (F
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Figura |. Concentraciébn de hemoglobina (g/L) en sangre total en 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 Il. Recuento de hematies (10*%/L) en sangre total en 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 Ill. Hematocrito (%) en sangre total en 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. VCM (fL) en sangre total en 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. Recuento de plaquetas (10%/L) en sangre total en 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. Contenido de hierro (ug/L) en 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).

1600

1550

1500

1350

1300

1200

1150

1450 A

1400

1250

/ 1591 1587 1576
i 1556
1352
1326
7| P00t P<0.01 P<0.01 P<0.01
Control | Anémico Control Anémico
LECHE VACA LECHE CABRA

m Normal
w Sobrecarga
M Normal

M Sobrecarga

155



Rty
K> 5%5

T Gancia Pedne. D, Tesce Doctoral

Figura VII. Capacidad total de fijacién de hierro (ug/L) en 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).
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Figura VIII. Saturacion de transferrina (%) en 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).
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Figura IX. Contenido de ferritina (ug/L) en 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).
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Figura X. Contenido de hepcidina (ug/L) en 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).
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Figura XI. Concentracion de IL-1B (pg/ml) 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.
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Figura XII. Concentracién de IL-2 (pg/ml) 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.
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Figura Xlll. Concentracion de IL-12p70 (pg/ml) 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.
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Figura XIV. Concentracion de IP-10 (pg/ml) 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.
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Figura XV. Concentracién de TNF-a (pg/ml) 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.
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Figura XVI. Concentracion de IL-4 (pg/ml) 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.
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Figura XVII. Concentracion de IL-13 (pg/ml) 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.
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Figura XVIII. Concentracion de IL-13 (pg/ml) 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.
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6.1. PERIODO PREEXPERIMENTAL

En el grupo control, todos los parametros hematoldgicos estudiados
estan dentro del rango de valores normales para esta especie (Charles Rives,

1998).

Después de suministrar la dieta con bajo contenido en hierro (5 mg/kg
dieta) durante 40 dias (PPE), todos los parametros hematolégicos en el grupo
anémico fueron menores que en el grupo control (P <0.001), excepto la
amplitud de dsitribucion eritrocitaria (ADE) y el recuento de plaquetas (P <
0.001), mientras que el recuento de glébulos blancos permanecié sin cambios,
consecuencia de la deplecion progresiva de las reservas corporales de hierro

(TABLAS I y II).

En situacion de anemia la ADE se encuentra incrementada
significativamente debido a que el hierro circulante no llega a alcanzar la
medula ésea de modo que el depdsito de células rojas y su tamafio esta

aumentado.

Todos los parametros seéricos relacionados con el metabolismo de hierro
fueron menores en el grupo anémico con respecto al grupo control (P <0.001),
excepto la capacidad total de fijacion de hierro (CTFH) que fue mayor (P

<0.001) (TABLA II).

Estos resultados indican que el modelo de anemia ferropénica nutricional
desarrollado confirma la induccion experimental de esta patologia tras el
suministro de una dieta baja en hierro durante 40 dias a ratas recién

destetadas.
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6.2. PERIODO EXPERIMENTAL

6.2.1. Pardmetros hematologicos

Después de 30 dias de suministro de las dietas a ensayar basadas en
leche fermentada de vaca o cabra (PE), los parametros hematoldogicos se
recuperaron totalmente con ambas dietas ensayadas, especialmente con la
dieta basada en leche fermentada de cabra, ya sea con contenido normal o

sobrecarga de hierro.

Estos resultados pueden explicarse por las caracteristicas nutricionales
beneficiosas y los componentes bioactivos de la leche fermentada de cabra
(Moreno-Fernandez et al., 2016) y sus lacteos que favorecen la absorcion de
hierro y potencian la actividad y expresion de la proteina DMT1 en el duodeno,
mejorando el metabolismo y almacenamiento del hierro en comparacion con la

leche de vaca (Diaz-Castro et al., 2014).

Los niveles séricos de hepcidina fueron menores en ratas controles y
anémicas alimentadas con leche fermentada de cabra con contenido normal o
con sobrecarga de hierro, en comparacion con los animales alimentados con

leche fermentada de vaca (P <0.01) (TABLAS llly IV; FIGURAS I-X).

Resultados previos de nuestro grupo de investigacion (Diaz Castro e al.,
2014) han puesto de manifiesto que en ratas alimentadas con dieta basada en
leche fermentada de cabra, la expresion de hepcidina era menor en
comparacion con las que consumian dieta basada en leche de vaca. Esta
menor expresion de hepcidina aumento el flujo de salida de hierro de las

células duodenales, dada la correlacion inversa entre la actividad de la
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ferroportina y el transporte basolateral de hierro, contriubuyendo a una mejora

de los parametros hematol6gicos y promoviendo la recuperacion de la anemia.

Como era de esperar, los niveles séricos de hierro fueron mayores en
los grupos experimentales con sobrecarga de hierro (P <0.01) alimentados con
ambas dietas basadas en leche fermentada (vaca o cabra). La sobrecarga de
hierro también increment6 la concentracion de hemoglobina (P <0.001), los
niveles séricos de ferritina (P <0.01), la saturacion de transferrina (P <0.01) y
la capacidad total de fijacion de hierro (CTFH) (P <0.01) (TABLAS Il y 1V;

FIGURAS I-X).

6.2.2. Sefalizacion pro y antiinflamatoria

Después de 30 dias de alimentar a los animales con dieta a base de
leche fermentada de vaca o cabra (PE), los niveles plasmaticos de citocinas
antiinflamatorias (IL-4, IL-10 e IL-13) fueron mayores en ambos grupos de
animales (controles y anémicos) alimentados con leche fermentada de cabra
con contenido normal o sobrecarga de hierro, con respecto a la leche
fermentada de vaca (P <0.001 para IL-13; P <0.01 para IL-10; P <0.01 para IL-
4 con contenido normal de hierro y P <0.05 para los grupos con sobrecarga de

hierro) (TABLAS V y VI; FIGURAS XI-XV).

La anemia incrementd la concentracion plasmatica de IL-13 durante la
replecion de hierro con ambos tipos de leche fermentada, tanto con nivel
normal (P <0.01) como con sobrecarga de hierro (P <0.001), mientras que
disminuy6 los niveles plasmaticos de IL-10 en animales alimentados con

ambos tipos de leche fermentada con contenido normal de hierro (P <0.01) y
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aumentod los niveles de esta citocina en los animales alimentados con ambos

tipos de leche con sobrecarga de hierro (P <0.01).

La sobrecarga de hierro incremento las concentraciones plasmaticas de
citocinas antiinflamatorias (TABLA VI; FIGURAS XVI-XVIII) en animales
alimentados con ambos tipos de leche fermentada (P <0.01 para IL-4 e IL-10;
P <0.001 para IL-13). Respecto a la sefializacion pro-inflamatoria (TABLA V;
FIGURAS XI-XV), el consumo de leche fermentada de cabra disminuyo los
niveles séricos de citocinas pro-inflamatorias en comparacion con la leche
fermentada de vaca (P <0.01 para IL-2 y TNF-a con contenido normal o
sobrecarga de hierro; P <0.05 para IL-18 con contenido normal de hierro y P
<0.01 para sobrecarga de hierro; P < 0.05 para IL-12p70 con contenido normal
0 sobrecarga de hierro; P < 0.001 para IP-10 con contenido normal de hierro y

P <0.01 con sobrecarga de hierro).

La anemia incrementd los niveles séricos de IL-18 en animales que
consumia ambos tipos de leche fermentada (P <0.05 para contenido normal de
hierro y P <0.001 para sobrecarga de hierro) e incremento los niveles séricos
de IP-10 (P <0.01 para los animales alimentados con dietas basadas en leche
fermentada con contenido normal de hierro). Por ultimo, la sobrecarga de hierro
incrementd los niveles séricos de IL-1B (P <0.001) e IP-10 (P <0.01). (TABLA

VI; FIGURAS XVI-XVIII).

Una mejor comprension de la fisiopatologia de la anemia ferropénica y la
sefalizacion inflamatoria generada durante la replecion crénica con hierro,
puede facilitar nuevas estrategias nutricionales para mejorar el estado

hematoldgico y la recuperacion de la anemia.
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El papel de los productos lacteos en la inflamacion es controvertido, con
evidencia de efectos positivos y negativos descritos en una revision reciente
que incluye 52 ensayos clinicos. En general, se ha sugerido un efecto
protector de los productos lacteos en la inflamacion, aunque se observo que las
caracteristicas de los productos lacteos y el estado general de salud influye en

esta relacion (Bordoni et al., 2017).

En la presente memoria de Tesis, se ha evaluado la inflamacion
producida, utilizando un modelo experimental de deficiencia de hierro severa y
se ha observado que el consumo de leche fermentada de cabra modula esta
respuesta sistémica. El punto de partida de este estudio se completé después
de un periodo pre-experimental, periodo durante el cual se logré la deficiencia
de hierro, y después se procedio a la replecién en condiciones de sobrecarga
de hierro y por tanto, los beneficios que se observan con la leche fermentada
de cabra no se limitan a una reduccion de la sefializacion inflamatoria debido a
la recuperacién de los parametros hematoldgicos y del estatus corporal de
hierro, sino también a una disminucién patente en los niveles de citocinas pro-
inflamatorias producidas durante la sobrecarga de hierro, indicando beneficios
adicionales de la leche fermentada de cabra durante el curso de la

recuperacion de la anemia.

El modelo experimental utilizado simula la deficiencia fisiolégica de
hierro y la reposicion de este mineral y, por tanto, tiene como objetivo
acercarse a la realidad de como la respuesta a la sefializacion inflamatoria
puede ser modulada por componentes de la dieta. Utilizando una seleccion
biomarcadores sensibles y representativos de la sefalizacion pro y anti

inflamatoria, se han detectado cambios que afectan a la recuperacion de la
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ferrodeficiencia. En el presente estudio, la anemia y la sobrecarga de hierro
tuvieron una relacion estadisticamente significativa con las citocinas pro y
antiinflamatorias. Esta observaciéon esta en consonancia con el efecto de
secuestro de hierro que se produce durante la inflamacién (Turnham et al.,
2010), por lo tanto consideramos que los biomarcadores de inflamacion deben
incorporarse a los estudios que evaltan la anemia y el estatus corporal de

hierro como indicadores adicionales de la evaluacién de esta patologia.

La inflamacion desempefia un papel critico en el control del metabolismo
del hierro, ya que las citocinas pro-inflamatorias liberadas tras la activacion de
las células inmunes alteran la homeostasis de las proteinas que regulan el
metabolismo del hierro (Ganz and Nemeth, 2005). La capacidad del hierro para
alterar el perfil de citocinas hace que los sujetos con sobrecarga de hierro sean
mas susceptibles a infecciones sistémicas que aquellos con deficiencia de
hierro, por lo tanto, la sobrecarga favorece la competencia de los agentes
patégenos por el hierro y aumenta la morbilidad y la mortalidad (Drakesmith
and Prentice, 2012). Los macréfagos y los linfocitos T captan y acumulan
hierro, actuando como un compartimento circulante de almacenamiento de este
mineral para proteger diferentes tejidos de la citotoxicidad dependiente de este

mineral (Pinto et al., 2014).

Por otro lado, la hepcidina es actualmente uno de los indicadores mas
precisos del estado del hierro, ya que regula los niveles de hierro y la
localizacion de este elemento en respuesta al estado nutricional (Labadarios et
al., 1995). Esta proteina producida por el higado es la hormona que actla
como principal regulador circulante de la absorcion de hierro y distribucion

tisular (Ganz, 2011). Actia uniéndose a la ferroportina, Unico exportador de
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hierro celular conocido, lo que lleva a la ubiquitinacién, endocitosis y
degradacion de ferroportina en los lisosomas (Nemeth et al., 2004; Quiao et al.,
2012). Bajo la influencia de altas concentraciones de hepcidina, la sintesis y
expresion de ferroportina disminuye en las membranas celulares, el hierro se
retiene en las células que exportan este mineral al plasma, y el flujo de hierro
hacia el plasma disminuye considerablemente, lo que causa o contribuye a la
restriccion de hierro en una situacion de anemia ferropénica. Cuando se reduce
la produccion de hepcidina, la estabilizacion de la ferroportina en la membrana
celular promueve la absorcién de hierro procedente de la dieta en el duodeno,
aumenta la liberacion de hierro de los macréfagos que reciclan eritrocitos
senescentes y otras células, permitiendo la movilizacion del hierro almacenado
de los hepatocitos. Cuando se establece un estado pro-inflamatorio, la sintesis
de hepcidina es estimulada por las citocinas pro-inflamatorias, y esta situacion
es considerada una de las principales estrategias de defensa del hospedador
contra infecciones, efecto desencadenado por la limitacion de disponibilidad de
hierro por parte de los patdégenos (Nemeth et al.,, 2004; Pietrangelo et al.,

2007; Nairz et al., 2014).

En el presente estudio, se ha observado una disminucién de los niveles séricos
de hepcidina en animales que consumen leche de cabra fermentada. En este
sentido, nuestro grupo de investigacion también ha revelado previamente
(Moreno-Fernandez et al., 2016a) una disminucion de la expresion duodenal de
hepcidina en ratas alimentadas con dieta basada en leche de cabra
fermentada, en comparacion con los animales alimentados con dieta con
leche de vaca fermentada. Esta regulacion negativa de la hepcidina

enterocitica aumentaria el flujo de salida de hierro de las células duodenales,
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ya que la expresion de hepcidina anclada en la membrana del enterocito se
correlaciona inversamente con la actividad de la ferroportina y la absorcion de
hierro. Estos datos indican un menor estado pro-inflamatorio debido a la mejor
recuperacion hematoldgica y del estatus de hierro debido al consumo de leche
de cabra fermentada, que involucra una adaptacion fisiologica especifica que
maximiza la absorcion de hierro de la dieta cuando aumenta la demanda
(Moreno-Fernandez et al., 2016a) y mejora el perfil plasmatico de

biomarcadores inflamatorios durante la recuperacion de la anemia.

Es de destacar que la sobrecarga de hierro induce un incremento de las
citocinas antiinflamatorias, probablemente a modo de mecanismo
compensatorio para hacer frente a las condiciones pro-inflamatorias evocadas
por el aumento de IL-1B y IP-10. Sin embargo, el aumento de las citocinas
antiinflamatorias es mas significativo y la citocinas pro-inflamatorias aumentan
en menor medida con la leche de cabra fermentada. En este sentido, el
consumo de leche de cabra fermentada conduce a una reduccion en la
cantidad de hierro contenido en las células del epitelio intestinal inflamado, lo
que lleva a incrementar su biodisponibilidad por los 6rganos diana mediante el
incremento de la expresion de genes y proteinas involucradas en la
homeostasis del hierro (Moreno-Fernandez et al., 2016a), reduciendo el efecto
pro-inflamatorio causado por la sobrecarga de hierro. Ademas, el secuestro
intracelular de hierro, especialmente durante la sobrecarga, esta también

estrechamente relacionado con la sefalizacion inflamatoria.

La vitamina A atenta la sefializacion inflamatoria e induce una
recuperacion de las proteinas intracelulares relacionadas con la homeostasis

férrica, ademas de prevenir el secuestro intracelular de hierro por las células
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duodenales, aumentando la expresion proteica del transportador de metales
divalentes 1 mediante regulacion post-transcripcional, incrementando su
traduccion y disminuyendo la degradacion, de manera que afecta positivamente
el metabolismo del hierro (Katz et al., 2015). Teniendo en cuenta que la leche
fermentada de cabra contiene mas vitamina A que la leche de vaca fermentada
(Moreno-Fernandez et al., 2016b), podemos afirmar que este mecanismo
también contribuye al aumento de la expresion de genes relacionados con el
estado del hierro (citocromo duodenal b, ferritina, ferroportina 1 y receptor de
transferrina 1), (Moreno-Fernandez et al., 2016a), mejorando la homeostasis
del hierro durante la recuperacion de la anemia y reduciendo la sefalizacion

pro-inflamatoria provocada por sobrecarga de hierro.

Cabe destacar que de la dieta elaborada con leche de cabra fermentada
disminuye los niveles de citocinas pro-inflamatorias (IL-18, IL-2, IL-12p70,IP-10
y TNF-a) e induce un aumento de los niveles de citocinas antiinflamatorias (IL-
4, IL-13 e IL-10) en ratas controles y anémicas. Las mejores caracteristicas
nutricionales de la leche de cabra fermentada, en comparacion con la leche de
vaca fermentada (Moreno-Fernandez et al., 2016b) juegan un papel crucial en
este producto lacteo como alimento de alto valor nutricional, con propiedades
antiinflamatorias. Las actividades antiinflamatorias de los lipidos en los
productos de leche cabra han sido ampliamente estudiados en derivados
lacteos griegos tradicionales (Tsorotioti et al., 2014), y sus fracciones lipidicas
mostraron una clara actividad inhibitoria de la agregacion plaquetaria inducida
por el factor activador de plaguetas. Las fracciones lipidicas mas
biolégicamente activas contenian esfingomielina, fosfatidilcolina y derivados

lipidicos de fosfatidiletanolamina. Sin embargo, estas fracciones lipidicas no
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siempre presentan una estructura tipica de fosfolipidos, sino que a veces
comparten una estructura similar a los derivados de fosfatidilcolina de acuerdo
al estudio de Nasopoulou et al. (2014) La fosfatidilcolina tiene varios efectos
antiinflamatorios (Erés et al., 2009) Poutzalis et al. (2016) compararon las
propiedades inhibidoras de la activacion plaquetaria de los derivados lacteos de
leche de cabra (leche, yogur y queso), y todas las muestras presentaban
factores inhibidores de la agregacion plaquetaria. Los datos resultantes
indicaron un aumento en la inhibicidon del factor activador de plaquetas durante
la lipdlisis (es decir, durante la incubacion de leche a yogur y queso). Esta
tendencia ha sido atribuida a la fermentacion de microorganismos tales como
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus y Streptococcus thermophiles, los
microorganismos iniciadores de fermentacion tradicionales utilizados en el
presente estudio. La leche caprina tiene un mayor valor nutricional que la leche
bovina y lipidos bioactivos con propiedades antiinflamatorias (Tsorotioti et al.,
2014; Nasopoulou et al., 2014). Finalmente, la leche de cabra fermentada es
mas rica en &cido linoleico que la leche de vaca fermentada (Moreno-
Fernandez et al., 2016b) y este acido graso tiene efectos moduladores sobre

las respuestas pro- y antiinflamatorias.
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VI. CONCLUSIONES






CONCLUSION PRIMERA

Tanto la ferrodeficiencia como la sobrecarga de hierro influyen en la
sefalizacion inflamatoria, aumentando los niveles plasméaticos de las
principales citoquinas pro-inflamatorias y reduciendo las anti-inflamatorias,
debido al efecto de secuestro de hierro que se produce durante esta
sefalizacion. Ademas, la capacidad del hierro para alterar la secrecién de
citocinas es mas acusada en situacién de sobrecarga de hierro, favoreciendo la
competencia de los agentes patdégenos por este mineral y aumentando la

susceptibilidad a infecciones.

CONCLUSION SEGUNDA

La dieta basada en leche fermentada de cabra disminuye los niveles
séricos de hepcidina, indicando un menor estado pro-inflamatorio debido a la
mejor recuperacion hematolégica de la anemia y del estatus de hierro, que
involucra una adaptacion fisiolégica especifica encaminada a maximizar la
absorcion de hierro de la dieta cuando aumenta la demanda y mejorar el perfil
plasmético de biomarcadores inflamatorios durante la recuperacion de la

anemia ferropénica.

CONCLUSION TERCERA

La sobrecarga de hierro induce un incremento de la sefializacion
inflamatoria, a modo de mecanismo compensatorio para hacer frente a las

condiciones pro-inflamatorias evocadas por el aumento de IL-13 y IP-10. Sin
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embargo, el aumento de las citocinas antiinflamatorias es mas significativo y las
citocinas pro-inflamatorias aumentan en menor medida con la leche fermentada
de cabra, ya que su consumo conduce a una reduccion en la cantidad de hierro
contenido en las células del epitelio intestinal inflamado, incrementando su
biodisponibilidad por los 6rganos diana y reduciendo el efecto pro-inflamatorio

causado por la sobrecarga de hierro.

CONCLUSION CUARTA

La dieta basada en leche fermentada de cabra en ratas controles y
anémicas disminuye los niveles plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias (IL-
18, IL-2, IL-12p70,IP-10 y TNF-a) e induce un aumento de las citoquinas
antiinflamatorias (IL-4, IL-13 e IL-10), debido a las mejores caracteristicas
nutricionales de este tipo de leche. El perfil lipidoco de la leche fermentada de
cabra muestran una clara actividad inhibitoria de la agregacion plaquetaria
inducida por el factor activador de plaquetas, su mayor contenido en acido
linoleico en comparacién con la leche fermentada de vaca tiene efectos
moduladores sobre las respuestas pro- y antiinflamatorias y su mayor
contenido en vitamina A, induce una recuperacion de las proteinas
intracelulares relacionadas con la homeostasis férrica. Ademas la dieta basada
en leche fermentada de cabra previene el secuestro intracelular de hierro por
las células duodenales, mejorando la homeostasis de hierro durante la
recuperacion de la anemia y disminuyendo la sefalizacion pro-inflamatoria

provocada por sobrecarga de hierro.
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CONCLUSION GENERAL

Tanto la ferrodeficiencia como la sobrecarga de hierro inducen un estado
inflamatorio generalizado. La dieta basada en leche fermentada de cabra
mejora el estado hematolégico y promueve respuestas metabdlicas
beneficiosas, que atendan la inflamacion sistémica durante la recuperacion de
la anemia y la sobrecarga hierro. Considerando el papel supresor de la
hepcidina y la implicacion en la recuperacion de la anemia, la leche fermentada
de cabra puede ser considerada como un alimento funcional con beneficios en
la respuesta inflamatoria sistémica. Estos beneficios no se limitan a una
recuperacion de los parametros hematoldgicos y del estatus corporal de hierro,
sino también un ajuste homeostatico en la sefalizacién inflamatoria, que
representa beneficios adicionales durante el curso de la recuperacion de la
anemia. La inclusién en la dieta de la leche fermentada de cabra podria ser una
estrategia dietética para disminuir la respuesta inflamatoria asociada a los

suplementos tradicionales de hierro.
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