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RESUMEN.

Introduccion. Existe evidencia cientifica de la asociacibn entre procesos

inflamatorios e infecciosos y la anemia en nifios. La mayoria de estudios en este
sentido han estudiado la relacion en pacientes hospitalizados y con infecciones
graves, generalmente bacterianas. Fueron Reeves y colaboradores quienes
identificaron por primera vez, que infecciones leves también causaban anemia
(Reeves JD, 1984). Demostraron que sujetos con una o varias infecciones recientes, en
el término de tres meses, tenian menores niveles de hierro y hemoglobina, y mayores
niveles de ferritina sérica respecto a los pacientes sin procesos infecciosos.
Recientemente, se ha demostrado en poblacion adulta una marcada influencia del
sistema inmunitario en la anemia de las enfermedades cronicas o inflamatorias.
En este sentido, la hepcidina se considera una pieza moduladora clave en la respuesta
inflamatoria con influencia sobre el metabolismo del hierro. Asi, la hepcidina aumenta
ante el estimulo de citocinas inflamatoria (INF-y, IL-6, IL-1 y TNF-a), comportandose
como un mediador de la inmunidad innata. De tal manera que, ante un estimulo
inflamatorio, se produce una redistribucion del hierro en el organismo, pasando el hierro
de la circulacion a los érganos de depdsito, limitando de esta manera su utilizacion por
los microorganismos (Weiss, 2009). El secuestro de hierro en el organismo da lugar a
anemia inflamatoria (Nemeth et al., 2004). Cabe destacar que, mientras en poblacion
adulta el mecanismo etiopatogénico de la anemia inflamatoria ha sido ampliamente
descrito, en lactantes sanos el papel de la hepcidina en la respuesta inmunitaria y en el
metabolismo del hierro no ha sido bien definido. Por otro lado, el déficit de hierro en
lactantes sigue siendo un problema de salud publica a pesar de las intervenciones
preventivas realizadas en los ultimos afos, como la fortificacion dietética. En este
sentido, la suplementacion dietética con hierro ha contribuido a una disminucién de la
prevalencia de ferropenia. Sin embargo, siguen existiendo importantes lagunas de
conocimiento respecto a la dosis correcta de suplementacion y las implicaciones

clinicas de la ferropenia y anemia ferropenica en el desarrollo del lactante.
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Objetivos.

-Estudiar la influencia de los procesos infecciosos y la expresion de citocinas
inflamatorias en los niveles de hepcidina sérica, ferritina y hemoglobina, en una

poblacién de lactantes sanos, en Reus (Tarragona).

-Determinar la prevalencia de ferropenia y anemia en lactantes de 6 y 12 meses de
vida en nuestra area, y evaluar el efecto de la alimentacion y de la suplementacion
dietética con diferentes dosis de hierro sobre el metabolismo del hierro y el desarrollo

de los lactantes.

Sujetos y Métodos.

Estudio longitudinal prospectivo y estudio de intervencion aleatorizado doble ciego de
los 6 a los 12 meses. Participaron recién nacidos sanos, a término y de peso adecuado
a edad gestacional. Se valoraron -caracteristicas socio-demograficas, medidas
antropométricas, registro alimentario y de procesos infecciosos. Se determinaron los
niveles de hemoglobina (Hb), volumen Corpuscular medio (VCM). Ferritina sérica (FS),
proteina C reactiva (PCR), hepcidina sérica mediante ELISA, DRG hepcidin ELISA Kkit.
® y citocinas séricas en suero Flow Cytomix Mdltiple® Th1/Th2 11 (IL1-B, IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, INF-y, TNF-a, TNF- B) alos 6 y a los 12 meses. A partir de los 6
meses a los lactantes alimentados con formula adaptada se aleatorizaron en dos
grupos: grupo A, alimentados con una formula con alto contenido en hierro (1.16mg/ml)

y el grupo B, alimentados con una férmula con bajo contenido en hierro (0.44mg/ml).
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Resultados vy Conclusiones.

Participaron 124 recién nacidos a término (43% varones). Un 50% de los lactantes
presentaron infecciones (32% bronquitis, 11% bronquiolitis, 7% otitis media aguda
(OMA), 11% gastroenteritis (GEA), 6% Infeccion del tracto urinario (ITU). La lactancia
materna fue un factor protector (OR= 0.26) y la asistencia a guarderia un factor de
riesgo (OR= 4.55) de infeccion. En cuanto a los valores del hemograma se observo un
incremento de los niveles medios de hemoglobina (g/dL) de los 6 meses, de
11.78+0.82, a los 12 meses 12.04+0.78 (p<0.001), con un VCM (fL) 76.58 +10.89 y
79,5045.7 (p<0,001), respectivamente. Respecto a la ferritina (mcg/L), se observo una
progresiva disminucién de sus niveles en el seguimiento. Asi, la media al nacimiento
fue de 268+137, a los 6 meses 36.66 * 26.22 y a los 12 meses 26.44 = 28.14
(p=0.001). La prevalencia de anemia a los 6 meses fue del 17% (n=19) y del 3.5
%(n=4) a los 12 meses (p=0.12), mientras que la de ferropenia a los 6 meses fue de
7% (n=8) y del 20% (n=21) a los 12 meses (p=0.001). Respecto a la prevalencia de
anemia ferropénica, fue del 2 % (n = 3) a los 6 meses y del 1% (n=1) a los 12 meses
(p=0.15).

Se encontré una mayor prevalencia de ferropenia a los 12 meses en los nifios que
recibieron formula adaptada con bajo contenido de hierro (0.44mg/100ml) frente a los
gue recibieron alto contenido de hierro (1.16 mg/100ml) a partir de los 6 meses, 33.3%
vs 12.6% (p=0.005), sin diferencias significativas en los valores de anemia ferropénica
18.7% vs 4.8%(p=0.12), desarrollo fisico ni patologia infecciosa. Destaca una elevada
prevalencia de anemia a los 6 meses 34.2% en los lactantes con lactancia materna

frente a los que recibieron férmula adaptada 8% (P<0.001).

La mediana para los valores de hepcidina a los 6 meses fue de 42 ng/ml con intervalo
de confianza 25-75% (IC), de (35.73-52.84), y con un incrementd a los 12 meses hasta
53.27 ng/ml (IC 41.56-73.47), (p <0.001). A los 12 meses se objetivaron menores

niveles de hepcidina en los lactantes anémicos respecto a los no anémicos (p=0.04).

Se evidencio la influencia de la alimentacion en los niveles de hepcidina, con valores

significativamente mas bajos en los lactantes que recibieron lactancia materna
13
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exclusiva durante 6 meses, 39.35 ng/ml (IC 29.2-50.1) frente a los que recibieron
formula adaptada, 46 ng/ml (IC 37.8-60.2),p=0.034; y también en los que recibieron
formula con bajo contenido en hierro frente a los de alto contenido, 44.90ng/ml
(39-53.70) vs 56.20 ng/ml (IC 42.8-78.2), p=0.04, respectivamente.

Respecto al estudio de citocinas, en general, se observé un incremento significativo de
las citocinas inflamatorias (IL-2, TNF-B) de los 6 a los 12 meses Los niveles de
hepcidina se correlacionaron significativamente con los niveles de IL-18 y TNF-[3; a los
6 meses,(IL-1B: Rho=0.28;p=0.02, TNF-B: Rho= 0.29; p= 0.01, y a los 12 meses:
IL-1B8: Rho=0.41; p<0.001, TNF—: Rho= 0.44;p <0.001.

Por otro lado, se evidencié una correlacion significativa entre citocinas inflamatorias y
hemoglobina: a los 6 meses con INF-y: Rho= 0.26; p=0.02, y TNF-a: Rho=0.24;
p=0.02, y a los 12 meses con IL-6: Rho=-0.25; p=0.03. También se observo correlaciéon
entre citocinas inflamatorias y ferritina, a los 6 meses con TNF-3: Rho =0.24; p=0.03, y
con TNF-a: Rho= -0.25; p=0.004, y a los 12 meses con IL-8: Rho = -0.26; p=0.003.
Ademas, se observo influencia de la alimentacion en los niveles de citosinas
inflamatorias, con valores indetectables de IL-2 en los lactantes que

lactancia materna frente a los alimentados con férmula adaptada, (p= 0.02).
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Conclusiones.

En el presente estudio no se observa relacion entre el antecedente de procesos
infecciosos y la expresion de citocinas inflamatorias, parametros del metabolismo del

hierro y o presencia de anemia.

Se objetiva una relacion significativa entre los niveles de citocinas inflamatorias

(IL-18 y TNF-B) y los niveles de hepcidina sérica.

Se observa una relacién significativa entre los niveles de hepcidina y la presencia de

anemia a los 12 meses.

Existe una relacidon significativa entre citocinas inflamatorias y los niveles de

ferritina y hemoglobina.

Se detecta una baja prevalencia de anemia ferropenica a los 6 y 12 meses, con baja
prevalencia de ferropenia a los 6 meses (7%) y moderada a los 12 meses (20%).
Se evidencia una elevada prevalencia de anemia sin ferropenia a los 6 meses en los

lactantes con lactancia materna frente a los que reciben formula adaptada.

Se observa una menor concentracion de hepcidina en los lactantes que reciben
lactancia materna, asi como una menor proporcion de infecciones y una menor

expresion de IL-2.

Se objetiva una concentracidon mayor de hepcidina en los lactantes que recibieron
férmula adaptada con hierro a dosis altas frente a los que recibieron férmula con

dosis bajas de hierro.

Se evidencia un efecto beneficioso de la suplementacion dietética con hierro a dosis
altas, con una disminucién de la prevalencia de ferropenia, aunque sin efecto sobre la

prevalencia de anemia, desarrollo fisico ni morbilidad infecciosa en los lactantes.
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Abreviaturas

AAP: Academia Americana de Pediatria.

CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media.
DMT1 : Divalent Metal Transporter 1.

DE: desviacion estandar.

ESPGHAN: European Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutri-

tion.

FS: Ferritina sérica.

Hb: hemoglobina.

HCM: Hemoglobina corpuscular media.
CHCM: Concetracion de Hemoglobina corpuscular media.
HH: Hemocromatosis hereditaria.

HLA: complejo de histocompatibilidad.
Ig: Inmunoglobulina.

IL-1: Interleucina 1.

IL-2: Interleucina 2.

IL-4: Interleucina 4.

IL5: Interleucina 5.

IL-6: Interleucina 6.

IL10: Interleucina 10.
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IL-12: Interleucina 12.

L1Ra: antagonista del receptor IL-1.

INF-"Y: interferon gamma.

IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

LA: lactancia artificial.

LM: lactancia materna.

Linf.: linfocito.

NHANES: National Health and Nutrition Examination Survey.
NK: natural Killer.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
PCR: proteina C reactiva.

slgA: Inmunoglobulina A secretora.

ST: saturacion de transferrina.

TGF: factor transformante de crecimiento.

TF: Transferrina sérica.

TNFa: factor de necrosi tumoral alfa.

USPSTF: U.S. Preventive Service Task Force.
VPP: predictivo positivo.

VCM: volumen corpuscular medio.
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1. INTRODUCCION
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1. Introduccion

1.1. Importancia del hierro

El hierro es un elemento quimico fundamental. Se encuentra como componente
esencial en todas las formas de vida (McCranor et al.,, 2013), (Oliveira, Rocha, &
Fernandes, 2014). En el organismo humano su facilidad para oscilar entre la forma
i6bnica ferrosa y férrica le permite actuar indistintamente como donante o receptor de
electrones durante el metabolismo celular. De esta manera interviene en funciones
vitales como el transporte del oxigeno en la sangre (grupo hemo de la hemoglobina),
reacciones enzimaticas (forma parte de los citocromos) y el metabolismo oxidativo
(Abbaspour, Hurrell, & Kelishadi, 2014), (Rishi, Wallace, & Subramaniam, 2015).
Sin embargo, las mismas propiedades que hacen a este mineral esencial para
procesos biolégicos vitales son las que lo hacen tdxico para el organismo, ya que
puede generar radicales libres y dafo oxidativo celular. Por este motivo, es necesario
un control estricto del metabolismo del hierro.

El hierro es considerado un nutriente imprescindible para el desarrollo, diferenciacion,
proliferaciéon y crecimiento celular. Ademas, es fundamental para el correcto desarrollo
del feto y del lactante, de tal manera que su carencia en estas etapas criticas de la vida
puede producir efectos adversos en el desarrollo fisico, psicomotor e inmunitario con

repercusion en edades posteriores de la vida. (Lozoff et al., 2013)
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1.2. Metabolismo del Hierro.

1.2.1. Contenido corporal de hierro.
El contenido corporal de hierro es variable y puede verse influido por numerosos

factores, entre ellos la edad y el sexo del sujeto. En adultos sanos y en circunstancias
normales la cantidad total de hierro corporal es de aproximadamente 1000 mg
(Pietrangelo, 2004). La mayoria del hierro del organismo (75%) se encuentra
incorporado a la hemoglobina, un 5-15 % se encuentra en la fibra muscular
(mioglobina) y otros tejidos (enzimas y citocromos) y el 10-20% restante es
almacenado en células del parénquima hepéatico y en macréfagos del sistema
reticulo-endotelial (SER) en forma de depésito, como ferritina (Fig.1). (Mufioz, Villar, &
Garcia-Erce, 2009), (Chiabrando, Mercurio, & Tolosano, 2014).

Dosisdiaiade
Hierro en ladieta

10-20 mg
Transferrina
Transportede hierro Perdidas1-2 mg
tg bsorcion “ hierro/dia
A 1-2mg /dia #  (des@macion
células
: epiteliales)
A 75% 5-15%

\ y 10-20% .
&2 .

Hemoglobina \. ® 2 -

> Otros procesos
Eritropoyess ® b
o

Ferritina Reservasde hierro

Fig.1. Distribucion del Hierro en el organismo. Adaptado Biblioteca John Hopkins USA.
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Para estudiar la distribucién del hierro en el organismo se hara referencia a una
clasificacion teorica pero didactica en compartimentos, priorizando la funciébn que
realiza cada fraccion en el organismo. Con este criterio se diferencian tres
compartimentos:

1. Compartimento funcional: es el mayoritario. En él se localiza el 75% del hierro total

del organismo. Esta constituido por el hierro de la hemoglobina, la mioglobina, los
citocromos y el que actiua como cofactor de enzimas (Saito, 2014).

2. Compartimento _de reserva: formado, como indica su nombre, por las reservas

corporales de hierro. Estos depdésitos de hierro se localizan en higado, bazo y médula
Osea. En estos drganos, el hierro se almacena en forma de proteinas, llamadas de
almacenamiento, como la ferritina (Mitchell & Mendes, 2013)

3._Compartimento de transporte: esta constituido por el hierro unido a la tranferrina o

proteina de transporte. Este tercer compartimento, desempefia un papel fundamental,
ya que es responsable del intercambio entre los otros dos compartimentos.
Sin embargo, en cantidad representa aproximadamente el 1% de todo el hierro del
organismo (Saito, 2014)

El metabolismo del hierro, su absorcion, depdsito y reciclaje es llevado a cabo con gran
eficacia por el organismo, de tal manera que se mantiene una cantidad total constante,
equilibrando ingresos y pérdidas (Pietrangelo, 2004). La mayoria de hierro en plasma,
procede de la degradacion continua del grupo hem de los eritrocitos senescentes por
los macréfagos del SRE. El organismo ha de mantener la eritropoyesis, y para ello las
necesidades de hierro plasmaticas diarias son de 20 a 30 mg. El hierro restante se
reparte entre las reservas corporales y la mioglobina. Las reservas del hierro del
organismo son almacenadas primariamente en los hepatocitos y enterocitos del
duodeno y dependiendo de los requerimientos, el hierro es transferido al

compartimento plasmatico o almacenado como ferritina.
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El hierro almacenado en el enterocito es eliminado via digestiva junto con el enterocito
al concluir el ciclo vital de éste, constituyendo las Unicas pérdidas de hierro. En el
estado de equilibrio, 1-2 mg de hierro entra y sale del organismo cada dia. (Fig. 2).

En la infancia, los requerimientos de hierro se encuentran aumentados y las reservas
no son estables como sucede en la edad adulta, si no que varian en funcion de la edad.
Asi, en el recién nacido el contenido de hierro es de 250 a 300 mg (75 mg/kg peso
corporal), (Ponza, Devaney, Ziegler, Reidy, & Squatrito, 2004), (S. Berglund & Dome-
l16f), (Domellof et al., 2014).

Eritrocitos

" _d

Destruccion ’

eritrocitos por
macro6fagos

Produccién de .
eritrocitos por la
médula osea

>

_!‘—/yerrin
Iron: 20 mg/da Iron: 20 mg/day
Plasma

iron pool

1-2 mg/day

N

Salida de Fe

1-2 mg/day

s/

Entrada de Fe

Fig.2. Equilibrio del metabolismo del hierro en el organismo.

Adaptado de Adaptada de New England Journal of Medicine. 1999.

En el recién nacido el hierro proviene de las reservas maternas y del catabolismo de la
hemoglobina. El paso de hierro de la madre al feto, se produce a través de la placenta

y se lleva a cabo fundamentalmente en el tercer trimestre de gestacion (Collard, 2009).
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Durante las primeras semanas de vida la concentracion de hemoglobina del RN sano

sufre cambios fisiolégicos (Domellof, 2007), (S. Berglund & Domellof, 2014).

La concentracién de Hb disminuye poco a poco hasta llegar a valores minimos entre
las 8 y 12 semanas de vida (Werner & Stockman, 1983), (Milman, 2011), (Haider et al.,
2013). Tabla 1.

Hemoglobina  Hematocrito Hematies
(g/dL) (%) (g/dL)
Recién nacidos 14-21 45-64 4-5.6
1 mes 11-19 40-60 3,6-5
3 meses 9,5-14,5 31-41 3,1-45
Sl 10,5-14,5 33-41 33-45
>3 meses

Tabla.l. Valores de los parametros del hemograma en funcién de la edad en el lactante.
Adaptado de Behrman RE, Kllegman M, Jenson HB. Ed Nelson. 16 th Ed, Philadelphia: WB. Saunders; 2000.

Las cifras elevadas de hemoglobina y reticulocitos al nacimiento reflejan una
respuesta eritropoyética al medio intrauterino hipdxico.Tras entrar el neonato en un
medio rico en oxigeno al nacimiento, los niveles de eritropoyetina disminuyen
considerablemente con disminucidon notable de reticulocitos y de la actividad
eritropoyética de la medula 6sea (MOE, 1963), (Werner & Stockman, 1983). Ademas, el
RN empieza a producir Hb adulta, por lo que la concentracion de Hb necesaria sera
mas baja. A estos hechos se suma también el acortamiento de la supervivencia de los
eritrocitos en lactantes, que es de 80 a 100 dias. Todo ello conduce a una
considerable redistribucion de hierro desde los eritrocitos catabolizados a los
depdésitos de hierro del lactante. Estas reservas aumentadas del recién nacido son
suficientes para cubrir las necesidades de hierro durante aproximadamente los
primeros 4-6 meses de vida (Beard, 2008), (Ponza et al., 2004), (Collard, 2009),
(Hallberg, 1992), (Desforges & Oski, 1993). A partir de los 4 meses, los requerimientos
de hierro aumentan hasta aproximadamente 0,8 mg/dia debido al rapido crecimiento.
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En el primer afio de vida se triplica el peso al nacer. Asi, durante este periodo de
crecimiento, el lactante aumenta los requerimientos de hierro, ascendiendo a los
12 meses a 11mg/dia (Collard, 2009). Tabla.2

Edad Hierro (mg/d)
Recién nacidos 0,6
4 mes 0,8
6 meses 7
12 meses 11

Tabla.2. Requerimientos de aporte externo de hierro en funcion de la edad.
Adaptada de Keith y cols. 2009

1.2.2. Absorcion intestinal.

La dieta tiene un papel importante en la homeostasis del hierro (Bothwell, Baynes,
MacFarlane, & MacPhail, 1989). Aunque la absorcion puede producirse en cualquier
punto del intestino delgado, es maxima en duodeno (Singh et al., 2006), (Abbaspour et
al., 2014). En general, la absorcién del hierro de los alimentos oscila entre el 5y el 10%
aproximadamente, compensandose con ello las pérdidas diarias. Esta absorcion puede
aumentar hasta el 20-30% en situaciones de deficiencia de hierro, aumento de la
actividad eritropoyética o aumento de las pérdidas (Hurrell & Egli, 2010),
(Singh et al., 2006), (S. Berglund & Domellof, 2014). Respecto a la dieta, la absorcion
del hierro varia con los diferentes alimentos. De tal manera, en los tejidos animales se
encuentra el hierro en forma hemo que se absorbe mejor que el hierro de origen
vegetal 0 no hemo. Asi, la absorcion puede llegar a ser cercana al 20% en el caso de la
carne roja. También se asimila bien, aunque en concentraciones algo inferiores, el
hierro hemo de las aves de corral, pescado y leche. Por otra parte, la absorcion de
hierro no hemo oscila entre el 1,4% y el 7% dependiendo de los vegetales (Singh et al.,
2006), (Abbaspour et al., 2014), (Nancy C Andrews, 2005). En los primeros meses de

vida la alimentacion es fundamentalmente lactea.
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El hierro de la leche materna se absorbe con una alta eficacia. Su biodisponibilidad es
del 50% en comparacion del 4% de las formulas para lactantes (Ayoya et al., 2009),
(Skikne, Lynch, & Cook, 1981), (Butte, Garza, Smith, Wills, & Nichols, 1987),
(Suthutvoravut et al., 2015).Por tanto, aunque la concentracion de hierro en la leche
humana es baja es parcialmente compensada por su elevada biodisponibilidad
(Saarinen & Siimes, 1977).

El hierro procedente de la dieta es absorbido en el enterocito. Una vez en el interior
éste tiene dos posibles destinos: la porcién que no es necesaria para su uso inmediato
es almacenada como ferritina, en el enterocito y eliminada del organismo via fecal al
final de la vida media de estas células, y el resto del hierro es transferido a través de la
membrana basolateral a la transferrina plasmética y distribuido por el organismo
(Nancy C Andrews, 2005),(Nancy C Andrews, 2012),(L6nnerdal & Kelleher, 2009),
(Mills & Davies, 2012),(S. K. Berglund, Westrup, & Domellof, 2015).

El hierro en los alimentos se encuentra fundamentalmente como ién férrico. Para su
Optima absorcibn en la membrana apical debe ser reducido a sulfato ferroso,
labor realizada por la enzima férrica duodenal reductasa (Dcytb), (Walter et al., 1993),
(Skikne et al., 1981). Ya en la célula el hierro es transportado por el
transportador de metal divalente DMT1 (Nancy C Andrews, 2005), (N C Andrews,
1999), (Kuhn, 2015). Posteriormente, para su paso hacia el torrente sanguineo precisa
de la accion coordinada de una ferroxidasa denominada hefaestina, presente en la
membrana celular y mediante la cual, el hierro es oxidado, y de la ferroportina 1,
transportador basolateral, responsable de la excrecion del hierro del enterocito y de su
paso a la circulacion (Nemeth et al., 2004), (Vulpe et al., 1999), (J Arezes & Nemeth,
2015), fig.3.

El hierro procedente del enterocito se une a la proteina transferrina. Cuando la
saturacion de transferrina es maxima aproximadamente del 30%, disminuye la
expresion del receptor de transferrina y el hierro es liberado a la circulacion.

Este hierro libre, toxico, es captado por el hepatocito, ya que puede contribuir a
lesiones celulares por oxidacion. Es por este motivo que la absorcién del hierro debe

estar altamente regulada.
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Fig. 3. Transporte de hierro a través del epitelio intestinal.

Adaptada de New England Journal of Medicine. 1999.

Recientemente se ha descrito un papel clave de dos proteinas, la ferroportina y la
hepcidina, en la regulacion de la absorcion del hierro, y por tanto en su metabolismo.
La ferroportinal, es el mayor exportador de transmembrana de hierro, actla en la
membrana basolateral, a nivel del epitelio intestinal, macréfagos y otras células
captadoras de hierro (Nemeth et al., 2004), (De Domenico, Ward, & Kaplan, 2011). Es
responsable de la transferencia de hierro desde el intestino a la circulacion, e
interviene también en el transporte del hierro a otros 6rganos, principalmente la
placenta, donde el hierro se transfiere de la circulacibn materna al feto (McKie et al.,
2000). La actividad de la ferroportina es controlada por la hepcidina. Esta es un
péptido que actia como regulador central del metabolismo del hierro (Tomas Ganz &
Nemeth, 2012), provocando la internalizacibn y degradacion lisosoma de la
ferroportina (McCranor et al., 2013), (McKie et al., 2000), (Nemeth et al., 2004).
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1.2.3.Excrecion de Hierro.

En condiciones de normalidad las pérdidas de hierro por las vias de excrecion,
heces y orina, son minimas y comparables a la cantidad absorbida (Pietrangelo, 2004).
Las pérdidas de hierro se calculan durante este periodo de la lactancia de 0,15 mg
Fe/dia (Fomon, Nelson, Serfass, & Ziegler, 2005). El equilibrio es estricto y se regula a
través de la capacidad de absorcion intestinal. El hierro eliminado por las heces es
fundamentalmente aquel no absorbido en la dieta y el correspondiente a la ferritina
contenida en los enterocitos descamados (Lieu, Heiskala, Peterson, & Yang),
(Pietrangelo, 2004). Por otra parte, la eliminacién de hierro en la orina es insignificante
en sujetos sanos, debido a que circula unido a proteinas que no se filtran por los
glomérulos renales (Fomon et al., 2005). En determinados estados patolégicos, como
la hemolisis intravascular el sindrome nefrotico, y la hemocromatosis, si se observa una
excrecion urinaria aumentada (Wiltink, van Eijk, Bobeck-Rutsaert, Gerbrandy, &
Leijnse, 1972), (FINCH & FINCH, 1955).

1.3. Peculiaridades del lactante.

El periodo de lactante se extiende desde los 28 dias de vida hasta los 24 meses.
Se trata de un periodo critico y vulnerable de la vida, que se caracteriza por un
acelerado ritmo del crecimiento y de maduracion de los principales sistemas del
organismo (digestivo, neurolégico e inmunitario), asi como por un desarrollo
psicomotor que se expresa en la adquisicion y perfeccionamiento de habilidades y de

las capacidades motoras gruesas y finas.
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1.3.1. Sistema inmunitario del lactante.

Aspectos generales

El sistema inmunitario del RN es inmaduro, sus érganos y su funcion adn no estan
desarrollados completamente (Stiehm ER, .1989).Su desarrollo sera progresivo
durante la lactancia y dependera de la exposicion a estimulos antigénicos. Esta
inmadurez provoca en el recién nacido y el lactante una mayor susceptibilidad para
adquirir infecciones (Chilmonczyk, Levin, McDuffy, & Hayward, 1985). Asi, en este
periodo son frecuentes los procesos infecciosos recurrentes.

El desarrollo del sistema inmunitario humano comienza intradtero durante las primeras
semanas de gestacion. El sistema inmunitario se diferencia en dos, el sistema
inmunitario innato y el sistema inmunitario adquirido. Ambos inician su desarrollo al
mismo tiempo con el desarrollo del sistema hematopoyético en el mesodermo del saco
vitelino a las 3-4 semanas de gestacion, y continda con el desarrollo del timo y de la
medula O6sea, ambos 6rganos son considerados Organos inmunitarios principales
intrautero. El timo esta implicado en el desarrollo de las células T y por tanto de la
inmunidad celular; y la medula 6sea, en el desarrollo de las células B, es decir, de la
inmunidad humoral. (Roitt IM., 1991).

Respuesta inmune innata, es una respuesta no especifica. Estd compuesta por

componentes celulares y humorales, y no mejora tras la exposicibn a un antigeno
especifico. La inmunidad innata incluye la piel y mecanismos de defensa externos,
componentes celulares, (macréfagos, neutrofilos, y monocitos), sistema de

complemento y citocinas. (Basha, Surendran, & Pichichero, 2014). Tabla. 3.
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Barreras

Células Epiteliales Previenen La entrada de microorganismos
Defensinas Destruccion de microorganismos
Células efectoras
Neutrofilos Fagocitosis y destruccion de microorganismos
Macréfagos Fagocitosis y destruccién de microorganismos,

Secrecién de citocinas inflamatorias.

Linfocitos NK Lisis de células infectadas, estimulacién de macrofagos

Proteinas Efectoras Circulantes

Complemento Destruccion y opsonizacion de microorganismos,
Activacion de leucocitos

PCR Opsonizacion de microorganismos,
Activacion del Complemento.
Factores de Coagulacién Tabicacion de tejidos infectados
Citocinas Mediadoras y reguladoras de la respuesta inflamatoria

Tabla.3. Componentes de la inmunidad innata.
Adatado de Inmunologia celular y molecular. Abul K. Abbas.Ed. ELSEIVER 5Ed.2004.
S, Francisco. California.

En cuanto a las deficiencias que presenta el RN y lactante, destacan la inmadurez de
las barreras naturales, la disminucion en el nimero y funcion de neutréfilos, células
Natural Killer (NK), y macréfagos, y una respuesta inflamatoria deficiente, con baja
produccion de citocinas, y un sistema de complemento con niveles inferiores al del
adulto (50%), alcanzandose los niveles normales entre los 6 y 18 meses de vida
(Carding SR, et al, 1991).
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Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adquirida o adaptativa es una respuesta inmunitaria especifica
frente a determinados antigenos. Se compone de células, linfocitos B 'y T y células
presentadoras de antigeno.

En el RN y lactante, esta respuesta esta alterada, observandose una disminucion de la
funcion celular de los linfocitos T y B, aunque el numero total de linfocitos esta
aumentado desde el nacimiento hasta el 5°-6° mes de vida, (Basha et al., 2014).

a. Linfocitos B
Las primeras células B identificables se encuentran en el higado fetal.
La diferenciacion posterior da lugar a células B inmaduras, que sintetizan moléculas de
inmunoglobulinas M (IgM) de superficie completa. Conforme estas células
proliferan, empiezan a producir sobre sus membranas otras clases de
inmunoglobulinas de superficie, entre ellas inmunoglobulinas G y A, asi se diferencian a
linfocitos B maduros, con un amplio repertorio de inmunoglobulinas de superficie
especificas que actian como receptores de antigeno. La interaccion de un antigeno
con estos receptores inicia una segunda fase de proliferacion y diferenciacién, que
conduce al desarrollo de células memoria, asi como células plasmaticas productoras de
anticuerpos. Por cada respuesta a antigeno, se repite la secuencia de IgM o respuesta
aguda inicial y una respuesta de memoria IgG (Kallionpaa et al., 2014).
Hay cinco isotipos de inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE.
La IgG es la Unica inmunoglobulina que atraviesa la placenta. Existe una trasferencia
de la madre al feto desde la semana 20 de gestacion. (Stites, Caldwell, Carr, &
Fudenberg, 1975). Estos anticuerpos transferidos van a proteger al RN y al lactante de
procesos infecciosos durante un periodo critico de inmadurez del sistema inmunitario
(Cunningham-Rundles et al., 2009). Se trata de una inmunidad pasiva humoral, con

transferencia de anticuerpos especificos para determinados antigenos.
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El nifio alcanza los niveles de inmunoglobulinas del adulto entre el afio y los 12 afios
(Yang, Lin, River, & Moawad, 1983), (Hernell, Fewtrell, Georgieff, Krebs, & Lonnerdal,
2015), (Boersma, 1981). Los niveles de IgM e IgA al nacimiento son minimos.
Es por ello que las concentraciones de IgA, IgM, e IgG en la infancia han de
interpretarse en funcion de la edad del nifio (Hayward, 1973). Tabla.4. En la figura 5 se

muestran los niveles de inmunoglobulinas de la etapa intradtero a la postnatal.

IgG (mg/dL) IgM (mg/dL) IgA (mg/dL)

1-3 meses 430 30 21
4-6 meses 427 43 28
7-12 meses 661 54 37

Tabla.4. Niveles de Inmunoglobulinas (mg/dl) basados en la edad cronolégica.
Valores de referencia del laboratorio Hospital Sant Joan de Déu.
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Fig.4. Desarrollo de las inmunoglobulinas.hasta la edad adulta Cifra media de Ig en mg/dl.
Adaptada de Garcia Martinez JM, Santos-Diez L, Dopazo L
Diagnéstico de las inmunodeficiencias primarias. Protoc diagn pediatr. 2013; 1:81-92

41



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

La concentracion total de inmunoglobulinas en el lactante esta determinada por el
volumen de IgG materna transferida a través de la placenta, por el catabolismo de esta
lgG, y por la produccién de IgM, IgA e IgG del propio lactante. Figura. 4. Es frecuente
objetivar entre los 2 y 4 meses una hipogammaglobulinemia transitoria por pérdida de
la IgG materna trasferida, antes de contar con la produccién adecuada de IgG propia
(Yang et al., 1983).

La formacion de anticuerpos especificos del lactante va a depender de la exposicion a
antigenos, la funcion de las células T presentadoras de antigeno y la maduracion de
células B. (Stites et al., 1975), (Adinolfi & Lessof, 1972). La Inmunoglobulina M (IgM),
son anticuerpos de fase aguda como respuesta a la infeccion. Las respuestas de IgM
son breves y mas intensas. Se trata de una respuesta de anticuerpos primaria, en
cuanto que en un segundo contacto o respuesta secundaria, predomina la respuesta
IgG a largo plazo (Boersma, 1981), (Finocchi et al., 2002). Aun asi, el tipo de
inmunoglobulina producida también depende de la edad y del tipo de antigeno. En el
recién nacido predominan las respuestas IgM. Ademés, no hay respuesta
practicamente a antigenos polisacaridos hasta alrededor de los dos afios de edad
(Sorensen & Moore, 1994)

b. Linfocitos T

En los lactantes, los linfocitos T colaboradores (ThO), encargados de coordinar la
respuesta inicial frente a patégenos, tienen durante este periodo una respuesta
predominantemente Th2 (Basha et al., 2014).El balance de células T colaboradoras
(Thl/ Th2) cambia a lo largo de la vida, como se observa en la figura 5. La respuesta
Tyl esta vinculada a la defensa frente a microrganismos y a una respuesta
inflamatoria, de tal manera que los linfocitos Thl segregan fundamentalmente
citocinas inflamatorias, como el interferon gamma (INF-y), la interleucina 1( IL-1),
interleucina 2 (IL-2), y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). A diferencia de los
Thl, los Th2 segregan principalmente interleucina 4 (IL-4), que estimula la secrecion de
inmunoglobulina E (Ig-E), e intelerleucina 5 (IL-5), que activa los eosinofilos, por lo que
tienen un papel primordial en las reacciones alérgicas y en la defensa frente a

parasitos.
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Durante el embarazo y los primeros meses de vida predomina el paradigma Th2. La
disminucion de la respuesta Thl durante la gestaciéon tiene como objetivo proteger al
feto y asegurar su desarrollo intrautero (Calder et al., 2006), (Basha et al., 2014).
Al nacimiento continta un predominio Ty2 y no es hasta los 12 meses de vida que se
adquiere la respuesta Thl predominante, siendo la exposicion a patdgenos del
lactante la responsable del cambio hacia una respuesta Tyl. Al igual que los linfocitos
B, las células Thlcitotoxicas, tienen una funcion deficiente en el RN con una baja
produccion de INF-y (Basha et al., 2014).
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Fig.5. Grafica que muestra los valores en la funciébn Thl/ Th2 al nacimiento y al afio de vida.
Adaptada de Bellanti.Immunology IV. 2012; Ed Care Press. Bethesda, Marland.

c. Citocinas en la respuesta inmunitaria

Las citocinas o interleucinas son proteinas secretadas por las células de la inmunidad
innata y adaptativa y que median muchas de sus funciones. Se secretan en respuesta
a la invasion de microorganismos y antigenos estimulando distintas respuestas
inmuno-moduladoras e inflamatorias celulares. Asi las citocinas estimulan el
crecimiento y diferenciacion de linfocitos, activan diferentes células efectoras para
eliminar los microorganismos y otros antigenos y estimulan el desarrollo de las células
hematopoyéticas. (Rivera & Ganz, 2009), (Hubler, Peterson, & Hasty, 2015).
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La sintesis de citocinas es transitoria, su produccion en muchas ocasiones esta
controlada por la liberacion proteolitica de un producto activo que estimula el
mecanismo de transcripcion. Una vez sintetizadas se liberan de forma brusca cuando
son necesarias. Su accion puede ser local o sistémica con funcion autocrina, paracrina
0 endocrina. Las citocinas Inician sus acciones, al unirse a los receptores especificos

en las células diana.

La respuesta celular a la mayoria de las citocinas consiste en cambios en la expresion
de genes en las células diana, que dan lugar a la expresion de nuevas funciones y a
veces a la proliferacién de las células diana. Muchos de los cambios en la expresion
génica provocan una diferenciacion de linfocitos T y B y una activacion de células
efectoras, como los macrofagos. (Guida et al., 2015), (Biesma, Van de Wiel, Beguin,
Kraaijenhagen, & Marx, 1995). Asi, las citocinas estimulan el cambio de isotipo de
anticuerpos en los linfocitos B y la diferenciacion de los linfocitos T cooperadores Th 0
a las subpoblaciones Thl y Th2 (Basha et al.,, 2014) fig.6. Ademas, las citocinas
influyen a menudo en la sintesis y acciones de otras citocinas (Michels, Nemeth, Ganz,
& Mehrad, 2015).

Para facilitar su analisis la citocinas pueden agruparse segun su funciéon en tres
categorias principales: los mediadores y reguladores de la inmunidad innata,
mediadores y reguladores de la inmunidad adaptativa y estimuladores de la hematopo-
yesis.En la tabla 5, se muestra las principales citocinas que participan en la

inmunidad innata y adaptativa, junto a sus fuentes celulares primarias.
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Caracteristica

Inmunidad Innata

Inmunidad Adaptativa

Citocina

TNF-aq, IL-1, IL-6, IL-10,IL-12 INF-y

IL-2, IL-4, IL-5, INF-y

Principal
Fuente celular

Linfocitos NK, macréfagos.

Linfocitos T

Funciones
Fisiologicas

e inflamacién

Mediadores de la inmunidad innata

Inmunidad adaptativa,
diferenciacion de linfocitos y
activacion macroéfagos.

Tabla.5. Comparacion de las caracteristicas de las citocinas de la inmunida innata y adaptativa

NK. Celula Natural Killer. Adaptada de Cellular and molecular immunology. Ed52. Elseiver. Espafia.2004
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Fig. 6. Desarrollo de las subpoblaciones Thl y Th2. Las citocinas producidas en la respuesta inmunitaria innata o en
las primeras fases de la respuesta adaptativa influyen en la diferenciacién de Linf. T CD4" a linfocitos Th1y Th2. Los
macréfagos activados inducen desarrollo Thl a través via dependiente STAT 4. La IL4 favorece la la induccién de
Th a través via dependiente STAT 6 STAT. Transmisor de sefiales y activador de transcripciéon en respuesta a la

unién de citocinas con sus receptores. Tomado de Immunology IV. Bellanti. Ed | Care 2012 Washington.
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En relacion a las citocinas que median y regulan la inmunidad innata, se encuentran la
IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, e INF-y (Basha et al.,, 2014). Estas citocinas, y
fundamentalmente IL-1e IL-12, son responsables de la respuesta inflamatoria aguda.
(Mantovani et al., 2003). Figura 7.

-Interleucina-1. (IL-1). Es el nombre que se utiliza para denominar a dos péptidos de

17KD, Existen dos formas, IL-lalfa e IL-1 beta que, aunque tienen poca homologia en
su secuencia de aminoacidos, comparten el mismo receptor y ejercen efectos
biologicos similares (Garlanda, Dinarello, & Mantovani, 2013). Es producida por
monocitos y macrofagos. Los productos de la pared celular bacteriana entre ellos los
lipopolisacéaridos (LPS), son un estimulo potentes para la produccién de IL-1(Tsutsui,
Cai, & Hayashi, 2015). La IL-1 posee efectos proinflamatorios debido a que induce la
liberacién de histamina por los mastocitos, generando vasodilatacion y aumento de la
permeabilidad vascular. Es el principal pirégeno endégeno, induciendo fiebre a través
de la produccion de prostaglandinas. También promueve la sintesis de proteinas de
fase aguda por los hepatocitos y actla sobre el sistema nervioso central, induciendo
suefio y cansancio, tipicamente asociados con los procesos infecciosos (Tsutsui et al.,
2015).

-Interleucina-6. (IL-6). Es una glicoproteina de 16 a 21 KD producida por una amplia

variedad de células (macréfagos, monocitos, células endoteliales, fibroblastos, linfocitos
T y células del estroma de la médula 6sea.) tras la exposicion a compuestos
inflamatorias (LPS, TNF e IL-1) induce la sintesis de proteinas de fase aguda en los
hepatocitos, sobre todo de fibrinogeno. Tiene por tanto efectos inflamatorios,
(McCranor et al., 2013), (Qian et al., 2014).

-Interleucina-10 (IL-10). Es producida mayoritariamente por linfocitos del tipo Th2.

Es la citocina inmunosupresora por excelencia, inhibe la sintesis de muchas otras
citocinas, entre las que se encuentran el IFN-y, TNF-q, IL-2 e IL-12 (Aydin, Aydin, &
Agilli).

-Interleucina-12 (IL-12). Es esencial para iniciar la secuencia de respuesta inmunitaria

innata de macrofagos y linfocitos NK, estimula la diferenciacién de linfocitos Th 0 a Th1,
constituyendo un nexo importante entre la inmunidad innata y adaptativa

(Fieschi & Casanova, 2003), (Zhang et al., 2003).
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-Factor_de Necrosis Tumoral (TNF), fue descrito inicialmente por su capacidad de

causar necrosis en algunos tumores, pero con posterioridad, gano protagonismo por
las numerosas funciones que ejercen sobre la respuesta inmune. Es un péptido de 17
KD sintetizado y secretado por monocitos y macréfagos tras estimulacion mediante
endotoxina, tales como el LPS (Aggarwal, 2003). Se han descrito dos moléculas
estrechamente relacionadas, el TNF-a- y el TNF-B, con elevada homologia en su
secuencia de aminoacidos. Activan otras citocinas como la IL-1, IL-6, y el interferén
(Mantovani et al., 2003). EI TNF actda a nivel hepatico aumentando la sintesis de
proteinas de fase aguda y junto a IL-1 e IL-6, constituye la respuesta de fase aguda
frente a estimulos inflamatorios (Machado et al., 2014). EI TNF causa fiebre, anorexia,
aumento de la permeabilidad capilar, coagulacién intravascular diseminada y
neutropenia. Se considera la principal citocina responsable del shock séptico
(Simonsen, Anderson-Berry, Delair, & Davies, 2014), (Machado et al., 2014).

-Interferén-gamma. (IEN-Y). Es producido por linfocitos Thl, citotéxicos y por células

NK. Ademas de su efecto antiviral posee una importante actividad inmunomoduladora,
de tal manera que incrementa la expresiéon de complejo mayor de histocompatibilidad
(HLA) de clase | y I, facilitando la funcion presentadora de antigeno y ademas
activando a macréfagos e incrementando su capacidad de defensa contra las
infecciones. También se sabe que actla de forma autocrina sobre las propias células
NK que lo producen, aumentando su actividad citolitica y, como consecuencia,
incrementando su efecto antitumoral. Ademas inhibe la proliferacién de linfocitos Th2,
de manera que su presencia durante la estimulacion antigénica induce Ila
diferenciacion de linfocitos T hacia células efectoras tipo Tyl favoreciendo, por lo
tanto, el desarrollo de la respuesta inflamatoria (Sundstrom et al.), (Cleary et al., 2003).

Entre las citocinas que median la inmunidad adaptativa destaca IL-2, IL-4 e INF-y.
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-Interleucina-2 (IL-2). Es secretada por linfocitos colaboradores y citotdxicos activados

en respuesta a estimulos antigénicos. Aunqgue inicialmente se describié como factor de
crecimiento de células T, ya que es el principal agente que controla su proliferacion,
hoy en dia se conoce que también es un factor estimulador del crecimiento de
linfocitos B y células NK. Y que promueve la actividad citotoxica mediada por estas
células. También regula la respuesta inmunitaria, e interviene en la reaccion
inflamatoria estimulando la sintesis de INF, e induciendo la liberacién de IL-1, y TNF.
Asi mismo, es necesaria para el establecimiento de la memoria inmunitaria celular, asi
como, para el reconocimiento de antigenos (Galan, Thibault, Preziosi, & Hercberg).

-Interleucina-4 (IL-4): Es producida por linfocitos Th2, mastocitos, basdfilos, y células

del estroma de la médula 6ésea. Promueve la diferenciacion de linfocitos T hacia célu-
las de tipo Th2, inhibiendo la generacion de células Thl, por tanto promueve el desa-
rrollo de la respuesta inmune humoral facilitando el crecimiento y diferenciacion de lin-
focitos B y produciendo el cambio isotipico hacia IgE, por lo que esta citocina se ha re-
lacionado con el desarrollo de procesos alérgicos (Basha et al., 2014).
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Fig.7. Funciones de las citocinas en la inmunidad innata frente a microorganismos.
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Cabe destacar que el sistema inmunolégico del lactante tiene la particularidad de
aprender a convivir con una estimulacion antigénica continua, compleja y cuantiosa,

partiendo de una inmadurez tanto del sistema inmunitario innato como del adaptativo.

1.3.2. Alimentacion durante el primer afio de vida

El periodo de lactancia es una etapa de desarrollo constante y de rapido crecimiento, lo
gue conlleva un aumento importante en los requerimientos nutricionales. Por tanto, es
una etapa critica, ya que déficits nutricionales pueden comprometer el correcto
crecimiento y desarrollo del lactante.

Lactancia materna

Se denomina asi a la alimentacion del lactante con leche materna. La lactancia
materna (LM), es un alimento Unico e insustituible (Butte et al., 1987), (WHO 2009).

La LM exclusiva durante los primeros seis meses de vida ofrece muchos beneficios
tanto para el nifio como para la madre, ayuda a establecer el vinculo afectivo
materno-filial, y desempefia un doble papel Gnico y exclusivo. Por un lado contiene
todos los nutrientes necesarios como sustrato de energia para asegurar un correcto
desarrollo del lactante, y por otro consta de nutrientes funcionales y factores bioactivos
que ayudan al desarrollo del sistema inmune y maduracién intestinal (Wagner,
Anderson, & Pittard, 1996), (Wagner et al., 1996).

Asi, la leche humana es catalogada, en base a la evidencia clinica, como el alimento
idéneo en los primeros meses de vida (Butte et al., 1987), (Cunningham-Rundles et al.,
2009), (WHO 2009).

Componentes nutricionales de la lactancia materna

La LM es un liquido corporal dinAmico, es decir, su composicion varia a lo largo de la
toma, del dia y del momento del desarrollo del lactante, de tal manera que la leche
aporta los nutrientes y componentes especificos necesarios en cada etapa.

Se distinguen tres tipos de leche materna segin su composicion: calostro, leche de

transicion y leche madura (Axelsson & Raiha, 1992).
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o Calostro: se produce en los primeros 4-6 dias. Tiene mayor cantidad de
proteinas, de las que predomina la inmunoglobulina A secretora (slgA) (97%),
seguida de lactoferrina. También contiene, vitaminas liposolubles, factor de
crecimiento, lactobacilos, oligosacaridos, sodio y zinc. En concentraciones menores
se encuentran grasas, lactosa y vitaminas hidrosolubles (Lénnerdal, 1997), (Critch,
2014). Su principal funcién es proporcionar las sustancias necesarias para el creci-
miento, maduracion del aparato digestivo y proteccion inmunitaria (W. A. Walker,
2004).

. Leche de transicion: se inicia tras el calostro y dura 5-10 dias. Tiene una
composicion intermedia entre el calostro y la leche madura. La cantidad de
inmunoglobulinas, proteinas y vitaminas liposolubles es menor que en el calostro y
hay un aumento del colesterol, fosfolipidos, y vitaminas hidrosolubles. También
contiene mayor concentracion en lactosa (Wagner et al., 1996).

« Leche madura: comienza su produccion a partir del dia 15 postparto. Tiene un
perfil estable de sus diferentes componentes (Dewey, 2001). El 80% del total es agua
Sus principales componentes son:

Hidratos de carbono: el contenido total es de 7g/dL, constituyendo el 40-50% del

aporte caldrico total. La lactosa es el principal hidrato de carbono (90%), contiene
también galactosa, fructosa y glucosamina (Andreas, Kampmann, & Mehring
Le-Doare, 2015).

Acidos grasos: el contenido lipidico de la leche humana es de 4-4,5 g/dL, Aporta el

50 % del contenido calorico y practicamente el 99% son triglicéridos.

Proteinas: su contenido en la LM es de 0,8 a 3,5 g/dL (Butte 1984), lo que representa
aproximadamente el 5% de la ingesta calo6rica. Se diferencian en dos categorias:
proteinas del suero y caseinas. Las principales proteinas de la leche humana son del
suero, que representa el 60-65% del total proteico. Su principal componente es la
a lactoalbumina, siguiéndole la lactoferrina. Destaca la ausencia de (3 lactoalbumina,
gue predomina en la leche de vaca (Andreas et al., 2015), (Axelsson & Raiha, 1992).

El grupo de caseinas constituyen el 20 a 40% de la proteina total (Stam, Sauer, &
Boehm, 2013). Las caseinas contribuyen al transporte de calcio, fosforo y aminoacidos

(Garofalo & Goldman, 1998). En los primeros diez dias postparto la leche humana
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tiene una relacion proteinas suero-caseina de 90/10, cambia a 60/40 hacia los 8 meses
y se mantiene en 50/50 hasta el final (Garofalo & Goldman, 1998).
También se hallan aminoacidos, laminoazulcares y péptidos.

Oligoelementos, minerales y vitaminas: las vitaminas hidrosolubles y liposolubles

estan presentes en cantidad suficiente en la leche materna, con la excepciéon de la
vitamina D y la vitamina K (Lénnerdal, 1997)

En cuanto a los minerales, el hierro esta presente en concentraciones muy bajas en la
leche humana (0,2 a 0,4 mg/L). Se podria decir que la leche materna es una fuente
relativamente inadecuada de hierro. Sin embargo, el hierro que proviene de la leche
materna se absorbe con una alta eficacia. Su biodisponibilidad es del 50% en
comparacién con el 4% de las formulas para lactantes y el 10% en la leche de vaca
(Finkelstein, O’Brien, Abrams, & Zavaleta, 2013). Por tanto, aunque la concentracion de
hierro en la leche humana es baja estd compensada por su elevada
disponibilidad (Griffin & Abrams, 2001).

En la leche materna también estan presentes el acido félico, la vitamina B 12, y el cinc,
asi como el selenio, flior y magnesio (Rodriguez-Palmero, Koletzko, Kunz, & Jensen,
1999), (A S Goldman & Garza, 1987).

Componentes funcionales de la lactancia materna.

Aspectos inmunoldgicos.

La complejidad y la naturaleza dinamica de la LM estdn en sintonia con las
necesidades del lactante, y tiene importantes implicaciones en el desarrollo del
sistema inmunitario con un papel fundamental de sus componentes funcionales.

Los oligosacaridos y los acidos grasos poli-insaturados se comportan como
sustancias protectoras en la leche materna. Ambos estimulan la proliferacion de
bacterias colonizantes necesaria para activar el sistema inmunologico del RN.
(Armond S Goldman, 2007), (Rodriguez-Palmero et al., 1999).

Las proteinas del suero, entre ellas la lactoferrina y la slgA forman parte de la

respuesta inmunitaria de la leche humana.
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La IgAs funcionalmente, brinda proteccion inmunoldgica al evitar la adherencia de
microrganismos a las superficies mucosas del aparato respiratorio y digestivo
(W. A. Walker, 2004), (Armond S Goldman, 2007). La leche materna contiene sIgA
especifica frente a baterias entéricas y respiratorias. Varios investigadores han
demostrado que la capacidad antigénica de la IgAs depende de la exposicion
antigénica de la madre (Wagner et al., 1996), (Armond S Goldman, 2007). También se
identifican pequefias cantidades de IgG e IgM en LM (Chirico, Marzollo, Cortinovis,
Fonte, & Gasparoni, 2008).

-Las células transferidas a través de la LM al RN, son linfocitos T y B,
fundamentalmente linfocitos T (80%), también se transfieren células Natural Killer (NK),
macrofagos y neutréfilos. Estas células aportan una proteccion activa con un
importante papel en el sistema inmune inmaduro del RN (Garofalo & Goldman, 1998),
(Armond S Goldman, 2007), (Calder et al., 2006), (Chirico et al., 2008).

-Citocinas La leche materna contiene tanto citocinas Ty2, como IL-4, IL-5, e IL-13,
como citocinas proinflamatorias IL-13, IL-6, IL-8 y TNF-a (Garofalo & Goldman, 1998).
-Hormonas: en la leche humana se han encontrado factores de crecimiento, entre ellos
los factores epidérmico de crecimiento (EGF) y transformante de crecimiento alfa y beta
(TGF-a y TGF-B), (Garofalo & Goldman, 1998). Estos factores contribuyen a la
maduracion de la mucosa gastrointestinal, lo que dificultara la penetracién de antigenos
(W. A. Walker, 2004). Ademas TGFp-1 modifica directamente la inmunidad y la
inflamacion al suprimir la proliferacion y al modular las actividades de los leucocitos.
Ademas TGFp inhibe la sintesis de citocinas IL-1, IL-6 y TNF e induce la produccion del
antagonista del receptor IL-1 (IL1- R a), (Calder et al., 2006).

-Receptores de citocinas y antagonistas

La LM contiene agentes antinflamatorios potentes como IL1-Ra, con niveles mas
elevados a los detectados en suero. También contiene cantidades notables de
receptores | y Il de TNF-a soluble (STNFa, RI RIl) (12). Se ha demostrado que IL-1 Ra
compite normalmente con IL-1a e IL-2b por la union a receptores (Wagner et al., 1996),
(Andreas et al., 2015).
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En resumen, el RN puede compensar su deficiencia inmunoldgica con la LM, la cual le
aporta diferentes factores inmunitarios especificos e inespecificos.

En la literatura queda ampliamente demostrado el efecto beneficioso de proteccion
inmunitaria de la LM. (Kramer & Kakuma, 2012), (Quigley & McGuire, 2014),
(WHO, 2002).La LM es el alimento idéneo para el lactante, no hay por el momento
ningun preparado nutritivo que cubra todos los aspectos beneficiosos de la LM
(WHO, 2007).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recomienda la alimentacion
exclusivamente con leche materna desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad, y
siempre que sea posible mantener la lactancia natural hasta que el nifio cumpla los
2 anos (Kramer & Kakuma, 2012), (WHO, 2012).

Lactancia artificial.

Las formulas adaptadas son férmulas preparadas a partir de la leche de vaca,
modificando, especialmente su contenido en proteinas y minerales (hierro y calcio),
(Yip, 1994). Se recomiendan en aquellos casos en los que la LM es imposible o
insuficiente. Fueron desarrolladas con el objetivo de reducir el extendido uso de la
leche de vaca en los primeros meses de vida. En el afio 1970 se observé que la
alimentaciéon con LM raramente era continuada mas alla de los 6 meses de vida, vy el
uso de la leche de vaca en el primer afio de vida inapropiado, ya que producia un
desequilibrio nutricional, con una ingesta excesiva de proteinas y acidos grasos
saturados y una insuficiente ingesta de hierro, cinc y acidos grasos polinsaturados
(D. A. Cook, 1989), (Ziegler, 1990), (Abrams, 2015), (L6énnerdal, 1997). La introduccion
de leche de vaca durante el primer afio de vida contribuia de forma importante al
desarrollo de anemia ferropénica (Thorisdottir, Thorsdottir, & Palsson, 2011).
Actualmente las formulas adaptadas tienen una composicion estandarizada y
controlada siguiendo las recomendaciones de los diferentes organismos
internacionales como la ESGHAN (European Society for Paediatric Gastroenterology
Hepatology and Nutrition), la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) y UNICEF
(United Nations International Children's Emergency Fund), con el fin de asegurar una
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correcta nutricion y asi asegurar un correcto desarrollo del lactante (Domellof et al.,
2014).Se diferencias dos tipos de formulas adaptadas: las denominadas de inicio,
recomendadas para la alimentacion del recién nacido hasta los 6 meses de vida
siempre que la LM no sea posible, y las de continuacion a partir de los 6 meses de
vida. La composicion es diferente para los distintos nutrientes y se adapta a los
requerimientos del nifio tomando como referencia la leche materna. Existe
controversia respecto a la concentracion de hierro necesaria para cubrir las
necesidades del lactante. Asi, hay autores que recomienda una cantidad minima de
hierro, en base a la baja concentracion de hierro de la LM, y otros que abogan por un
aporte mayor, tomando como referencia los requerimientos de hierro en esta etapa
(Calder et al., 2006), (Baker & Greer, 2010), (Domell6f et al., 2014).

La realidad es que en paises industrializados, la prevalencia de ferropenia y de anemia
ferropénica es baja en los primeros 6 meses de vida. La evidencia, resultado de los
estudios de intervencion realizados de 0-6 meses con suplementacion de hierro frente
a placebo, demuestra un aumento de ferritina sérica a los 6 meses, sin diferencias
significativas respecto a la incidencia de anemia ferropenica (Tuthill et al., 2002),
(Schroth, Levi, Kliewer, Friel, & Moffatt, 2013), (Qasem, Fenton, & Friel, 2015),
(Hernell et al., 2015).La mayoria de leches de continuacién en el mercado europeo
tienen una concentracion de hierro entre 4-8 mg/L. La ESGHAN, recomienda el enri-
guecimiento con hierro de las formulas de inicio en el limite bajo (2-8,5 mg/L),
(S. Berglund & Domell6f, 2014). A partir de los 6 meses hay un aumento de los
requerimientos de hierro y una disminucion importante del hierro de la reserva
neonatal. Por tanto, es necesario un aporte mayor de hierro y es por eso que se
recomienda la alimentacion con una férmula de continuacién con un mayor contenido
en hierro. Son varios los autores que demuestran una disminucién de la incidencia de
ferropenia a los 12 meses tras la alimentacion con férmulas altamente enriquecidas de
hierro frente a placebo o férmulas con menor contenido de hierro (Stevens, 1998),
(Walter et al., 1993), (Moya-Alvarez et al., 2015), (Daly et al., 1996). En base a esta
evidencia, las directivas europeas recomiendan el enriquecimiento de las férmulas de

continuaciéon con 3,6 a 14 mg/dl (European commission Directive 2006/141/EC on
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infant formulae and folow on formulae. Official J Eur Union 2006 (401):1-33.
Recientemente un comité de expertos recomendo6 valores més altos de la cantidad
minima de hierro, de 6,6 a 13,3 mg/dL (Suthutvoravut et al., 2015), aunque esta
recomendacion no varia la practica habitual, ya que la mayoria de leches de continua-
cion en el mercado europeo contienen una concentracion de hierro entre 10-12 mg/L.
Sin embargo, actualmente no hay evidencia de la concentracion de hierro correcta con
la que suplementar las férmulas adaptadas de continuacion. Tampoco se tiene
evidencia de que la fortificacion con dosis altas sea perjudicial. Las recomendaciones
actuales son la suplementacion con hierro de forma universal, aunque la evidencia no
muestra beneficios claros en la salud de poblaciones con baja prevalencia de AF
(S. Berglund & Domellof, 2014).

Alimentacion complementaria

Alimentacion complementaria, alimentacion adicional y alimentos beikost, son términos
sinbnimos que hacen referencia a los alimentos que recibe un lactante durante el
primer afio de vida, distintos a LM y a la formula adaptada (LA). No hay suficiente
evidencia cientifica del momento en que deben introducirse la alimentacion
complementaria. Por lo general, hay consenso en que no debe introducirse antes de los
4 meses de vida y que no debe retrasarse mas alla de los 6 meses de vida, ya que
exclusivamente con leche el lactante no puede ingerir la cantidad suficiente de
vitaminas, oligoelementos y minerales para cubrir las necesidades energéticas.

La OMS, recomienda iniciar la alimentacion complementaria entre los 4-6 meses con
pequeias cantidades de alimentos, y aumentarlas gradualmente a medida que el nifio
va creciendo (WHO. 2002), La ESGHAN recomienda la alimentacibn complementaria
enriquecida con hierro a partir de los 6 meses de vida (Kramer & Kakuma, 2012),
(Domellof et al., 2014).
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1.4. Requlacion del metabolismo del hierro.

El mantenimiento de la homeostasis del hierro es esencial para el organismo.
(Lash & Saleem), (Lieu, Heiskala, Peterson, & Yang), (Eisenstein & Blemings, 1998).
En los dltimos afios se ha avanzado mucho en este campo, es una regulacién
compleja, aunque en la actualidad simplificando esquemas, es posible decir que el
metabolismo del hierro es regulado fundamentalmente por dos proteinas: ferroportina
y hepcidina (fig. 10), (Pigeon et al., 2001), (Nemeth et al., 2004), (Houamel et al.,
2015).

La reciente identificacion y aislamiento de estas dos proteinas ha llevado
inevitablemente a la modificacibn de los modelos clasicos de regulacion de la
homeostasis de este mineral, con la descripcion de un papel relevante de
determinadas citocinas, estrechandose asi la relacion entre sistema inmunitario y el

metabolismo de hierro.

1.4.1. Hepcidina
La Hepcidina es una proteina que inhibe tanto la absorcion de hierro como su

liberacion de los macréfagos (Tomas Ganz, 2005), (Tomas Ganz & Nemeth, 2012),
(Tomas Ganz, 2013). La hepcidina ejerce su funcion ligada a la ferroportina 1 de la
membrana basolateral del enterocito. Asi, la hepcidina limita la disponibilidad de hierro
mediante la internalizacion y degradacion de la ferroportina 1 (Nemeth et al., 2004),
(Ganz & Nemeth, 2011). Actualmente, la hepcidina es considerada el regulador central
del metabolismo del hierro (Ganz, 2012), (Nemeth & Ganz, 2009), (Kim & Nemeth,
2015), siendo el eje hepcidina-ferroportina la pieza primordial de la homeostasis de
este mineral (Arezes et al., 2015).

La hepcidina es codificada por el gen HAMP localizado en el cromosoma 19. Este gen
codifica un pro-péptido de 84 aminoacidos del que por accion enzimatica derivan las
formas con 20, 22 y 25 aminoéacidos, siendo la forma bioactiva el péptido de 25
aminoacidos estabilizado por cuatro puentes disulfuros (fig.9), (Park, Valore, Waring, &
Ganz, 2001), (Muckenthaler, Galy, & Hentze, 2008). Es producida en el higado,

circula por el plasma y es excretada por la orina.
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Fig.8. Modelo de estructura de la hepcidina El patrén de puentes di sulfuro se representa
en color azul, la secuencia aminoacidica mediante amarillo. Tomado de: Ganz T
(Blood 2003; 102:783-8).

La Hepcidina fue descrita por primera vez, y practicamente al mismo tiempo, por dos
grupos de investigadores independientes. Krause et al. en el aflo 2000, la identificaron
en orina y plasma en la busqueda de péptidos antimicrobianos y la denominaron por
sus siglas en inglés LEAP-1 (liver exptesed antimicrobial peptide 1,), (Krause et al.,
2000). El grupo de Ganz descubrié este péptido asociado con la inflamacién y lo
llamaron *“hepcidina”, tras observar que era producido en higado (“hep-) y que
parecia tener propiedades bactericidas (“-cidina”), (Park, Valore, Waring, & Ganz,
2001).Posteriormente, la hepcidina fue relacionada con el metabolismo del hierro
(Nicolas, Kahn, & Vaulont, 2003) y con el desarrollo de enfermedades genéticas como
la hemocromatosis juvenil (Park, Valore, Waring, & Ganz, 2001), (Pigeon et al., 2001).
Ambas proteinas, hepcidina y hemojuvelina, son muy importantes en la homeostasis
del hierro (Sun, Vaja, Babitt, & Lin, 2012), (Roetto et al.,, 2003). En la actualidad, la
hepcidina se considerada la piedra angular en la regulacion del metabolismo del hierro
(Rishi et al., 2015). Actia como regulador negativo de las reservas de hierro, limitando
la cantidad de este mineral mediante la inhibicion de la ferroportina, con su

internalizacion en la célula y degradacion en los lisosomas (T.Ganz, 2006).
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Fig. 9 Esquema de la regulacién del metabolismo del hierro bajo el estimulo
Inflamatorio. Tomado de Blood Res 2013; 48:11

En términos simples, la hepcidina, actia controlando la absorcion intestinal y la
reutilizacién del hierro por SRE. Asi, un aumento de hepcidina produce disminucién de
hierro sérico, mediante la inhibicion de la absorcién intestinal del hierro y el secuestro
de hierro por el SER. (T. Ganz, 2006), (Tomas Ganz & Nemeth, 2015), mientras que la
disminucion de hepcidina provoca el efecto contrario, aumento de la absorcion de
hierro y liberacion de éste desde los macréfagos (Rishi et al.,, 2015). Fig. 9. La
concentracion de hepcidina fluctda en respuesta a las necesidades de hierro del orga-
nismo. Fundamentalmente los niveles de hepcidina varian en funcién de cinco factores:
las reservas de hierro sérico, la actividad eritropoyética, la concetracion de
hemoglobina, la hipoxia, y la presencia de citocinas Inflamatorias (fig.9). Alguno de
estos factores pueden actuar conjuntamente y en ocasiones estan interrelacionados
(McKie et al., 2000), (Nancy C Andrews, 2004).
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1.4.2. Células implicadas en la regulacion del metabolismo del hierro

Las células principales que determinan el contenido de hierro en el organismo son: los
enterocitos del duodeno (participan en la absorcidbn de hierro), los precursores
eritroides (utilizan el hierro), los macrofagos del SRE (almacenan y reciclan el hierro) y
los hepatocitos (actian como reserva de hierro y en la regulaciéon hormonal), (Fleming
& Bacon, 2005), (Fleming & Ponka, 2012). Cada una de estas células tiene un papel
primordial en la homeostasis del hierro (Fig.10). Los precursores eritroides son los
mayores utilizadores de hierro. Estas células expresan altas concentraciones de
receptor de transferrina. Los macréfagos representan el mayor compartimento
dinamico de hierro. Obtienen hierro procedente de la fagocitosis de eritrocitos
senescentes y, tras la liberacion del grupo Hem, es almacenado como ferritina o
liberado a la circulacion (Tomas Ganz, 2013). Tanto los macréfagos como los

hepatocitos son una importante reserva de hierro (Loréal et al., 2014).
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Fig.10. Células implicadas en la homeostasis del hierro.
Tomada de N Engl J Med 2004; 350, (23) 2384.

59



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

1.4.3. Alteraciones del metabolismo del Hierro.

Las alteraciones en el metabolismo del hierro, tanto por defecto como por exceso, son
enfermedades muy prevalentes (Bonkovsky, 1991), (Hercberg, Preziosi, & Galan,
2001),(Mufioz et al., 2009). Algunas tienen su origen en una deficiencia, ocasionada
por un desequilibrio entre el aporte y las pérdidas y/o necesidades, mientras que otras
se producen por una sobrecarga, como consecuencia del aumento del aporte
(por ejemplo, por transfusiones sanguineas repetidas) o debido a una alteracién en la
absorcion de hierro (Pietrangelo, 2004). Por tanto, la alteracion del balance de hierro
en el organismo puede tener dos consecuencias diferentes segun el balance sea
negativo o positivo. Si es negativo, disminuyen las reservas de hierro y el hierro sérico,
dando lugar a un estado de ferropenia y alteracion en la sintesis de hemoglobina,
ocasionando una anemia microcitica e hipocroma. Si es positivo aparecen signos de
intoxicacion y lesiones parenquimatosas por sobrecarga, como en el caso de la
hemocromatosis (Bridle et al., 2003), (Nancy C Andrews, 2012).

En el adulto se ha observado que muchas de las alteraciones en el metabolismo del
hierro se deben a modificaciones en la produccién de hepcidina (Ganz & Nemeth,
2011), (Nancy C Andrews, 2012). Asi, la anemia de enfermedades cronicas es un
proceso multifactorial que puede explicarse claramente por el aumento de la
producciéon de hepcidina en respuesta a un proceso inflamatorio con produccién de
citocinas pro-inflamatorias. Mientras que en la hemocromatosis existe una disminucion
de la produccion de hepcidina como resultado de alteraciones genéticas con un

incremento de la absorcion de hierro (fig.11).
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Fig.11 Alteracionesde la Hepcidina implicadas Homeostasis del hierro.
Adaptada de N Engl J Med 2012; 366, (26) 377.

i._ Alteraciones por exceso:

- Sobrecarga de hierro.

Son trastornos con una prevalencia elevada (E. M. Walker, Wolfe, Norton, Walker, &
Jones), (Nancy C Andrews, 2012), (Enko et al., 2015). Aranda et al. en una poblacién
en Cataluiia objetivan que un 25% de la poblacién presenta algun tipo de sobrecarga
de hierro y hasta el 46% de la poblacidén presenta alguna tipo de mutacién en el gen
hemocromatosis (HFE) (Ribot, Aranda, & Arija).

« Hemocromatosis

Es una enfermedad genética que se asociada a mutaciones en el gen HFE localizado
en el cromosoma 6, que inducen la expresion de hepcidina. Esta alteracion genética
provoca un desorden en la produccion de la hepcidina, que resulta ineficaz

(Pietrangelo, 2004), dando lugar a una continua absorcion del hierro de la dieta y, en
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consecuencia, a una sobrecarga de hierro en el organismo que conduce a dafio titular,
fibrosis y disfuncibn de los 6rganos afectados (Adams, Barton, Guo, Alter, &
Speechley), fundamentalmente higado, pancreas y corazon. Clinicamente se
manifiesta con somnolencia, astenia, artralgias, clinica gastrointestinal, dolor
abdominal, y en estadios avanzados alteracion de la funciona hepatica y pancreatica
con el desarrollo de diabetes e insuficiencia hepatica, asi como de insuficiencia
cardiaca (Waalen & Beutler, 2006).

El diagndstico de sospecha se realiza por la clinica, los hallazgos en la exploracion
fisica (ictericia, hepatomegalia, esplenomegalia) y por la presencia de un aumento de
los depdsitos de hierro (ferritina sérica elevada). El diagnéstico de confirmacion se lleva
a cabo mediante el estudio genético de las mutaciones y la biopsia hepética (Loréal et
al., 2014), (Pietrangelo, 2010).

ii. Alteraciones por defecto. Ferropenia. Anemia.

Ferropenia o deficiencia de hierro. En la edad infantil es el resultado de uno de los
siguientes factores o de su combinacién: aporte insuficiente (por dieta inadecuada),
aumento de las necesidades (lactancia), (Aaron, Dror, & Yang, 2015), (Lieu, Heiskala,
Peterson, & Yang), pérdidas excesivas (hemorragia, parasitosis, etc.), déficit de
absorcion y/o alteracion del transporte.
En nifios es considerada la deficiencia nutricional mas prevalente (Daly et al., 1996),
(Vazquez Lopez et al., 2001), (S. Berglund & Domell6f, 2014). Los lactantes son uno de
los principales grupos de riesgo para la deficiencia de hierro y anemia ferropénica
(Blot & Vovor, 1989), (Ballin et al., 1992), (Scholl, Hediger, Fischer, & Shearer, 1992),
(WHO, 2004), (S. Berglund & Domellof, 2014).

La ferropenia se considera un importante problema de salud publica, sobre todo en la
poblacién infantil en paises en desarrollo, donde una gran parte de la poblacion
sigue dietas muy deficientes en hierro, con contenido alto de cereales y bajo de
proteinas animales (DeMaeyer & Adiels-Tegman, 1985), (Adish, Esrey, Gyorkos, &
Johns, 1999). En estas regiones la prevalencia de ferropenia puede alcanzar hasta un

91,2% de la poblacibn (Thompson, Biggs, & Pasricha, 2013). Al igual que la
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prevalencia de anemia, la prevalencia de ferropenia es menor en los paises de elevado
nivel econdmico como los Estados Unidos, Japén y Europa (J. D. Cook & Finch,
1979),(Dallman, Yip, & Johnson, 1984), (Singh et al., 2006), (who 2002), (Morais
Lopez & Dalmau Serra, 2011), con una prevalencia que varia del 7% al 29% (Hercberg
et al., 2001) ,(Hurley, & Pepper, 2011) (Leung & Chan, 2001),(M. M. Black et al., 2011),
(Scott, Chen-Edinboro, Caulfield, & Murray-Kolb, 2014), Respecto a la prevalencia de
ferropenia en lactantes europeos varia de 5-20% (De-Regil, Suchdev, Vist, Walleser, &
Pefia-Rosas, 2011),(Hercberg et al., 2001),(Male et al., 2001). En nuestro medio, en la
ciudad de Reus se ha descrito una prevalencia de ferropenia en lactantes del 23% y de
anemia del 13,1% (Arija, Salas, Fernandez-Ballart, & Marti-Henneberg, 1990).
Anemia.

La anemia se define como la disminucion de la concentracion de hemoglobina por
debajo de los limites establecidos como normales. En la practica, la OMS recomienda
considerar anemia, en los adultos, cuando la concentracion de hemoglobina es inferior
a 13,0 g/dIL en el vardn o inferior a 12,0 g/dL en la mujer. En los nifios este criterio
varia segun la edad (por debajo de 2 DS de la media para la edad) de forma que,
desde los 6 meses hasta los 6 afios, el limite inferior de la hemoglobina es de 11,0 g/dL
y, entre 6 y 14 afos, es de 12,0 g/dL (WHO/UNICEF, 2001). Tabla.6.

Edad Hemoglobina(g/dL)

6 meses- 6 afnos 11
6 afos -14 afos 12
Adulto varon 13
Adulto hembra 12

Tabla. 6. Valores de la concentracién de hemoglobina en funcion de la edad.
Adaptado de WHO/UNICEF/UNU, 2001.

En la infancia la causa mas frecuente de anemia es la ferropenia, seguida por la
anemia de los trastornos crénicos (Looker jama 1997). La OMS calcula que en el

mundo hay aproximadamente un total de 2 billones de personas anémicas, y que

63



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

cerca del 50% de los casos pueden atribuirse a la deficiencia en hierro (WHO/UNICEF,
2001). Otro tipo de anemia que puede tener importancia en areas endémicas de
malaria es la anemia hemolitica.

« Anemia ferropénica

Se define como el descenso de la concentracion de hemoglobina en sangre
secundario a una disminucion de las reservas de hierro en el organismo. Se estima que
afecta a un 20-30% de la poblacién general (Oppenheimer, 2001) 2001), (Bardn,
Solano, Pefla, & Del Real, 2005),(DeMaeyer & Adiels-Tegman, 1985),
(Pasricha et al.,, 2014), (Atkinson, Bayne, Gordeuk, Brittenham, & Aikawa, 1991),
(Hercberg, Preziosi, & Galan, 2001),(WHO,2005),(S. Berglund & Domellof, 2014),
(Lopez, Cacoub, Macdougall, & Peyrin-Biroulet, 2015), (WHO,2007). Es evidente que
los factores socio-econdmicos influyen en la salud y nutricion de la poblacion. Asi, la
prevalencia de anemia es mayor en los paises subdesarrollados alcanzando cifras del
50-80%(R. E. Black et al., 2013), (M. M. Black et al., 2011), (Kassebaum et al., 2013).
La ferropenia es la causa més frecuente de anemia en el mundo (Desforges & Oski,
1993), (Walter et al., 1993) (Hay, Sandstad, Whitelaw, & Borch-lohnsen, 2004),
(S. Berglund & Domellof, 2014). En los ultimos afios se ha registrado una disminucion
en la prevalencia global, en 1990 la prevalencia era de 40,2% y en 2010 de 32,9% en
poblacion general (Kassebaum et al., 2013). Respecto a poblacién infantil, la Organiza-
cion Mundial de la Salud y UNICEF estiman que el 40-50% de los nifios menores de 5
afios en areas subdesarrolladas presentan anemia (WHO, 2007). Globalmente se
estima una prevalencia del 25% en nifios prescolares (MacLean E, 2009). En nifios eu-
ropeos, la prevalencia de AF es menor al 2% antes de los 6 meses, del 3% de los 6 a
9 meses y del 3 a 9% de 1 a 3 aflos (Hercberg et al., 2001), (Hay et al., 2004).

La evolucion de la anemia por deficiencia de hierro es progresiva y se desarrolla en
varias etapas sucesivas, en el orden expuesto a continuacion:

-Ferropenia pre-latente: en la que se produce una reduccion progresiva en los

depdsitos de hierro. ElI agotamiento del hierro almacenado puede evidenciarse por una
disminucién de la ferritina sérica. No obstante, la cantidad de hierro disponible es aln
suficiente para mantener una eritropoyesis correcta y no se producen manifestaciones

clinicas (Sadowitz & Oski, 1983), (D. A. Cook, 1989), (Wharton, 1999).
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-Ferropenia__latente: también Illamada eritropoyesis deficiente o eritropoyesis

ferropénica. Si la deficiencia de hierro se mantiene, desciende la concentracion de este
metal en sangre y su proteina transportadora, la transferrina, deja de estar saturada
(Sadowitz & Oski, 1983), (D. A. Cook, 1989), (Wharton, 1999). Comienza el deterioro
del aporte de hierro a la médula 0sea y se altera la eritropoyesis. Sin embargo, la
sintesis de hemoglobina se mantiene dentro de la normalidad.

-Ferropenia _manifiesta o anemia ferropénica: cuando la ferropenia estd muy

desarrollada y ya no se dispone de hierro suficiente para mantener la produccion
normal de hemoglobina, dando lugar a la aparicibn de anemia microcitica-hipocroma
(Sadowitz & Oski, 1983), (Beaton, Corey, & Steele, 1989), (Wharton, 1999).

« Anemiade los trastornos crénicos.

La anemia de los trastornos cronicos se define clasicamente como la anemia asociada
a infecciones cronicas, procesos inflamatorios, trauméaticos o neoplasias y cursa con
alteraciones caracteristicas en el metabolismo del hierro, (Cartwright & Lee, 1971),
(Garrido et al., 2015), (Besa, Kim, & Haurani, 2000), (Nemeth et al., 2004). Por su
elevada frecuencia es considerada la segunda causa de anemia en la poblacion
infantil, después de la anemia ferropénica (abshire y reeves 1983), (Means, 1999). En
la inflamacion de cualquier grado aumentan varias proteinas como fibrinégeno,
haptoglobina, lactoferrina, al- antitripsina y PCR. Esta reaccion inflamatoria es
mediada por algunas citocinas como la IL-1 y el TNF-o, (Garlanda et al., 2013). La
proteina C reactiva (PCR), es la primera proteina que aumenta en las primeras 6-10
horas de la inflamacion. En comparacion con otras proteinas de fase aguda, la PCR
llega a niveles muy altos y tiene una vida media mucho mas breve. Las otras proteinas
como fibrinégeno y haptoglobina aumentan con mayor lentitud y alcanza cifras menos
elevadas, en comparacién con la PCR (Osterholm & Georgieff, 2015).

En poblacion adulta la anemia de enfermedades cronicas ha sido muy estudiada con
importantes avances en su etiopatogenia en los ultimos afios (Nemeth et al., 2004),
(Jodo Arezes et al., 2015). Fue 1932 cuando Locke y cols. establecieron la asociacion
de anemia e infeccion explicando el frecuente hallazgo de anemia en pacientes con
infeccion cronica (A G N, 1932).
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Fig. 12. Etiopatogenia de la anemia de la enfermedad crénica. Ante un estimulo inflamatorio
invasion de microrganismos, células tumorales o enfermedad autoinmune), Se activan las Células
T CD3 y monocitos e inician la respuesta inmunitaria produciendo citocinas INF-y, FNT-q, IL-1,
IL-6, e IL-10, que daran lugar a un incremento de hepcidina con redistribucion del hierro hacia los
depositos con aumento de ferritina y disminucion de hierro sérico, limitando la disponibilidad de
hierro para la eritropoyesis.

Tomada de N Engl J Med. 2005; 352:1011-23
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Cartwright et al. mostraron que la anemia asociada a la infeccion era indistinguible de
la anemia de la inflamacion y establecieron la ferropenia como consecuencia del
secuestro de hierro por el sistema reticulo-endotelial y la limitacion de absorcion de
hierro intestinal (Cartwright & Lee, 1971). Otros autores posteriormente, relacionaron la
anemia con la liberacion de citocinas inflamatorias y describieron cambios en el
metabolismo del hierro en relacion a estas citocinas (Ludwiczek, Aigner, Theurl, &
Weiss, 2003), (Nairz et al., 2013). Cualquier proceso cronico es capaz de producir
anemia por interferir en la disponibilidad del hierro, al impedir su liberacion de los
lugares donde se halla almacenado (Cazzola, 2008) dando como consecuencia una
disminucién del hierro circulante en plasma, de la transferrina y de su saturacién, con
niveles de ferritina y depdsitos corporales de hierro repletos (Feelders, Vreugdenhil,
van Dijk, Swaak, & van Eijk, 1993), (Zoli et al., 1994). La ferropenia es importante en la
patogenia de la anemia de la inflamacién. La magnitud de la supresion de hierro es
evidente y se objetiva en el término de las primeras 24 horas de la infeccion (Cartwright
& Lee, 1971) y es considerada una respuesta del sistema inmune innato, que de esta
forma contribuye a disminuir la disponibilidad de hierro circulante, evitando asi su
utilizacién por el microorganismo responsable de la infeccién. La gravedad de esta
anemia se correlaciona con la actividad de la enfermedad subyacente (Biesma, Van de
Wiel, Beguin, Kraaijenhagen, & Marx, 1995).

Recientemente, los importantes avances en la regulacion del metabolismo del hierro
han demostrado una marcada influencia del sistema inmunitario en el metabolismo del
hierro.

Asi, en estudios experimentales ha sido demostrada una importante implicacion en la
homeostasis del hierro de ciertas citocinas, como el interferon gamma (INF -Y), IL-6,
IL-4 e IL-10, de genes (Alteraciones en el gen HFE) y de proteinas como el
transportador apical metal divalente 1, DMT-1, y de la hepcidina (Guenter Weiss &
Goodnough, 2005), (Jansson, Kling, & Dallman).

La Hepcidina ha sido el gran descubrimiento que ha permitido vincular el metabolismo
del hierro con el sistema inmunitario. Se trata de una proteina de fase aguda tipo Il
responsable de la depleciébn de hierro asociada a la infeccion e inflamacion

(Park et al., 2001). La hepcidina aumenta ante el estimulo de citocinas inflamatorias,
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dando lugar a ferropenia y a la anemia asociada a los sindromes inflamatorios,
infecciosos y tumorales que es conocida como anemia inflamatoria cronica (Guenter
Weiss & Goodnough, 2005), (Koenig, Tussing-Humphreys, Day, Cadwell, & Nemeth,
2014). La deprivacion de hierro es utilizada para controlar el proceso infeccioso
(Tomas Ganz, 2012). La relacion entre el metabolismo del hierro, inmunidad innata e
infeccion ha sido mejor entendida en el contexto de la accion de la hepcidina. De tal
manera, la hepcidina se comporta como un mediador de la inmunidad innata en
respuesta al estimulo inflamatorio mediado por citocinas, dando lugar a una
redistribucién del hierro hacia los érganos de depdésito (Glinter Weiss, 2009), lo que
determina el aumento de la ferritina e hiposideremia, caracteristicos de la respuesta de
fase aguda y de la anemia de los trastornos cronicos (Walter, Olivares, Pizarro, &
Mufioz, 1997), (Jansson et al.).

Respecto a las citocinas implicadas, la IL-6 ha sido descrita por varios autores como
una citocina proinflamatoria capaz de estimular la secrecién de hepcidina en estados
inflamatorios(Nemeth & Ganz, 2014). También se ha relacionado el aumento de
hepcidina con niveles elevados de TNF e IL- 1, (Walter et al., 1997). En la figura 12, se
describe la participacion del sistema inmunitario a través de las diferentes citocinas en
la anemia inflamatoria. Mediante la IL-6 o bien directamente mediante LPS que
estimula la liberacion de hepcidina por el hepatocito, con inhibicion de la absorcion de
hierro en el intestino. Ademas, tanto el INF como LPS estimulan la secrecion de DMT-1
por los macr6fagos estimulando el secuestro de hierro por estas células.
(Kdhn, 2015). EI TNF, la IL-10 IL-1 e IL-6 inducen expresion de ferritina y promueven el
almacenamiento de hierro en el macréfago (Prentice et al., 2012), (Tomas Ganz, 2012).
Este mecanismo limita la disponibilidad de Fe para la eritropoyesis, ademas el TNF
inhibe la produccion de eritropoyetina por el rifidon, y el TNF, el INF y la IL-1 inhiben
directamente la diferenciacion y proliferacion de precursores de eritroides, y todo ello

da lugar a la anemia inflamatoria (Guenter Weiss & Goodnough, 2005).

68



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

En nifios la anemia asociada a procesos inflamatorios de nifios no se reconocio hasta
el informe de Abshire y Reeves en 1983. Estos autores decribieron que un 78% de los
nifios incluidos en el estudio y que presentaban signos de inflamacion moderada a
intensa de aproximadamente 5 dias de duracion (media 1,5), la mayoria un proceso
infeccioso agudo, asociaban una anemia leve (Hb.10-11gL). La resolucion de la
inflamacion produjo un incremento de la cifra de Hb de 2,4 g/l. (Abshire & Reeves,
1983). Posteriormente otros investigadores, han demostrado la asociacion de procesos
infecciosos y anemia (Corrigan, 1981). Por tanto, existe evidencia cientifica de la
asociacion entre procesos inflamatorios e infecciosos y anemia en nifios. Sin embargo,
la mayoria de estudios al respecto, han demostrado esta relacion en pacientes
hospitalizados y con infecciones agudas moderadas y graves. Fueron Reeves y col.
guienes identificaron también por primera vez que infecciones leves también causaban
anemia. Estos autores describieron que los sujetos que habian sufrido infecciones
leves en un intervalo de tres meses tuvieron cifras de hemoglobina y concentraciones
hierro menores, con un incremento de la ferritina sérica respecto a los sujetos sin
procesos infecciosos (Reeves, Yip, Kiley, & Dallman, 1984). Otros investigadores han
destacado la interrelacidbn entre infecciones leves y anemia. Asi, Jansson vy
colaboradores estudiaron un gran grupo de prescolares y escolares, y descubrieron
gue la anemia leve se relacionaba con infecciones de vias respiratorias y episodios de
fiebre duradera (Jansson et al.), Olivares y colaboradores en 1989, observaron que un
25% de los lactantes a los que se le administra vacuna con virus vivos atenuados de
sarampion tuvieron una concentracion menor de hemoglobina a las 1,5-2 semanas tras
la inmunizacion, objetivandose en el estudio del hierro valores similares a los descritos
en otros estados de inflamacién (disminucién hierro sérico y aumento de la ferritina
sérica (Olivares, Walter, Osorio, Chadud, & Schlesinger, 1989)

Por tanto, hay evidencia de que infecciones leves alteran significativamente la

concentracion de hemoglobina.
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El mejor conocimiento sobre la fisiopatologia de la anemia de enfermedad crénica en
adultos ha permitido extrapolar y estudiar los resultados obtenidos en poblacion
infantil. Asi, recientemente se ha estudiado el papel de la hepcidina y su relacién con la
anemia inflamatoria en nifios. La mayoria de estudios incluyen nifios con infecciones
graves que han requerido hospitalizacion, infeccidbn por malaria o patologia cronica
como la obesidad y la enfermedad renal (Leung & Chan, 2001) demostrandose la rela-

cion entre hepcidina y anemia inflamatoria crénica en poblacion infantil.

1.5 Diagnostico y estudio de la anemia.
No hay una prueba Unica de cribado que sirva de "patrén oro" para la deteccién de la
anemia ferropénica. En la actualidad contamos con magnitudes que permiten
detectar la anemia ferropénica de forma relativamente sencilla (Beaton, Corey, &
Steele, 1989). Sin embargo, no hay ningun test de laboratorio que sea capaz por si
soOlo de identificar correctamente la deficiencia de hierro, teniéndose que recurrir a la
determinacién combinada de varios parametros (P. R. Dallman, 1981).
A continuacién se muestran las magnitudes que nos permiten valorar la deficiencia de
hierro y anemia en los diferentes compartimentos:

- Compartimento funcional: Hemoglobina (Hb), Hemoglobina corpuscular media

(HCM), Volumen corpuscular medio (VCM).
- Compartimento de reserva: Ferritina sérica
- Compartimento de transporte: Hierro seérico, Transferrina (Tfr), Protoporfirina
eritrocitaria libre (PEL).

La deteccion y el estudio inicial de la anemia se basan en el perfil hematoldgico
basico. Este perfil consiste en 3 pruebas basicas: hemograma, examen morfoldgico del
frotis sanguineo y recuento de reticulocitos (Jain & Kamat, 2009), (Janus & Moerschel,
2010).
El hemograma informa de la concentracionn de hemoglobina, hematécrito y recuento
de hematies, y también de los llamados indices eritrocitarios secundarios: VCM,
hemoglobina corpuscular media (HCM) y concentracidon corpuscular media de
hemoglobina (CCMH), (Jain & Kamat, 2009).
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La hemoglobina es el componente mayoritario de los eritrocitos maduros y su funcién
principal en el organismo es la oxigenacion de los tejidos. Estructuralmente, es una
proteina de 68 kDa, formada por cuatro cadenas de globina y cuatro grupos hem.
Cada cadena estd unida a un grupo hem mediante enlace no-covalente y entre las
cuatro organizan un tetramero que coordina un atomo de hierro. La determinacion de la
concentracion de hemoglobina es uno de los procedimientos mas fiables de los que
se dispone para el diagnéstico de anemia. Incluso se ha propuesto utilizar la
concentracion de hemoglobina como Unico test para detectar la anemia ferropénica en
zonas subdesarrolladas donde con frecuencia, la anemia se debe a deficiencia de
hierro y no estadn disponibles los test diagndsticos que confirmen la ferropenia.
Sin embargo, otros autores han cuestionado que esta estrategia de diagndstico de
anemia ferropénica sea valida en areas industrializadas (Linpisarn et al., 1996).

El_hematécrito _es la relacién del volumen de eritrocitos con el de la sangre total.

Acostumbra a expresarse como un porcentaje. En la interpretacion de esta magnitud,
al igual que sucede con la concentracion de hemoglobina y con el nimero de
hematies, hay que tener en cuenta la edad y el sexo. Un valor por debajo de lo normal
indica anemia.

Los indices eritrocitarios secundarios se obtienen relacionando el hematocrito con los
llamados indices eritrocitarios primarios, en concreto con, el nimero de hematies y la
concentracion de hemoglobina. EI VCM informa sobre el valor medio del volumen de
cada hematie. Es un parametro muy utilizado sobre el que se basa la moderna
clasificacion morfollogica de las anemias. Permite clasificar las anemias en tres
grandes grupos: macrociticas (VCM > 98 fL), microciticas (VCM < 70 fL) y normociticas
(VCM entre 70y 98 fL). El CCMH informa sobre el contenido medio de hemoglobina en
cada eritrocito. Su valor normal se sitla entre 28 y 32 pico gramos. Disminuye en las
anemias microciticas, como la ferropenica. Por el contrario, aumenta en las anemias
macrociticas. Por ultimo, el CHCM informa sobre el contenido medio de hemoglobina
por ml de eritrocitos, relacionando asi el VCM con la HCM. Sus valores normales se

encuentran entre 32 y 36% (Janus & Moerschel, 2010).
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Dentro de las magnitudes bioquimicas utilizadas con mayor frecuencia, en el estudio
de la deficiencia de hierro se encuentran: el hierro, la transferrina y la ferritina
(Vreugdenhil et al., 1992). Recientemente se ha incorporado la determinacion del
receptor soluble de transferrina en suero (Archer & Brugnara, 2015).

La concentracion de hierro en suero, concretamente del i6n férrico, refleja
principalmente la cantidad de hierro unido a la transferrina. En la practica su
determinacién de forma aislada es poco fiable y puede conducir facilmente a
conclusiones erroneas debido a que representa tan solo el 0,1% del contenido en el
organismo. Asimismo, esta sujeto a una gran variabilidad biologica debido al sexo, al
ritmo circadiano y otros ritmos ciclicos (Madanat, El-Khateeb, Tarawaneh, &
Hijazi, 1984), (Ahluwalia et al., 1995). Respecto al sexo, la concentracidén sérica de hie-
rro es mayor en el hombre que en la mujer. La diferencia entre ambos sexos depende
de la edad y no se manifiesta en la infancia (Zilva & Patston, 1966), (. Kim, Yetley, &
Calvo, 1993).

La transferrina, es una macromolécula encargada de transportar el hierro desde los
lugares donde se libera hasta los lugares en que se necesita. La unién no especifica
del hierro a otras proteinas, como la albumina, sélo se produce en cantidad
significativa en situaciones de sobrecarga de hierro con valores elevados de saturacion
de la transferrina. Estructuralmente es una glucoproteina formada por una sola cadena
poli peptidica que contiene 687 aminoacidos y un 6% de carbohidratos (Mbugi et al.,
2010), (MacGillivray et al., 1982). En su secuencia de aminoacidos se observa la
existencia de dos dominios homodlogos y cada uno de ellos tiene un centro para la
fijacion del hierro, especialmente el i6n férrico (Fe*"). Por lo tanto, cada molécula de
transferrina puede fijar dos atomos de Fe®" Normalmente la transferrina suele
encontrarse saturada en un 33% de su capacidad, mientras que los dos tercios
restantes representan su capacidad latente para unirse al hierro.

Asi, la molécula de transferrina puede circular de tres formas:

1. Diférrica: 100% de saturaciénn. Con dos atomos de Fe®.

2. Monoférrica: 50% de saturacion. Con un atomo de Fe®".

3. Apotransferrina: 0% de saturacién. Ningin atomo de Fe>".
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La sintesis de transferrina se realiza mayoritariamente en el higado, aunque una
pequefia proporcién se sintetiza en las células del SRE y en glandulas endocrinas
como los testiculos y los ovarios. Su vida media es de 8 a 12 dias. La regulacion de los
niveles séricos depende de la biodisponibilidad del hierro. De forma que su sintesis
puede verse incrementada en la deficiencia de hierro, para volver a normalizarse tras el
tratamiento con hierro (Zawadzki & Edwards, 1970), (Ong, Han, Wong, & Lee, 2014).
La concentracion de transferrina informa de la cantidad méaxima de hierro que puede
ser transportada. Su determinacion, en suero o plasma, es de utilidad principalmente
para el diagnostico diferencial del tipo de anemia y para la monitorizacion de su
tratamiento (Gambino, 1996).

Tanto la deficiencia de hierro como la anemia que produce se asocian a un aumento de
la transferrina. Por otra parte, la transferrina se comporta como un reactante de fase
aguda negativo y disminuye en suero en los procesos inflamatorios o malignos. Otras
patologias, que cursan con niveles disminuidos de transferrina son, ademas de la
anemia de los trastornos crénicos, los estados en los que se produce una sobrecarga
de hierro, las talasemias y anemias sideroblasticas (Gambino, 1996).

La ferritina es una macromolécula que tiene una cubierta proteica, la apoferritina,
formada por 24 subunidades poli peptidicas que rodean un nucleo central de hierro.
Con una capacidad maxima para 4.500 atomos de hierro, la molécula suele contener
un promedio de aproximadamente 2.500 en estado de ion férrico. La apoproteina tiene
un peso molecular de 440.000 daltons. La proporcién entre hierro y polipéptido no es
constante puesto que la proteina tiene la capacidad de incorporar y eliminar hierro,
segun las necesidades fisiologicas. Cuando el hierro se encuentra en exceso, la
capacidad de almacenamiento de la apoferritina recién sintetizada puede quedar
superada y lleva a la deposicion de hierro al lado de las esferas de ferritina, en forma
de hierro amorfo que se denomina, histolégicamente, hemosiderina. (Lorcerie et al.,
2015).
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La sintesis de ferritina esta inducida por el hierro que llega a las células unido a la
transferrina, o en el interior del grupo hemo de la hemoglobina en caso de hemodlisis.
Si bien todas las células del organismo son capaces de sintetizar esta proteina para
poder almacenar el hierro, en la practica son las células del parénquima hepatico y las
células reticulo-endoteliales de la médula ésea, el higado y el bazo, los puntos
principales de almacenamiento, acaparando mas del 90% del depdsito de hierro del
organismo. Una fraccion representativa de la ferritina sintetizada es glicosilada y
liberada al torrente circulatorio, por lo que la ferritina contenida en las células suele
estar en equilibrio con la ferritina sérica. Por ello, en sujetos sanos, la concentracion
sérica de ferritina es proporcional a la cantidad de hierro depositado. Debido a ello, su
principal aplicacion clinica reside en su capacidad para evaluar los depdsitos férricos.
(Leggett et al., 1990).

La concentracion de ferritina sérica refleja de forma muy exacta los depdsitos tisulares
de hierro. Sin embargo, la determinacion de esta magnitud también tiene sus
limitaciones (Cauvill, 1999). Entre ellas destaca que la ferritina es un reactante de fase
aguda positivo, es decir, su concentracidn sérica aumenta en presencia de un proceso
infeccioso y/o inflamatorio (Lorcerie et al., 2015), (VanWagner & Green, 2014). Otras
enfermedades en las que la concentracion de ferritina puede aumentar son la
hemocromatosis, las hepatopatias las enfermedades crénicas (como la enfermedad de
Still o el hipertiroidismo), los procesos hematoldgicos malignos o las politransfusiones.
(Pintar, Skikne, & Cook, 1982).

El receptor de transferrina_humano, es una glicoproteina transmembrana compuesta

por dos subunidades idénticas, de 95.000 daltons, que estan unidas por puentes
disulfuro. Se cree que cada subunidad se combina con una molécula de transferrina
teniendo el complejo transferrina-receptor de transferrina un peso molecular
aproximado de 350.000 daltons (Verhoef et al., 2001). Un pequefio numero de estos
receptores celulares de transferrina se escinden y circulan en forma libre en el plasma
denominandose, cada uno de ellos, receptor soluble de transferrina (sRTf) (Verhoef et
al., 2001). Se trata de un monoémero truncado de 74 kDa, que circula unido a la

transferrina (Angeles Vazquez Lopez et al., 2006).
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El receptor de transferrina esta presente en todos los tejidos, aunque en distintas
cantidades. La cantidad de receptores presentes en las células es un reflejo directo de
la necesidad de hierro de esas células y constituye el determinante principal del aporte
de hierro (Bothwell, Baynes, MacFarlane, & MacPhail, 1989), (Feelders, Vreugdenhil,
van Dijk, Swaak, & van Eijk, 1993), (Weiler, Jean-Philippe, Cohen, Vanstone, &
Agellon, 2015). Su expresion es especialmente elevada en las células de los érganos
gue captan grandes cantidades de hierro, como el higado y la placenta, siendo maxima
en las células con capacidad de sintetizar hemoglobina: los precursores eritroides y
eritrocitos. Se ha calculado que dos tercios del receptor sérico de transferrina
proceden del tejido eritropoyético (Vazquez Lopez et al., 2001). Ademas, el nUmero de
receptores de transferrina presentes en la membrana celular depende también, de la
fase del ciclo celular, de forma que las células en reposo mitético tienen muy pocos
receptores mientras que las células que tienen una elevada capacidad de division
contienen concentraciones elevadas(Kihn, 2015). La concentracion de receptor
soluble de transferrina también depende de la actividad eritroide (Feelders et al., 1993).
Se encuentra aumentado en la anemia ferropénica, la anemia megaloblastica, anemia
hemolitica y en determinadas enfermedades con aumento de proliferaciones celulares
tipo leucemia linfatica cronica y las talasemias (Eisenstein & Blemings, 1998),
(Angeles Vazquez Lopez et al., 2006).

En la actualidad, el diagnéstico de anemia en lactantes se establece teniendo en
cuenta la disminucién en la concentracibn de hemoglobina, en lactantes el limite
inferior de la hemoglobina es de 11,0 g/dL (“Conclusions and recommendations of the
WHO Consultation on prevention and control of iron deficiency in infants and young
children in malaria-endemic areas.,” 2007). La Hb es la prueba de eleccion para el
cribado de anemia.

Si la anemia es micro o normocitica, el segundo paso sera descartar la deficiencia de
hierro. En la anemia ferropénica, la concentracion de hierro sérico esta disminuida, la
capacidad de la transferrina para unirse al hierro aumentada, y el contenido sérico de

ferritina disminuido.
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La ferropenia, en ausencia de anemia, puede pasar desapercibida (Bellamy & Gedney,
1998). Los niveles de ferritina en suero suelen reducirse rapidamente en la ferropenia,
incluso antes de que aparezcan los primeros sintomas de anemia ferropénica o de que
se altere la concentracion de hemoglobina, la morfologia de los eritrocitos o el volumen
corpuscular medio. Para demostrar el déficit de hierro es necesario determinar la
ferritina sérica. La saturacion de transferrina y el receptor de transferrina, son también
buenos marcadores de ferropenia, pero quedarian en un segundo plano por motivos de
coste-beneficio y aplicabilidad. Por tanto, la determinacién de ferritina sérica es el
pardmetro aceptado universalmente para valorar las reservas de hierro. Como
sefialamos anteriormente, es una limitacion para su interpretacion como marcador de
las reservas de hierro que, al tratarse de un reactante de fase aguda, se eleva en
procesos inflamatorios e infecciosos. Sin embargo, la determinacién conjunta de la
PCR, cuya elevacion indica la existencia de un proceso infeccioso o inflamatorio,
permite descartar tales procesos y dar validez al valor de ferritina sérica. Una cifra de
ferritina menor de 12ug/l en poblacién infantil es diagnostico de ferropenia (Madanat et
al., 1984). El diagnéstico de anémia ferropénica implica la asociacion de ferropenia y

anémia (Derovs et al., 2014).

1.6. Repercusiones clinicas de los estados carenciales de hierro en el lactante.

La ferropenia es un proceso sistémico, con frecuencia asintomatico, que se asocia a

multitud de efectos que incrementan tanto la morbilidad y mortalidad (P. Dallman,

1993), (Prentice, 2008). La clinica depende del grado de deficiencia y de la rapidez con

la que se instaura (Cook, 1982), (Ahluwalia et al., 1995).

Pueden existir signos, sintomas y efectos adversos derivados de la carencia del

micronutriente y sintomas relacionados con la anemia (Tabla 8).

Las situaciones de carencia de hierro y de anemia leve o moderada, pueden cursar con

sintomatologia escasa o incluso de forma asintomatica.

- Cuando coexisten ferropenia y anemia, se observan los sintomas clasicos de
cualquier tipo de anemia como: palidez de piel y mucosas, apatia, astenia, anorexia,

palpitaciones y disnea (Walter et al., 1993).
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+-En los casos de anemia ferropénica grave, es posible objetivar sintomatologia
compatible con otras patologias como la enfermedad cardiaca cianética (Olcay et al.) y
dificultad respiratoria (Hetzel & Losek, 1998).

En ocasiones, en niflos pueden encontrarse manifestaciones caracteristicas como la
pica, trastorno de la conducta alimentaria con tendencia a comer ciertas sustancias
como tierra; y excepcionalmente se ha asociado también a papiledema, y pseudotumor
cerebral (Hartfield, Lowry, Keene, & Yager, 1997).

Ademas de la sintomatologia clasicamente relacionada con la anemia ferropénica (AF),
en la literatura cientifica existen datos contradictorios sobre la relacién de la ferropenia
y AF con efectos adversos sobre la respuesta inmunitaria, el desarrollo cognitivo y
motor y el desarrollo fisico. Las manifestaciones clinicas de la deficiencia de hierro

guedan registradas en la Tabla 7.

Clinica de anemia ferropenica

Sintomas generales Astenia, anorexia, cefalea.

Alteraciones digestivas Queilitis angular, glositis,atrofia vellositaria,
Alteraciones piel Palidez, pelo ralo.

Pica Trastorno de la conducta alimentaria,

Tendencia a comer ciertas sustancias como,

tierra (geofagia) o hielo (pagofagia).
Sintomas cardiopulmonares Taquicardia, palidez, soplo, disnea de esfuerzo.

Alteraciones inmunoldgicas  Alteracion en la inmunidad celular y capacidad

bactericida de los neutrofilos.

Alteraciones cognitivas Alteracion del suefio, y del rendimiento escolar.

Tabla. 7. Manifestaciones clinicas de la anemia ferropénica
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Son escasos los estudios que demuestran variaciones en el desarrollo pondoestatural
tras el tratamiento con hierro en nifios (Aukett, Parks, Scott, & Wharton, 1986),
(Angeles, Schultink, Matulessi, Gross, & Sastroamidjojo, 1993). La mayoria de estudios
no encuentran un efecto positivo sobre el crecimiento, como demuestra el

meta-analisis de Ramakrishanan (Ronsmans, Fisher, Osmond, Margetts, & Fall, 2009).

1.6.1. Alteraciones neuro-conductuales.

Existen controversia sobre si la AF tiene un efecto negativo sobre el desarrollo
(B Lozoff et al.,, 1987), (Hernell & Lonnerdal, 2011), (Betsy Lozoff et al., 2013).
La implicacion en el desarrollo psicomotor es controvertida. El hierro esta implicado en
multiples procesos del sistema nervioso: sintesis de adenosin trifosfato (ATP),
neurotransmisores y formacién de mielina, considerandose esencial para la adecuada
neurogenésis y la diferenciacién de celular. La ferropenia también puede alterar la
sintesis y el catabolismo de las monoaminas, dopamina y noradrenalina, implicadas en
los ciclos de suefio y las funciones de memoria y aprendizaje (Dobbing & Sands,
1979), (J. Beard, 1995). El contenido de hierro cerebral va aumentando a lo largo de la
infancia hasta alcanzar los niveles del adulto tras la pubertad. Hay estudios que
sustentan la hipétesis de que la AF, e incluso el déficit de hierro, puede causar
alteraciones en el desarrollo cognitivo y motor, habiéndose asociado a alteraciones de
la capacidad de atencion, disminucién del rendimiento intelectual, fracaso escolar y
anormalidades de la conducta en nifios, asi como al trastorno por déficit de atencion
con hiperactividad, el sindrome de las piernas inquietas, espasmos del sollozo y
alteraciones en el patron del suefio (B Lozoff et al., 1987), (Walter, 1994), (Chang et al.,
2011). Son varios los estudios que han relacionado la AF en el lactante con
alteraciones en el desarrollo madurativo con peores puntuaciones en los test de
funcion cognitiva, y con afectacion de la capacidad de aprendizaje (Chang et al., 2011),
(Betsy Lozoff, Castillo, Clark, Smith, & Sturza, 2014),(H. Sachdev, Gera, & Nestel,
2005),(McCann & Ames, 2007), (J. L. Beard, 2008),(Moréis Lépez & Dalmau Serra,
2011), (Chang et al., 2011), (H. Sachdev et al., 2005).

78



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

Estos resultados son motivo de controversia,el principal problema de estos estudios, es
qgue estan sujetos a sesgos de dificil control relacionados con factores de tipo socio-
economico y cultural. Tampoco esta claro el mecanismo fisiopatolégico, ni si estas
alteraciones serian reversibles con la correccibn de la anemia para asi poder
fundamentar la relacion causal (Desforges & Oski, 1993), (Soewondo, Husaini, & Pollitt,
1989), (Walter, 1994). ElI U.S. Preventive Services Task Force (USPSTF), en su
revision de 2006, concluia que habia escasa evidencia (estudios contradictorios) de
gue el tratamiento de la AF mejore la funcién cognitiva (Siu, 2015) .Tampoco se ha
encontrado evidencia suficiente sobre la mejoria del desarrollo motor. Asi, en una
revision Cochrane sobre el efecto del tratamiento de la AF sobre el desarrollo psico-
motor, se concluyd que no habia suficiente evidencia para confirmar la hipétesis de
mejoria en el desarrollo tras el tratamiento con hierro, y que la relacion causa efecto no
podia ser demostrada (Wang, Zhan, Gong, & Lee, 2013). Sin embargo, estudios
recientes orientan a que pueda existir un beneficio clinico relevante, fundamentalmente
en pacientes con AF (H. P. S. Sachdev & Gera, 2013). En conclusion, la
suplementacién con hierro en nifios con ferropenia no ha podido demostrar un efecto

definitivo sobre el desarrollo psicomotor y otros sintomas neuroldgicos.

1.6.2. Relacion Hierro-Inmunidad-Infecciones

En la literatura cientifica existe controversia sobre si el déficit de hierro promueve o
protege frente a las infecciones (Stockman, 1981),(Walter, Olivares, Pizarro, & Mufioz,
1997), (Fishbane, 1999),(Oppenheimer, 2001), (Nairz, Haschka, Demetz, & Weiss,
2014). Por un lado, tanto la ferropenia como la AF se han asociado a alteraciones en la
respuesta inmunitaria y a aumento de procesos infecciosos. La disfuncion del sistema
inmune secundaria a malnutricién se conoce desde hace décadas (Desforges & Oski,
1993), (Cunningham-Rundles et al., 2009), siendo ésta la causa mas frecuente de

inmunodeficiencia.
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Diferentes estudios demuestran una asociacion significativa con alteraciones
inmunolégicas tales como deterioro de la respuesta inmunitaria celular, disminucién de
la respuesta de hipersensibilidad retardada cutdnea, disminucion de las
subpoblaciones linfoides T, alteracion del cociente CD4/CD8 (J. L. Beard, 2008),
disminucién de las células NK, de la funcién fagocitica, del sistema de complemento,
de la concentracion de inmunoglobulina sigA y de la produccion de citocinas
(Desforges & Oski, 1993),(Scott, Chen-Edinboro, Caulfield, & Murray-Kolb, 2014),
(Thibault et al., 1993), (Walter et al.,, 1997).(Collins, Franck, Kowdley, & Ghishan,
2005),(Ekiz, Agaoglu, Karakas, Gurel, & Yalcin, 2005). Gran parte de la morbilidad y
mortalidad de sujetos con malnutricién se debe a infecciones. Tanto la disminucion de
proteinas y de aminoacidos como de micronutrientes como el hierro se han asociado a
alteraciones en la respuesta inmunitaria (Finocchi et al., 2002). Asi, el déficit de hierro
se ha relacionado con disfuncién tanto en la respuesta inmunitaria innata (alteracion de
actividad fagocitica y bactericida de neutréfilos), como de la respuesta adaptativa
(respuesta humoral y celular), (Peto & Hershko, 1989), (Cunningham-Rundles et al.,
2009). Entre los hallazgos encontrados destaca la reduccion del niamero de linfocitos y
la disfuncion de células T, con alteracion en las pruebas de hipersensibilidad retardada
a antigenos, disminucion de la capacidad linfoproliferativa y disminucién de la
produccioén de IL-2 (Galan, Thibault, Preziosi, & Hercberg), (Oppenheimer, 2001), (Ekiz
et al., 2005). Por tanto, hay autores que sefialan que el déficit de hierro facilitaria el
desarrollo de infecciones (Oski & Honig, 1978), (Thibault et al., 1993), (Oppenheimer,
2001) mientras que otros autores hipotetizan que el déficit de hierro tendria un papel
protector frente al desarrollo de procesos infecciosos (Parrow, Fleming, & Minnick,
2013), (Rodriguez et al., 2014), (Tomas Ganz, 2012).Para diversos microrganismos
patdégenos el hierro es esencial para sobrevivir, crecer y sintetizar factores de
virulencia. En el organismo el contenido de hierro libre es muy bajo, puesto que la
mayor parte se encuentra unida a proteinas. Por ello, algunas bacterias expresan
receptores de membrana, sideroforos o hemoforos, que fijan hierro libre o

hemoproteinas.
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Se postula que el organismo, al disminuir la cantidad de hierro disponible por el
microrganismo, inhibiria la infeccién (Gunter Weiss, 2009), (T Ganz, 2006), (Reeves,
Yip, Kiley, & Dallman, 1984). Por otro lado, al limitar el hierro disponible, la
eritropoyesis estaria limitada dando lugar a la anemia inflamatoria (Tomas Ganz &
Nemeth, 2009), (A. Kim & Nemeth, 2015). El organismo utiliza el secuestro de hierro
como mecanismo de control de la infeccion y proliferacion de microrganismos. Se ha
sefialado inclusive que los suplementos con hierro podrian incrementar la morbilidad
en pacientes con enfermedades infecciosas, en particular con malaria o alteraciones
genéticas como la hemocromatosis, puesto que el incremento de la disponibilidad de
hierro favoreceria el desarrollo de los microrganismos patdgenos al tratarse de un
nutriente esencial para su crecimiento (Zlotkin et al., 2013), (Vento, Cainelli, & Cesario,
2006). Por tanto, los resultados publicados respecto a la deficiencia de hierro en la

respuesta inmunitaria son contradictorios.

1.7. Pautas de actuacion ante el déficit de hierro.

1.7.1. Identificacion factores de riesgo.

En la actualidad la ferropenia y AF siguen constituyendo una de las principales
deficiencias nutricionales incluso en los paises industrializados (Hercberg, Preziosi, &
Galan, 2001). Por ello, el control de la deficiencia de hierro es una prioridad de salud
publica en todo el mundo, fundamentalmente en poblacién infantil (Scrimshaw, 1991),
(Scrimshaw, 2000), (Freire, 1997), (Uijterschout et al., 2015). Los lactantes son uno de
los principales grupo de riesgo para el desarrollo de ferropenia y anemia
(Domellof et al., 2014). Por ello, la blusqueda de la alimentacion optima del lactante
constituye un reto para la investigacion (Desforges & Oski, 1993), (Leung & Chan,
2001). El hierro en la infancia depende en gran parte de cuatro factores, (Lash &
Saleem): el hierro al nacimiento que se relaciona con el estado de hierro materno, las
necesidades postnatales de hierro, los aportes externos de hierro y las pérdidas de

hierro.
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En los primeros seis meses de vida, la fuente principal de hierro es el hierro de origen
fetal, que es almacenado en las Ultimas semanas de gestacion y liberado por la Hb
durante las dos primeras semanas de vida. El peso al nacer, la edad gestacional, y el
tiempo que se tarda en pinzar el cordén umbilical influyen en el hierro total al nacer.

En la etapa perinatal los principales factores de riesgo para desarrollar ferropenia son:
la prematuridad, el bajo peso en el nacimiento y la patologia materna (anemia,
hipertension o diabetes). Respecto a la prematuridad, son varias las circunstancias que
favorecen el desarrollo de ferropenia: menores depdsitos de hierro por el marcado
suministro de hierro al feto durante el ultimo trimestre del embarazo; una menor
supervivencia de los hematies (40-60 dias), mayor velocidad de crecimiento (con el
consiguiente aumento de la masa eritrocitaria), escasa respuesta eritropoyética a la
anemia y las frecuentes extracciones practicadas durante su hospitalizacion
(FAO/WHO, 1988/revision 2004). En cuanto a los factores de riesgo postnatales, un
indice de crecimiento rapido, una dieta baja en hierro y el consumo precoz de leche de
vaca (baja biodisponibilidad del hierro) son los principales factores de riesgo para el
desarrollo de ferropenia (Fomon, Nelson, Serfass, & Ziegler, 2005). En la tabla 8 se

exponen los factores de riesgo de ferropenia en el lactante.

Factores de riesgo de ferropenia

Factores Perinatales Factores del lactante

Recién nacido de bajo peso LM exclusiva por mas alla de 6 meses.
Gestacion mdltiple Alimentacion con LA no suplementada
Extracciones multiples sangre Ingesta de leche de vaca antes de 12 meses

Hemorragia uteroplacentaria.

Anemia, HTA, diabetes, en la madre Dietas vegetarianas

Prematuridad

Tabla.8. Factores de riesgo de ferropenia. Adaptado de Previnfad. Junio 2011.
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Existe controversia respecto a la necesidad de cribado de ferropenia durante la
lactancia. En general, no se recomienda cribado en nifios sin factores de riesgo y si se
recomienda el cribado de anemia ferropénica en todos los prematuros de menos de
1.500 g. (Siu, 2015), (Bogen, Duggan, Dover, & Wilson, 2000). El valor predictivo
positivo (VPP) del cribado se incrementa en zonas de prevalencia de anemia
superiores al 10%. Asi, si la prevalencia es menor del 10%, el VPP es bajo (Bogen et
al., 2000).

1.7.2. Medidas Preventivas. Recomendaciones Sociedades Cientificas.

Referente a las medidas preventivas, en cuanto a los factores prenatales, es
fundamental asegurar una buena nutricibn materna y un buen control de la gestacion
con cribaje de ferropenia y de anemia ferropenica en la gestante. Respecto a los
factores perinatales, en los Ultimos afios han aparecido numerosos estudios que
muestran los beneficios y los riesgos de retrasar el pinzamiento del cordon umbilical.
En un cuidadoso metanalisis publicado en 2007, que incluia 15 ensayos clinicos y un
total de 1912 recién nacidos a término, los autores concluyeron que se dispone de
adecuada evidencia para aconsejar el retraso de, al menos, dos minutos en el
pinzamiento del cordon umbilical. Este retraso conlleva beneficios significativos para el
nifio, que van mas alla del periodo neonatal, ya que se muestra una diferencia
significativa en la frecuencia de anemia de los dos a los tres meses de edad y a los seis
meses de edad. Esto tiene especial valor en los paises en los que el acceso a una

buena nutricién es dificil (Chaparro, 2008).

En los lactantes existe controversia sobre las medidas preventivas a adoptar frente a la
deficiencia de hierro (Ziegler & Fomon, 1996),(Bogen et al., 2000) (Kazal, 2002)
(Kramer & Kakuma, 2012). Muchos estudios muestran que el tratamiento con hierro
mejora el desarrollo psicomotor (Betsy Lozoff et al., 2014), (Long et al., 2012),
(Beltran-Navarro, Matute, Vasquez-Garibay, & Zarabozo, 2012), (Jin, Wang, Chen,
Wang, & Liu, 2015), aunque no son unanimes, (McDonagh, Blazina, Dana, Cantor, &
Bougatsos, 2015). Ademas, se ha relacionado la AF e incluso la carencia de hierro a
disfuncién del sistema inmune (Thibault et al., 1993), (Oppenheimer, 2001).
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Sin embargo, otros estudios le dan un papel protector frente a la infeccion
(Stockman, 1981). Una de las ventajas de las intervenciones en la lucha contra la
ferropenia es que es uno de los problemas mas tratables debido a la posibilidad de
intervenir con un coste relativamente bajo, ya que la prevencion de ferropenia en
lactantes se basa fundamentalmente en unas pautas de alimentacion correctas.

La OMS recomienda la LM exclusiva durante los primeros seis meses de vida y la
Academia Americana de Pediatria (AAP) la recomienda durante un minimo de cuatro
meses y preferentemente durante seis. (Baker & Greer, 2010). Posteriormente se
aconseja el inicio de la alimentacion complementaria diversificada. La alimentacion
complementaria puede aportar una ingesta suficiente de hierro a través de alimentos
ricos en hierro hem (carnes, aves de corral, pescado) y no hem (legumbres). Es
importante retrasar la introduccion de leche de vaca para después del primer afio de
vida porque, aunque contiene algo mas de hierro que la leche materna, su
disponibilidad es muy baja y ademas interfiere con la absorcion del hierro de otros
alimentos (Hurrell, Lynch, Trinidad, Dassenko, & Cook, 1989).

En casos de nifios que continlen con LM exclusiva mas alla de los seis meses, la AAP
por medio de su Comité de Nutricibn ESPGAN, recomiendan suplementacién con
hierro a dosis de 1 mg / Kg/ dia con sulfato ferroso via oral y, si reciben LA, se
recomienda la ingesta de férmula enriquecidas, y cereales enriquecidos con hierro
(AAP, 1999; ESPGHAN, 2014). En los entornos donde la prevalencia de anemia en
ninos es aproximadamente superior al 40% o la dieta no incluye alimentos
enriquecidos con hierro, la OMS recomienda administrar suplementos de hierro en
dosis de 2 mg/kg/dia a todos los nifios de 6 y 23 meses de edad. Los recién nacidos
con bajo peso al nacer (2000-2500g) deben recibir suplementos de hierro de 1 a
2 mg/kg/d. En cuanto a los recién nacidos prematuros, se estima que el 14%
desarrollaran ferropenia entre los cuatro y los ocho meses de edad. (Mills & Davies,
2012). Por ello Previnfad, la AAP y la ESPGHAN, recomiendan una ingesta minima de
hierro de 2 mg/kg/dia, que se consigue con las férmulas artificiales que tengan un

contenido de hierro igual o superior a 12 mg/l.
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Si recibe LM deben recibir aportes de hierro desde el primer mes de vida hasta que
tomen alimentacion complementaria rica en hierro, a una dosis de 4 mg/kg/dia si el
peso al nacimiento fue inferior a 1500 g. y de 2-4 mg/kg/dia si el peso fue mayor de
1500 g. Los alimentados con LA, con férmula estandar para prematuros (14,6 mg/l de
hierro) o una normal (8-13 mg/l) reciben aproximadamente 1,5 a 2,2 mg/kg/dia de
hierro (Berglund & Domellof, 2014). En lineas generales, no se recomienda la
suplementacion universal con hierro. No obstante, tampoco existe evidencia suficiente
para contraindicar la administracion de suplementos en lactantes sanos en paises
desarrollados. En la actualidad, se recomienda el tratamiento de la anemia ferropénica
por las posibles implicaciones en el desarrollo neuroconductual y posible aumento de la
morbilidad infecciosa.
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Recomendaciones generales Sociedades Cientifica.

Sociedad

RN a Término

LA

LM

RN Pre-término

LA

LM

Previnfad

-A partir del sex- | -Si formula -<1500g. 4mg/ -No suplementa-
to mes: fortificada, no | kg/ dia de hierro, | cion, si formula
1mg/kg dia de suplementos desde el primer | reforzada con >
hierro mes hasta intro- | 12mg/l de hierro
duccion de la .
alimentacion
complementaria
-Si factores de
riesgo : -Si factores de | ->1500g. Hemo- |-Salvo en prema-
2-4mg/ Kg/ dia | riesgo prenatal | rragia perinatal o | turos de <1500g.
de hierro 0 perinatal gran nimero de | que recibiran
2-4mg/ Kg/ dia | extracciones aportes totales.
de hierro, a 2-4/ mg/ Kg/dia
partir del 4-6 de hierro desde
mes de vida, el primer mes
minimo duran- | hasta introduc-
te 3 meses. cién de la ali-
mentacién com-
plementaria.

AAP Lactancia mater- | Uso de férmu- | Suplemento de Uso de férmulas
na o mixta hasta | las suplemen- | hierro de suplementadas
la introduccién | tadas con 2mg/ Kg/ dia Fe, | >12mg/ L Fe
de alimentacién | 6,7 mg/L Fe desde el primer
complementaria mes, hasta la

administracion
1mg/ Kg/ dia Fe de una férmula
suplementada
con hierro o
hasta
introduccién de
la alimentacion
complementaria

UPSTF -Recomienda si factores de riesgo.

Si evidencia para suplementar con hierro a lactantes con factores de
riesgo.
-No encuentra evidencia para suplementar a lactantes asintomaticos.

Tabla.9. Recomendaciones para la prevencion de ferropenia en lactantes.

Adaptada de Previnfad Junio.2011. Previnfad: grupo de trabajo de la Asociacion Espafiola de Pediatria
de Atencién Primaria y del programa de actividades preventivas y de Promocion e la salud. AAP: asocia-
cién americana de Pediatria. UPSTF: U.S. Preventive Services Task Force
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2. CAPITULO,

Justificacion
Hipotesis
Objetivos del trabajo.
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2.1. Justificacion.

La ferropenia y la anemia son consideradas un problema de salud publica. (Berglund &
Domellof, 2014). Los lactantes son una poblacion de riesgo para el desarrollo de
ferropenia debido a los altos requerimientos de hierro que, en muchas ocasiones no
son cubiertos por la alimentacion fundamentalmente lactea que reciben durante esta
etapa (Scrimshaw, 1991), (Cook, 1995), (Desforges & Oski, 1993).

Mientras que en los paises subdesarrollados la anemia ferropénica y la ferropenia
tienen una elevada prevalencia y son causa de gran morbilidad y mortalidad
(Scott et al., 2014); en los paises industrializados las intervenciones de suplementacion
de alimentos, en férmula adaptadas y cereales desde las décadas de los 80 y 90, han
contribuido a una disminucion importante de la prevalencia. (Kassebaum et al., 2013).
Sin embargo, a pesar de estas medidas que aseguran un correcto aporte de hierro el
déficit de hierro sigue siendo un problema de salud, con una prevalencia estable en las
Gltimas décadas (Eden & Mir, 1997), (Kassebaum et al., 2013), (WHO, 2007). Asi
mismo, diversos estudios realizados en lactantes muestran un fracaso en el
tratamiento de la ferropenia durante la lactancia; siendo la edad un factor relevante
para la prevalencia de ferropenia y anemia ferropénica. Asi, se observa una mayor
prevalencia de anemia en niflos con edades entre 12-24 meses, disminuyendo
significativamente a la edad de 3 y 4 aflos (Pasricha, Drakesmith, Black, Hipgrave, &
Biggs, 2013).

Recientemente se ha demostrado una marcada influencia del sistema inmunitario en el
metabolismo del hierro en poblacion adulta. (Nemeth et al., 2004), (Guenter Weiss &
Goodnough, 2005), (Gunter Weiss, 2009), (Weiss G, 2005, Nemeth 2004.) Por lo que,
es posible que la anemia en la lactancia no sea exclusivamente un problema
nutricional, sino que sea la respuesta de un sistema inmune en desarrollo a procesos

inflamatorios frecuentes en esta etapa.

Asi, la anemia de caracter leve, observada en la lactancia y buscada sistematicamente
por los pediatras es posible que sea resultado de un estado inflamatorio secundario a

infecciones recurrentes y caracteristicas de esta etapa.
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Por otro lado, la suplementacion de hierro en determinados momentos criticos de la
vida puede tener consecuencias en la salud. En la literatura encontramos datos
contradictorios a la suplementacion con hierro (Cook, 1995), (Long et al., 2012),
(Zlotkin et al., 2013). Algunos autores que encuentran un aumento de procesos
infecciosos (Peto & Hershko, 1989), (Oppenheimer, 2001), y otros una disminucion
(Walter et al., 1997), (Domellof, 2007), (Okebe, Yahav, Shbita, & Paul, 2011).
Estas discrepancias constatan que el papel del hierro en la funcién inmunitaria de los
lactantes no ha sido caracterizado con precision.

Los estudios realizados sobre el tema son en su mayoria de caracter transversal, por lo
que no permiten valorar la relevancia clinica de las alteraciones inmunitarias
encontradas. Tampoco se ha definido el papel de las citocinas y de la hepcidina en el
metabolismo del hierro en lactantes sanos (Jansson, Kling, & Dallman), (Michels,
Nemeth, Ganz, & Mehrad, 2015).

Existen por tanto, importantes lagunas en el conocimiento de la hepcidina y de las
citocinas inflamatorias en el metabolismo del hierro del lactante, asi como, de su
relevancia clinica, por lo que se considera necesario la proyeccion de estudios para

valorar estos aspectos (Michels et al., 2015).

El presente proyecto de investigacion se plantea como un estudio para valorar la
influencia de las citocinas inflamatorias en el metabolismo del hierro, especialmente
sobre la hepcidina, la ferritina, y de su relacion con el desarrollo de anemia en el

lactante.
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2.2. Hipotesis.

‘La existencia de una respuesta inmunitaria inmadura en los lactantes sanos,
conllevaria a un estado inflamatorio, en respuesta de la exposicién del nifio a

estimulos habituales de esta edad, como infecciones”.

Mediante el estimulo inflamatorio, se produciria un cambio de respuesta inmunitaria de
Th2 caracteristica al nacimiento, hacia una respuesta inmunitaria Thl, hacia los 6-12
meses de vida. Este estado inflamatoria presente durante la lactancia podria dar lugar
a la expresion de un perfil caracteristico de citocinas pro-inflamatorias en el lactante,
gue podria relacionarse con los niveles de hepcidina, ferritina y o hemoglobina”.
Figura.13. De tal manera, que la expresion de un perfil de citocinas Thl en el lactante,
con liberacién de citocinas pro-inflamatorias, produciria un aumento de los niveles de
hepcidina sérica, que inducirian una disminucion del hierro sérico, y que podria dar

lugar a anemia en el lactante.

La disminucién del hierro sérico a favor de un aumento de los depdsitos, seria un
mecanismo fisioldégico de respuesta del sistema inmunitario inespecifico, que tendria

como finalidad, evitar la proliferacion del patbgeno durante el proceso infeccioso.

Nacimiento Th2 wms) Estado Inflamatorio (IL-6, INF, IL-1, TNF) ‘Thl (6-12 m)

£ B e

Estimulos LERCIDINA Inflamatoria
Vacunas
Infecciones l 1
secuestro Fe Limitacion

Eritropoyesis

Absorciéon de Fe

Figura. 13. Algoritmo de la Hipotesis de trabajo
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2.3. Objetivos.

Objetivos Principales:

1. Estudiar la influencia de los procesos infecciosos en la expresién de citocinas
inflamatorias, el metabolismo del hierro (ferritina, hierro, hepcidina) y la presencia de

anemia en una poblacién de lactantes sanos en Reus (Tarragona).

2. Analizar la relacion entre la expresion de citocinas -inflamatorias (IL-1, IL-2, TNF-q,
TNF-B, IL-6, IL-8, IL-10 e INF- y), en el metabolismo del hierro, (ferritina, hierro,
hepcidina), y la presencia de anemia a los 6 y 12 meses de vida en lactantes en

nuestra area.

Objetivos secundarios:

1. Determinar la prevalencia de ferropenia y anemia en lactantes sanos en nuestra

area de estudio.
2. Determinar los niveles de hepcidina en el lactante sano en nuestra poblacién.

3. Analizar el efecto de la alimentacion, en el desarrollo y en el metabolismo del

hierro de los lactantes.

4. Evaluar el efecto de la suplementacién dietética en lactantes, con diferentes dosis
de hierro en la férmula adaptada, sobre el metabolismo del hierro, el desarrollo fisico

y la morbilidad (enfermedades infecciosas).
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3. MATERIAL Y METODOS
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3. Material y Métodos.

3.1. Disefio. El estudio esta estructurado en dos partes, un estudio prospectivo
observacional longitudinal y un estudio de intervencion aleatorizado doble ciego de los
6 a los 12 meses. Este proyecto forma parte del estudio "DeFensas” Fig. 14.

Estudio longitudinal Prospectivo 0-12 meses

ESTUDIO LONGITUDINAL |
NACIMIENTO 6 MESES 12 MESES
*  Informacion cel estudio ; *  Mistora dinka i *  Historis dinics
S = Consentimiznto informado  : *  Antropometria P* Antropometria
S = Fardtina sécka a las 481 i *  Alimentecion * Almentacion
Sw Antropomria fe Extraccion sanguines : :*  Extracdon sarguirea E
fe o Escals de Bayley : v Escala ce Bayey
ENSAYO CLINICO ALEATORIO
|
| |
Grupo A: Grupo B
Leche de continuacian Leche de continuacién
alta en hierro baja en hierro
1,16 mg/100 mi 0,44 mg/100 ml
| ||

Fig.14. Esquema del estudio “DeFensas” de los 0 a los 6 meses.
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El estudio "DeFensas” da continuidad a una linea de investigacion en nutricion y salud,
gue incluia inicialmente dos proyectos: "NutFe” y "NutCIR", financiados por el fondo
para Investigaciones Sanitarias del Instituto Carlos Ill, (Pl 052462) y por el Ministerio de
Ciencia y Tecnologia (SAF2005-05096).

En ambos estudios, han participado investigadores de la Unidad de Ginecologia y
Obstetricia del Hospital S. Joan de Reus (Tarragona), en colaboracion en el estudio
“"NutFe” con el grupo NUTRISAM y por el departamento de Psicologia de la
Universidad Rovira i Virgili; y en el estudio NutCIR con investigadores de la Unidad de
Medicina Preventiva de la Universidad Rovira i Virgili. La poblacién de estudio es la
misma para los dos proyectos (‘NutFe”y "NutCIR"), madres gestantes sanas mayores

de 18 afios, incluidas en el estudio en la semana diez - once de gestacion.

En total se incluyeron 301 gestantes, que fueron seguidas desde la semana once de
gestacion hasta los 3-5 dias postparto. El objetivo de estos proyectos (‘NutFe” y
"NutCIR") fue estudiar la relacién de factores nutricionales y bioquimicos en diferentes
periodos de la gestacion con aspectos neonatales (edad gestacional del recién nacido,

peso al nacimiento y el comportamiento neonatal inmediato).

El estudio "DeFensas” recoge a los nifios incluidos en el estudio "NutFe” y realiza un
seguimiento longitudinal de estos nifios desde el nacimiento hasta los 3 afios de de
vida, con el objetivo de estudiar la relacion del metabolismo del hierro con la
alimentacion, el desarrollo fisico, desarrollo psicomotor y neuroconductual de estos ni-

fos.

El presente proyecto de investigacion objeto de tesis doctoral, recoge una muestra de
nifios pertenecientes al estudio “DeFensas” reclutados en la Unidad de Pediatria del
Hospital Universitari Sant Joan de Reus (Tarragona), desde el 2006 hasta el 2009 y
seguidos desde el nacimiento hasta el afio de vida, con el objetivo de estudiar la
relacion del metabolismo del hierro con la alimentacion, el desarrollo fisico y la
respuesta inmunitario del lactante. Ha sido llevado a cabo por investigadores del
grupo de investigacion de Nutricion y Salud Mental (NUTRISAM) de la “Universitat
Rovira i Virgili”, en colaboracion con investigadores de la unidad de Pediatria del

Hospital S. Joan de Reus (Tarragona).
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3.2. Poblacién de estudio.

3.2.1. Sujetos del estudio. Nuestra poblacion incluye RN a término, hijos de madres

gue participaron en el estudio nutricional “NutFe”, llevado a cabo por el Servicio de
Ginecologia y Obstetricia de Hospital Universitario Sant Joan de Reus, y por la Unidad
de Medicina Preventiva en colaboracién con la unidad de Salud Publica y Nutricion de
la “Universitat Rovira i Virgili’(Pl 052462). Son RN, sanos, hijos de madres gestantes
residentes en la ciudad de Reus (Tarragona), madres caucéasicas mayores de 18 afios,

con embarazo Unico y sin patologia previa con parto en el Hospital Sant Joan de Reus.

3.2.2.Criterios de inclusién, Se incluyeron todos los neonatos sanos hijos de madres

gue participaban en el estudio “NutFe”, con edad gestacional superior o igual a 37

semanas, y con peso igual o superior a 2.500 gramos.

3.2.3._Criterios de exclusidon. Quedaron excluidos del estudio recién nacidos de bajo

peso para edad gestacional, y o0 prematuros, nifios con anemia o enfermedad
hemolitica del recién nacido, recién nacidos con defectos congénitos mayores,
inmunodeficiencia, hipotiroidismo o trastornos neurolégicos, y aquellos neonatos con

patologia que preciso ingreso en la Unidad de Cuidados Neonatal.

El reclutamiento de los participantes se realizd en el postparto inmediato, a las 24-48
horas de vida del recién nacido con seguimiento hasta los 12 meses de vida. Previo a
la inclusion de los RN, se solicitd firma de consentimiento informado por los padres, de

acuerdo con la declaracion de Helsinki.

El presente estudio fue aprobado por el comité de Etica y comité de Investigacion del
propio hospital Sant Joan de Reus.
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3.3. Método de recogida de datos.

La recogida de informacion se realiz0 mediante entrevista directa con los padres,
siguiendo cuestionarios estandarizados de recogida de datos, exploracion fisica
(anexos.ll y 1), y andlisis de las muestras sanguineas. Durante el seguimiento

longitudinal, se realizaron seis visitas y tres extracciones sanguineas.

Los cuestionarios de recogida de datos fueron utilizados para el registro de los
procesos infecciosos, vacunaciones y alimentacion, eran rellenados por los padres,

tras realizar un adiestramiento por los investigadores.

Cronograma de visitas : visita O (recién nacido), Visita 1 (al mes de vida), visita 2
(a los 3 meses de vida), Visita 3 (a los 6 meses de vida con randomizacion en los
lactantes alimentados con LA con mayor o menor aporte de hierro), visita 4 (a los 9
meses de vida), visita 5 (a los12 meses de vida).

La entrevista que incluia la historia clinica, fue realizada en todos los casos por un
pediatra y un nutricionista (anexos.ll y III)

Los entrevistadores, dos pediatras y dos nutricionistas eran investigadores del estudio y
siguieron un método estandarizado de recogida de las variables del estudio. La historia
clinica incluia datos socio-demograficos: edad, sexo y nivel socioecondémico de los

padres, asi como, antecedentes clinicos personales y familiares (anexos.ILIILIV).

Registro alimentario. Se registré en la entrevista del mes, 3, 6, 9y 12 meses de vida.
Se realizé registro dietético de tres dias, los padres realizaban un registro de la
alimentacion recibida por los lactantes los tres dias previos a la entrevista con los
investigadores. Asi mismo, se facilito a la familia un diario, donde anotaban la

introduccién de nuevos alimentos en la dieta de los nifios (anexo V).

La introduccion de nuevos alimentos se especificaba en las visitas realizadas por los
investigadores y se realizaba de forma estandarizada segun las recomendaciones de
las Sociedades cientificas, y ademas se entregaban las pautas de introduccion de
alimentaciéon de forma escrita (anexo. V). Asi, en los lactantes que seguian LM se

recomendd mantener esta de forma exclusiva hasta los 6 meses; y a partir de los
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6 meses se indicaba la introduccién de alimentos soélidos. En los alimentados con LA,

se iniciaba la alimentacion complementaria a los 4 meses segun recomendaciones.

Registro de infecciones y vacunas. Se registré en la entrevista del mes, 3, 6,9y 12
meses de vida. Se realizaron cuestionarios protocolizados de seguimiento mensual con
entrevista y recogida presencial de los datos en las visitas presenciales (anexo. 6). Se
facilit6 a la familia un cuestionario, donde anotar los procesos infecciosos y la
temperatura corporal, asi como el momento de vacunacion del lactante (anexo. 6), y la
necesidad de asistencia por su pediatra, urgencias y hospitalizacion. También se

registrd, el momento de inicio de la asistencia a guarderia.

Examen Fisico. Medidas antropométricas: peso, talla y perimetro cefélico. Las
medidas antropométricas fueron realizadas por las mismas personas que realizaban el

seguimiento y siempre de forma estandarizada.

Extracciones analiticas: fueron realizadas en la visita 0 (RN), Visita 3 (6 meses de
vida), y visita 5 (12 meses de vida). Las extracciones fueron realizadas en el Hospital
Sant Joan de Reus a primera hora de la mafana y por personal especializado,
(ISO 9001-2008). A las 48 horas del nacimiento se realizo la determinacion de ferritina,
mediante puncion cutdnea en el talon, coincidiendo con la realizacion de las pruebas de
deteccion precoz de las enfermedades metabdlicas congénitas. Se extrajo una muestra
de 0.5 ml.

A los 6 y 12 meses de edad se extrajeron por venopuncion, 6 ml de sangre en dos
tubos: un tubo con anticoagulante EDTA-K2 de 3 ml y otro tubo con sérum sin
anticoagulante de 3 ml. El tubo de sérum se mantiene sin mezclar durante 30 minutos
a temperatura ambiente, para facilitar la coagulacion. Del primer tubo (EDTA-K2) se
determindé el hemograma, hematocrito, la hemoglobina, y los indices eritrocitarios.
El plasma se separ6 mediante centrifugado durante 15 minutos a 2.000 revoluciones y
a 40°C. El plasma sobrenadante se extrajo con cuidado de no aspirar la capa fina de
leucocitos que la separa de los eritrocitos, posteriormente se alicuoto en criotubos y se

guardd a -80°C hasta el momento de las determinaciones bioquimicas del hierro y el
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estudio de citocinas y hepcidina. Las muestras se procesaron y se conservaron en el
laboratorio de investigacion del mismo hospital (Biobanc-IRCIS). Para todas las
determinaciones se calcul6 el coeficiente de variacidn intra e inter-ensayo y se acepto
un coeficiente de variacion intra-ensayo segun las recomendaciones de los fabricantes

de los “kit” utilizados.

Las determinaciones bioquimicas de todas las muestras fueron realizadas por una
misma persona en la misma serie de determinaciones parar evitar el posible efecto de
la variacion inter-ensayo sobre los cambios longitudinales que nos interesaba

investigar.

3.4. Variables del estudio.

Datos gestacion y perinatales. En la recogida de datos del parto se registro el sexo,
el resultado del test de Apgar a los 5 minutos. Paridad. Duracién de la gestacion.

Antecedentes de patologia gestacional y o perinatal (anexo.ll).
Medidas antropomeétricas: peso, talla y perimetro cefélico

Peso: la medicidon del peso, se realizé mediante una bascula romana SECA (Vogel &
Halke GmbH & Co, Hamburg) con 5 gramos de precisién. Los nifios se pesaron

desnudos

Longitud: la medicion de la talla, se realiz6 mediante un tallimetro “Perspective
Enterprises Measuring Equipment” modelo PE-RILB-STND con un rango de medida de

12,5 a 99 cm y con una precision de 1 mm.

Perimetro cefélico: la medicibn se realiz6 con una cinta métrica flexible con una

precision de 1 mm.

Nivel socio-economico de la familia se calculd segun el indice de Hollingshead
(1975). Este indice permiti6 estimar el estatus social de los individuos mediante la
categorizacion de sus ocupaciones en nueve categorias (de trabajo no cualificado a
trabajo altamente cualificado) y su nivel de educacidon en siete (de educacion primaria

no finalizada a educacion superior completa). La puntuacion del estatus social se
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obtuvo multiplicando el valor de la escala de ocupacion por cinco y el valor de la
escala de educacion por tres y luego combinando las dos puntuaciones. A partir del
valor maximo posible, se dividi6é entre tres para establecer las categorias: bajo, medio y

alto nivel socioeconémico (anexo. 3).

Variables Bioquimicas e Inmunoldqgicas.

-Hierro sérico mediante la reaccibn quimica de Ferene. El reactivo contiene
hidroxilamina, tiourea y ferene (5,5 (3-(2-pyridil)-1, 2,4-triazine-5,6 diyl) -bis-2
furansulfonic acid, disodium salt). El pH &cido libera el hierro de la transferrina en medio
acido y se reduce de hierro 3+ a hierro 2+, mediante la hidroxilamina. El hierro 2+
reacciona con el compuesto Ferene, formando un complejo de color que absorbe la luz
a 600 nm, (ITC Diagnostics S.A, Barcelona, Espafia), mediante espectrofotometria por

métodos estandar.

-Transferrina sérica mediante inmunoprecipitaciéon en fase lliquida con una lectura
turbidimétrica a punto final (510 nm). Un antisérum antitransferrina se diluye en
tampon y se incuba con el sérum del sujeto. El descenso en la transmisién de la luz
causada per la formacion de complejos antigeno-anticuerpo es directamente

proporcional a la concentracién de transferrina de la muestra (Biokit S.A., Barcelona).

-Ferritina sérica (FS) se determind mediante inmunoquimio- luminiscencia y la
transferrina sérica (Biokit S.A., Barcelona, Espafia) y el hierro sérico (ITC- Diagnostics

S.A, Barcelona, Espafia), mediante espectrofotometria por métodos estandar.

-Capacidad de Saturacion de la Transferrina: Se calculd, una vez obtenida la CFTH,
multiplicando el cociente hierro sérico/CFTH y multiplicandolo por 100.Expresandose,
por tanto, en porcentaje.

-Perfil hematolégico completo mediante un analizador Coulter GENS (Coulter
Hilealeah, FL, USA) Mediante el autoanalizador Beckman-Coulter también se
determina la hemoglobina, el hematocrito, el VCM. Hb y la concentracion de

hemoglobina corpuscular media.
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-Reaccion de la Polimerasa en cadena (PCR) en suero por técnica de
inmunoturbidimetria. La proteina C reactiva reacciona con el anticuerpo especifico
formando inmunocomplejos insolubles. La turbidez provocada por este inmuno-
complejo es proporcional a la concentracion de PCR en la muestra y puede medirse

espectrofotométricamente. Valores de referencia de 0 - 5 mg/I.

-Determinacion de inmunoglobulinas séricas: inmunoglobulinas: IgA, IgM, 1gG-
(inmunoturbidimetria y en caso necesario necesario nefelometria) La inmunoglobulina
reacciona con el anticuerpo especifico formando inmunocomplejos insolubles.
La turbidez provocada por estos inmunocomplejos es proporcional a la concentracion

de Ig en la muestra y puede medirse espectrofotométricamente.

La Nefelometria, se define como la detecciébn de la energia luminica dispersa o
reflejada hacia un detector que no se encuentra en el camino directo del haz luminoso.
Las mediciones nefelométricas son mas adecuadas para medir muestras cuya
concentracion de particulas es baja y se utilizé en caso de la deteccion de niveles por
debajo del limite inferior en la técnica de inmunoturbidimetria). La determinacion de IgE
se llevé a cabo por enzimo-inmunoanalisis por quimioluminiscencia. En este método, la
muestra del paciente o el control, se agrega al pozo previamente impregnado con
streptavidin. La reaccion entre los anticuerpos IgE y los nativos de IgE, forman un
complejo que se unird a los pozos. Otra enzima etiquetada con anticuerpo monoclonal
especifico de IgE, es agregado a los pozos, esta enzima etiquetada con anticuerpo, se
liga al del IgE actualmente inmovilizado en el pozo a través del cual se une al
anticuerpo monoclonal biotinlado. El exceso de enzima es lavada por medio de un paso
de lavado. Una senal de luz es generada po la adicion de un sustrato, y la intensidad
de la generacion de luz es directamente proporcional a la concentracion de la IgE en la

prueba.

-Determinacion de Hepcidina sérica: se realiz0 mediante ELISA, DRG hepcidin
ELISA kit. ® Inmunoensayo enzimatico basado en el principio de unién competitiva.
Los micropocillos del kit estan recubiertos por un anticuerpo monoclonal especifico
para hepcidina bioactiva. La hepcidina de las muestras sanguineas, compite con la

hepcidina-biotina conjugada que se afiade al kit para unirse al anticuerpo. Después de
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la incubacion se realiza un primer lavado. Seguidamente, se aplica una segunda
incubacion afiadiendo el complejo enzimético de estreptavidina peroxidasa y se realiza
un segundo lavado. Al afiadir una solucién de sustrato va apareciendo un color hasta
gue se para, después de una corta incubacion. La intensidad del color desarrollado es

inversamente proporcional a la concentracion de hepcidina de la muestra.

-Determinacién de citocinas: IL-18, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-2, INF-y, TNF-q,
TNF -B, por técnica de citometria de flujo, mediante Flow Cytomix Multiple®
11-Th1/Th2 & MCP-1. Los inmunoensayos de multi-analitos FlowCytomix permiten la
deteccién cuantitativa simultdnea de hasta 20 analitos diferentes a partir de una
sola muestra de 25 uL en una variedad de muestras que incluye sangre, suero, y el
sobrenadante de cultivo de tejidos. Los Multiplex -Ready -to- Use- Kits estan
configurados de forma que todas las bolitas de captura recubiertas de anticuerpos
anti-citocina estan premezcladas en un solo tubo, todos los anticuerpos de deteccién
conjugados premezclados en un solo tubo y una mezcla liofiizada de todos los
estandares por duplicado. Esto facilita notablemente el desarrollo de la técnica. El kit
human Th1/Th2 11plex FlowCytomix Multiplex Ready To Use permite la deteccién de
11 citocinas a la vez, permitiendo la identificacion del perfil Thl y Th2 en la muestra del
estudio.Para el analisis de datos se realizd el estudio cuantitativo y se asigné a los
niveles de citocinas por debajo del rango de deteccion, el valor de la sensibilidad de

referencia de cada citocina (tabla.10).
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CITOCINA SENSIBILIDAD
IFN-I 1.6 pg/ml
IL-1B 4.2 pg/ml

IL-2 16,4 pg/ml
IL-4 16.4 pg/ml
IL-5 20.8 pg/ml
IL-6 1.6 pg/ml
IL-8 0.5 pg/ml
IL-10 1.9 pg/ml
IL-12 1.5 pg/ml
TNF-A 3.2 pg/ml
TNF-B 2.4pg/ml

Tabla.10. Sensibilidad de las diferentes citocinas (pg/ml).

Variables Definidas

*Metabolismo del Hierro.

Se definieron los siguientes criterios de deficiencia de hierro, ferropenia y anemia
segun criterio OMS (WHO, 2001).

- Ferropenia definida por valores disminuidos de ferritina inferior a 40 pg/L al

nacimiento, o una ferritina inferior a 12ug/l a los 6 y 12 meses, (OMS, 2002).

- Sobrecarga de hierro, si la cifra de ferritina estaba por encima de 83 pgr/L a los

6 meses y 120 pgr/L a los 12 meses.

- Hierro bajo, si el hierro plasmatico era inferior a 3.2 mmoL /L (11 mg/dL),
Saturacion de transferrina (ST) <10% y la transferrina superior a 347 mg/dL para

todas las edades estudiadas, (Dallman,2008)
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« Anemia, se definié por valores de hemoglobina sérica menores a 11 gr/l, para todas
las edades estudiadas. Los lactantes diagnosticados de anemia fueron tratados
segun las recomendaciones de las Sociedades Cientificas. (OMS, 2002).

« Anemia Ferropenica, se definid por valores de hemoglobina sérica menores a

11 gr/l y ferritina inferior a 12ug/l.

Tipo de Alimentacién

Se definio la lactancia materna exclusiva, como la alimentacion exclusiva durante
seis meses con leche materna. Para el andlisis de los datos que hace referencia a la
alimentacion, se incluyeron Uunicamente los lactantes que habian sido alimentados con
lactancia materna (LM) exclusiva o aquellos que seguian desde el nacimiento formula
adaptada (LA) y que fueron incluidos en el grupo de lactancia artificial. De tal manera,
gue se clasifico el modo de alimentacién en LM exclusiva o LA con la intencion de

evitar posibles sesgos en el andlisis estadistico.

Procesos Infecciosos, inflamacién

Se incluyeron todos aquellos procesos infecciosos que asociaban fiebre definida como

temperatura axilar mayor o igual a 37 °C (T2 ax.=237°C).
Para el andlisis se agruparon en cuatro grandes grupos:

« Lactantes con sindrome febril inespecifico donde incluimos los nifios con
infecciones de la via area superior, virasis generalizadas, Las virasis
inespecificas y o sindromes febriles, se agruparon para el andlisis final junto a
los catarros de vias altas, dada la dificultad para algunos padres de disociar

ambos procesos.

« Lactantes con infecciones de vias respiratorias inferiores, tales como

neumonias, bronquitis infecciosas o bronquiolitis.

« Lactantes con infecciones bacterianas invasivas, donde se incluyeron los nifios

con infecciones urinarias, meningitis, sepsis o infecciones osteoarticulares.
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« Lactantes con gastroenteritis aguda. Solo se incluyeron aquellos asociados a
fiebre en el andlisis final de resultados. Se decidié no incluir el resto, ante la
posibilidad de que fueran mal interpretados por los padres, (estos procesos en
los primeros meses, pueden ser percibidos de diferente manera por las madres
gue lactan o por las que no) y asi, minimizar los sesgos de definicion,

“consideramos apropiado excluirlos para el analisis de la variable infeccion.

+ Se definié la presencia de inflamacion como PCR superior a 10 mg/L (Grajeda,
Pérez-Escamilla, & Dewey, 1997), (Asobayire, 2001).

« Se definid Infeccién del tracto urinario (ITU), como la existencia de fiebre

(T2>37° C) y un urinocultivo positivo.

- Se defini6 Gastroenteritis aguda (GEA), como la existencia de deposiciones

diarreicas y o vomitos asociados a fiebre (T2 >37° C).

« Se definié hospitalizacion, como el ingreso en un hospital durante al menos 24

horas, bajo observacién y tratamiento médico.

En cuanto a las infecciones respiratorias se definieron los variables: catarro de vias
altas, neumonia, bronquiolitis, bronquitis, y hospitalizacion.Estos procesos fueron

definidos de modo preciso:

e Catarro de vias altas, proceso infeccioso que afecta a las vias respiratorias
superiores, y que cursa con fiebre (T2 >37 °C).

* Neumonia: infeccion de vias respiratorias bajas que cursa con tos, fiebre y
auscultacion patoldgica siendo imprescindible para el diagndstico una radiografia de
torax alterada o un diagnostico clinico médico.

* Bronquiolitis, se define como el primer episodio agudo de sibilancias en un nifio/a
menor de 24 meses, disnea espiratoria y existencia de prédromos catarrales.

Se clasifico como grave si era subsidiaria de ingreso hospitalario.
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En el presente estudio se determinaron los niveles de referencia de hepcidina a los 6 y
12 meses de vida, en los lactantes sin anemia, ni ferropenia y PCR<10 mg/ dl, con la
finalidad de descartar los niveles de hepcidina que pudieran estar alterados por

estados inflamatorios basales o estados carenciales de hierro.

3.5. Descripcion y definicion de la intervencion

El estudio de intervencion consistia en valorar el efecto de la suplementacion a
diferentes dosis de hierro, ambas, dentro de los limites recomendados por las
sociedades cientificas ref., sobre el desarrollo del nifio.

La intervencion se realizé a los 6 meses e incluyé a todos los lactantes de la muestra
gue continuaban en seguimiento a esta edad y que recibian alimentacion con
LA. A partir de los 6 meses, a todos los participantes, se les daban cereales fortificados
de la misma marca comercial, presente en el mercado y aquellos lactantes
alimentados con LA, fueron randomizados a doble ciego, en dos grupos: el grupo
asignado como “leche roja” en la intervencion que recibié formula adaptada con bajo
contenido en hierro (0,44/100ml), y el grupo asignado como “leche verde” que recibié
formula con alto contenido en hierro (1,16/ 100ml).

La distribucion de los grupos de intervencion se realiz6 mediante aleatorizacion
individual con tabla de aleatorizacion doble ciego, que asignaba al orden numérico de
inclusion en la intervencion a los 6 meses el color rojo o el color verde de forma
aleatoria.La férmula con alto contenido en hierro (1,16/ 100ml) asignada como verde

coincidia con la formula presente en el mercado de la casa comercial.

En el trascurso del proyecto hubo dificultades para el suministro de la leche con bajo
contenido de hierro, por lo que la intervencion solo se pudo llevar acabo de forma
aleatorizada y doble ciego en 60 nifios, al resto de nifios incluidos en el protocolo con
LA (n=38), se les suministro férmula con alto contenido en hierro (1,16/200ml)
asignada como verde, y que coincidia con la formula presente en el mercado, con

distribucion de los grupos en una randomizacion 3:1 para el analisis final.

109



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

3.6. Descripcion del sequimiento de los pacientes

La primera visita, visita O, se realiz6 en el momento de inclusion al estudio, en las
primeras 24- 48 h de vida del neonato. Esta visita incluia la solicitud del consentimiento
informado (anexo.l), y en caso de aceptacion e inclusion se iniciaba el protocolo de

estudio.

Visita 0, Recién nacido :

0 Inclusibn en el estudio: Consentimiento informado y hoja de
informacion a los padres. Datos demogréficos de los padres.

Historia clinica materna y perinatal.
Antropometria del recién nacido. Exploracion fisica.
Registro de alimentacion (LM y o LA).

o O O O

Estudio del estado de Hierro: Ferritina Sérica (FS) en sangre de
talon.

Visita 1, Al mes de vida :

0 Antropometria del recién nacido. Exploracion fisica.
o Registro de alimentacién (LM y o LA).
o Registro de infecciones y vacunaciones.

Visita 2, Tres meses de vida :

o Antropometria del recién nacido. Exploracion fisica.
0 Registro de alimentacion (LM y o LA).
0 Registro de infecciones y vacunaciones.

Visita 3, Seis meses de vida :

Antropometria del recién nacido. Exploracion fisica.
Registro de alimentacion (LM y o LA).
Registro de infecciones y vacunaciones.

O O O o

Analitica sanguinea: hemograma, Parametros bioquimicos hierro,
hepcidina, citocinas, PCR.

0 Si LA aleatorizacion para estudio de intervencion.
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Visita 4. Nueve meses de vida:

Antropometria del recién nacido.
Exploracion fisica.
Registro de alimentacion.

O O O O

Registro de infecciones y vacunaciones.

Visita 5. Doce meses de vida:

o Antropometria del recién nacido
Exploracion fisica.

Registro de alimentacion.

Registro de infecciones y vacunaciones.

OO O O O

Analitica sanguinea: hemograma, Parametros bioquimicos hierro,
hepcidina, citocinas, PCR.
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3.7. Analisis Estadistico.

Las variables cualitativas se presentan en porcentajes y se compararon mediante el
test de chi-cuadrado. Se analizaron las caracteristicas de la distribucion de las
variables cuantitativas mediante el test de Kolmogorov-Smirnov. Estas variables se
presentan como media * desviacion estandar cuando tenian una distribucion normal o
como mediana (intercuartil 25-75%) cuando tenian una distribucién asimétrica. Las va-
riables cuantitativas se compararon utilizando el test T de Student cuando tenian una
distribucion normal o mediante el test de U de Mann-Withney cuando tenian una
distribucion asimétrica. Cuando se comparé la evolucién temporal de las variables
cuantitativas se utilizo el test T de Student para datos apareados en las variables con
distribucibn normal o el test de Wilcoxon para las variables con una
distribucion asimétrica. Las principales variables cuantitativas analizadas mostraban
una distribucién claramente asimétrica y no cumplian criterios normalidad, por lo que la
mayoria de analisis se realizaron con los test no paramétricos descritos anteriormente.
Por esta razon se analizo la correlacion entre diversas variables cuantitativas mediante
el test Rho de Spearman. Finalmente, se realizé un analisis multivariante mediante una
regresion logistica para identificar las variables que tenian una relacién independiente
con el riesgo de infeccién respiratoria. Se introdujeron en el andlisis multivariante las
variables que tenian una valor de p<0.10 en el analisis univariante. Para el estudio de
asociacion entre dos variables dicotomicas se utilizé la odds ratio.

Se considerd que las diferencias eran estadisticamente significativas cuando la p era

menor de 0.05. Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS 22.0.
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4. RESULTADOS.
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4. Resultados.

4.1. Caracteristicas de la muestra.

Se reclutaron un total de 154 madres, con una edad media de 32.7 afos (DE 4,1).
Respecto al nivel socioeconémico, un 62% (n=95) se encuadraban en un nivel medio,
un 32 %(n=49) en un nivel alto y un 6% (n=10) en un nivel bajo (tabla 11). En cuanto al
parto, un 59% (n= 90) fueron eutdcicos, un 15% (n= 24) cesareas y en un 26% (n = 40)

se utilizaron férceps. El 77% (n=96) de las madres eran primiparas.

Caracteristicas Demograficas de las Madres

Edad (afios) 32,7+4,1
62% Medio
Nivel socio-econdmico 32% Elevado
6% Bajo
Primiparas n= 96 (77%)

Tabla. 11. Caracteristicas demograficas de las madres de la muestra
(Media * desviacién estandar o % para las variables categoricas).

Del total de RN reclutados al inicio del estudio (n= 154), se excluyeron 16 (10,3%) por
cumplir con diversos criterios de exclusion: 7 (5%) recién nacidos (RN) por
prematuridad, 6 (4%) por bajo peso y 3 (2%) por patologia neonatal grave. Del total de
la muestra restante (n= 138), se excluyeron del andlisis de resultados un total de 14
(10%) RN por no haber completado el seguimiento. De éstos 8 (5,7%) se excluyeron
antes de los 6 meses y 6 (4,3%) antes de los 12 meses. Por tanto, la muestra analizada

final fue de 124 RN sanos de ambos sexo (43% nifios, 57% nifias). Figura. 15.
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@OCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES

Excluidos= 16 RN

7 RN pre-termino

6 RN Bajo Peso

3 RN Patologia Neonatal

N=138 RN

reclutados

N=6 perdidas

6 meses
N= 132

N=105
Randomizacién
6 meses

pie, >

N=4 perdidas

N=1 perdidas ‘ N=3 perdidas h

N=69

N=2
o LA 1,16/100 ml

LA 0,44 mg/100 ml

dnd

Fig.15- Diagrama de flujo de participantes.
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La mediana de edad gestacional fue de 39 semanas (DE=1,2) y el peso al nhacimiento
3.232 gr. (DE +548). El resto de caracteristicas antropométricas de los RN se muestran

en la tabla 12.

Variables al nacimiento

Peso (gr) 3232 + 548
Talla (cm) 49,6+2,3
Perimetro Cefalico (cm) 34,311,6
Peso Placenta 639,02+133,5
Apgar 5 9,7+0,43
Sexo (varén) 54 (43%)

Tabla. 12. Caracteristicas al nacimiento de la muestra
(media * desviacion estandar o n (%) para las variables categoricas).

El puntuaje z describe unas caracteristicas antropométricas muy préoximas a las medias

poblacionales tomando como referencia los datos OMS. Tablas 13, 14 y 15.
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Somatometria

(nacimiento) z score z score
Peso (gr) 33564488  -0,19+1,22  3200+430 0+1,0

Talla (cm) 49,6+2,5 0,26+0,98 48,6+2,1 -0,18+1,28
PC (cm) 34,5+1,7 1,17+1,8 34+1,5 0,05+1,33

Tabla. 13. Caracteristicas de la muestra al nacimiento por sexo en comparacioén z score,
(media * desviacién estandar) .PC: perimetro craneal.

Somatometria

(6 meses) z score z score
Peso (gr) 8254+982 -0,25+2,51 7621+796 0,35+1,17
Talla (cm) 68,3+£3,1 0,30+0,84 66,4+1,9 0,18+ 1,43
PC(cm) 44,3+1,6 0,90+ 2,49 43,0+£1,3 1,10+2,73

Tabla. 14. Caracteristicas de la muestra a los 6 meses por sexo en comparacion z score
(media * desviacién estandar). PC: perimetro craneal.

Somatometria NIES 2 score 2 score
(12 meses) N= 65
Peso (gr) 101254665  1,25+#3,9 111304435 1,5+2,3
Talla (cm) 75,3£3,4 1,15+0,8 76,2+1,8 0,5+0,9
PC (cm) 45121 0,1+1,1 46,3+1,3 0,2+0,7

Tabla. 15. Caracteristicas de la muestra comparada los 12 meses
(media + desviacion estandar). PC: perimetro craneal.
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4.2. Procesos infecciosos. Inflamacién.

El 50% (n= 62) de los nifios incluidos en el estudio presentd infecciones durante el
primer afio de vida, con una mediana de 2 procesos. Un total de 39 nifios tuvieron
episodios de bronquitis aguda (32%), 13 nifilos presentaron algun episodio de
bronquiolitis (11%), 13 (11%) gastroenteritis aguda (GEA), 8 (7%) presentaron otitis
media aguda (OMA) y 6 (5%) presentaron infeccién del tracto urinario (ITU). Un 7%
(n=8) de los nifios requirid ingreso hospitalario, siendo el proceso que motivo el ingreso:
bronquiolitis en 4 lactantes, bronconeumonia en 3 y GEA en uno.

Factores de riesqo asociados a procesos infecciosos.

Los procesos infecciosos durante el primer afio de vida fueron significativamente mas
frecuentes entre los nifios que asistieron a la guarderia y entre los nifios alimentados
con formula adaptada respecto a los alimentados con lactancia materna exclusiva
hasta los 6 meses de vida. Asi mismo, se observé una tendencia a la significacion

entre tener hermanos y el desarrollo de procesos infecciosos (tabla 16).

Lactancia materna 11/35 (31%) 43/75 (57%) 0,01

Guarderia 19/25 (76%) 35/84 (42%) 0,003
Hermano 20/32 (63%) 35/79 (44%) 0,08
Ferropenia (6 meses) 5/6 (83%) 51/110 (46%) 0,07
Anemia (6 meses) 7/20 (35%) 48/96 (50%) 0,15
Ferropenia (12 meses) 10/20(50%) 37/81(46%) 0,78
Anemia 12 meses 0/4 (0%) 47/98 (47%)

Ferropeniay o anemia
6y 0 12 meses 10/38 (26%) 18/65(28%) 0,88
Ferropenia

6y 0 12 meses 13/24(54%) 35/78(45%) 0,43

Tabla. 16. Andlisis de la influencia de las diferentes variables en el desarrollo de infecciones.
LM: lactancia materna
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INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES

El analisis de regresion mostrdé que la asistencia a la guarderia se relacionaba de
independiente (OR=4.55, IC
(1,51-13,68); p= 0.007, y la lactancia materna de forma negativa e independiente con el
riesgo de sufrir procesos infecciosos (OR=0.26, IC (0,10-0,67), p=0.005.

forma positiva e intervalo de confianza 25-75%,

Respecto a la variable inflamacién definida como una PCR>10mg/l, un total de 23

lactantes (18,5%) tuvieron una cifra de PCR superior a este valor.

En la literatura cientifica encontramos autores que han definido inflamacién segun
rango de referencia de la PCR (0 - 5 mg/l), es decir, valores de PCR superiores a 5
mg/l, si aplicamos este criterio a nuestra muestra, encontramos un total de 41 lactantes

(33%) con inflamacion (valores superiores a5 mg/L.)

Respecto a la relacién de la ferritina y hemoglobina con la proteina C reactiva, se
observo una relacion inversa y significativa con la concentracion de hemoglobina a los
6 meses y una correlacion directa y significativa con la ferritina a los 6 y 12 meses de
vida. Tablas 17.

PCR (mg/dl)
Hemoglobina 6 meses -0.25 0,002
Hemoglobina 12 meses 0 0,93
Ferritina 6 meses 0.74 <0.001
Ferritina 12 meses 0.3 0,006

Tabla 17. Andlisis de la influencia de la PCR en la hemoglobina y ferritina
alos 6 y 12 meses de vida. Rho: coeficiente de correlacion.
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4.3. Alimentacién de los lactantes.

El 75% del total de los RN reclutados recibieron LM inicialmente, prevalencia que
disminuy6 al 49% a los 3 meses y al 23% a los 6 meses. Un 23% (n=35) de los
lactantes de nuestro estudio realizé LM exclusiva hasta los 6 meses mientras que el
48% (n=75) recibio LA a los 6 meses.

Influencia de la alimentacion en el desarrollo fisico del lactante

No se objetivaron diferencias significativas en el desarrollo fisico ni a los 6 meses ni a
los 12 meses de vida entre los lactantes alimentados con lactancia materna exclusiva

durante 6 meses y los alimentados con formula adaptada. Tablas 18.

. LA

Peso nacimiento (gr,) 3,216 £ 2,254 3,224 £ 2,372

Talla nacimiento (cm.) 48,9 + 2,637 49,2 + 2,217 0,28
PC nacimiento (cm.) 34,7+ 1,69 33,99 + 2,489 0,20
Peso 6 meses (gr,) 7,302 £ 2,372 7,281 £+ 2,254 0,96
Talla 6 meses (cm.) 67,81 + 2,254 66,86 + 2,996 0,14
PC 6 meses (cm.) 43,51 +1,5 43,98 + 3, 064 0,48

Tabla. 18. Caracteristicas antropométricas de los recién nacidos al nacimiento y
a los 6 meses de vida, en funcion del tipo de alimentacion.
Media + desviacion estandar. PC: perimetro craneal.
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Relacién entre el tipo de alimentacion y el metabolismo del hierro.

A los 6 meses se objetivaron menores niveles de hemoglobina y mayor presencia de
anemia en los nifios alimentados con LM exclusiva frente a los alimentados con LA.

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la presencia de ferropenia
(tabla 19), Figura 16.

Variable Lactancia materna Férmula adaptada
(n=35) (n=75)

Ferritina RN (ugr/L) 256 + 106 275+ 151 0,621
Ferritina (ugr/L) 29,35 (19,43-52,15) 30,9 (21,2=46,0) 0,653
Saturacion de transferrina (%) 16,6 £7,2 18,5 +8,7 0,263
Transferrina (gr/L) 2,4 (2,3-2,6) 2,5(2,3-2,7) 0,741
VCM 76,9 (73,9-79,6) 78,3 (75,8-80,40) 0,16
Hb (gr/dL) 11,3+0,81 11,96+ 0,83 <0.001
Ferropenia (FS<12) 2 (5,7%) 4 (5,3%) 1
Ferropenia (ST<10%) 7 (18%) 12 (22%) 0,600
Anemia  (Hb<12gr/L) 12 (34,2%) 6 (8 %) <0.001
VCM <70 2 (5,7%) 1 (1,3%) 0,655
ADE 14.39+£1.82 14+1.41 0.643

Tabla.19. Relacién entre los parametros hematolédgicos y bioquimicos del hierro con el tipo de
lactancia a los 6 meses de vida. (Media + desviacion estandar), n (%), segun caracteristicas
de la variable). ADE. Amplitud de Distribucién de los Eritrocitos.
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*p<0.001

12 (34,2%

6 ZB%EI

10

m Anemia

Ferropenia

Lactancia Materna Foérmula Adaptada

Figura. 16. Prevalencia de anemia y ferropenia en relacion al tipo de lactancia a los 6 meses.

4.4. Evolucién de los parametros bioquimicos relacionados con el metabolismo

del hierro en relacion a la edad.

En la evolucion de estos parametros entre los 6 y los 12 meses de edad se objetivé un
incremento significativo en los valores de concentracion de hemoglobina y un descenso

significativo de los niveles de ferritina (fig.17).

300, -
=== Ferritina (ug/L) Hierro(ug/L)
e Hierro
225, -
150, -
75, A
 ——
0, T T 1
RN 6 meses 12 meses

Figura. 17. Evolucién en el tiempo de la concetracién de hierro sérico y ferritina.
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En las tabla 20 se describen los valores de los pardmetros hematolégicos (hematocrito,
hematies, VCM y hemoglobina) y bioquimicos (ferritina, hierro, transferrina) vinculados

al estado del hierro en la poblacién de estudio a los 6 y 12 meses de vida.

Ferritina (ug/L) 268 + 137 36,66 £ 26,22 25,440 + 28,14 0,001
Hierro sérico (ug/L) 12,78 +8,98 12,534 + 5,48 0,801
Transferrina (g/L) 2,508 + 0,40 2,948 + 3,08 0,147
Sat. Transferrina % 17,59 £ 8,11 17,16 + 7,62 0,376
Hematocrito % 34,71 £ 2,45 35,79 + 2,29 0,515
Hemoglobina (g /dL) 11,78 +£0,829 12,04 +0,783 <0,001
VCM (fL) 76,58 £10,89 79,50 + 5,796 0,014
CHCM (g /dL) 35,75 £ 0,69 36,1+25 0,371
ADE 14.39+1.79 14+1.82 0.470

Tabla. 20. Valores bioquimicos del estado del hierro al nacimiento, 6 y 12 meses, y del hemograma
alos 6y 12 meses de vida. (Media *+ desviacién estandar). ADE: amplitud de dispersién eritrocitaria.

En cuanto a la presencia de ferropenia y anemia a los 6 meses, un 7% de los lactantes
presento ferropenia y un 17% anemia, aunque solo un 2% tenian anemia ferropénica.
A los 12 meses se observo un incremento de la prevalencia ferropenia hasta el 20% y
un descenso significativo de la prevalencia de anemia hasta el 3,5%, con valores

similares de anemia ferropénica (tabla. 21).
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_

Anemia 17% (n=19) 3,5% (n=4) 0,125
Ferropenia 7% (n=8) 20% (n=21) 0,001
A 206 (n=3) 1% (n=1) 0,150

Ferropénica

Tabla. 21. Datos de anemia, ferropenia y anemia ferropénica a los 6 y 12 meses, (%) n.

Al estudiar el nivel de anemia (segun clasificacion OMS) observamos que en la mayoria
de casos se trataba de una anemia leve. Asi, en todos los casos de anemia registrados
a los 6 meses y la mitad (n =2) de los registrados a los 12 meses el nivel de anemia era
leve (Hb entre 10 y 10,9 mg/dL). La restante mitad de casos objetivados a los 12
meses presentd una anemia moderada (Hb entre 7- 9,9) en el rango alto de este nivel
(Hb registrada entre 9,6 y 9.9 mg/dL).

4.5. Hepcidina.

Niveles normales en nuestra poblacion

En la tabla 22 se describen los valores de hepcidina a los 6 y a los 12 meses en lactan-
tes sin anemia ni ferropenia (nifios con Hb 211 y ferritina =212, asi como PCR<10
mg/dL) de nuestra poblacion. Respecto a su evolucion temporal, entre los 6 a los 12
meses de vida se objetivd un incremento significativo de los niveles de hepcidina
(fig.18)
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Hepcidina (ng/ml) 42 (35,73-52,84) 53,27 (41,56-73,47) p<0,001

Tabla 22. Niveles de hepcidina en lactantes sanos a los 6 y 12 meses de vida
(mediana (intercuartil 25%-75%)).

*p<0.001

60
50 53,27(mg/dl)
1 42(mg/dl)
30
20
10

0

Hepcidina 6 meses Hepcidina 12 meses

Figura.18. Niveles de hepcidina a los 6 y 12 meses de vida
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Variables relacionadas con los niveles de hepcidina

Analizamos la influencia de diferentes variables en los niveles de hepcidinaalos 6y 12
meses. No se objetivaron diferencias significativas en los niveles séricos de hepcidina

en funcidn del sexo de los lactantes (tabla 23).

Varones Hembras

Hepcidina 6 meses 43,16 39,83 0.87
(ng/ml) (35,50-53,19) (35,74-52,91) '

Hepcidina 12 meses 49,13 54,73 0.43
(ng/ml) (40,0-66,85) (41,07-77,25) '

Tabla.23. Niveles de hepcidina segun el sexo a los 6 y 12 meses de vida.
(Mediana (intercuartil 25%-75%)).

Respecto al tipo de alimentacién, los lactantes alimentados con leche materna tenian

unos niveles de hepcidina menores que los que recibieron lactancia artificial (tabla 24).

Variable LM (N=32) LA (N=70)

Hepcidina (ng/ml) 39,35 (29,2-50,1) 46,0 (37,8-60,2) 0,03

Tabla.24. Valores de hepcidina segun alimentacion con lactancia materna o formula
adaptada a los 6 meses. Mediana (intercuartil 25%-75%).
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Hepcidina

*p=0.03

50

46mg/dl

40

39,4 mg/dl

30

20

10

0
Lactancia Materna Formula adaptada

Figura.19. Niveles de hepcidina a los 6 meses de vida en funcién del tipo de lactancia

Hepcidina 6 meses Hepcidina 12 meses

verlsle (mediana ng/ml + DE) | (mediana ng/ml + DE)

Lactancia Materna

(n=32) 39,3 (29,1-50,1) 50,4 (39,8- 77,1) <0,001

Lactancia

Artificial (n=70) 46 (37,8-60,2) 55,6 (42,6-76,2) 0,007

Tabla. 25. Valores de Hepcidina segun la alimentacion con lactancia materna o férmula adaptada.
Mediana (intercuartil 25%-75%).

El incremento significativo de los niveles de hepcidina de los 6 a los 12 meses se
observo tanto en el grupo de lactantes alimentados con lactancia materna como en el
grupo alimentado con lactancia artificial (tabla 25). Sin embargo cabe destacar que este
aumento de los niveles de hepcidina no se evidencié en los lactantes con anemia y o

ferropenia (tabla 26).
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Hepcidina 6 meses Hepcidina 12 meses

venlelsle (mediana ng/ml + DE) | (mediana ng/ml + DE)

Anemia
P 42 (37.3-49) 42.5(37.3- 51.9) 0.28
No anemia 44.4 (36.7-56) 55,6 (42,8-76,2) <0.001
(n=76)
Fer(rr‘l’zF’?e)”'a 45.2(33.1-50.7) 42.3(38.9-51.2) 0.74
MO CIlE 42.8 (36.6-54.8) 54.5(41.6-75.9) <0.001

(n=85)

Tabla. 26. Valores de Hepcidina segun la presencia de anemia y o ferropenia.
(Mediana (intercuartil 25%-75%)).

Respecto a los pardmetros bioquimicos del hierro, no se observo correlacion de la
hepcidina con ninguno de estos parametros, ni a los 6 ni a los 12 meses (tabla. 27).
No se observaron tampoco diferencias significativas en los niveles de hepcidina
dependiendo de la presencia de ferropenia. Sin embargo, si se objetivaron niveles
significativamente menores de hepcidina a los 12 meses en relacion a la presencia de

anemia. Tablas 28 y 29. (Figura.20).
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Hepcidina (ng/ml) 6 meses

Ferritina (ug/L) 0.43 0,678
Hierro sérico (ug/L) 041 0.695
Transferrina (g/L) -0,026 0,802
Sat. Transferrina % 0.54 0,877
Hematocrito % 0,79 0,630
Hemoglobina (g /dL) 0.90 0,380
VCM (fL) 0.79 0,464
CHCM (g /dL) 0.67 0,204

Hepcidina (ng/ml) 12 meses

Ferritina (ug/L) 0.177 0,097
Hierro sérico (ug/L) -0,48 0,658
Transferrina (g/L) -0,66 0,544
Sat. Transferrina % 0.54 0,877
Hematocrito % 0,49 0,698
Hemoglobina (g /dL) 0.68 0,598
VCM (fL) 0,67 0,879
CHCM (g /dL) 0.77 0,476

Tabla. 27. Analisis de la influencia de las diferentes variables del metabolismo de hierro
en los niveles de hepcidina a los 6 y 12 meses de vida. Rho= coeficiente de correlacion.

130



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

Variable Ferropenia sanos -

Hepcidina 6 meses
(ng/ml) 45,17 (33,13-50,67) 42,80 (36,65-54,80) 08
Hepcidina 12 meses

(ng/ml) 43,50 (38,30-60,16) 55,60(42,79-77,45) 0,13

Tabla. 28. Valores de Hepcidina y presencia de ferropenia a los 6 y 12 meses de vida,
(mediana (intercuartil 25%-75%)).

Variable Anemia SENR[S -

42,02 45,35
(37,28-48,97) (36,69-56,7) CS

Hepcidina 6 meses (ng/ml)

40,65 55,17

Hepcidina 12 meses (ng/ml) (35,88-47,17) (42,79-76,20)

0,04

Tabla. 29. Valores de Hepcidina y presencia de anemia a los 6 y 12 meses de vida,
(mediana (intercuartil 25%-75%)

Hepcidina *p=0.04
60
50
55,17 mg/dl

40
30 40,65 mg/dl
20
10

0

Anemia No Anemia

Figura 20. Valores de hepcidina en lactantes anémicos y sanos a los 12 meses.
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No se observaron diferencias significativas en los niveles de hepcidina en los lactantes
con que sufrieron procesos infecciosos ni a los 6 meses ni a los 12 meses de vida
(tabla 30).

Variable Infecciones No Infecciones _

Hepcidina 6 m (ng/ml) 41,98 (34,94-54,10) 42,79 (36,70-52,67) 0,9
Hepcidina 12m (ng/ml) 56,68 (42,66-77,35) 53,26 (41,31-73) 0,43

Tabla. 30. Andlisis de los niveles de Hepcidina y antecedente de proceso infeccioso,
(mediana (intercuartil 25%-75%)).

Respecto a las citocinas, a los 6 meses se observd una correlacion positiva entre los
niveles de hepcidina y IL-1B, INF-a y TNF B (tabla.31). Por otra parte, los niveles de
hepcidina a los 12 meses se correlacionaban con los niveles de IL-18 y TNF B
(tabla.32).

Hepcidina (ng/ml)

Variable (pg/ml) Rho —

IL-1B 0.28 0,027
IL-2 0.57 0,632
IL-4 0.17 0,163
IL-6 0.34 0,777
IL-8 0.69 0,563
IL-10 0.63 0,599
IL-12 0.09 0,464
INF-y 0.27 0,020
TNF-a 0.12 0,295
TNF-B 0.29 0,012
MCP-1 0.01 0,957

Tabla. 31. Andlisis univariante de la influencia de las diferentes citocinas
en los niveles de hepcidina a los 6 meses de vida, (mediana (intercuartil 25%-75%)).
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Hepcidina (ng/ml)

Variable (pg/l) Rho —

IL-18 0,41 <0.001
IL-2 0,15 0,221
IL-4 -0,22 0,072
IL-6 -0.15 0,221
IL-8 0,06 0,640
IL-10 -0.15 0.210
IL-12 0,06 0,962
INF-y 0,03 0,821
TNF-a -0,07 0,555
TNF-B 0,44 <0.001
MCP-1 0,09 0,433

Tabla. 32. Andlisis univariante de la influencia de las diferentes citocinas en los
niveles de hepcidina a los 12 meses de vida (mediana (intercuartil 25%-75%)).

El analisis multivariante mostré6 que la lactancia materna (B= -9.87; p= 0,005) se
relacionaba de forma negativa e independiente y TNFB (B= 0,55; p= 0,03) y IL1 B
(B= 0,06; p= 0,02) de forma positiva e independiente con los niveles de hepcidina a los
6 meses de vida, mientras que a los a los 12 meses de vida, la ferritina
= 0,51;P=0,045y el TNFB (B= 1,38; p<0,001) se relacionaban de forma positiva e in-
dependiente y el tipo de formula adaptada de la intervenciéon (=-13,7; p<0,049) de

forma negativa e independiente con los niveles de hepcidina (tabla.33).
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Hepcidina (ngr/ml) 6 meses

Variable

Lactancia materna

TNF-B (pg/ml) 0,55 0.03
INF-y (pg/ml) 0,4
IL-1B (pg/ml) 0.06 0,02

Hepcidina (ngr/ml) 12 meses

Variable

Formula adaptada

TNF-B (pg/ml) 1.38 p<0,001
IL-1B (pg/ml) 0.07 0,55
Anemia (ug/L) 0,51 0,45

Tabla.33. Analisis multivariante de los factores relacionados con los niveles de hepcidina
alos 6y 12 meses.
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4.5 Estudio de Inmunoglobulinas.

Respecto al analisis de inmunoglobulinas, en la tabla 34 se muestran las medianas de
los valores de IgG, IgM e IgA a los 6 y a los 12 meses de vida. Cabe destacar que
ninguno de los lactantes presenté niveles de IgG o IgM, por debajo del limite inferior

para la edad, ni a los 6 ni a los 12 meses de vida.

-

IgG mg/dL 3,43 (2,46-4,74) 5,07 (3,78-6,53)  <0,001
IgM mg/dL 0,45 (0,37-0,63) 0,70 (0,54-0,93)  <0,001
IgA mg/dL 0,32 (0,20-0,41) 0,45 (0,36-0-52)  <0,001

Tabla. 34. Niveles de las diferentes inmunoglobulinas en funcién de la edad
(mediana (intercuartil 25%-75%)).

Analizamos la relacion entre los niveles de inmunoglobulinas IgM, IgA e IgG y el tipo de
alimentacioén, observandose una tendencia a que los lactantes alimentados con LM,
tuvieran menores niveles de IgM.(tabla.35).

Lactancia Materna Formula Adaptada

Variable

N=35 N =75

IgA (mg/l) 0,29 (0,15-0,37) 0,33 (0,23-0,41) 0,10
IgG (mg/l) 3,12 (2,35-4,58) 3,61 (2,67-4,75) 0,37
IgM (mg/l) 0,41 (0.31-0,57) 0,46 (0.39-0,69) 0,06

Tabla. 35. Valores de Inmunoglobulinas a los 6 meses de vida en funcion del tipo de lactancia.
(Mediana + desviacion estandar).

Por otra parte, los pacientes que tuvieron infecciones presentaron mayores niveles
delgAydelgMalos 6y alos 12 meses (tabla. 36).
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6 meses 12 meses

Variable Sin Con Sin Con

Infeccion infeccion infeccion Infeccion

lgG 3,12 3.75 4.93 5.39

(mg/dl)  (2.49-4.26) (2.53-5.05) 020 (373639) (3.94-6.94) 0192
IgM 0,43 0.55 0.68 0.77

(mg/dL)  (0,32-060) (0.43-076) 999 (0.53-0.86) (0.63-0.98) OO0
IgA 0,31 035 | oa 0.42 0.49 0.002
(mg/dL)  (0,18-0.37) (0.23-0.48) (0.35-0.49)  (0.40-0.59)

Tabla. 36. Valores de Inmunoglobulinas a los 6 meses de vida en funcién del antecedente de
procesos infecciosos. Mediana (intercuantil 25-75%).

3,75

No Infeccion
Infeccion
P=0.001
p=0.03 ILI
ihi 0,35 I—ﬁu’“ |
T T I //
lgG (mg/dl) IgA (mg/dl) IgM (mg/dl)

Figura. 21. Niveles de inmunoglobulinas en relacién al antecedente de
infeccion a los 6 meses.
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6 5,39

p=0.002

0,4

0,49

0,68

lgG(mg/dI) lgA(mg/dlI)

IgM(mg/dI)

No Infeccion

Infeccidn

Figura. 22. Niveles de inmunoglobulinas en relacion al antecedente de infeccion a los 12 meses.

4.6 Citocinas.

Niveles normales en nuestra poblacién

En la tabla 37 se presentan los niveles plasméaticos de las diferentes citocinas

analizadas a los 6 y a los 12 meses. Entre los 6 y los 12 meses se observo un

incremento significativo de TNF-B y una disminucién MCP-1, asi como una tendencia al

incremento de IL-2 y a la disminucién de TNF-a.

137



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

Clsi 6 meses 12 meses
(pg/L)

IL-1B 9.91 (0,004-50.47) 36.15 (0,004-54.41) 0.179
IL-2 0,01(0,01-5.94) 0,01(0,01-40.95) 0.051
IL-4 45.58 (18.84-129.88)  40.07 (13.28-104.43) 0.362
IL-6 0,001 (0,001-2.94) 0,001(0,001-3.34) 0.700
IL-8 10.30 (0,005-20.49) 7.51 (0,005-18.07) 0.432
IL-10 0.57 (0,001-14.95) 0.33 (0,001-12.07) 0.381
IL-12 0,001 (0,001-20.6) 0,001(0,001-3.84) 0.391
IFN-y 25.87 (0,001-120.77)  46-97 (,001-109.66) 0.462
TNF-a 0,003 (0,003-31.91) 0,003(0,003-13.57) 0.059
TNF-B 0,002(0-6.94) 4.77 (0,002-11.64) 0.002
MCP-1 1242 (976-1478) 948 (794-1300) 0.002

Tabla.37. Variacién en los niveles de citocinas inflamatorias entre los 6 y los 12 meses.
Los valores se presentan como mediana (intercuartil 25%-75%).

Influencia de la alimentacién en los niveles de citocinas

Respecto a la influencia del tipo de alimentacién en los niveles de las diferentes
citocinas, en los lactantes alimentados exclusivamente con LM a los 6 meses se identi-
ficaron menores niveles de IL-2 y una tendencia a tener menores niveles de IL-1B,
(tabla 38).

138



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

Citocinas
(pg/L)

IL-1B 13.52 (0,004-52.83) 0,004 (0,004-26.35)

IL-2 0,01(0,01-25.49) 0,01 (0,01-0,01) 0.02
IL-4 4558 (15.70-159.33)  79.92 (25.36-148.86)  0.67
IL-6 0,001 (0,001-3.54) 0,001 (0,001-2.54) 0.57
IL-8 13.63 (2.81-21.55) 9.82 (0,0005-19.29) 0.20
IL-10 0,001 (0,001-17.02) 4.94 (0,001-21.52) 0.26
IL-12 0,001 (0,001-19.37) 0,001 (0,001-56.20) 0.26
IFN-y 42.7 (0,0016-124.42)  34.49 (0,0016-238.85)  0.86
TNF-a 0.22 (0,003-31.46) 0,003 (0,003-41.16) 0.99
TNF-B 0,002 (0,002-5.81) 0,002 (0,002-7.37) 0.82

Tabla. 38. Influencia del tipo de alimentacion en los niveles de las diferentes citocinas
analizadas a los 6 meses. Mediana (intercuartil 25%-75%).

Influencia del metabolismo del hierro en los niveles de citocinas

Analizamos la correlaciéon de los diferentes parametros implicados en el metabolismo
del hierro con los niveles de las citocinas pro inflamatorias a los 6 y 12 meses de edad
(las correlaciones con la hepcidina ya se han presentado previamente). A los 6 meses
de vida se evidencié una correlacidén significativa entre hepcidinae IL1-B, INF-y, y
TNF-B, entre Hb y TNF-B y entre ferritina y TNF-f (tabla. 39).
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Hepcidina Hemoglobina Ferritina

I I I I Y
(pg/ml)

IL-18 0.28 0,027 0.15 0.20 0.11 0.350
IL-2 0.57 0,632 0.17 0.14 0.16 0.169
IL-4 0.17 0,163 0.14 0.23 -0.12 0.313
IL-6 0.34 0,777 -0.02 0.85 -0.04 0.739
IL-8 0.69 0,563 0.09 0.44 0.08 0.471
IL-10 0.63 0,599 0.08 0.78 -0.10 0.415
IL-12 0.09 0,464 0.18 0.11 0.13 0.275
INF-y 0.27 0,020 0.26 0,02 0.03 0.781
TNF-a 0.12 0,295 0.24 0.04 -0.07 0.562
TNF-B 0.29 0,012 0.10 0.38 0.24 0.030
MCP-1 0.01 0,957 0.06 0.63 0.04 0.761

Tabla. 39. Correlacion entre los niveles plasméticos de citocinas y variables
relacionadas con el metabolismo del hierro (hepcidina, hemoglobina, ferritina)
y los niveles plasmaticos de las citocinas a los 6 meses.

A los 12 meses se objetivo una correlacion significativa entre hepcidina y IL-18 y
TNF-B, una correlacion significativa inversa entre Hb e IL6 y entre ferritina y TNF-a
e IL-8 (tabla.40).
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Hepcidina Ferritina
=TT
(pg/h)

IL-1B 0,4 <0.001 -0.06 0.622 -0.09

IL-2 0,15 0,222 -0.03 0.821 -0.19 0.12
IL-4 -0,22 0,070 0.06 0.668 -0.19 0.12
IL-6 -0.15 0,222 -0.25 0.035 0.03 0.78
IL-8 0,06 0,640 0.04 0.785 -0.26 0.003
IL-10 -0.15 0.210 -0.04 0.729 0.11 0.38
IL-12 0,06 0,965 0.06 0.644 -0.21 0.08
INF-y 0,03 0,824 -0.09 0.482 -0.20 0.11
TNF-a -0,07 0,553 -0.02 0.980 -0.25 0.004
TNF-B 0,44  <0.001 0.16 0.180 -0.10 0.45
MCP-1 0,09 0,433 0.03 0.836 0 1

Tabla. 40. Correlacion entre los niveles plasméticos de citocinas y variables
relacionadas con el metabolismo del hierro (hepcidina, hemoglobina, ferritina)
y los niveles plasmaticos de las citocinas inflamatorias a los 12 meses.
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INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES

No se observo influencia de la presencia de anemia y de ferropenia en los niveles de

las diferentes citocinas (tablas 41y 42).

Anemia 6 Anemia 12

Citocina
(pg/L)

IL-1B
IL-2
IL-4
IL-6
IL-8
IL-10

IL-12

INF-y

TNF-a
TNF-B

MCP-1

Tabla. 41. Comparacion de los niveles plasmaticos de las citocinas inflamatorias estudiadas segun

Presente

0.004
(0.004-21.13)

0,01
(0.01-0.01)

38.75
(9.44-84.72)

0.001
(0.001 -3.34)

4.79
(0.0005-20.82)

1.84
(0.001-7.0)

0.001
(0.001-8.7)

8.64
(0.0016-62.84)

0.003
(0.003-17.94)

0.002
(0.002-0.002)

1350
(1124-1410)

ausente

10.93
(0.004-50.89)

0.01
(0.01-17.4)

62.69
(20.26-159.81)

0.001
(0.001-2.94)

10.77
(0.0005-20.44)

0.001
(0.001-16.41)

0.001
(0.001-21.25)

45.25
(0.0016-
126.26)

0.003
(0.003-35.14)

0.002
(0.002-7.27)

1219
(945-1481)

0.19

0.15

0.16

0.99

0.44

0.86

0.34

0.07

0.13

0.29

0.87

presente

44.80
(16.38-55.6)

5.74
(0.01-86.51)

85.07
(11.38-159)

0..001
(0.001-4.15)

13.64
(5.47-23.16)

0.001
(0.001-10.56)

0.001
(0.001-35.83)

104.66
(0.0016-151-
49)

6.10
(0.003-29.58)

7.27
(0.002-10.41)

989
(699-1266)

ausente

39.54
(1.64-55.12)

0.01
(0.01-50.51)

40.07
(12.11-107.54)

0.001
(0.001-3.14)

7.96
(0.0005-18.07)

0.33
(0.001-12.68)

0.001
(0.001-9.42)

49.79
(0.0016-
105.49)

0.003
(0.003-13.94)

6.66
(0.002-12.82)

994
(805-1288)

la presencia de anemia a los 6 y a los 12 meses. Mediana (intercuartil 25%-75%).
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Ferropenia 6 Ferropenia 12
Citocina | presente ausente
pg/ml

IL-18 (0.00611.-2534.83) (o.oo%i-gslo.ss) e (16245?505.6) (o.ogilgg.on e
IL-2 (0.001?01.01) (o.o(l)l%.og) 0.33 (0.0%251) (o.oglg%AS) 0.36
IL-4 (18.3&?2.06) (12.8‘27-.14294.92) 0.78 (11.22%9.0) (13.2:7#3349) 0.82
IL-6 (0.08'19-?1.17) (0.0%2?21.94) i (0.006(1)3&15) (0.006(1)?21.54) L
IL-8 (o.ogb%?(l)i.zs) (0.001005;-7270.82) 0.16 (5.4173-23:?.16) (0.00351-117.02) 0.35
IL-10 (0.0031-35?73.9) (0.0001?110.04) 0.66 (0.08'192(1).56) (o.oozi-1f4.45) 0.20
IL-12 (o.ooli-31141.5) (0.08'10-%.01) O (o.ogi({gé.ss) (o(-)ég(.)ie) Loe
INF-y (0.00?2221.82) (o.ooigﬂam) 0.16 (0.0011%%f561.49) (0.003116-1932.91) 0.34
TNF-a (o.oooé?10533.73) (o.og':ggizs) 0.98 (o.oogég.ss) (o.ogéo-gg.sg) 0.77
TNF-B (0.0%2?32.53) (0.0%2972.47) 0= (0.0072-2170.21) (0.08'2923.77) sz
MCP-1 (69:;??338) (104%2213171) Loty (693-819266) (784?-51?311) e

Tabla. 42. Comparacidn de los niveles plasmaticos de las citocinas pro-inflamatorias estudiadas
seguln la presencia de ferropenia a los 6 y a los 12 meses. Mediana (intercuartil 25%-75%).

Dada la correlacion lineal observada entre hepcidina y diversas citocinas inflamatorias,
analizamos los niveles de las citocinas en relacion con la hepcidina considerandola

como variable dicotbmica. Para ello determinamos los niveles de las citocinas
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para diferentes puntos de corte de los niveles de hepcidina: percentil 25%, mediana y
percentil 75%. No se observaron diferencias significativas en el percentil 25% pero si
para el resto de puntos de corte, de tal manera que observamos mayores niveles de
IL1-b y TNF b en el grupo de mayor nivel de hepcidina tanto a los 6 como a los 12 me-
ses. También observamos mayores niveles de INF -y en el subgrupo con un valor de
hepcidina por encima de la mediana a los 6 meses (tablas 43 y 44). Estos resultados

eran coherentes con los hallados en el anélisis de correlacién lineal.

6 meses 12 meses
Citocina
pg/ml
e 0,0016 21.14 15.33 44,52 00
(0,0016-32.48) (0,0016-68.71) °9% (0,0016-4359) (7.92-74.49)

0,01 0,01 0,01 0,01

IL-2 (001-16.08)  (001-594) 99 (0o01:2414) (0016752 OB
32,52 79.14 63.69 28.56

IL-4 (17.73-94.15) (22.42-164.58) 017 (18.19-135.81) (9.07-75.61) 008
0,0016 0,0016 0.18 0,0016

149 (0,0016-3.14) (0,0016-2.54) %% (0,0016-2.94) (0,0016-3.75) ©-?1
9.36 13.87 7.05 7.96

13 (0,0005-19.29) (4.34-20.75) >'® (0,0005-16.28) (0,0005-19.53) ©°->?
0.63 0.001 2.15 0,001

[0 (0,001-16.41)  (0,001-8.04) 9°' (0,001-15.77) (0,001-10.1) 907
0,0015 0,0015 0,0015 0,0015

IL-12 (0,0015-0,0015) (0,0015-31.02) 13 (0,0015-12.23) (0,0015-00015) 028
6.43 96.62 46.97 41.03

N (0,0016-73.89) (5.74-155.67) % (0,0016-155.86) (0,0016-104.12) ©O8%
0,0032 113 0,0032 0,0032

TNF-a 00032-25.04) (0,0032-33.17) ©2°  (0,0032-29.3) (0,0032:9.7) O*
0,0024 0,0024 0,0024 8.29

TNF-B - 0.0024-2.14) (0,0024-12.22) %%° (0,0024-10.41) (0,0024-13.93) 2013
1350 1180 1102 949

MCP-1 1047-1585)  (950-1403) O (747-1551)  (810-1263 O

Tabla. 43. Comparacidn de los niveles plasmaticos de las citocinas pro-inflamatorias estudiadas
segun los niveles de hepcidina (= 0 < a la mediana) a los 6 y a los 12 meses.
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Figura.23. Niveles de IL-1 en lactantes con hepcidina < mediana y
hepcidina > mediana a los 6 y 12 meses de vida
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Figura. 24. Niveles de TNF- en lactantes con hepcidina < mediana y hepcidina > mediana
alos 6 y 12 meses de vida.*=p<0.05
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IL-1b

IL-2

IL-4

IL-6

IL-8

IL-10

IL-12

INF-y

TNF-a

TNF-B

MCP-1

Tabla. 44. Comparacién de los niveles plasmaticos de las citocinas -inflamatorias estudiadas segun los

6 meses

Citocina - > - S
pg/ml = =

0,004
(0,004-32.94)

0,016
(0,016-10.80)

43.30
(19.55-95.36)

0,0016
(0,0016-2.54)

9.82
(0,0005-21.52)

0.57
(0.0019-16.99)

0,0015
(0,0015-21.88)

19.61
(0,0016-114.2)

0,0032
0,0032-35.75)

0,0024
(0,0024-3.21)

1242
(945-1478)

40.76
(0,004-64.47)

0,016
(0,016-12.72)

92.64
(10.73-255.5)

0,0016
0,0016-3.75)

13.16
(1.73-19.51)

0,0019
(0,0019-7.3)

0,0015
(0,0015-20.01)

45.25
(11.3-155.7)

0,0032
(0,0032-27.32)

0.48
(0,0024-16.35)

1228
(1077-1437)

0.039

0.887

0.492

0.433

0.877

0.702

0.821

0.175

0.900

0.007

0.862

21.03
(0,004-48.10)

0,016
(0,016-34.49)

42.01
(15.04-132.4)

0,0016
(0,0016-2.74)

7.05
(0,0005-16.65)

0.63
(0,0019-14.04)

0,0015
(0,0015-0.96)

44.84
(0,0016- 28.78)

0,0032
(0,0032-17.34)

0,0024
(0.0024-9.07)

953
(727-1294)

niveles de hepcidina (= o < cuartil 75%) a los 6 y a los 12 meses
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12 meses

48.20
(23.55-89.0)

0,016
(0,016-70.13)

29.28
(4.36-54.53)

0,0016
(0,0016-3.95)

10.54
(0,0005-18.41)

0,0019
(0,0019-10.33)

0,0015
(0,0015-70.13)

46.82
(1.59-99.1)

0,0032
(0,0032-5.73)

12.77
(5.22-17.67)

1038
(854-1366)

INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES

0.005

0.850

0.082

0.473

0.881

0.531

0.960

0.973

0.16

<0.001

0.352
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Influencia del antecedente de infecciones en los niveles de citocinas

Analizamos la relacion entre los niveles de las diferentes citocinas pro-inflamatorias y la
aparicion de procesos infecciosos a los 12 meses, sin observarse diferencias
significativas en los niveles de citocinas entre los lactantes que habian sufrido procesos
infecciosos versus los que no habian sufrido. Solo IL-1 mostraba una tendencia a tener

mayores niveles en los pacientes que habian sufrido un proceso infeccioso (tabla.45).

Citocinas Con Infeccién Sin Infeccién
(pg/L)

IL-1B8 43.20 (8.1-61.4) 18.60 (0.004-48.31)

IL-2 0.01(0.01-41.52) 0.01 (0.01-56.07) 0.42
IL-4 37.90 (11.69-113.34) 40.84 (15.17-102.67) 0.43
IL-6 0.001 (0.001-4.15) 0.001 (0.001-3.34) 0.90
IL-8 13.64 (0.0005-20.53) 6.14 (0.0005-15.93) 0.29
IL-10 2.15 (0.001-13.29) 0.001 (0.001-10.56) 0.44
IL-12 0.001 (0001-3.84) 0.001 (0.001-0.001) 0.86
IFN-y 42.7 (0,0016-106.31)  52.60 (0,0016-121.34) 0.84
TNF-a 0.003 (0.003-20.12) 0.003 (0.003-11.90) 0.76
TNF-B 7.06 (0.002-14.28) 0,002 (0,002-7.37) 0.22

Tabla. 45. Influencia del antecedente de infeccion en los niveles de las diferentes citocinas
analizadas a los 12 meses. Mediana (intercuartil 25%-75%).
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4.7 Resultados del ensayo clinico: administracién de leche adaptada con bajo
vs alto contenido de hierro entre los 6 y 12 meses de vida

Influencia del contenido en hierro de la leche adaptada en el desarrollo antropométrico

En cuanto a los pardmetros antropométricos, el tipo de féormula adaptada con bajo o
alto contenido de hierro no influyé en el incremento de la talla, peso ni PC entre los 6 y
los 12 meses (tabla.46).

Variable Leche alta Fe Leche baja Fe
(n=69) (n=29)

A PCa (cm) 2,76 +0,81 2,75+ 0,59 0,96
A Pa (gr) 2080 +520 2014 +767 0,63
A Ta (cm) 8,39+ 2,10 8,26+ 1,15 0,77
ATr (cm) 0,12+ 0,03 0,12 +0,23 0,98
A Pr (gr) 0,25+ 0,57 0,26 +0,095 0,61
APCr (cm) 0,06+ 0,01 0,63 +0,13 0,91

Tabla. 46. Analisis univariante de la influencia de las diferente fortificaciones

en el incremento de los datos antropométricos a los 12 meses

a: incremento absoluto total en cm o gr. r: incremento relativo, en %, cm o gr

APC: Incremento perimetro cefélico, AP: incremento de peso, AT: incremento de talla.

Influencia del contenido en hierro de la leche adaptada en los parametros

relacionados con el metabolismo del hierro

Al comparar los parametros bioquimicos vinculados al metabolismo del hierro en
ambos grupos de la intervencion, se observo una mayor prevalencia de ferropenia a los
12 meses en el grupo de lactantes que recibié LA con bajo contenido en hierro a partir
de los 6 meses, frente a los lactantes que recibieron LA con un alto contenido en hierro,

sin observarse diferencias en la prevalencia de anemia (tabla. 47).
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Variable Férmula adaptada Férmula adaptada
bajo Fe (n=24) dosis alta Fe (n=95)

Ferropenia 8 (33,3%) 12(12,6%) 0,005
Anemia 3 (18,7%) 4 (4,8%) 0,120
Ferritina (ugr/L) 42.86+30.22 32.73+22.60 0.154
ﬁgfq“;fe‘i'r?r:‘a ) 19.93+9.46 16.34+7.35 0.181
Hemoglobina (g/dL) 3 (18,7%) 4 (4,8%) 0,122
ADE % 14.09+2.06 14.6+1.38 0.971
VCM fL 77.81+4.77 77.57+4.05 0.600

Tabla. 47. Variable relacionadas con el metabolismo del hierro a los 12 meses de vida, en funcion
del tipo de formula recibida, enriquecimiento alto: 1,16 mg de hierro/100ml; y bajo: Fe 0,44 mg de
hierro/100ml. n (%). Media +DS. PC: perimetro craneal. ADE: amplitud de dispersion eritrocitaria.

Influencia del contenido en hierro de la leche adaptada en los niveles de citocinas

inflamatorias

En cuanto a los procesos infecciosos, no se observo relacion entre la variable infeccion

y el tipo de formula adaptada con bajo contenido en hierro o alto (tabla.48).

Variable Leche alto Fe Leche baja Fe
(n=69) (n=29)

Infeccion 34 (49%) 14 (48%) 0,93

Tabla.48. Relacion entre procesos infecciosos y el tipo de formula adaptada,
enriquecimiento alto: 1,16 mg de hierro/100ml; y bajo: Fe 0,44 mg de hierro/100ml.n (%).
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Al comparar los niveles de hepcidina dependiendo de la cantidad de hierro de la férmu-
la, observamos menores niveles de hepcidina en el grupo con leche enriquecida con

mayor cantidad de hierro. Tabla.49, (fig.25.).

Variable Leche alto Fe Leche baja Fe
(n=69) (n=29)

Hepcidina

15 mecee 56,20 (42,878,2) 44,90 (39,0-53,70) 0,046

Tabla. 49. Niveles de Hepcidina en funcion al tipo de formula adaptada, enriquecimiento alto: 1,16 mg
de hierro/100ml; y bajo: Fe 0,44 mg de hierro/100ml. Mediana (intercuartil 25%-75%).

Hepcidina ng/ml

56,2 *p=0.046
44,9
60 |
40
20
0
Formula alto contenido Fe Formula bajo contenido Fe

Figura.25. Niveles hepcidina en relacion a la fortificacion dietetica con bajo
o0 alto aporte a los 12 meses de vida.
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En relacion a la expresion de las citocinas estudiadas, a los 12 meses no encontramos
diferencias significativas en los niveles de ninguna de ellas entre los dos grupos de
intervencion (tabla.50).

Citocinas Leche baja Fe Leche alta Fe

(pg/L) (n=17) (QESR)

IL-1B 11.74 (0.02-50.94) 40.56 (0.13-53.54) 0.75
IL-2 0.01 (0.01-0.01) 0.01 (0.001-51.92) 0.15
IL-4 43.32 (14.07-93.28) 35.52 (12.54-110.56) 0.72
IL-6 0,001 (0.001-1.74) 0,001 (0.001-3.75) 0.65
IL-8 13.61 (0.0005-20.48) 5.24 (0.0005-16.11) 0.32
IL-10 0,001 (0.001-8.99) 0.33 (0.001-10.56) 0.56
IL-12 0,001 (0.001-0.001) 0,001 (0,001-1.92) 0.36
IFN-y 42.7 (0-02-106.3) 31.13 (0.02-104.12) 0.42

TNF-a 0.03 (0,03-10.81) 0.003 (0.003-13.13) 0.89

TNF-B 7.06 (0.02-11.19) 3.95 (0.02-12.77) 0.75

Tabla. 50. Relacidn entre expresién de citocinas y el tipo de formula adaptada,
enriquecimiento alto: 1,16 mg de hierro/100ml; y bajo: Fe 0,44 mg de hierro/100ml.
Los valores se presentan como mediana (intercuantil 25-75%).

151



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

152



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

5. DISCUSION
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5. Discusion

5.1. Contribuciones principales del presente trabajo.

El déficit de hierro es la alteracion del metabolismo del hierro con mayor prevalencia a
nivel mundial (Kassebaum et al., 2013). De tal manera que se considera un problema
de salud publica (“Conclusions and recommendations of the WHO Consultation
on prevention and control of iron deficiency in infants and young children in malaria-
endemic areas.” 2007), (WHO. 2002). Los lactantes son una poblacién de riesgo para
el desarrollo de ferropenia. Esto se debe fundamentalmente al rapido crecimiento en
esta etapa de la vida (Scrimshaw, 2000), (Desforges & Oski, 1993), (Lopez, Cacoub,
Macdougall, &Peyrin-Biroulet, 2015).
En los ultimos afios ha habido importantes avances en el conocimiento de la regulacion
del metabolismo del hierro, fundamentalmente con la descripcion de la hepcidina,
proteina que vincula el metabolismo del hierro con el sistema inmunitario y que ha

resultado ser clave en la etiopatogenia de la anemia inflamatoria cronica.

En la actualidad, los datos existentes sobre la implicacion de la hepcidina en la anemia
del lactante son limitados y la mayoria de estudios al respecto, han sido realizados en
poblaciones de paises en desarrollo con una alta prevalencia de anemia, poblaciones
con patologia aguda grave, y o con enfermedades crénicas asociadas(Cakir et al.,
2015), (Baumgartner & Barth-Jaeggi, 2015), (Mupfudze et al., 2015), (Cherian et al.,
2008), (Cakir et al., 2015),(Uijterschout et al., 2014),(Kossiva, Soldatou, Gourgiotis,
Stamati, & Tsentidis, 2013).

Este trabajo, es el primer estudio longitudinal realizado en poblacion europea en
lactantes sanos que describe la relacion entre los parametros bioquimicos del hierro,
incluyendo la hepcidina, con los niveles séricos de citocinas inflamatorias a lo largo de
los primeros 12 meses de vida. El seguimiento de las citocinas inflamatorias y el
registro de procesos infecciosos han permitido buscar su relacion sobre los niveles
séricos de hepcidina, los parametros bioquimicos del hierro y la hemoglobina a lo largo

del primer afio de vida en relacién con la inflamacién.
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Asi mismo, el presente trabajo describe por primera vez la relacién entre el tipo de
alimentacion y los niveles de hepcidina sérica y aporta por primera vez evidencia

cientifica de un menor nivel de hepcidina en lactantes alimentados con LM.

El presente estudio evidencia el efecto favorable de la LM en el desarrollo del lactante y
el efecto beneficioso de la suplementacion de la LA, con aportes de hierro en rango alto

frente al bajo, sobre la prevalencia de ferropenia en lactantes en paises desarrollados.

5.2. Caracteristicas de la Poblacion de estudio. Nuestra poblacién de estudio son
recién nacidos sanos a término, con una media de edad gestacional de 39 semanas
(DE=1,2), peso medio al nacimiento de 3.232 gr. (DE =548), talla de 49,6 cm = 2,3,y
PC de 34,3cm = 1,6. El 43% fueron varones.

Se trata de una muestra representativa de la poblacion general de lactantes en cuanto
a peso, talla y PC. El z score describe unas caracteristicas antropométricas muy
préximas a las medias poblacionales tomando como referencia los datos de la OMS
(tablas 12,13 y 14).

El nivel socioecondmico fue en su mayoria 71%, medio, un 23%, nivel elevado y en un
6% bajo. Segun los datos del estudio general de medios (EGM) sobre la clasificacion
de la clase socioecondémica, en 2008 el nivel medio incluyo al 83,2% de la poblacion,
alto el 9,3% y un 7,4% bajo, respecto a los datos de 2013, el nivel medio fue del 84,5%,

alto del 10,6 % y el 4,9% bajo, datos comparables a los de nuestra muestra.

En cuanto a la alimentacién, un 23% (n=35), recibié LM exclusiva hasta los 6 meses, y
el 48% (n=75) LA. En Espafia, segun la Encuesta Nacional de Salud llevada a cabo en
2006, la lactancia exclusiva a las 6 semanas es del 68%, a los 3 meses del 52% y a los
6 meses del 24,7%. Nuestras cifras de LM a los 6 meses son equiparables a las

descritas en esta encuesta. (Ministerio de Sanidad y Consumo e Instituto Nacional de Estadistica, INE.

Tipos de lactancia segun sexo y clase social del sustentador principal. Encuesta Nacional de Salud 2006. Madrid:
Ministerio de Sanidad y Consumo e INE, 2008).
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Estos datos, hacen de nuestra poblacion, una muestra valida para determinar la
prevalencia de ferropenia y anemia, asi como los valores de hepcidina y citocinas, en
lactantes en un area industrializada sin patologia asociada y su relacién con eventos

infecciosos respiratorios.
5.3. Resultados
-Patologia infecciosa, inflamatoria.

En nuestro estudio el 50% (n=62) de los lactantes, presento eventos infecciosos: un
32% (n=39) bronquitis, el 11% (n=13) bronquiolitis, 11% (n=13) GEA y un 7% (n=8)
presentd episodios de OMA, y el 5% (n=6) ITU. La mayoria de estos pacientes (93%)
realizd seguimiento ambulatorio, mientras que el 7% (n=8) requirieron hospitalizacion,
siendo los motivos de ingreso, bronquiolitis grave en cuatro lactantes, bronconeumonia

grave en tres y GEA en uno.

Revisando la literatura son escasos los estudios en nuestro medio que registran la
incidencia de infecciones respiratorias agudas en lactantes, y los que encontramos
hacen referencia a la necesidad de hospitalizacibn y por tanto a infecciones
respiratorias graves. Ademas, gran parte de estas publicaciones, se centran fundamen-

talmente en pacientes con bronquiolitis.

Si, encontramos estudios prospectivos con grandes cohortes que reportan la
incidencia de infecciones respiratorias en poblacién general asiatica, Anders Kl y cols.
reportan un 54,2 por 100 nifios/ afio (Anders Kl, 2015). En nuestro medio, Pérez Tara-
zona y cols., reportan una incidencia de bronquitis a los 6 meses de 25,2%, dato
equiparable al observado en nuestro trabajo. Respecto a la tasa de hospitalizacion por
bronquiolitis aguda, oscila segun las series entre un 1- 3,5%, tanto a nivel nacional,
como en Europa, Estados Unidos y Canada. (Diez Domingo, Ridao Lopez, Ubeda
Sansano, & Ballester Sanz, 2006), (Quigley & McGuire, 2014), (Willson, Horn, Hendley,
Smout, & Gassaway, 2001). Este dato, coincide con el observado en nuestra muestra,

con un 3,5% (n =4) de lactantes hospitalizados.
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En cuanto, a la incidencia de OMA, Aniansson G, en un estudio prospectivo realizado
en Suiza, con 400 lactantes, y con control clinico a los 2, 6, y 10 meses, reportan que
el 21% (n =111) de los lactantes presentd algun episodio de OMA al afio de vida.
Ademas, se demuestra una incidencia menor de OMA, en los lactantes que reciben LM
frente a los que no siguieron LM. (Aniansson et al., 1994). En nuestra poblacion, la
incidencia de OMA es menor, (8%), probablemente porque solo se registraron aquellas
OMA con diagnostico clinico médico que asociaban fiebre, a fin de minimizar sesgos de

definicion.

No encontramos datos de referencia de la incidencia de GEA en lactantes, que nos
permitan compararlos con nuestra poblacion, los estudios publicados se centran
fundamentalmente en la incidencia de infecciones por rotavirus y pacientes con grave
deshidratacion que requieren hospitalizacion. En cuanto a la prevalencia global de ITU
en lactantes (<2a) con fiebre (>38°C) en el meta- andlisis de Shaikh et al. a partir de
datos de 24 estudios (n=20.566), obtiene un valor del 7%.y en el rango de edad de 0 a
12 meses 5,4% cifra similar a la del presente estudio (Shaikh, Morone, Bost, & Farrell,
2008).

Analizamos diversos factores que se han relacionado en la literatura con el riesgo de
desarrollo de infecciones en la infancia. Al ser un estudio longitudinal prospectivo la
calidad de los datos permite establecer correlaciones de alta calidad metodoldgica.
En nuestro estudio la LM emerge como factor protector independiente de infecciones,
mientras que la asistencia a guarderia (4% a los 6 meses y 19% a los 12 meses en
nuestra poblacién), se correlaciona con una mayor proporcién de procesos infecciosos
respiratorios y por tanto, se demuestra como un factor de riesgo. Ambos resultados,
han sido clasicamente descritos. Es comunmente aceptado, que la LM protege de las
infecciones. Sin embargo, a pesar de que el cuerpo bibliografico sobre el que se
sustenta esta creencia pareceria ser amplio, no son tantos los trabajos originales al
respecto; y la mayoria demuestran una disminucion del riesgo de hospitalizaciones por
infecciones (Rubin et al.,, 1990), (Pisacane et al., 1994),(Ball & Wright, 1999),
(Rao, Hediger, Levine, Naficy, & Vik, 2002), (Oddy et al., 2003), (Paricio Talayero et

al., 2006).
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El papel protector de la LM frente a la hospitalizacion por infeccion respiratoria, fue
refrendado por el metanaalisis de Virginia Bachrach en 2003 a partir de siete trabajos
realizados en paises industrializados (Bachrach, Schwarz, & Bachrach, 2003).

A diferencia de lo descrito en estudios previos, la variable hermanos no se reporta en
nuestro trabajo, como factor de riesgo para eventos infecciosos; Es posible que las
caracteristicas de nuestra muestra, con un 77% de primiparas y un 95% de lactantes

con un solo hermano, puedan influir en este resultado.

En cuanto al papel protector de la LM, recientemente, Maria Quigley y cols. sobre una
cohorte de RN de Reino Unido, realizado entre 2000 y 2002, demuestra que cada mes
de LM exclusiva previno un 53% de hospitalizaciones por gastroenteritis y un 27% de
las hospitalizaciones por infeccién respiratoria inferior. La fortaleza de este estudio
estriba en su representatividad y en el niamero de participantes en la cohorte.
Su principal limitacion estriba en que las variables estan recogidas por entrevista a los
padres, con un primer contacto a los 9 meses de vida, lo que puede dar lugar a

importantes sesgos de memoria (Quigley & McGuire, 2014).

En nuestro medio, Espafia, Paricio y cols, en 2004, en un estudio con una amplia
cohorte, que incluyd a mas de 1.000 nifios valencianos, encuentra que el riesgo de
hospitalizacion por procesos infecciosos en el primer afio de vida, es 5 veces mayor
entre los lactantes no amamantados y 2,5 veces mayor entre los que fueron
amamantados menos de 4 meses, frente a los amamantados durante 4 0 mas meses.
Ademas, por cada mes de no lactancia el riesgo de hospitalizacion se multiplica por 1,5
(Paricio Talayero et al., 2006).Nuestros resultados evidencia un riesgo 3,7 veces mayor

de padecer procesos infecciosos en los lactantes que no reciben LM.

En el presente trabajo, hemos intentado minimizar los sesgos de memoria y para ello
se llevd a cabo un seguimiento continuo de los lactantes, con registro de infecciones
mediante un diario clinico y entrevista personal para recogida de los datos e historia
clinica, con un intervalo maximo entre visitas de tres meses. Ademas se registraron las
consultas realizadas en el servicio de Urgencias del hospital de referencia y el registro

de hospitalizaciones.
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En concordancia y para disminuir los errores de definicion, se definieron claramente,
tanto la variable LM, como la variable resultado infeccion. Asi, en el andlisis de los
lactantes con LM se incluyeron Gnicamente, los lactantes que habian recibido 6 meses
de LM exclusiva. En cuanto, a la variable infeccidn, los eventos eran registrados por los
dos médicos que realizaron el seguimiento de los lactantes, con criterios bien definidos
y estandarizados. En este sentido, cabe destacar que el disefio prospectivo del estudio
y la vigilancia activa de los lactantes, permiti6 una valoracion mas homogénea y una
menor variabilidad en los diagnésticos. Ademas, para minimizar los sesgos de
definicion, solo se incluyeron los procesos infecciosos asociados a fiebre, por la
posibilidad de que fueran mal interpretados por los padres, fundamentalmente los CVA
y las GEA en los primeros meses de vida (estos procesos pueden ser percibidos de
diferente manera por las madres que lactan o por las que no). También se tuvieron en
cuenta para el andlisis estadistico, posibles variables de confusion, como el factor
socio-econdmico, la asistencia a guarderia y la paridad. Llevandose a cabo un estudio
estadistico multivariante de estas variables.

-Influencia de la alimentaciéon en el desarrollo fisico

En nuestro trabajo, no se demostraron diferencias significativas en el desarrollo fisico
entre los lactantes alimentados con LM exclusiva y los alimentados con LA, ni a los 6 ni

a los 12 meses de vida.

Es un hecho que el crecimiento de los lactantes alimentados exclusivamente con LM ha
despertado siempre un gran interés entre los pediatras, investigadores y nutricionistas.
La evidencia cientifica, demuestra que la leche humana es el mejor alimento para el
lactante por lo que logicamente la valoracién del crecimiento fisiolégico deberia ser
mejor en los nifios alimentados con LM. Dewey y cols. en el estudio DARLING
compararon datos relativos al crecimiento en nifios alimentados exclusivamente con LM
o LA y observaron que el crecimiento longitudinal y el perimetro cefalico no presentaba
diferencias significativas entre los dos grupos, pero sin embargo, el aumento de peso
en los lactantes alimentados con lactancia materna fue menor (Dewey, 2001).

Otros estudios realizados en otros paises confirman este resultado, como es el caso
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estudio PROBIT (Bielorrusia), y el estudio de Escribano et al. cuya poblacion es de la
misma edad y area geografica de nuestro estudio (Escribano et al., 2012). Estos datos
son refrendados por el estudio multicentrico de la OMS. En 2006, la OMS llevo a cabo
un estudio multicéntrico, que combind un seguimiento longitudinal desde el nacimiento
hasta los 24 meses y un estudio transversal en nifios entre 18 y 71 meses de edad.
Se recogieron datos de crecimiento de 8.440 nifios de distintos origenes (Brasil,
Estados Unidos de América, Ghana, India, Noruega y Oman. Este estudio, documenta
gue el crecimiento de los lactantes sanos que reciben LM difiere significativamente, con
un menor crecimiento de los alimentados artificialmente, deduciéndose una
discrepancia entre los beneficios evidentes de la leche materna y el aparente retraso de
crecimiento. El nuevo patron de crecimiento infantil de la OMS fue difundido en Abril de
2006, y establece a la LM como la “norma” biologica y al lactante alimentado al pecho
como patron de referencia para determinar el crecimiento saludable (de Onis, Garza,
Onyango, & Rolland-Cachera, 2009). En nuestra muestra, sin embargo, no se
evidencian diferencias significativas, en cuanto al patron de crecimiento de los lactantes

y el tipo de alimentacion (LM vs LA). Tabla 18.
-Parametros hematolégicos y bioquimicos del Hierro. Anemiay Ferropenia.

En cuanto, a la presencia de anemia y ferropenia a los 6 meses de vida, el 17% (n=19)
de los lactantes de nuestra muestra presentaron anemia y un 7 % (n=8) ferropenia
A los 12 meses hay un descenso significativo de los pacientes con anemia hasta un
3,5% (n=4) y un incremento de ferropenia hasta un 20% (n=21) con valores similares
de anemia ferropénica. Respecto a la cifra de anemia ferropénica en nuestro trabajo, el
2 % de los lactantes estan afectos de anemia ferropénica a los 6 meses de vida, y a los
12 meses un 1 %, por lo que la prevalencia se mantiene estable. Estos resultados son
comparables a los descritos en el NHANES Il (Dallman, Yip, & Johnson, 1984),
(Parikh, Natarajan, Lipsitz, & Katz, 2011) con una prevalencia de AF del 3%.

Segun la clasificacion de la OMS (WHO, 2011), la prevalencia de anemia ferropénica
en nuestra muestra, 2% y 1% a los 6 y 12 meses respectivamente, se considera

normal. La prevalencia de ferropenia hallada en nuestro trabajo, segun la OMS su
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importancia en la salud publica, es leve a los 6 meses (7%), mientras que a los 12
meses (20%) se considera moderada. Por tanto, la anemia ferropénica en la poblacion
estudiada, Reus (Tarragona), no es frecuente.

Hemos observado que la prevalencia de ferropenia en lactantes tiende a aumentar con
la edad, lo que coincide con los resultados de otros estudios, realizados en paises
desarrollados (Sherriff, Emond, Bell, & Golding, 2001), (Moréis Lépez & Dalmau Serra,
2011). Este hallazgo parece légico conociendo la disponibilidad y las necesidades de

hierro que caracterizan el primer afio de vida.

En general, se acepta que los nifios nacidos a término son capaces de mantener un
adecuado estado del hierro hasta los seis meses de edad, contribuyendo a ello la
elevada biodisponibilidad del hierro contenido en la leche materna.(Ziegler, Fomon,
Nelson, Jeter, & Theuer, 2011). Después de los seis meses es necesario un aporte
adicional de hierro para prevenir la ferropenia. La deficiencia de hierro no es
infrecuente en los lactantes a partir de los seis meses de edad, en todo el mundo.
Sin embargo, sobre la prevalencia de anemia ferropénica influye notablemente el grado
de desarrollo del pais (Woldie, Kebede, & Tariku, 2015). Son numerosos los estudios
epidemioldgicos que aportan datos de prevalencia de anemia y ferropenia. Las cifras

son variables en funcion del area geografica y rango etario que se considera.

Nuestros resultados estan acorde con lo reportado en la literatura tanto para anemia

ferropénica como para ferropenia en paises desarrollados.

Los factores que influyen en la prevalencia de anemia y de ferropenia son multiples. La

variabilidad en la prevalencia de anemia es grande entre distintos paises, siendo el
grado de desarrollo del pais uno de los factores fundamentales que la determinan.
En los paises en desarrollo, por las circunstancias desfavorables que influyen, la
prevalencia de anemia observada es mayor que la de los paises desarrollados (Galan,
Davila, Mekki, & Hercberg, 1988), (V Arija et al., 1990), (Petersen et al., 1996),
(Arija Val, Fernandez Ballart, & Salas Salvaddé, 1997), (Zlotkin et al., 2013).
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Se observan diferencias entre distintos grupos sociales, incluso dentro de un mismo
pais (Bogen, Duggan, Dover, & Wilson, 2000). Los habitos alimentarios son otro factor
importante, asi como el nivel socioecondmico y educativo (Sherriff et al.,, 1999).
Ademas, segun las areas puede adquirir importancia algunos factores especificos. Por
ejemplo, en el tropico, entre las causas de anemia se encuentra la presencia de

parasitos intestinales, sobre todo en las zonas de bajo nivel socioeconémico.

Los datos epidemiolégicos demuestran que la prevalencia de ferropenia y de anemia
ferropénica, es mayor, con cifras en rango 40-60% en paises en desarrollo que en los
industrializados. En la revision sistematica de Eussen y cols de estudios de prevalencia
en poblacién europea con un total de 44 estudios en lactantes de 6 a 36 meses se
detecta una prevalencia de ferropenia alta en el Este de Europa 50% mientras que
Europa occidental es del 5% (Eussen, Alles, Uijterschout, Brus, & van der Horst-Graat,
2015). La prevalencia de anemia ferropénica en los lactantes, oscila entre el 2 y el
4,3% (Lopez et al., 2015). El eurogrowth Iron Study reporté una prevalencia de 9,4 %
ferropenia y un 2,3% de AF (Hercberg, Preziosi, & Galan, 2001). Mientras que Verga et
al. en Suiza encuentran una prevalencia de ferropenia de 5,7% a los 12 meses(Verga,
Widmeier-Pasche, Beck-Popovic, Pauchard, & Gehri, 2014). En nuestro pais, existen
datos muy puntuales sobre la prevalencia de anemia en grupos de edad y poblaciones
especificas, asi Lépez A, 2015 reporta un 5,8% ferropenia de los 6 a los 12 meses.
En nuestra misma area geogréafica de estudio, la poblacion de Reus, Salas y cols. en
1990, observaron una prevalencia de 12,1% de anemia en nifios de 6 a 23 meses
(V Arija, Salas, Fernandez-Ballart, & Marti-Henneberg, 1990).

Cabe destacar en base a estos datos, que la proporcién de ferropenia, a los 12 meses
en nuestra muestra, del 20%, es mas elevada a lo referenciado en la literatura cientifica
en poblacidbn europea mediterranea; mientras que los valores de AF, 1%, son
equiparables. Este hecho, podria justificarse por la intervencién realizada a los 6
meses, en la que un subgrupo de nifios n=29 (20%) recibid LA con formula enrigquecida
en el limite bajo de fortificacion, segun recomendaciones de las sociedades cientificas
(0,44/100 ml).
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Al realizar el andlisis de este subgrupo encontramos diferencias significativas respecto
a la prevalencia de ferropenia frente en los dos grupos. Los alimentados con la LA
altamente enriquecida presentaron una prevalencia de ferropenia del 12,6% y los

lactantes que recibieron formula con menor aporte de hierro del 33,3%.

La prevalencia de anemia ferropénica ha disminuido drasticamente tras la implantacion
de medidas preventivas hasta alcanzar cifras bajas. Sin embargo, la deficiencia de
hierro tras las medidas preventivas matiene una prevalencia estable, siendo frecuente
en lactantes hasta los 12 meses de vida y persiste como un problema de salud publica
(Palti, 2000), (Moin & Lassi).

En lactantes, se recomienda adoptar medidas dirigidas a combatir la anemia y a
mejorar la ingesta de hierro, sobre todo en areas geograficas en desarrollo, donde la
prevalencia de anemia y ferropenia es elevada. Una de las intervenciones mas
importantes en este sentido, es la suplementacion dietética con hierro. Numerosos
estudios han demostrado que la administraciéon de suplementos de hierro disminuye la
prevalencia de ferropenia en nifios preescolares (Angeles, Gross, Schultink, &
Sastroamidjojo, 1995), (Palupi, Schultink, Achadi, & Gross, 1997), (Thu et al., 1999),
(Schultink, 1995; Palupi, 1997; Thu, 1999). Otro grupo de poblacién con elevada
prevalencia de ferropenia que se beneficia con esta suplementacion es el de las
mujeres embarazadas (Sloan, Jordan, & Winikoff, 2002), (VictoriaArijaetal., 2014).

Existe en cambio controversia sobre su beneficio en la prevencion de anemiay sobre
los posibles retrasos en el desarrollo mental y motor (Schroth, Levi, Kliewer, Friel, &
Moffatt, 2013). njo, Santos, Costa Arcanjo, Meira Magalhdes, & Madeiro Leite, 2013).
Hay estudios que demuestran un aumento de la concentracion hemoglobina y ferritina
tras la administracion de hierro (Suominen, Punnonen, Rajaméaki, & Irjala, 1998).
Asi, en areas endémicas de malaria, parece que el efecto de la suplementacion con
hierro si que es evidente, un estudio realizado en Ifakara ha demostrado que la
profilaxis con sulfato ferroso reduce el porcentaje de anemias graves (Menéndez et al.,
1997).
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Por el contrario, en algunos estudios el efecto de la suplementacion con hierro puede
pasar desapercibido en nifios sanos. Asi, en un ensayo clinico en nifios australianos
sanos de 6 meses no se encontraron diferencias en los valores de hierro, transferrina,
ferritina y hemoglobina entre los nifios que siguieron una dieta normal y los nifios que
siguieron una dieta enriquecida con hierro (Makrides, Leeson, Gibson RAp6, & Simmer,
1998).

En el presente estudio se confirma el efecto beneficioso de la suplementacion dietética
con hierro De tal manera, que en los nifios del grupo de intervencion, con
suplementacién dietetica con un mayor aporte de hierro, disminuyéd de manera
significativa la prevalencia de ferropenia en los lactantes expuestos, sugiriendo un

efecto preventivo de la deficiencia de hierro.

Nuestros resultados, evidencian por tanto el efecto beneficioso de la suplementacion
con hierro en un rango alto de enriquecimiento de la formula adaptada, en la
prevencion de ferropenia a los 12 meses. Por otro lado, no encontramos datos
clinicamente relevantes, no se observan diferencias respecto a las cifras de anemia ni
diferencias significativas en cuanto a procesos infecciosos ni desarrollo fisico del
lactante (tablas 46, 47 y 48).

Nuestros resultados quedan refrendados por el estudio mas destacado que ha valorado
el efecto de distintas dosis de hierro en la formula adaptada y los parametros
bioquimicos del hierro, el de Walter y cols. llevado a cabo en Chile y que compara la
dosis de 0,23/100ml frente a 1,27/100ml,(de Andraca, Castillo, & Walter, 1997) en
este trabajo no se observaron al igual que en nuestro estudio diferencias significativas
respecto a los valores de anemia ferropenica en los dos grupos de intervencion ni a los
6 ni a los 12 meses de vida, y si que hubo diferencias en los datos de ferropenia
(17% vs 35%) con mayor prevalencia en el grupo que recibié fortificacién con baja
cantidad de Fe. Los autores Morley 1999 y Lozoff 2012, confirman estos resultados,
ambos encuentran cambios significativos en la concentracion de ferritina y prevalencia
de ferropenia, pero no en la prevalencia de AF, ni en el crecimiento, ni desarrollo de los
lactantes (Morley et al., 1999),(Lozoff, Castillo, Clark, & Smith, 2012).
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En el trabajo de lozzof con una amplia muestra (n=835) y randomizacion doble ciego en
dos grupos, uno que recibe Fe 12,7mg/L (n=430) y el otro 2,3 mg/L (n=405). La
prevalencia de ferropenia disminuye de 35% a 19% (p<0.001), mientras que la cifra de

AF permanece estable 3,8 % vs 2,8% (p= 0,35) en un rango bajo.

Asi, el USPSTF en sus recomendaciones afirma que hay evidencia de que la
suplementacion con hierro reduce la incidencia de deficiencia de hierro pero encuentra
escasa evidencia en resultados clinicos. Sin embargo, un reciente metanalisis de Gera
T., avala el enriquecimiento con hierro de las formulas adaptadas como medida

preventiva de anemia ferropenica (Sachdev & Gera, 2013), (Siu, 2015).

Respecto a cual seria el aporte optimo de hierro en la férmulas adaptadas, existe
controversia decual seria el necesario para cubrir el aporte del Ilactante.
Los requerimientos de hierro varian en gran medida segun la edad del lactante. Hay
autores que recomiendan una cantidad minima de hierro en base a la baja
concetracion de hierro en la LM, y otros que abogan por una cantidad mayor, tomando
como referencia los requerimientos de hierro de esta etapa (Calder et al, 2006),
(Baker, 2010), (Domrliof, 2014).

Los resultados descritos en el presente estudio y la literatura sugieren que la
fortificacion dietética con un aporte bajo de hierro seria suficiente para prevenir la
anemia ferropénica, y no seria necesaria la adiciéon de hierro en formulas infantiles
destinadas a lactantes sanos a término antes de los 6 meses (Tuthill et al., 2002).
Sin embargo, la fortificacion dietética a dosis altas tiene un papel en la prevencion de
ferropenia, aunque no se ha demostrado una relevancia clinica en paises
desarrollados; y como se demuestra en este estudio daria lugar a un aumento de la

hepcidina sérica y por tanto a una regulacion negativa del hierro.

En el presente estudio, respecto al estudio de los datos de anemia, se objetivd una
relacion significativa entre los valores de la concentracion de Hb a los 6 meses y la

alimentacién con LM.

166



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

En este sentido, a los 6 meses de vida destaca una alta prevalencia de anemia 37,5%
vs 8,1% en los lactantes alimentados con LM, frente a los alimentados con féormula
adaptada (LA), con una media de Hb de 11,3g/L + 0,81 vs 11,96 g/L+ 0,83 (p=0,001).
Por el contrario, no se objetivaron diferencias significativas entre la alimentacioén con
LA o LM y la presencia de ferropenia (6% LM vs LA 5%), tampoco se observaron
diferencias en los niveles de ferritina, hierro, transferrina sérica y o saturacion de

transferrina (tabla.19).

En la literatura cientifica, las cifras de ferropenia en el contexto de LM exclusiva a los
6 meses, se encuentra en el rango de 0-15% y para anemia ferropénica de 0-4%
(Ziegler et al., 2011), (Burke, Leon, & Suchdev, 2014).

En concordancia con nuestros resultados, un estudio previo encuentra una mayor
prevalencia de anemia en lactantes con LM. Se trata de una cohorte de 928 RN en
Inglaterra, que reporta valores de anemia y ferropenia en lactantes alimentados con LM
frente a los alimentados con LA, y leche de vaca (LV). Se demostraron diferencias
significativas en la incidencia de anemia a los 6 meses, con una mayor proporcion de
anemia en los lactantes que recibieron LM (32%), frente a los que recibieron LV (28%)
y LA (20%). Respecto a las cifras de ferropenia, se objetivo un 5% en LM, un 2% en LA
y un 7% en los alimentados con LV. A los 12 meses persistia una mayor proporcion de
anemia en los pacientes con LM, 27% frente al 15% de LA y el 27% en LV; la
proporcién de ferropenia se mantuvo estable, 5% ,3% y 11% en LM, LA, y LV,

respectivamente (Hopkins et al., 2007).

El trabajo de Hopkins y col, con una amplia muestra, refrenda nuestros hallazgos, con
valores significativamente mas altos de anemia en lactantes que reciben LM frente a
los alimentados con LA, sin diferencias respecto al nimero de lactantes con ferropenia.
Siendo la prevalencia de ferropenia baja a los 6 meses en nuestra poblacion, tanto en
los lactantes que reciben LM como en los que reciben LA. Este dato, sugiere que hasta
los 6 meses de vida, la alimentacion exclusiva con LM cubre de forma correcta los

requerimientos de hierro que precisa el lactante.
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Por otro lado, nuestros resultados ponen en entredicho la practica comudn, en los
lactantes de medir la hemoglobina para identificar anemia. Las causas mas frecuentes,
de anemia en lactantes son la deficiencia de hierro y las infecciones intercurrentes
(Desforges & Oski, 1993).

En la actualidad, en los paises industrializados ha aumentado el nUmero de lactantes
que reciben LM o una formula enriquecida con hierro y no se introduce la leche de vaca
por lo general antes de los 12 meses de vida. Estas medidas preventivas para evitar el
déficit de hierro, han contribuido a disminuir la incidencia de anemia ferropénica (Yip,
Binkin, Fleshood, & Trowbridge, 1987). Asi, en el presente trabajo, todos los lactantes
excepto uno de los que presentaron anemia a los 6 meses, tiene niveles de ferritina
dentro de la normalidad; y todos, presentan recuperacion de las cifras de Hb de forma
espontanea a los 12 meses. Este hecho es importante, y se debe tener en cuenta en la
practica clinica habitual en el manejo del lactante con anemia, a fin de evitar evaluacio-
nes y tratamientos innecesarios. En nuestro trabajo descartamos, por tanto, la
ferropenia como causa principal de anemia a los 6 meses. Observamos una prevalen-
cia de ferropenia a los 6 meses es del 7% y de anemia ferropénica del 2%. Estos
hallazgos coinciden con lo descrito en la literatura cientifica previamente. Si tomamos
como referencia el estudio NHANES I, la prevalencia de ferropenia es del 7% (Mordais
Lépez & Dalmau Serra, 2011), y en general, en paises industrializados la prevalencia
de ferropenia, segun las diferentes series varia entre 0-15%, y la de anemia ferropénica
del 0-3% (Ziegler et al., 2011), (Burke et al., 2014).

Es interesante sefalar, como posible etiologia de la anemia, la posibilidad de “falsa
anemia”, Dallman PR, 1995, como Burmants, 1972 describen la posibilidad de que
nifios con Hb <11mg/dl puedan tener una “falsa anemia”. Burmants sefiala en su
trabajo que un valor de Hb<11mg/dl no es sinbnimo de AF. La anemia se define como
el valor de concentracion de Hb menor a dos desviaciones estandares de la media, por

tanto el 2,5% de sujetos sanos son clasificados como anémicos (Stevens, 1998).

Por otro lado Dallman, sefiala como causa de anemia en la practica clinica, los

procesos infecciosos (Reeves, Yip, Kiley, & Dallman, 1984).
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Es importante sefalar que el diagnéstico de anemia y ferropenia varia en funcion de los
criterios a la hora de definir lo patoldgico, aunque también, en menor medida, podria
influir la variedad de métodos de analisis (Willows, 2000). En nuestro estudio, se ha
optado por definir anemia, siguiendo la recomendacion de la OMS (E. M. DeMaeyer,
1981),(E. DeMaeyer & Adiels-Tegman, 1985), como la concentracion de hemoglobina
menor de 11,0 g/dL que es una definicion utilizada en numerosos estudios (Sadowitz &
Oski, 1983),(Tatala, Svanberg, & Mduma, 1998)(Walter, Olivares, Pizarro, & Mufioz,
1997),(Abellan Ripoll et al., 1992), (Mufioz Pérez et al., 1995),(Pisacane et al., 1995),
(Stoltzfus et al., 1997). Sin embargo, no es infrecuente encontrar estudios que utilizan
puntos de corte inferiores: asi, algunos estudios definen la anemia en lactantes como
hemoglobina inferior a 10,0 g/dL (Sherriff, Emond, Hawkins, & Golding, 1999), (Emond,
Hawkins, Pennock, & Golding, 1996). Otros utilizan como punto de corte una
hemoglobina menor de 10,5 g/dL (Makrides et al., 1998), y que quizas y en base a los
resultados obtenidos en el presente trabajo seria mas correcto en poblaciones
industrializadas con bajo prevalencia de anemia como la nuestra. Por otro lado, existe
una importante variabilidad de criterios utilizados para definir la ferropenia.
La deficiencia de hierro, se trata de un proceso complejo que consta de varios estadios.
En primer lugar se produce una deplecion del hierro corporal que puede detectarse por
la disminucion de ferritina sérica, luego se afecta la eritropoyesis y finalmente se
produce la anemia ferropénica (Desforges & Oski, 1993). Asi el marcador mas precoz
de ferropenia, en estadio inicial, es la ferritina, y es su determinacién el método
clasicamente utilizado para detectar esta deficiencia. Sin embargo, no se dispone de un
punto de corte, universalmente aceptado. En este trabajo, se ha definido la ferropenia
como una concentracion de ferritina inferior a 12 ng/mL, esta definicidbn concuerda con
la utilizada para definir deficiencia de hierro en nifios por numerosos autores (Cook,
1982), (Dallman, 1981), (WHO, 2012), (Dewey, 2001).

Sin embargo, en la bibliografia existe gran variabilidad de puntos de corte (Stoltzfus et
al., 1997). De tal manera que, dependiendo del punto de corte utilizado en la
determinacién de ferritina para definir la ferropenia o en la determinacion de

hemoglobina para definir la anemia ferropénica la prevalencia de estas patologias
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puede oscilar. Por ello, en base a la alta prevalencia de anemia a los 6 meses y con el
fin de descartar la presencia de ferropenia en estos lactantes, se utilizaron otros
parametros utilizados en literatura para definir ferropenia de forma aislada y agrupada,
como VCM<70, Sat transferrina<10% (Dallman, 1984), sin embargo, las prevalencias
de ferropenia y anemia ferropénica no se modificaron significativamente, de tal manera
que la ferropenia no justificaria la alta prevalencia de anemia en esta franja de edad en
este trabajo.

Cabe destacar también como posible etiologia de anemia, la inflamatoria, o infecciosa,
de los casos de anemia en nuestro trabajo, descartamos la posibilidad de procesos
agudos, ya que los lactantes debian haber estado al menos 3 semanas libres de
procesos infecciosos antes de la extraccion sanguinea. Ademas, para el analisis de
prevalencia de anemia y ferropenia y valores de referencia de hepcidina, se excluyeron
aquellos pacientes con un valor de PCR > 10 mg/l, con el objetivo de excluir a aquellos
pacientes con procesos inflamatorios o infecciosos agudos, por su influencia en el
metabolismo del hierro (Abrah K. 2003). En el analisis de resultados, tampoco se
encontrd relacion entre la variable infeccidon y la presencia de anemia a los 6 meses.
Se realiz6 el andlisis de este subgrupo con anemia a los 6 meses, con los valores de
PCR, interleucinas, y VCM sin evidenciarse diferencias significativas en ninguno de los
parametros estudiados en este subgrupo con anemia. Sin embargo, no podemos
descartar la relacion entre la presencia de anemia en nuestra poblacion e infecciones o
inflamacion leve, subclinica. En la bibliografia, hay estudios que demuestran este
hecho, Asi, Olivares y cols. demuestran una disminucién de la cifra de Hb a las 1,5-2
semanas después de la inmunizacion, y en algunos casos, de la persistencia de esta
anemia hasta un mes después de la vacunacion, por lo que el lapso de tiempo necesa-
rio para que se resuelva estas anemias leves secundarias a inflamacion podria ser
superior a un mes, (Olivares, Walter, Hertrampf, & Pizarro, 1999),
(Abshire & Reeves, 1983), (Jansson, Kling, & Dallman).

La elevada proporcion en nuestra muestra, de lactantes con anemia a los 6 meses,
(17%), podria tener una etiologia inflamatoria, dada la importante exposicion a

antigenos patdégenos y vacunaciones en esta etapa. Ademas todos los lactantes con
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anemia a los 6 meses presentaron resolucion espontanea de la anemia a los 12 meses,

y se descarto la etiologia nutricional.

En este sentido encontramos una relacion significativa entre los valores de Hb y los
niveles de PCR a los 6 meses que no se evidencia a los 12 meses, lo que sugiere una
etiologia inflamatoria de la anemia a los 6 meses. Cabe destacar que un 33% de los
lactantes de nuestra muestra, tienen valores de PCR por encima de 5 mg/l, por tanto,
es posible que niveles leves de inflamacién junto a un sistema inmunitario en
desarrollo, produzcan cambios transitorios en la concentracion de Hb, por lo que la

anemia a los 6 meses tendria una etiopatogenia inmunitaria.

Esta relacion, confirmaria nuestra hipoétesis: infecciones leves y recurrentes en el

lactante darlan lugar a un estado inflamatorio y a anemia secundaria a la inflamacién.

Nuestros resultados, sugieren que ante un lactante con anemia y antecedente de
vacunacion, y o proceso infeccioso previo, el enfoque mas prudente seria una conducta
expectante. Es probable que sea necesario un intervalo de 1- 3 meses para que se
resuelva la anemia, y por tanto, Se debe evitar emprender evaluaciones, o terapias

innecesarias con hierro.

La anemia de la inflamacion no es dafiina y ademas hay evidencia, de que el trata-
miento con hierro, no resuelve la anemia inflamatoria e incluso puede ser perjudicial
(Olivares, Walter, Osorio, Chadud, & Schlesinger, 1989). Si es conveniente, si la

anemia persiste en el tiempo, buscar la etiologia de la inflamacion.

Otra opcidn diagnostica posible de esta prevalencia de anemia a los 6 meses, seria la
anemia fisiologica. La etiopatogenia de esta entidad se explicaria por una mayor
tension de oxigeno tras el nacimiento, después del cambio de oxigenacion de origen
materno al ambiental, esto ocasionaria una disminucion de la eritropoyesis, con
disminucién del numero de reticulocitos, y de la concentracion de hemoglobina. Al final,
conforme se desplaza hacia la derecha la curva de disociacion hemoglobina oxigeno,
con la conversion de la hemoglobina fetal a adulta, y a medida que se reduce la Hb, se

alcanzaria un umbral de Sat O, Esto provoca que la medula ésea reciba una sefial de
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incremento de la produccion de eritropoyetina que estimularia la eritropoyesis y
aumentaria la hemoglobina. Esta disminucién de la produccion de hemoglobina junto
con el acortamiento de la vida media de los eritrocitos fetales, hace que llegue a un
nadir o punto mas bajo fisiologico de la hemoglobina, que se describe a las 7-10
semanas de vida. Es posible que esta disminucion de la concentraciéon de Hb pueda
prolongarse en el tiempo debido a factores externos relacionados con la LM como
mediadores inmunitarios (INF y, TNF B), que podrian inhibir directamente la eritropoye-
sis 0 la secrecion de eritropoyetina. Esta posible etiologia vincularia también la anemia
de los 6 meses a una respuesta inmunitaria caracteristica de esta edad. Esta influencia
del sitema inmunitario ya ha siso seflalada como causa de anemia en embarazadas
(Wei Sheng, 2006) objetiva un menor nivel de citocina IL-2 en mujeres embarazadas
respecto a no gestantes, dato observado tambien en nuestros resultados en lactantes
con LM.

En definitiva, nuestros resultados demuestran, que anemia no es sinénimo de anemia
ferropénica en nuestro medio y por tanto, la concentracion de hemoglobina no es
suficiente para definir ferropenia en regiones que como la nuestra, tienen una baja pre-
valencia de anemia ferropénica. Es importante considerar la etiologia inflamatoria en
los lactantes. Ademas, se cuestiona la utilidad de los diferentes puntos de corte esta-
blecidos actualmente para el diagndstico de anemia y ferropenia en paises
desarrollados y que ya ha sido sefialada por otros autores previamente (Schneider JM.,
2005), (Biondich PG, 2006).

Estudio niveles de Inmunoglobulinas.

Respecto al analisis de inmunoglobulinas en nuestra muestra, sefialar que ninguno de

los lactantes presento hipogammaglobulinemia 1gG o IgM.

Se observé una tendencia a que los lactantes alimentados con LM tuvieran menores
niveles de IgM, 0,41mg/dL (IC 0.31-0,57) frente a los alimentados con LA, 0,46 mg/dL
(IC 0.39-0,69) p=0,06.
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Este dato se justifica en base al menor numero de infecciones que padecen los
lactantes alimentados con LM y por tanto a un menor estimulo inmunitario. En este
sentido se observan mayores niveles de IgA y de IgM a los 6 y a los 12 meses en los
pacientes que tuvieron infecciones. Los valores IgM a los 6 meses fueron de 0,43
mg/dL en lactantes sin procesos infecciosos a los 6 meses respecto a niveles de IgA de
0,55 mg/dL (p=0,001) y a los 12 meses los valores fueron 0,68 mg/dL vs 0,77 mg/dL
(p=0,03).

Estudio de la Hepcidina sérica.

En el presente trabajo se determinaron los niveles de referencia de hepcidina a los 6 y
12 meses de vida, en lactantes sin anemia, ni ferropenia y PCR<10mg/ dl, con la
finalidad de descartar los niveles de hepcidina que pudieran estar alterados por
estados inflamatorios basales o estados carenciales de hierro. A los 6 meses los
niveles de hepcidina observados fueron de 42 ng/ml (IC 35,73-52,84) y a los 12 meses
de 53,27 ng/ml (IC 41,56-73,47). A diferencia de otras publicaciones (Cangemi et al.,
2013), (Mupfudze et al., 2015), en nuestra serie no se objetivaron diferencias en los
niveles de hepcidina por sexo (tabla. 23). Es muy probable que como sucede con los
valores de ferritina, esta diferencia dependa de la edad.

La mayoria de series previas son resultado de estudios transversales, y en general
reportan niveles menores de hepcidina, a los nuestros, en un rango de 4,5 a 25,5 ng/mi
(Mupfudze et al., 2015), (Hyoung Soo y Cols, 2012), (Prentice et al., 2012), (Baumgart-
ner & Barth-Jaeggi, 2015), (Arezes & Nemeth, 2015), (Jaeggi T y cols, 2015).

La diferencia de valores con nuestro estudio, podria justificarse, por las caracteristicas
de la poblacion de estos estudios, ya que se trata de poblaciones con altas prevalencia
de anemia ferropénica, realizados en Africa, lo que implicaria una disminucion de los
niveles de hepcidina con el fin de aumentar la disponibilidad de hierro en el organismo.
En poblacion europea, contamos con el trabajo de Uijterschout y col, 2014, Krott y
Tessel E. Galesloot, 2015, los dos realizados en los Paises Bajos, el de Uijterschout y
cols. es el Unico pediatrico, se trata de un estudio transversal realizado en 219 nifios de

6 meses a 3 afios, de los cuales 64 son de 0,5 a 1 afio y se describen valores de
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hepcidina de 10,1 ng/ml (IC 2,4-28,6), también por debajo de nuestros resultados.
Al igual que en nuestro trabajo, no se objetivaron diferencias por sexo en los niveles de
hepcidina (Uijterschout et al., 2015).

Es importante destacar que el presente estudio es el primer estudio de caracter
longitudinal realizado en poblacion europea y que por tanto, nos permite valorar la
evolucion en el tiempo de los niveles de hepcidina. En este sentido, se describe un
incremento significativo en los niveles de hepcidina sérica de los 6 a los 12 meses de
vida, 6 meses 42 ng/ml (IC 35,73-52,84) vs 53, 27 ng/ml (IC 41,56-73,47) a los 12
meses (p<0.0001). Estudios previos describen una disminucion en los niveles de
hepcidina de los 6 a los 12 meses de vida, si bien, se trata de estudios realizados en

areas de Africa, con una elevada prevalencia de anemia y por tanto no equiparables.

Respecto a la asociacion de la hepcidina con los pardmetros bioquimicos del hierro y la
Hb, las series publicadas en nifios evidencian una correlacion significativa entre
hecidina y ferritina sérica (Mduller, Lorenz, Poets, Westerman, & Franz, 2012)
(Uijterschout et al., 2015) (Cakir et al., 2015) JaeggiT, 2013; Prentice AM. y col. 2015;
Murat Cakir y col. 2015; Jaeggi T y cols. 2013; Hyoung Soo Choi y cols. 2012;
Uijterschout L.y col. 2014). Sin embargo, en nuestra muestra, no se objetivo esta

correlacion.

Destacamos que en el presente trabajo hemos evaluado también por primera vez la
influencia de la alimentacion del lactante (LM vs LA) en los niveles de hepcidina.
En este sentido, nos parece de gran interés, que los lactantes alimentados con LM
tienen unos niveles de hepcidina significativamente menores, que los que recibieron LA
39.35 ng/ml (IC 29,2-50,1) vs 46,0 ng/ml (IC 37,8-60,2); p=0,034. Este hallazgo
explicaria dos propiedades ampliamente demostradas en la literatura de la lactancia
materna; por un lado un papel inmunomodulador (Hernell & Loénnerdal, 2011),
(Lonnerdal B, 2003), (Peroni DG. 2010), y por otro lado, la alta biodisponibilidad del
hierro de la leche materna. La LM tiene entre 0,3 -0,5 mg de hierro por litro y la leche
de vaca 0,98 a 1 mg/L. No obstante, la absorcién de hierro de la leche materna es casi
de un 50% frente al 10% para la LA. Es posible que esta mayor disponibilidad de hierro
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en los lactantes con LM, sea facilitada por la presencia de una hepcidina baja que

facilita la absorciéon de hierro en la luz intestinal.

Por otro lado, los niveles de hepcidina de los lactantes que recibieron LA con alto
contenido en hierro (1,16 mg/100ml) fueron significativamente menores respecto a los
lactantes que recibieron LA con bajo contenido en hierro (0,44mg/100ml). Este
resultado sugiere un mecanismo regulador mediante la hepcidina del metabolismo del

hierro en lactantes.

Estudio de la Inflamacion

En la muestra de nifios estudiada la prevalencia de inflamacion afecta a un 18.5% de
los lactantes siguiendo el criterio de considerar inflamacion un valor de PCR mayor de
10 mg/L (Grajeda, Pérez-Escamilla, & Dewey, 1997), (Asobayire, 2001), (Olivares,
2001), si fueramos mas restrictivos siguiendo a otros autores que definen inflamacion
como un valor de proteina C reactiva mayor de 5 mg/L, un tercio de los lactantes de
nuestra muestra presentarian inflamacién (33%). Varios estudios que coinciden en
utilizar esta misma definicion, en nifios pequefios de areas endémicas de malaria,
encuentran resultados similares con una prevalencia de inflamacién cercana al 40%
(McGuire et al.), (Schneider et al., 2008), (Grajeda et al., 1997).

Resultados citocinas inflamatorias.

La medicion de ciertas citocinas en suero esta adquiriendo considerable importancia

clinica en cuanto al diagnostico y tratamiento de determinadas patologias.

Asi, la deteccion de IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-8 pueden determinarse en suero ante
procesos infecciosos agudos (Zoli et al., 1994). Como tratamiento se han utilizado ante
la deficiencia de la produccion de citocinas en RN y lactantes, y como tratamiento
sustitutivo en procesos infecciosos agudos graves y trastornos cronicos como la

hepatitis C.
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Para simplificar su analisis las citocinas pueden agruparse segun funcion o funciones
biolégicas en distintas categorias: factores de crecimiento hematopoyéticos,
inmuno-estimulantes, inflamatorias y citocinas antinflamatorias. Entre las citocinas
inflamatorias y estimulantes se encuentran la IL-2, IL-1, IL-6, TNF, e INF, (Sorensen &
Moore, 1994).

En nuestro estudio, se describen valores de referencia de citocinas en lactantes sanos
a los 6 y 12 meses. Al comparar los perfiles de citocinas a los 6 y 12 meses,
encontramos una diferencia significativa con una mayor expresion de las citocinas IL-2

y TNF-B, a los 12 meses frente a los 6 meses (tabla 32).

La IL-2 tiene una participacion transcendental en la proliferacion de células T auxiliares
y citotéxicas activadas y participa también en la expansion y diferenciacion de células
naturales asesinas y linf. B; también regula la respuesta inmunitaria e interviene en la
reaccion inflamatoria, estimulando la sintesis de interferdn, e induciendo la liberacion de
IL-1, TNF-ay TNF-B. Ademas, IL-2 es necesaria para el establecimiento de la memoria
inmunitaria celular, asi como, para el reconocimiento de antigenos. (Stites, Caldwell,
Carr, & Fudenberg, 1975).

El incremento de IL-2, factor de crecimiento de células By T, de los 6 a los 12 meses
iria a favor del desarrollo y maduracién de la respuesta inmune, en relaciéon con la
exposicion y la respuesta inmunitaria a antigenos durante esta etapa, hecho que
confirmaria un cambio hacia Thl (Stites et al., 1975).

En este sentido, en el presente trabajo, no se objetiva una correlacion positiva y
significativa con citocinas inflamatorias y la presencia de procesos infecciosos.
Sin embargo, nuestros datos evidencian un aumento signifcativo de citocinas
inflamatorias (IL-1, TNF-B) y en general una tendencia al incremento de todas las
citocinas inflamatorias de los 6 a los 12 meses y paralelamente un incremento de los
niveles de hepcidina. Este dato confirma parte de nuestra hipétesis, ya que apoyaria la
regulacion por parte del sistema inmunitario, citocinas inflamatorias (IL-1, TNF-) de los

niveles de hepcidina en lactantes.
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La maduracion del sistema inmunitario tras la exposicion a antigenos especificos en
procesos infecciosos con liberacidon de citocinas inmunoestimulantes (IL-2), daria lugar

a un incremento niveles de IL-1 y TNF-B y paralelamente de hepcidina.

La IL-1, es secretada por macréfagos y estimula a las células NK y B con funcién
inflamatoria, ademas promueve la sintesis de proteinas de fase aguda por los
hepatocitos, como la hepcidina, (Tsutsui, Cai, & Hayashi, 2015). En el presente estudio
el analisis de la correlacion entre los niveles plasmaticos de las citocinas inflamatorias y
los niveles séricos de hepcidina, objetivamos una correlacion significativa e
independiente tanto a los 6 como a los 12 meses de vida. A los 6 meses, con INF-y
(r =0,27; p= 0,02), IL1-B (r= 0,28; p= 0,018) y TNF-B, (r =0,29; p= 0,01) y a los 12
meses con IL1-B (r =0,41; p< 0,0001) y TNF-B, (r =0,44; p<0,0001). Ademas,
analizamos la influencia de los niveles de hepcidina en los niveles de citocinas; para
ello, determinamos los niveles de citocinas para los diferentes puntos de corte de
hepcidina: mediana, percentil 75% y percentil 25% y observamos para todos los puntos
de corte, mayores niveles de IL1-f y TNF- en el grupo de mayor nivel de hepcidina.
Por tanto, se demuestra una relacién positiva y significativa entre los niveles de
hepcidina en lactantes y los niveles de citocinas inflamatorias IL1-B y TNF-B.

Esta relacion es la primera vez que se describe en lactantes (tablas 38, 39, 43y 44).

Previamente, si habia sido descrita la influencia de IL-1, INF-y e IL6 en poblacion
adulta, en relacion a la etiopatogenia de la anemia inflamatoria crénica (Nemeth et al.,
2004), (Frazier, Mamo, Ghio, & Turi, 2011). En poblacion pediatrica, hay un estudio que
muestra correlacion de Hepcidina con IL-6 (Baumgartner & Barth-Jaeggi, 2015). Jaeggi
T y cols. demuestra una correlacion negativa de INF-y, TNF-a con hepcidina, estudian
173 nifios de 6 meses, sin embargo la muestra tiene una elevada prevalencia de
anemia de 76,3% Yy de ferropenia de 29,8% y un alto porcentaje de pacientes con PCR

elevada, caracteristicas muy distintas a nuestra muestra.

En poblacion pediatrica podemos resaltar ademas el estudio de Cherian y cols, la
poblacién estudiada difiere de la nuestra, son refugiados africanos (h=180) con edad de

8 afios + 4,3, y alta prevalencia de anemia ferropénica (13,8%). Estudia también la
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relacion de la hepcidina y citocinas inflamatorias, sin demostrar relacion con IL1-B, IL-6,
TNF-a, INF-y (Cherian et al., 2008). Una de las principales limitaciones de este estudio
es la determinacion de hepcidina en orina y no sérica y por tanto hepcidina no activa,
no funcional y que no demuestra por tanto relacion causal con la inflamacién, por tanto
no es equiparable al nuestro en cuanto a poblacion ni método determinacién de

hepcidina.

En nuestro trabajamos si objetivamos una correlacién significativa inversa entre la
concentracion de Hb y la expresion de IL6 (Rho= -0,26, p=0,036) y de la hepcidina con

la presencia de anemia a los 12 meses pero no a los 6 meses.

A los 6 meses se evidencia correlacion directa y significativa entre el nivel de ferritina y

la expresion del TNF-B.

Nuestro estudio demuestra, que la hepcidina se comporta, como un marcador
inflamatorio en pediatria, no solo en procesos agudos y graves (Taic Wei Wu y
colaboradores (Tai Wei Wu, 2013), sino también en relacién a estimulos inflamatorios
recurrentes que dan lugar a una expresion de citocinas proinflamatorias y maduracion

de la respuesta inmune, como se demuestra en el presente trabajo.

En este sentido, se confirmaria, el papel regulador de la respuesta inmunitaria en los
niveles de hepcidina en lactantes de 6 meses y 12 meses, y el papel de la respuesta
inmunitaria, citocina proinflamatorias (IL6, TNF-B), a través de la hepcidina en la

regulacion de la concentracion de hemoglobina y ferritina en el lactante sano.

Es conocida la relacion entre infeccion y anemia. Se postula, que ante la infeccion el
organismo responde disminuyendo la disponibilidad de hierro para limitar la
proliferacion patégena, lo que daria lugar a disminucion del hierro sérico. Esto se
conseguiria disminuyendo la absorcion de hierro en el intestino y en segundo lugar,
ligando excesivamente el hierro a los macréfagos y evitan su liberacion a la médula
Osea, limitando la eritropoyesis, y con un aumento de los depdsitos de hierro.

Recientemente, se ha descrito a la hepcidina como una pieza clave este mecanismo,

178



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILIT
ANALISIS DE LA RELACION ENTRE LA HEPCIDINA, FERROPENIA, INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES
Rosa Maria Jiménez Feijoo

describiéndose un aumento de su produccidn en respuesta a citocinas inflamatorias,
entre ellas IL-1 y TNF (Wessling-Resnick, 2010).

Nuestros datos sugieren una homeostasis del hierro madura a través de la hepcidina y

citocinas inflamatorias, en el lactante, confirmandose nuestra hipotesis inicial.

En el presente trabajo, analizamos también la influencia de la alimentacion en la
expresion de citocinas y encontramos una menor expresion de IL-2, en los lactantes
alimentados con LM frente a los que reciben LA. La expresiéon de IL-2 se produce tras
estimulo del macr6fago por un estimulo antigénico patégeno, con secrecion de
citocinas y polarizacion de la respuesta inmunitaria hacia Thl. Los linf Thl producen
IL-2 y TNF-B. Este resultado estaria en concordancia con la menor incidencia de
procesos infecciosos en los lactantes que reciben LM, persistiendo una respuesta
predominantemente Th2 y una menor produccién de IL-2 y por tanto de citocinas
inflamatorias responsables del aumento de hepcidina. Destaca también la presencia de
niveles mas bajos de hepcidina en los lactantes con LM. La hepcidina es
significativamente menor en los lactantes que reciben LM que en los que reciben LA, lo
gue concuerda con un estado inflamatorio disminuido en los lactantes amamantados, y
por tanto una menor produccion de IL-1y TNF-B e IL-2.

No se objetivan cambios en la expresion de citocinas y niveles de hepcidina a los 12
meses entre los lactantes alimentados con formula de bajo contenido en hierro frente a

los lactantes que reciben formula con alto contenido en hierro (tabla. 50).

Esta es la primera vez que se describe una influencia de la alimentacion en los niveles

de hepcidina sérica.

Por otro lado, destacamos, la relacion significativa y directa con IL-18 y TNF- en el
lactante sano. Esta también es la primera descripcibn de esta relacibn en esta
poblacién. Previamente se habia descrito esta relacion en adolescentes con obesidad,
este resultado puede sugerir la participacion del Linf. Thl en la regulacion de la
hepcidina en lactantes, ya que la citocina TNF-B es producida por Linf- T. Hasta el
momento Unicamente ha sido descrito el papel del macrofago en la etiopatogenia de la

anemia inflamatoria (Sharma et al., 2005), (Nemeth, 2004).
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En resumen, nuestros resultados demuestran una relacion entre citocinas inflamatorias
y niveles de hepcidina, lo que sugiere un papel clave de la hepcidina en la respuesta
inmunitaria innata del lactante sano. Se objetiva también relacion entre los niveles de
hepcidina y hemoglobina y entre hepcidina y ferritina, lo que implica una regulacion del
metabolismo del hierro a través de la hepcidina en el lactante. La presencia de niveles
mas bajos de hepcidina en los lactantes alimentados con LM y férmula lactea con
menor contenido de hierro, asi como el no aumento de los niveles de hepcidina de los
6 a los 12 meses en los lactantes con anemia y ferropenia a los 6 meses, apoyan este

mecanismo de regulacion de la hepcidina en lactantes.
5.4. Dificultades y limitaciones

Una de las principales dificultades del trabajo como sucede en los estudios longitudina-
les fue asegurar la adhesion de las familias al seguimiento. Para aumentar la
adhesion al protocolo se realizaron las visitas del mes y de los 3 meses de vida.
Al tratarse de un periodo critico para los padres, estas visitas realizadas por un pediatra
afianzaban la relacion médico familia. La adhesién se afianz6 a partir de los 6 meses,
con la entrega de alimentos enriquecidos en hierro, cereales y formula adaptada. Este
punto era clave en el seguimiento, al realizarse la extraccién sanguinea; que era el

principal motivos de abandono del estudio.

Coincidiendo con la entrega de alimentos enriquecidos a los 6 meses, se decidio
realizar el estudio de intervencion para valorar el efecto de la suplementacion de
diferentes dosis de hierro en la formula adaptada. Sin embargo, hubo problemas de
abastecimiento de la formula adaptada enriquecida con dosis baja en hierro, y por tanto
hubo que suspender la aleatorizacion establecida inicialmente, proporcionando al resto
de nifios incluidos en el estudio formula adaptada con alto contenido de hierro, ya que
coincidia con las férmula comercial y estaba por tanto, disponible en el mercado.
En base a esta dificultad, la muestra se distribuyé finalmente como una aleatorizacion

3:1.y por tanto, la intervencion no se randomizé de forma adecuada.
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Cabe destacar el pequefio tamafio de la muestra de lactantes que recibieron LA con
bajo contenido en hierro. Sin embargo, a pesar de esta limitacion, en los resultados
encontramos un elevado numero de lactantes con ferropenia a los 12 meses en el
grupo con una ingesta menor de hierro, sin efecto de la intervencion en las otras

variables estudiadas.

Otra de las limitaciones claras del trabajo es el registro de la variable infeccién. A pesar
de haber realizado un seguimiento estrecho de las familias, el seguimiento no ha sido
continuo y por tanto existen posibles sesgos de memoria o de interpretacion de los

padres en el analisis de esta variable.

Ademas, el hecho de haber contemplado Unicamente las infecciones que asociaban
fiebre a fin de definir correctamente esta, implica la pérdida de procesos infecciosos

gue podrian interferir en el analisis final de resultados.

Otra importante limitacion es la sensibilidad del método de determinacion de las
citocinas, de tal manera, que en el analisis encontramos frecuentemente niveles de
citocinas por debajo del rango de deteccién de la técnica utilizada. Para el andlisis de
resultados se asigno a estos valores la sensibilidad referenciada en la técnica para
cada citocina, sin embargo esta asignacion aleatoria y homogénea para las muestras
gue estan por debajo del limite de deteccién no ha permitido discriminar los diferentes
valores por debajo de este rango, y por tanto, podrian no haberse evaluado diferencias
en la expresion de citocinas en estos niveles infra diagnosticados, y que podrian tener

repercusion en los resultados finales.

Destacar también como limitacion, la baja prevalencia de anemia ferropénica a los 6 y
12 meses, que dificulta la valoracidon de resultados respecto a comorbilidades y
evolucion de estos pacientes. Asi como el corto seguimiento en el tiempo, un afio, que

impide valorar resultados a medio y largo plazo.
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6._ CONCLUSIONES.
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6. Conclusiones.

En relacion al Objetivo principal 1l.Estudiar la Influencia de los procesos
infecciosos en la expresion de citocinas inflamatorias, metabolismo del hierro

(ferritina, hierro y hepcidina) y la presencia de anemia en lactantes sanos

1. No se evidencia relacion entre el antecedente de procesos infecciosos y la
expresion de citocinas inflamatorias, parametros del metabolismo del hierro o

presencia de anemia.

En relacion al Objetivo principal 2. Analizar la relacion entre la expresion de
citocinas inflamatorias y el metabolismo del hierro (ferritina, hierro y
hepcidina) y la presencia de anemia en lactantes sanos a los 6 y 12 meses de
vida.

1. Se evidencia un aumento de la expresion de citocinas inflamatorias y de
hepcidina de los 6 a los 12 meses de vida, con una correlaciéon positiva y
significativa entre las citocinas inflamatorias y hepcidina: IL1-B, TNF-B, e INF- Y

a los 6 meses de vida; e IL1-B y TNF-(3, a los 12 meses de vida.

2. Existe una correlacidon inversa entre la expresion de citocinas inflamatorias

(IL-6) y la concentracion de hemoglobina a los 12 meses de vida.

3. Se objetiva una relacion positiva entre la expresion de citocinas inflamatorias y

los niveles de ferritina sérica a los 6 meses.
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En relacion alos objetivos secundarios.

1.

Determinar la prevalencia de ferropenia y anemia en lactantes sanos en

nuestra grea de estudio.

La prevalencia de ferropenia en la poblacion de estudio es de un 7% a los

6 meses y del 20 % a los 12 meses.

La prevalencia de anemia de la poblacion de estudio es de un 17% a los

6 meses y del 3,5 % a los 12 meses.

Determinar los niveles de hepcidina en el lactante sano en nuestra

poblacion

En nuestra poblaciéon objetivamos una mediana de concentracion de
hepcidina de 42 ng/ml (IC 35.73-52.84), a los 6 meses, y de 53,27 ng/ml (IC
41.56-73.47), alos 12 meses de vida.

Analizar el efecto de la alimentacién, en el desarrollo y en el

metabolismo del hierro de los lactantes.

A los 6 meses de vida, no se objetivaron diferencias significativas en el
desarrollo fisico y en los niveles de ferritina entre los lactantes alimentados

con leche materna respecto a los alimentados con formula adaptada.

e Los lactantes que recibieron lactancia materna hasta los 6 meses de vida
tuvieron menos procesos infecciosos que los alimentados con formula

adaptada, y expresaron niveles significativamente menores de IL-2 y de hep-

cidina sérica.
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4, Evaluar el efecto de la suplementacion dietética en lactantes, con
diferentes dosis de hierro de la formula adaptada, sobre el metabolismo
del hierro, el desarrollo fisico y la morbilidad infecciosa.

eLa prevalencia de ferropenia fue siginificativamente menor en los lactantes
que recibieron mayor aporte de hierro (1,16 mg/100ml) en la férmula

adaptada, respecto a los que recibieron un aporte méas bajo (0,44mg/100ml).

eNo se objetivaron diferencias significativas en la incidencia de procesos
infecciosos, ni en la expresion de citocinas pro-inflamatorias a los 12 meses
de vida, en los lactantes que recibieron formula adaptada con alto contenido
en hierro frente a los que recibieron férmula adaptada con bajo contenido en

hierro.

eSe detectaron mayores niveles de hepcidina en los lactantes que recibieron
férmula con un alto contenido en hierro, respecto a los lactantes que

recibieron férmula adaptada con bajo contenido en hierro.
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Aplicabilidad del Estudio y Planteamiento Futuros.

El diagnostico de deficiencia de hierro y de anemia en lactantes sanos en paises
desarrollados no esté bien definido.

Seria necesario realizar estudios que valoraran distintas magnitudes y puntos de corte,
frente a variables como la respuesta terapéutica con hierro, y o el estudio de la
concentracion de eritropoyetina, de tal manera que se pueda discriminar mejor la

presencia de anemia y ferropenia.

La suplementacién dietética con hierro es beneficiosa en lactantes en la prevencion de
ferropenia. Sin embargo, los datos disponibles hasta el momento no determinan su
efecto en el desarrollo de infecciones y su beneficio en el neurodesarrollo, la evidencia
es insuficiente. Nuestro estudio, al igual que la mayoria de publicaciones al respecto,
realiza un seguimiento a corto plazo, (1 afo). Por tanto, serian necesarios
estudios de seguimiento de amplias cohortes a largo plazo que analicen la posible

relevancia clinica de estos aspectos.

En el presente estudio se establecen valores de referencia de hepcidina en lactantes
sanos en nuestra area, y se describe la posible influencia del TNF-B en los niveles de
hepcidina. En este sentido, seria interesante realizar nuevos estudios en poblacion
pediatrica de paises desarrollados que ratificaran estos valores de referencia de la
hepcidina y confirmaran el papel del TNF-B como mediador de la respuesta innata y el
metabolismo del hierro en lactantes.

Por altimo, destacar la primera descripcion de niveles de hepcinina mas bajos en los
lactantes con lactancia materna frente a los alimentados con férmula adaptada. Este
hallazgo podria justificar la razon, hasta el momento inexplicable, de la mayor
biodisponibilidad de hierro en la leche materna, y que podrian justificar trabajos en este
sentido. Asi como, el estudio de posibles factores inmunitarios (INF- y y TNF-B) que
justifiqguen una mayor presencia de anemia en los lactantes que reciben LM, mediante

el estudio de los niveles de eritopoyetina y la actividad de la medula 0sea.
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ANEXO I. INFORMACION PARA LOS PADRES Y HOJA DE
CONSENTIMIENTO INFORMADOD

Efecto del la suplementacion con hierro sobre el sistema
inmunitario y el desarrollo neuroconductual del nifio

1.  Informacidn sobra el estudio 188
1.1 Introduccidn 1BE
1.2 La imgortancia del hiemro. 188
1.3 El propdsilo de esla esudio 188
1.4 pOeberlamos paricipar? 1684
1.5 iGug tipo de ssguimients 5= realizard ¥ 168
1.5.1 Wisita 1 [durente su estancia en & hosgial iras el paria) 188
1.52 Wisite da los & mesas. 1EBH
1.653 Wisite a los 12 mesas 1490
1.5, Visites anueles posteriores de seguimisnto 1490
1.6 Tabla 1. Resumen de Visilas y procedimientos 1490
1.7 LLug hardn los invesbgadorss con s muesiras de su beos? 1490
2. Informacidén acerca de wentajas & Inconvenientes o riesgos 191
21 i.Porgué 1omar un tipo de alimento ennguecido en hierra u airo? 191
22 i.Puads =l babé recibir ratamiantos o wacunas rrisntras astd omando
parie en el ssudic? 191
23 i Cudles son las poaibles desventajas y riesgos da tornar parte’? 181
2 i Que pasaria s llegara a disponerse de nueva informacén durante al
estudio? 181
25 .58 mantendra confidencial mi participacidn en este estudio? 1849
3. Informacidén de contacto 192
4.  Consentimiento infermado 193
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1.1 Introduceicn

Sa lp esld invitendo a participar en un esbudio que 5e esté llevendo a calbo en embarazadas vy
sus recién necidos en el Hospitel Universitan Sent Jean de Reus. En su eleborecidn
colaboran la Unidad de Medicine Preventva y Selud Pliolca de la Fecultad da Medicing ¥
Ciencias de |a Salud (Universitat Rovira i Wirgili), el Degararmentio de Psicologla de l& misma
Univarsided v al Servicio da Pedietria dal Hospital.

Antes de que decide s deses participar s imporlante que entienda por qué se esta
afpchuands ezte protocolo ¥ qué implicacionss tliene. Témess sy bempo pere leardo y
consiltslo & o dessa. Preglnlencs si hay &po gue no le queda claro o si dessa mas
informacian.

i.2 La importanclia dal hiarro,

El nigrro &85 un sl@ments may importante de 1@ nuticidn, Su funcdn es bésice como
componente de |3 hemaeglebina. que == slements imprescindible para el trensporte de
oxiganc & las célules. Interviens an diferentes funconss gue repercuten en la actividad dal
cereoro, como también en al funcionamienio de nuestro sisteme de defense contre les
infecciones, gue también esta sllerada en las alergias,

For todo ello, la falta de hierro s2 ha relacionado tenle con alteraciones en la inmunidad
coma tamioi én con un menar un rendimienta inkalachual.

Sin embargo forrar un excsso de hierro lamoEn puede ser parjudiciel, pues este elamenta
acliva los procesas axidelivos, que son causentes da envajecimianto da las cilulas,

En la eciuelided no estd claro cual es el aporte ideal de hierro en la nuiricén de la
aemberezada ni del nifo pequeno. Y pare cornglicar mas 13 cosa, recientaments =2 han
conocido algunce elermenios genélicos que condicicnan gue la absorcidn v metabolismo dal
hiarmz puede ser distintos en las diferentes personas.

1.3 El propéeite de aste estudio

Guerarmos conccer maejor cimo guede influir le nutricién (esgecialmenta al hierro) en al
aslado de las defensas de los bebés y en el desamolio de sus capacidedes Oe aprendizaje.

Fara ello, después del nacimiante v durante las & pnmeros meses de vida, efectusrfamos
unas visiias para regatrar |2 alimentacidn recibida ¥ valorar su estedo de salud, cracimisnto,
sus posibles infecciones o alargias, v tambidn, cdmo se van desarmallanda sus capacidedes
de aprandizeje. Durente ese periodo el bebé seguirla el régimen de wida habitwel v la
alimentacidn que hubieran decidido sus padres (lactanca materne o artificiel), bajo les
recomendaciones halbiluales de su pedatra. Logicaments, s lo dessaran, el personal dal
azludic (rmédicos pediatras, psichlopodas v anfermanaias) podria farmoién asesorar o rasolver
las dudas da |la medre ¥ padra.

Entre loa & ¢ 12 mases, 2i al babé no Hene enemia. continuarfamos haciendo lo misma pand
proporcionéndole une alimentacidn enriquecida en mierro. Este Elimentecidn  astara
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enriguecida can dos cantidedes diferentes de hiero (embas dentro da |as econsejedes por
lzs sociededes clantificas).

1.4 {Debarlamos particlpar?

Queds 3 su eleccion &l dacidir participar o no. 5 decds no hacero, no fiena porqué dar
nirgln mobvo y, desde luago, nadie se molestard por ello. Sdlo cuanda esté segura de saber
lo suficente acerca del esiudio v de que le gustaria parbcipar, s le pedird que firme el

farmulerio de consentmients edjunta. Se les deré una copa de la hoja de informacidn v del
farmulerio da cansentimients informeado firmada pare que los guarde,

5 decidiera participar, podrd igualmente dejar de hacsro en cuslguier moments y sin dar
ningOn mathva. Esto no afectara 3 13 alencidn que vaya & recibir su bebé si se le he
encontrado alguna enfermedad o probleme v precsa hacer uso del hospitel. Ademas, tiene
derecho & raquedr los resulfados de los andlisis que se hayan podico hacer y puada pedir
gue, si Queden muestres oe laboratorio identificablas, aa destruyan,

1.5 £ Qué tipo de saguimlanto se realizard?

El seguimiants del estudio se realizard mediante vsitas da salud en los dispensanos del
hospitel durante el pnmer afo del bebé. Durante sste periodo le podriamos felefonsar para

gcordar el dia o |8 hora de alguna da |3s visitas previatas,

5 decde perticiper, 58 |2 pedird que acude al centro  pars las evaluaciones descritas &
continuacidn.

1.5.1 Wisita 1 [durante su estancla an el hospltal tras &l parto)

Tanto |z madre como el recien nacido recibiran los cuidados habiuales que sfecile el
hospitel. Pero ademas:

b Al hacer la prueba habitual de sengre del aldn (que se efecida rubnanaments a todos los
bebes), exfraerlamos unas gotas més (0.5 mi) para analizar un indicador del estado en hierro
Oel babé.

152 Visita de (o8 6 meses.

En ele s& haré un examen de salud general y s& ragistrardn los probiemas que haya podido

tenar: slergies, infecciones, etc. Asimismo se regisirard la alimentacidn que habituglmente
efaciia el babé.

En esta visite a8 hard une extraccidn de sangre para analiica al pequenic y e efectuard una
pruebe del desaralle neurolbgica v de conducie.

Le extreccion pere enelltica servird para conocer el estade nutricional v del sisteme
inmuniterio.  Los nifics con enemia ferropénica seran tfratados con suplamentos
farmacaldgicos de hiema.

Asignaclén del tratamlento dal estudlo. S esignard al bebé a uno de los dos grupos de
fartficecidn &limantaria. Cualquiera de las dosopgniidades ublizadas en 13 forificacidn de
estos aimentcs infantiles asld dentro del rango que distintos grupos de expertos e bedo el
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mundo hen ecordado como aconsejables. Pere gerentizer gue los resultados del estudic son
fiables, la asignecidn & uno de los dos grupos de slimantos fortificedos el aporte de hismro
gue recioira el bebé se decidird &l azar en un proceso conocido como elestenzecidn (como al
lanzar una moneds). Esto significa que al mé&dico no seré responsakls de decidir dicha
canbdad y ni los padrss ni los médicos sakbrdn que cantidades estd recbisndo.

1.5.3 Yigita a los 12 meses

En este wisite, edemas del examen de salud genersl y del registro de |3 alimeniacdn ¥
svolucidn del pegquefio en cuanto & infecciones, alergias v olros problemas que haya podido
tenar, 58 efectuara también una sxtraccdn de sangre. En ella se enelizaran los mismos
pardmetrcs que a los & messs, Al final de la wisita a8 concertard &l mejor momento para
efactuarla prueba de desarollo psicormaotor.

En e=lla se analizaran los mismas perémetros gue & los & meses an iodos los nidos y el
andlisis da los marcadonss gendticos.

1.5.4 Yisltas anuales postericres de seguimients

Segdn los resultados enelizados hasta el momento, podria resultar de intarés afectusr visitas
de esguimients anuales. Estas visitas serlan conceradas de cormdn acuerdo con la familia.

1.4 Tabla 1. Resumen de Yisitas y procedimientos

Wialhta 1% Wisita Visita
{tras al | Gmeses | 12 meses
I parto) | - | -~
Moezes de vida : i ' 5 12
Consentimients infarmado | W | |
| Analitica del takén v
E=cala del Comportamienta Neonatal dea - |
Brazelban | i i
Seguimiento de salud W i o -
Revisidn alergias ¢ infecciones ¥ + '
Revisién alimentacién “ ! ¥ ¥
Rovwisiin astimulacidn por el entorna W | s o
Aralitica venoza ! " L
E=cala de De=arralle de Bayley o -
1.7 L Qué haran los Investigadores con las muestras de su babe?

Las mwestras de sengre se guardan congeladas pere hecar. posiariormente, andlisis
Dioguirmicos. O las células sanguineas se extraera el matarial gendbco (el ADMN) con & gue
3@ nardn los anadlisia gendticos,

Farte del plasma y del ADMN de su musstra se depositara congslada en el banco de muesiras
de nuesiro centro para el analisis futuro con & mismo cbjetivo. Este material podra ser
cormgarido con afros grupos de investigecidn tanto de cantros pdiolicos como de emoresas
prvadas, procedimiento gue sempre s2 heré baje las normmas de segundad ¥
confidencialidad necasanas.
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2. Informacion acerca de ventajas e inconvenientes o riesgos

21 ¢ Porgué tomar un tipo de alimente anfguecido en hierro u ofro?

Madie sabe exactarmenta si un enriquacimianto an hierro 85 Mejor que otre pere los babds, Al
ofracerle una elimentecidn enriguecida de menere distinte, Bungue deniro de las aconsejadas
por laa mEximos expertos, intentamos ver si puede existir alguna difarancia en cuanio a

glergias infecciones o desamollo.

2.2 ;Puede el babé reclblr tratamlentos o vacunes mientras asta tomando parte en el
estudia?

Su bebé puade recioir cualquier bigo de tratemianto, ¢ vecuna, o wiamina que su pediatre le
gcanseje. Unicemante daberie mencianaro an | siguients visita. Far olra perta, no hace falta
ni serla convenients gue tomara otras suplementos en hisrro.

23 fCudles son las poslbles desventajas y rleagos de tomar pare?

El dnico riesgo conocide de participar s el qua provanga de los desplazamiantos que daba
hecar y de las exfraccicnes da sangre, pues siempre es posible gue se produzea algon
rnalestar &l efectusrias. Sin embarge, se tomaran tedas [as preceucicnes para evitarlo.

24 EQué pasarfa si llegara & disponerse de nueva [nfoermacién durante el
estudla?

En coasionss durante & trenscurse de un estudio clinica, lsge a disponarss da nueve
irfarrnecidn acerca de o gue 5= =atd estudiando, que pusds efectar a su buana disposicidn
pere participar en aszle estudio. Aderrds, puadan surgir planss de nuevos Enélisis. S
ocurmiera algo de asto, le mantendriarmos infarmadola sobre alla v sobre le convenienca de
cantinuar o no an al esbudio. Si decidiers ebandonarlo, & persanal del estudio sa ancargaré
de todo pare gue su bebé continde con |& alencdn habitual. Sidecds contnuar, e la pedird
gue firme un formulanie de consentimianto actualizedo que contenga (3 nuava informacidn.

2.5 £5e mantendrd confidenclal mi particlpacién en este estudio?

Le informacdén ecarce de su bebé y familia se mentendrd confidencial hasta el gredo
permitido por a8 leyes yio normas aplicabies, sus dalos del estudie no estaran dispaniblas
pUblicarnenta. Su identidad == manlendrd corfidancial incluse cuando une publicacidn
cientifica recaja los resultados.

Les muesiras de =angre sa Enalzaran vy almacanaran en un laboratorio v sa destruirdn une
vz finalizeco el esiudio. Tadas |es muesiras se codificerdn pere garantizar que |a identided

de =su bebed permanece corfidencial.
Los delos parsonales serdn incorporados & un fichero automatzado gus ofrece un nivel de

proteccidn conforme a la legislaciin espafiola “[Ley Organica 15/98 de Proteccion de Delos
Persanales)”.
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Un Comité Etice independiente ha aprobado al protoccio del estudic v esta  Hoja de
infarrecidn y Cansentimients Informada.

L Infarmacidn de contacto

Direccién v el ndmero de teléfono de su médico del estudio;
Marmbre: Cra R Jiménez Feijoo v Or J Barroso

Diraccidn: Hospital Universidan 51 Joan de Reus, Tel: 977 310 300 ext 313

4. Consantimients informado

Tiula: Efecto de (a3 suplementscidén con hierro sobre el sisterna inmunitario ¥ el
desarroiio reuroconductesl del mifo

Mombre dal persanal saniterio gue le ha facilitado la informacion:

1. Confirmao que ha leido ¥ entendida |3 Haja de Informacian (de fecha 09/032006, versidn
1) para el astudic citado. He tenida tiempo suficients para considerer la informacidn v hacer
cansultas. He tenido la oporlunidad de formular pregunies y ke recibdo respusstas
satisfectorias.

2. Enliendoc gue =& me esté invitande a participer en un estudio de invesligacdn. Entiendo
sus ventajas y posibles inconvenientes v doy libremenia mi consentimiento para partcipar en
el estudic describa en este formulario, en las condiciones establecidas an &l

3. Entianda que la perlicipecidn es woluntana y pusdo rehusar & paricpar o rebirarme en
cualquier momsento sin dar un molivo y sin gue resulte afecteds la fulura aiencidén madice o
derechas da mi hijo.

4. Entiende que &l persanal del estudio, el Comité Etico de Investigacion Clinica v cuslguiar
eutanidad cormpeients pueda tener acceso a la histona dinica pere revisar & estudio, ¥ doy
mi pErmise pard gue esies persones iangan acceso 3 |e historie. Todo los detos personalas
sa tretaran de forme ESTRICTAMEMTE COMNFIDEMCIAL segun & Ley Organica 1599 de
Protaccidn de Deles Personales.

L, Estoy informedo de gue recibiré una copie firmede de este Hoja de Informecidén y del
Consentimients fimmado, pere gue la conssrve.

Firme y rellene el nombre y la feche a continuacdn.

MWadre o Padra:
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ANEXO.II.

DATOS RELACIONADOS CON EL EMBARAZD

& continuacidn le vamos a realizar algunas preguntas sobre su embearezo. Estos datos son
Muy NEcEsanos para loa invesbgadorss v en ningdn caso en los resultados aparecerd su
normicre,

1. CONSUMO DE SUPLEMENTOS ¥ VITAMINAS / MINERALES

AHa tormado .

acide félico antes de quederse embarazeds? 1] [

acido félico durante el embarazo? Sl b [ i Hasta qué mes? ..
AHa tormado .

hlerre durante su embarazo? 51 Mo sCuanbos messs? L

s Cuanda erngezd 2 bomaro?. ...

AHa tomado .

otro tipo de camplemanto (compleja viteminica, JODLUC,.? 5l [

e ACUANRDE MESEST e,

2. CONSUMO DE TABACO, ALCOHOL ywiu OTROS
TABACO
AFurraloa antes de gusdarse embarazada? Si Mo
ACuantos cigamilles al dia? ..
A Ha fumado durante su embarazo? =1 Mo
4 Cuantos cigarnlles al dia en primer trirmsstre?
4 Cuantos cigarrilles al dia en segundo firmestre?

4 Cuantos cigarnllcs al dia en farcer timestra? ..l
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ALCOHSL
i Consumla alcohol antes d= quedarss embarazada? S Mo

ACon qué frecuenca? tunica Soasionalments & digrio
i Ha consumido alcohal durants su embarazo? =1 Mo

ACon qué frecuenca? tunca Deasicnalments & digrio

3. OTROS DATOS DEL EMBARAZC:
TPAL: N? gastaciones & térming: pramaiuros: _ eborbos:
Patologia: OM: si no HTA: i no

Pracesas Febriles: si no Timesire: 1ar 2do 3aro
Serclopias negativas: = no [(HIV) [Toxoplesmosis) (Hepsatitis} [(Sifilis}
Cultivo Estreptococo grupo B: positvo negabivo
Anemla: no s Tratamienic con Fe :no si dosis

Tratamientos crénicos recibidos :

Ortros tratamlantos: AIMES Antioidticos
Suplamentos vitaminlcos:

Homeopatia:

3. DATOS DEL PARTO:

Tipo parta:  eukdcico  fdrceps  cesarsa
APGAR:

Riesge infaccién: = no

Peso placenta:

Complicaciones postparto:
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INFECCIONES Y CITOCINAS INFLAMATORIAS EN LACTANTES

ANMTECEDENTES FAMILIARES

A conbnuacidn le wamos a pedir gue nas indique algunos datos sobra usked y sobore su
familia gue son necesanas para llevar a cabo =ste bpo de esbadios:

Momen: de hijos: 01 23

FRIMER HIJO

Azma S5i Mo
Bronquitis 5i Mo
Alargias S5 Mo

Dermatitis atdpica Si Mo
Anamig S5 Mo
Ingresas hospitalarics S5 Mo
Eszscolarizecidn comacta S5 Mo

Rendimianto ascalar Bueno malo
Feicdloga S Mo

Lagopada S Wo

SEGUNDO HIJO

Azma S5i Mo

Bronquitis Si Mo

Alargias 5 Mo

Dermatitiz atdpica S5 Mo

Anamig S5 Mo

Ingresos hospitalarios S Mo
Escolarizecidn comacta S5 Mo
Rendimiento escolar Bueno malo
Feicdloga 5 Mo

Lagopada S ho

TERCER HLIO

Azma S5i Mo

Bronquitis S5i Mo

Alargias S8  MNo

Dermatilis atdpica 5S5i Mo
Anamig S Mo

regular

regular
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ANEXO III. DATOS SOCIODEMOGRAFICOS Y ANTECEDENTES
FAMILIARES

DATOS SOCIODEMOGRAFICOS

A continuacdn le vamos & pedir gue nos indique algunos datos sobre usted y sobre suU parsje
QUE 0N Necesanos para llevar 3 cabo esle lipo o= astudios:

MADRE

Mivel de estudics de la madre:
Primanios incomplatos
Primarios finalizados
Madias (FPBachiller)
Superiores [Universidad}

Cioupacién aciual d2 la madre (ankenor @ 13 beje de embarazo o maternal);

Miwvel de estudics del padre:
Primarios incomplatos
Primarios finalizados
Madias (FPBachiller)
Superiores [Universidad}

Coupacién aciual del padre:
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ANEXO IV. DATOS ANTROPOMETRICOS ¥ DE SEGUIMIENTO DEL
NINO

DATOS DEL RECIEN MACIDO fdentificador;
Fasa:
Talla:

Perimetro cransal:
Alimentacidn en nuraery: LM axclusiva L& LMixta

Ferritina sérica al nacer:

VISITA 6 MESES
Entrevistador:
Fecha:

informador: madre padre =buele  olros

Pediatria Dria: ABS

Alimentacién desde el ala; LM fiemoo:
LA
LMixta

Cuidador principal:  madre  pedre abuala  obros

Antropometria: Peso; Talla; PC,

Patelogia:
Muguet colicos  regurpiaciones  refujo  dertmetitis atépice  Olitis
Oras infecionss:
Bronquicilis: no s YRS (+}[-)

Habltc deposiclonal: n%dia

Ingreso hospltalario: no = mobvo;

Eczema del pafial: = no
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ANEXO.V. REGISTRO DE INFECCIONES Y DIETETICO

Dia 1} 2| 3| 4 S| 6] T| 8 9 10f 11|12 13| 14| 1§

Ficbre (T>38°)

Outis

Amugdalitis
[Bronquutis

[Neumonia
Diarrea/gastroententis
[infeccion de orina
Pugver

fingreso hospitalario

Anubiotico
Vacunacion
Dia 16/ 17| 18] 19{ 20] 21| 22| 23| 24| 25| 26 27| 28] 29| 30| 3
1ebre (T>38°) !
s
Anugdalius
ongquitis
nia
Diarrea/gastroenteritis
nfeccion de orina
uguet
ngreso hospitalario

ntibiotico
Vacunacion

losservaciones:
1
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Conbashe las siguienies preguntas refacionadas con la alimentacian di su bebé:

REGISTRO DE CONSUMO DE ALIMENTOS 1, LASTANGIA
& En caso de lomar lactancia arlificial, indique a continuacitn |a manca v o lipo
En k2 siguierae tahla debiord Ivdicar con una cnuz sl su bosé boma akpures e las di lnche
alirentns ca las quedgurar, v o mes de rirocuccidn cal Tismo. Anoe cuakquie: - -
oorarlana que crea mpofarke en o apadada do cbservac oros b. Cudritas tomas diarias hace su bebé:
WACIMIINTG | WC31 | WCBE | WiES | WESA4 | WC3S | W36 Tomas Lecha matamsa;
'-::::::': Tomas Leche arlificial:
LAGTARCIA ¢, LAnade usted sdcar o mial al bibendn? Marque |a respsasta cormacta;
AATIFIGIELT .
LA CTANEI b i, siempna Alguras vsoes M, funca
ARTIFIZIAL-
i 2 GEREMES
{1 l A, Indigue la manca y e tipo:
ek b, Cuantas tomas diarias hace 54 bebé de comalas:__
TLLLILER b . Afade usled azicsr o migl @ los ceraales? Margue |a respussia comecia:
EUTA
T 51, slompra Algunas vecas N, runea
VERTUEL . Culiras tamas diarias hace su bebé de cereales:
o
CARHL 1 CONSUMO DF FRUTA
e A, En caso de que su hig toma s, indigue | meners qua tene su hip de
l':lm::r comiarsela [puade mMancar varas respsastas]
R T Triturada {papilk) Zurio Enlera Ma tama fula
r B En casn de qua toma fta o zuma de fnda (Cudinde 58 da esie consume?
FEMA HUEWD Siernpre fuera de las comidas Duranie o después de alguna conmida
CLARA AN | & En caso de gue tome futa durante o después de alguna comidas ¢ Toma
JS— larnbidn akgin pasire Beleo (Yoguel, elc.) en esa misma camida?
[rp—— Casl slempra Mguna Vaz Nunea
d. Concretamente gueremos saber & hay alguna comida al dia en I que
consuma fruta ¥ no consuma leche, Yogurt o postre licten,
" Minguna, an 1odas sa loma aigin produchs [e2eo

® Alguna vaz consume ruta y praduclo Beles
* &l menos una waz & dia toma fruta y productn Beieo
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ANEXO VI. Premios. Presentaciones y difusiéon

e Beca SAGESA 2006 para elaboracion proyectos de doctorado.

e Beca de la Sociedad Espafiola de Inmunologia Clinica y Alergia pediatrica (SEI-
CAP) 2008

e Presentacién en el XLVII Curso de Avances en inmunologia y Alergia Pediatrica
en Barcelona. Abril de 2012.

e Presentacién XXXVI congreso de La Sociedad Espafiola de Inmunologia Clinica
y Alergia pediatrica en Cadiz. Mayo de 2012

e Premio mencién especial mejor comunicacion oral en el 64 Congreso
Asociacion Espaiola Pediatrica. Valencia Junio de 2016.

e Difusion. Entrevista en Gaceta Médica 2 Junio de 2016
“Las citocinas inflamatorias, asociadas a los niveles de hepcidina en lactantes”
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