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1.-EL HIERRO

El hierro es un metal que forma parte, como elemento quimico, de la tabla
periddica, y que se halla de forma muy abundante sobre la corteza terrestre. El hierro se
encuentra en baja proporcién en los organismos y, sin embargo, resulta vital para el
desarrollo de la vida. Su capacidad para transferir electrones en las reacciones celulares
de oxidacion/reduccion, lo convierte en un elemento esencial para el desarrollo, la
diferenciaciéon y la proliferaciéon celular. Ello hace de vital importancia la homeostasis
del hierro, que es fisioldgicamente regulada a nivel del epitelio intestinal y mediante el
control de las reservas corporales, gracias a un laborioso sistema coordinado en el que
intervienen fundamentalmente varios compartimentos de distribucidén y tres proteinas
de gran importancia funcional: transferrina (transporte), ferritina (reserva) y receptor de
la transferrina (utilizacién del hierro). Ademas de ellas, la hepcidina que es un péptido
de sintesis hepdtica, ha sido recientemente identificada como hormona reguladora del
hierro, que es capaz de exportar el hierro citoplasmatico y regular la concentracion

plasmatica de hierro, a través de su receptor, la ferroportina.

Una sobrecarga de hierro puede producir toxicidad celular, por ello es elemental
una estrecha regulacién del metabolismo férrico. El hierro en forma libre actia como
elemento oxidativo, capaz de danar macromoléculas, como acidos nucleicos, proteinas y
lipidos. Por ello, existen proteinas transportadoras y de unién, que lo reclutan para que
no se disponga en forma libre, evitando de esta manera una toxicidad que pueda
comprometer drganos vitales como corazén, higado o pancreas. La alteracion del
balance del hierro en el organismo tiene dos consecuencias, o bien existe una
sobrecarga como previamente se ha comentado, o mucho mas frecuentemente lo que
se produce es un déficit de hierro, que conlleva un agotamiento de los depdsitos y se

traduce clinicamente en una anemia microcitica e hipocroma.
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2.- CAPTACION Y DISTRIBUCION DEL HIERRO CORPORAL.

La cantidad total de hierro del organismo se estima alrededor de 3,5g.y una dieta
normal aporta entre 1y 1,5 mg de hierro al dia. Los requerimientos fisioldgicos diarios
de hierro necesarios para la eritropoyesis varian en funcidn de la edad y el sexo. Existen
también otros eventos como el crecimiento, la menstruacion, el embarazo y la lactancia,

en los que los requerimientos férricos se ven aumentados.

Existe una pequefia pérdida de hierro diaria, entre 0,6 y 2mg,secundaria a la
descamacion cutanea, caida de cabello, recambio ungueal, sudoracion, saliva y bilis, por
lo que es imprescindible un minimo aporte diario para compensarlo y evitar una

disminucion progresiva de los depdsitos (Figura 1).

El principal papel del hierro en los mamiferos es proveer un sitio de unién al
oxigeno en el grupo hemo de la hemoglobina, por este motivo, el compartimento con
mayor contenido en hierro es el funcional (hemoglobina eritrocitaria y mioglobina del
tejido muscular) y el de reserva (apoferritina y hemosiderina). Del total del hierro
corporal (3,5gr), el grupo hemo precisa 2,3 gr (65%), la apoferritina 0,8gr (22%) y la
hemosiderina 0,3gr (10%). Los 0,1 gr restantes se hallan unidos a la transferrina (Tf) y
otras proteinas como citocromos, enzimas heminicas (citocromo oxidasa, oxidasa
homogentisica, peroxidasas, catalasas) y enzimas no heminicas

(ribonucledtidoreductasa, flavoproteinas o proteinas sulfuradas).

22



[ ]
“Efecto de las flebotomias terapéuticas sobre la resistencia periférica a la insulinaen | 2018
pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia”

Otras células y tejide

- . T - WG &%
Hierro en la alimentacion ~= —~._ Duodeno
. . . — Y .
{10 - 15 mg/dia} ) \\1 . Absorcién de hierro
"{i\, i Y moydia
|:"- |
B
9
| =
| =¥ @ O @ Médula dsea
.'J / {~300 mg de hierra
-— @ Ir.:"'.Il'rrlr'.= Erftropoyesis

T'ans-Dc 't-1 -:Iel '1|erro

cambio
\ hlerma/dia /
|'I"I"Jll.ir|" fI= h|- o
Tig e rod __”r[o |1 05
En 5y celula g de hierro}
de |'1.|rr rllf | 2| SRE

He-. clad dF.- los ertlcclto}"“—/"

#

-~ SRE |||1I' do ln -
iy § ~1.000 mg niarro -

- A rn.!'.nr.!lnlnr'[cl delhlerra -
] -
-
- -
= - - Fge—— -

Figura 1: Recambio de hierro en el organismo. Imagen obtenida de CardioTeca.

La molécula de hierro es de gran tamafio y tiene propiedades electroquimicas
gue precisan de transportadores transmembrana que medien su entrada y salida de los
hepatocitos, células de la mucosa intestinal y macréfagos. Los eritrocitos sélo son
capaces de incorporar el hierro a su citoplasma, y no lo pierden hasta su degradacién en

los macrofagos.

Diariamente se movilizan alrededor de unos 21 mg de hierro desde los depdsitos
de reserva hasta la médula ésea, y gracias a la reutilizaciéon del hierro proveniente de la
destruccion eritrocitaria, se obtiene la misma cantidad para llenar los depdsitos en el

sistema mononuclear fagocitico.

La mayoria del hierro transportado por la transferrina se une al receptor de la
transferrina (receptor especifico de la membrana de los eritroblastos) y se utiliza para el
desarrollo de los precursores eritrocitarios en médula dsea. Una vez en su interior se

libera para unirse a otras proteinas, como la apoferritina, para formar la ferritina.
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Aunque el hierro circulante, el que se halla unido a la transferrina, sea tan sdlo el
1% del total, es el mds dinamico y por lo tanto de gran importancia para el balance del
hierro. El hierro se transporta desde los macréfagos, que actian como depdsitos, hasta
los eritroblastos, donde tendra lugar la sintesis de hemoglobina. Durante la
hematopoyesis normal se producen aproximadamente 10%° glébulos rojos por hora para

mantener el nivel de hemoglobina dentro de los limites fisioldgicos.

La ferritina es la principal proteina encargada del almacenamiento férrico.
Gracias a sus complejos multiméricos tiene capacidad para secuestrar y movilizar la
molécula de hierro en detrimento de las necesidades celulares del organismo. Por lo
tanto, los niveles de ferritina sérica se correlacionan con los niveles de depdsito de
hierro, sin embargo, existen situaciones inflamatorias o de dafio celular en las que
puede evidenciarse un aumento de los niveles de ferritina, actuando en estos casos

como reactante de fase aguda.

La hemosiderina por el contrario es una proteina con una baja biodisponibilidad
férrica, cuyo aumento suele estar correlacionado con un aumento patolégico de los

depdsitos de hierro.

Que exista un equilibrio en la homeostasis del hierro es imprescindible para que
no se precipite un agotamiento de las reservas o una sobrecarga de hierro tdxica para el
organismo. Por ello es fundamental que se mantenga un flujo diario equilibrado entre

las ganancias y las pérdidas en funciéon de las necesidades organicas.
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3.- METABOLISMO DEL HIERRO
La homeostasis del hierro requiere la accion coordinada de cinco procesos

diferentes: absorcidn, transporte, penetracion intracelular, utilizacién y reserva.

3.1.- Absorcion duodenal del hierro

El hierro procedente de la dieta se absorbe en el intestino delgado,
especialmente en duodeno y primera porcién de yeyuno. Una dieta variada de 2.000
Kcal. diarias contiene entre 12 y 20 mg de hierro. De esta cantidad sdlo se absorbe entre
el 5y el 15% (se calcula una media de 1,5mg), por lo que se deduce que el hierro
aportado diariamente es practicamente igual al que se pierde de forma fisioldgica. Si
bien es cierto que en caso de que las reservas férricas se encuentren muy disminuidas,
pueden llegar a absorberse hasta 4 mg, y en caso de una situacion patolégica como el
caso de la hemocromatosis puede absorberse hasta 30 mg al dia y en otras patologias
como en la anemia hemolitica o la talasemia, puede verse incrementado hasta en un

40% respecto a la absorcion normal. (1)

Se conocen dos vias de absorcion intestinal: una por difusiéon pasiva y otra
regulada en funcién de los depdsitos, la actividad eritropoyética y el grado de hipoxia

tisular.

3.1.1.-Hierro heminico.
El hierro que cruza la membrana plasmatica de forma pasiva es el hierro
heminico, procedente de alimentos carnicos, el cual es muy soluble y se absorbe

facilmente.

Los mediadores de la absorcidon del hierro heme, y especialmente a nivel de
absorcién intestinal estan sin clarificar. Por el momento no hay evidencia de si la
absorcion intestinal se lleva a cabo totalmente mediante transportadores de membrana

o si también se realiza mediante endocitosis.
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Recientemente se ha identificado el transportador de membrana importador
de heme o “heme-response gene-1” (HRG-1), homdlogo al transportador heme hallado
en Caenorhabditis elegans(2,3). La HRG-1 cuya localizacion se encuentra en los
fagolisosomas y en los macréfagos, parece tener un papel importante en el reciclaje del

hierro heme proveniente de eritrocitos senescentes.

Practicamente la totalidad del hierro del grupo heme serd liberado de forma
intracitoplasmatica gracias a la enzima hemoxigenasa, la cual rompe la protoporfirina IX
y libera el hierro. Este hierro se unird a la apoferritina para mas tarde formar la ferritina

o se exportara a través de la ferroportina (FPN).

3.1.2.-Hierro no heminico.

El hierro no heminico procedente de alimentos vegetales, legumbres,
hortalizas o frutos secos, se absorbe en forma ferrosa (Fe?*). Hay componentes con
propiedades reductoras, como son el acido ascdrbico, el piruvato, succinato, fructosa o
sorbitol que favorecen la absorciéon. También enzimas como la pepsina o la
gastroferrina, presentes en el jugo gdstrico y la motilidad intestinal, son imprescindibles

para una buena absorcién del hierro.

La forma férrica (Fe3*) tiene menor capacidad de absorcién dado que
interacciona con otras sustancias (calcio, fitatos, café, oxalatos) formando complejos
insolubles. Los elementos que disminuyen la absorcién de hierro son la fibra, las
proteinas vegetales, bebidas carbonatadas e incluso algin los antidcidos, la DOPA vy las
tetraciclinas. En definitiva, pese a encontrar alto contenido en hierro en alimentos de

origen vegetal, su absorcion es muy escasa.
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3.1.3.- Etapas de la absorcion intestinal del hierro.
La absorcion del hierro comporta tres aspectos, el paso del hierro a través de la
membrana apical del enterocito, el paso del hierro al plasma a través de la membrana

basolateral, y la regulacidn global de estos procesos.

3.1.3.1.- Paso del hierro a través de la membrana apical del enterocito.

El hierro en su estado ferroso es capaz de ser absorbido por el organismo. A nivel
de la membrana en cepillo duodenal, se encuentra una oxidorreductasa férrica o
citocromo b duodenal (Dcytb), cuya funcion es reducir el hierro de su forma férrica
(oxidada) a su forma ferrosa (reducida). En segundo lugar, el hierro ferroso se
cotransporta a través de la membrana apical hasta internalizarse en el enterocito,
gracias a una proteina trasportadora de metales divalentes (DMT1)(4) o de resistencia
natural asociada a macréfagos (Nramp2). Una vez en su interior, una parte del hierro se
guedara intracitoplasmatico en forma de ferritina y el resto sera transportado hacia el
plasma a través de la membrana basolateral gracias a la ferroportina transmembrana

exportadora de hierro.

La DMT1 es la encargada del transporte activo de no solo el hierro (Fe**), sino
cualquier catién metdlico bivalente (ZN, Mn, Co, Cd, Cu, Ni y Pb). La concentracién del
DMT1 depende de la concentracién del hierro de reserva, de la actividad eritropoyética
y del grado de hipoxia celular; en funcién de estos parametros, se regula la actividad de
la regidn génica IRE (iron responsiv elements) y se transcribe el factor de hipoxia-
inducible 2a (HIF2a), que inducirda cambios en la transcripcion del DMT1 y de la
ferroportina. La DMT1 también se encuentra en la membrana de los eritroblastos,
donde es encargada de transportar el hierro al citoplasma, previa unién del hierro al

complejo Transferrina-Receptor de la transferrina (Fe-Tf-RTf).
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3.1.3.2.- Paso del hierro a través de la membrana basal (Exportacion).
Una vez el hierro, en su forma ferrosa, se encuentra en el citoplasma del
enterocito, puede permanecer intracelular en forma de ferritina o bien es exportado

hacia el plasma por la membrana basolateral.

La proteina encargada de dicha funcidn es la ferroportina (Unico exportador de
hierro conocido en los mamiferos)(5,6), y se expresa en la membrana basolateral del
enterocito duodenal, macréfagos y hepatocitos(7), células encargadas de exportar

hierro al plasma.

La ferroportina, a su vez, es dependiente de dos cuproproteinas ferroxidasas: la

ceruloplasmina y la hefaestina (esta ultima de localizacién exclusivamente intestinal).

La ceruloplasmina es la responsable de oxidar el hierro ferroso (Fe*?) en su forma
férrica (Fe*®); este paso resulta imprescindible para que el hierro pueda unirse a la

transferrina una vez en el plasma.

La hefaestina es una ferroxidasa andloga a la ceruloplasmina pero de localizacion
exclusivamente intestinal, cuya funcién es pasar el hierro ferroso a su estado férrico,
para que de esta forma pueda unirse a la Ferroportina 1 (Irefl, SLC11A3 o MTP1),
proteina integral de la membrana basal del enterocito, que como se ha descrito
previamente, serad a su vez la encargada de transportar el hierro férrico al plasma para

unirse con la transferrina.

La hefaestina es fundamental y se encuentra ligada al cromosoma X. Tanto la
hefaestina como la ferroportina poseen regiones IRE en posicién 5°de su RNAm, que son
reguladas por la concentracion del hierro del organismo. La deficiencia de estas
ferroxidasas conlleva la incapacidad para exportar el hierro fuera de la célula, y se

produce una acumulaciéon andmala y téxica de hierro intracelular(7).
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Figura 2: Mecanismo de absorcion del hierro hemo y no hemo por los enterocitos del
duodeno. Imagen obtenida de cadioteca.com.

3.2.- Transporte del hierro y captacion celular.

Una vez finalizada la fase de absorcidn, el hierro entra en el torrente
sanguineo para unirse a la transferrina (Tf), una betaglobulina plasmatica de 79 kDa. que
posee dos fragmentos glucidicos con un acido sialico (glucoproteina). Se codifica por un

gen situado en el cromosoma 3, muy préximo al del receptor de la transferrina (RTf).

El érgano principal productor de la Tf es el higado, aunque también puede
sintetizarse en glandula mamaria, testiculo, sistema nervioso central, linfocitos vy
macrofagos. Su vida media es de 8 dias, y su sintesis parece estar regulada por la
concentracion de hierro intracelular, de tal forma que cuando éste disminuye se
favorece su sintesis. Asi pues, en situaciones de anemia ferropénica se observara un

aumento de transferrina y de su capacidad de saturacién(8).

La transferrina es capaz de fijar dos atomos de hierro en su forma férrica
(Fe*3), por ello, es imprescindible que previamente la ceruloplasmina (ferroxidasa

plasmatica), oxide los dtomos de hierro para que se produzca la unién. La transferrina
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circulante no se halla saturada por hierro, sino que existe una proporcion variable de
moléculas libres (apotransferrina), con una molécula (monotransferrina) o con dos
moléculas (ditransferrina). La proporcién de las mismas depende directamente con la
cantidad de hierro presente en el organismo, en casos de ferropenia aumentard la

apotransferrina y en estados de sobrecarga férrica predominara la ditransferrina.

La transferrinemia oscila entre 250 y 450 mg/dl. En la practica clinica viene
referida como capacidad de saturacion de la transferrina (CST) (la capacidad de fijar
hierro en plasma). El hierro se fija a la transferrina en plasma en su totalidad; en el
individuo normal los niveles de hierro oscilan entre 50 y 140 mg/dl, y tan sdlo entre 30y

el 35% de la transferrina circulante se halla saturada por hierro.

El indice de saturacién de la transferrina por hierro, constituye un factor que
regula la intensidad de la eritropoyesis. En la eritropoyesis ferropénica la CST disminuye
drasticamente (inferior al 16%) y en el caso de la hemosiderosis hepatica aumenta (por
encima del 90%). Existe una situacidén excepcional: el déficit congénito de transferrina
(atransferrinemia). El hierro que se absorbe se deposita y acumula en el parénquima
(hepatico, cardiaco, pancreatico), pero no alcanza la médula dsea, por lo que se observa
una hemosiderosis junto con una anemia microcitica e hipocrémica(9). También existe
otra via de escasa relevancia de transporte de hierro independiente a la transferrina,
gue puede ser importante en casos de sobrecarga férrica. El plasma normal contiene
entre 2 y 5 mg/ml de receptor soluble de la transferrina. Estos niveles son un reflejo de
la intensidad de eritropoyesis y por lo tanto un indicador muy sensible del estado

ferropénico, incluso en ausencia de anemia(10).

3.3.- Penetracion intracelular del hierro plasmatico.

El hierro penetra en el interior del citoplasma celular previa unién de la Tf al
receptor de la transferrina (RTf) presente, practicamente, en todas las células del
organismo. Las células con mayor nimero de receptor de Tf son las que requieren un
mayor consumo de hierro, como los eritroblastos y reticulocitos, o las que intervienen

activamente en su mecanismo de reutilizacion como, por ejemplo, los hepatocitos.
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El RTf es una glicoproteina integral compuesta por dos subunidades de peso
molecular de 94 KDa cada una, unidas por un puente disulfuro. Cada subunidad puede

fijar una Unica molécula de transferrina, es decir dos moléculas de Tf por unidad de RTf.

La sintesis de RTf se halla intimamente ligada a la sintesis de ferritina por un
mecanismo de regulacién genética comun (cromosoma 3) que se activa ante estados de
ferropenia y se inhibe ante la presencia del grupo hemo(10). La afinidad del RTf por la Tf
depende del grado de saturacién de ésta, de forma que es minima para la

apotransferrina y maxima para ditransferrina.

Recientemente, se ha demostrado la presencia de otro receptor: el receptor de
la transferrina tipo 2 (TfR2), que posee gran homologia con el anterior receptor. El TfR2
se encuentra sobre todo en el higado y en los eritroblastos, y es capaz de unirse a la Tf,
aunqgue con menor afinidad, y a diferencia del receptor cldsico, no posee regiones IRE.
Su funcién en el metabolismo férrico es poco conocida, aunque sus alteraciones pueden

ser causa de hemocromatosis.

La penetracién del hierro en el interior de las células (del eritroblasto, por
ejemplo) se realiza en cuatro etapas, caracterizadas por un proceso de endocitosis

reversible:

e Primera etapa: formacion del complejo transferrina saturada receptor de
transferrina (Tf-Fe-RTf) en la superficie de la célula.

e Segunda etapa: internalizacion del complejo Tf-Fe-RTf, muy
probablemente unido a la proteina HFE mediante endocitosis, con
formacién de una vesicula o siderosoma. La endocitosis de la Tf por los
eritroblastos presenta una actividad inversamente relacionada con Ia
sintesis del hemo, de manera que cuando disminuye (ferropenia),
aumenta la entrada de hierro en los eritroblastos, y viceversa.

e Tercera etapa: la liberacién del hierro de la Tf por acidificacion del

siderosoma (pH 5,3) y transporte del mismo hacia el citoplasma por
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accion de la proteina DMT1. El hierro liberado formard parte del
compartimento |abil intracelular que se usara en los diferentes procesos
metabdlicos (formacion del heme y grupos Fe-S en la mitocondria,
almacenamiento en la ferritina, y otros).

Cuarta etapa: desplazamiento de la vesicula ferritinica (libre de hierro)
hacia la superficie de la célula y liberacién de la apoferritina hacia el
plasma por exocitosis, con reconstitucion de los receptores de

transferrina que pueden ser reutilizados.

El estudio de la médula 6sea mediante microscopia electrénica de transmision,

ha demostrado que existe un mecanismo directo de entrada de hierro desde los

macroéfagos a los eritroblastos. Se realiza a través de una unidad funcional denominada

“islote eritroblastico”, constituido por un macréfago y eritroblastos a los que, mediante

un proceso de invaginacidn-endocitosis (rofeocitosis), se va transfiriendo el hierro desde

el macrofago a los eritroblastos circundantes. Figura 3.

Figura 3: Islote eritroblastico. Esta agrupacién consiste en eritroblastos jévenes a los que el fagocito
transfiere ferritina en un proceso conocido como rofeocitosis. Imagen obtenida del atlas de Hematologia
del instituto quimico bioldgico.
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Una vez en el interior del eritroblasto, el hierro en su mayor parte (80%) es
utilizado para la sintesis de hemoglobina, y el resto (20%), se deposita en el citoplasma
en forma de ferritina y hemosiderina, donde puede visualizarse mediante la reaccién de

azul de Prusia (tincion de Perls).

Los eritroblastos que presentan hierro plasmatico (hemosiderina) demostrable
mediante la tincion de Perls se denominan sideroblastos, y su proporcién normal oscila
entre el 20 y el 60%. Segun su contenido en granulos de hemosiderina, existen varios
tipos de sideroblastos y aquellos en los que estd elevado se observa una imagen de
granulos redondeando la practica totalidad del nucleo, se denominan “sideroblastos en
anillo”. Los sideroblastos en anillo son caracteristicos de la existencia de sideroacresia o

hierro intramitocondrial. Figura 4.

Figura 4: Sideroblastos en anillo, tincion de Perls. Atlas Citologia Hematoldgica.
Woesnner.
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4.-REGULACION DE LA HOMEOSTASIS DEL HIERRO.

4.1.-Regulacion de la absorcion del hierro.

Dado que la sobrecarga férrica se comporta como un agente téxico celular, el
organismo posee mecanismos de defensa basados en la regulacién coordinada de
diversas proteinas involucradas en la homeostasis del hierro.

La homeostasis del hierro requiere una coordinada regulacion de la absorcién,
excrecion y almacenamiento, donde el principal sistema regulador es la propia
concentracion férrica. En definitiva, la concentracién de hierro constituye una “sefial
reguladora”, que induce las variaciones necesarias en las proteinas para aumentar o
disminuir la absorcion. Asi, el descenso del hierro intracelular aumentaria la sintesis del
Receptor de transferrina, DMT1, ferroportina y hefaestina y disminuiria la de ferritina y
6-ALAS. El control de la absorcidn intestinal es el mecanismo primario para conseguir un
buen balance férrico, dado que no existen suficientes mecanismos fisiolégicos para la

excrecion del hierro en el cuerpo humano.

La coordinacién de estos procesos corre a cargo de una proteina reguladora del
hierro conocida con el nombre de IRP (Iron Regulatory Protein). La funcién de la IRP
seria unirse de forma especifica a determinadas zonas del RNA, conocidas como IRE
(Iron Responsive Elements) favoreciendo o dificultando, segun el caso, la traduccion del
RNAmM de las proteinas que intervienen en la homeostasis del hierro(11-13). En el
cuerpo humano existen dos formas moleculares de proteina IRP (tipo 1 o IRP-1y tipo 2 0
IRP-2), sin embargo, es IRP-1 la que interviene mayoritariamente en la regulacién de la
homeostasis del hierro. Debido a ello al IRP-1 se le conoce también como “factor

regulador del hierro” o IRF (/ron Regulation Factor).

El conocimiento de este delicado sistema regulador ha sido favorecido por el
hallazgo de una mutacién en el IRE del RNAm de la L-ferritina causante del llamado
sindrome de hiperferritinemia hereditaria asociada a cataratas (HHCS)(14,15) y en lineas

generales se rige de la manera siguiente:
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Cuando disminuye la concentracion del hierro de los depédsitos (ferropenia),
el IPR-1, desprovisto de hierro, presenta gran afinidad por los IRE presentes
en RNAm de la ferritina y 6-ALAS, bloqueando la traduccién. De forma
simultdnea estabiliza el RNAm del RTf, DMT1, ferroportina y hefaestina,
favoreciendo su traduccién. Por el contrario, cuando la concentracion del
hierro de los depdsitos es elevada (sobrecarga) se produce una saturacién del
IRP-1 por el hierro, con lo que adquiere actividad aconitasa (enzima que
cataliza la conversion de citrato a isocitrato), y pierde afinidad por los IRE.
Como consecuencia se desbloquea su sintesis y se degrada el RNAm de las

proteinas RTf, DMT1, ferroportina 1 y hefaestina disminuyendo su sintesis.

Figura 5.
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Figura 5: Esquema del sistema regulador IRP. Anemia de la inflamacién/ infeccién. An
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Esta accion bidireccional permite al organismo responder siempre de la forma
mas apropiada a su contenido en hierro y evitar, en cualquier caso, la sobrecarga o la

intoxicacion, de consecuencias muy nocivas para diversos tejidos vitales (2).
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4.2.- La hepcidina y su papel en el metabolismo del hierro.

La hepcidina es una hormona fundamental que regula de forma primaria la
absorcion de hierro. La hepcidina contiene 25 aminodacidos y es sintetizada en el higado
y filtrada por la orina (su acréonimo proviene de los términos en inglés proteina hepatica
bactericida), que se produce como respuesta a estimulos inflamatorios, hipoxia (anemia)

y concentracidon de hierro unido a la transferrina.

Esta hormona actia como un regulador negativo, actuando sobre la
ferroportina, encargada de exportar hierro desde el citoplasma, por lo que tiene

capacidad de limitar la cantidad de hierro en plasma. Figura 6.
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Figura 6: Mecanismo funcional de la hepcidina.

La hepcidina provoca la degradacion de ferroportina y por tanto evita la exportacion de hierro
de los enterocitos y macréfagos a la circulacion. Imagen obtenida de cardioteca.

Todo ello implica que el descenso de los niveles de concentracidon de
hepcidina, provoque un aumento de la absorcidn intestinal de hierro y de liberacion
férrica por parte de los macroéfagos, lo que conllevaria un aumento de los niveles de

hierro en plasma y en los depdsitos tisulares.

36



[ ]
“Efecto de las flebotomias terapéuticas sobre la resistencia periférica a la insulinaen | 2018
pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia”

Clinicamente, la concentracidon plasmatica de hepcidina se modula gracias a
varias vias “reguladoras”(16). Los niveles de hepcidina aumentan tanto con el aumento
de los depdsitos de hierro como con los procesos inflamatorios y disminuye por la
hipoxia, el aumento de la eritropoyesis y la testosterona(17). De todas ellas, el
regulador predominante de la expresion de hepcidina es la actividad eritropoyética

(regulador negativo) (ej. talasemia no transfusion-dependiente).

La regulacion fisiologica de la hepcidina esta controlada por una compleja red,
gue es el resultado de la transcripcidn e interaccidn de multiples proteinas y cascadas

gue se reflejan en la figura 7.

La expresion de la hepcidina en respuesta a la disponibilidad de hierro esta
regulada por los niveles de transferrina diférrica y la proteina 6 de la médula dsea
(BMP6) y afecta a las proteinas de membrana HFE, hemojuvelina (HJV) y receptor de
transferrina2 (TfR2). El aumento de la expresiéon de hepcidina en condiciones
inflamatorias estd desencadenada por la interleucina-6 (IL6), que activa la cinasa
Janus(JAK)/Janus (JAK)/transductor de sefales y activador de la via de sefializacion de la

transcripcién 3 (STAT3).
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Figura 7: Regulacion de la expresion de hepcidina segun la disponibilidad sistémica de
hierro y estado inflamatorio. Imagen obtenida de cardioteca.

4.2.1.-Mecanismos de regulacion de la hepcidina en funcion de los niveles de hierro.

El hierro en estado férrico que llega al lumen intestinal, en donde en primer lugar
se reduce a su estado ferroso mediante el citocromo b duodenal (DYTB), para permitir
su paso a través del transportador metal divalente (DMT1) hacia el citoplasma del
enterocito. Estas dos ultimas proteinas, se regulan por el factor inducible por hipoxia-2

(HIF-2a), que estimula su producciéon en estado de hipoxia metabdlica.

Para que el hierro llegue al plasma sanguineo precisa de la ferroportina en
cooperacidon con la hefaestina, que se encuentran en la membrana basolateral del
enterocito y permite su salida al plasma. Una vez en el plasma, el hierro vuelve a su

estado férrico, y se une a la transferrina, proteina encargada de su transporte.

La principal regulacion de los niveles séricos de hierro se lleva a cabo en los
hepatocitos, los cuales producen la hepcidina, y cuya funciéon es regular de forma
negativa la absorcidn intestinal de hierro e inhibir la pérdida de hierro por parte de los

macréfagos que proviene del reciclaje eritrocitario.
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Tanto en el hepatocito como en el macréfago, la ferroportina precisa de la
ceruloplasmina para exportar el hierro al plasma. En caso de encontrarnos ante un
estado de ferropenia se inhibira la produccion de hepcidina y en caso de sobrecarga
férrica se incrementard su produccion, y posteriormente se encargara de bloquear la

ferroportina, aumentando de esta forma los depdsitos de hierro (figuras 8 y 9).

Del mismo modo que se conoce un factor inducible por hipoxia que regula la

CYTB y la MDT1, también se ha propuesto que el HIF-1 produzca una inhibicién de la

hepcidina.
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Figura 8: Mecanismo regulacion de hepcidina con niveles séricos de hierro
descendidos. Imagen adaptada de UptoDate.
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Figura 9: Mecanismo regulacion hepcidina en estado de sobrecarga férrica. Imagen
adaptada de UptoDate.

4.2.2.- Vias moleculares de regulacion de la Hepcidina.

Gracias a los estudios realizados sobre la disregulacion de la hepcidina tanto
en enfermedades humanas como en modelos murinos, ha habido grandes avances en el
conocimiento del mecanismo de control molecular de la expresidon de la hepcidina, sin

embargo, persisten vias y mecanismos pendientes de elucidar.

La regulacion de la hepcidina llevada a cabo por los depésitos de hierro y la
sideremia estd mediada por la proteina morfogénica ésea (BMP), la cual inhibe la via

decapentaplégica (SMAD).

En estados de saturacion férrica, el BMP6 se une a su receptor (BMPR) y su co-
receptor la hemojuvelina (HJV) (proteina del gen HFE2 responsable de Ia
hemocromatosis juvenil), lo cual activa una sefal de cascada SMAD-dependiente, que
aumenta la transcripcién de hepcidina en los hepatocitos. No queda claro cudl es el
sensor capaz de detectar la saturacién de hierro en depédsitos tisulares y plasma, pero
parece estar relacionado con las interacciones entre el complejo BMPR/HJV, HFE y el
receptor 2 de la transferrina (TRT2)(18). La escisiéon de HJV por la proteasa matripasa-2
asociada a la membrana y codificada por TMPRSS6, puede intervenir inhibiendo la

activacion de la via BMP/SMAD(19). Figura 10.
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Figura 10: Vias moleculares de regulacién de la Hepcidina.

Las vias de sefiales principales conocidas, que regulan la produccion de hepcidina en el
hepatocito son BMP-SMAD e IL6-JAK-STAT. El hierro extracelular estd unido a la transferrina y
cuando se une al receptor de la transferrina 1 (TfR1), HFE-TfR2 envia una sefal al complejo
receptor BMP, que conjuntamente con hemojuvelina (HjV) potencia el sefialamiento de BMP-
SMAD, siendo esta la via fisioldgica principal. Durante los procesos inflamatorios la produccién
de IL-6activa la via JAK-STAT3 a través de su unidén a su receptor, provocando una serie de
fendmenos de fosforilizacién de STAT3, que desencadenan el estimulo del gen de la hepcidina y
su produccion.

BMP, bone morphogenic protein; SMAD, sons of mothers against decapentaplegic. Tomada de
Cangat N et al.12

En el caso de regulacidn de hepcidina secundaria a un proceso inflamatorio, no
depende de BMP6 y HJV, sino que esta mediado por citoquinas, en especial la IL-6, la
cual se une a su receptor y activa la via JAK2 y la fosforilacion de STAT-3(20). La via de
regulacion inflamatoria precisa la integridad de la via BMP-SMAD (en particular SMAD4)

para que se active la hepcidina por completo(21).

La citoquina Activina B también induce la sefializacion de SMAD y actua

sinérgicamente con IL-6 JAK2/STAT-3 para favorecer la expresion de hepcidina(19).
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La produccion de hepcidina se encuentra claramente disminuida en
situaciones de hipoxia, anemia y actividad eritropoyética ineficaz; sin embargo, por el
momento no se ha identificado el mediador ni su mecanismo molecular. La hipdtesis
mas aceptada es que BMP produce un mediador supresor de la hepcidina en respuesta a

la eritropoyetina fisioldgica o eritropoyesis ineficaz.

En la talasemia se han postulado como supresores de la hepcidina el factor de
crecimiento de diferenciacion (GDF15) y el twisted-gastrulation 1(TWSG1), ambos
pertenecientes a la familia BMP(22,23), aunque su contribucion no queda del todo
clara(24).Recientemente se ha descrito una nueva proteina supresora de hepcidina en el
contexto del incremento eritropoyético o de la eritropoyesis ineficaz, y se ha

denominado Eritroferrona (ERFE)(25).

4.2.3.-Hepcidina y eritropoyesis.

La eritropoyesis es un proceso dindmico en el que los progenitores
eritropoyéticos proliferan y se diferencian a eritrocitos. La hormona clave en este
proceso es la eritropoyetina (EPO). El macréfago que se encuentra en la médula ésea
estimula el desarrollo de los precursores de las células eritroides a reticulocitos,
principalmente regulado por la eritropoyetina. Entre las fases de proeritroblasto o
eritroblasto, las células sufren mitosis, produciendo de 8 a 32 reticulocitos a partir de

cada proeritroblasto. Figura 11.
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Figura 11: Desarrollo de las células eritroides. Imagen obtenida de adaptado de ingley
et al. 2004. cardioteca.

A nivel molecular, una vez la eritropoyetina se une a su receptor (EPOR),
favorece la activacion de la JAK2 (26). La fosforilaciéon de JAK2 activa STAT5 que se
transloca hasta el nucleo activando los genes involucrados en la diferenciacion,

proliferacién y mantenimiento de los progenitores eritroides(26).

En situaciones de hipoxia celular la regulacién de la sintesis de EPO para la
eritropoyesis estd mediada por el factor 2alfa inducible por hipoxia (HIF2a). Cuando hay
una baja oxigenacion tisular, la actividad eritropoyética aumenta de forma significativa,
llegando incluso a producirse eritropoyesis extramedular en higado o/y bazo. En estas
ocasiones, en las que se precisa una sobreproduccion eritropoyética, son indispensables
varios factores como el aumento de la sintesis de EPO y el aumento de la absorcién de

hierro.
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En ratones, se ha observado que en situaciones de estrés eritroide, el aumento
de la absorcién intestinal de hierro se encuentra mediado por la eritroferrona (ERFE),
gue a su vez esta segregada por los progenitores eritroides medulares y suprime la
hepcidina en el higado(18). Consecutivamente, conforme se incrementa el nimero total
de precursores eritroides, la produccién de eritroferrona crecerd y la de hepcidina

disminuira. Figura 12.
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Figura 12: Factores que se requieren en contexto de estrés eritropoyético y la
modulacién de la sintesis de Hepcidina en el Higado. Se ha asociado GDF11 (factor de
crecimiento de diferenciacion) con la proliferacion aumentada y baja diferenciacidon que se
observa en la eritropoyesis ineficaz.

Imagen adaptada de Iron age: novel targets for iron overload. Carla Casu and Stefano Rivella.
Weill Medical College, Cornell University, New York, NY.

La expresion de hepcidina se ve alterada en varias enfermedades tanto
hereditarias como adquiridas. En los procesos inflamatorios crénicos donde se ha
demostrado un importante aumento de la sintesis de hepcidina, este péptido no sélo
seria el regulador fisiolégico de la cinética del hierro sino que contribuirian los
mecanismos fisiopatoldgicos de la anemia asociada a procesos inflamatorios crénicos o
anemia inflamatoria(27). Por el contrario, niveles disminuidos de hepcidina nos

indicarian un exceso de niveles de hierro, que de forma hereditaria lo observariamos en
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la hemocromatosis, y de forma secundaria en la anemia secundaria a una eritropoyesis
ineficaz.

Otra proteina que también interviene de alguna manera en la absorcion del
hierro es la HFE codificada por el gen HFE (acréonimo en inglés entre el HLA-H o complejo
mayor de histocompatibilidad y FE como simbolo del hierro). Esta proteina se halla
implicada en la hemocromatosis hereditaria HH, se une a la Bamicroglobulina(B2MG)
gue se expresa en la superficie de las células parietales del intestino delgado (duodeno
principalmente) e interviene directamente en el proceso de la absorcién del hierro no

heminico (28).

Estudios experimentales avalan que la HFE presenta una afinidad por le RTf
similar al de la propia Tf, por lo que compite con ella en su unién al mismo(29,30).

Asimismo, los modelos murinos basados en la desactivacion genética (knock-
out) del HFE y B.microglobulina producen cuadros de sobrecarga de Fe con aumento de
la absorcidn intestinal similares a los de la HH. Ello hace suponer que la mutacién C282Y,
presente en la mayoria de casos de HH, al impedir la unién entre la proteina HFE y la
B2MG, disminuiria su expresion en la membrana de la célula parietal y el hierro

penetraria sin control hacia el interior del organismo.

Otras posibilidades son que la proteina HFE actue directamente sobre los
sensores del hierro a nivel de las criptas de las vellosidades intestinales o sobre la

concentracion de DMT-1.

Todas las hipodtesis referente a la actividad de la HFE en la absorcién del hierro
se basan exclusivamente en estudio experimentales, y algunas de ellas no se

corresponden con lo que sucede realmente en el organismo humano(26).
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Figura 13: Mecanismos de accion de Minihepcidina e inhibidores TMPRSS en la
Hemocromatosis Hereditaria y Talasemia.

(a) Descripcion de los potenciales mecanismos de accién y beneficios en el uso de
inhibidores TMPRSS6 o minihepcidinas en HH.

(b) Descripcion de los potenciales mecanismos de accion y los beneficios del uso de
inhibidores TMPRSS6 o minihepcidina en Talasemia.

(c) Descripcion de los potenciales mecanismos de accidon y beneficios del uso de
moduladores en la eritropoyesis ineficaz en la talasemia. La linea discontinua indica una
correlacién que no se ha demostrado todavia.

Imagen adaptada de Iron age: novel targets for iron overload. Carla Casu and Stefano Rivella.
Weill Medical College, Cornell University, New York, NY.
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4.3- Metabolismo mitocondrial del hierro.

En el interior de la célula, el hierro es almacenado en forma de ferritina o bien es
incorporado a las hemoproteinas (hemoglobina, mioglobina y citocromos) o a enzimas
gue poseen grupo Fe-S (aconitasa, entre ellas) u otro grupo Fe-Ni, dando lugar al

denominado ciclo mitocondrial del hierro.

En el ciclo mitocondrial del hierro hay dos vias importantes: la formacién de
hemo, que es regulada por la enzima delta-aminolevulinico sintentasa (ALAS), cuyos
defectos originan depdsitos de hierro en la mitocondria (anemia sideroblastica
congénita), y del grupo Fe-S, que es regulada por la Frataxina (FRDA). Los defectos de
esta enzima provocan el acumulo de hierro y un ataque de radicales libres contra las

enzimas respiratorias que conforman el cuadro clinico de la ataxia de Friedrich.

Célula

Célula MITOCONDRIA
COM DEFICIEMCIA
EN FRATAXINA

MITOCONDRIA
MORMAL

Hierio

Micleo Y ADN

ADN
mitocondrial

mitocondrial Nicleo

Mitocondiia KMitocondria

Figura 14: Sobrecarga férrica intramitocondrial como consecuencia del déficit de
Frataxina en la Ataxia de Friedrich.

Imagen obtenida de: La comprension del equilibrio del hierro es vital para tratar la
Ataxia de Friedreich. Federacion de Ataxia de Espaiia.

Recientemente, se ha descrito varias proteinas mitocondriales que transportan
hierro en la membrana mitocondrial (pertenecen al grupo de proteinas trasportadoras
ABC), y cuyo defecto puede condicionar enfermedades mixtas (anemia sideroblastica

con ataxia por defectos de la proteina de trasporte mitocondrial ABC7).
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Una caracteristica de estas proteinas es su sintesis nuclear en forma de
precursores citoplasmaticos (p-ALAS, p-FRDA) que han de madurar (protedlisis) para
poder acceder a la mitocondria. Se han descrito varias alteraciones durante este proceso

de maduracién(31) (Figura 15).

ALA = = = CPIII

Apoproteing

FLWCR1b

Figura 15: Metabolismo mitocondrial del hierro.

El hierro ferroso del pool férrico intracitoplasmatico (cLIP) se introduce en las mitocondrias a
través del transportador Mitoferrina (Mtfrn2) y pasa a formar parte del pool férrico citosélico
mitocondrial (mLIP)(31).

En la matriz mitocondrial, el hierro puede:
1) Ser almacenado en la ferritina mitocondrial (FtMt).

2) Unirse a la Frataxina (Ftx), una chaperona que favorece la adicion del hierro al Cluster Hierro-
Azufre (Iron-Sulfur Cluster o ISC).

3) Se unen a protoporfirina IX para formar hemo.

Imagen adaptada de mitochondrial iron homeostasis and its dysfunctions in neurodegenerative
disorders, mitochondrion, volume 21, march 2015, pages 92-105.
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Los ISC recién formados, o bien se incorporan como cofactores a las
apoproteinas mitocondriales, (por ejemplo a las proteinas encargadas de la cadena
transportadora de electrones), o bien son transportados por las proteinas ABCB7 vy

ABCBS al citoplasma, (donde se incorporaran a las apoproteinas que requieren ISC).

El primer paso en la biosintesis del grupo hemo ocurre en la matriz mitocondrial
con la formacién de acido D-aminolevulinico (ALA), cuyo mecanismo de transporte al
citoplasma es desconocido. En el citoplasma, ALA se convierte mediante una serie de
reacciones bioquimicas en la coproporfirina Ill (CPIll) que es transportada al espacio
intermembrana por el transportador ABCB6. La enzima CPIll oxidasa cataliza la
descarboxilacion de CPIIl, para producir protoporfirindgeno IX (PPGIX), que se convierte,
gracias a la protoporfirinégeno oxidasa (PPox) (enzima localizada en la membrana
mitocondrial interna), en protoporfirina IX (PPIX). Por ultimo, el grupo hemo se forma
una vez se afiade el Fe?* a la protoporfirina IX, una reaccién que es catalizada por la
ferroquelatasa (FECH), que también se encuentra en la membrana mitocondrial interna.
Tras su sintesis, el grupo heme se transporta al espacio intermembrana, probablemente

a través de la ABCB10, y al citoplasma a través de la proteina FLVCR1b.
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5.- LIPOPROTEINAS

El colesterol (Col) y los triglicéridos (TG) son lipidos insolubles en plasma y
dependen de la unidn a las lipoproteinas, para poder circular en el torrente sanguineo y
transportarse hacia los diferentes tejidos. Las lipoproteinas participan en la absorcion de
lipidos dietéticos, necesarios para la produccion de hormonas esteroideas, el depdsito

lipidico y la formacién de acidos biliares.

Las lipoproteinas tienen una estructura compleja compuesta de un nucleo
lipidico hidrofébico y una membrana hidréfila compuesta en su mayoria por fosfolipidos
y proteinas. En funcién de sus caracteristicas fisicoquimicas, se han clasificado en

funcién de su tamafio y su concentracién(32).

Tabla 1. Clasificacion de las lipoproteinas.

LIPOPROTEINAS

Quilomicrones Son particulas de gran tamafio con una gran cantidad de lipidos, que se
asocian con una amplia variedad de apolipoproteinas: A-I, A-ll, A-IV, B-
48, C-1, C-1l, C-lll, y E.

Lipoproteina de muy baja
densidad (VLDL)

Las VLDL transportan triglicéridos enddgenos y en menor grado
colesterol. Las principales apolipoproteinas a las que se asocian son B-
100, C-I, C-Il, C-llI, y E.

Lipoproteina de densidad Las particulas IDL llevan ésteres de colesterol y triglicéridos. Se asocian
intermedia (IDL) con las apolipoproteinas B-100, C-lll y E.
Lipoproteina de baja Las particulas de LDL transportan ésteres de colesterol y se asocian con

densidad (LDL)

las apolipoproteinas B-100y C-lII.

Lipoproteina de alta densidad
(HDL)

Las particulas HDL transportan esteres de colesterol. Se asocian con las
apolipoproteinas (apo) A-l, A-ll, C-I, C-ll, C-lll, D y E. Las particulas de
HDL se subcategorizan en varias subclases en funcién de sus
propiedades fisicoquimicas, se han identificado hasta 47 subclases por
espectroscopia(33).

Se ha demostrado que existe una asociacidn entre un metabolismo de las
lipoproteinas disfuncionantes con la aparicién prematura de la aterosclerosis, ademas,
se estima que hasta un 70% de los pacientes con enfermedad coronaria presentan

dislipemia.
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5.1.- Apolipoproteinas.

Las apolipoproteinas son proteinas que se asocian a las lipoproteinas para
participar de sus funciones y a su vez funcionar como ligandos para receptores celulares
y/o inductores enzimaticos. Es necesario conocer las principales funciones de las
apolipoproteinas, dado que un defecto en el metabolismo lipoproteico se traducird en

un diferente manejo clinico de estos pacientes(34).

El ensamblaje y la secrecién de las lipoproteinas que contienen apolipoproteina B en el
higado y los intestinos depende de la proteina de transportadora de triglicéridos

microsomales, la cual se encarga de transferir los lipidos a la apolipoproteina B.

Hay un estudio que ha demostrado que los genes de la apolipoproteina By de la
proteina transportadora microsomal se expresan en el corazédn humano, sugiriendo de
esta manera que el propio corazon sintetiza y secreta la apolipoproteina B(35). Esto
puede representar una via de “transporte inverso de triglicéridos" mediante la cual los
miocitos cardiacos pueden descargar los acidos grasos excedentes que no se requieran

como fuente de energia.

5.2.- Quilomicrones.

5.2.1.- Sintesis y secrecion de quilomicrones.
La formacién de quilomicrones es un complejo proceso semejante a la formacién

hepatica de VLDL, pero a diferencia de éste, tiene lugar en el intestino delgado(36).

Tras la ingesta, los enterocitos absorben los acidos grasos luminales y a través de
la accion de enzimas como la diacilglicerolacil-tranferasal (DGAT1), son esterificados a
triglicéridos. Por otro lado, el colesterol es capturado a través de la proteina
transportadora NPC1L1 y es transformado a colesterol esterificado (CE) a través de la

enzima acilcolesterol aciltransferasal (ACAT1)(37).
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Por otro lado, el enterocito sintetiza la apolipoproteina B48, (isoforma de la
apolipoproteina B100 que contiene sélo el 48% de la secuencia de apo B100, excluyendo
el extremo amino terminal correspondiente a la region de unién al receptor LDL), e ird
aceptando lipidos complejos, como fosfolipidos, colesterol esterificado y sobre todo
triglicéridos que seran transferidos por la accién de la MTP (Microsomal Transference
Protein; proteina de transferencia microsomal)(38). Finalmente, el quilomicrén
madurard en el aparato de Golgi y serda transferido por exocitosis a la linfa

mesentérica(39).

QUILOMICRON i
ApoB 48 Fosfolipidos

Triglicérido Colesterol no
esterificado

Apo

~ Ester de colesterol
Apo A \

fApo C

Figura 16: Quilomicron. Imagen adaptada de The Medical biochemistry Page.

5.2.2.- Catabolismo de los quilomicrones.

Los quilomicrones en circulacion periférica adquieren apolipoproteinas E (Apo E),
Cll (Apo ClI) y CllIl (Apo Clll), esenciales para su destino metabdlico, a la vez que se
desprenden de apolipoproteina AIV (Apo AlV) y fosfolipidos. Estas particulas maduras

son capaces de interaccionar con los proteoglicanos del endotelio(40).

La Apo ClI de superficie activa la lipoprotein-lipasa a nivel endotelial, iniciandose
asi su cascada lipolitica que permite la cesidon de acidos grasos a los tejidos periféricos,

fundamentalmente a musculo y tejido adiposo.
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Los quilomicrones parcialmente deslipidados interaccionan nuevamente con las
HDL intercambiando fosfolipidos y triglicéridos por ésteres de colesterol gracias a la
accién de los enzimas PLTP (Phospholipid Transfer Protein; proteina de transferencia de
fosfolipidos) y CETP (Cholesteryl Ester Transfer Protein; proteina de transferencia de

ésteres de colesterol) respectivamente.

La hidrolisis de los triglicéridos, tiene como resultado la obtencién de
guilomicrones remanentes. Estas particulas contienen menos triglicéridos, fosfolipidos,
mas colesterol esterificado, y mantienen la apoB-48 y otras apolipoproteinas como la

apokE.

La apoE se une al receptor LDL y a otros como el receptor relacionado con la
lipoproteina de baja densidad LRP1 en el higado, permitiendo su salida de forma rdpida

de la circulacion.

Una vez en el higado, los quilomicrones remanentes van a los lisosomas para su
degradacion por la lipasa acida liposomal (LAL), generdndose acidos grasos y colesterol

no esterificado.

El nivel sanguineo de triglicéridos permanece estable tras la ingesta gracias a la
capacidad de regulacién del sistema para manejar una gran carga lipidica. En las
personas con una actividad LPL normal los quilomicrones estan presentes en la

circulacidn tras la ingesta, desapareciendo tras un ayuno de cuatro a ocho horas.

5.3.- Lipoproteina de muy baja densidad (VLDL).

La VLDL es la lipoproteina de muy baja densidad, sintetizada en el hepatocito y
gue participa de forma muy importante en el metabolismo de las lipoproteinas. Su
sintesis se realiza de forma mas activa en situaciones de ayuno, en donde los adipocitos

son los encargados de suministrar los acidos grasos para dicho proceso.

53



[ ]
“Efecto de las flebotomias terapéuticas sobre la resistencia periférica a la insulinaen | 2018
pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia”

Durante el ayuno, los niveles de insulina disminuyen y da paso a la activacion de
las vias de la lipdlisis que favorecen la hidrdlisis de los triglicéridos del tejido adiposo y
posterior liberacidn de los acidos grasos. Los acidos grasos se trasportan hasta el higado

por proteinas como la albimina.

La VLDL se secreta a la circulacién periférica y se trasporta hasta los tejidos, en
especial al musculo esquelético, donde se hidroliza por la lipoprotein lipasa (LPL) y libera
acidos grasos. Tras la lipdlisis de la VLDL se genera una nueva particula, la VLDL
remanente o también conocida como lipoproteina de densidad intermedia (IDL), que a
su vez, adquiere la apolipoproteina E. Gracias a la apoE podra posteriormente unirse al

receptor de la LDL, entre otros, para volver al hepatocito.

Estas particulas, que contienen apoB-100, son convertidas por la lipasa hepatica
en LDL Durante el proceso los triglicéridos se hidrolizan y las apolipoproteinas se

transfieren a otras lipoproteinas.

5.4.- Lipoproteina de baja densidad (LDL).

Las particulas de LDL contienen un nucleo de ésteres de colesterol, triglicéridos
en menor cantidad y estdn enriquecidas en apolipoproteina B-100, que a su vez es el
ligando para la union al receptor de apo B/E. Es la lipoproteina con mayor carga de

colesterol del organismo y transporta mds de la mitad del colesterol del plasma.

La LDL puede internalizarse en diferentes tejidos. El colesterol LDL hepatico
(70%) una vez endocitado mediante el receptor apo B/E (LDL), puede convertirse en
acidos biliares que posteriormente serdn secretados a la luz intestinal. El colesterol LDL
no hepatico se utilizarad para la produccién de hormonas, la sintesis de membranas

celulares o bien se almacenara en su forma esterificada.
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La internalizacion del LDL se regula mediante los requerimientos de colesterol
celular a través de un sistema de retroalimentacion negativa de la expresion del
receptor de apo LDL(41). Aquellas células que tengan un balance positivo de colesterol
suprimiran el receptor LDL. Por otro lado, aquellas que tengan una actividad disminuida
de la HMG coA reductasa (enzima encargada de controlar la sintesis de novo de
colesterol celular), conduce secuencialmente a niveles bajos de colesterol intracelular, a
un aumento de la expresion de los receptores de LDL, al posterior incremento en la
captacion de colesterol de la circulacion y a una reduccién de la concentracion de

colesterol en plasma.

Por otro lado, las LDL quimicamente modificadas, como las LDL oxidadas, pueden
penetrar en los macréfagos y otros tejidos a través de receptores de eliminacién. Esta
via produce una acumulacidon excesiva de colesterol intracelular, que favorece la
formacion de células espumosas, y que a su vez contribuyen a la formacion de placas

ateroma.

La importancia del receptor de LDL en la regulacion del metabolismo del
colesterol ha sido demostrada tanto en animales experimentales como en seres
humanos. Se han empleado ratones transgénicos Knock-out para el receptor de la LDL,
en los que se ha observado una elevacion sustancial en los niveles de colesterol total,
defecto que se revierte al restaurar el gen del receptor LDL(42). En los seres humanos, la
hipercolesterolemia familiar puede asociarse también con un defecto en el receptor de
LDL(43).Es bien conocido que las particulas de LDL, elevan el riesgo de padecer eventos
cardiovasculares, por ello se ha convertido en la actualidad una de las principales dianas

terapéuticas para prevenir estas enfermedades.

5.5.- Lipoproteina de alta densidad (HDL).

La HDL es la lipoproteina con mayor densidad, dado que contiene una menor

cantidad de lipidos y mayor proporcién de proteinas. La HDL esta constituida por
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diferentes proteinas, siendo la mas abundante la apo A-l (70%), que se sintetiza en el

intestino y en el higado. La segunda proteina mas frecuente es la apo A-1l (20%).

Las lipoproteinas de alta densidad, tienen un papel protector frente al desarrollo
de la arteriosclerosis y la aparicion de los eventos clinicos producidos por esta patologia.
El mecanismo mayoritariamente responsable de este efecto protector es la
participacién de la HDL en el transporte reverso de colesterol, mecanismo mediante el
cual se transporta el exceso de colesterol desde los tejidos periféricos hacia el higado,
donde es almacenado o excretado en forma de sales biliares por la secrecién biliar.
Aparte de este papel antiaterogénico fundamental, en la Ultima década se han descrito
nuevos mecanismos antiaterogénicos de las HDL que pueden tener tanta relevancia
como el transporte reverso (Figura 17)(44). Estos mecanismos son principalmente dos;
su capacidad para prevenir la oxidacion de las lipoproteinas de alta densidad (LDL) y de

su actividad antiinflamatoria(45).

Transporte
reverso
de colesterol

Oxidacion
LDL

HDL Inflamacién -]

Apoptosis -

Trombosis

00900

Figura 17: Principales funciones antiateratogénicas de las lipoproteinas de alta
densidad (HDL).

Imagen obtenida de Propiedades antioxidantes y antiinflamatorias de las lipoproteinas de alta
densidad. J.L. Sdnchez Quesada y J. Orddiez Llanos. Clinica e investigacion en Aterosclerosis.
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El metabolismo de las particulas de HDL es un fendmeno complejo que incluye

varios pasos(46).

1- La HDL nace de la sintesis hepdtica e intestinal de pequeiias particulas
compuestas de fosfolipidos y apolipoproteinas.

2- Progresivamente adquieren componentes de superficie (fosfolipidos, colesterol y
apolipoproteinas) a partir de quilomicrones deplecionados de triglicéridos vy
remanentes de VLDL

3- Adquieren colesterol libre (no esterificado) de los tejidos (como el higado y los
macrofagos de la pared arterial) y otras lipoproteinas. Las particulas primarias de

HDL contienen relativamente poco colesterol.

5.6.- Lipoproteina (a).

La lipoproteina(a) o Lp(a) es una forma especializada de LDL que se forma
extracelularmente a partir de apolipoproteina (a) y LDL Apo(a) se une a la
apolipoproteina B-100 en la superficie de LDL por puentes disulfuro. Ademas, la
formacion de los complejos apo(a): apo B requiere una particula LDL de cierta
morfologia y composicion. LCAT es la encargada de modular la integridad estructural de

LDL, y participa en la formacién de Lp(a)(47).

La cadena de apo(a) contiene cinco dominios, de los cuales cuatro tienen
regiones que son homoélogas a los dominios de unidn de fibrina al plasmindgeno. A
través de esta similitud estructural con el plasminégeno, la Lp(a) interfiere en la
fibrindlisis al competir en la unién del plasmindégeno con sus receptores de
plasmindégeno, fibrindgeno y fibrina. El efecto neto es una alteracion de la activacion del
plasmindégeno y la generacion de plasmina en la superficie del trombo, lo que conlleva

una disminucion de la trombolisis(48,49).
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La Lp(a) puede unirse a los macrdofagos por un receptor de alta afinidad,
favoreciendo la formacion de células espumosas y la produccién de placas de

ateroma(50).

5.7.- Metabolismo de las Lipoproteinas.

El tejido adiposo es el érgano encargado del almacenaje lipidico, proveniente de
los quilomicrones de la dieta y las VLDL hepaticas.
El metabolismo de las lipoproteinas puede dividirse en dos vias principales: la

exdgena y la enddgena.

5.7.1.- Via exdgena.

La via exdgena comienza con la absorcidn intestinal de colesterol y acidos grasos
en la dieta. Una vez en el organismo, estos lipidos se emulsifican mediante las sales
biliares, las cuales favorecen la formacion de micelas compuestas de TG.

Posteriormente, la lipasa pancredtica serd la encargada de convertir estos
triglicéridos en monoglicéridos, diglicéridos, acidos grasos libres y glicerol, que serdn
absorbidos por el intestino delgado y se empaquetaran para formar los quilomicrones.

Hasta el momento no se ha clarificado con exactitud cual es el mecanismo
regulador que marca la cantidad de lipidos que se absorbe. Si bien se conoce que en
casos de Sitosterolemia (enfermedad recesiva rara, asociada a una hiperabsorcién
intestinal de colesterol y esteroles vegetales)(51), existen genes que se expresan en
higado e intestino, que se sobre-expresan (“Up-regulation”) en funcién de una mayor
absorcién intestinal. Por ello podriamos pensar que puedan también colaborar en la
limitacion de la absorcidn fisioldgica de los esteroles en el intestino(52).

Una vez dentro del enterocito, los acidos grasos libres se combinan con glicerol
para formar triglicéridos, y el colesterol es esterificado por acil-coenzima A colesterol
aciltransferasa (ACAT) para formar los ésteres de colesterol.

La importancia de esta enzima se establecié en un modelo animal, en el que se

observd que una deficiencia de ACAT se traducia en una total resistencia a la
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hipercolesterolemia inducida por dieta, debido a la falta de sintesis de ésteres de
colesterol y su incapacidad para absorber el propio colesterol(53).

A raiz de este descubrimiento se iniciaron ensayos clinicos, cuyos resultados
indicaban sin embargo, que los inhibidores de ACAT podian empeorar la
aterosclerosis(54,55)

Los triglicéridos y el colesterol se ensamblan intracelularmente en forma de
quilomicrén. La principal apolipoproteina es la B-48, pero C-ll y E se van adquiriendo
conforme el quilomicrén entra en la circulacidon. La apo B-48 permite su unién al
quilomicrén, sin embargo, no lo hace al receptor LDL, impidiendo asi la eliminacién
prematura de quilomicrones de la circulacidn, antes de que la lipoproteina lipasa (LPL)
pueda actuar sobre ellos, liberando los acidos grasos libres y el glicerol.

La apo C-ll es un cofactor de la LPL que favorece que el quilomicrén se haga
progresivamente mas pequefio; mediante la hidrolizacion del nucleo de triglicéridos y
liberando los acidos grasos libres. Estos acidos grasos libres se utilizaran como fuente de
energia, se transformaran en triglicéridos o se almacenardn en el tejido adiposo.

El producto final del metabolismo del quilomicréon son los remanentes de
quilomicrén que son eliminados de la circulacidon a través del receptor hepatico de
remanentes de quilomicrdn; receptor para el cual la apoE es un ligando con una alta
afinidad.

Los remanentes de quilomicréon contienen un nucleo lipidico mas pequeiio
envuelto por una superficie con varios componentes, los cuales después seran

necesarios para formar las HDL
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Figura 17: Via exégena del metabolismo lipidico. Imagen adaptada de UptoDate.

5.7.2.- Via enddgena.

La via enddgena del metabolismo lipidico tiene su origen en la sintesis hepatica
de VLDL (figura 19), a partir de lipidos, colesterol enddégeno y remanentes de
quilomicrones. Las particulas de VLDL contienen un nucleo rico en triglicéridos (hasta el

60%) y ésteres de colesterol (20%).

Los triglicéridos que provienen de las particulas de VLDL son hidrolizados por la
lipoproteina lipasa. Durante la lipolisis, el nucleo de la VLDL se va reduciendo,
generando remanentes de VLDL (conocidos también como IDL o lipoproteina de
densidad intermedia), que son deplecionadas de triglicéridos a través de un proceso
similar al de la generacion de quilomicrones remanentes. Algunos de los componentes
superficiales de la particula remanente, incluyendo fosfolipidos, colesterol no
esterificado y apolipoproteinas A, Cy E, se transfieren a lipoproteinas de alta densidad
(HDL).

Para llevar a cabo todo este proceso es importante la proteina transportadora de
triglicéridos microsomal (MTP), la cual se encuentra intracelular en el reticulo
endoplasmatico. Esta proteina es esencial para el transporte de los triglicéridos y otros
lipidos hasta la apolipoproteina (apo) B100 en el higado(56). Recordemos que en la

superficie de la VLDL se encuentra el cofactor de la lipoproteina lipasa apo C-ll, la apo C-
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Il que inhibe dicha enzima y la apo B-100 y apo E que son ligandos para el receptor
LDL(34). Existe una enfermedad genética rara que implica la ausencia de la MTP y que
conlleva la incapacidad de secretar la VLDL a la circulacién; dicha enfermedad se conoce
como abetalipoproteinemia.

Los remanentes de VLDL se eliminan de la circulacién, bien por el receptor LDL o
por los receptores remanentes, o bien pueden formar particulas de LDL mediante la

accion de la lipasa hepatica.

VLDL naciente

ésteres de
colesteraol apo A, C-II, C-111, E
apo B-100
VDLD madura
apaE
apo C-111
Lipoprotein
lipasa fosfolipidas

acidos grasos
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hepatica
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Figura 18: Via endégena del metabolismo lipidico. Imagen adaptada de UptoDate.
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7.- ADIPOCITOCINAS

Ademas de su importante funcién en el almacenamiento de grasas, el tejido
adiposo es considerado en la actualidad un érgano endocrino, con alta actividad, que
expresa y secreta una gran variedad de moléculas con actividad bioldgica. Estas
moléculas actuan localmente, de forma autocrina y paracrina y a nivel sistémico, con
efecto endocrino. Su actividad se lleva a cabo en diversos érganos como cerebro,
higado, musculo, génadas, 6rganos linfoides y vasculatura sistémica, entre otros.

Asi mismo el tejido adiposo también presenta numerosos receptores que le
permiten recibir sefiales aferentes de hormonas endocrinas como la insulina, el
glucagodn y la angiotensina Il y provenientes del sistema nervioso central como citocinas

y catecolaminas(57).

7.1.- Leptina.

La leptina se produce en el adipocito y se secreta de forma proporcional a la masa
adipocitaria. La leptina es una hormona de 146 aminodcidos que se produce a partir de

IH

un precursor de 167 aminodcidos con una “secuencia sefial” de 21 aminoacidos que se
escinde antes de que pase al torrente circulatorio. Presenta una estructura terciaria y es
codificada por el gen ob que se encuentra en la zona cromosdmica 7q31.3. Es
sintetizada y segregada por el adipocito, y en menor medida por los miocardiocitos,

hepatocitos y las células endoteliales(58).
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Figura 19: Estructura de la Leptina.

La secrecion de la proteina ob se produce principalmente a nivel del tejido
adiposo blanco, y especificamente en el humano adulto en los depdsitos subcutaneos, lo
gue permitié proponer a la leptina circulante como sefial del tamano del tejido adiposo
y como factor saciante a nivel de sistema nervioso central(59). Las concentraciones de
leptina en el organismo se ven modificadas por el sexo, la edad, la ingesta caldrica y el
IMC(60,61)

Para un mismo IMC la concentracion sérica de leptina es de dos a tres veces
superior en la mujer que en el hombre(62), debido a la mayor proporcién de grasa
subcutdnea y a los estrogenos(63). Los estrégenos, glucocorticoides e insulina son
reguladores positivos de la leptina, mientras que los acidos grasos de cadena larga, los
andrégenos y las catecolaminas inhiben su sintesis(62).

Se la considera la hormona mads importante en la fisiopatologia de la obesidad, si
bien la mayoria de casos de obesidad se debe a un modelo de leptino-resistencia y no a
alteraciones de la leptina. Desde su descubrimiento hasta la actualidad, se ha
confirmado que estd implicada en importantes funciones fisiolégicas, tanto a nivel del
sistema nervioso central como de érganos periféricos. Una vez secretada a la circulaciéon

sistémica, la leptina puede atravesar la barrera hematoencefalica y desencadenar
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procesos relacionados con el incremento del gasto energético, la disminucion de la
ingesta, y procesos metabdlicos y neuroendocrinos.

La funcién principal de esta hormona es la de controlar la saciedad a través de
una senalizacidn hipotaldmica, cuya intensidad se vera modificada en funcién de la masa
grasa corporal. En humanos la deficiencia de leptina o la resistencia a la misma estd
asociada de forma directa con la obesidad y la resistencia a la insulina.

La leptina tiene otras acciones bioldgicas sobre tejidos periféricos como el
pancreas, ademas de su efecto sobre el sistema nervioso central(64).

Existen estudios preliminares sobre modelos murinos “knock out” (KO) para el
gen del receptor pancreatico especifico de leptina. En dicho estudio, se comparé estos

III

ratones con otros “control” y se les expuso a una dieta normal y otra con alto contenido
en grasa. La ausencia de sefializaciéon del receptor de la leptina en los ratones KO
alimentados de forma equilibrada, produjo una mayor tolerancia a la insulina en
comparacion con los ratones control. La administracidon de la dieta en alto contenido
graso hizo aumentar de peso y la resistencia a la insulina en ambos grupos.

Los resultados de dicho estudio demostraron que los ratones control
desarrollaron una hiperplasia de los islotes pancredticos para compensar la resistencia
periférica a la insulina y los ratones KO presentaron un rapido deterioro de la respuesta
de la insulina a la glucemia y un pobre crecimiento de los islotes pancreaticos. Estos
resultados sugieren un papel importante de la leptina sobre la presencia de resistencia a
la insulina en funcién de la dieta.

Sin embargo, serdn precisos estudios adicionales para determinar el valor de la
leptina en la regulacién de la masa celular beta pancreatica, y si la sefializacion anormal
de la leptina sobre su receptor en los islotes juega un papel en la patogénesis de la
obesidad vinculada con la diabetes tipo 2 (DM2).

Hay evidencia de que la leptina aumenta en la obesidad, la DM2, hipertensién y

SM. Numerosas publicaciones en adultos sugieren la leptina como un biomarcador para

la obesidad, la Rl y SM(65).
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7.2.- Adiponectina.

La adiponectina es una adipocitocina secretada por los adipocitos que regula el
metabolismo energético del organismo, ya que estimula la oxidacién de acidos grasos,
reduce los triglicéridos plasmaticos y mejora el metabolismo de la glucosa mediante un
aumento de la sensibilidad a la insulina. Ademads, la adiponectina inhibe las fases
iniciales de la aterosclerosis, ya que reduce la expresion de moléculas de adhesién en
células endoteliales, la transformacidn de macréfagos en células espumosas, la
expresion del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la proliferacion de células de tejido
muscular liso. Diferentes estados de resistencia a la insulina, como la obesidad y la DM2,
o el desarrollo de enfermedades cardiovasculares se han asociado con una reduccién de

los valores de adiponectina plasmatica.

7.2.1.- Estructura y sintesis de la adiponectina.

La adiponectina es una hormona proteica que fue identificada entre 1995 y 1996
por distintos grupos de investigadores, por ello es conocida con diferentes nombres
aunque la de origen humano se conoce como apM1y GPB287(66).

Estructuralmente, la adiponectina es una proteina con un peso molecular de
aproximadamente 30 kDa, constituida por 244 aminodcidos. El locus del gen que
codifica para la adiponectina se localiza en el cromosoma 3, concretamente en el locus
3q27.

La apM1 consta de 2 intrones y 3 exones que codifican para una proteina de 244
aminodcidos que consiste en 4 dominios (fig. 21)(67):un péptido sefial de 20
aminodcidos, una regiéon N-terminal variable sin homologia conocida, una regién

colagena y un dominio globular C-terminal(68,69).
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Figura 20: Estructura primaria de la adiponectina humana y modelo de ensamblaje de la
adiponectina humana.

Imagen obtenida de Adiponectin: a new link between obesity, insulin resistance and
cardiovascular disease. Xavier Palomer, Antonio Pérez, Francisco Blanco-VacaVol. 124. Num.
10.Marzo 2005 paginas 0-400

La unidad estructural basica de la adiponectina es un trimero fuertemente
asociado, formado por la unién de 3 mondmeros mediante el dominio globular. Los
trimeros de adiponectina pueden asociarse, a su vez, en grupos de 4 a 6 unidades
mediante el dominio coldageno, formando oligdmeros altamente estructurados.

Un factor determinante para la funcién de la adiponectina es su oligomerizacion.
El dominio globular participa en la estimulacion de la oxidacién de acidos grasos en el
tejido esquelético (Receptor AdipoR1)(70), mientras que los hexameros y oligdmeros
activan la sefializacion a través del factor de transcripcion nuclear kB (NF-kB) (Receptor
AdipoR2) de predominio hepatico.

La union de la adiponectina con su receptor celular aumenta la actividad protein-
guinasa de AMP, ello desencadena una cascada metabdlica cuyo resultado es el
aumento de la beta oxidacidon de los acidos grasos, el incremento de la entrada de

glucosa en los tejidos y mejora la sensibilidad a insulina.
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7.2.3.- Regulacion de la adiponectina.

La adiponectina es una proteina presente en el plasma, que constituye
aproximadamente el 0,01% del total de las proteinas plasmaticas humanas(71). Se
encuentra en concentraciones entre 5-30 pug/ml, y en condiciones fisioldgicas se expresa
en los adipocitos. Su concentracién en el plasma depende del sexo, (menor en los
varones que en las mujeres), de la edad o la etnia.

Se han realizado estudios in vitro que han demostrado que la insulina y el factor
de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) estimulan la expresidon génica de la
adiponectina y favorece a su vez su secrecién en los adipocitos cultivados. Por otro lado,
también estan involucrados en la regulacion de la sintesis de adiponectina los
receptores activadores de la proliferacién peroxisomal (PPAR). De tal forma que se ha
demostrado en modelos animales que los agonistas de PPARa (fibratos) reducen la
expresion de adiponectina, mientras que los agonistas de PPARy (tiazolidinedionas o
TZD) inducen su expresion(72). Es importante tener en cuenta que la adiponectina
presenta ritmo circadiano, presentando el mayor pico a primera hora de la mafiana y

una disminucidn de sus niveles en horario nocturno.

7.2.3.- Acciones metabdlicas de la adiponectina.

La adiponectina es una hormona secretada por el tejido adiposo, que produce un
efecto beneficioso sobre el metabolismo lipidico, dado que reduce la cantidad de acidos
grasos libres en sangre y se ha asociado con una mejoria del perfil lipidico, de la
glucemia y del proceso inflamatorio del paciente diabético.

1.- Acciones antidiabéticas: Hay estudios en los que se han realizado multiples
observaciones en las que se sugiere que la deficiencia de adiponectina, juega un papel
esencial en el desarrollo de la resistencia a la insulina y DM2.

Se ha observado que los niveles disminuidos de adiponectina se correlacionan de
forma estrecha con la resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia en comparaciéon con

la adiposidad o la intolerancia a la glucosa(73).
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Existen diversos estudios realizados con ratones lipoatréficos u obesos, en los
gue la administracion de adiponectina disminuye el grado de resistencia a la
insulina(72), y otros en los que se observa cdmo incrementan las concentraciones
plasmaticas y adipocitarias de TNFa, al suprimir el gen de la adiponectina, lo cual se ha
correlacionado con un aumento de la resistencia a la insulina severa.

Tanto la adiponectina como sus receptores, podrian ser dianas importantes en el
manejo de la diabetes. Su fuerte asociacién con la diabetes, ha hecho que se desarrollen
estudios en los que se propone la adiponectina como un valor predictivo de la

progresién de dicha enfermedad(74).
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Figura 21: Mecanismo de accidn de la adiponectina sobre la sensibilidad a la insulina en el
higado y el tejido muscular esquelético.

AMPK: 5-AMP cinasa; G6Pasa: glucosa 6-fosfatasa; IRS: sustrato receptor estimulado por
insulina; PPAR: receptores activados del peroxisoma proliferador.

Imagen obtenida de Adiponectin: a new link between obesity, insulin resistance and
cardiovascular disease. Xavier Palomer, Antonio Pérez, Francisco Blanco-VacaVol. 124. Num.
10.Marzo 2005 paginas 0-400
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2.- Acciones antiaterogénicas: Se han realizado estudios clinicos en los que se ha
demostrado que aquellos pacientes con disfuncion endotelial, presentan
concentraciones disminuidas de adiponectina(75). En un estudio realizado con pacientes
con enfermedad renal terminal, se ha podido constatar el papel antiaterogénico de la
adiponectina, ya que se han observado concentraciones disminuidas de adiponectina.
Se ha propuesto como un marcador de valor predictivo para eventos
cardiovasculares(76), ya que los estudios muestran que la adiponectina tiene un papel

antiaterogénico, gracias a que impide la formacidn de la placa de ateroma en varias de

sus etapas.
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Figura 22: Efectos antiaterogénicos de la adiponectina.

Imagen obtenida de Adiponectin: a new link between obesity, insulin resistance and

cardiovascular disease. Xavier Palomer, Antonio Pérez, Francisco Blanco-VacaVol. 124. Num.
10.Marzo 2005 paginas 0-400

La adiponectina reduce el proceso aterogénico principalmente porque:
a) Inhibe la expresion de moléculas de adhesién y evita la adhesion de monocitos.

b) Impide la captacion y acumulacidn de lipoproteinas de baja densidad modificadas en

macrofagos por inhibicion del receptor SR-A1.

c) Reduce la capacidad proliferativa de células musculares lisas y macréfagos.
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3.-Acciones antiinflamatorias: La adiponectina ejerce un efecto antiinflamatorio
sobre el sistema macrofagico, mediante la supresion de citoquinas proinflamatorias vy el
favorecimiento en la producciéon de citoquinas antiinflamatorias(77,78). El efecto
antiinflamatorio se traduce en la inhibicién de produccidn del factor de necrosis tumoral

alpha (TNF-a) en el higado.

7.3.- Factor de necrosis tumoral-a.

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria sintetizada como una proteina
transmembrana no glicosilada de 26 kDa que contiene una secuencia hidrofdbica.

La enzima metaloproteasa TACE (TNF-alpha converting enzyme), realiza la
protedlisis que produce un fragmento de 14 kDa y un fragmento de 17 kDa; éste ultimo
es el que circula como homotrimero.

El TNF-a lo secretan los monocitos, macréfagos, linfocitos T, linfocitos B, células
NK y los leucocitos polimorfonucleares. Ademas, también puede ser secretado por otros
tipos celulares como los adipocitos(79,80).

Entre los efectos bioldgicos del TNFa se incluyen la activacion y diferenciacién de
monocitos, el aumento de la actividad parasiticida y bactericida de los macréfagos,
mediante la induccién de las vias del superéxido y del 6xido nitrico, favorece la
expresion de moléculas de adhesién en células endoteliales encargadas de la migracién
local de leucocitos, la induccidon de apoptosis, la citotoxicidad de células tumorales,
favorece la respuesta proliferativa a IL-2 aumentando el receptor de IL-2 en linfocitos Ty
por consiguiente, aumento de la respuesta de los linfocitos B estimulados. Por otro
lado, el TNF-a tiene efectos fisiopatoldgicos al ser secretado en grandes cantidades en
enfermedades agudas y crdnicas, sepsis, infecciones crénicas, inflamaciones crénicas y
cancer. Hotamisligil y cols. publicaron el primer estudio que relacioné la obesidad con el
TNF-a. Se conoce que la expresion de TNF-a estd incrementada en los adipocitos de los
sujetos obesos y con resistencia a la insulina.

El TNF-a tiene dos tipos de receptores bioldgicamente activos, tipo 1 vy tipo 2,

gue son expresados en muchas células(81,82). Hay estudios que correlacionan de forma

70



[ ]
“Efecto de las flebotomias terapéuticas sobre la resistencia periférica a la insulinaen | 2018
pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia”

directa el IMC y el indice cintura/cadera con la sobreexpresion del receptor 2(83,84).
Por tanto, se ha descrito que en sujetos obesos los niveles séricos de TNF-a son
mayores, y que la pérdida de peso reduce los niveles séricos(85)y la expresién del mRNA
del TNF-a en tejido adiposo(86). También se ha demostrado una actividad paralela entre
la elevacién de TNF-a con la presencia de resistencia a la insulina, asi como su relacidn
con las alteraciones lipidicas dentro del SM, estimulando la sintesis de triglicéridos (TG)
y de VLDL(87). En cuanto a su relacion con la hipertension arterial, se ha comprobado
también un paralelismo entre las cifras sistdlicas y los niveles de TNF-a(88).

En definitiva, se considera el TNFa un mediador proinflamatorio, proaterogénico,
favorecedor de resistencia a la insulina y dislipemia, alterando la funcion adipocitaria y

su poder de expansion(89,90).

7.4.- Interleuquina-6.

La IL-6 es una citoquina intermediaria en procesos inflamatorios. Una tercera
parte de su concentracidon la producen los adipocitos de la grasa visceral del tejido
adiposo.

Una de las funciones de la IL-6 es reducir la expresion de lipoprotein lipasa (LPL),
accion que se ve asociada con la concentracion de triglicéridos, VLDL y acidos grasos
libres postprandiales. De esta forma, se considera que la IL-6 tiene una importante
relacion con la dislipemia, debido a su papel en la regulacién de la captacion de acidos
grasos libres (AGL) por el tejido adiposo(91), y se considera que tiene capacidad
predictiva del riesgo de desarrollo de DM2(92).

También, se correlaciona de forma significativa con el IMC, la hipertension vy

alteraciones de la coagulacién, mediante la induccién de la sintesis de fibrindgeno(93).
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7.5.- Proteina C Reactiva ultrasensible.

La PCR es una proteina reactante de fase aguda descrita en 1930, que ha sido
considerada cldsicamente como marcador de inflamacién.

La PCR es una globulina con una masa molecular de aproximadamente 118 KDa
compuesta por 5 subunidades globulares ciclicas idénticas, clasificada como un miembro
de la superfamilia de las pentraxinas.

La PCR es sintetizada y secretada principalmente por los hepatocitos(93) en
respuesta a citoquinas tales como las interleuquinas 1 y 6 (IL-1, IL-6) y el factor de
necrosis tisular alfa (TNF-a) y por otro lado, su produccién se ve disminuida por efecto
de lainsulina.

En condiciones normales la sintesis hepatica corresponde a niveles menores de 1
mg/L, que en general pueden elevarse en el plasma en procesos infecciosos, condiciones
inflamatorias y en la enfermedad cardiovascular (ECV); se induce un marcado
incremento en su sintesis hepatica cuando hay inflamacién aguda o dafio tisular y sus
niveles séricos pueden elevarse hasta 100 veces dentro de las primeras 24 a 48

horas(94).

7.5.1.- Funciones bioldgicas de la PCR.

La PCR juega un papel importante en la defensa de los organismos, papel que
cumple induciendo la activaciéon del complemento, la opsonizacion y la fagocitosis de
microorganismos patdégenos.

Los niveles elevados de la PCR contindan siendo un marcador importante tanto
en las enfermedades inflamatorias no infecciosas (por ejemplo, en las enfermedades

autoinmunes y la aterogénesis), como en las infecciosas.

1) Activacién del complemento.
La PCR participa en la activaciéon y el dahfo tisular mediado por el

complemento(95). La unién de la PCR a un ligando que contiene fosfocolina o a
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cualquier otro ligando, activa el complemento por la via clasica por unidn al factor Clqg
del complemento y al factor H.
También se ha descrito que la PCR, al unirse a las lipoproteinas de baja densidad

(LDL) oxidadas y degradadas, puede llevar a la activacion del complemento(86).

2) Actividad fagocitica.

La PCR forma parte de la inmunidad natural funcionando como opsonina en el
proceso de fagocitosis, debido a sus caracteristicas de unién al ligando. Por ejemplo,
participa en la remodelaciéon de las membranas y fagocita el material nuclear de las
células necréticas.  Algunos estudios han demostrado que la PCR puede unirse a los
receptores para la fraccidén Fc de la IgG. Segun estudios in vitro se ha visto que la PCR
incrementa la fagocitosis de varias especies bacterianas por parte de los leucocitos

polimorfonucleares de sangre periférica en un medio sin suero(96).

3) Expresion de moléculas de adhesion.

La PCR induce la expresién de moléculas de adhesion por las células endoteliales.
Hay estudios que han visto que existe un aumento de la expresién de VCAM-1, ICAM-1y
de selectina E en las células endoteliales de la vena umbilical y de la arteria coronaria; y
un incremento en la secrecidon de la proteina quimioatrayente del monocito-1 (MCP-1)
por parte de las células endoteliales de la vena umbilical.

Se ha postulado que la modulacion de la expresion de las moléculas de adhesion

(VCAM-1, ICAM-1) y de MCP-1 por la PCR puede inducir y sostener la aterogénesis(94).

7.5.2.- PCR y obesidad.
Existen estudios en los que se ha demostrado que la PCR interacciona de forma
directa con la leptina, bloqueandola e incrementando la resistencia a la misma. Por ello

se considera que existe correlatividad entre la obesidad y la PCR(97).
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Asi mismo, se ha relacionado con el perfil lipidico aterogénico(98) y con otros
factores de riesgo cardiovascular(99) entre los que se cuentan la Rl y las cifras de
tension arterial sistolica.

Muchos estudios prospectivos han comprobado que concentraciones elevadas
de PCR se correlacionan de forma independiente con componentes del SM, y que es un

factor de riesgo de eventos cardiovasculares en diabéticos.

7.6.- Inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1).

El inhibidor del activador del plasmindgeno es una glicoproteina de cadena
simple, de 45 kDa, que contiene entre 379 y 381 aminoacidos. Pertenece a la familia de
las serpinas, y su secrecion tiene lugar principalmente en los hepatocitos y en los
adipocitos. Es un inhibidor de las serin-proteasas y su principal funcién es la regulaciéon
de la cascada de la coagulacién con propiedades antifibrinoliticas.

La secrecién del PAI-1 es mayor en la grasa visceral del tejido adiposo y actua
favoreciendo la produccién de fendmenos trombdticos(100). Se ha demostrado que en
pacientes con niveles aumentados de PAI-1, existe un mayor riesgo de padecer una
enfermedad cardiovascular (ECV) de origen trombdtico(101).

El PAI-1 también se considera un reactante de fase aguda, cuya produccion se ve
estimulada como respuesta a niveles elevados de TNF-a, PCR, insulina, glucosa o acidos
grasos libres(102).

Por otro lado también podemos correlacionarla con la diabetes, dado que la
hiperinsulinemia estimula la produccién de PAI-1 y ello favorece que sean pacientes de

mayor riesgo cardiovascular(103).
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7.7.- Resistina.

La resistina es una proteina de 12,5 kDa rica en residuos de cisteina (Cys) que es
secretada especificamente por los adipocitos, muy abundante en el tejido adiposo
blanco, y en menor cantidad en el pardo.

La expresion de su gen es inducida durante la diferenciacion de los adipocitos, de
tal forma que se la considera una proteina reguladora de la adipogénesis, ya que su
expresion se induce durante la conversién de preadipocitos a adipocitos maduros(104).

Ademas, pese a existir controversia y no conocer los mecanismos de accion, se
sabe que ejerce una accién paracrina junto al TNF alfa, atenuando los efectos anabélicos
de lainsulina.

Se ha comprobado que durante el ayuno su expresién es muy baja en el tejido
adiposo, y que aumenta sustancialmente tras la ingesta o tras la administraciéon de

insulina(105).

7.8.- Retinol-binding protein 4 (RBP4).

La RBP4 es un trasportador especifico para el retinol en sangre (vitamina A), y
gue pertenece a la familia de la lipocalina. En plasma se forma el complejo RBP-retinol
gue interactla con la trastirretina y puede trasportarse desde el higado, donde se
almacena, hasta el tejido periférico(106).

La proteina de unidn al retinol 4 (RBP4), otra proteina liberada de los adipocitos,
se correlaciona con el grado de resistencia a la insulina en pacientes con obesidad,
intolerancia a la glucosa o diabetes tipo 2; asi como en sujetos no obesos(107) con o sin
historial familiar de DM2 (108).

En modelos murinos, se ha demostrado que los ratones carentes del
transportador de glucosa 4 (GLUT4) en los adipocitos, presentan un aumento de los
niveles de RBP4. Posteriormente esto ha demostrado que RBP4 causa resistencia a la

insulina a nivel hepatico y muscular en el ratén(109).
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En humanos se ha demostrado que existe una relacion inversa entre la cantidad
de GLUT4 expresado en los adipocitos, con los niveles séricos de RBP4(107). Queda por
determinar si RBP4 en seres humanos es causa o esta correlacionada con la resistencia a
la insulina. El ejercicio fisico ha demostrado mejorar los niveles de RBP4 en aquellos
pacientes con resistencia a la insulina.

Por otro lado se han realizado estudios(110) que han demostrado que la relacién
entre RPB4 y las lipoproteinas que contienen apoB se ve atenuada en aquellos pacientes
con niveles séricos altos de triglicéridos. El diseno del estudio se hizo con 46 pacientes
con sobrepeso y con hipertrigliceridemia, de los cuales a 20 se sometieron a una dieta
hipocaldrica baja en grasa durante 3 meses. Los resultados concluyeron que los niveles
de RBP4 se correlacionan de forma positiva con los niveles séricos de triglicéridos en el
subgrupo de pacientes con TG<200 mg/dl(r=0,453, p=0,039) y de una forma negativa
con aquellos con TG 2200 mg/dI(r=-0.487, p=0,019). En el subgrupo de los pacientes con
TG<200 mg/dl, los sujetos que presentaban niveles de RBP4 por encima de la media,
tenian mayores niveles de colesterol IDL, LDL y apoB, mientras que estas diferencias no
se observaron en los pacientes con TG 2200mg/dlI.

Por otro lado, se observd una asociacion positiva entre los cambios porcentuales
entre los niveles de RBP4 circulantes con los del colesterol LDL, VLDL y apoB, en los
pacientes con TG<200 mg/dl, sometidos a la dieta hipocaldrica tanto después del primer
y del tercer mes tras finalizar la dieta. Estas correlaciones no se constataron en los
pacientes con triglicéridos superiores a 200 mg/dl. En definitiva, la asociacién positiva
entre RBP4 circulante y las lipoproteinas que contienen apoB, parece estar atenuada en
pacientes con triglicéridos altos.

En obesidad y DM2 (109), la expresién del transportador de glucosa GLUT4
disminuye de forma selectiva en los adipocitos. En ratones knockout para los GLUT4
especificos de los adipocitos (también conocido como Slc2a4), muestran resistencia a la
insulina secundaria en musculo e higado. Se ha visto que los niveles de RBP4 se elevan
en ratones con resistencia a la insulina y en los pacientes obesos y con diabetes, y que

se normalizan con Rosiglitazona, un fdrmaco sensibilizador de insulina.
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Se ha comprobado que la sobreexpresion transgénica de RBP4 humana o la
inyeccion de RBP4 recombinante en ratones normales provoca resistencia a la insulina.
Por el contrario, la delecion genética de RBP4 aumenta la sensibilidad a la insulina.

Por este motivo se ha desarrollado la Fenretinida, un retinoide sintético que
aumenta la excrecién de RBP4, normaliza los niveles séricos de RBP4 y mejora la
resistencia a la insulina y la intolerancia a la glucosa en ratones con obesidad inducida
por una dieta rica en grasas.

También se demostré que el aumento de la RBP4 en suero induce la expresion
hepdtica de la enzima gluconeogénica Fosfoenol pyruvato carboxykinasa (PEPCK) y
altera la sefializacidon de insulina en el musculo. La reduccion de RBP4 podria ser una

nueva estrategia para el tratamiento de la DM2.
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8.- TEJIDO ADIPOSO Y ESTADO INFLAMATORIO SISTEMICO.

8.1.- Sistema inmunoldgico y tejido adiposo.

El tejido adiposo juega un papel en el desarrollo del estado inflamatorio
sistémico que contribuye a los riesgos cardiovasculares y a la vasculopatia asociados con
obesidad, gracias a la capacidad adipocitaria de responder frente a sefales
inflamatorias, mediante la secrecién de reactantes de fase aguda, mediadores vy
moduladores de la inflamacidn, los cuales se han nombrado anteriormente(111).

El tejido adiposo, ademads de los adipocitos, contiene fibroblastos, preadipocitos,
macrofagos y constituyentes vasculares. Los macréfagos son células cruciales en el
proceso inflamatorio sistémico general, y se ha demostrado su implicacién en el
desarrollo del estado inflamatorio producido por la obesidad. Se produce una
coordinacidon entre las vias inflamatorias y metabdlicas, en las que los macréfagos
secretan moléculas proinflamatorias que también se producen en tejido adiposo. Por
tanto, la expresién genética de ambas células es en ocasiones similar: los macréfagos
expresan proteinas transportadoras de acidos grasos (FABP-aP2) y el PPARy, mientras
gue los adipocitos pueden expresar proteinas de genes proinflamatorios de macrdéfagos,
tales como TNF-q, IL6 y metaloproteinasas de la matriz (MMP).

Estas similitudes en la produccién de dichas moléculas, también conlleva una
habilidad funcional superpuesta, por lo que los macréfagos pueden atraer, englobar y
almacenar lipidos para convertirse en células espumosas ateroscleréticas. Por otro lado,
los preadipocitos bajo ciertas circunstancias pueden presentar propiedades fagociticas y
antimicrobianas, y pueden tener la capacidad de diferenciarse en macréfagos en un
medio ambiente propicio, lo que sugiere un papel inmunolégico potencial de estos
preadipocitos(112).

Mas aun, se han descrito hallazgos que indican que el tejido adiposo excesivo se
caracteriza por una acumulacidon de macrdéfagos, lo que avala la fuerte relacién entre el
proceso inflamatorio y la obesidad. Dado que macréfagos y adipocitos contribuyen a la
produccién de mediadores inflamatorios, nos sugiere que estdn en estrecha correlacion

con el desarrollo de resistencia a la insulina en los pacientes obesos.
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Gracias a estudios inmunohistoquimicos, se ha documentado la presencia de
células endoteliales, células del estroma, células sanguineas y macrofagos en tejido
adiposo visceral de humano(113). Los macréfagos tisulares ejercen varias funciones
como proteccién contra microorganismos, actividades citotdxicas contra células
tumorales y regulan la homeostasis local a través de la produccidon de factores de
crecimiento y citocinas. Estos macréfagos, también se acumulan en las placas
aterosclerdticas y son responsables de la acumulacién nociva intracelular de lipidos, la
formacion de células espumosas y la modulacion de la funcidn del crecimiento vascular
y celular(114).

La infiltracion de los monocitos en los tejidos es un fendmeno complejo con
varios pasos que incluyen la activacién del endotelio capilar, la expresidon aumentada de
las moléculas de adhesién, la adhesion seguida de su trasmigracion a través del
endotelio y su diferenciacién en macréfagos. Los adipocitos humanos, mediante la
produccién de factores solubles, estimula la diapédesis de los monocitos sanguineos. La
diapédesis de los monocitos activa las células endoteliales capilares del tejido adiposo y

favorece la expresion de la ICAM1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) y PECAM1.
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Figura 23: Mecanismo aterogénico.

Imagen obtenida de Molecular mechanisms involved in atherothrombotic cardiovascular disease.
Lic. Judith Borrero Sdnche. Facultad de Ciencias Médicas "General Calixto Garcia".
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Se ha comprobado que en pacientes con obesidad, se detectan concentraciones
elevadas de las moléculas de adhesion solubles (E-selectin, VCAM1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1), ICAM1 y factor de von Willebrand), sugiriendo que el incremento
de la masa grasa corporal se asocia con una activacion endotelial sistémica

temprana(115,116).

8.2.-Papel de MCP1 y CCR2.

Las proteinas quimioatrayentes de monocitos (MCP) y sus receptores son
cruciales en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y en el reclutamiento de células
inmunes a los sitios de inflamacidn. En los pacientes obesos, se ha observado que la
expresion de la MCP1 (Monocyte Chemo attractant Protein-1), (ligando 2 de quimiocina
del motif C-C (CCL2 o MCP1)), estd incrementada en el tejido adiposo en proporcion
directa al grado de adiposidad.

Existen estudios que han implicado al MCP1 y a su receptor CCR2 en la
regulacion de la funcion de los adipocitos. Se trata de estudios en roedores en los que se
concluye que la MCP1 del tejido adiposo inhibe la captacién de glucosa estimulada por
insulina, asi como la expresidn de genes como Glut4, PPARy y FABP4.

Se ha demostrado en modelos murinos con aterosclerosis la importancia del
receptor de MCP (CCR2) para el reclutamiento de monocitos/macréfagos(117).

Actualmente la MCP1 ha sido agregada a la creciente lista de adipocitocinas, y su
principal funcidn es la de reclutar monocitos, leucocitos y otras células inflamatorias en
respuesta a un estimulo inflamatorio. Se ha evidenciado que es producida por
macrofagos y células endoteliales a través de la activacién del factor de transcripcion
nuclear kB. Ademas, se ha comprobado en modelos murinos que la concentracion de la
MCP1 se incrementa en animales con obesidad (ratones ob/ob) y que su concentracion
disminuye tras una pérdida de peso.

En humanos, la MCP1 estd incrementada en los pacientes con DM2 y se ha

correlacionado con el riesgo cardiovascular. Ademas, se ha correlacionado
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directamente los niveles de mRNA de la MCP1 en el tejido adiposo humano con el grado
de adiposidad, y su descenso tras la pérdida de peso en sujetos con obesidad
severa(118).

En estudios con ratones knock-out del gen de la apoE (ApoE -/-), propensos al
desarrollo de enfermedad cardiovascular, se ha visto que tras el bloqueo de la
expresion génica de MCP1, la progresion a aterosclerosis disminuye. Por lo anterior, en
ratones con doble eliminacidn (knock-out) de los genes MCP1 y ApoE existe proteccion
para el establecimiento de la placa ateromatosa, favorecida por la ausencia en la
expresion de MCP1(119).

Por tanto, todo parece indicar que un aumento progresivo en la masa grasa
corporal da lugar al reclutamiento de células inmunes hacia el tejido adiposo, gracias a
gue la MCP1, producida en tejido adiposo, es un potente quimioatrayente para los
monocitos. Por otro lado, la expresion del receptor especifico para MCP1 denominado
CCR2, regula el reclutamiento de macréfagos y monocitos y es indispensable que tanto
su funcionalidad como su expresion sea completa para una respuesta inflamatoria
dependiente de macréfagos apropiada y, consecuentemente, para que pueda iniciarse
el desarrollo de aterosclerosis. Por ello, al eliminar genéticamente la expresion de CCR2
se observa una proteccion parcial en el desarrollo de resistencia a la insulina y en la
expresion de genes proinflamatorios(120).

En definitiva, estos hallazgos sugieren que el CCR2 influye en el desarrollo de la
obesidad, la inflamacién del tejido adiposo y la resistencia a la insulina sistémica
asociada, desempefiando también un papel clave en mantener a los macréfagos en el

tejido adiposo vy la resistencia a la insulina local a nivel del adipocito.
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9.- RESISTENCIA PERIFERICA A LA INSULINA.

La insulina es una hormona anabdlica secretada por las células B del pancreas en
respuesta a diversos estimulos, siendo la glucosa el mas importante(121). Su principal
funcién es mantener la homeostasis glicémica, por lo que después de cada ingesta
suprime la liberacién de &acidos grasos libres mientras que favorece la sintesis de
triglicéridos en el tejido adiposo.

Por otra parte, la insulina inhibe la produccién hepatica de glucosa, mientras que
promueve la captacién de glucosa por el tejido muscular esquelético y adiposo.

Con todo ello, la sociedad espafiola de diabetes define la resistencia a la insulina
(RI) como la disminucién de la capacidad de la insulina para ejercer sus acciones
bioldgicas en tejidos diana tipicos, como el musculo esquelético, el higado o el tejido
adiposo (tabla 2). Es decir, en un estado de Rl se produce una hiperinsulinemia para
mantener la homeostasis glicémica, dado que la accién de esta hormona a nivel celular
estd reducida(122).

Es posible que el concepto de Rl pueda extenderse a las demas acciones de esta
hormona, como la captacion y transporte transcelular de aminoacidos, la sintesis de
proteinas, la regulacién de la funcién endotelial, la estimulacién del crecimiento vy la
proliferacién celular o la expresion de numerosos genes reguladores de estas diferentes

funciones.
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Tabla 2: Efectos metabdlicos de la insulina en los tejidos periféricos.

Musculo Tejido Higado
esquelético adiposo
Glucosa
/N Captacidén y transporte Sl Sl Sl
M Glucdlisis S| S| S|
MGlucogenogénesis S NO S
J Gluconeogénesis NO NO Sl
Grasas
 Lipogénesis NO S S
J Lipdlisis NO S NO
Proteinas
“MCaptacion y transporte Sl NO Sl
de aminodcidos
/} Sintesis proteica Sl NO S
J Catabolismo proteico S NO S

Hoy dia se considera que la hiperinsulinemia compensatoria que se desarrolla en
la Rl crénica es el rasgo comun de numerosas enfermedades metabdlicas y no
metabdlicas, como la DM2, la obesidad, la hipertension arterial (HTA), las dislipemias, la
enfermedad cardiovascular, la esteatohepatitis no alcohdlica, el sindrome obstructivo
de apnea del suefio y la enfermedad de ovarios poliquisticos.

La resistencia a la insulina se acompafia de otras alteraciones como elevacién de
marcadores proinflamatorios como la proteina C reactiva, la IL6, el inhibidor del

activador del plasmindgeno-1 (PAI-1), TNF-a y la cuenta total de leucocitos en sangre.
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9.1.- Métodos de diagndstico. Sensibilidad y especificidad.

9.1.1.- Evaluacion de la resistencia insulinica.

La técnica del pinzamiento (clamp en la terminologia anglosajona) euglucémico
hiperinsulinémico (CEH) es considerada el «patréon» de los métodos que cuantifican la
sensibilidad a la insulina in vivo.

Esta técnica consiste en infundir insulina a una tasa fija, mientras se administra
glucosa a una tasa variable con el objeto de fijar (clamp) la glicemia a un nivel dado,
usualmente 90 mg/dl.

La medida basica del CEH es el denominado valor M, que no es otro que el
promedio de glucosa infundida al sujeto en los ultimos 20 minutos de la prueba una vez
alcanzado el estado estacionario. El valor M representa la sensibilidad a la insulina.

La aplicacion de este método es compleja, laboriosa y costosa, lo cual ha
incentivado el desarrollo de otros métodos para evaluar la RI fundamentalmente
basadas en estimaciones de la glicemia e insulinemia en ayuno o en respuesta a una
dosis oral estandar de glucosa(123).

El método mas utilizado por su simplicidad y buena correlacion con mediciones
mas complejas de sensibilidad a la insulina es el Homeostasis model assessment

(HOMA). Se trata de una técnica basada en un modelo matematico:

HOMA-IR = glicemia de ayuno (mg/dl) x insulinemia basal (uU/mL) / 405

El HOMA, proporciona una medida semicuantitativa de la sensibilidad a la
insulina y de la funcion de la célula beta. El punto de corte para definir resistencia
insulinica de acuerdo a este indice fue primero definido por Bonora et al. como el limite
inferior del mayor quintil de HOMA-IR en 225 adultos con tolerancia normal a la glucosa

e IMC < 25 kg/m2, pertenecientes al estudio Bruneck. Este valor correspondié a 2,77.
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9.2.- Factores patogénicos de la resistencia a la insulina.

9.2.1.- Resistencia insulinica mediada por inflamacion.

La inflamacidn es uno de los mecanismos fisiopatoldgicos por los cuales se puede
condicionar la RI.

Se ha asociado la obesidad con un estado inflamatorio crénico leve-moderado, el
cual se manifiesta sistémicamente por el incremento de los factores inflamatorios y de
los leucocitos circulantes. En los tejidos, y de forma particular en el adiposo, se produce
una infiltracidn celular inmunoldgica, y se desarrolla a nivel molecular una mayor union
de factores de transcripcién pro-inflamatorios (por ejemplo el factor nuclear kappa Beta
o NFkB) a elementos de respuesta nuclear(124), en diversos tipos celulares como
adipocitos, células endoteliales, leucocitos, células hepaticas, células B pancreaticas o
neuronas.

Se conocen varias vias de sefalizacidon, en las que en condiciones pro-
inflamatorias, los mediadores inflamatorios se unen a los receptores de las membranas
celulares, lo cual desencadena la migracion del factor de transcripcion NFkB desde el
citosol al nucleo para la sintesis de nuevos mediadores inflamatorios.

En estado basal, este factor de transcripcidn esta inactivo en el citosol y unido a
su inhibidor IkB, lo que le impide migrar al nucleo. En respuesta a una sefial externa pro-
inflamatoria (ej. TNFa), la proteina IKK induce la degradacion de IkB, dejando a NFkB
libre para migrar al nucleo y transmitir asi la sefial inflamatoria.

Sin embargo, la proteina IKK también fosforila el sustrato del receptor de insulina
1 (IRS1).

En condiciones fisioldgicas, IRS1 se activa cuando estd fosforilado en residuos de
tirosina; sin embargo, la fosforilacidn llevada a cabo por IKK se desarrolla en residuo de
serina.

Como consecuencia, hay una inhibicion de la transduccién de la sefial insulinica,
determinando una menor translocacién del transportador de glucosa 4 (GLUT4) desde el
citosol a la membrana celular, disminuyendo asi la captacion de la glucosa sanguinea

(Figura 27). Como respuesta compensatoria, ocurre una hipersecrecién de insulina, lo
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cual explica la tipica hiperinsulinemia de los individuos con RI(125). De esta manera, una

célula expuesta a un entorno inflamatorio es una célula resistente a insulina.
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Figura 24: Eventos celulares que interfieren en la sefalizacién insulinica.

La insulina (tridngulo) se une a su receptor de membrana, desencadenando la fosforilacion del
mismo receptor y proteinas post-receptor. Esto determina la migracién del transportador de
glucosa 4 (GLUT4) a la membrana, lo que facilita la captacién de glucosa. En un proceso
inflamatorio, los mediadores inflamatorios se unen a su receptor de membrana activando a
proteinas quinasas (ej. IKK y JNK). Estas proteinas inhiben a IRS1 reduciendo la sefializacion
insulinica. Asimismo, las especies reactivas del oxigeno (EROs) y el estrés del reticulo
endopldsmico (ER) estimulan a IKK y JNK. Lipidos especificos también interfieren en la
sefializacién insulinica al activar la proteina kinasa C (por diglicéridos), la cual inhibe a IRS1, o
reducir la actividad de Akt (por ceramidas).(126)

Imagen obtenida en Insulin resistance syndrome: diagnosis and management. Rev. med. clin.
condes - 2013, 24(5) 827-837].

9.2.2.- Resistencia insulinica mediada por lipidos.

La Rl estd comunmente asociada a desérdenes del metabolismo lipidico que
incluye la acumulacién tisular ectépica de lipidos, entre ellos en el musculo
esquelético(134,135). Esta relacién no es sdlo asociativa, sino que existe evidencia
concluyente, que los lipidos pueden inducir RI.

Para comprender cdmo se relacionan los lipidos con la Rl, hay que tener en
cuenta dos aspectos fundamentales: la acumulacién lipidica en tejidos ectdpicos y qué

especies lipidicas son las que inducen la RI.
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Sobre la acumulacién lipidica en los tejidos ectdpicos, se considera que debe
existir un desequilibrio entre la captacién y la oxidacién de acidos grasos que permita su
acumulacién.

En sujetos con Rl la captacion de acidos grasos no se encuentra elevada(136), y
por lo general se caracteriza por una menor densidad mitocondrial y sintesis de ATP en
musculo esquelético(137).

Basado en esta evidencia, algunos autores, como Samuel VT y Shulman Gl, han
propuesto la existencia de una disfuncién mitocondrial en musculo esquelético de
individuos con R, lo cual determina una menor capacidad oxidativa de acidos grasos vy,
en consecuencia, su acumulacién intracelular(138).

Sin embargo, esta hipdtesis resulta controvertida ya que existen estudios que
indican que una menor densidad mitocondrial no necesariamente conlleva una menor
oxidacion de lipidos. Por otra parte, la sintesis de ATP se produce en funcién de las
necesidades del organismo, por lo que una menor sintesis de ATP puede también ser
interpretada como un estado de menor demanda energética muscular(137,139). En
definitiva, quedan por explorar una amplia drea de estudio sobre los determinantes de
la acumulacidn ectodpica de lipidos.

Por otro lado, los triglicéridos acumulados en musculo esquelético no interfieren
con la actividad de las proteinas musculoesqueléticas, lo que nos sugiere que existen
otras especies lipidicas como diglicéridos o las ceramidas, que pueden ser las
responsables de la inhibicion de la senal insulinica. Se ha demostrado que existen
niveles aumentados de estas dos especies en el musculo esquelético de los sujetos con
RI(140,141).

Se ha demostrado que los diglicéridos son capaces de influenciar la actividad de
proteinas especificas, entre ellas, la proteina quinasa CB(139). Esta proteina posee
actividad serin-quinasa (fosforila proteinas en sus residuos de serina). El IRS1 es un
sustrato para la accién de proteina quinasa C6, lo cual determina una atenuacion de la
actividad de la sefial insulinica, de manera analoga a lo que ocurre en una condicién

proinflamatoria.
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La Rl mediada por lipidos también posee un nexo con la inflamacién. Los acidos
grasos libres circulantes constituyen un estimulo pro-inflamatorio, dada su capacidad de
union a los receptores de membrana TLRs (Toll-like receptors)(131). Estos receptores
median la respuesta inmune innata y la activacién de TLRs activa al NFkB, con la

consiguiente liberacién de citoquinas pro-inflamatorias.

9.3.-Efectos metabdlicos de la insulina en los tejidos periféricos.

El defecto en la accion de la insulina es especialmente relevante en tres drganos

diferentes: higado, tejido adiposo y musculo esquelético (142).

9.3.1.- Tejido adiposo y resistencia insulinica.

El principal tipo celular que compone el tejido adiposo es el adipocito, célula
capaz de almacenar triglicéridos (TG) en su citoplasma sin ver afectada su fisiologia. El
tamafio de la gota lipidica del citoplasma estd regulado por multiples mecanismos, que
en general incluyen la lipogénesis (formacidon de TG) vy lipdlisis (degradacion de TG con
salida de acidos grasos libres a la circulacién)(143).

En presencia de una sensibilidad normal, la insulina ejerce un efecto lipogénico
en el tejido adiposo favoreciendo su acumulacién por dos mecanismos: inhibiendo la
lipasa sensible a hormonas, una enzima lipolitica de triglicéridos inducida por
catecolaminas; y favoreciendo la entrada de glucosa y la formacién de acidos grasos. En
presencia de resistencia a la insulina el efecto lipolitico es mayor y la liberacion de
acidos grasos desde el tejido adiposo visceral favorece su llegada al higado.

En condiciones de balance energético positivo crénico, el adipocito puede
expandir su volumen hasta 1000 veces. El adipocito hipertréfico tiene una mayor tasa
lipolitica, lo cual condiciona una mayor liberacién de acidos grasos no esterificados a la
circulacidn, por lo tanto, mayor riesgo de acumulacién ectdpica de lipidos.

Por otra parte, los adipocitos de gran tamafio poseen una mayor sintesis y

liberaciéon de productos de secrecion del tejido adiposo (adipoquinas) que pueden
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deteriorar el metabolismo lipidico y glucidico, tener efectos pro-inflamatorios o pro-
trombéticos, ademas de inhibir la diferenciacién de pre-adipocitos en adipocitos(144).

Existen multiples adipoquinas nocivas cuya secrecion estd aumentada en los
adipocitos hipertroficos, entre las que destacan la leptina, resistina, angiotensina, y
citoquinas pro-inflamatorias (145),y secretan menor cantidad de adiponectina.

Producto de este ambiente auto/paracrino pro-inflamatorio, el tejido adiposo es
infiltrado por macrdéfagos, que a su vez secretan moléculas pro-inflamatorias, alterando
aun mas el perfil secretor del tejido, lo que perpetua el fendmeno(146). Todo ello
sustenta que el tamafio del adipocito del tejido adiposo abdominal subcutaneo se
relacione de manera directa con la resistencia a la insulina, siendo también un factor de

riesgo de DM2 (147).

9.3.2.- Resistencia hepdtica a la insulina

La insulina en el higado reduce la gluconeogénesis al disminuir la expresién
fundamentalmente de la glucosa-6-fosfatasa y de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa,
de este modo disminuye la liberacién de glucosa a la sangre. Ademas, la insulina activa
la expresién de SREBP-1c (sterol response element binding protein), que estimula la
expresion de genes inductores de la sintesis de acidos grasos vy triglicéridos, y por tanto
aumenta toda la lipogénesis hepatica especialmente de particulas VLDL. El aumento de
la sintesis de novo de acidos grasos, asi como su aumento procedente del tejido
adiposo, favorece la sintesis de VLDL, la oxidacidon de acidos grasos, su acumulacién
hepdtica, la neoglucogénesis y el aumento de citoquinas proinflamatorias favoreciendo
un estado proinflamatorio sistémico. A su vez la acumulacidn de acidos grasos a nivel
hepdtico favorece una cada vez mayor resistencia a la insulina hepdtica y mayor

produccion de glucosa.
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9.3.3.- Resistencia a la insulina del musculo esquelético

El incremento en sangre de acidos grasos libres impide la normal captacién de
glucosa por el musculo esquelético favoreciendo el desarrollo de hiperglucemia. Los
depdsitos de grasa musculares también favorecen el desarrollo de una mayor resistencia

a lainsulina a través de la activacion de varios factores de transcripcion incluido PKCe.
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10.- ASOCIACION ENTRE METABOLISMO DEL HIERRO, LA
HIPERTRIGLICERIDEMIA Y LA RESISTENCIA PERIFERICA A LA INSULINA.

La ferritina es una proteina encargada de la homeostasis férrica, y representa la
reserva de hierro corporal. Sin embargo, en las ultimas décadas varios estudios
epidemioldgicos han evidenciado que los niveles elevados de dicha proteina en suero

tienen un impacto nocivo sobre el organismo.

Se han realizado multiples meta-andlisis en los que se ha demostrado la
correlacién positiva que existe entre los niveles de ferritina con la hipertension, la DM2,
la grasa abdominal, la dislipemia, la hipertrigliceridemia primaria(149), resistencia

periférica a la insulina (IRS) y el sindrome metabdlico(150,151).

En definitiva, la homeostasis del hierro participa posiblemente en la patogenia,
siendo por tanto un factor de riesgo los niveles séricos elevados, de desarrollar
enfermedad cardiovascular y endocrinopatias. Sin embargo, todavia no hay estudios que
expliguen cual es el mecanismo fisiopatologico y las consecuencias directas de

desarrollar hiperferritinemia con la resistencia periférica a la insulina(152).

Al igual que se demostrd la evidente asociacién de la hiperferritinemia con el
sindrome metabdlico, se ha demostrado que la sobrecarga hepatica de hierro también
se relaciona con la resistencia a la insulina. Su incidencia se ha visto incrementada de
una forma importante en los paises occidentales, y existen estudios poblacionales con
mas de 10.000 pacientes que certifican la correlacion positiva de la hiperferritinemia

con alteraciones del perfil glucidico (153).

Aqui en Espafa, y mas especificamente en Aragdn, se publicaron datos similares
gue corroboraron esta asociacién, y concluian que los niveles séricos de ferritina
estaban relacionados directamente con el sindrome metabdlico (de forma mas
especifica con la obesidad central y la hipertrigliceridemia), y con la resistencia periférica

a la insulina, calculado a través del indice HOMA. Los resultados de este estudio

91



[ ]
“Efecto de las flebotomias terapéuticas sobre la resistencia periférica a la insulinaen | 2018
pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia”

sugerian que la ferritina sérica podria usarse como un marcador de dafio metabdlico

temprano, que antecediera al desarrollo del sindrome metabdlico (154).

Esta relacion queda todavia mas patente en aquellos pacientes con
hemocromatosis hereditaria o politrasfundidos. Por otro lado, los pacientes con dafio
hepatico por esteatohepatitis no alcoholica (NASH) también se caracterizan por mayor
prevalencia de resistencia a la insulina, lo que nos sugiere que en el caso de los
pacientes con sobrecarga férrica esta condicién es causa del desarrollo de la resistencia

insulinica.

Desde la década de los 80, se conoce que la insulina estimula la captacion de
transferrina diférrica en adipocitos y hepatocitos(155). Esto concuerda con los hallazgos
encontrados en los que al igual que se ha demostrado que la hiperferritinemia predice el
desarrollo de resistencia a la insulina a nivel hepdtico, también hay otros estudios que

han asociado su impacto sobre el tejido adiposo.

Un estudio cross-sectional reciente, ha demostrado que la sobrecarga férrica
tiene impacto sobre el tejido adiposo en asociacidn con la resistencia a la insulina. Se ha
analizado mediante 3 cohortes independientes, la expresidon en el tejido adiposo de
ferroportina, el receptor de la transferrina y ferritina. Los resultados de este estudio
avocaron que los niveles de ferritina y su mRNA en el tejido adiposo humano,
descendieron paralelamente con la obesidad y la resistencia a la insulina en las tres
cohortes. También fue positiva la asociacion del mRNA adipogénico y la accion de la
insulina. Ademas, se demostrd que la pérdida de peso conllevaba un descenso de
receptor de la transferrina, la ferroportina y ferritina, en el tejido adiposo subcutdneo,

evidenciando mejoria paralela en la accion insulinica(156).

La fuerte asociacidn entre la transferrina y los genes adipogénicos, sugiere que la
transferrina es un importante componente que se asocia con la expansion del tejido
adiposo, probablemente creando adicionalmente un impacto sobre el metabolismo de
la glucosa. Por otro lado, la asociacion de la ferroportina con los marcadores

inflamatorios y de estrés oxidativo (TNFa) coloca la sobrecarga de hierro como un
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importante contribuyente para la obesidad-disfuncién del tejido adiposo e
inflamacién(157). Es mas, la pérdida importante de peso induce una mejor sensibilidad
de la insulina y produce cambios de forma paralela con la expresién génica de los

factores involucrados en el metabolismo del hierro.

Estos resultados concuerdan con los publicados en murinos, en los que se
comprobd cémo la reduccion de los niveles de hierro con Deferoxamina, quelante del
hierro, inhibia el desarrollo de la hipertrofia del adipocito al reducir la capacidad de

infiltraciéon del macréfago en el tejido adiposo(158).

Ademas se observd que la reduccion del estrés oxidativo y de la produccién de
citoquinas inflamatorias, conllevaba una mejora en el metabolismo de la glucosa al
favorecer la sefializacion para la insulina en el tejido adiposo y en el musculo

esquelético.

A nivel analitico se han realizado multiples estudios en los que se ha relacionado
claramente niveles elevados de PCR y de ferritina en aquellos pacientes con sindrome
metabdlico o resistencia periférica a la insulina. Se considera que estos marcadores
(reactantes de fase aguda) revelan el grado de inflamacién, que se traduce de una forma
o de otra en el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y/o diabetes. Por
este motivo se han propuesto estos dos marcadores como Utiles en la evaluacién

evolutiva de los pacientes que se someten a tratamiento.

Desde el punto de vista inflamatorio, el tejido adiposo, es un érgano endocrino
gue segrega citoquinas con actividad proinflamatorias, que pueden desregular las
funciones metabdlicas(159). Estas proteinas estan ligadas a la obesidad y reacciones
inmunoldgicas e inflamatorias. Las mds destacadas, como se ha detallado a lo largo de la
introduccidn son la leptina, adiponectina, TNF alfa, IL6, el activador del plasmindgeno 1,

entre otras.

Se ha investigado el efecto del hierro sobre la adiponectina, que es una

adipoquina sensible a la insulina cuyos niveles estan descendidos en los pacientes

93



[ ]
“Efecto de las flebotomias terapéuticas sobre la resistencia periférica a la insulinaen | 2018
pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia”

diabéticos. Estudios han demostrado que los pacientes con DM2 o sindrome
metabdlico, la ferritina se encuentra incrementada y la adiponectina disminuida. El
hierro ejerce una regulacion negativa de la transcripcién de la adiponectina mediado por
la via FOX01(160). Ademas, el exceso de hierro dafia la funcién de las células B

pancreaticas y produce su apoptosis.

Estudios en ratones, han comprobado que la pérdida de canal exportador de
hierro en el adipocito, la ferroportina, conllevan una sobrecarga de hierro, una
disminucion de la adiponectina y resistencia periférica a la insulina. Este hecho se ha
visto corroborado por estudios en pacientes con hemocromatosis hereditaria, en los que
al realizar depleciones férricas se ha observado un descenso del hierro a nivel
adipocitario, un aumento de la adiponectina, una mejoria de la tolerancia a la glucosa y

un aumento de la sensibilidad a la insulina.

Por otro lado, ya hemos comentado que el hierro almacenado en los hepatocitos
interfiere de una manera directa con las vias metabdlicas de la insulina. También se ha
demostrado en modelos murinos que la expresion génica de la adiponectina estd

descendida y relacionada con la resistencia insulinica.

Las flebotomias en humanos con mala tolerancia a la glucosa y con valores de
ferritina en el rango superior del cuartil de normalidad, incrementa la adiponectina y
mejora la tolerancia a la glucosa(161). Esos hallazgos podrian justificar el papel causal
del hierro como un factor de riesgo para el sindrome metabdlico y juega un papel en los
adipocitos modulando su metabolismo a través de la adiponectina en respuesta a los

niveles de depdsito de hierro(160).

El retinol binding protein 4 secretada por el tejido adiposo, se ha relacionado con
la obesidad, resistencia a la insulina, diabetes y sindrome metabdlico(107). En estudios
muy recientes en los que se ha relacionado esta proteina con la hipertrigliceridemia, la
resistencia a la insulina y sus consecuentes implicaciones con la enfermedad

cardiovascular(162). La IL6 (163) o en NF-kB (164) también son conocidos como

94



[ ]
“Efecto de las flebotomias terapéuticas sobre la resistencia periférica a la insulinaen | 2018
pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia”

mediadores de procesos inflamatorios, y se encuentra elevados en pacientes

obesos(163).

En definitiva, queda patente que existe una clara relacién entre el metabolismo
del hierro, el glucidico y el lipidico. La evidencia clinica lo correlaciona y ello sugiere que
existan mecanismos fisiopatoldgicos comunes entre la elevacidn de los niveles de hierro,

triglicéridos y la resistencia a la insulina.

Por tanto, puesto que comparten mecanismos fisiopatogénicos comunes,
aquellos pacientes con elevacion de los niveles de hierro podrian beneficiarse de
flebotomias, tanto para descender los niveles férricos, como para mejorar la resistencia

periférica a la insulina y la hipertrigliceridemia.

Esto concordaria con lo que se observa en pacientes hemocromatédsicos, que
tienen predisposicion a desarrollar hipertrigliceridemia primaria(149), y la respuesta
favorable de ambos pardmetros al tratamiento con flebotomias terapéuticas. Por otro
lado, en los pacientes con hemocromatosis se ha demostrado la asociacion entre el
dafio hepatico por sobrecarga férrica con la alteracidon de la sensibilidad a la insulina
hepatica y con la disfuncidon pancredtica, que mejoran tras las flebotomias terapéuticas.
Si bien sugiere que hay mejoria del metabolismo glucidico al mejorar el dafio hepatico,
en pacientes con esteatosis alcohdlica y con hiperferritinemia no hay tanta evidencia de
gue realmente haya una mejoria de la resistencia periférica a la insulina tras realizar
flebotomias terapéuticas (165), por lo tanto, queda mucho por estudiar para

comprender la relacion causal existe entre estas alteraciones metabdlicas.
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Capitulo Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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1.- HIPOTESIS
La hipotesis del estudio es que la deplecién del hierro corporal mediante
flebotomias terapéuticas en sujetos con sobrecarga de hierro e hipertrigliceridemia

disminuye la resistencia periférica a la insulina.

2.- OBJETIVOS

Este estudio pretende valorar si mediante la deplecién de hierro corporal a
través de flebotomias seriadas (en total 3 sesiones de 400 ml/sesion realizada cada 2
semanas), en pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia, alcanzan los

siguientes objetivos:

2.1.- Objetivo principal

El propdsito del estudio es evaluar si el grupo aleatorizado a recibir tratamiento
con consejo dietético y flebotomias terapéuticas, presenta una mejoria significativa
sobre la resistencia periférica a la insulina, estimada a través del indice HOMA, respecto

al grupo aleatorizado a recibir tratamiento sélo con consejo dietético.

2.2.- Objetivos secundarios

1. Evaluar el efecto de la realizacién de flebotomias terapéuticas y recibir consejo
dietético, en comparacién con sdélo recibir consejo dietético, sobre el
metabolismo glucidico, lipidico, férrico y la respuesta inflamatoria.

2. Determinar el efecto de la deplecion de hierro corporal a través de flebotomias
seriadas sobre la concentracién de triglicéridos, en comparacién con el grupo

asignado a consejos dietéticos
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Determinar el efecto de la deplecion de hierro corporal a través de flebotomias
seriadas sobre el metabolismo férrico, incluyendo como parametro fundamental
la hepcidina, y otros como la ferritina, en comparacién con el grupo asignado a

consejos dietéticos.

Determinar el efecto de la deplecion de hierro corporal a través de flebotomias
seriadas sobre el metabolismo glucidico, incluyendo como parametro
fundamental el indice HOMA, y otros como la glucosa sérica, la insulina sérica y
la hemoglobina glicada, en comparacidon con el grupo asignado a consejos

dietéticos.

Determinar el efecto de la deplecién de hierro corporal a través de flebotomias
seriadas sobre el metabolismo lipidico a través de la medicion de la variacidon de
la concentracion de colesterol total, HDL-colesterol, no HDL-colesterol,
lipoproteina (a), apolipoproteina Al y B, en comparacién con el grupo asignado a

consejos dietéticos.

Determinar el efecto de la deplecion de hierro corporal a través de flebotomias
seriadas sobre la concentracién de citoquinas inflamatorias, como Ia
adiponectina, leptina, resistina, IL-6, TNF-a y RBP4, en comparacion con el grupo

asignado a consejos dietéticos.

Determinar el efecto de la deplecidn de hierro corporal a través de flebotomias

seriadas sobre la concentracidn plasmatica de proteina C reactiva (PCR).

Determinar si los niveles basales de ferritina influyen sobre el efecto que
produce la deplecion férrica sobre el perfil inflamatorio, glucidico, lipidico y

férrico, y compararlo con el grupo asignado a consejos dietéticos.

Determinar si los niveles basales de triglicéridos influyen sobre el efecto que
produce la deplecién férrica sobre el perfil inflamatorio, glucidico, lipidico y

férrico, y compararlo con el grupo asignado a consejos dietéticos.
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10. Determinar si los niveles basales de indice HOMA influyen sobre el efecto que
produce la deplecidn férrica sobre el perfil inflamatorio, glucidico, lipidico y

férrico, y compararlo con el grupo asignado a consejos dietéticos.

11. Determinar si los niveles basales de PCR sérica influyen sobre el efecto que
produce la deplecién férrica sobre el perfil inflamatorio, glucidico, lipidico y

férrico, y compararlo con el grupo asignado a consejos dietéticos.
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Capitulo Ill. MATERIAL Y METODOS
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1.- PLANTEAMIENTO GENERAL

El estudio realizado es prospectivo, aleatorizado y controlado, llevado a cabo con
adultos, en rango de edad comprendido entre los 18 anos y los 70 anos. Todos los
pacientes pertenecen a un unico centro hospitalario (H. Universitario Miguel Servet de
Zaragoza), y han sido remitidos o bien desde la consulta de eritropatologia del servicio
de Hematologia y Hemoterapia, o bien de la consulta de la unidad de lipidos del servicio
de Medicina Interna.
Tras incluir a los pacientes en el estudio, se aleatorizaron en dos grupos. Todos ellos (en
ambos grupos) recibieron educacion nutricional y a todos los integrantes de uno de los
dos grupos se les realizo flebotomias terapéuticas seriadas.

El reclutamiento de los pacientes se realizé entre abril del 2013 y diciembre del
2015. Todos los pacientes tenian hipertrigliceridemia e hiperferritinemia y cumplian los
mismos criterios de inclusiéon y exclusién. Como se ha descrito previamente (ver
introducciodn, apartado 10), hay evidencia cientifica de la relacion en el mecanismo
fisiopatogénico de la hiperferritinemia con el desarrollo de hipertrigliceridemia y
resistencia periférica a la insulina, sin embargo, no quedan claros cuales son dichos
mecanismos. No queda claro si la sobrecarga férrica per se juega un papel causal en el
desarrollo de hipertrigliceridemia o si bien comparten mecanismos etiopatogénicos

comunes que hacen que aumenten de forma paralela.

Como parte del estudio, se ha realizado un estudio nutricional y una evaluacion
antropométrica a todos los pacientes en las dos visitas y se ha evaluado la adherencia y
la respuesta a la dieta cardiosaludable adaptada a las recomendaciones establecidas
para hipertrigliceridemia propuesta a todos los participantes del estudio,

complementado con la evaluacién analitica.
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1.1.- Aspectos éticos y legales

Este estudio se ha realizado en todo momento de acuerdo con las directrices
establecidas en la Declaracién de Helsinki y todos los procedimientos en seres humanos
fueron aprobados por el Comité Etico de Investigacién Clinica de Aragén (CEICA). La
participaciéon en el estudio fue totalmente voluntaria y los sujetos participantes

rellenaron un consentimiento informado y firmado.
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2.- SELECCION DE PARTICIPANTES

Todos los pacientes integrantes del estudio, han sido valorados en la Unidad de

de Lipidos del centro, por facultativos expertos en dicho campo de estudio. Una vez
atendido el paciente en la consulta (visita de screening), y tras ser considerado apto
para poder participar en el estudio, se le ofrecié detallada informacién (tanto oral como
escrita) sobre la posibilidad de participar, y tras su consentimiento por su escrito, se
dispuso a incluirlo en el ensayo.
Tras esa primera visita de reclutamiento, todos los participantes fueron recibidos en al
menos dos ocasiones en la consulta de lipidos con un intervalo de unos 3 meses. En
dichas consultas se valord tanto clinica como analiticamente a cada uno de los
pacientes, antes y después de la intervencion.

Todos los adultos que participaron en el estudio, se aleatorizaron mediante un
software informatico de libre disposicién en dos grupos, y posteriormente fueron
atendidos en la consulta especializada de lipidos, donde se realiz6 una exhaustiva
historia clinica, y se procedié a la toma de medidas antropométricas y la extraccion de
muestras de sangre para el estudio analitico.

Todas las medidas (medida de presién arterial, perimetro de cintura, peso y talla)
se llevaron a cabo en la consulta especializada de lipidos por personal cualificado y
entrenado; con ello se pretendid evitar el coeficiente de variacion inter-observador.

Del mismo modo, este personal fue el encargado, bajo condiciones asépticas, de

obtener todas las muestras de sangre para su posterior analisis en el laboratorio.

Todos los sujetos recibieron por parte de nutricionistas especializadas en
alteraciones del metabolismo lipidico, instrucciones sobre habitos de ejercicio fisico y
sobre una dieta cardiosaludable adaptada a la hipertrigliceridemia.

Por otro lado, a los pacientes antes de ser aleatorizados se les explicé
detalladamente en qué consistia dicho procedimiento, la frecuencia con la que iba a

procederse su realizacién y las posibles reacciones adversas (ver apartado 8.1).
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Las flebotomias se llevaron a cabo en el servicio de Hematologia, por personal

altamente capacitado en aféresis y donacion de componentes sanguineos.

Todos los pacientes fueron citados y registrados en la sala de aféresis del H.
Miguel Servet. Previamente a su realizacion se confirmdé que todos presentaban niveles
de hemoglobina superiores a 12 g/dl y que las constantes vitales eran adecuadas para
llevar a cabo el procedimiento de forma segura de acuerdo a protocolos previamente
estandarizados

Una vez se realizaron las tres flebotomias se reevalud a todos los pacientes en la

visita final de estudio, que se programd 2 semanas después de la ultima sangria.

2.1.- Descripcion de las intervenciones realizadas en cada grupo.

2.1.1.- Consejos cardiosaludables adaptados a Ilas recomendaciones para

hipertrigliceridemia.

Todos pacientes que se incluyeron en el estudio, independientemente del grupo
al que fueron aleatorizados, recibieron consejos cardiosaludables adaptados a las

recomendaciones en hipertrigliceridemia.

Estas recomendaciones se hicieron basadas en el patrén de dieta mediterranea,

gue ayuda a mantener una vida sana y mantener el peso adecuado.

La principal recomendacion es el mantener una dieta equilibrada, realizando
varias ingestas de cuantia moderada varias veces al dia. También se recomienda que a la

hora de consumir productos ricos en grasa, ésta proceda de aceite de oliva.

Ademas, se hizo especial hincapié en el consumo reducido de alimentos con alto
contenido en azuUcares simples, carbohidratos refinados y procesados. Ademas, se

desaconsejo el consumo de alcohol y el tabaquismo.

Por otro lado, se instd a los pacientes a realizar ejercicio fisico de forma regular,

varios dias a la semana.
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2.1.2.- Flebotomia terapéutica.

La flebotomia terapéutica consiste en una venopuncidén, normalmente en
antebrazo (de la vena cefalica, basilica o cubital media) y se extraen alrededor de 400 ml
de sangre total. Tras la extraccion se comprobd de nuevo las constantes vitales y se les
ofrecié una bebida, antes de abandonar la sala.

Dado que los pacientes se encontraban bajo ensayo clinico y por tanto en ningun
caso fue una donacidon altruista, (la intenciéon de la intervencion era obtener un

beneficio del mismo), toda la sangre extraida fue desechada.

Por otro lado, como con cualquier paciente, antes de comenzar la extraccién, se
explicd detalladamente cuales eran los posibles efectos secundarios de la flebotomia y
en caso de intolerancia (anemia, hipotensiéon o aprensién) se procedié a su inmediata

suspension, pese no haber alcanzado los objetivos establecidos.

2.2.- Criterios de inclusion

0 Hombresy mujeres mayores de 18 afios y menores de 70 afios.
O Ferritina sérica >300 ng/ml en hombres y >200 ng/ml en mujeres.

O Trigliceridemia >200 mg/dl con al menos diez horas de ayuno y en dos ocasiones

diferentes después de una dieta hipolipemiante.

Todos los pacientes habian presentado cifras elevadas de triglicéridos en los tres
meses previos al estudio, y en caso de que estuvieran en tratamiento hipolipemiante se

les retird durante 6 semanas antes de incluirlos en el estudio.

2.3.- Criterios de exclusion
0 Contraindicaciones clinicas para realizar flebotomias seriadas: malos accesos
venosos, intolerancia previa (hipotensiéon o aprension), cardiopatia isquémica,
insuficiencia cardiaca con grado superior a Il de la clasificacion de NYHA o

anemia.
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0 Consumo de alcohol > 30 gr al dia en hombres o > 25gr al dia en mujeres.

0 Sujetos que sufren alguna enfermedad aguda o crénica, como hepatopatia (GOT
y/o GPT > 2,5 por encima del valor normal), hemocromatosis, diabetes mal
controlada con hemoglobina glicosilada > 8%, enfermedades renales (creatinina

>2 mg/dl), cancer y enfermedades tiroideas no controladas.
0 Concentracion de PCR > 10 mg/L como marcador de enfermedad inflamatoria.

O Pacientes gestantes.

2.4.- Aleatorizacion de los participantes

En total se incluyeron en el estudio en el estudio un total de 83 pacientes (ver

seccion 4.1, tamaino muestral), los cuales se aleatorizaron a dos grupos a razén de 1:1.

Tabla 3: Intervencidn por grupos.

GRUPOS Experimental Control
INTERVENCION Flebotomias 400 ml/3 semanas. Conseio dietético v de estilo de
ASIGNADA Consejo dietético y de estilo de ) ¥

vida saludable. vida saludable.

2.4.1.- Grupo Experimental

Los sujetos aleatorizados en el grupo experimental recibieron en primer lugar
por escrito y verbalmente los consejos sobre la dieta hipocalérica que iban a llevar a
cabo durante los siguientes 3 meses, ademas de otras recomendaciones higiénico-

dietéticas y habitos de vida saludables.

Ademas de ello, se les citdé de forma programada para realizar un total de 3
flebotomias terapéuticas, realizadas cada 21 dias, consistentes en la extraccién por

venopuncion periférica alrededor de 400 ml de sangre total.
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2.4.2.- Grupo Control

El grupo control recibe de forma equivalente al grupo experimental los consejos
sobre la dieta hipocalérica que iban a llevar a cabo durante los siguientes 3 meses (tanto
de forma oral como escrita), ademas de otras recomendaciones higiénico-dietéticas y

habitos de vida saludables (ver anexo).
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3.- VARIABLES RECOGIDAS Y ANALIZADAS EN EL ESTUDIO.

3.1.- Datos socio-demograficos, estilos de vida y estado de salud.

0 Datos socio-demograficos: Se recopilé informacion sobre la edad del paciente.

0 Estado de salud: Se pidié informacidon sobre la presencia de enfermedades
cronicas (diabetes, hipertension, insuficiencia cardiaca...) y si se seguia algun
tratamiento.

0 Habitos no saludables: Se recogié informacién sobre el consumo de tabaco
(fumador activo, no fumador o ex-fumador), sobre el consumo de alcohol, y en

qué cantidad (criterio de exclusion), y otros téxicos.

3.2- Medidas antropométricas.

Las medidas antropométricas fueron tomadas en el transcurso de la entrevista
en la primera visita y al finalizar el estudio (a los 3 meses): peso, talla, perimetro de
cintura, tensién arterial sistélica (TAS) y tensidn arterial diastélica (TAD). A partir de
estas medidas se calculd otro indicador antropométrico, el indice de masa corporal (IMC
=peso (kg)/talla (m?)).

0 Peso corporal: se realizé con el sujeto descalzo y en ropa ligera, utilizando una

bascula portatil digital, con una precisién de 100 g.

0 Talla: Su medicidn se realizd utilizando un tallimetro con la cabeza del sujeto en
el plano de Frankfurt y con una precisién milimétrica.
O Perimetro de cintura: El perimetro se midié con una cinta métrica no extensible

y con una precisién de 0,1 cm Para realizar esta medida se pidid a los sujetos que

se mantuvieran derechos, en posicidn relajada y con los pies juntos. El perimetro

de cintura se midié como la menor circunferencia horizontal entre los margenes
costales y la cresta iliaca, y en espiracion.
0 Indice de Masa Corporal (IMC): Se calculé empleando el peso vy la talla (Kg/m?)

para cada individuo. La interpretacién de los valores de IMC obtenidos para
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o

adultos fue de acuerdo con la prevalencia de peso normal: <25 kg/m2;
Sobrepeso: >25 a <30 kg/m?; Obesidad: >30 kg/m?2.

Tensidn arterial: La tension arterial se midié automaticamente con una precisiéon
de 1 mmHg La medida se realizé en el brazo izquierdo con los sujetos sentados y
con la palma de la mano hacia arriba, tras haber permanecido al menos 2

minutos en situacion de reposo.

3.3.- Parametros analiticos.

Todos los participantes del estudio fueron citados a primera hora de la manana

tras unas 12 horas de ayuno. La extraccidn analitica se realizé en la misma consulta, por

parte d

e enfermeria, bajo condiciones asépticas en la vena antecubital.

Se obtuvo al menos un tubo de EDTA para realizar el hemograma y otro tubo de

suero para el resto de determinaciones bioquimicas. Las muestras de sangre fueron

obtenidas en todos los participantes del estudio antes y después de la intervencion.

La determinacién de los pardmetros analiticos se llevd a cabo como se especifica

a continuacion:

(0]

(0]

La ferritina determinada con el Ferritin Kit, basado en reaccién antigeno-
anticuerpo detectado por turbidimetria el analizador AU5400 (Beckman Coulter,
Kraemer Bld. Brea, CA 92821, USA).

Triglicéridos, colesterol total, colesterol HDL, glucosa, aspartato
aminotransferasa (AST) y alanin aminotransferasa (ALT) se calcularon mediante
el analizador de espectrofotometria automatico AU5400 (Kit Beckman Coulter).
La insulina sérica se ha cuantificado mediante inmunofijacion de microparticulas
guimioluminiscentes, con un kit ultrasensible automatico Architect (Abbott, Park
Road, lllinois).

La concentracion de PCR se determiné por inmunofijacién turbidimétrica
automatic en el analizador AU5400 (Beckman Coulter, CA, USA) con el kit

comercial de alta sensibilidad.
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El HOMA-IR (Modelo homeostatico de resistencia a la insulina) se ha calculado
a través de la siguiente férmula matematica:

(Glucosa (mg/dl) x Insulina (mU/L)) / 405.
El perfil de adipoquinas se determind segun el protocolo MILLIPLEX® MAP Kits
(Cat.#.HADK1MAG-61K, HADK2MAG-61K, HKIEMAG-99K, Millipore).
Se ha cuantificado la Adiponectina y la Resistina con el Human Adipokine
Magnetic Bead Panel 1.
La Leptina, IL-6 y TNF-a se cuantificaron a través del Human Adipokine Magnetic
Bead Panel 2.
El Retinol Binding Protein 4 se determind con el kit Human Kidney Injury

Magnetic Bead Panel 6.

Las placas se corrieron en un LABSCAN100 (Luminex) y los datos se recogieron y

analizaron usando el software Luminex xPONENT®.

(0]

La concentracion del péptido bioactivo de Hepcidina-25 se determiné usando el
kit ELISA sensible (Cat.#. EIA-5782, Hepcidin 25 (bioactive) HS ELISA, DRG

Germany).

Los andlisis se realizaron por duplicado segun las instrucciones del fabricante con 20 plL

de plasma sin dilucién.
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4.- ANALISIS ESTADISTICO

Todos los pacientes que completaron el estudio se incluyeron en la base de
datos, independientemente de si habian llevado a cabo de forma adecuada lo indicado
en la intervencion asignada (flebotomias o dieta), dado que se trata de un estudio que
pretende realizar un analisis por intencidn de tratar. El primer paso para la realizacién
del andlisis estadistico es la creacién de una base de datos numérica, que
posteriormente se ha analizado mediante el programa IBM SPSS Statistics versién 20.0

(SPSS, Inc., Chicago, IL).

Con el fin de realizar las comparaciones de los diferentes parametros analizados
con el procedimiento mas correcto posible, se ha comprobado en primer lugar los
supuestos de normalidad. Para ello, se ha aplicado para cada variable cuantitativa
continua el test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov.

El ajuste de las variables basales se realizd mediante el analisis de la covarianza
con la trasformacion logaritmica de la variable dependiente, en caso de serlo necesario.

Por otro lado, se realizaron comparaciones intragrupales de las muestras
obtenidas previa y posteriormente a la intervencién, mediante una prueba t para
muestras relacionadas o el test de Wilcoxon.

Las variables continuas con una distribucién normal se han expresado como la
media +2 desviaciones estandares (DS) y las que no siguen una distribucion normal con

la mediana y su percentil [25-75].

Las variables iniciales y de final de estudio se compararon en ambos grupos
mediante los andlisis estadisticos pertinentes como pruebas t de Student y Mann-
Whitney, Kruskall-Wallis o mediante la prueba de Chi cuadrado y exacta de Fisher.

El analisis por subgrupos se realizo tras la estratificacion de los grupos en funcién
de los niveles de ferritina sérica, indice HOMA, PCR sérica y triglicéridos basales, y por el
cambio absoluto y relativo en los niveles de ferritina a los 3 meses. Estos andlisis
estadisticos se realizaron con las pruebas pertinentes como t de student para muestras

pareadas o el Test de Wilcoxon.
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Por ultimo, se ha realizado el estudio de la influencia de la variacion de la
ferritina sobre la variacion de los diferentes parametros bioquimicos (parametros del
metabolismo de la glucosa, triglicéridos, GGT y GPT y RBP4), el cual se llevé a cabo
mediante regresion lineal multiple.

Las variables independientes introducidas en el modelo fueron: variacion de
ferritina y variacidon de peso. En el caso de que este modelo resultara significativo, se
realizd un nuevo modelo introduciendo como variables independientes las

concentraciones basales de ferritina, triglicéridos, PCR y HOMA.

Se considero estadisticamente significativo un valor de p de 0,05.

4.1.- Calculo del tamano muestral:

El tamafio muestral que se calculé para llevar a cabo el estudio fue de 83
individuos adultos reclutados a lo largo de dos afios y medio y divididos de forma

aleatoria en dos grupos homogéneos.

Respecto a la muestra, este niumero de individuos ha permitido estimar los
acontecimientos considerando un error tipo | = 0.05, un error tipo Il = 0.01 y una

precision del 5%.

Los sujetos de la muestra final fueron estratificados por sexo y edad; no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en estas variables en los grupos
a estudio finales.

Para realizar el calculo del tamafio muestral, se ha considerado el estudio
unilateral y se ha estimado una potencia estadistica del 90% y un intervalo de confianza

del 90%, y un error de +95%. Se ha calculado el tamafio muestral a través de estimacion
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de proporciones, asumiendo que el grupo placebo tendria un 5% de descenso en los

niveles de triglicéridos y el grupo intervencién un 25%.

Se ha asumido un 15% de pérdidas potenciales.
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Capitulo IV. RESULTADOS
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Los datos analizados sobre el estudio realizado, revelaron que se seleccionaron
en una primera visita basal 127 pacientes para el pre-screening. De todos ellos, 31 no
cumplieron los criterios de inclusidn y 10 pacientes no quisieron participar en el estudio.
Con todo ello, 86 pacientes voluntarios y dando su consentimiento informado, entraron
a participar en el ensayo. Todos ellos recibieron los consejos dietéticos cardiosaludables
ajustados a hipertrigliceridemia, y 46 fueron aleatorizados a recibir flebotomias

terapéuticas y 40 pacientes no recibieron otros tratamientos.

Del grupo asignado a flebotomias de 46 pacientes voluntarios, 1 fue perdido a lo
largo del seguimiento. Del grupo de 40 voluntarios asignados a recibir sélo los consejos
dietéticos, 2 pacientes se perdieron en el seguimiento. Por tanto, en la visita final se
recibié a un total de 83 pacientes (45 del grupo flebotomias y 38 del grupo dieta)

(ver gréfico 2, en el apartado anexo).

Respecto a las flebotomias terapéuticas, la practica mayoria de los pacientes
toleraron sin ninguna incidencia el procedimiento; tan sélo un paciente presentd un
cuadro vasovagal autolimitado que recuperé con medidas posturales. Ninguno de los

pacientes se anemizo.
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1.- DATOS ANTROPOMETRICOS, CLINICOS Y ANALITICOS DESCRIPTIVOS
BASALES DE LOS PACIENTES ALEATORIZADOS A CADA GRUPO.

En un primer lugar se observd que la muestra no es representativa de la
poblacién general dada la alta proporcidn de varones incluidos en el estudio (mas del
95%), que es ldgico y consistente con que la hiperferritinemia sea de mayor prevalencia
en el sexo masculino (las mujeres presentan pérdidas férricas naturales y por tanto no

suelen presentar hiperferritinemia).

Si bien no es representativa de la poblacién general, si podemos decir que la
muestra es representativa de la poblacién caracteristica seleccionada para este estudio,
siendo sujetos hipertrigliceridémicos y con hiperferritinemia, y que la distribucién de los

grupos fue homogénea.

Tabla 2: Distribucion por sexo de los sujetos del estudio en funcion del grupo al que
fueron aleatorizados?.

Flebotomias + consejo

Consejo dietético

dietético
(n=46) (GEL))
Varén 44 (95,7%) 39 (97,5%) -
Mujer 2 (4,3%) 1(2,5%) -
Total 46 (100%) 40 (100%) 1,000

1] 0s valores estdn expresados en niimero de sujetos (%).
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test de Chi-cuadrado(o Fisher),
segun se aplique.

A continuacién, se expone en la tabla 3 las caracteristicas clinicas basales de

ambos grupos.
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Tabla 3: Descripcion de las caracteristicas clinicas basales en funcion del grupo al que
fueron aleatorizados los pacientes en el estudio?.

Flebotomias + consejo dietético Consejo dietético p2
N=46 N=40

Afios, edad 53,0+10,4 52,1+12,2 0,695
Sexo (varén), n (%) 44 95,7] 39 [97,5] 1,000
Peso, Kg 85 4+11,4 882+10,4 0,239
IMC, kg/m? 2924327 29.5+2.96 0,668
:;"metm abdominal, 103+9,90 103+7,71 0,666
PA sistolica, mmHg 136417,0 139+17,6 0,459
PA diastdlica, mmHg 84,3+10,8 86,8+9,81 0,263

1] os valores se expresan como media + desviacidn estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test de t de Student (o Mann-
Whitney), Chi-cuadrado (o Fisher), segtn se aplique.

En la tabla 3 se describen las caracteristicas clinicas basales de ambos grupos, sin

gue se observen diferencias significativas.

La practica totalidad de los pacientes incluidos en el estudio eran varones (mas
del 95%), con una media de edad que levemente superior a los 50 afios, y con un indice
de masa corporal en su mayoria compatible con sobrepeso (IMC 29 Kg/m?). Ademas, en
ambos grupos el perimetro abdominal superaba de media los 102 cm, resultado que

coincide con la presencia de pacientes afectos de sindrome metabdlico.

Otra variable que se estudid en relacion a los habitos toxicos de los pacientes fue
el tabaquismo. En el grafico nimero 1 se revela el nimero de no fumadores, fumadores
y ex-fumadores de cada grupo. Tampoco se observaron diferencias significativas entre

ambos grupos.
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Grafico 1: Distribucion de los pacientes respecto a su habito toxico con el tabaco en funcién de
los grupos a los que fueron aleatorizados.

El valor de p se refiere a diferencias estadisticas entre el las diferentes categorias de hdbito
tabdquico dentro de cada grupo a estudio.

Entre las caracteristicas basales del perfil lipidico, tal y como se observa en la
tabla 4, la p estadistica no es significativa (p>0,05) en ninguno de los parametros
calculados: colesterol total y HDL, apoB y triglicéridos.

Ademas, también se ha incluido el perfil hepatico que de la misma manera no

existen diferencias significativas entre ambos grupos.
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Tabla 4: Descripcion de las caracteristicas bioquimicas generales basales del perfil
hepético y lipidico de cada uno de los grupos incluidos en el estudio?.

Flebotomias + consejo Consejo dietético
dietético P?
N=46 N=40
Colesterol Total, mg/dI 246+48,0 243153,3 0,767
Colesterol HDL, mg/dI| 43,5+8,17 41,5+8,37 0,289
Triglicéridos, mg/dlI 270 [190-437] 249 [185-335] 0,594
Apolipoproteina B, mg/dlI 136+29,7 134+28,8 0,759
GGT, UI/L 35,0 [24,0-56,0] 45,0 [26,0-66,0] 0,347
ALT, UI/L 30,8+15,9 30,2+13,1 0,845
PCR, mg/L 2,0 [1,0-3,5] 2,4 [1,4-3,7] 0,181

1l os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test de Student, Mann-
Whitney.

Otro perfil elemental en nuestro estudio es el férrico. En la tabla 5 podemos ver
como no existen diferencias significativas entre ambos grupos en los valores basales de

ferritina, hepcidina o hemoglobina.

Tabla 5: Descripcidn de las caracteristicas basales sobre el metabolismo del hierro y la
hemoglobina de cada uno de los grupos incluidos en el estudio?.

Flebotomias + consejo Consejo dietético
dietético
N=46 N=40
Ferritina, ng/mL 579+185 515+180 0,113
Hepcidina, ng/mL 33,3+13,5 34,0+15,5 0,849
Hemoglobina, g/dI 15,2+1,06 15,4+0,97 0,438

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test de Student, Mann-
Whitney y Chi-cuadrado.

En la tabla 6se resefia, que no existen diferencias significativas entre el grupo
aleatorizado a dieta y el aleatorizado a flebotomias, en ninguno de los parametros en
relacion con el metabolismo glucémico, la glucosa, la insulina, el indice HOMA o la

hemoglobina glicosilada.
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Tabla 6: Descripcidon de las caracteristicas basales del metabolismo glucidico de cada
uno de los grupos incluidos en el estudio?.

Flebotomias + Consejo dietético
consejo dietético
N=46 N=40
Glucosa, mg/dl 94,5 [82,0-105] 95,0 [88,0-111] 0,312
Insulina, pUl/mL 9,20 [6,20-17,0] 12,1 [8,97-15,1] 0,169
HOMA-IR 4,31+10,5 3,33%1,80 0,569
HbA1c, % 5,40 [5,20-5,70] 5,50 [5,30-5,90] 0,166

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test de Student, Mann-
Whitney y Chi-cuadrado.

Respecto al perfil inflamatorio, todas las citoquinas proinflamatorias calculadas
resultaron ser equivalentes en ambos grupos. No se encontraron diferencias

significativas. En la tabla 7 se especifican dichos valores:

Tabla 7: Descripcion de las caracteristicas basales sobre las adipoquinas y citoquinas
pro-inflamatorias de cada uno de los grupos incluidos en el estudio?.

Flebotomias + consejo Consejo dietético
dietético
N=46 N=40
Leptina, pg/mL3 4,24 [2,83-7,21] 7,48 [4,95-13,3] 0,909
Adiponectina, pg/mL3 1,09 [0,73-1,69] 0,91 [0,63-1,44] 0,297
Resistina, pg/mL3 2,65+1,17 3,01+1,15 0,187
RBP4, ng/mL3 4,05+1,45 3,46%1,15 0,052
IL-6, pg/mL 1,90 [0,79-3,56] 1,54 [0,57-2,66] 0,255
TNF-a, pg/mL 3,97+1,32 4,01+1,52 0,893

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test de Student, Mann-
Whitney y Chi-cuadrado.

3Los valores de la leptina estdn expresados como 103, la adiponectina como 107 y la resistina y la RBP4 como

10°.
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2. RESULTADOS SOBRE LA VARIACION OBSERVADA TRAS LA INTERVENCION EN
EL GRUPO ALEATORIZADO A RECIBIR CONSEJO DIETETICO.

A continuacién, se expone las variaciones a nivel clinico y analitico donde se
observd que el grupo aleatorizado a recibir consejos dietéticos cardiosaludables. En
todas las tablas (8-13) se muestra los datos basales de este grupo y los observados a los

3 meses de la intervencidn, junto con la p estadistica de significacion.

Sobre el analisis de las variables clinicas, se observd que este grupo perdid peso
de una forma significativa, reflejado ademas en el indice de masa corporal (IMC), asi

como en el perimetro abdominal.

No se encontraron diferencias significativas en las medidas de presion arterial

(PA) sistdlica y diastdlica. Tabla 8.

Tabla 8: Variacion en las medidas clinicas y antropomeétricas tras la intervencion en el
grupo aleatorizado a consejo dietéticol.

EREL Visita final o
(N=40) (N=38) A% P
Peso, Kg 88,2+10,4 86,39 96 -2,63+3,06 | <0,001
IMC, kg/m? 29,542,96 28,7+2,89 2,63+3,06 | <0,001
:;r'metm abdominal, 103+7,71 101+7,93 -2,44+3,31 | <0,001
PA sistolica, mmHg 139+17,6 136+19,3 -1,31#11,0 | 0,334
PA diastdlica, mmHg 86,8+9 81 85,4+9 16 -1,40+8,17 | 0,174

1l os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

Respecto al perfil lipidico, no hubo hallazgos muy relevantes en este grupo. Tras
realizar la dieta, sélo encontramos diferencias significativas a los tres meses en los

niveles de colesterol total. Tabla 9.
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Tabla 9: Variacion del perfil lipidico tras la intervencidon en el grupo aleatorizado a
consejo dietéticol.

Basal Visita final
(N=40) (N=38) L

Colesterol total, 2434533 2284537 -4,66+152 | 0,032
mg/dl

Colesterol HDL, 41,548 37 40,1+7,11 1,16+15,7 | 0,271
mg/dl

Triglicéridos, mg/dl | 270 [190-437] 230 [162-386] 3,774392 | 0,497
Colesterol LDL,

mg/dl 138+40,96 1324391 -4,76+26,9 | 0,257
Apolipoproteina B, 136429,7 1304315 -1,44%17,2 | 0,534
mg/dl

1] 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

Se observé (tabla 10) que los niveles de ferritina mejoraron de forma significativa
tras la intervencion dietética. Esto implica que esta medida mejora la sobrecarga de

hierro y por tanto podemos deducir que también mejoraria el estado proinflamatorio.

Por otro lado, también se observaron diferencias significativas en los niveles de
plaquetas. La trombocitosis también esta relacionada con los procesos inflamatorios,
por tanto, podriamos relacionar este hallazgo como una mejoria del proceso

inflamatorio sistémico, aunque significativa, la diferencia fue pequefia.
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Tabla 10: Variacion del perfil tras la intervencion en el grupo aleatorizado a consejo
dietéticol.

Basal Visita final

(N=40) (N=38)
Hierro, pg/dl 91,4+32,5 88,7129,8 3,06%41,3 0,500
Ferritina, ng/mL 579+185 4531163 -11,6+18,0 0,001
Sat. transferrina, % 26,47+11,6 27,9+10,2 5,12+41,3 0,899
Hemoglobina, g/dI 15,2+1,06 15,5 [14,6-16,4] -0,45[-1,75-0,53] | 0,150
VCM, fL 92,8[85,3-103] | 90.7 [88.4-95.4] -0.65£2.09 0,112
Plaquetas, 10°/pL 221+44,0 210144.2 -4.631£12.5 0,019
Leucocitos, 103/uL 8,1[3,9-17,7] 7.95 [7.38-8.85] 0[-9.09-11.3] 0,943

1l os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

También a nivel del metabolismo glucidico se encontraron diferencias
significativas tras seguir los consejos dietéticos, en los niveles de glucosa, insulinay en la
resistencia periférica a la insulina. Sin embargo, no se observaron hallazgos significativos

en los valores de hemoglobina glicosilada. Ver Tabla 11.

Tabla 11: Variacion del perfil glucidico tras la intervencion en el grupo aleatorizado a
consejo dietéticol.

Visita final

(N=38)

Glucosa, mg/dl 95,0 [88,0-111] 95,5 [84,5-105] -3,67+10,5 0,038
Insulina, pul/mL 12,1[8,97-15,1] 10,1 [7,40-14,7] -9,47 [-26,7-5,77] | 0,029
HOMA-IR 3,33%1,80 2,74+1,28 -5,97+37,7 0,037
HbAlc, % 5,50 [5,30-5,90] 5,50 [5,40-5,80] 0[-3,54-1,81] 0,127

1] 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

A nivel hepatico, en la tabla 12, se muestran los valores de las enzimas hepaticas
cuya variacion resultd significativa tras los 3 meses de dieta. La PCR, indicador de

proceso inflamatorio no obtuvo diferencias significativas después de la intervencién.
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Tabla 12: Variacion en el perfil hepatico y tras la intervencion en el grupo aleatorizado
a consejo dietéticol.

Basal (N=40) Visita final (N=38)

GGT, U/L 45,0 [26,0-66,0] 32,5[24,8-51,3] -8,51+39,8 0,002
ALT, U/L 30,2+13,1 22,5 [19,0-30,3] -8,69+25,9 0,027
Acido urico, mg/dl 7,21+1,52 7,0941,40 -1,67+12,9 0,181
PCR, g/L 0,24 [0,14-0,37] 0,27 [0,15-0,45] -11,8 [-29,4-61,1] | 0,777

1] 0s valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

Respecto las citoquinas proinflamatorias, se encontraron diferencias
significativas tan sélo en los niveles de leptina. Esta hormona se secreta en el tejido
adiposo y sus niveles se correlacionan con el IMC. Dado que en este grupo se vio un

descenso significativo del peso y del IMC, estos hallazgos son congruentes.

Tabla 13: Variacidn en el perfil de adipoquinas y citoquinas pro-inflamatorias tras la
intervencidn en el grupo aleatorizado a consejo dietético?.

Visita final

Basal (N=40)

(N=38)

Leptina, pg/mL3 7,48 [4,95-13,3] 6,06 [3,91-10,8] -12,7432,0 0,016
Adiponectina, 0,91 [0,63-1,44] 1,02 [0,63-1,57] 3,76£27,4 0,437
pg/mL3

Resistina, pg/mL2 3,01#1,15 2,91(2,11-4,65] | 2,43[-12,1-36,6] | 0,189
RBP4, ng/mL 3,46+1,15 3,5241,27 3,93+27,9 0,751
IL-6, pg/mL 1,54[0,57-2,66] | 1,41[0,54-2,37) | -12,6 651625 | 0,822
TNF-a, pg/mL 4,01%1,52 3,90+1,48 0[-8,67-7,48] 0,336
Hepcldina, 34,0+15,5 29,2[23,5-44,5] | 3,30[-22,5-27,3] | 0,831
ng/mL

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

3Los valores de la leptina estdn expresados como 103, la adiponectina como 10 y la resistina y la RBP4 como
10%
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3.- RESULTADOS SOBRE LA VARIACION OBSERVADA TRAS LA INTERVENCION EN
EL GRUPO ALEATORIZADO A RECIBIR CONSEJO DIETETICO Y FLEBOTOMIAS
TERAPEUTICAS.

A continuacion, en las siguientes tablas (14-19) se exponen las variaciones
clinicas y analiticas del grupo aleatorizado a flebotomias terapéuticas junto con los
consejos dietéticos. Se resumen los datos basales de este grupo y los observados a los 3

meses de la intervencion, junto con la p estadistica de significacion.

Comenzando por el andlisis de las variables clinicas, se observd una reduccion de

una forma significativa en el perimetro abdominal.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la reduccion del
peso y el indice de masa corporal, asi como en las medidas de presién arterial (PA)

sistélica y diastélica. Tabla 14.

Tabla 14: Variacién en las medidas antropométricas y clinicas tras la intervencién en
el grupo aleatorizado a consejo dietético y flebotomias terapéuticas?.

| Basal (N=46) Visita final (N=45) A% P2
Peso, Kg 85,4+11,4 85,1+11,4 -0,59+2,55 | 0,085
IMC, kg/m? 2924327 29,0%323 -0,59+2,55 | 0,088
Perimetro abdominal, cm 103+9,90 101+10,1 -0,58+2,55 0,002
PA sistolica, mmHg 136+17,0 1344156 -0,75#9,23 | 0,355
PA diastdlica, mmHg 84,3+10,8 83,849 14 -0,16+10,0 | 0,560

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

A nivel de perfil lipidico, no se encontré ninguna diferencia significativa en
ninguno de los parametros medidos. Los niveles de triglicéridos son los que mayor

mejoria presentaron, pero no han llegado a la significacion estadistica.
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Tabla 15: Variacion del perfil lipidico tras la intervencion en el grupo aleatorizado a
consejo dietético y flebotomias terapéuticast.

Basal (N=46) Visita final (N=45) A%

Colesterol total, mg/dl| 246+48,0 240+54,8 -2,62+11,6 0,162
Colesterol HDL, mg/dI| 43,5+8,17 43,1+7,80 -0,96+12,1 0,601
Triglicéridos, mg/dlI 270 [190-437] 243 [156-406] -6,72%35,6 0,070
Colesterol LDL, mg/dlI 149,3+53,5 144+48,2 -3,68+11,2 0,153
Apolipoproteina B, mg/dl 136+29,7 137435,5 0,50+11,7 0,698

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

Como cabia esperar, donde mas variaciones significativas se encontraron en este
grupo fue a nivel del metabolismo férrico (tabla 16). Se observé una clara disminucion
en los niveles de ferritina, sideremia, indice de saturaciéon de la transferrina tras realizar

las flebotomias terapéuticas.

También se encontraron diferencias en los niveles de hemoglobina, aunque los
pacientes no alcanzaron cifras tan bajas de hemoglobina como para considerar que se

hubieran anemizado de una forma significativa.

Tabla 16: Variacion del perfil férrico tras la intervencion en el grupo aleatorizado a
consejo dietético y flebotomias terapéuticas?.

‘ Basal (N=46) Visita final (N=45)

Hierro, pg/dl 104,15+51,6 84,4+31,8 -23,4126,6 <0,001
Ferritina, ng/mL 579+185 367+164 -37,3+18,1 <0,001
saturacion 30,26+16,9 23,9105 -26,6430,7 <0,001
transferrina, %

Hemoglobina, g/dI 15,2+1,06 14,3 [13,8-15,0] 0,42 [-0,94-1,24] <0,001
VCM, fL 94,9(85,3-102] 95,4 [91,7-98,0] -0,87+8,99 0,199
Plaquetas, 103/pL 200,1+36,1 217453,0 7,78+13,2 <0,001
Leucocitos, 103/uL 7,79(7,12-7,9] 7,30 [6,30-8,10] -6,75 [-13,0-2,50] 0,030

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

132



[ ]
“Efecto de las flebotomias terapéuticas sobre la resistencia periférica a la insulinaen | 2018
pacientes con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia”

Respecto al perfil glucémico (tabla 17), se observé una mejoria significativa en
los niveles de hemoglobina glicosilada. Esta mejoria en la hemoglobina glicosilada no es
real, dado que al ajustarla por los niveles de hemoglobina (disminuidos tras las
flebotomias), los resultados no fueron significativos. Ademads, no se detectaron
diferencias significativas tras las flebotomias en ninguno del resto de los pardmetros:

glucemia, insulinemia y resistencia periférica a la insulina.

Tabla 17: Variacion del perfil glucidico tras la intervencion en el grupo aleatorizado a
consejo dietético y flebotomias terapéuticast.

Basal (N=46)

Visita final (N=45)

Glucosa, mg/dl 94,5 [82,0-105] 92,0 [85,0-104] 0,19+11,2 0,894
Insulina, pul/mL 9,20 [6,20-17,0] 9,92 [6,98-13,4] -9,99 [-29,2-25,0] 0,212
HOMA-IR 4,31+10,5 3,82+8,53 3,52+49,0 0,171
HbAlc, % 5,40 [5,20-5,70] 5,20 [5,00-5,40] -4,35 [-6,16-(-1,85)] | <0,001

1l 0s valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

Respecto al perfil hepdtico (tabla 18), las enzimas hepdticas experimentaron una

mejoria significativa tras la realizacidon de flebotomias. Esto va en concordancia con la

reduccion de la sobrecarga férrica, tras la intervencion.

Tabla 18: Variacion del perfil hepatico y PCR tras la intervenciéon en
aleatorizado a consejo dietético y flebotomias terapéuticast.

el grupo

 Basal (N=46) Visita final (N=45)
GGT, U/L 35,0 [24,0-56,0] | 30,0 [22,0-46,5] -10,1+21,6 0,007
ALT, U/L 30,8+15,9 24,0 [18,0-29,0] -8,98+26,7 0,003
Acido drico, mg/dI 6,2+0,84 6,62+1,24 0,60£14,1 0,914
PCR, g/L 0,20[0,11-0,35] | 0,19[0,09-0,37] | -17,1[-52,1-47,9] | 0,504

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o

de Wilcoxon, segun se aplique.
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Respecto al perfil de citoquinas inflamatorias (tabla 19), se observé un descenso

significativo en los niveles de RBP4 y la hepcidina.

Tabla 19: Variacion del perfil de adipoquinas y citoquinas pro-inflamatorias tras la
intervencidn en el grupo aleatorizado a consejo dietético y flebotomias terapéuticas?.

Basal (N=46) Visita final (N=45)

Leptina, pg/mL3 4,24(2,83-7,21] | 8,50 [4,14-16,9] 6,95:43,4 0,496
Adiponectina, 1,09[0,73-1,69] | 1,11[0,70-1,57] -2,45429,3 0,811
pg/mL?

Resistina, pg/mL3 2,65¢1,17 2,34[1,78-3,11] | -3,70[-20,7-16,6] | 0,185
RBP4, ng/mL3 4,05+1,45 3,53¢1,21 -9,98+21,7 0,004
IL-6, pg/mL 1,90[0,79-356] | 1,72[0,92-3,11] | -21,1[-50,0-114] | 0,701
TNF-a, pg/mL 3,97+1,32 4,16+1,64 0,67 [-15,9-12,6] | 0,396
Hepcidina, ng/ml 33,3+13,5 14,1[9,53-23,4] '56'; 6!_;,)6;'7_(_ <0,001

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o
de Wilcoxon, segun se aplique.

3Los valores de la leptina estdn expresados como 103, la adiponectina como 107 y la resistina y la RBP4 como

10°.
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4.- RESULTADOS SOBRE LA VARIACION CLINICA Y ANALITICAOBSERVADA ENTRE
LOS PACIENTES DE CADA GRUPO EN LA VISITA FINAL.

En las siguientes tablas (20-26) se exponen los resultados que surgen de
comparar el grupo aleatorizado a consejo dietético Unicamente y el grupo de las

flebotomias tras haber finalizado la intervencion correspondiente.

Los datos que se ofrecen es la comparacidon de la frecuencia de variacion
intergrupo respecto la frecuencia de variacion del grupo contrario y la con la p

estadistica de significacion.

En la tabla 20, se observa que hubo diferencias significativas entre ambos grupos
en peso, IMC y perimetro abdominal. Se encontré que estas medidas clinicas mejoraron
en el grupo aleatorizado a consejo dietético. No hubo significaciéon en los datos de

variacién de la presién arterial.

Tabla 20: Diferencias observadas tras la intervencion en las medidas clinicas y
antropométricas entre ambos grupos del estudio?.

A% Grupo

: A%
flebotomias + e ae el . .
L Consejo dietético Diferencia entre
consejo dietético . <.
) v tras intervencion ambos grupos
tras intervencion (N=38)
)
Peso, Kg -0,59+2,55 -2,63+3,06 1,98 [0,75-3,21] | 0,001
IMC, kg/m? -0,59+2,55 -2,63%3,06 1,79 [0,50-3,07] | 0,005
Perimetro -0,58+2,55 22,4443 31 1,79 [0,50-3,07] | 0,005
abdominal, cm
PA sistolica, mmHg -0,7549,23 -1,31+11,0 0,57 [-0,89-5,03] | 0,779
PA diastdlica, mHg -0,16+10,0 -1,4048,17 1,04 [-3,03-5,11] | 0,544

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de Student o Mann-
Whitney, segun se aplique.
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Respecto al perfil lipidico, se observé (tabla 21), que no hubo ninguna diferencia
significativa en ninguno de los parametros analiticos relacionados con el metabolismo

lipidico entre los dos grupos a estudio.

Tabla 21: Diferencias observadas tras la intervencion en el perfil lipidico entre ambos
grupos del estudio?.

A% Grupo

0,
flebotomias + &

Consejo dietético Diferencia entre
tras intervencion ambos grupos

consejo dietético
tras intervencion

Colesterol total, -2,62+11,6 -4,66+15,2 1,25 [-4,42-6,93] | 0,491
mg/dl
Colesterol HDL, -0,96+12,1 -1,16+15,7 0,96 [-5,19-7,10] | 0,730
mg/dl
Triglicéridos, -6,72+35,6 -3,77439,2 -4,68 -20,8-11,4] | 0,721
mg/dl
Colesterol LDL, -3,68+11,2 -4,76426,9 1,08 [-10,9-13,1] | 0,857
mg/dl
:\';‘;:';mpmte'"a B, 0,50+11,7 -1,44417,2 1,25[-5,04-7,55] | 0,548

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de Student o Mann-
Whitney, segun se aplique.

Los cambios de variacién en el metabolismo férrico y en los parametros del
hemograma fueron significativos. Se encontré una disminucion significativa entre ambos
grupos en los niveles de ferritina, sideremia indice de saturacién de la transferrina,

hemoglobina y plaquetas (tabla 22).

Las variaciones encontradas respecto al perfil glucidico no fueron significativas.
No se encontraron diferencias entre los dos grupos tras la intervencidon ni en los niveles

de glucosa, insulina, hemoglobina glicosilada ni el indice HOMA (tabla 23).
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Tabla 22: Diferencias observadas tras la intervencion en el perfil férrico y el
hemograma entre ambos grupos del estudio?.

A% Grupo
flebotomias +

consejo dietético
tras intervencion
(N=45)

A%

Consejo dietético

tras intervencion
(N=38)

Diferencia entre
ambos grupos

Hierro, pg/dl -23,4426,6 3,06+41,3 -21,3 [-34,8-(-7,70)] | 0,001
Ferritina, ng/mL 37,3+18,1 11,6+18,0 24,6 [-32,4-(-16,8)] | <0,001
Saturacion -26,6+30,7 5,12+413 -23,7[-39,1-(-8,35)] | 0,001
transferrina, %

:/edr:‘°g'°b'"a' 0,42 [-0,94-1,24] | -0,45[-1,75-0,53] |  -0,35 [-3,48-2,79] 0,038
VCM, fL -0,87+8,99 -0,65+2,09 20,35 [-3,48-2,79] 0,888
Plaquetas,

+ -4 63+ -

10%/ L 7.78+13,2 4.63+12,5 12,9 [6,98-18,8] <0,001
;g;‘/c:f'ms' 6,75 [-13,0-2,50] | 0[-9,09-11,3] -6,20 [-15,8-3,36] 0,095

1l 0s valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de Student o Mann-
Whitney, segun se aplique.

Tabla 23: Diferencias observadas tras la intervencidn en el perfil glucidico entre ambos
grupos del estudio?.

A% Grupo
flebotomias +

consejo dietético
tras intervencion

A%
Consejo dietético
tras intervencion

(N=38)

Diferencia entre
ambos grupos

(N=45)

Glucosa, mg/dl 0,19+11,2 -3,67+10,5 3,97 [-0,87-8,80] 0,113
Insulina, pul/mL -9,99 [-29,2-25,0] -9,47 [-26,7-5,77] 7,70 [-11,0-26,4] 0,742
HOMA-IR 3,52+49,0 -5,97+37,7 8,36 [-12,1-28,8] 0,356
HbA1lc, % -4,35 [-6,16-(-1,85)] 0[-3,54-1,81] -2,42 [-5,02-0,18] 0,866

1l 0s valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de Student o Mann-
Whitney, segun se aplique.

Tras

comparar

los

resultados

de frecuencia

de variacion

sobre las

determinaciones de enzimas hepaticas, acido urico y PCR, los resultados indicaron que

no existian diferencias significativas entre ambos grupos en ninguna de ellas.
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Tabla 24: Diferencias observadas tras la intervencion en el perfil hepatico y PCR entre
ambos grupos del estudio?.

0,
A% GruPo A%
flebotomias + . 4 e . .
e e s Consejo dietético tras Diferencia entre
consejo dietético . o
. . intervencion ambos grupos
tras intervencion (N=38)
_(N=45)
GGT, U/L -10,1+21,6 -8,51+39,8 -2,04 [-15,9-11,8] | 0,812
ALT, U/L -8,98+26,7 -8,69+25,9 -0,59 [-12,3-11,1] | 0,960
Acido urico, 0,60+14,1 -1,67+12,9 1,86 [-4,08-7,80] 0,448
mg/dl
PCR, g/L -17,1[-52,1-47,9] -11,8 [-29,4-61,1] -31,8 [-173-110] 0,193

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de Student o Mann-
Whitney, segun se aplique.

Respecto a la determinaciéon de citoquinas proinflamatorias (tabla 25), los
resultados avocaron una diferencia estadisticamente significativa a favor del grupo
aleatorizado a consejo dietético Unicamente, con un claro descenso de los niveles

séricos de leptina.

Por otro lado, en el grupo de las flebotomias, el pardmetro dénde se evidencid
una mejoria significativa respecto a las citoquinas inflamatorias, fue en la determinacién
de la RBP4 y como cabria de esperar, en la determinacién de los niveles séricos de

hepcidina.

El resto de citoquinas proinflamatorias (adiponectina, resistina, IL-6, TNF-a), no

obtuvieron diferencias significativas entre ambos grupos.
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Tabla 25: Diferencias observadas tras la intervencion en el perfil de citoquinas pro-
inflamatorias entre ambos grupos del estudio?.

A% Grupo

flebotomias + consejo

dietético tras
intervencion

A%
Consejo

dietético tras

intervencion

Diferencia entre

ambos grupos

(N=45) (N=38)

Lenti p— s —— R

eptina, 6,95£43,4 -12,7432,0 18,7 [0,56-36,9] 0,031
pg/mL3
Adiponectina, -2,45429,3 3,76£27,4 7,56 [-21,3-6,13] | 0,350
pg/mL3
Resistina, 2,43 [-12,1-
og/mL2 -3,70 [-20,7-16,6] 66 23,3 [-44,0-(-2,59)] | 0,116
RBP4, ng/mL2 -9,98+21,7 3,93£27,9 14,2 [-25,8(-2,73)] | 0,017
IL-6, pg/mL -21,1 [-50,0-114] '12'22['56]5'1' 2,65 [-82,5-87,9] 0,478
TNF-a, pg/mL | 0,67 [-15,9-12,6] 0[-8,67-7,48] 7,03 [-5,12-19,2] 0,684
Hepcidina, 3,30 [-22,5-
oy ity 56,7 [-66,7-(-36,2)] 275, 59,6 [-81,9-(-37,4)] | <0,001

1l 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de Student o Mann-
Whitney, segun se aplique.
3Los valores de la leptina estdn expresados como 103, la adiponectina como 107 y la resistina y la RBP4 como

10%
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5. ANALISIS POR SUBGRUPOS

A continuacién, se exponen los datos obtenidos tras realizar el estudio por
subgrupos en funcién de cuatro variables principales: ferritina, indice HOMA,
triglicéridos y PCR. Se han subdividido los grupos en dos en funcién del calculo de la

media para cada variable, para conseguir grupos homogéneos.

En las siguientes tablas(26-34) se exponen en una primera parte los resultados
gue comparan las principales variables en su determinacién basal, a los 3 meses tras
realizar la flebotomia y la p de significacidon estadistica, obtenida tras haber realizado un
estudio de t de student para muestras emparejadas o test de U de Mann-Whitney
(muestras no paramétricas). Ademds, se ha adjuntado en la tabla el porcentaje de

variacién que se experimentd entre los datos basales y a los 3 meses.

En una segunda parte, se seleccionaron a los pacientes con cifras mas elevadas
de cada una de las variables, y se compard el porcentaje de variacién del grupo de

flebotomias versus el grupo dieta, y especificando su p de significacion.
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5.1.- ANALISIS POR SUBGRUPOS EN FUNCION DEL NIVEL DE FERRITINA.

El primer andlisis por subgrupo que se realizd fue en funcién de los niveles
basales de ferritina. Se dividié toda la muestra en dos grupos, quedando aquellos
pacientes con cifras inferiores a 547,1 ng/ml en el primer grupo y todos aquellos con

cifras superiores a esta cifra en un segundo grupo.

Los resultados en el grupo de las flebotomias fue relevante, dado que los
pacientes con cifras superiores de ferritina, experimentaron una mejoria significativa
tanto en el perfil glucidico, lipidico como hepatico; que a su vez no se observd en

aquellos pacientes con niveles mas bajos de ferritina.

Las variables que presentaron una reduccién significativa en el subgrupo con
cifras altas de ferritina fueron: niveles de insulina sérica, hemoglobina glicada ajustada a
cifras de hemoglobina, colesterol total, colesterol HDL, triglicéridos, GGT y GPT. Sin
embargo, en los pacientes con niveles inferiores de ferritina sélo se observé mejoria en

los niveles de hemoglobina glicada ajustada a hemoglobina y en la GPT.

Respecto los datos antropométricos en ambos subgrupos hubo una disminucién
significativa en el perimetro abdominal. Respecto al perfil férrico, tanto la ferritina como
la hepcidina disminuyeron de forma significativa con las flebotomias, siendo este

descenso ligeramente superior en aquellos con cifras iniciales mas elevadas.

Respecto al perfil de citoquinas inflamatorias, el Unico dato llamativo fue una
reduccidn significativa en los niveles de RBP4, en los pacientes con cifras elevadas de

ferritina.

En la tabla 27, en la que se compara los porcentajes de variacion entre aquellos
pacientes que al inicio del estudio presentaban mayores niveles de ferritina, asignados a
dieta o a flebotomias, se observé una mejoria significativa en aquellos que recibieron

tratamiento con flebotomias en los niveles de resistina y RBP4.
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Tabla 26: Variaciones observadas sobre las variables clinicas y analiticas en el grupo aleatorizado a flebotomias, en funcién de los niveles
basales de ferritinal.

Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

Ferritina (<547 ng/mL) Ferritina (>547,1 ng/mL)
(n=25) (n=19)
Tras la
Basal Tras la intervencion Basal
_ _ A% p? _ intervencion A% p?
(n=25) (n=22) (n=19) (n=18)
Peso, Kg
85,3+10,6 85,0+11,0 -0,78+1,88 0,069 86,0+12,8 85,5+12,4 -0,4913,27 0,367
2
IMC, kg/m 29,043,1 28,943,0 0,781,883 | 0,052 29,543,7 29,343,6 -0,48£3,26 | 0,410
Perimetro
abdominal, cm 101,0+8,8 99,719,4 -0,78+1,88 0,021 105,4+10,5 103,8+10,4 -0,4813,26 0,041
PA sistdlica,
mmHg 135,8+£19,3 134,6+16,0 -0,6219,18 0,473 135,2+14,8 133,6+15,9 -0,91+9,79 0,588
PA diastolica,
mmHg 85,9+12,2 85,218,2 -0,73+£11,0 0,410 82,219,2 81,8+10,3 0,12+8,95 0,953
Ferritina, ng/ml 455,3+62,6 286,1+94,2 3 5':([)'2?]'7'(' <0,001 748,6+159,3 485,5+159,6 '36';[;;‘]'2'(' <0,001
.y 27,3[21,6- -57,7[-66,8-(- -54,1[-62,5-(-
Hepcidina, ng/ml 412] 11,5[9,1-20,4] 34,5)] <0,001 37,1[25,6-43,7] 17,6[13,8-34,5] 29,5)] 0,001

1] os valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtin se aplique.
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Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

Ferritina (<547 ng/mL)

Ferritina (>547,1 ng/mL)

(n=25) (n=19)
Tras la
Basal Basal Tras la intervencion
3 intervencion 0% p? ~ - 0% p?
(n=25) (n=22) (n=19) (n=18)
Glucosa, mg/dl 0,00[-4,92- 94,0[82,0- -1,72[-6,38-
93,0[80,8-114,0] | 97,0[84,0-109,0] b 0,626 58,0 90,0[85,5-97,5] by 0,305
Insulina, WUI/mL | g 517 ¢ 14.0] 10,5[7,2-13,8] 2680210 | (904 | 9116,217,1] |  9,4[4,6-13,4] 1930363~ | g 037
45,7] 0,00]
HOMA-IR 2,8+1,7 2,6+1,4 13,9+46,8 0,870 6,3+15,7 5,1+12,3 -9,75+49,9 0,139
o/3 _ _ (- _ - (-
HbAlc, % 5,60[5,47-5,70] | 5,32[5,23-5,34] 3100314 | 5 001 | 5,54[5,4-5,6] 5,3[5,3-5,3] 3,160-3,20- | 4 501
3,03)] 3,10)]
ﬁ;‘;’;‘em' Total, 262,3+37,4 260,1+40,1 -0,55+11,3 | 0,648 | 223,6+53,8 208,3+56,3 -717+10,1 | <0,001
ﬁ;‘;’;‘em' HDL, 46,148 1 46,4482 091+12,3 | 1,000 | 39,8+7,1 38 ,6+4.6 1,65¢12,2 | 0,365
Apo B, mg/dl 143,9+27,2 147,9+30,4 2,99+10,6 | 0,266 | 125,0+30,9 120,3+34,8 -4,21+10,1 | 0,194
Triglicéridos
312[223,3- -4,69[-31,2- 205,0[180,0- -18,5[-27,3-
mg/dl prope 264,0[162,0-419,0] 3] 0,300 426,01 179,0[144,0-353,0] ool 0,035
GGT, UI/L -4,35[-24,8- 29,0[22,0- -20,0[-32,8(-
41,5[27,8-63,8] | 36,0[24,5-64,0] 3s] 0,235 44,0 23,0[19,0-32,0] 2170 0,001
ALT, UI/L -9,86[-29,5- 22,0[17,0- -13,5[-25,0-
23.8-37 24.0[19,5-34 , 21,0[17,0-27, 102
30,0[23,8-37,0] 10[19,5-34,5] 7 90] 0,036 330 0[17,0-27,0] 5,001 0,023

1] os valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.

3l os estudios realizados sobre la hemoglobina glicosilada se han ajustado al nivel de hemoglobina.
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Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

Ferritina (<547 ng/mL)

Ferritina (>547,1 ng/mL)

(n=25) (n=19)
Tras la
Basal Basal Tras la intervencion
~ intervencion 2% p? ~ - 0% p?
(n=25) (n=22) (n=19) (n=18)
PCR, mg/L 0,00[-42,6- 0,22[0,13- -42,9[-76,7-
2 -0,31 19[0,10- 1 ;

0,20[0,09-0,31] | 0,19[0,10-0,39] 518] 0,796 0,601 0,18[0,09-0,39] 50.0] 0,356

Lepti 14 151- -16,6[-36,5-
eptina, pg/mL* | o )13 155 8,50[4,4-15,4] 4'4;3; 9?' 0,372 | 8,53[4,0-14,3] 4,95[3,6-18,0] 6'262 j’]6'5 0,811

Adiponectina
. -1,10[-28,1- -1,05[-22,2-
4 - - - -

pg/mL4 1,30[0,7-1,7] 1,30[0,7-1,6] 1641 0,527 | 1,05[0,8-19,7] 1,17[0,7-21,0] 2 9] 0,983

Resistina, -7,15[-18,4- -1,00[-26,3-
og/mL 2,57 [1,7-2,9] 2,24[1,7-2,7] 23.0] 0,339 | 2,74[2,1-3,3] 2,44[1,8-3,6] 16.9] 0,570

a4

RBP4, ng/mL 4,0+1,1 3,741,3 -5,79+23,0 | 0,190 4,0+1,7 3,2+1,1 -15,5¢20,5 | 0,010

IL-6, pg/mL 1,96[-39,5- -18,2[-63,0-
1,48[0,6-3,4] 1,59[1,1-2,5] 185.7] 0,538 | 2,60[0,9-3,6] 2,01[0,9-4,0] s 0,616
TNF-a, pg/mL 4,19+1,39 4,39+1 87 6,08+37,4 | 0,543 | 3,79+1,28 3,97+1,31 536265 | 0,410

1 os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.

4los valores de la leptina estdn expresados como 10°, la adiponectina como 10 y la resistina y la RBP4 como 10°.
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Tabla 27: Comparacion de las variaciones en parametros clinicos y bioquimicos entre los grupos a estudio tras la intervencion, seleccionando aquellos
sujetos con concentracién basal de ferritina >547,1mg/dl”.

Flebotomias +

consejo dietético

Consejo dietético

Flebotomias +
consejo dietético

Consejo dietético

A% Ferritina

A% Ferritina

A% Ferritina

A% Ferritina

072 072
(n=19) (n=15) P A% (n=19) (n=15) p A%
Peso -0,49+3,27 -2,53%2,48 0,066 Colesterol HDL -1,65%12,2 -2,55+11,2 0,834
IMC -0,48+3,26 -2,54+2,47 0,089 | ApoB -4,21+10,1 -3,52+20,0 0,898
Perimetro abdominal, cm -0,48+3,26 -2,54+2,47 0,064 Triglicéridos -18,5[-27,3-0,52] -10,6[-25,3-17,9] 0,347
PA sistélica -0,91+9,79 6,19+13,1 0,089 | GGT -20,0[-32,8-(-4,17)] -11,4[-19,6-7,89] 0,250
PA diastélica 0,12+8,95 0,47+9,50 0,917 | ALT -13,5[-25,0-0,00] 0,00[-19,3-16,7] 0,167
Ferritina '36’;;':;‘]'2'(' -13,8[-27,0-0,67] 0,001 | PCR -42,9[-76,7-50,0] -0,00[-27,5-49,6] 0,071
- -54,1[-62,5-(- .
Hepcidina 29.5)] 6,37[-21,5-25,1] 0,001 | Leptina* -16,6[-36,5-26,4] -17,3[-27,4-7,04] 0,935
Glucosa -1,72[-6,38-6,45] -5,56[-13,9-2,11] 0,227 | Adiponectina* -1,05[-22,2-22,2] 20,6[4,07-33,7] 0,063
Insulina -19,3[-36,3-0,00] -6,41[-32,4-14,1] 0,351 | Resistina? -1,00[-26,3-16,2] 20,4[-0,30-40,9] 0,031
HOMA-IR -9,75+49,9 1,55+39,4 0,581 | RBP4? -15,5+20,5 9,33+27,1 0,007
s -3,16[-3,20-(-

HbA1lc2 3,10] -3,09[-3,17-(-3,02)] 0,069 | IL-6 -18,2[-63,9-115,4] -1,32[-50,8-70,3] 0,685
Colesterol Total -7,17+10,1 -5,34+15,6 0,667 | TNF-a 5,36+26,5 -4,90+18,6 0,174

1 os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2l a P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.

3l os estudios realizados sobre la hemoglobina glicosilada se han ajustado al nivel de hemoglobina.

4l os valores de la leptina estdn expresados como 10, la adiponectina como 107 y la resistina y la RBP4 como 10°.
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5.2.- ANALISIS POR SUBGRUPOS EN FUNCION DEL NIVEL DE HOMA.

El siguiente analisis por subgrupos se realizé en funcién de los niveles basales
del indice HOMA. Se dividié toda la muestra en dos grupos, quedando aquellos
pacientes con cifras inferiores a 3,8 en el primer grupo y todos aquellos con cifras

superiores a esta cifra en un segundo grupo.

Los resultados en el grupo de las flebotomias han sido relevantes, dado que los
pacientes con cifras superiores de HOMA, experimentaron una mejoria significativa

tanto en el perfil glucidico, lipidico como hepatico.

Las variables que presentaron una reduccidn significativa en el subgrupo con un
indice HOMA alto han sido: los niveles de insulina sérica, hemoglobina glicada ajustada
a cifras de hemoglobina, colesterol total y GPT. Sin embargo, en los pacientes con
niveles inferiores de HOMA sélo se observd mejoria en los niveles de hemoglobina

glicada ajustada a hemoglobina y en la GGT y GPT.

Respecto al perfil glucidico aquellos pacientes con niveles mas elevados de
indice HOMA experimentaron una mejoria reflejada en el porcentaje de variaciéon
respecto aquellos que presentaban niveles mas bajos al inicio del estudio, si bien este

hallazgo no resulté estadisticamente significativo.

Respecto al perfil férrico en ambos subgrupos descendié de forma significativa

la cifra de ferritina y hepcidina tras las flebotomias terapéuticas.

Respecto al perfil de citoquinas inflamatorias, se observé en el subgrupo con

mayores niveles de HOMA una reduccion significativa en los niveles de RBP4.

En el anadlisis en el que se compararon los porcentajes de variacién de los
pacientes con cifras elevadas de HOMA (tabla 29), se puede apreciar que aquellos
pacientes que fueron asignados a flebotomias experimentaron un descenso
significativo de los niveles de RPB4, hepcidina y ferritina. Por otro lado, los que fueron
asignados a dieta, presentaron una mejoria significativa en datos antropométricos

como el peso corporal y el perimetro abdominal.




Tabla 28: Variaciones observadas sobre las variables clinicas y analiticas en el grupo aleatorizado a flebotomias, en funcién de los niveles
basales de indice HOMAL,

Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

HOMA <2,59 HOMA>2,59
(n=24) (n=20)
Tras la
Basal Basal Tras la intervencion
~ intervencion 2% p? ~ ~ 0% p?
(n=24) (n=23) (n=20) (n=19)
Peso, Kg
85,7+10,8 85,3+10,4 -0,45+3,19 0,361 87,6%12,6 86,9+13,0 -0,77+1,60 0,089
IMC, kg/m2 30,0+3,16 28,8+2,96 -0,44+3,19 0,387 30,213,33 29,9+3,38 -0,95+1,47 0,062
Perimetro
abdominal, cm 104+9,86 10249,78 -0,44+3,19 0,020 104+10,0 103+10,2 -0,78+1,61 0,052
PA sistdlica,
mmHg 134+14,0 132+13,1 -0,95+9,20 0,481 137+17,1 136+16,1 -0,76+9,83 0,58
PA diastolica,
mmHg 82,4%+11,5 82,3+10,6 0,54+10,0 0,96 86,618,38 84,8+7,89 -1,69+7,80 0,287
- -38,8[-47,7-(-
Ferritina, ng/ml 565+129 361+124 -34,6[-49,9-(-29,3)] <0,001 639,5+240 400+211 20,8)] <0,001
P -54,1[-33,9-(-
Hepcidina, ng/ml 37,1[24,5-49,6] 15,2[9,35-23,2] -59,1[-71,3-(-36,2)] <0,001 27,8[24,2-32,9] 13,8[9,55-17,6] 5,42)] 0,004

1 os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.




Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

HOMA <2,59(n=24) HOMA>2,59(n=20)
Basal Tras la Basal Tras la
(n=24) intervencion A% p? (n=20) intervencion A% p?
- (n=23) - (n=19)
Glucosa, mg/dI 85,0[79,0-94,5] | 88,0[84,0-94,5] 2,47[-5,34-11,8] | 0,136 | 104[93,0-121] 100[90,0-115] -1,72[-6,77-5,50] | 0,244
Insulina, pU1/ml 8,00[5,85-9,05] | 7,30[4,60-8,97] | -0,60[-27,9-342] | 0,945 | 17,1[12,7-22,1] | 15,0[11,6-18,6] | -19,0[-38,1-13,6] | 0,044
HOMA-IR 1,54+0,47 1,69+0,81 7,66[-27,9-44,2] | 0,329 8,30+16,1 6,67+12,7 -10,9439,3 0,101
HbALc, %3
5,54[5,43-5,67] | 5,33[5,32-5,37] | -3,14[-3,17-(-3,05)] | <0,001 | 5,60[5,51-5,68] | 5,32[5,26-5,33] | -3,11[-3,22-(-3,05)] | 0,001
cm':;e;:em' Total, 253456,5 2484580 -1,53+32,4 0,454 237+40,9 224+50,1 -5,97+10,5 0,045
;‘27::"”' HDL, 44,149,36 42,8+6,53 -1,31+11,9 0,317 41,4+5,01 41,4+4,46 0,61+11,3 0,960
Apo B, mg/dl 139432,2 144+36,3 2,9949,11 0,126 130+31,1 127+33,8 -3,06+11,9 0,272
Triglicéridos 238[188-427] 211[151-420] -8,47[-26,3-14,1] | 0,265 226[180-494] 256[157-430] -5,51[-27,3-2,64] | 0,134
GGT, UI/L 37,0[23,5-47,5] | 28,0[22,0-43,5] | -17,3[-28,8-3,57] | 0,013 | 29,0[23,0-63,0] | 27,0(22,0-48,0] | -7,14[-27,6-3,34] | 0,123
ALT, UI/L 23,0[16,5-41,0] | 19,0[16,5-32,5] | -12,1[-29,1-5,36] | 0,021 | 28,0[22,0-32,0] | 24,0[19,0-27,0] | -13,5[-30,7-11,8] | 0,047

1 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtin se aplique.
3L os estudios realizados sobre la hemoglobina glicosilada se han ajustado al nivel de hemoglobina.
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Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

HOMA <2,59 HOMA>2,59
(n=24) (n=20)
Basal Tras la intervencion o 5 Basal Tras la intervencién o ,
(n=24) (n=23) A% P (n=20) (n=19) A% P
PCR, me/L 0,21[0,14-0,32] 0,17[0,10-0,30] -35'177[-2]6'4- 0,224 0,26[0,12-0,59] 0,29[0,09-0,67] 0,00[-45,0-67,3] 0,842
Leptina, pg/mL? 6,30(3,66-11,8] 4,44[2,89-15,1] 10,4[-23,4-34,6] | 0,168 1,24[0,61-3,26] 0,88[0,42-1,92] -13,7[-33,6-11,8] 0,469
s:/lmr;em"a' 1,15[0,82-1,81] |  1,13[0,89-1,74] | 1,30[-23,0-21,6] | 0,931 | 9,01[0,66-1,35] 9,06[0,59-1,35] 0,54(-18,8-16,5] | 0,687
- . -6,13[-28,5-
Resistina, pg/mL? | 2,78[1,75+3,66] 2,61[1,99-3,59] 29,7] 0,305 2,44[1,57-2,80] 2,28[1,57-2,52] -3,14[-13,9-37,2] | 0,421
RBP4, ng/mlL? 4,17+1,35 3,76%1,27 -7,02+23,3 0,106 3,74+1,50 3,02+1,04 -16,8+18,7 0,007
-27,7[-54,5-
IL-6, pg/ml 1,66[0,53-3,90] 2,13[1,07-2,79] 187.4] 0,490 2,13[1,30-3,72] 1,92[0,87-6,61] 0,00[-55,0-165] 0,326
TNF-a, pg/ml 4,14+1,34 4,28+1,91 3,71433,8 0,678 3,84%1,35 4,1611,21 13,7£31,8 0,327

1 os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.
4l os valores de la leptina estdn expresados como 10, la adiponectina como 107 y la resistina y la RBP4 como 10°.
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Tabla 29: Comparacién de las variaciones en pardmetros clinicos y bioquimicos entre los grupos a estudio tras la intervencién, seleccionando
aquellos sujetos con indice HOMA >2,591,

Flebotomias +
consejo dietético

A% HOMA

Consejo dietético

A% HOMA

Flebotomias +
consejo dietético

A% HOMA

Consejo dietético

4% HOMA

0, 0,

(n=19) (n=21) p A% (n=19) (n=21) P A%
Peso -0,77+1,60 -2,95+2,63 0,004 Colesterol HDL 0,61+11,3 0,40+15,9 0,964
IMC -0,95+1,47 -2,63+3,25 0,056 Apo B -3,06+£11,9 -4,60+20,5 0,785
Perimetro abdominal, cm -0,78+1,61 -2,63+3,25 0,034 Triglicéridos -5,51[-27,3-2,64] -12,3[-36,9-11,5] 0,895
PA sistdlica -0,76+9,83 -1,88+£10,3 0,730 GGT -7,14[-27,6-3,34] -12,8[-38,2-3,95] 0,419
PA diastdlica -1,69+7,80 -1,5449,00 0,956 ALT -13,5[-30,7-11,8] -14,7[-31,3-1,85] 0,906
Ferritina -38,8[-47,7-(-20,8)] -13,2[-21,5-(-5,09)] <0,001 PCR 0,00[-45,0-67,3] -15,9[-32,4-7,30] 0,378
Hepcidina -54,1[-33,9-(-5,42)] -3,63[-21,6-13,1] 0,001 Leptinaﬁ -13,7[-33,6-11,8] -8,45[-30,9-3,77] 0,692
Glucosa -1,72[-6,77-5,50] -4,05[-14,8-0,98] 0,150 Adiponectinaﬂ 0,54[-18,8-16,5] 2,08[-11,5-22,5] 0,558
Insulina -19,0[-38,1-13,6] -16,6[-32,3-2,32] 0,912 Resistina* -3,14[-13,9-37,2] -6,42[-18,2-24,6] 0,646
HOMA-IR -10,9+39,3 -17,8+37,6 0,601 RBP42 -16,8+18,7 3,84+26,6 0,012
HbA1c3 -3,11[-3,22-(-3,05)] -3,09[-3,12-(-3,01)] 0,131 IL-6 0,00[-55,0-165] -6,29[-63,4-79,7] 0,401
Colesterol Total -5,97+10,5 -6,18+18,9 0,967 TNF-a 13,7+£31,8 -3,02+16,3 0,053

1 os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.

3l os estudios realizados sobre la hemoglobina glicosilada se han ajustado al nivel de hemoglobina.

4los valores de la leptina estdn expresados como 10°, la adiponectina como 10 y la resistina y la RBP4 como 10°.
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5.3.- ANALISIS POR SUBGRUPOS EN FUNCION DEL NIVEL DE PCR SERICA.

A continuacién, se exponen los resultados de andlisis por subgrupos que se ha
realizado en funcidn de los niveles basales PCR sérica. Se dividié toda la muestra en
dos grupos, quedando aquellos pacientes con cifras inferiores a 0,2 mg/dl en el primer

grupo y todos aquellos con cifras superiores a esta cifra en un segundo grupo.

En los pacientes sometidos a flebotomias y que presentaron mayores niveles de
PCR sérica al inicio del estudio, se encontré una mejoria significativa en el perfil
hepatico tanto la GGT y la GPT, que no se encontrd en aquellos con niveles mas bajos

de PCR.

Respecto al perfil glucidico en ambos grupos se observd una mejoria
significativa en la cifra de hemoglobina glicosilada, ajustada a la hemoglobina, siendo
el porcentaje de variacién ligeramente superior en aquellos con niveles mas bajos de

PCR.

Respecto al perfil férrico en ambos subgrupos descendié de forma significativa

la cifra de ferritina y hepcidina tras las flebotomias terapéuticas.

Respecto al perfil de citoquinas inflamatorias, en el subgrupo con cifras
elevadas de PCR sérica, se observd una reduccion significativa de RBP4, de resistina y
de PCR sérica. El porcentaje de variacién de las cifras de PCR fue muy superior en el

subgrupo que presentaba al inicio de estudio cifras mas elevadas.

Entre los resultados que compararon los pacientes de ambos grupos con
niveles elevados de PCR (tabla 31), se observé que en el grupo de flebotomias hubo
una mejoria en la RPB4, ademds de la ferritina y la hepcidina. Por otro lado los
pacientes asignados a dieta, presentaron un porcentaje de variacidn significativamente

mayor en la pérdida de peso y de perimetro abdominal.




Tabla 30: Variaciones observadas sobre las variables clinicas y analiticas en el grupo aleatorizado a flebotomias, en funcién de los niveles
basales de PCR sérical.

Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

PCR <0,2 mg/dlI PCR>0,21 mg/dI
(n=24) (n=21)
Basal Tras la intervencién o 5 Basal Tras la intervencion o 5
(n=23) (n=18) A% P (n=21) (n=20) A% P
Peso, Kg
84,0+10,2 83,8+10,0 -0,6043,07 0,246 87,4+12,7 86,8+13,0 -0,71+1,88 0,127
2
IMC, kg/m 28,743,2 28,643,1 -0,5943,06 0,283 29,8+3,4 29,543,4 -0,72+1,89 0,112
Perimetro
abdominal, cm 100,8+8,6 98,048,1 -0,59+3,06 0,006 104,6+10,4 105,0+10,5 -0,72+1,89 0,096
PA sistolica, mmHg
135,6+16,4 133,0+16,4 -2,0349,18 0,206 135,5+18,4 135,5+15,3 0,65%9,53 1,000
PA diastolica,
mmHg 84,2+12,0 83,5%7,4 -0,11+10,9 0,573 83,619,6 82,9+11,0 -0,6449,33 0,678
Ferritina, ng/ml 5564202 3754187 -34,2[-41,4+(- <0,001 613+163 369+128 -38,8[-48,9-(- <0,001
17,8)] 32,6)]
Hepcidina, ng/ml 32,1[22,1-40,4] 14,0[9,28-25,5] '48';32[3'2?]’3'(' <0,001 | 32,4[25,0-49,1] 15,2[9,60-22,4] '58'2'2;'0'(' <0,001

1 0s valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2La P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.
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Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

PCR <0,2 mg/dl(n=24) PCR>0,21 mg/dl (n=21)
Basal Tras la Basal Tras la intervencion
_ intervencion 0% p? _ _ 0% p?
(n=23) (n=18) (n=21) (n=20)
Glucosa, mg/dl| 94,5[81,3-105] 91,0[84,0-100] -5,26[-7,22-7,78] 0,308 93,0[83,0-106] 96,5[86,5-110] 2,30[-1,47-9,07] 0,206
Insulina, pUl/ml 9,10([5,56-16,6] 8,40[6,60-13,2] -0,60[-28,9-42,7] 0,623 10,5(7,80-17,1] 10,8(7,20-14,2] -19,3[-31,6-11,8] 0,110
HOMA-IR 2,7+1,8 2,3%1,3 7,92158,6 0,389 6,0+14,9 5,2+11,7 -2,36%40,2 0,255
o3 - - (- - - (-
HbALc, % 5,62[5,50-5,72] | 5,33[5,31-5,39] 3L324C | 9001 | 5560542563 | 532[5,27-5,34] 3A23IEL | g,001
3,06)] 3,03)]
Colesterol Total,
mg/d 240,8156,1 227,7156,8 -5,04+£11,0 0,043 251,8+38,5 248,8+49,4 -1,6149,73 0,568
ﬁ\‘:;;:em' HDL, 44,019,3 43,5+10,1 -1,1912,0 0,348 42,747,1 42,54, 0,89+12,6 0,849
Apo B, mg/dI 126,9+£29,9 122,6£30,9 -2,28+£10,1 0,565 146,2+27,3 149,5+34,2 2,01£11,5 0,259
Triglicéridos, mg/dI|
312[176-562] 247(143-397] -16,7[-50,9-12,9] 0,107 235[199-393] 211[166-433] -6,72[-23,4-4,39] 0,145
-20,0[-27,2-(-
GGT, Ul/L 29,0[22,0-43,0] 26,0[21,0-43,0] -7,14[-27,1-4,76] 0,082 37,0[29,0-55,0] 32,0[23,5-47,0] 036)] 0,018
-14,3[-28,3-(-
ALT, UI/L 28,0[18,0-35,5] 24,0[17,0-28,0] -3,85[-28,6-9,38] 0,135 28,0[19,5-41,0] 24,0[18,0-32,0] 5,13)] 0,005

1] 0s valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtin se aplique.
3l os estudios realizados sobre la hemoglobina glicosilada se han ajustado al nivel de hemoglobina.
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Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

PCR <0,2 mg/dI PCR>0,21 mg/dl
(n=23) (n=21)
Basal Tras la Basal Tras la intervencion
_ intervencion 0% p? _ _ A% p?

(n=23) (n=18) (n=21) (n=20)

PCR, mg/L
0,12 [0,08-0,16] 0,10[0,06-0,47] 0,00[-35,0-294] 0,083 0,35[0,26-0,65] 0,27[0,16-0,35] -42,9[-56,8-(-2,40)] 0,012

Leptina, pg/mL? 6,64 [3,89-13,6] 7,26[3,99-12,0] 3,32[-23,3-30,6] 0,970 8,60[4,49-16,1] 8,72[0,41-22,8] 2,96[-33,6-21,9] 0,455
,::/l;::l-r;ectlna, 1,06 [0,65-1,97] 1,15[0,59-1,43] -3,51[-36,1-21,1] 0,469 1,15[0,90-1,76] 1,11[0,80-1,59] 0,54[-16,0-14,1] 0,931
Resistina, pg/mL? 2,51[1,82-2,80] 2,27[1,90-2,71] 0,00[-17,0-29,6] 0,500 2,78[1,75-3,77] 2,44[1,70-3,54] -11,7[-28,5-3,73] 0,048
RBP4, ng/mlL4 4,041,2 3,5+1,0 -9,47+26,6 0,095 4,0+1,6 3,5+¢1,4 -11,1+17,6 0,015
IL-6, pg/mL 1,24[0,60-2,31] 2,18[0,76-4,91] 54,4[-44,3-262] 0,107 3,08[1,54-3,87] 1,65[0,97-3,02] -27,7[-59,0-39,9] 0,179
TNF-a, pg/mL 3,73%#1,1 4,25+1,99 12,4+35,1 0,141 4,29+1,55 4,15+1,25 0,34£29,2 0,509

1 os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2l a P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.
4l os valores de la leptina estdn expresados como 10, la adiponectina como 107 y la resistina y la RBP4 como 10°.
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Tabla 31: Comparacién de las variaciones en pardmetros clinicos y bioquimicos entre los grupos a estudio tras la intervencion, seleccionando

aquellos sujetos con concentracién basal de PCR sérica >0,21 mg/dLL.

Flebotomias +

Consejo dietético

Flebotomias + consejo

Consejo dietético

Consejo dietético dietético

A% PCR A% PCR o A% PCR A% PCR o

(n=21) (n=18) P A% (n=21) (n=18) P A%
Peso -0,71+1,88 -2,89+2,97 0,007 | Colesterol HDL 0,89+12,6 -0,51+18,8 0,939
IMC -0,72+1,89 -2,60+3,55 0,057 Apo B 2,01+£11,5 -0,71+16,3 0,536
Perimetro abdominal, cm -0,72+1,89 -2,60+3,55 0,038 | Triglicéridos -6,72[-23,4-4,39] 0,00[-42,2-24,1] 0,687
PA sistolica 0,65+9,53 -0,70+12,4 0,694 | GGT -20,0[-27,2-(-036)] -11,4[-29,9-10,1] 0,651
PA diastdlica -0,64+9,33 -2,3518,64 0,541 ALT -14,3[-28,3-(-5,13)] -13,6[-28,9-9,97] 0,633
Ferritina -38,8[-48,9-(-32,6)] -12,7[-24,4-(-3,03)] <0,001 | PCR -42,9[-56,8-(-2,40)] -14,2[-41,2-11,1] 0,061
Hepcidina -58,7[-65,0-(-45,4)] -5,42[-24,3-24,9] <0,001 | Leptina® 2,96(-33,6-21,9] -17,3[-41,5-3,77] | 0,124
Glucosa 2,30[-1,47-9,07] -1,39[-9,61-6,46] 0,163 Adiponectina® 0,54[-16,0-14,1] -1,73[-20,0-28,7] 0,814
Insulina -19,3[-31,6-11,8] -15,7[-29,8-4,41] 0,882 Resistina? -11,7[-28,5-3,73] -2,46[-10,4-22,1] 0,060
HOMA-IR -2,36%40,2 -4,98+39,0 0,729 RBP44 -11,1+17,6 10,0+25,2 0,003
HbA1c2 -3,12[-3,16-(-3,03)] -3,10[-3,13-(-3,01)] 0,175 | IL-6 -27,7[-59,0-39,9] -21,9[-65,5-33,7] 0,725
Colesterol Total -1,61+9,73 -3,45+16,7 0,666 | TNF-a 0,34+29,2 -0,29+17,7 0,790

1] os valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtin se aplique.
3l os estudios realizados sobre la hemoglobina glicosilada se han ajustado al nivel de hemoglobina.

4los valores de la leptina estdn expresados como 10°, la adiponectina como 10 y la resistina y la RBP4 como 10°.
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5.4.- ANALISIS POR SUBGRUPOS EN FUNCION DE LA CONCENTRACION
BASAL DE TRIGLICERIDOS SERICOS.

Los resultados de analisis por subgrupos que se ha realizado en funcion de los
niveles basales de triglicéridos séricos son los siguientes. Se ha dividido toda la
muestra en dos grupos, quedando aquellos pacientes con cifras inferiores a 260 mg/dl

en el primer grupo y todos aquellos con cifras superiores a esta cifra en un segundo

grupo.

En el grupo asignado a flebotomias se ha observado que en aquellos pacientes
independientemente de los niveles de triglicéridos iniciales se obtuvo un descenso
significativo de las enzimas hepaticas, siendo el porcentaje de variacion mas

importante en aquellos con los triglicéridos mas altos.

Respecto al perfil glucidico en ambos subgrupos se observé una mejoria de la

hemoglobina glicada.

Respecto al perfil férrico en ambos subgrupos ha descendido de forma

significativa la cifra de ferritina y hepcidina tras las flebotomias terapéuticas.

Respecto al perfil de citoquinas inflamatorias, se ha observado una reduccién
significativa en los niveles de RBP4 en el subgrupo con niveles mas elevados de

triglicéridos.

En la tabla 33, en la que se comparan los pacientes con niveles mas altos de
triglicéridos de ambos grupos, se observa una disminucién significativa en la cifra de
hepcidina y ferritina, siendo no significativa para el resto de pardmetros comparados.
Si bien cabe destacar cierta tendencia estadistica en los niveles de RPB4, con mayor

porcentaje de variacidon en aquellos pacientes que se sometieron a flebotomias.




Tabla 32: Variaciones observadas sobre las variables clinicas y analiticas en el grupo aleatorizado a flebotomias, en funcién de los niveles
basales de triglicéridos séricos.

Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

>
TG (<260mg/dl) TG (26(5:._123r)ng/dl)
(n=22) -
Basal Tras la intervencién o ) Basal Tras la intervencién o 5
(n=22) (n=21) A% P (n=23) (n=18) A% P
Peso, Kg
89,1+13,3 87,4+13,7 -0,85+1,9 0,089 82,318,4 82,1+7,8 0,4613,03 0,334
2
IMC, kg/m 30,343,7 30,1+3,8 -0,85%+2,0 0,063 28,2+2,5 28,1+2,4 -0,45%3,0 0,393
Perimetro
abdominal, cm 104,8+10,9 103,8+11,1 -0,85+2,0 0,019 100,3+7,4 98,2+6,6 -0,45+3,0 0,053
PA sistdlica,
mmHg 132,6+15,7 130,7+13,3 -0,76%£10,1 0,525 138,4+18,4 137,6+17,5 -0,76%£10,1 0,526
PA diastolica,
mmHg 82,3+11,7 81,419,8 -0,7318,73 0,575 86,219,9 86,118,2 -0,38+10,9 0,655
Ferritina, ng/mlL 610,6200,1 402,2+186,7 3640429 | 5001 | 549,14167,3 342,2£125,2 3480546 | g 001
30,8)] 25,0)]
Hepcidina, ng/mL - - (- - - (-
P ne/ 32,2[25,4-49,7] 14,2[10,5-27,7] 56’15[ 2)3]'3 ( <0,001 29,27[21,2-40,2] 14,3(8,88-23,1] 51’2£ ;?]'4 ( <0,001

1 os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.
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Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

TG (<260mg/dl)(n=22) TG (260,1>mg/dl)(n=23)
Basal Tras la Basal Tras la
(n=22) intervencién A% p? (n=23) intervencion A% p?
- (n=21) - (n=18)
Glucosa, mg/dl| 0,19[-6,22-
95.0[84,3-105,0] 92,0(88,0-99,5] 0.8 0,673 | 90,0[81,0-105] 92,0(82,5-107) -0,50[-6,27-8,05] | 0,943
Insulina, pUI/mL | g g57,25-17,6] | 10,8[5,85-14,2] PO | oono | sasiersian | 9s217a3a300 | s36ls 971360 | 0614
HOMA-IR
3,0+1,7 2,641,6 -11,6+38,5 0,158 5,9+15,3 5,0412,0 18,7455,9 0,384
o/3 - _ (-
HbA1c, % 5,60(543-567] | 533(532-5,34] 3,15[021)}7 U | <0001 | 558548568 | 5310518541 | -3,12(-3,22-(3,02)] | 0,001
ﬁ::;::em' Total, 231,4+48,2 225,8452,6 -2,75+8,28 0,186 259,9+45 5 249,7453 5 -4,05+12,4 0,140
ﬁ::;;:em' HDL, 42,2471 41,546,3 -1,00+9,49 0,217 44,649,2 44,6491 0,61+14,6 0,424
Apo B, mg/dl 135,7+34,4 135,2436,6 -0,38+10,1 0,854 136,2425,9 136,3+34,0 0,01+11,9 0,820
Triglicéridos -0,39[-20,0-
mg/dl 187[167-217] 165[142-219] o0 0,434 429[318-660] 375[228-465] -15,7[-51,2-4,45] | 0,039
GGT, UI/L 30,0[22,0-40,8] | 25,5[21,3-35,3] = [7';4'6' 0,030 | 47,0027,0680] | 355235768 | -141[-325-11,1] | 0,041
ALT, UI/L 24,0[16,3-29,5] 21,0[15,8-24,3] '15';3[(;;;’0'(' 0,004 32,0[22,0-52,0] 26,0[18,8-35,8] -9,93[-30,9-10,2] 0,070

1] 0s valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.
3l os estudios realizados sobre la hemoglobina glicosilada se han ajustado al nivel de hemoglobina.
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Grupo flebotomias terapéuticas y consejo dietético

TG (<260mg/dl) TG (260,1>mg/dl)
(n=22) (n=23)
Tras la
Basal Tras la intervencion Basal
~ ~ 0% p? ~ intervencion 0% p?
(n=22) (n=21) (n=23) (n=18)
PCR, mg/L -17,5[-56,2-
0,25[0,10-0,46] 0,19[0,09-0,04] 26,91 0,702 | 0,18[0,11-0,33] 0,20[0,08-0,31] -14,8[-50,4-64,6] | 0,689
i a
Leptina, pg/mL 1,20[0,46-1,61] 0,88[0,41-2,02] 4,70[-34,3-25,9] | 0,414 0,63[0,43-1,02] 0,64[0,40-1,1] -6,46[-28,1-29,7] | 0,765
Adiponectina,
pg/mL4 1,08[0,90-1,63] 1,17[0,91-1,64] 2,44[-10,1-22,6] | 0,332 | 1,31[0,56-2,24] 1,03[0,59-1,53] -8,95(-38,5-11,8] | 0,126
. . & _ _ _
Resistina, pg/mL 2,741,4 2,440,9 3’7205]3'9 0,124 2,6+0,9 2,6+0,8 7,15[-21,6-28,6] | 0,823
4
RBP4, ng/mL 3,641,5 3,241,0 -8,27+20,9 0,068 4,441,2 3,8+1,3 -12,4423,7 0,035
IL-6, pg/mlL 1,66[0,76-3,31] 1,65[0,97-3,20] '9'(';?[7'3;9]"9‘ 0,575 | 2,13[0,75-3,56] 1,99[0,83-3,11] -29,8[-60,1-224] | 0,727
TNF-a, pg/mL 3,75+1,5 3,83+1,4 5,82428,3 0,677 4,23+1,1 4,48+1,8 6,66+36,9 0,483

1 os valores se expresan como media * desviacion estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].
2la P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtin se aplique.
4los valores de la leptina estdn expresados como 10°, la adiponectina como 10 y la resistina y la RBP4 como 10°.
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Tabla 33: Comparacién de las variaciones en paradmetros clinicos y bioquimicos entre los grupos a estudio tras la intervencion, seleccionando
aquellos sujetos con concentracién basal de triglicéridos séricos >260 mg/dI.

Flebotomias +

Consejo dietético

Flebotomias + consejo

Consejo dietético

consejo dietético dietético
9 9

TG I e (nez s | e
Peso -0,46+3,03 -2,0042,97 0,114 | Colesterol HDL 0,61£14,6 2,55+18,0 0,708
IMC -0,45+3,0 -1,5743,41 0,277 | ApoB 0,01£11,9 -0,49+17,0 0,913
c":"mem abdominal, -0,4543,0 -1,5743,41 0,277 | Triglicéridos -15,7[-51,2-4,45] -13,8[-52,4-9,15] | 957
PA sistolica -0,76+10,1 -2,22+10,3 0,624 | GGT -14,1[-32,5-11,1] -9,711-239-6,15] | 0724
PA diastslica -0,38+10,9 -1,2010,2 0,808 | ALT -9,93(-30,9-10,2] -8,89[-17,7-7,76] | 0765
Ferritina -34,8[-54,6-(-25,0)] | -10,7[-22,3-(-4,91)] | 0,001 | PCR -14,8[-50,4-64,6] -11,8[-26,0-38,8] | 0430
Hepcidina -73,4[-79,9-(-21,2)] 7,92[-22,3-2311 | 0,001 | Leptina® -6,46(-28,1-29,7] -5,08[-31,4-4,15] | 0484
Glucosa -0,50(-6,27-8,05] -1,99[-6,10-3,68] | 0,644 | Adiponectina® -8,95(-38,5-11,8] 3,11[-16,4-23,7] 0,110
insulina -5,36[-5,97-(-1,36)] -8,85(-26,5-1,55] | 0,137 | Resistina® -7,15[-21,6-28,6] -5,63(-16,9-13,01 | 9947
HOMA-IR 18,7455,9 -9,06+33,1 0,085 | RBP4 -12,4423,7 6,47+34,9 0,065
HbA1c3 -3,12[-3,22-3,02)] | -3,07[-3,20-3,00)] | 0180 | IL-6 -29,8(-60,1-224] -9,96[-98,0-37,1] | 0414
Colesterol Total -4,05+12,4 -4,43+15,7 0,932 | TNF-a 6,66£36,9 -0,74+17,5 0,478

1] os valores se expresan como media * desviacién estdndar o mediana [percentil 25-percentil 75].

2l a P corresponde a la diferencia calculada de forma apropiada mediante los test t de muestras pareadas o de Wilcoxon, segtn se aplique.

3l os estudios realizados sobre la hemoglobina glicosilada se han ajustado al nivel de hemoglobina.

4l os valores de la leptina estdn expresados como 10, la adiponectina como 107 y la resistina y la RBP4 como 10°.
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5.4.- RESULTADOS SOBRE LA ASOCIACION ENTRE LAS PRINCIPALES

VARIACIONES DEL ESTUDIO Y LA DEPLECION FERRICA.

Por ultimo, se ha realizado el estudio de la influencia de la variacion de la

ferritina sobre la variacién de los diferentes parametros bioquimicos (pardmetros del

metabolismo de la glucosa, triglicéridos, GGT y GPT y RBP4), el cual se llevé a cabo

mediante regresion lineal multiple.

Las variables independientes introducidas en cada uno de los modelos fueron:

variacion de ferritina y variacién de peso. En el caso de que este modelo resultara

significativo, se realiz6 un nuevo modelo afadiendo, ademds, como variables

independientes las concentraciones basales de ferritina, triglicéridos, PCR y HOMA.

Tabla 34: Asociacion entre las variaciones de los principales parametros a estudio
tras la intervencidn en el grupo asignado a flebotomias y la variacion de ferritina
obtenida tras la intervencionl.

Coeficiente R?
IC 95% P .
B corregido

Var. HOMA -6,20 [-25,6-13,2] 0,525 0,197
Var. Insulina -5,42 [-23,2-12,3] 0,54 0,182
Var. Glucosa 2,10 [-2,96-7,16] 0,411 0,071
Var. HbAcl 0,006 [-0,18-0,19] 0,946 -0,024
Var. Triglicéridos -8,53 [-25,3-8,23] 0,314 0,019
Var. GGT -7,52 [-21,9-6,88] 0,302 0,047
Var. GPT -7,09 [-18,2-4,07] 0,21 0,155
Var. RBP4
(Crudo) -13,52 [-25,9-(-1,12)] 0,033 0,049
Var. RBP4
(Ajustado por ferritina, triglicéridos, -14,73 [-28,1-(-1,32)] 0,032 0,014
PCR y HOMA)

1 Resultados obtenidos tras realizar el estudio por regresién lineal miiltiple, introduciendo como variable la
variacion de cada uno de los pardmetros bioquimicos y como independientes la variacion de ferritina y la
de de peso. Si este modelo resultd significativo, se afiadieron ademds las concentraciones basales de

ferritina, triglicéridos, PCR y HOMA).
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Los resultados indican que la variacion en RBP4 se asocia de forma significativa
e independiente con la flebotomia terapéutica. Ademas, este hecho se mantiene tras
haber ajustado el estudio por los niveles de ferritina, triglicéridos, PCR y HOMA. Es
decir, independientemente del nivel de ferritina, triglicéridos, PCR e indice HOMA,
aquel paciente que reciba tratamiento con flebotomias terapéuticas, experimentara

una variacion significativa en los niveles de RBP4.
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Capitulo V. DISCUSION
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Se ha realizado un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado y controlado, en
pacientes con hipertrigliceridemia y sobrecarga férrica, determinado por la
concentracion plasmatica de ferritina, y sin evidencia de datos inflamatorios
sistémicos. Se aleatorizaron en dos grupos y todos ellos recibieron una dieta
cardiosaludable, adaptada a hipertrigliceridemia, y tan sdlo uno de los grupos fue
tratado con flebotomias terapéuticas. Los resultados de nuestro estudio demuestran
qgue la deplecién de hierro mediante flebotomias terapéuticas no se asocié con una
mejora significativa en la concentracion de triglicéridos, en comparacion con la dieta
solamente, ni tampoco se obtuvo un beneficio significativo sobre el metabolismo de la

glucosa.

Hasta el momento, ningln ensayo controlado previo habia estudiado en esta
poblacién la variacién de los niveles plasmaticos de los lipidos. Nuestros resultados no
respaldan las flebotomias como una estrategia terapéutica potencial para los sujetos
que presentan hipertrigliceridemia. A dia de hoy, la correccion del exceso de grasa con
una dieta baja en grasa, generalmente corrige la hipertrigliceridemia, mejora el
sindrome metabdlico asociado y por tanto sigue siendo el tratamiento principal de

este sindrome(166,167).

Conocemos que la hipertrigliceridemia es un fenotipo comun, pero también
complejo dado que es el resultado de mdltiples factores predisponentes tanto
genéticos como ambientales (168). La hipertrigliceridemia tiene tanta relevancia
clinica, que incluso se considera un criterio mayor para el diagndstico del sindrome
metabdlico(169). Es frecuente que aquellos pacientes con hipertrigliceridemia que
asocian sindrome metabdlico, presentan mayor incidencia de sobrepeso, obesidad,

esteatosis hepdtica y alteraciones en el metabolismo de la glucosa (170).

En nuestro estudio el 95% de los pacientes cumplian criterios de sindrome
metabdlico, y nuestros resultados reflejan que realizar flebotomias terapéuticas a este
grupo de pacientes no aporta una mejoria clinica o analitica, en comparacién con el
tratamiento habitual de la hipertrigliceridemia. En este aspecto nuestros resultados

coinciden con otros ensayos clinicos realizados previamente, que no encontraron
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mejoria tras las flebotomias en pacientes con esteatosis hepdtica no alcohdlica (165) o

DM2 (171).

Adams et al. realizaron un ensayo clinico aleatorizado, en el que examinaron el
impacto de las flebotomias terapéuticas en 71 pacientes con esteatosis hepatica no
alcohdlica. Los resultados concluyeron que a los 6 meses, no hubo diferencias
significativas entre los grupos en la esteatosis hepatica, las enzimas hepaticas o en la
resistencia periférica a la insulina medida a través del indice HOMA-IR, incluso en
aquellos pacientes que presentaban al inicio del estudio hiperferritinemia (165).
Fernandez-Real et al. realizaron un estudio pionero, en el que se asigné al azar 28
sujetos con DM2 o bien a tratamiento con flebotomias o a tratamiento habitual para
dicha patologia. Los resultados de este estudio no sugerian una asociacion significativa
entre las flebotomias y la variacién en los niveles de glucosa y el perfil lipidico. Se
observé un pequeiio beneficio en la variacion en los niveles de hemoglobina
glicosilada, aunque esta diferencia no se controlé por los cambios en la hemoglobina
total y una mejora significativa en la sensibilidad a la insulina entre los sujetos que se

sometieron a flebotomias (171).

Pese a que existen diferencias importantes entre nuestro estudio y estos dos
ultimos ensayos, ya que la sobrecarga de hierro no fue un criterio de inclusién en
ninguno de ellos, las conclusiones de todos ellos son similares sobre la utilidad de la
deplecion de hierro para mejorar las alteraciones lipidicas y glucidicas, asociadas con la

sobrecarga de hierro o la esteatosis hepatica no alcohdlica.

El hierro es un elemento necesario en multiples reacciones metabdlicas,
participando como componente enzimatico en reacciones cataliticas. Esta amplia
variedad de funciones bioquimicas, se encuentran involucradas en la produccion
energética y en otros procesos metabdlicos (172). Si bien es cierto, aunque el hierro
sea imprescindible para el organismo, cuando entra en contacto con el oxigeno, tiene
la capacidad de generar radicales libres de oxigeno, produciendo el consecuente dafio

celular (173).
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Por lo tanto, en condiciones fisiolégicas, el organismo tiene capacidad de
mantener de una forma estable las concentraciones de hierro en sus hepatocitos y

células macrofagicas (174).

Dentro de la homeostasis del hierro, una proteina clave en su metabolismo es
la hepcidina. La hepcidina en una proteina cuya funcion es reducir el flujo de hierro
hacia el plasma desde los depdsitos corporales e inhibir la absorcién de hierro
proveniente de la dieta (175). Cuando en el organismo hay un proceso inflamatorio, se
secreta IL-6, IL-1 y TNF-a, y ello a su vez induce la produccidon de hepcidina a nivel
hepatico, la cual promueve el secuestro de hierro dentro de los macréfagos. Por ello
en condiciones de esteatosis hepdtica se ha demostrado que los niveles de hepcidina

se incrementan (161).

Los resultados de nuestro estudio concluyeron que los niveles séricos de
hepcidina se redujeron sustancialmente en el grupo intervenido con flebotomias
terapéuticas en mayor medida que la concentracién de ferritina sérica. Estos
resultados concuerdan con lo que ya se habia demostrado previamente en otros
estudios, en los que se sugeria que los niveles de hepcidina varian de una forma veloz y
proporcionan informacion mas precisa sobre el estado de los depdsitos de hierro en el

organismo tras realizar depleciones férricas(175).

Los resultados de nuestro estudio reflejan que aquellos pacientes que
presentaron mayores reducciones en los niveles séricos de ferritina y hepcidina tras las
flebotomias, fueron los que tuvieron una reduccion significativa de los marcadores
inflamatorios, asi como de las enzimas hepdticas. Esto nos hace concluir que la
reduccion de la sobrecarga hepatica de hierro puede mejorar el dafo celular hepatico

(161,165,176).

Los resultados de nuestro estudio sugieren que la asociacidn entre la

hipertrigliceridemia y la sobrecarga férrica, se deba a mecanismos patogénicos
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comunes. Tanto es asi, que en aquellos pacientes que presentaban los niveles mas
elevados de ferritina y se sometieron a tratamiento con deplecién férrica, también
experimentaron una mejoria en los niveles de triglicéridos, con un porcentaje variacion
mas acusado. Si bien es cierto, es posible que la sobrecarga de hierro per sé no tenga
un papel importante o primordial en el desarrollo de hipertrigliceridemia. Por otro
lado, aquellos con niveles mas elevados de triglicéridos al inicio del estudio también
mejoraron de forma mas relevante sus cifras tras la deplecién férrica.

Pese a la reduccion significativa en los niveles séricos de citoquinas
inflamatorias (principalmente RBP4) y enzimas hepaticas, la ausencia de beneficio de
las flebotomias terapéuticas sobre la concentracidén de triglicéridos, nos hace pensar
gue el proceso inflamatorio hepatico no juega un papel sustancial en el desarrollo de

hipertrigliceridemia.

Si bien es cierto nuestros resultados sugieren que los pacientes con peor estado
inflamatorio basal, medido mediante la PCR, son los que mds mejoran este proceso
inflamatorio tras las flebotomias, acompanado de una disminucién tanto de enzimas
hepaticas y niveles de hepcidina. Todo ello concuerda con que la hiperferritinemia sea
reflejo de un estado inflamatorio sistémico que podria mejorar de forma generalizada
tras las depleciones férricas, corroborado por un porcentaje de variacion mas
relevante y una tendencia estadistica, en los pacientes que recibieron las flebotomias

respecto aquellos que tan solo hicieron dieta.

Hay evidencia cientifica de que la disfuncion del tejido adiposo participa
directamente en la patogénesis de la hipertrigliceridemia del sindrome metabdlico
(177). En nuestro estudio no hemos podido corroborar estos resultados, dado que no
obtuvimos diferencias significativas tras realizar flebotomias, en tres de las
adipoquinas mas importantes relacionadas con el tejido adiposo (adiponectina, leptina
y resistina) (159). Probablemente estos resultados concuerdan vy justifican que no

hayamos observado una reduccion significativa en la reduccién de triglicéridos.
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La adipoquina que se redujo de una forma significativa en nuestro estudio fue
la RBP4.RBP4 es la proteina trasportadora especifica del retinol en sangre. El retinol se
almacena en gran medida en el higado y se cataboliza a isémeros de acido retinoico,
gue a su vez actian como ligandos de multiples receptores nucleares que regulan la

trascripcién de cientos de genes (106).

Si bien la RBP4 se considera una adipoquina, la expresién mas alta de esta
proteina se encuentra en el higado, por lo tanto, quizas los resultados que hemos
encontrado en nuestro estudio puedan estar relacionados con un descenso en la
produccién hepatica tras realizar la deplecidn férrica. Los resultados nos indican que
los pacientes que recibieron tratamiento con deplecién férrica presentaron de forma
independiente una reduccion en los niveles de RBP4. No hemos podido correlacionar

la reduccion de RBP4 con otros parametros metabdlicos.

Lo que si que se ha constatado a lo largo de todo el estudio, es la franca mejoria
de los niveles de RBP4 tras la realizacion de flebotomias, dato que no se ha hallado en
aquellos pacientes asignados a dieta. Los resultados nos indican que la mejoria de los
niveles de RBP4 se asocia directamente con la deplecidn de hierro.

Si esta variacion realmente tiene algin impacto clinico, deberian realizarse mas

estudios y realizar investigaciones mas a especificas respecto a estos resultados.

Nuestro estudio tenia algunas limitaciones dado que no determinamos
directamente los depdsitos de hierro corporal sino que lo hicimos mediante
marcadores indirectos como la ferritina plasmatica y la hepcidina. Sin embargo, en
ausencia de inflamacién, estan muy bien correlacionados con la sobrecarga de hierro
(178), por lo que creemos que nuestros resultados reflejan estrictamente los cambios

de hierro inducidos por las flebotomias.

Nuestro estudio realiza una intervencién breve y uniforme que pretende

reducir en lugar de normalizar los depdsitos de hierro. Quizas si se hubieran
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conseguido respuestas mads prolongadas y profundas con las flebotomias terapéuticas
los resultados hubieran sido diferentes. Por otro lado, hubo una reduccién sustancial
en los niveles séricos de hepcidina (-56,7%), que es el regulador principal del hierro
sistémico producido por los hepatocitos. El 40% de nuestros pacientes (n=18)
alcanzaron concentraciones normales de ferritina tras las flebotomias, estos hallazgos

no difieren con la respuesta metabdlica que presenta la poblacién general.

Cabe mencionar también, que los pacientes que fueron asignados a
tratamiento exclusivamente con consejo dietético experimentaron una mayor pérdida
de peso y de perimetro abdominal en comparacién con los pacientes que realizaron
flebotomias. Este aspecto nos sugiere que estos Ultimos no siguieron las
recomendaciones dietéticas tan estrictamente como el primer grupo, probablemente

porque se sentian suficientemente tratados con las flebotomias.

Por ultimo, nuestro estudio incluyd principalmente hombres obesos o con
sobrepeso, por lo tanto, nuestras conclusiones no podrian extrapolarse a otras

poblaciones.
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Capitulo VI. CONCLUSIONES
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1. Los consejos dietéticos cardiosaludables orientados a la hipertrigliceridemia,
junto con una deplecién férrica sustancial mediante flebotomias terapéuticas en
sujetos con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia, no reduce la resistencia

periférica a la insulina en comparacién con una dieta hipocaldrica baja en grasa.

2. La dieta baja en grasa junto con una deplecidn férrica sustancial mediante
flebotomias terapéuticas en sujetos con hiperferritinemia e hipertrigliceridemia,
no reduce la concentracion de triglicéridos en comparacién con una dieta

hipocaldrica baja en grasa.

3. Nuestros resultados apoyan que la deplecidn de hierro no es un tratamiento a
incluir en la practica clinica habitual en el manejo de las alteraciones lipidicas de

los pacientes con hipertrigliceridemia e hiperferritinemia.

4. Aquellos pacientes con mayores reducciones de ferritina sérica y de hepcidina,
han reducido de una forma significativa la citoquina inflamatorias (RBP4) y los
niveles de enzimas hepaticas, pero sin hallar un beneficio real sobre el

metabolismo lipidico o glucidico.

5. Las flebotomias per sé, disminuyen significativamente los niveles de RBP4 y por
tanto, podemos considerar que este procedimiento no es perjudicial para los
pacientes, en tanto que disminuye los parametros inflamatorios, principalmente

a nivel hepatico.

6. Aquellos pacientes que presentan niveles mas elevados de ferritina,
experimentan una mejoria relevante en la reduccion de triglicéridos y perfil
glucidico, respecto los que tienen niveles de ferritina mds bajos. Podria
plantearse como terapia adyuvante el realizar tratamiento con flebotomias en

este subgrupo de pacientes.
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7. Aquellos pacientes que presentan determinaciones muy elevadas de triglicéridos
y se sometieron a flebotomias, presentaron una reduccién significativa en los
niveles de triglicéridos respecto aquellos con niveles mas bajos. Este subgrupo de

pacientes podria beneficiarse mas de las flebotomias terapéuticas.

8. La dieta baja en grasa es parte del tratamiento esencial para aquellos pacientes
gue presentan hiperferritinemia e hipertrigliceridemia, visto que se obtiene una
respuesta favorable, disminuyendo la resistencia periférica a la insulina vy

mejorando el sindrome metabdlico.
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8.1.- INFORMACION PARA EL PACIENTE

En este estudio tratamos de averiguar si la deplecidon de hierro del organismo tiene
también un efecto beneficioso en la concentracidn de triglicéridos en las personas que
presentan tanto exceso de hierro como de triglicéridos en sangre.

Para obtener dicho beneficio se iniciaran unas medidas higiénico-dietéticas a todos
los pacientes que entren en el estudio, consistentes en una dieta equilibrada y realizar
habitos saludables como el ejercicio. A un grupo de pacientes se le realizaran asi
mismo flebotomias terapéuticas (sangrias de unos 400cc de sangre).

La flebotomia terapéutica es un procedimiento sencillo de extensa utilizacién que
consiste en la extraccion de algo menos de medio litro de sangre de la vena del brazo.
(El procedimiento es idéntico al de la donacion de sangre convencional). Se realiza en
el servicio de Hemoterapia por personal de enfermeria entrenado con material estéril
desechable, bajo supervisién médica.

Un dia antes de la extraccion se realizard una extraccion analitica para comprobar
qgue los niveles de hemoglobina son correctos, es decir, para descartar anemia. Asi
mismo, instantes antes de la extraccion se comprobaran la normalidad de las
constantes vitales (tensidn arterial y pulso sanguineo), situacidn necesaria para tolerar
el procedimiento.

Los efectos adversos derivados de las flebotomias son infrecuentes e incluyen
hematomas en la zona de venopuncion, mareos, hipotension o sincope. Para minimizar
los riesgos se recomienda acudir bien desayunado o comido, y la primera vez,
preferiblemente acompafiado. Es recomendable disponer de una botella de medio
litro de agua, para su ingestion momentos antes de la extraccion.

Debe venir relajado y con tiempo suficiente, es recomendable que se quede entre
media hora y una hora después del procedimiento.

En la primera visita médica se realizara una entrevista clinica y un examen fisico para
determinar si es apto para este tratamiento. Si lo es, se le realizaran las flebotomias
cada tres semanas si la analitica y la toma de constantes nos lo permiten. Se le
realizardan un minimo de tres y un maximo de seis, siempre y cuando no presente
acontecimientos adversos.

Se le realizard una nueva visita médica mensual en la que se valorara el seguimiento
de la dieta y la tolerancia a las flebotomias.
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8.2.- ALEATORIZACION DE PACIENTES Y SECUENCIA TEMPORAL.

127 fueron seleccionados en la visita

No cumplian los
criterios de
inclusion/exclusion:
31

basal

86 voluntarios seleccionados para
No desearon

aleatorizacion participar: 10
46 voluntarios > 40 voluntarios
aleatorizados a dieta y aleatorizados a dieta
flebotomias terapéuticas

1 voluntario perdido 2 voluntarios se
en el follow-up perdieron en el

follow-up

v v
45 voluntarios en el Visita final 38 voluntarios en el analisis
analisis final final.

Grafico 2: Diagrama sobre la aleatorizacion de los pacientes en los dos grupos a estudio.
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Grafico 3: Diagrama sobre los tiempos de intervencion sobre cada grupo.
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