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Parece mentira, pero al fin la he terminado. La verdad es que no me lo creo todavia.

A mi, que como todos los que me conocen soy bastante timida, me resulta
especialmente complicado este apartado. Y sé que es lo primero que todo el mundo va
a leer. Por eso no me gusta. Todos mis compafieros y amigos buscaran entre estas
lineas a ver dénde aparece su nhombre y que digo de cada uno de ellos.

Pues bien, no voy a hacerlo. No voy a hacer la clasica lista en la que se incluye a todo el
gue de una manera o de otra ha colaborado o inspirado este trabajo. Sobre todo porque
son muchas las personas que me han ayudado y apoyado, y si hago una lista puede
gue falte alguien, s6lo por despiste, y se sienta defraudado. También porque espero
haber agradecido a cada uno su colaboracién o ayuda en el momento preciso. Y otra de
las razones es que siempre me ha parecido un peloteo insufrible el enumerar las
virtudes de tus directores de tesis, tus jefes, tus comparieros, tus amigos o tu familia en
estas péaginas. Si al fin y al cabo son todos maravillosos, para que repetirse a lo largo de
varios folios. Espero que nadie se lo tome a mal.

Aungue en lineas generales si quiero decir o escribir, que sin los “empujoncitos” de
mis directores de tesis y mis jefes en el trabajo, nunca habria llegado a este punto.
También es de ley mencionar que por el camino, directa o indirectamente, mis
comparieros de trabajo y mis amigos han ayudado y no poco a la realizacion de mi
tesis: participando en la elaboracion de las dietas, el cuidado de los animales,
ensefidndome las distintas técnicas, aclardandome un poco eso de la estadistica o
simplemente estando ahi y creando buen ambiente, haciendo la cosa mas llevadera.
En los tiempos del trabajo experimental resulté muy valiosa la colaboracion del
personal del CSIC de Armillay del animalario de Cartuja. Pero hay que reconocer que
los que mas se han sacrificado para que el trabajo saliese adelante fueron sin duda mis
ratitas y cobayas, gracias pequefios. Para llegar a cualquier final debe existir un punto
de partida, a mi me dieron la salida personas dignas de total admiracion, gracias
familia (la vieja y la nueva) por seguir ayuddndome a crecer.
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ABREVIATURAS:

AAP: Academia Americana de Pediatria
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ANOVA: Anélisis de la varianza

Ans = Anserina

AOAC: Association of Official Analytical Chemists
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Cys: Cisteina

Da: Dalton

DC: Células dendriticas

Ddp: Diferencia de potencial



Abreviaturas

DNA: Acido desoxirribonucleico.
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ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay
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FAO: Foof and Agriculture Organization

FDA: Food and Drug Administration
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GALT: Tejido linfoide asociado a intestino
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Glu: Acido glutamico

Gly: Glicina

GSH: Glutation

His: Histidina

H-Lys-2: Hidroxilisina-2

HPLC: Cromatografia liquida de alta presion.
IAC: Caseina inmunologicamente activa

IAW: Proteina sérica inmunoldgicamente activa

IFN-?: Interferon ?



Abreviaturas

IgA: Inmunoglobulina A

IgE: Inmunoglobulina E

IGF-I: Insulin-like growth factor -I

IgG: Inmunoglobulina G

IgM: Inmunoglobulina M
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IL-n: Interleuquinan.

Isc: Intensidad de corriente

Kda: Kilodalton

L1: Peptigen IF-3002 L-10206301
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Leu: Leucina
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Lys: Lisina

1IM-His+Ans: 1-metil-histidina + anserina
Met: Metionina

MHC: Complejo mayor o principal de histocompatibilidad.
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mM: Milimolar

NE: Aminoécidos no esenciales
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NK: Células agresoras naturales
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NPU: Utilizacion neta de la proteina



Abreviaturas
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OMS: Organizacion Mundial de la Salud
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PER: Coeficiente de eficacia en crecimiento (Protein Efficiency Ratio)
PGE:: Prostaglandina E:
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INTRODUCCION

La incidencia de las enfermedades alérgicas ha aumentado durante los ultimos afios
de forma alarmante en los paises desarrollados (Stone, 2003). Las alergias alimentarias
son frecuentemente las manifestaciones mas tempranas, siendo la alergia a las
proteinas de la leche de vaca la mas comun en nifios menores de un afio (2-6%) (Hill et
al., 1997; Exl y Fritsche, 2001; Garcia-Ara et al., 2004). La alergia a la leche de vaca
consiste en una reacciéon inmunoldgica frente a las proteinas de la leche caracterizada
por la produccidon de anticuerpos IgE especificos y por la aparicion de sintomas,
fundamentalmente, en el tracto gastrointestinal (vomitos y diarrea) y la piel (dermatitis
atdpica, urticaria). Estos sintomas pueden reducirse significativamente mediante el
mantenimiento de la lactancia materna hasta los 4-6 meses de vida, conjuntamente con
un retraso en la introduccion de otros alimentos. En muchos casos esto no es posible y
se hace necesario sustituir o suplementar la leche materna con una féormula infantil,
cuyo valor nutricional debe ser lo mas semejante posible al de la leche humana y

ademas no debe inducir sensibilizacion a alergenos alimentarios.

Se han desarrollado férmulas infantiles de alergenicidad reducida basadas en
hidrolizados de proteinas lacteas destinadas a la nutricion de nifios alérgicos a las
proteinas de leche de vaca, o con riesgo de serlo. Las formulas hipoalergénicas deben
ser nutricionalmente adecuadas y seguras para los individuos atopicos. Desde el punto
de vista de composicién se distinguen dos tipos fundamentales de hidrolizados de
proteinas lacteas: de caseina y de proteina sérica. EI grado de hidrdlisis de los
productos hipoalergénicos puede variar. Existen productos basados en hidrolizados de
proteinas lacteas con alto grado de hidrdlisis (50-55 %) que raramente se han asociado
con reacciones adversas y cuyo principal inconveniente es el sabor amargo generado
por péptidos de pequefio tamarfio. Se han desarrollado productos con una base proteica
menos hidrolizada (12-15 % de grado de hidrolisis), con los objetivos de inducir el
desarrollo de tolerancia oral a los alergenos de la leche de vaca y de mejorar las

caracteristicas organolépticas de este tipo de férmulas, pero estos hidrolizados
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parciales de proteinas lacteas no son considerados seguros para nifios alérgicos a las
proteinas de la leche de vaca o con alto riesgo de serlo.

Las formulas hipoalergénicas, ademas de nutricionalmente adecuadas, deben ser

seguras para los individuos atdpicos. Segun el "Nutritional Committee of the American
Academy of Paediatrics” para que una formula pueda considerarse hipoalergénica debe
mostrar una tolerancia clinica del 90 % en nifios con alergia a las proteinas de la leche
de vaca mediada por IgE, con un intervalo de confianza del 95 % (ESPGHAN, 1993; Host
et al., 1999). Este tipo de estudios, ademas de un alto coste y considerable duracion en el

tiempo, conllevan riesgos para los sujetos incluidos en ellos.

Todos estos factores hacen necesaria la caracterizacion nutricional e inmunolégica de
los potenciales ingredientes y de las formulas en desarrollo mediante métodos
preclinicos eficaces. Asi, el objetivo de este trabajo es la evaluacion nutricional e
inmunoldgica, usando métodos in vitro e in vivo, de hidrolizados de proteinas lacteas
utilizados en el desarrollo de una nueva formula infantil hipoalergénica. Con esta
nueva formula se pretenden mejorar tres aspectos fundamentales. En primer lugar, que
la fuente proteica tenga un perfil de aminoacidos lo mas semejante posible al de la
leche humana. En segundo lugar, se pretenden mejorar las caracteristicas
organolépticas, disminuyendo el amargor caracteristico de los péptidos presentes en
los hidrolizados de proteinas lacteas. Finalmente, se pretende, en la medida de lo

posible, disminuir el contenido antigénico presente en la férmula.

La caracterizacion de los hidrolizados seleccionados como potenciales ingredientes

se ha llevado a cabo en cuatro apartados:

v' Evaluacion in vivo de la calidad nutricional de hidrolizados de proteinas lacteas,
mediante el estudio del balance de nitrogeno, el coeficiente de eficacia en

crecimiento y el perfil de aminoéacidos libres en plasma, higado y musculo de

ratas.

12



Introduccién

v Desarrollo y validacién de un método in vitro, un enzimoinmunoensayo, para la
cuantificacion de proteina sérica inmunoldgicamente activa en hidrolizados

lacteos y formulas infantiles de alergenicidad reducida.

v Cuantificacién in vitro de caseina y proteina sérica inmunolégicamente activas

en hidrolizados lacteos y férmulas infantiles de alergenicidad reducida.

v Evaluacion in vivo de la alergenicidad de una formula infantil en cobayas.

13
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS:

1.- Nutricidon e inmunidad

La ingesta de diferentes alimentos o ingredientes alimentarios se ha relacionado con
efectos sobre el sistema inmunolégico en diversos estudios (Gil y Rueda, 2002; Hanson et
al., 2003). Esta relacion suscita especial interés en las primeras etapas de la vida, cuando el
sistema inmunoldégico es aun relativamente inmaduro. En este periodo se han descrito

diferencias en la maduracién del sistemma inmunolégico de nifios alimentados con
formulas infantiles con respecto a los alimentados mediante lactancia materna (Hanson et

al., 2003).

El tejido linfoide asociado a intestino, GALT, procesa los antigenos con los que entra en
contacto la mucosa intestinal (Rueda y Gil, 2000; Mowat, 2003; Smith y Nagler-Anderson,
2005). EI GALT debe ser capaz de responder de forma efectiva frente a antigenos
patogenos para proteger al organismo de infecciones, pero al mismo tiempo, debe
también discriminar y no responder a antigenos inocuos, como los que aparecen en los
alimentos o los propios de las bacterias de la microbiota intestinal. Este fenébmeno se

conoce como tolerancia oral y en la regulacion de este equilibrio pueden influir diferentes

nutrientes (Mowat, 2003; Garside et al., 2004).

1.1.- Sistema inmunoldégico intestinal

La mucosa gastrointestinal es una barrera de estructura compleja que proporciona una
superficie enorme para el procesamiento y absorcion de los alimentos ingeridos (Mayer,
2003). Para evitar la penetracion de los antigenos la mucosa emplea mecanismos fisico-
quimicos y celulares. Entre las células epiteliales las uniones son muy estrechas; éstas se
encuentran ademas recubiertas por una capa de mucus que atrapa particulas, bacterias

etc. La presencia en el intestino de las sales biliares, asi como los pHs extremos,
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contribuyen a la destruccion de patégenos y a la transformacion de algunos antigenos en

sustancias no inmunogenicas.

Tanto el sistema innato (células NK, leucocitos polimorfonucleares, macrofagos, células
epiteliales y receptores “toll-like) como el adaptativo (linfocitos intraepiteliales y de
lamina propia, placas de Peyer, IgA secretora y citokinas) proporcionan proteccién activa
frente a antigenos extrafos. Sin embargo, la falta de madurez de varios componentes de la
barrera intestinal y del sistema inmunolégico reduce la eficiencia de la barrera mucosal
infantil (Weaver et al., 1987). La actividad enzimatica es inferior en el recién nacido y la
produccion de IgA secretora no alcanza la madurez hasta los 4 afios de edad (Mayer,
2003). Esta inmadurez de la barrera mucosal es causa fundamental del incremento de las
infecciones gastrointestinales y la alergia alimentaria que se han observado en los

primeros afios de vida (Sampson, 1999).

Independientemente de esto, incluso en el intestino normal maduro, alrededor del 2%
de los antigenos ingeridos con los alimentos son absorbidos y transportados a través del
organismo en su forma inmunolégicamente activa (Husby, 1987). La induccion de hipo-
respuesta inmunolégica antigeno-especifica o tolerancia oral es la respuesta normal frente

a los antigenos alimentarios.

En la respuesta inmunologica intestinal normal las células M constituyen la via
principal por la que los antigenos complejos alcanzan el sistema inmunologico intestinal.
Estas células son enterocitos especializados sin microvilli ni capa de mucus en su
superficie apical, localizadas en el epitelio intestinal, entre los enterocitos. Se cree que
transfieren el antigeno intacto a células presentadoras de antigeno (APCs) localizadas en
el epitelio o en la region subyacente a la capula de las placas de Peyer, tras lo cual, estas
APCs migran hacia el interior para interactuar con células T y B (Mowat, 2003, Garside et

al., 2004).

Las placas de Peyer consisten en agrupaciones de grandes foliculos de células B y areas

de células T, presentes en la submucosa a lo largo del intestino delgado. Se han descrito

18



Antecedentes Bibliograficos

varios subtipos de células dendriticas (DC) en las placas de Peyer. Probablemente, estas
son las APCs implicadas en la interaccion del antigeno con los linfocitos B inmaduros y
los linfocitos T, localizados en los centros germinales y las regiones interfoliculares. Los
linfocitos asi activados por el antigeno llegan a través del drenaje linfatico a los nédulos
linfaticos mesentéricos, donde permanecen un periodo indefinido de tiempo, y
posteriormente, alcanzan el torrente sanguineo a través del conducto toracico. Tras
recircular durante varios dias, se diferencian en células efectoras maduras que se
acumulan en la lamina propia y el epitelio intestinal (Mowat, 2003, Brandtzaeg y

Johansen, 2005).

/< Linfocitos
de

lamina propi

Celulas
Memoria

Antigenos

anre'nte Lillfﬂ(:itos
FERE intraepiteliales

Placas
de
Peyer

Centros Gaerminales

Ganglios
linfaticos

‘regionales Reg iones
Interfoliculares

Figura 1: Esquema de la respuesta inmunolégica intestinal (Adaptado de Rueda, 2005).

Recientemente, se ha demostrado otra via de interaccion entre antigenos presentes en
el lumen intestinal y el sistema inmunologico. Células dendriticas presentes, bien en las

placas de Peyer o bien en la lamina propia, son capaces de emitir pseuddpodos hasta el
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lumen intestinal e interaccionar con antigenos alli presentes. Estos antigenos son
procesados y presentados a células T colaboradoras subyacentes iniciando el proceso
anteriormente descrito. Se cree que esta forma de contacto entre antigenos y células
dendriticas juega un papel fundamental en los procesos de tolerancia oral y defensa frente

a patogenos intestinales (Niess et al., 2005).

1.2.- Influencia de nutrientes especificos sobre el sistema

inmunoldgico

La informacion referente a como los distintos componentes de la dieta pueden afectar al
sistema inmunoldgico es limitada. No obstante, hay algunos aspectos que merecen ser

destacados.

Las proteinas de la dieta participan en el mantenimiento del sistema inmunolégico y
pueden influir sobre la respuesta a la infeccion (Millward, 1999). Algunos de los efectos de
las proteinas de la dieta sobre el sisterna inmunolégico estan mediados por sus
aminoéacidos componentes. Por ejemplo, la treonina y la cisteina, junto con otros

aminoacidos, estan implicados en la sintesis de glicoproteinas del mucus.

El glutation (? -glutamil-cisteinil-glicina) y los propios aminoacidos glicinay cisteina
intervienen en la sintesis de proteinas celulares del sistema inmunoldgico manteniendo
asi la inmunocompetencia en general. Se ha descrito un descenso en los niveles de estos
aminoacidos en la mucosa intestinal de animales privados de proteinas alimentarias

(Coop y Holmes, 1996).

La glutamina es un aminoéacido presente a concentraciones elevadas en musculo
esquelético y parece tener un papel especifico en el mantenimiento de la funcion
proliferativa de linfocitos y enterocitos mucosales. Mantiene la sintesis de glutation
durante el trauma, tiene un efecto positivo en la prevencién de la atrofia del GALT
inducida por la administracion intravenosa de nutricién parenteral total (Li etal., 1998) y

mejora la situacion inmunoldgica en el intestino en situaciones de endotoxemia (Manhart
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etal., 1999). En ratones estimulados con endotoxinas, la suplementacion de la dieta con

glutamina induce un incremento de células By células T CD4+ en las Placas de Peyer.

La arginina actia como precursor para la sintesis de oxido nitrico, un regulador de la

funcion macrofagica y de adhesién y activacion linfocitaria (Evoy et al., 1998), y estimula

la proliferacion de linfocitos timicos (Gil y Sanchez de Medina, 2005).

La taurina, un derivado de la cisteina, participa en la eliminacion de productos de

peroxidacion y durante el desarrollo postnatal, de manera especial, tiene un papel como

inmunomodulador del GALT (Redmon et al., 1998).

En el desarrollo del sistema inmunoldgico intestinal de nifios alimentados con lactancia
materna actdan también proteinas y péptidos presentes en la leche humana con actividad
inmunomoduladora, tales como las citokinas y la lactoferrina, y otras como el factor de
crecimiento epidérmico que intervienen en el desarrollo de la mucosa intestinal

(Lonnerdal, 2003).

Dentro de los componentes del nitr6geno no proteico, podemos destacar los
nucleotidos de la dieta los cuales han demostrado ser beneficiosos para el metabolismo
lipidico, la inmunidad y la regeneracion hepatica e intestinal (Sdnchez-Pozo et al., 1998;
Gil, 2002). Tejidos que proliferan rapidamente, tales como el sistema inmunolégico o la
mucosa intestinal no son capaces de soportar totalmente las necesidades de
requerimientos de nucle6tidos celulares exclusivamente a través de la sintesis de novo y
por ello utilizan preferentemente la via de recuperacion, salvando nucleésidos y
nucleobases procedentes de sangre y de la dieta. Un suplemento exdgeno de estos
compuestos a través de la dieta puede ser esencial para sostener el crecimiento y

mantener la funcion celular en estos tejidos (Uauy et al., 1996).

Aungue no se conoce exactamente el mecanismo por el cual actian sobre la respuesta
inmunoldgica, los nucledtidos han sido implicados en la maduracién, activacion y
proliferacion de los linfocitos, la modificacion de subpoblaciones linfocitarias, la actividad

fagocitica de los macrofagos, el retraso de la hipersensibilidad y la modulacion de la
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produccién de inmunoglobulinas (Rueda y Gil, 2000). También podrian estar implicados
en la respuesta a la infeccion a través de la modulacién de la microbiota intestinal (Gil et

al., 1986).

La suplementacion de la dieta con nucleétidos parece ser esencial para soportar el

crecimiento y mantener la funcion de la mucosa intestinal y el sistema inmunoldgico. Asi,
se ha descrito una menor incidencia de diarrea aguda en nifios alimentados con férmulas
con nucleotidos afiadidos frente a nifios que no recibieron esa suplementacion (Brunser et

al., 1994).

El intestino delgado parece tener un papel fundamental en la regulacién ejercida por los
nucleotidos sobre la respuesta inmunolégica. Los enterocitos actiian como APCs y son
capaces de producir citokinas implicadas en la activacion, proliferacion y diferenciacion
linfocitaria. Se ha descrito que los nucleétidos incrementan, de forma dosis-dependiente,
la produccién de IL-6 e IL-8 en explantes de intestino delgado fetal estimulados con IL-1R.
En ratones al destete, los nucleétidos de la dieta modifican las subpoblaciones de
linfocitos intestinales; esta modulacion podria ser unos de los mecanismos por los que los
nucleo6tidos promueven la produccién de inmunoglobulinas. Dicha modificacién se ha
observado como el incremento y adelanto en el tiempo de la expresion de marcadores de
células B (CD22) y de células B1 (CD25), precursoras estas ultimas de células plasméticas
intestinales y sistémicas productoras de IgA e IgM.. Por otro lado, los nucleétidos
modulan a nivel intestinal la produccién de IL-2 e IL-6, citokinas implicadas en la
diferenciacion de las células B hacia células plasméticas productoras de IgA (Aggettet al.,

2003).

Diversos estudios clinicos llevados a cabo a lo largo de los tltimos 15 afios con distintos
niveles de suplementacién de nucleotidos; con niveles iguales o inferiores a 33 mg/I
(Carver etal., 1991; Brunser et al., 1994; Navarro et al., 1996; Crosgrove et al.,1996;
Martinez-Augustin et al., 1997); con niveles de 72 mg/l (Pickering et al., 1998; Cordle et al.,
2002; Ostromet al., 2002; Yau et al., 2003; Buck et al., 2004) han mostrado evidencias acerca

del efecto de los nucledtidos de la dieta sobre distintos parametros clinicos en el neonato
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(Hawkes et al., 2005). Los resultados mas importantes obtenidos en estos estudios fueron
la influencia de los nucleétidos sobre la disminucion de la incidenciay duracion de
episodios de diarrea, el incremento de la inmunidad humoral, fundamentalmente la
concentracion sérica de anticuerpos frente a diversos antigenos vacunales, asi como de la
inmunidad celular, a traves del incremento de diversas subpoblaciones de células T
relacionadas con la maduracién del sistema inmunitario. Estas ventajas sobre la adicién
de nucledtidos a las férmulas infantiles son tratadas de nuevo en el punto 1.3 (Lactancia

materna vs. Lactancia artificial y su influencia sobre el sistema inmunologico).

Los lipidos de la dieta pueden modificar la composicion en acidos grasos de las
membranas celulares, incluyendo las de los linfocitos, pudiendo asi afectar a la respuesta

inmunoldgica (Keusch, 1999).

Niveles elevados de &cidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 (AGPI n-3) reducen la
proliferacion linfocitaria (Terada et al., 2001), mientras que cantidades moderadas podrian
aumentar la funcion inmunologica (Field et al., 2001). Se ha descrito que la
suplementacion de la dieta con AGPI n-3 reduce la expresion del complejo de
histocompatibilidad de clase Il en monocitos humanos, reduce también la expresiéon de
moléculas de adhesion, afectando a la migracion de linfocitos y monocitos entre
compartimentos corporales (Hughes y Pinder, 1997, 2000). El acido docosahexanoico
aumenta el nimero de células de memoriay células T efectoras en nifios prematuros
(Field et al., 2001). Muchos de los efectos de los AGPI n-3 en el sisterna inmunoldgico estan
mediados por modificaciones en la produccion de eicosanoides, como la produccién de
leucotrieno Bs de menor actividad bioldgica o la reduccién de la sintesis de PGEz. La PGE:
es un inhibidor de la producciéon de mediadores proinflamatorios por los macréfagos,
modula la expresion de receptores MHC Il en estas células e inhibe la proliferacion
linfocitaria. Independientemente de la regulacion eicosanoide, los AGPI n-3 puede inhibir
directamente la sintesis de citokinas proinflamatorias por células mononucleares humanas

(Calder, 1997; Prescott y Calder, 2004).
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Los AGPI n-3 presentes en la leche humana promueven la adhesion de bacterias
beneficiosas a las superficies de la mucosa intestinal favoreciendo su correcto desarrollo.

(Das, 2002)

Los hidratos de carbono en relacion con el sistema inmunolégico intestinal han sido
poco estudiados. La mayor parte de la informacion disponible en este aspecto esta
relacionada con la interaccion entre los distintos tipos de fibra alimentaria y la microbiota

intestinal.

La alimentacion de ratas con dietas con fibra, tanto via parenteral como enteral, reduce
la translocacién bacteriana y previene dafios a la funcion inmunolégica intestinal y
sistémica (Xu et al., 1998). Asimismo, la administracion oral de glucidos no digeribles
altamente fermentables promueve la secrecion de IgA en la mucosa del ciego, mientras
que los no fermentables la reducen. En el raton se ha descrito que la administracion de
fructooligosacaridos tiene un efecto positivo sobre la sintesis de IgA a nivel intestinal

(Manhart y Roth, 2001).

Los oligosacaridos, han sido considerados agentes prebidticos capaces de modificar la
microbiota intestinal, actuando asi como inmunomoduladores (Gibson y Robertfroid,
1994); aunque actualmente no hay datos clinicos disponibles que avalen esta hipotesis
(Kunz et al., 2000). Los oligosacaridos presentes en la leche humana inhiben la adhesion
de los neutrdfilos y estimulan las células endoteliales vasculares (Klein et al., 2000), sus
funciones en la inhibicion de la adhesion de patégenos especificos son comentadas mas
adelante en el punto 1.3 (Lactancia materna vs. Lactancia artificial y su influencia sobre el

sisterna inmunoldgico).

Los gangliosidos son glicoesfingolipidos formados por una ceramida hidrofébica y un
oligosacérido hidrofilico con uno o mas residuos de acido sialico, ademas de otros
azucares. Aunque la funcién de los gangliésidos en la leche humana alin no ha sido bien

establecida diversos estudios le confieren funciones varias:
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Los gangliésidos parecen tener un papel bioldgico en el desarrollo de érganos. Durante la
lactancia el patron de distribucidon de los gangliosidos varia, siendo GD3 el gangliosido
predominante en calostro, mientras que en la leche madura predomina el GM3. Estas
elevadas concentraciones de GD3 en calostro, asi como en tejidos en desarrollo, han sido
asociadas a una posible funcion de éste como mediador en interacciones celulares
especificas (Friedman et al., 1983). GDla y GD1 son marcadores de diferenciacién para
subpoblaciones Thly Th2, respectivamente (Ebel et al., 1992), y diversos estudios sugieren
gue los gangliésidos pueden estar implicados en la activacion de células T y en la
diferenciacion de varias subpoblaciones linfocitarias (Yuasa et al., 1990; Nashar et al.,

1996).

Se les atribuye también una participacion importante en la defensa contra la infeccion. Los
ganglidsidos actian como falsos receptores inhibiendo las enterotoxinas de E.coliy V.
cholerae (Otnaess et al., 1983). La incorporacion de gangliosidos en la dieta modifica la
composicién microbiana en heces de nifios prematuros, disminuyendo el recuento de
E.coli y aumentando el de bifidobacterias con respecto a los nifios alimentados sin dicha
suplementacion (Rueda et al., 1998). Los conjugados de acido siélico podrian actuar como
estructuras analogas a receptores para la adhesion bacteriana, alterando la microbiota
intestinal del neonato y reduciendo la capacidad infecciosa de estas bacterias (Rueda et al,
2003). Por otro lado, el efecto promotor sobre el crecimiento y la colonizacion por
bifidobacterias descrito en nifios alimentados con leche materna (Nakano et al., 2001) y
con férmulas infantiles suplementadas con gangliésidos podria estar causado por la

contribucion del &cido sialico a un bajo pH intestinal (Rueda et al, 2003).

Ademas, los gangliésidos de la dieta incrementan el nimero de células intestinales
secretoras de IgA y el contenido luminar de IgA secretada. Asimismo, la suplementacion
de la dieta con gangliésidos determina un desarrollo temprano en el nimero de células
secretoras de citokinas y un numero significativamente mayor de linfocitos secretores de
citokinas Thly Th2 en lamina propia y placas de Peyer. Por otro lado, GD3 aumenta la
tasa de proliferacion en todas las poblaciones linfocitarias intestinales, mientras que GM3

estimula la proliferacion de los linfocitos intestinales excepto los de las placas de Peyer.
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Todos estos resultados sugieren que los gangliésidos de la dieta influyen en el proceso de
maduracion del sistema inmunologico intestinal que tiene lugar durante la lactancia
(Rueda et al., 2003). Las ventajas sobre la adicién de gangliésidos a las formulas infantiles
son tratadas de nuevo en el punto 1.3 (Lactancia materna vs. Lactancia artificial y su

influencia sobre el sistema inmunoldgico).

Los minerales como el hierro, el zinc, el cobre y otros se han relacionado con distintos

efectos sobre el sistema inmunoldégico.

Una deficiencia de hierro, necesario para la sintesis de DNA, puede afectar a la
proliferacion linfocitaria y a la actividad de enzimas como la mieloperoxidasa. Sin
embargo, un exceso del mismo disminuye la produccion de HO: y reduce la actividad
bactericida neutrofilica, aumentando asi la susceptibilidad a la infeccidon. Se ha descrito un

descenso de los niveles de hierro circulante durante infecciones agudas (Keusch, 1999).

El zinc participa en la regulacion de la expresion de genes de fase aguda de la respuesta
inmunolégica formando estructuras terciarias al unirse al RNA (dedos de zinc) implicadas
en la estabilizacion conformacional de factores de transcripcion del DNA, por lo que una
deficiencia en este elemento podria disminuir la proliferacion linfocitaria (Keusch, 1999).
Recientemente se ha descrito que la suplementacion de zinc en la dieta de nifios
infectados por Shigella incrementa la proliferacion linfocitaria y la respuesta de IgG
especifica (Raqib, 2004). Otro papel del zinc en la respuesta inmunoldgica es su
intervencion, unido a péptidos derivados del timo, en la diferenciacion de células T. Una
deficiencia en zinc reduce las respuestas de hipersensibilidad retardada. Los niveles de
zinc pueden afectar también a la produccion y/o a la union a la membrana de ciertas

citokinas: IL-1, IL-2 e interferon (Keusch, 1999).

La deficiencia de cobre disminuye la produccion de anticuerpos, la actividad fagocitica, la
proliferacion de células T y la produccion de IL-2, aumentando el namero de células B.

Ademas, el cobre esta implicado en el funcionamiento del complemento, la integridad de
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las membranas celulares, la actividad de la Cu-Zn superoxidodismutasa y la estructura de

las inmunoglobulinas (Kuvibidila et al., 1993; Myrvik, 1994).

Niveles bajos de magnesio se han relacionado con alto nimero de células en el timo, un
incremento de eosindéfilos y de la produccién de IL-1, IL-6, TNF-a e histamina. También se
le ha relacionado con la produccién de proteinas de la fase aguda de la respuesta
inmunolodgica y la actividad del complemento. EI magnesio influye en la citotoxicidad de
los linfocitos a través de las interacciones con ATPy moléculas de adhesiéon (Kuvibidila

etal. 1993; Myrvik, 1994).

El selenio contribuye a la integridad del sistema inmunolégico y parece estar implicado en
la respuesta a la infeccion. Cuando se afiade en la dieta se ha observado un incremento en

la concentracion de IgG 2 en suero (Reilly, 1999).

La ingesta de molibdeno ha sido relacionada con un aumento de la respuesta

inmunoldgica frente a infecciones por nematodos (McClure et al., 1999).

Varias vitaminas han sido relacionadas con la respuesta inmunol6gica aunque su

mecanismo de accion no siempre es bien conocido.

La vitamina A ha sido implicada en la modulacién de la funciéon inmunoldgica intestinal

aumentando la incorporacién de timidina en los linfocitos de la lamina propia, y via IL-1

en la alteracion del sistema inmunolégico del colon (Elitsur et al., 1997).

La vitamina D participa en la regulacion positiva de la diferenciacion celular y la
apoptosis; y en la regulacién negativa de la proliferacion celular (Martinez-Agustin et al,
2005). Se ha descrito un papel inhibidor de la vitamina D en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, como la enfermedad inflamatoria intestinal (Cantorna et al,

2004).

La suplementacion con niveles de vitamina E superiores a los recomendados aumenta la
inmunidad humoral y celular, asi como la eficiencia de los fagocitos. Debido a sus

propiedades antioxidantes a la vitamina E se le atribuye un efecto inmunoestimulador,
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previniendo del dafio oxidativo a las células inmunolégicas 0 modulando la produccién

de metabolitos del &cido araquidonico (Sheehy y Morrissey, 1999).

1.3.- Lactancia materna vs. Lactancia artificial y su

influencia sobre el sistema inmunoldgico

En la composicidn de la leche materna aparecen diversas sustancias que pueden afectar
de manera directa o indirecta a la funcién inmunoldgica del nifio alimentado con ella (Gil
y Rueda, 2002). En la leche materna hay anticuerpos del tipo SIgA en cantidad

considerable, capaces de reconocer microorganismos patdgenos diversos: bacterias, virus

y hongos (Goldman et al., 1982; Goldman, 1993). La produccion de estos anticuerpos es
baja en el recién nacido (Rognum et al., 1992). Estos anticuerpos podrian adquirir su
especificidad por la migracién de células B estimuladas por antigeno en las placas de
Peyer en el intestino y en el tejido linfoide del tracto respiratorio hacia la ldmina propia de
la glandula mamaria, protegiendo al nifio frente a los organismos patdgenos a los que esta
expuesta su madre (Telemo y Hanson, 1996, Brandtzaeg y Johansen, 2005). También
aparecen en la leche materna anticuerpos anti-idiotipo, este hallazgo concuerda con la
mejora observada en la respuesta frente a vacunas en nifios alimentados al pecho con
respecto a los alimentados con formulas (Hahn-Zoric et al., 1990; Pabst y Spady, 1990). En
el calostro y al principio de la lactancia la leche materna contiene cantidades considerables
de macrofagos y linfocitos T CD8+ (Wold y Hanson, 1994) que podrian actuar como
inmunosupresores y reguladores negativos de las células T, respectivamente (Wold y
Adlerberth, 1998). Los neutrdfilos activados presentes en la leche humana podrian
compensar la baja capacidad del recién nacido para el reclutamiento de neutréfilos en los

lugares de inflamacion en el intestino (Keeney et al., 1993).

En la leche materna podemos encontrar cantidades importantes de lactoferrina (1.5 g/l),
que esta implicada en la defensa frente a la infeccién y tiene propiedades inmunotropicas.

Su capacidad para secuestrar exceso de iones Fe necesarios para el crecimiento de los
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microorganismos parece ser un mecanismo importante de defensa en humanos. La
lactoferrina incrementa la fagocitosis, la adherencia celular y controla la liberacion de
citokinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNFa) por los macrofagos. Ademas, protege de los
posibles dafios causados por los radicales libres y promueve la maduracién de células Ty
B. En ratones, la lactoferrina inhibe la respuesta autoinmune (Adamic y Wlaszczyk, 1996).
También en ratones se ha descrito que la lactoferrina bovina induce la respuesta
inmunolégica sistémica y mucosal incrementando la secrecion de I1gG e IgA en las placas
de Peyer y el bazo. La activacion del sistema inmunoldgico de las mucosas podria
depender de la fijacién de la lactoferrina a la mucosa intestinal (Debbabi et al., 1998). La
lactoferricina, péptido N-terminal de la lactoferrina bovina y humana, ha mostrado una

potente accidn bactericida in vitro e in vivo (Teraguchi et al., 1995)

La lisozima es una enzima activa que aparece en la leche humana en concentraciones
altas (0.1-0.3 g/l); es capaz de degradar las paredes celulares de bacterias gram-positivas y

podria tener una accion sinérgica con la lactoferrina (Lonnerdal, 2000).

La lacto-N-tetraosa, la lacto-N-fucopentaosa, la sialil-lactosa y disialil-lacto-N-tetraosa
son los principales oligosacaridos complejos presentes en la leche humana (Stahl et al.,
1994) donde alcanzan concentraciones de 5-8 g/l (Kunz et al., 2000). La capacidad
secretora es diferente entre individuos, la expresion de distintas enzimas que intervienen
en la sintesis de los oligosacaridos esta determinada genéticamente, se han observado
diferencias en la composicién oligosacaridica de la leche humana a lo largo del periodo de
lactancia (Kunz et al., 2000). Sus funciones bioldgicas estan estrechamente relacionadas
con su estructura: un nucleo de lactosa sustituido con N-acetil-glucosamina, galactosa,
fucosa y &cido sialico en varios enlaces y posiciones. Aunque previamente habian sido
asociados con la colonizacion intestinal por Bifidobacterias, actualmente no hay datos
clinicos disponibles que avalen esta hipotesis. Los oligosacaridos parecen actuar como
ligandos para moléculas de adhesion leucocitaria, y podrian afectar a la expresion de
integrinas leucocitarias, permitiendo la migracion de leucocitos a los lugares de
inflamacion (Kunz y Rudolff, 1993; Kunz et al., 2000). Los oligosacaridos complejos

presentes en la leche humana actiian también como falsos receptores a nivel intestinal y
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previenen asi la infeccion por diferentes microorganismos (Cervantes et al., 1995).
Posteriormente, se ha descrito una asociacion entre la concentracion de oligosacaridos
fucosilados en la leche materna y la proteccién frente a diarrea moderada o severa
causada por Campylobacter, calicivirus u otras causas mediante la inhibicién de la unién

de patdgenos especificos a sus células diana (Morrow et al., en 2004; Newburg et al., 2005).

La leche materna también contiene factor de crecimiento epidérmico que puede
favorecer la maduracién de la barrera epitelial intestinal, disminuyendo la captacion de
antigenos y, por tanto, la estimulacion inmunoldgica (Udall et al., 1981). Otros
componentes de la leche humana como: ?-caseina, fragmentos de subunidades de caseina,
lactoperoxidasa y poliaminas han mostrado también tener acciones antimicrobiana y/o
inmunoestimuladora in vivo e in vitro, aunque no se han estudiado en humanos

(Lonnerdal, 2000).

Los nucledtidos y los gangliésidos, cuyo papel inmunomodulador ya se ha comentado
previamente en el apartado de Inmunidad y Nutricién, también aparecen en la leche
materna. El desarrollo de nuevas metodologias, TPAN (Total potentially available nuclosides)
para la cuantificacion exacta del contenido en nucleétidos en los fluidos bioldgicos, como
la leche materna, han permitido un mejor conocimiento de la disponibilidad de estos
nutrientes, cuya concentracion previamente habia sido subestimada, y apoyan la adicion
de nucledtidos a las formulas infantiles en cantidades superiores a las consideradas

anteriormente (Aggett et al, 2003).

La alimentacion con leche materna o con formula infantil tiene efectos sobre el sistema
inmunologico; diferentes componentes de la leche materna tienen acciones
inmunomoduladoras sobre partes del sistema inmunolégico aun en desarrollo,
colaborando a que la respuesta frente a los estimulos sea adecuada (Lonnerdal, 2000). Se
ha descrito una mayor activacion basal de linfocitos en los nifios alimentados con formula,
reflejada por una mayor expresion de integrinas y respuesta proliferativa en ausencia de
antigeno (Wold y Adlerberth, 1998). Una posible causa de esta diferencia podria ser la

exposicion de estos nifios a una mayor variedad de proteinas alimentarias, aunque parece
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poco probable. Otras dos posibilidades no excluyentes a tener en cuenta son: la presencia
de factores anti-inflamatorios/ anti-proliferativos en la leche materna y una mayor
exposicion a productos bacterianos diferentes originados por una flora intestinal mas

diversa en los nifios alimentados con formula (Gil y Rueda, 2002).

En la leche materna aparecen citokinas, tanto pro-inflamatorias (IL-1, TNF-a) como
anti-inflamatorias (TGF-[3, IL-10), que podrian modular el sisterna inmunoldgico del
recién nacido (Wold y Hanson, 1994). Las citokinas mantienen su actividad bioldgica en
su paso a través del tracto gastrointestinal y pueden llegar al torrente circulatorio y afectar
a las funciones inmunologicas, como se ha observado en experimentos con animales
(Rollwagen y Bagar, 1996). Los macrofagos de la leche producen prostaglandina E2 que,
junto con las citokinas anti-inflamatorias y los receptores solubles para citokinas y
guimiokinas también presentes (Buescher y Malinowska, 1996), ejercen una regulacién
negativa sobre la proliferacion linfocitaria. EI TGF-3 puede provocar el cambio de isotipo
hacia células B IgA+ y la IL-6 puede estimular la sintesis de IgA e IgM asi como promover
la diferenciacién de las células B IgA+ hacia células plasmaticas productoras de IgA

(Strober y Ehrhardt, 1994).

La alimentacion con leche materna o con férmula infantil afecta a la respuesta frente a
vacunas orales y parenterales; los nifios alimentados con lactancia materna producen mas
SIgA en saliva y heces frente al toxoide tetanico y polio que los alimentados con formula
(Hahn-Zoric et al., 1990). Se ha observado que los nifios con lactancia materna estan
protegidos a largo plazo frente a infecciones por H.Influenzae (Hanson et al., 1995).
Nutrientes particulares como suplementos proteicos o vitamina A han sido considerados
como posibles adyuvantes en la inmunizacion (Solomons y Keusch, 2000). En un estudio
con nifios inmunizados con la vacuna Hib-conjugada y alimentados con una formula
infantil suplementada con nucleétidos mostraron una respuesta superior (doble) frente al
polisacarido tipo B de H.Influenzae con respecto a los que no recibieron esa

suplementacion (Pickering et al., 1998).
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Esta influencia de la alimentacién con leche materna o con una formula suplementada
con nucleotidos sobre el desarrollo de la inmunidad frente a determinados antigenos
vacunales ha sido corroborada en otros estudios posteriores (Ostrom et al., 2002; Schaller

et al., 2004; Hawkes et al., 2005).

La leche humana, a traves de la transferencia de inmunocitos, induciria tolerancia oral,
proporcionando un efecto protector a largo plazo, explicando asi el menor riesgo de
desarrollar diabetes tipo I, dermatitis atdpica, linfomas y enfermedad de Crohn, y la
supervivencia incrementada en transplantes renales maternos (Dosch et al., 1993; Sigurs et
al., 1992; Dauvis et al., 1988; Koletzko et al., 1989; Campbell et al., 1984). Diversos estudios
epidemioldgicos han asociado la introduccion de una formula infantil basada en leche de
vaca con un incremento del riesgo de desarrollar diabetes tipo | a lo largo de la vida.
Aunque no se ha demostrado relacién causa-efecto, estudios animales y epidemioldgicos
sugieren que otras fuentes proteicas complejas podrian ser diabetogénicas. El estado
inmunorregulador del intestino y la respuesta de tolerancia o sensibilizacion frente a los

antigenos de la dieta son factores criticos a tener en cuenta (Kolb y Pozzilli, 1999).

En resumen el tratamiento de los antigenos por el sistema inmunolégico de la mucosa
intestinal es fundamental para el desarrollo de una inmunidad efectiva; en dicho
desarrollo, la leche materna ademas de proteger reduce respuestas inmunolégicas
adversas relacionadas con atopia, autoinmunidad y desordenes linfoproliferativos

(Cripps y Gleeson, 1999).
2.- Alergia

Las enfermedades alérgicas constituyen una causa importante de morbilidad en los
paises industrializados, habiendo crecido su incidencia de forma alarmante durante las
ultimas décadas. Se generan como respuestas inmunolégicas aberrantes frente a alergenos

ambientales (Stone, 2003).
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Johanson et al. en 2001 realizaron una revision de la nomenclatura utilizada en la alergia

y reacciones relacionadas estableciendo las siguientes definiciones:

Hipersensibilidad: Reaccion que causa sintomas o signos objetivamente reproducibles que

se inician por exposicién a un estimulo definido a una dosis tolerada por sujetos

normales.

Alergia: Hipersensibilidad inmunolégicamente mediada. Puede dividirse en IgE-mediada
y no-lgE-mediada. La respuesta no mediada por IgE puede serlo por anticuerpos
alergeno-especificos tipo 1gG, IgA o IgM, o por células, donde los linfocitos

inmunolégicamente sensibilizados tienen un papel fundamental.

Atopia: Alergia IgE-mediada. Tendencia personal o familiar a producir anticuerpos IgE en

respuesta a dosis bajas de alergenos y desarrollar sintomas tipicos.

Una reaccion atopica implica la produccion de IgE alérgeno especifica, la cual se une a
receptores de alta afinidad en la superficie de mastocitos y basoéfilos que tipicamente se
localizan en las superficies mucosales y perivasculares. El reencuentro de la IgE de la
superficie del mastocito o basofilo con el alérgeno provoca la degranulacion de la célula
gue vierte mediadores proinflamatorios preformados al ambiente extracelular, como
histamina, proteasas y proteoglicanos. Dependiendo de los 6rganos diana afectados
aparecen manifestaciones diferentes como: Asma, rinitis, dermatitis atopica o sintomas

gastrointestinales (Marshall, 2004).

El desarrollo de las enfermedades alérgicas depende de la interaccion compleja de
factores genéticos y ambientales (Stone, 2003; Marshall, 2004; Wright, 2004.). Diversos
estudios epidemioldgicos han demostrado que el riesgo de sufrir enfermedades alérgicas
es hereditario. La existencia de antecedentes familiares de alergia constituye un factor de
riesgo. Asi, se ha estimado que cuando uno de los padres padece alergia al menos el 30%
de sus hijos la padeceran, esta proporcion se eleva al 50 % cuando ambos padres son
alérgicos (Duffy, 2001). Esta predisposicion esta causada por multiples genes. Se han

identificado algunos, como TIM 1 localizado en la region cromosoémica 5933, que codifica
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un receptor de superficie celular para el virus de la hepatitis A y parece intervenir en la
diferenciacion de las células T hacia Th1l o Th2 (Kuchroo, 2003). Las regiones
cromosémicas 6p y 12g aparecen consistentemente ligadas a manifestaciones fenotipicas
como: niveles elevados de IgE, hiporrespuesta bronquial, asma, sensibilizacién alérgica o

eosinofilia, aunque se han relacionado hasta otras 20 regiones cromosomicas (Wjst, 1999).

Se ha estudiado la influencia relativa de cada uno de los padres y parece haber una
transmision preferencial de la enfermedad atopica a través de la madre, que pudiera estar
causada por la transferencia transplacentaria de antigenos, anticuerpos y/o citokinas de
procedencia materna (Litonjua et al., 1998). Se han establecido relaciones entre la
respuesta de células de sangre del cordon umbilical tras el nacimiento frente a estimulos

alergénicos con la exposicion de la madre a esos alergenos durante el embarazo (Warner

etal., 1997).

La exposicion a diversos factores ambientales y los patrones de infeccion influyen en el
desarrollo de atopia (Stone, 2003). Estudios epidemioldgicos han mostrado una incidencia
incrementada de las enfermedades atdpicas en las areas urbanas, relacionada con la pobre
calidad del aire, la exposicion a alergenos dentro del hogar y estilos de vida con un alto

grado de estrés (Call etal., 1992; Gereda et al., 2000; Miller et al., 2003).

Se ha descrito que los contaminantes atmosféricos aumentan la produccion de IgE
alergeno-especifica y alteran el equilibrio entre las subpoblaciones de células T (Kemeny
et al., 2000; van Zijverden et al., 2000). Algunos estudios sugieren que la presencia de
mascotas en el interior del hogar tiene un efecto protector en el desarrollo de atopia; sin

embargo, en nifios con antecedentes de asma materna provocan el efecto contrario

(Celedon et al., 2002). La exposicién a alergenos durante la infancia puede aumentar el
riesgo de sufrir atopia pero depende del tiempo de exposicion, la dosis recibida y la

susceptibilidad del individuo (Wright, 2004).

La “hipotesis higiénica”, formalmente postulada por Strachan en 1989, sugiere que un

ambiente mas higiénico y una menor exposicion a infecciones durante la infancia pueden
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ser las responsables del incremento de las enfermedades atopicas observado en las
altimas décadas (Stone, 2003). Sin embargo, los mecanismos por los cuales sucede no
estan claros. El papel de las células Th2 en la inmunopatogénesis de la atopia esté bien
documentado. La interpretacion inicial de la “hip6tesis higiénica” propone que debido a
la falta de estimulacion de las células de la inmunidad natural por productos bacterianos
estas producen menos IL-12 e interferén causando una desviacion de la respuesta inmune
alergeno-especifica de un perfil Thl a Th2 (Romagnani, 1994). Recientemente se ha
propuesto también que la causa podria ser una reduccion de la actividad de células T
reguladoras (Wills-Karp et al., 2001). Tanto los datos epidemiolégicos como los resultados
experimentales disponibles sugieren que ambos mecanismos podrian estar implicados

(Romagnani, 2004).

2.1.- Tolerancia oral

Frente a los alimentos se produce normalmente una hipo-respuesta inmunologica
intestinal. Aunque los antigenos alimentarios penetren intactos de manera rutinaria en el
tracto gastrointestinal, es infrecuente que induzcan sintomas clinicos a causa del
desarrollo de tolerancia en la mayoria de los individuos. Los mecanismos inmunolégicos
implicados en el desarrollo de tolerancia oral no se conocen completamente, pero estudios
recientes sugieren que varias células presentadoras de antigeno, especialmente las células
epiteliales intestinales, células dendriticas y células T reguladoras tienen un papel

fundamental (Mowat, 2003).

Se han identificado cinco tipos de células reguladoras en relacion con la inmunidad

intestinal (Mowat, 2003):

células Th3, una poblacién de células CD4+ que segregan TGF-R.
células Tr1, células CD4+ que segregan IL-10

células T reguladoras, CD4+ CD25+

células T CD8+ supresoras

células T 2d
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Independientemente de cual sea la via de entrada de un antigeno (a traveés de las placas
de Peyer o0 a traves del epitelio que cubre la lamina propia), usualmente va a interaccionar
con una APC, y esta va a presentar dicho antigeno a una célula T colaboradora CD4+
nativa. Una vez que se produce dicho proceso las células CD4+ estimuladas por el
antigeno pasan al torrente sanguineo, via conducto torécico, pero este proceso, a su vez es

diferente en funcion de la naturaleza del antigeno.

Cuando se trata de organismo invasivo o patdgeno, se induce un fenémeno de
inflamacion local debido a los efectos derivados de patégenos mediados a través de
receptores llamados “Toll-like receptors” (TLR) que son expresados por células
mesenquimales, macréfagos y células epiteliales. Como resultado, las células dendriticas
de las placas de Peyer o de la lamina propia maduran completamente tras capturar el
antigeno y producen IL-2, la cual va a favorecer la diferenciacion de células CD4+ nativas
fundamentalmente hacia células Thl que producen IFN-? y mas inflamacién, aunque
también estas células dendriticas van a favorecer la diferenciacion hacia células Th2 que

producen citokinas como IL-4, e IL-5, las cuales promueven la respuesta local de IgA.

Cuando por el contrario, proteinas alimentarias y productos de bacterias comensales
son capturados por células dendriticas, en ausencia de inflamacidn, otros factores tales
como PGEz, producida por células mesenquimales y macrofagos, y TGF- producido por
células epiteliales, promueven la maduracion parcial de células dendriticas (células no
profesionales). Estas células presentan el antigeno a células T CD4+ y estas se diferencian
hacia células T reguladoras que producen fundamentalmente IL-10 y células Th3 que
producen TGF-B. Las consecuencias inmunoldgicas de este proceso son la estimulacion de

la produccion local de IgA, tolerancia sistémica y homeostasis inmunolégica local.

Este fendbmeno, denominado como tolerancia oral, ocurre normalmente tras la
exposicién a un antigeno alimentario y juega un papel fundamental en la prevencion de la
alergia alimentaria. Cuando se produce un desequilibrio en este proceso, especialmente
en neonatos y nifios pequefios con elevado riesgo alérgico, la exposicion a una

concentracion elevada de proteinas extrafias puede incrementar el riesgo de
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sensibilizacién desencadenando la respuesta de tipo alérgico, que se conoce como alergia

alimentaria.

En los ultimos afios se ha incrementado el interés sobre como la microbiota intestinal
comensal afecta a la respuesta inmunolégica intestinal. Se ha estimado que hay 102 a 10
bacterias por gramo de tejido de colon, sugiriendo que hay mas bacterias en el colon que
células en el cuerpo (Mayer, 2003). La microbiota intestinal queda completamente
establecida en las primeras 24 horas tras el nacimiento, es relativamente estable a lo largo

de la vida y depende de la flora materna, la genética y el ambiente local.

La importancia de la microbiota intestinal en el desarrollo de la induccién de tolerancia
oral se ha sugerido por el hecho de que ratones crecidos en un ambiente libre de gérmenes
desde el nacimiento fallan en el desarrollo de la tolerancia normal (Sudo et al., 1997).
Estudios recientes sugieren que los probiéticos podrian prevenir la dermatitis atopica,
pero no se ha demostrado que puedan prevenir la alergia alimentaria (Rautava et al., 2002;
Kalliomaki et al., 2003). Estos resultados estarian de acuerdo con la hipétesis higiénica,

anteriormente referida.

2.2.- Alergia alimentaria

La incidencia de la alergia alimentaria como la de otros desordenes alérgicos parece ir
en aumento en los paises industrializados; aunque el estudio mediante encuestas
sobrestima el numero real de afectados por las enfermedades alérgicas, se ha estimado

que del 3.5 al 4% de los estadounidenses sufren de alergia a algtn alimento (Munoz-

Furlong et al., 2004).

La prevalencia de las hipersensibilidades alimentarias es mayor en los primeros afios de
vida. Aproximadamente entre un 6% Yy un 8% de los menores de 3 afios se ven afectados,
aungue este porcentaje desciende a lo largo de los primeros diez afios de vida (Bock,

1987).
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La alergia a la leche de vaca es la mas comun en nifios menores de un afio (2-6 %),
posiblemente porque ésta es usualmente la primera fuente de proteinas a la que se
exponen (Hill et al., 1997; ExI y Fritsche, 2001; Garcia-Ara et al., 2004). En Estados Unidos
el 2.5% de los nifios menores de 5 afios son alérgicos a la leche de vaca, el 1.3 % al huevo y
el 0.8% al cacahuete (Sampson, 2005). En Esparia los alimentos causantes de la mitad de
las reacciones alérgicas en nifios menores de 2 afios son el huevo, la leche de vacay el
pescado, por ese orden (Martin-Esteban y Pascual, 1999). EI 80% de estos nifios desarrolla
tolerancia clinica antes de cumplir los 5 afios (Sampson, 1999). Las reacciones alérgicas a
las proteinas de la leche de vaca estan mediadas por IgE en un 60% de los casos; de estos
nifios atopicos el 25% continua siéndolo a los 20 afios, y de éstos aproximadamente un

tercio sufre reacciones a otros alimentos (Host, 1997).

La alergia alimentaria es una respuesta anémala del sistema inmunolégico de las
mucosas frente a las proteinas de los alimentos. A diferencia del sistema inmunolégico
sistémico que reacciona enérgicamente frente a cantidades relativamente pequefias de
antigeno, el sistema inmunolégico de las mucosas encuentra diariamente cantidades
enormes de estos, generalmente suprime la reactividad frente a los antigenos inocuos a la
vez que es capaz de reaccionar y proteger al organismo frente a los patdégenos (Sampson,

2004).

A pesar de que la diversidad de la dieta es enorme s6lo unos pocos alimentos son
causantes de la mayoria de las alergias alimentarias en el mundo. En nifios la alergia
alimentaria es causada principalmente por leche, huevo y cacahuete, en adultos también
se han descrito reacciones frente a nuez, cacahuete, pescado y marisco. Los habitos
dietéticos regionales y los métodos de preparacion de los alimentos influyen de manera
importante en la prevalencia de las alergias, ya que pueden modificar los epitopos

haciendolos reconocibles o no por los anticuerpos (Hugh y Sampson, 2004).

La sensibilizacion a alergenos alimentarios puede ocurrir en el tracto gastrointestinal,
constituyendo la alergia alimentaria clasica o de tipo I, 0 como consecuencia de una

sensibilizacidon a alergenos inhalados, alergia alimentaria de clase Il (Breiteneder et al.,
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2000). La mayoria de los alergenos identificados como de clase | son glicoproteinas
solubles en agua de 10 a 70 KDa, bastante estables frente a calor, &cidos y proteasas
(Sampson, 1999). Los de clase Il son proteinas producidas por las plantas que tienen

reactividad cruzada con el polen.

La alergia a la leche de vaca es un desorden complejo a menudo confundido por el
publico general con la intolerancia, principalmente a la lactosa. Se trata de problemas
distintos con mecanismos diferentes, como se definié en el punto 2 la alergia implica una

reacciéon mediada por el sistema inmunoldgico.

La mayoria de las proteinas de la leche de vaca son alergenos potenciales, incluso las
gue se encuentran en muy baja concentracién (Wal, 2002). La tabla 1 muestra los pesos
moleculares, porcentaje de hidratos de carbono y concentracion porcentual de las
principales proteinas lacteas: caseina, b-lactoglobulina, a-lactoalbimina, alblmina de

suero bovino e IgG (Wahn, 1988).

Tabla 1: Alergenos en la leche de vaca. (Wahn, 1988)

Peso Molecular % Hidratos de % del total de
Proteina
(KDa) Carbono proteinas

caseina 20-30 82
b-lactoglobulina 18.3 0.1 9
a-lactoalbdmina 14.2 3
albumina de suero 67 1
IgG 160 2-12 2

Las proteinas de la leche de vaca contienen a lo largo de sus moléculas epitopos lineales

y conformacionales. Parece haber pequefios fragmentos localizados en las regiones

hidrofobicas altamente conservados en la evolucién, que podrian ser los responsables de

las reacciones cruzadas con proteinas de leche de otros mamiferos (Wal, 2002).
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No se ha podido establecer asociacion alguna entre estructura y/o funcion de las
proteinas de la leche de vaca y su alergenicidad (Wal, 2002). Tan solo varios trabajos
muestran diferencias entre los epitopos reconocidos por IgE e IgG de pacientes con alergia
transitoria frente a pacientes con alergia persistente a las proteinas de la leche de vaca

(Chatchatee et al., 2001; Jarvinen et al., 2001; Vila et al., 2001).

Los individuos alérgicos a los alimentos manifiestan sintomas variados en el tracto

gastrointestinal, la piel y el tracto respiratorio.

La reaccion frente a los alergenos de clase I, reaccion mediada por IgE a proteinas
vegetales en individuos sensibilizados a pdélenes, se conoce como sindrome alérgico oral y
se caracteriza por inflamacion de las mucosas oral y faringea. La anafilaxia intestinal esta
también mediada por IgE, y tipicamente se presenta como nauseas, dolor cdlico
abdominal y vomitos, los cuales generalmente aparecen conjuntamente con

manifestaciones en otros 6rganos (Sampson, 1999).

La esofaguitis y la gastroenteritis alérgica eosinofilica pueden estar mediadas por IgE,
por células o por ambos mecanismos, y se caracterizan por la infiltracion de eosinéfilos en
esofago, estomago y paredes intestinales (Sampson et al., 2001; Rothenberg et al., 2001). La
esofaguitis alérgica eosinofilica es mas frecuente en la infancia, donde se presenta con
nauseas, vomitos y dolor epigéstrico. La gastroenteritis alérgica eosinofilica no tiene una
edad caracteristica de aparicion; se produce perdida de peso y, dependiendo de la
extension y localizacion de la inflamacion, pueden aparecer dolor abdominal, vomitos,

diarrea, sangre en heces, anemia y enteropatia con pérdida proteica (Kelly, 2000).

La proctocolitis inducida por alergia alimentaria estad causada por un mecanismo
mediado por células. Aparece en los primeros meses de vida como reaccion frente a
proteinas, fundamentalmente de leche de vaca o de soja, presentes en las formulas
infantiles o que llegan a través de la leche materna (Lake, 2000). El crecimiento no se ve

afectado; aparece edema de la mucosa con infiltracién de eosinofilos en el epitelio y la
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lamina propia del intestino grueso distal, siendo lo més caracteristico la presencia de

sangre en heces (Rothenberg, 2004).

El sindrome de enterocolitis se presenta en nifios menores de 3 meses como
consecuencia de una reaccién también mediada por células frente a las proteinas de leche
de vaca o de soja. En nifios que reciben lactancia materna la aparicion de los sintomas es
més tardia coincidiendo con la introduccion de estos nuevos alimentos (Nowak-Wegrzyn
et al., 2003). Normalmente se producen vémitos entre 1 y 3 horas después de la ingesta del
alergeno. En los primeros meses de vida las proteinas de los alimentos pueden causar
también enteropatia mediada por células; las vellosidades sufren atrofia y se produce
infiltracion de células mononucleares y eosindfilos. Los nifios padecen diarrea y muestran

poca ganancia en peso (Savilahti, 2000).

Las manifestaciones cutdneas mediadas por IgE mas comunes causadas por las
reacciones alérgicas a los alimentos son urticaria aguda y angioedema. También es
frecuente la urticaria aguda de contacto frente a carnes, vegetales y frutas. La dermatitis
atépica puede estar mediada por IgE o por células; es una forma de eczema que aparece
generalmente en la infancia temprana, y se caracteriza por una distribucion tipica 'y
prurito intenso (Bieber et al., 1996). Otras manifestaciones de alergia alimentaria mediada
por células son la dermatitis de contacto observada en manipuladores de alimentos (Judd,
1994) y la dermatitis herpetiforme asociada a la enteropatia causada por la sensibilizacién

al gluten (Nicolas et al., 2003).

Los sintomas respiratorios agudos causados por alergia a alimentos son generalmente
reacciones aisladas mediadas por IgE, mientras que los sintomas crénicos aparecen camo
consecuencia de reacciones mixtas mediadas por IgE y por células. La rinoconjuntivitis y
el asma no aparecen aislados como reaccion frente a la ingesta de alimentos, pero si junto
con otros sintomas propios de la alergia alimentaria (James, 1994). Ademaés, la ingesta de
pequenas cantidades de alergenos alimentarios en individuos sensibilizados puede
empeorar el asma e inducir hiperreactividad de las vias respiratorias (James et al., 1996).

Los vapores emitidos al cocinar los alimentos pueden contener proteinas y causar
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reacciones asmaticas e incluso anafilaxia (Roberts et al., 2002). La reaccion alérgica a las
proteinas de la leche de vaca mediada por células puede causar una forma rara de

hemosiderosis pulmonar conocida como sindrome de Heiner (Leeetal., 1978).

La alergia a los alimentos es la causa de al menos un tercio de las reacciones de
anafilaxia sistémica incluyendo una variedad de los sintomas gastrointestinales, cutaneos
y respiratorios descritos previamente y sintomas cardiovasculares como hipotension,
colapso vascular y disritmias cardiacas (Bock et al., 2001). Esta reaccién puede llegar a ser

fatal, conduciendo a la muerte del individuo.

3.-Prevencion y tratamiento de la alergia alimentaria

Cuanto mas temprana es la intervencion mas probabilidades de éxito habra a la hora de
evitar la sensibilizacion de los nifios con alta predisposicion genética a desarrollar alergia.
Diversos estudios apoyan la existencia de un periodo critico, incluso prenatal, en el que el
riesgo de sensibilizacidén para estos nifios es muy elevado. Algunos factores susceptibles
de ser modificados son: la alimentacion con formulas infantiles, la introduccion temprana
de alimentos alergénicos, la exposicion a humo de tabaco o el desconocimiento de los

padres sobre la enfermedad (Zeiger, 2003).

Aunqgue se han encontrado marcadores genéticos (Cookson et al., 1989) y factores
inmunolégicos asociados al desarrollo de alergia alimentaria, la herramienta mas practica
y recomendada para la deteccion de nifios con alto riesgo de desarrollar la enfermedad es

el historial de antecedentes familiares (Zeiger, 2003).

El Comité Nutricional de la Academia Americana de Pediatria (AAP) identifica como
individuos con alto riesgo de desarrollar alergia alimentaria aquellos con ambos padres o
un padre y un hermano afectados (AAP, 2000). El criterio propuesto por la Sociedad

Europea de Alergologia Pediatrica e Inmunologia Clinica (ESPACI) y la Sociedad
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Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN)(Host et
al., 1999) es menos restrictivo e identifica como individuos con alto riesgo de desarrollar

alergia alimentaria aquellos con sélo un familiar en primer grado afectado.

Se han observado en el feto y el recién nacido respuestas frente a alimentos mediadas
por IgE y frente a las proteinas de la leche y el huevo mediadas por células T (Michel et al.,
1980, Warner et al., 1994). Como intento para la prevencion de la alergia a las proteinas del
huevo y la leche, se ha estudiado el efecto de la eliminacion de estos alimentos en la dieta
de la madre durante el tercer trimestre de embarazo, sin que se haya logrado reducir con

ello la sensibilizacion en sus hijos.

Ninguno de los comités mencionados recomienda la eliminacién de alimentos
esenciales como el huevo y la leche en la dieta de la madre durante el embarazo. La AAP
si recomienda la eliminacién del cacahuete en la dieta materna, ya que no se trata de un
alimento esencial y existen estudios epidemiol6gicos que sugieren que la ingesta de éste

durante el embarazo puede aumentar el riesgo de desarrollar alergia al cacahuete en el

recién nacido (Frank et al., 1999).

Tanto la AAP como la ESPACI y la ESPGHAN recomiendan la alimentacion exclusiva y
prolongada con leche materna, hasta el cuarto o sexto mes de vida, ya que ésta
proporciona la nutricion ideal para el desarrollo inmunolégico y fisiologico del recién

nacido (Zeiger, 2003).

3.1.- Lactancia maternay prevencion de atopia

El papel de la duracion de la lactancia materna y/o la supresion de férmulas infantiles
basadas en leche de vaca durante la infancia temprana en el desarrollo de enfermedad
atopica continua siendo controvertido (Lonnerdal, 2000). Un grupo de expertos, en una

revision relativamente reciente sobre la bibliografia disponible, alcanzé conclusiones
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diferentes sobre los efectos de la alimentacion temprana en el desarrollo de alergia para

los nifios con riesgo hereditario de sufrirla.

En general, la alimentacion exclusivamente con lactancia materna reduce el riesgo de
asma, y el riesgo de respiracion sibilante recurrente asociada normalmente a infecciones
virales. Los efectos protectores de la lactancia materna se incrementan hasta los 4 meses
con el incremento de la duracion de la misma y persisten durante la primera década de la
vida. La alimentacioén al pecho protege frente al desarrollo de dermatitis atpica y la
exposiciéon a pequefas dosis de leche de vaca durante los primeros dias de vida parece
incrementar el riesgo de alergia a leche de vaca pero no afecta a la incidencia de

enfermedades alérgicas posteriormente.

Los efectos beneficiosos de la lactancia materna son particularmente positivos en nifios
con antecedentes familiares de alergia. No obstante, en la leche materna aparecen también
alergenos procedentes de la dieta de la madre: 3-lactoglobulina, caseina y ? -globulina,
ovoalbumina, gliadina y antigenos del cacahuete en concentracion suficiente para
estimular reacciones alérgicas en los nifios (ng/ml). Estos alergenos aparecen entre 1y 6
horas después de haberlos ingerido la madre independientemente del estado atdpico de
esta. Ademas, se ha observado sensibilizacion temprana de nifios alimentados

exclusivamente con lactancia materna frente a proteinas de huevo y de leche de vaca.

Diferentes estudios han evaluado el efecto de la eliminacion de la dieta materna de
alimentos alergénicos durante la lactancia sobre la prevencion de enfermedades alérgicas
en nifios de alto riesgo (Hattevig et al., 1989; Hattevig et al., 1999; Chandra et al., 1989). En
uno de ellos se observé una reduccion de eczema hasta los 18 meses, aunque a los 10afios
no habia diferencias en manifestaciones alérgicas. Otros estudios llegan a conclusiones

contradictorias.

La AAP recomienda la eliminacion de nueces y cacahuetes en la dieta materna durante
la lactancia y considera la posibilidad de eliminar huevos, leche y pescado. Los comités

europeos (la ESPACI y la ESPGHAN) en cambio, no recomiendan eliminar alimentos
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alergénicos de la dieta materna debido a los resultados contradictorios de los estudios

existentes. La mejor opcion seria la consideracion individual de cada caso en funcion del
riesgo de alergia y otras circunstancias. La eliminacién del cacahuete de la dieta materna
durante la lactancia se considera de forma especial y se recomienda, ya que este no es un

alimento esencial y es causante frecuente de alergias (Zeiger, 2003).

3.2.- Utilizacion de formulas infantiles como alternativa a la

lactancia materna.

En muchos casos se hace necesario sustituir o suplementar la leche materna con una
formula infantil, cuyo valor nutricional debe ser lo mas semejante posible al de la leche

humana y ademas no debe inducir sensibilizacion a alergenos alimentarios (ExI, 2001).

Los productos dietéticos infantiles con alergenicidad reducida disponibles en el
mercado son mezclas de aminoacidos o provienen de distintas fuentes de proteinas. Estas
proteinas son usualmente de leche de vaca o de soja y han sido sometidas a hidrolisis
enzimatica, tratamiento térmico o ultrafiltracion. Las mezclas de aminoacidos puros son

las Unicas consideradas no alergénicas (Host y Halken, 2004).

Las proteinas de soja son consideradas menos inmunogénicas y alergénicas que las de
la leche de vaca (May et al., 1980; McLaughlan et al., 1981) y la prevalencia de alergia a
estas proteinas en nifios con alergia alimentaria es baja (<5%) (Burks et al., 1998; Bruno et
al., 1997), incluso en nifos con antecedentes familiares de alergia que han sido
alimentados desde el nacimiento con férmulas basadas en soja (0.5%) (Bruno et al., 1993).
No obstante, no se ha observado en estudios prospectivos aleatorios que estas formulas
protejan frente al desarrollo de alergia alimentaria o de dermatitis atopica (Chandra et al.,
1989). Tanto la AAP (AAP, 1998) como la ESPACI y la ESPGHAN (Host etal.,1999)
consideran que no hay evidencias suficientes para recomendar las férmulas basadas en

proteinas de soja para la prevencion de la alergia alimentaria.
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En cuanto a las férmulas basadas en proteinas de leche de vaca, desde el punto de vista
de composicion, se distinguen dos tipos fundamentales de hidrolizados de proteinas
lacteas: de caseina y de proteina sérica, entendiendo como proteina sérica a la mezcla de
proteinas contenidas en el suero de la leche (fraccion obtenida tras la precipitacion de la
caseina) y que incluye fundamentalmente R-lactoglobulina, a -lactoalbimina, albamina de

suero bovino e IgG.

Por otro lado, el grado de hidrélisis puede variar. No existe un criterio unanime para la
clasificacion en funcion de este parametro. Existen productos basados en hidrolizados
extensivos de proteinas lacteas (50-55% de grado de hidrdlisis) que raramente se han
asociado con reacciones adversas y cuyo principal inconveniente es el sabor amargo

generado por péptidos de pequefio tamafio; en estos productos se han detectado

cantidades bajas de R-lactoglobulina residual (0.84 —14.5 pg/l) (Makinen-Kiljunen et al.,
1993; Rosendal et al., 2000).

Con los objetivos de inducir el desarrollo de tolerancia oral a los alérgenos de la leche de
vacay de mejorar las caracteristicas organolépticas de este tipo de formulas se han
desarrollado productos con una base proteica menos hidrolizada (12-15% de grado de
hidrélisis), pero estos hidrolizados parciales de proteinas lacteas no son considerados
seguros para nifios alérgicos a las proteinas de la leche de vaca o con alto riesgo de serlo.
En estos hidrolizados aparecen cantidades muy superiores de R-lactoglobulina residual

hasta 12400 pg/l. (Makinen-Kiljunen et al., 1993; Rosendal et al., 2000).

Una formula puede considerarse hipoalergénica si muestra una tolerancia clinica del 90
% en nifios con alergia a las proteinas de la leche de vaca mediada por IgE, con un

intervalo de confianza del 95 % (ESPGHAN, 1993; Host et al., 1999).

Varios estudios han mostrado una reduccion significativa de la sensibilizacion/alergia
frente a la leche de vaca, asi como de la dermatitis atépica utilizando hidrolizados de
proteinas lacteas, tanto extensivos como parciales en la alimentacion infantil, bien como

alimento Unico o bien como suplemento a la lactancia materna, al compararlos con
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formulas basadas en leche de vaca o soja. Las formulas basadas en mezclas de

amino&cidos no se han utilizado en la prevencion primaria de la alergia.

El efecto beneficioso de la alimentacion con hidrolizados proteicos es particularmente
importante cuando esta se instaura antes de los 6 meses de edad. Si hasta entonces el nifio
se ha alimentado exclusivamente con leche materna la introduccion de la férmula
hidrolizada no afiade efecto preventivo frente a la alergia. El efecto protector de las
férmulas basadas en hidrolizados extensivos de proteinas lacteas ha mostrado ser mayor
gue el de las formulas basadas en hidrolizados parciales en varios estudios (Oldaeus et al.,

1997; Halken et al., 2000).

3.3.- Pautas de prevencion de la alergia alimentaria

Tanto la AAP como la ESPACI y la ESPGHAN, teniendo en cuenta los estudios
existentes, recomiendan la utilizacion de férmulas basadas en hidrolizados de proteinas
lacteas para la prevencion de la alergia alimentaria en nifios con alto riesgo de

desarrollarla cuando la lactancia materna no es posible 0 no es suficiente.

Concretamente, la AAP sugiere la utilizacion de formulas fabricadas con hidrolizados
extensivos, y considera la posibilidad de utilizar también las preparadas con hidrolizados
parciales, mientras que los comités europeos recomiendan una formula con alergenicidad

reducida confirmada.

Ademas de las diferencias en antigenicidad y caracteristicas organolépticas, mencionadas
previamente, entre las formulas basadas en hidrolizados extensivos y las basadas en los
parciales existen diferencias de coste. Mientras que una férmula con proteina
extensivamente hidrolizada tiene un coste superior en aproximadamente unos 3 délares
por dia con respecto a una formula convencional basada en leche de vaca, las formulas

basadas en hidrolizados parciales no implican un aumento apreciable del coste. No

47



Antecedentes Bibliograficos

obstante, cuando el factor econdmico no es un obstaculo se recomienda el uso de las

formulas con proteinas extensivamente hidrolizadas (Zieger, 2003).

La introducciéon temprana en la dieta de otros alimentos parece aumentar el riesgo de
alergias. Se ha descrito una relacion lineal significativa entre la introduccién de alimentos
sélidos en la dieta desde el nacimiento hasta el cuarto mes y la incidencia de eczema a los
2 afios y de eczema cronico o recurrente a los 10, siendo el efecto especialmente notable en
hijos de individuos con alergia. Esta asociacion parece estar causada, mas que por un
alimento en concreto, por la diversidad de la dieta (Fergusson et al., 1983; Kajosaari et al.,

1991).

Tanto la AAP como la ESPACI y la ESPGHAN recomiendan retrasar la introduccion de
alimentos soélidos en la dieta hasta el 5° (ESPACI y ESPGHAN) o 6° mes (AAP).

Los comités europeos sugieren incorporar un numero limitado de alimentos con baja
alergenicidad cuando se inicie la alimentacion con sélidos, mientras la AAP recomienda

pautas concretas para la introduccion de alimentos alergénicos:

Lechedevaca..................c.... 12 meses
Huevo.........ccoooiiii, 24 meses
Cacahuete, nueces y pescado.........3 afios

3.4.- Pautas de tratamiento de la alergia alimentaria

Tanto la AAP como la ESPACI y la ESPGHAN coinciden en lineas generales en las
recomendaciones para el tratamiento de nifios con alergia confirmada a un alimento. El
alimento causante debe eliminarse de la dieta, y si el nifio esta siendo alimentado con
leche materna, la madre debera evitar ingerir el alimento en cuestiéon. La AAP recomienda

en este ultimo caso la eliminacion de la dieta materna de todos aquellos alimentos que
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habitualmente causan alergia en nifios: leche de vaca, huevo, pescado, cacahuetes y

nueces.

Estos comités recomiendan el uso de formulas basadas en hidrolizados proteicos
extensivos cuando la lactancia materna no es posible o resulta insuficiente. En este caso las
formulas basadas en hidrolizados parciales deben evitarse, debido a que se han producido
reacciones relativamente frecuentes a estos productos en nifios alérgicos a las proteinas de

la leche de vaca (Businco et al., 1989).

A diferencia del grupo europeo, la AAP considera la utilizacién de férmulas basadas en
soja para nifios con alergia a las proteinas de la leche de vaca mediada por IgE, si no hay

evidencias de alergia concomitante a la soja, especialmente en nifios mayores de 6 meses.

Las formulas basadas en mezclas de aminoacidos pueden ser necesarias en caso de
intolerancia a las formulas basadas en hidrolizados extensivos de proteinas lacteas o soja

y en casos de alergia a multiples alimentos.

La leche de otros animales como cabra y oveja no se recomienda debido al alto grado de
homologia de sus proteinas con los alergenos de la leche de vaca, y a que se han
observado frecuentes reacciones a ellas en individuos alérgicos a las proteinas de la leche

de vaca.

La introduccion de nuevos alimentos en la dieta de sujetos alérgicos a algun alimento
debe llevarse a cabo extremando las precauciones. La pauta de incorporacion de
alimentos recomendada por la AAP para la prevencién del desarrollo de alergia

alimentaria podria considerarse apropiada (Zeiger, 2003).
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4.-Evaluacion de las formulas infantiles para la prevencion

y tratamiento de la alergia a proteinas de leche de vaca.

Las formulas infantiles destinadas a la prevencion o tratamiento de la alergia a las
proteinas de la leche de vaca deben estar disefiadas para tener un valor nutricional lo mas

semejante posible al de la leche humanay ser seguras en términos de alergenicidad

(Businco et al., 1993; Chandra, 1998; ExI, 2001).

La principal diferencia entre las distintas formulas con este destino es la fuente proteica

y la referencia la leche materna.

La Organizacion para los Alimentos de la OMS, la AAP y la ESPGHAN consider6 que un
recién nacido necesitaba ingerir 2.0 - 2.2 g de proteina por kilogramo de peso corporal y
dia durante los primeros cuatro meses de vida, descendiendo a partir de entonces su
necesidad a 0.2 g por kilogramo de peso y dia, en sus recomendaciones de 1985. Los nifios
prematuros requierian alrededor de 1 g mas por kilogramo de peso y dia que los nacidos
a término. Recientemente los requerimientos en cuanto a ingesta de proteinas han sido
revisados y el nivel seguro ha sido reducido a 1.77 g de proteina por kilogramo de peso
corporal y dia para el recién nacido (FAQO, 2005).El equilibrio nitrogenado, ademas de por
la ingesta proteica se ve afectado por otros factores, tales como la ingesta energética global

o los niveles hormonales (Rassin, 2003).

4.1.- Metabolismo de aminoacidos en el lactante

La gran importancia del aporte de proteinas en la dieta reside fundamentalmente en
gue son fuente de aminoé&cidos. Los aminoéacidos ingeridos pueden: ser incorporados a
las proteinas tisulares; ser degradados en reacciones catabolicas que resultan en la
eliminacion del nitrégeno como urea y el deposito del esqueleto carbonado como

glucdgeno o grasa o su combustion hasta CO2; o ser utilizados como componentes para la
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sintesis de otros compuestos nitrogenados, como las bases puricas, la creatinay la

epinefrina (Crim y Munro, 1994).

En el cuerpo de un individuo adulto se sintetizan diariamente de 250 a 300g de
proteina, aproximadamente 100g proceden de la ingesta, en el organismo se produce una
reutilizacion extensiva de los aminoacidos a la que contribuyen sobre todo intestino,

musculo, proteinas plasmaticas, leucocitos y hemoglobina.

La digestion de las proteinas empieza con la hidrolisis de los enlaces peptidicos proximos
a leucina u otros aminoacidos aromaticos por la pepsina del jugo gastrico. La presencia de
proteinas en el contenido intestinal estimula la secrecion de proenzimas pancreaticas,
estas se activan por la hidrélisis parcial de sus cadenas peptidicas, la tripsina hidroliza
enlaces peptidicos adyacentes a lisina o arginina, la quimotripsina enlaces adyacentes a
aminoéacidos aromaticos y la elastasa a aminoéacidos neutros alifaticos. Las exopeptidasas,
carboxipeptidasas y aminopeptidasas, acttan sobre los extremos carboxilo y amino libres

respectivamente.

Los aminoacidos libres son absorbidos por las células de la mucosa intestinal a través de
transportadores dependientes de energia con cierta especificidad por aminoacidos
bésicos, acidos y neutros. Los péptidos pequefios son degradados a aminoacidos por
accion de las hidrolasas del borde en cepillo y del citoplasma de las células de la mucosa

(Crimy Munro, 1994).

Los aminoacidos en el enterocito pueden ser utilizados para la sintesis de proteinas de
la mucosa, sintesis de aminoacidos no esenciales, aporte energético o pueden ser liberados
al torrente sanguineo (Sanchez de Medina, 2005). En humanos sanos la digestibilidad en
el ileon del nitrégeno proteico de la dieta varia dependiendo del tipo de proteina, la
composicion de la dieta y variaciones en la tasa de vaciamiento gastrico y transito
intestinal. El nitrégeno que llega al colon procede de la dieta (no absorbido por el
intestino), enddgeno (secreciones y descamaciones) y del higado en forma de urea. La

mucosa intestinal absorbe aminoacidos endogenos y de la dieta, metaboliza una porcion y
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vierte otra a la vena porta. La actividad metabdlica del tejido intestinal es alta, en la
mucosa tiene lugar el 10% de la sintesis de proteinas y el catabolismo de aminoacidos
esenciales y no esenciales (Mariotti, 2000). Las células de la mucosa intestinal metabolizan
parte de los aminoéacidos que entran en ellas, el acido glutdmico y la glutamina se
transforman en alanina (ver figura 2). La glutamina es esencial para las funciones
epiteliales y la integridad de la mucosa tanto en estado normal como patolégico. El acido
glutamico, la glutamina y el acido aspartico proporcionan energia, la ornitina participa en
la sintesis de poliaminas, la arginina en la sintesis de oxido nitrico y el &cido glutdmico, la

glicina y la cisteina en la formacion de glutation.

El intestino ejerce un papel modulador y tamponador en los estados post-absortivo y
postprandial con respecto a la llegada de aminoacidos a los tejidos periféricos. El intestino
es el primer paso que afecta al metabolismo vy la eficiencia de utilizacion del nitrégeno. La
cinética de absorcidn puede variar y modificar el destino del nitrégeno absorbido. Las
proteinas del suero lacteo y la caseina exhiben diferente comportamiento digestivo y
absortivo e inducen diferentes perfiles de aminoacidos en estado postprandial. La calidad
de la proteina de la dieta puede influir en el primer paso de extracciéon de aminoacidos en
el intestino incrementando su retencién temporal. La adicion de carbohidratos a la dieta
aumenta la extraccion intestinal de aminoacidos, reduce la entrada en higado y la
produccién de urea, porque retrasan el vaciamiento géastrico, modificando la cinética de

absorcion y estimulando la produccion de insulina.

El intestino es cuantitativamente importante aportando aminoacidos cuando los tejidos
periféricos lo requieren y reacciona rapidamente a cambios metabdlicos por su
sensibilidad nutricional y hormonal, su gran masa y la reutilizacién continua de
aminoéacidos. Controlando el vertido de los mismos al flujo portal el intestino ejerce una

influencia considerable sobre el metabolismo hepético (Mariotti, 2000).
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Figura 2: Metabolismo de aminoacidos en el enterocito (Sanchez de Medina, 2005).

Los aminoéacidos llegan al higado a través de la vena porta y pueden pasar a la
circulacion sin ser metabolizados; utilizarse en la sintesis de péptidos, proteinas, purinas y
pirimidinas; catabolizarse para producir energia (cuando el aporte proteico de la dieta es
alto) o participar en la gluconeogénesis (Sanchez de Medina, 2005).

En el higado tiene lugar el catabolismo de aminoacidos esenciales (Arg, His, Lys, Met,
Phe, Thr, Trp) y no esenciales (Ala, Pro, Oh-Pro, Ser, Gly, Asp) generando &cido glutamico

y amoniaco, que originan urea que es excretada en la orina (ver figura 3).

El higado controla la absorcion y metabolismo de estos aminoacidos segun las
necesidades corporales. Utiliza una porcion para la sintesis de proteinas hepaticas, secreta
proteinas plasmaticas y aproximadamente un cuarto de los aminoacidos que se absorben

pasa a la circulacion general.
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Cuando la ingesta de un aminoécido supera los requerimientos del organismo el higado
induce un incremento en la actividad de las enzimas degradativas de ese aminoacido, en
los aminoéacidos esenciales el incremento es repentino mientras que para los no esenciales
el incremento es progresivo. Tras la ingesta de proteinas se estimula la sintesis de las
enzimas implicadas en el metabolismo de los aminoéacidos, dichas enzimas son ademas
estabilizadas por su interaccién con el sustrato por lo que su degradacion se reduce. A
pesar del control del higado los aminoacidos pueden aparecer en los tejidos periféricos en
mayor cantidad de lo necesario para la sintesis proteica u otros propositos (Crim y

Munro, 1994).

Aminoécidos Proteinas

Proteinas

plasmaticas
Estructura

b
b

Energia Glucosa
Proteinas __gl A

Otros

compuestos < Aminoacidos = Cetoacidos
nitrogenados

Higado Porta
Aminoacidos

Figura 3: Metabolismo de aminoéacidos en el higado (Sanchez de Medina, 2005).
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En el musculo (40-45% de la masa corporal) la insulina tras la ingesta estimula la
captacion de aminoacidos y la sintesis proteica; durante el ayuno los glucocorticoides
tienen efectos opuestos, los aminoacidos son liberados para la gluconeogénesis (Sanchez
de Medina, 2005). EI musculo esquelético es el principal lugar de metabolismo para los
aminoécidos ramificados (Leu, lle y Val) que constituyen del 15 al 20% de los aminoacidos
de las proteinas (ver figura 4).

La degradacion de las proteinas en musculo se produce por 4 vias: proteasas lisosomales
acidicas(catepsinas), proteasas activadas por calcio (calpinas), via citosolica independiente
de ATP y via citosolica dependiente de ATP. En musculo esquelético la mayoria de las
proteinas se degradan por un proceso que requiere ATP, ubiquitina y el proteosoma; los
péptidos son degradados a aminoacidos por las peptidasas citosolicas. En adultos
normales el balance de nitrégeno se mantiene principalmente por las respuestas
anabolicas postprandiales: incremento de la sintesis proteica y descenso de la degradacién
proteica. Tras la ingesta la oxidacion de aminoéacidos de cadena ramificada aumenta. Una
reduccion de la proteina en la dieta conlleva un descenso en la oxidacion de aminoacidos,
incrementando asi su disponibilidad para la sintesis de proteinas, cuando el nivel cae por
debajo de los requerimientos diarios, la oxidacion no puede disminuir mas y el individuo

entra en riesgo de malnutricion (Newby, 1998).

En el sistema nervioso el acido glutdmico es el aminoacido més captado, el y sus
metabolitos g-aminobutrico y glutamina actiian como neurotransmisores. La formacion de
glutamina permite la eliminacion del amoniaco que se forma en las células nerviosas. En
el tejido nervioso los aminoacidos aromaticos y ramificados comparten el sistema de
transporte, en caso de insuficiencia hepatica aumentan los aminoacidos aromaticos y sus

metabolitos pudiendo llegar a causar encefalopatias (Sanchez de Medina, 2005).

La entrada o salida neta de aminoacidos de un 6rgano esta determinada por el
gradiente de accién masas de sustratos a través de la membrana celular, la actividad de

los sistemas transportadores de aminoacidos y las concentraciones de aminoacidos
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compitiendo por el mismo transportador. El patrén de intercambio de aminoacidos

interorganos cambia en distintas condiciones fisiologicas (Tessari, 2000).

Isoleucina  Cetoacidos Energia
Valina
NH.
a-cetoglutarato Glutamato Glutamina
Alanina Piruvato
Miuisculo

Figura 4: Metabolismo de aminoacidos en musculo (Sdnchez de Medina, 2005).

La mucosa intestinal responde a un influjo de glutamina y acido glutdmico de la dieta u
organos periféricos y por transaminacion de &cido piruvico forma alanina. La alanina
llega al higado a través de la vena porta., donde el esqueleto carbonado entra en la
gluconeogenesis y la parte nitrogenada se convierte en urea. Las tasas de catabolismo de
los aminoacidos esenciales en el higado estan reguladas segun las necesidades corporales.
Los aminoéacidos ramificados son catabolizados principalmente en los tejidos periféricos:
musculo, tejido adiposo y rifion. La glutamina es el principal vehiculo para transportar
nitrogeno del musculo al higado, es también la fuente de nitrogeno para la sintesis de
amoniaco por el rifién. El intercambio entre higado, musculo y tejido adiposo de hidratos
de carbono y metabolitos grasos esta regulado por la insulina y el glucagon (Crimy

Munro, 1994).
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El amoniaco generado por la desaminacion es tranformado en urea y eliminado por la
orina, aunque las células hepaticas pueden utilizarlo para la sintesis de aminoacidos no
esenciales por la accion de la glutamato deshidrogenasa, también puede ser empleado
para generar glutamina a partir de glutamato, este es el mecanismo de captacién de
amoniaco en los tejidos periféricos, la glutamina es el aminoacido mas abundante en
plasma sanguineo. EI muasculo, el tejido adiposo, los pulmones y el cerebro sintetizan
glutamina que vierten a la sangre. Las reacciones que dan lugar a la urea se producen en
el higado (ver figura 5), en la mucosa intestinal se producen las etapas que llegan a la

produccién de ornitina, prolina, citrulina y arginina (Sdnchez de Medina, 2005).

Los productos finales del metabolismo del nitrégeno se excretan en orina,
mayoritariamente como urea, amoniaco, &cido Urico y creatinina, la proteina no absorbida
de la dieta y la secretada al lumen no reabsorbida se pierde en heces. También se pierde
nitrégeno por descamaciones, secreciones etc. Cuando la dieta tiene un contenido normal
en proteina el 80% del nitrégeno urinario esta en forma de urea. Durante el ayuno la
cantidad absoluta de nitrégeno en forma de amoniaco crece en orina en respuesta a la
acidosis. La excrecion de creatinina tiende a ser independiente de la proteina de la dieta o
de la ingesta caldrica porque es producto del pool de creatina en musculo, y este no se

altera rapidamente con cambios en la dieta.

El balance de nitrégeno se hace mas negativo cuando la ingesta energética esta por
debajo de las necesidades corporales y se hace mas favorable cuando esta supera los
requerimientos del individuo, siempre que la cantidad de proteina de la dieta no sea
limitante. Las hormonas del crecimiento y testosterona (anabdlicas) y corticosteroides y
tiroxina (catabdlicas) tienen un efecto pronunciado en el metabolismo proteico muscular.
La proteina de la dieta también afecta al balance nitrogenado. Cuando la ingesta es baja el
balance mejora proporcionalmente a la proteina afiadida en la dieta, cuando se

incrementa mucho, la eficiencia desciende, es importante la calidad de la proteina.
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El procesamiento de los alimentos puede causar que los aminoécidos no estén
disponibles por reaccionar con azucares o lipidos por tratamientos térmicos, basicos o
condiciones de oxidacion. Cantidades desproporcionadas de aminoacidos pueden

producir efectos de toxicidad, antagonismo y desequilibrio (Crim y Munro, 1994).

El perfil de aminoéacidos en plasma es el resultado de la interaccion entre los tejidos, la
captacion y la liberacion de aminoé&cidos por los mismos. La concentracion en plasma (2
mM) es 10 veces menor que la de los tejidos y su distribucién es muy constante, aunque
puede afectarse por la elevada ingesta de hidratos de carbono, que aumenta la captacién
de aminoé&cidos en musculo (Sanchez de Medina, 2005), a través de un transporte
mediado por insulina. Este efecto es maximo en aminoéacidos de cadena ramificada,
mientras que afecta minimamente a otros como el triptéfano. Las alteraciones en la
concentracion plasmatica de aminoacidos afectan a la disponibilidad de los mismos para

los tejidos periféricos (Crim y Munro, 1994).

El metabolismo de los aminoacidos tiene lugar a través de reacciones de transaminacion,

desaminacion, aminacion, amidacion, desamidacion y descarboxilacion.

Los aminoacidos se utilizan en el higado como fuente energética cuando estan en exceso,
en el musculo los aminoé&cidos ramificados son utilizados para obtener energia
especialmente durante el ayuno, los enterocitos utilizan como fuente energética sobre
todo la glutamina, este aminoacido también es usado con el mismo fin por las células del
sistema inmunoldgico. La degradacién de los aminoacidos a través de la glucélisis y el

ciclo de Krebs produce un poco menos de energia que la de los hidratos de carbono.

Los aminoéacidos se usan para generar glucosa cuando la dieta es pobre en hidratos de
carbono, en ayuno, estrés metabdlico y diabetes.
Se denominan aminoacidos gluconeogénicos aquellos que dan lugar a:

Piruvato: Gly, Ala, Cys, Ser, Thr, Trp

58



Antecedentes Bibliograficos

a-Cetoglutarato: Glu, GlIn, Arg, His, Pro
Oxalacetato: Asp, Asn
Se denominan cetogénicos los que dan lugar a:

Acetil-coenzima A: Leu, Thr, lle, Lys, Phe, Tyr, Trp (Sanchez de Medina, 2005).

Las proteinas constituyen de un 10-12% de la ingesta de la energia y proporcionan los
aminodcidos para la sintesis de proteinas. Los requerimientos nutricionales para el
lactante van disminuyendo desde 1985 se haconsiderado segura la ingesta de 2.2
g/Kg/dia de 1 a 3 meses; 1.6 g/Kg/dia de 4 a 6 meses; 1 g/Kg/ dia de 9 a 12 meses
(Maldonado-Lozano y Gil Campos, 2005). Recientemente se han revisado y reducido los
requerimientos proteicos como se menciond al principio de este apartado pasando a ser:
1.77 g/Kg/dia el primer mes para ir disminuyendo progresivamente hasta 1.31 g/Kg/dia en
el sexto mes y 1.14 g/Kg/dia al afio, el mismo informe de la FAO (2005) recoge los
requerimientos en de amino&cidos nutricionalmente importantes hasta el sexto mes, ver

tabla.

Tabla 2: Requerimientos de aminoacidos en lactantes (hasta los 6 meses) en mg/g de

proteina segun informe de la FAO 2005.

Aminoacidos
Aminoacido Lisina Treonina Triptéfano
azufrados
Requerimientos 57 28 31 8.5

La alta eficiencia de deposicion proteica del recién nacido esta asociada con una
elevada estimulacién de la sintesis proteica en los tejidos en respuesta a la ingesta. Esta
respuesta desciende conforme el individuo se desarrolla y se hace mayor.

Potenciales mediadores de la estimulacion de la sintesis proteica por la ingesta son: IGF-I
(insulin-like growth factor-1), hormona del crecimiento, glucagon e insulina.
Sélo la insulina aumenta rapidamente en respuesta a la ingesta y estimula la sintesis

proteica en musculo esquelético de ratas destetatadas, pero todavia en crecimiento. La
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insulina media la estimulacion de la sintesis de proteina en musculo esquelético durante
la vida postnatal temprana, esa respuesta desciende durante el desarrollo, la insulina no
estimula la sintesis de proteinas hepaticas. La accién de la insulina no varia al usar
distintas fuentes de aminoéacidos, tampoco se ha observado que sea limitante una
reduccion del nivel de aminoéacidos no esenciales circulantes. Un aumento en la
concentracion de aminoéacidos circulantes produce un marcado incremento en la sintesis
de proteinas en higado, mientras que apenas afecta a la sintesis en muasculo esquelético.
La estimulacion de la sintesis de proteinas en musculo por la ingesta esta mediada por un
incremento de la secrecion de insulina y un aumento de la sensibilidad del musculo ala
insulina mediada por leucina. Esta sensibilidad es alta durante la lactancia pero
desciende durante el destete, y no existe en el adulto. En adultos el incremento de
proteina muscular durante la ingesta es debido mas a un descenso de la degradacion
proteica que a un incremento de la sintesis.

En resumen, en el recién nacido la ingesta provoca un aumento de la sintesis de proteinas
en higado mediada por aminoacidos y en musculo por la accion de la insulina (Davis et

al., 1998).

La perdida de proteina en enfermedad puede ser apreciable, cada enfermedad afecta de
modo distinto a las necesidades proteicas y existe gran variacion interindividual.
El soporte nutricional por si solo es insuficiente para prevenir la perdida de proteina,
principalmente de musculo esquelético, asociada con infeccion, inflamacion, trauma
quirargico, SIDA..., la insulina, IGF-I o la hormona del crecimiento quizas podrian
aumentar el efecto de la terapia nutricional (Davis etal., 1998).
En la nutricion enteral la arginina suplementada a prematuros de menos de 32 semanas
de edad gestacional redujo el nimero de episodios de enterocolitis necrotizante. La
suplementacion de glutamina en prematuros ha mostrado una reduccion de la incidencia
de sepsis y mejoria en la tolerancia de la alimentacion oral; no ha mostrado beneficios en
nifios con sindrome de Crohn, guemados y pacientes criticos, en nifio sometidos a
quimioterapia ha mostrado una disminucion en la incidencia y severidad de la mucositis

(Moreno-Villares y Pedron-Giner, 2005). En nutricion parenteral se administran L-
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aminoacidos en solucion, las necesidades de estos nifios son superiores; hasta los 6 meses
son semiesenciales: cisteina, tirosina, histidina, arginina y glicina; también son
importantes la glutamina y taurina. El aporte debera variar en funcién del grado de estrés
(Moran-Penco et al., 2005).

En uremia, la perdida de nitrogeno urinario desciende con una dieta baja en proteinas
pero el catabolismo proteico muscular aumenta. La acidosis puede ser un estimulo
proteolitico.

En sindrome nefrotico, se compensan las perdidas urinarias suprimiendo la oxidacion de
aminoacidos y la excrecion de urea.

En otras condiciones como cancer, sepsis, guemaduras... se incrementa la degradacion de
aminoacidos de cadena ramificada.

La degradacion proteica es estimulada por acidosis metabdlica, glucocorticoides en
estados patoldgicos e insulinopenia.

La sintesis y degradacién de proteinas y la oxidacion de aminoacidos estan integradas
para preservar la masa corporal normal. En varios estados patoldgicos se produce perdida
de masa muscular por un aumento de actividad de la via ubiquitina-proteosomay la a -

cetoacido de cadena ramificada deshidrogenasa (Newby, 1998).

Las recomendaciones descritas previamente para la ingesta proteica asumen que las
proteinas suministradas contienen en cantidad suficiente todos los aminoacidos
considerados esenciales, esto es, aguellos que deben ingerirse con la dieta por ser

indispensables para el organismo y no ser éste capaz de sintetizarlos.

Los requerimientos de aminoacidos esenciales también van disminuyendo con la edad.
En porcentaje del total de aminoéacidos requeridos: 43% en lactantes, 36% en nifios y 19%
en adultos. Los aminoacidos esenciales en el hombre son: leucina, valina, isoleucina,
fenilalanina, metionina, lisina, treonina y triptofano; histidina hasta los 6 meses y cisteina
en el recién nacido, que ademas necesita un aporte diario de 65 pumol/l de L-carnitina

(Maldonado-Lozano y Gil Campos, 2005).
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Glicina y serina se consideran semiesenciales porque su esqueleto carbonado puede ser
sintetizado pero no aminado. Los aminoacidos no esenciales son sintetizados a partir de

cetoacidos por aminacién y transaminacion.

Otros aminoacidos pueden ser requeridos en circunstancias especiales: Cuando no
pueden ser sintetizados por un defecto metabdlico hereditario, como la tirosina en
individuos fenilcetonuricos o la cisteina en caso de homocistinuria. En caso de
enfermedad, como los aminoéacidos ramificados en la disfuncion hepatica. En condiciones
nutricionales especiales, como la arginina durante la nutricion parenteral total. Durante el

desarrollo, como la cisteina en el nifio prematuro (Rassin, 2003).

Algunos aminoéacidos no esenciales son excluidos de la alimentacion del recién nacido en
situaciones especiales por su potencial toxicidad. En las soluciones para la nutricion
parenteral usualmente se excluye el acido glutamico por ser potencialmente neurot6xico
(Rassin, 2003). Un exceso de determinados am inoacidos puede ser tan perjudicial para el
desarrollo como una deficiencia de los mismos; la metionina y la tirosina estan entre los

mas téxicos (Crim y Munro, 1994).

Una caracteristica importante del crecimiento del recién nacido es la marcada diferencia
entre la tasa de crecimiento de los distintos tejidos, siendo el crecimiento intestinal
particularmente rapido. En animales en crecimiento los requerimientos relativos de
aminoacidos para soportar dicho crecimiento y mantener el equilibrio del nitrégeno
parecen ser marcadamente diferentes. No parece que exista una relacion sistematica entre
la tasa de crecimiento de los neonatos de especies dadas y la composicién de aminoéacidos
de la mezcla de proteinas que reciben en la leche, exceptuando los esenciales (Reeds,

2000).

La cisteina y la histidina se identificaron como esenciales para el desarrollo, pero no asi
la arginina cuando se evaluaron el crecimiento, la retencion de nitrégeno y las proteinas
plasmaticas en nifios alimentados con férmulas deficientes en uno solo de estos

amino&cidos (Rassin, 2003). La treonina parece ser también limitante para el lactante
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(Reeds, 2000); en grandes cantidades causa s6lo una reduccién moderada de la tasa de

crecimiento (Crim y Munro, 1994).

La mezcla de aminoacidos proporcionada por la leche humana es en algunos aspectos
desequilibrada. El 20% de la concentracién de aminoéacidos esta compuesta por acido
glutamico y glutamina; sumando a estos la cantidad de prolina y leucina constituyen el
40% del total de aminoacidos, siendo notable la deficiencia en arginina, alanina y glicina.
El lactante debe llevar a cabo la transformacion de los aminoéacidos que recibe en exceso

en aquellos que no le son proporcionados en cantidad suficiente (Rassin, 2003).

La elevada concentracion de glutdmico y glutamina de la leche puede ser la que soporta
el metabolismo de la mucosa intestinal. Leucina e isoleucina son también importantes
donadores de nitrogeno para glutdmico y glutamina, y se encuentran en exceso en la
leche. A partir del glutdmico de la dieta, la mucosa sintetiza alanina, citrulina y arginina.
La glicina, otro aminoéacido aportado en poca cantidad por la leche, actia como precursor
para la sintesis de bases puricas, de creatina, es componente de GSH (en relacion con la
defensa peroxidativa y la integridad celular), y es también fuente de nitrégeno para el
grupo hemo, por lo que aunque no se conoce el mecanismo, la sintesis de glicina en el

recién nacido debe ser muy alta (Reeds, 2000).

En el recién nacido hay varias rutas metabdlicas en las que participan aminoacidos que
tienen un impacto importante en el desarrollo del mismo, debido fundamentalmente a
gue la actividad de muchas de las enzimas participantes en el metabolismo de los
amino&cidos tienen una tasa de actividad inferior a la del adulto. Cabe destacar la ruta
gue implica a los aminoacidos aromaticos, la que implica a los azufrados y el ciclo de la

urea (Rassin, 2003).

La fenilalanina es transformada en tirosina por la fenilalaninahidroxilasa. Esta enzima
hepatica tiene en el higado fetal un 59% de la actividad que en el adulto. La tirosina se
transforma en &cido p-hidroxifenilpiruvico por la actuacion de la tirosinaminotransferasa,

cuya actividad en el feto es un 7% de la del adulto. El &cido p-hidroxifenilpiruvico tras
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una serie de reacciones de oxidacion es degradado, teniendo esta ruta de oxidacion en el
feto, s6lo un 8% de la actividad del adulto. Asi, el recién nacido es menos capaz de
sintetizar tirosina que el adulto, pero su limitacion es alin mayor para catabolizar este
aminodcido (Rassin et al., 1977). Esta es probablemente la causa de los casos de tirosinemia
transitoria descritos en neonatos. Dicha tirosinemia esta originada por una alta
concentracion de aminoacidos aromaticos en la dieta, particularmente en la caseina de la

leche de vaca (Jarvenpaa et al., 1982).

En relacion con los aminoéacidos azufrados, Snyderman et al., 1963 mostraron que la
ausencia en la dieta de cisteina provoca un retraso en el crecimiento. La cistationasa, la
enzima que cataliza la sintesis de cisteina a partir de cistationina no presenta actividad en
el higado fetal, principal lugar de sintesis de cisteina, aunque si en otros tejidos. Otras
enzimas de la ruta metabdlica de la metionina, como la cistationina-3-sintasa y la
metioninadenosiltransferasa, tienen también reducida su actividad en el higado del feto
con respecto al adulto; la primera muestra un 1.5% de la actividad mostrada en el adulto y
la segunda un 30%. Parece que el feto en un principio remetila la metionina, mientras que
en la vida neonatal temprana comienza a sintetizar cisteina y taurina a partir de
homocisteina, via cistationina, por lo que el nifio prematuro requeriria cisteina para la

sintesis proteica (Rassin, 2003).

La taurina no es bien sintetizada por el ser humano en ningun estadio del desarrollo. En el
higado del feto, la actividad de la cisteinacidosulfinicodecarboxilasa, que cataliza la
transformacion de hipotaurina en taurina, es un 81% de la del adulto. Este aminoéacido
esta presente en la mayoria de los tejidos animales y en la dieta de la mayoria de los seres
humanos. Aunque no es un constituyente de las proteinas tiene funciones muy
importantes en el recién nacido, como se ha comentado en el apartado de inmunidad y
nutricion. Desde 1980 se ha venido adicionando a las formulas infantiles ya que se
observé que los nifios alimentados con formula tenian concentraciones plasmaticas de

taurina muy inferiores a las de los nifios alimentados al pecho (Rassin, 2003).
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El ciclo de la urea representa un proceso metabdlico critico para la eliminacion del
nitrogeno de deshecho resultado del catabolismo proteico. Las enzimas del ciclo de la
urea estan presentes en el higado del feto, aunque no es completamente activo, como
muestra el hecho de que nifios prematuros alimentados con nutricion total parenteral libre
de arginina desarrollan hiperamonemia, aunque ésta no se refleja en cambios en el
equilibrio nitrogenado o el crecimiento (Snyderman et al., 1959). La suplementacion con
arginina parece compensar exitosamente este bloqueo metabdlico, la suplementacién de
citrulina tiene un efecto limitado y la ornitina no tiene ningun efecto (Czarncki et al.,
1984). No obstante, el exceso de arginina se ha asociado con efectos de toxicidad en el

pancreas (Mizunuma et al., 1984).

En el higado del feto la ornitina transcarbamilasa, la arginosuccinasa, la arginasa y la
arginosuccinatoliasa muestran un 31%, 17%, 46% y 2%, respectivamente, de la actividad

gue presentan en el adulto (Raiha, 1968; Raiha, 1986).

NH,* +HCO,"
2ATR

Carbamil-fosfato

sintaetasa [ 2 ADF + Pi = Aspartatu
[

Carbamil-fesfate Citrulina

Ornitina ATF

transcarbamilasa

_ _ _ AMP + PPi
Arginosuccinatoliasa

Ornitina Arginosuccinato

Arginasa Arginosuccinasa
Fumarato

Ured Arginina

Figura5: Ciclo de la urea.
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4.2 .- Evaluacion nutricional

Las dos fuentes proteicas més frecuentemente utilizadas en las formulas infantiles
comerciales son la caseina y la proteina sérica de leche de vaca. Estas proteinas tienen un
contenido en la mayoria de aminoacidos similar al de la leche humana con varias

excepciones importantes.

Las concentraciones de treonina y metionina estan particularmente elevadas y las de
tript6fano, cisteina y taurina especialmente disminuidas en las formulas basadas
predominantemente en proteina sérica. Las formulas basadas en caseina tienen también
un contenido reducido de triptéfano, cisterna y taurina. Cuando se tiene en cuenta la
ingesta real al comparar las formulas con la leche materna, la mayoria de los aminoacidos
son aportados en exceso considerable, a excepcion de la cisteina en las formulas basadas
en caseina, aunqgue en el recién nacido se mantiene la concentracion plasmatica de este

aminoécido.

Este aporte excesivo de aminoéacidos se refleja en un incremento de la concentracion
plasmatica de los mismos. Asi, es muy notable el incremento de treonina en plasma en los
nifios alimentados con formulas basadas en proteina sérica, mientras que en los
alimentados con las basadas en caseina se produce un aumento de fenilalanina y tirosina,

esta Ultima de manera importante en nifilos prematuros (Rassin, 2003).

Algunos estudios indican que los nifios alimentados con férmulas infantiles pueden
presentar concentraciones plasmaticas reducidas de triptéfano, incluso cuando en la
féormula parece estar en cantidad suficiente. La manipulacion en la formula de las
proporciones de caseina y proteina sérica no llega a corregir estos defectos (Janas et al.,

1987).

Hernell y Lonnerdal, evaluaron en un estudio relativamente reciente, 2003, la
adecuacion nutricional de férmulas infantiles basadas en hidrolizados de proteinas de

leche de vaca, caseina y proteina sérica en nifios sanos nacidos a termino a traveés de los
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aminoé&cidos plasmaticos, anélisis hematoldgico y elementos traza. Las formulas fueron
bien toleradas y resultaron en un crecimiento sano y satisfactorio, aunque el estudio no
estaba disefiado para medir crecimiento. La concentracion obtenida de nitrégeno en forma
de urea fue significativamente superior en el grupo que recibio hidrolizado de caseina,
debido a una mayor concentracion de proteinas en esta formula y como resultado del

catabolismo hepéatico del exceso de aminoacidos.

En un estudio en nifios con historia familiar de atopia alimentados parcialmente con
leche materna y con férmula basada en hidrolizado de caseina, éstos mostraron un menor
indice de masa corporal que los alimentados exclusivamente con leche materna sin
diferencias significativas en los indices antropométricos a los 3 meses de edad. También
en este estudio, la concentracién de nitrégeno en forma de urea fue mayor en el grupo

alimentado con hidrolizado de caseina (Giovannini et al., 1994).

En un estudio en el que los aportes de proteina fueron similares entre el grupo
alimentado con formula convencional (predominantemente de proteina sérica) y el
alimentado con hidrolizado de proteina sérica, también aparecieron mayores
concentraciones de nitrégeno en forma de urea en los alimentados con hidrolizado
(Vandenplas et al., 1993), lo que refuerza la hipoétesis ya apuntada por otros estudios de
gue la utilizacion de los aminoéacidos por el organismo puede ser diferente cuando estos

proceden de hidrolizados (Smith, 1982; Decsi et al., 1996).

Otro factor a tener en cuenta es el procesamiento de los alimentos, el cual puede alterar
la biodisponibilidad de los aminoacidos. El tratamiento térmico suave en presencia de
azucares reductores produce perdidas de lisina biol6gicamente disponible (reacciones de
Maillard). En condiciones de calentamiento severo, en presencia o incluso en ausencia de
azucares o lipidos oxidados, las proteinas alimentarias pueden hacerse resistentes a la
digestion. Bajo condiciones de alta alcalinidad, los residuos de lisina y cisteina pueden
reaccionar y formar lisinoalanina, que puede ser toxica. Asimismo, en condiciones de

oxidacion, se produce una perdida de metionina (Crim y Munro, 1994).
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En otro estudio, nifios sanos alimentados con una formula mezcla de hidrolizados de
proteina sérica y caseina en proporciones 60:40, durante los dos primeros meses de vida,

mostraron ganancia en peso y crecimiento en longitud similares a los de nifos

alimentados con una férmula infantil convencional basada en leche de vaca (Decsi et al.,

1996).

Otros investigadores, sin embargo encontraron que durante el primer mes de vida
nifios alimentados con formulas de hidrolizados de proteinas de soja, hidrolizados de
proteina sérica y caseina combinados e hidrolizado de proteina sérica crecieron mas
lentamente que nifios alimentados con una formula convencional. Asimismo, encontraron
diferencias entre marcas comerciales causadas porque la composicion en acidos grasos

también diferia entre dichas formulas (Rigo et al., 1994(a)).

El estado de madurez del intestino parece afectar a las consecuencias de la introduccion
de féormulas en la nutricion infantil, por lo que es muy importante la edad a la que esto

tenga lugar (Hernell y Lonnerdal, 2003).

Las concentraciones plasméticas de aminoacidos en nifios alimentados con hidrolizados
de proteinas de leche de vaca difieren, para algunos aminoacidos, de las observadas en

nifos alimentados con leche materna.

El triptéfano (Trp) se encuentra en menor concentracion en los nifios alimentados con
formulas. Este aminoéacido esta implicado en el metabolismo de neurotransmisores
(serotonina) y las diferencias en patrones de suefio entre los nifios alimentado al pecho y
los alimentados con formula pueden explicarse por las diferencias en Trp circulante

(Raiha, 1986; Janas et al., 1987). Se ha sugerido que las altas concentraciones de
aminoé&cidos ramificados observadas en nifios alimentados con formula con alto
contenido proteico pueden afectar al metabolismo de la insulina, y por tanto, al
metabolismo de los hidratos de carbono, la ganancia en peso y eventual e hipotéticamente

al desarrollo de diabetes (Jarvenpaa et al 1982; Lonnerdal y Chen, 1990). Aunque no hay

evidencia de tales efectos, parece prudente ajustar las concentraciones de Trp y
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aminoécidos ramificados en férmulas hidrolizadas para que los niveles en plasma sean

similares a los alcanzados en los nifios alimentados al pecho.

Las mayores concentraciones de Trp, Thr y Arg encontradas en plasma de nifios
alimentados con férmulas basadas en proteina sérica con respecto a los alimentados con
hidrolizados de caseina pueden ser reflejo de la mayor proporcién de estos aminoacidos

en la proteina de partida (Hernell y Lonnerdal, 2003).

La elevada concentracién de Pro en grupos alimentados con férmulas de hidrolizados
de caseina puede ser reflejo de la mayor proporcion de este aminoacido en la proteina 'y

de la mayor concentracién de proteina total (Hernell y Lonnerdal, 2003).

Hernell y Lonnerdal (2003) no encontraron diferencias significativas en su estudio en
Cuy Zn en plasma entre los grupos alimentados con las distintas férmulas, ni entre estos

y los alimentados al pecho.

En un estudio comparativo entre nifios alimentados con formula hidrolizada de
proteina sérica y nifios que recibieron una formula convencional predominantemente
basada en proteina sérica, con cantidades similares de proteina, se observaron diferencias
en los perfiles de aminoacidos plasmaéticos no explicables por la diferencia de la
composicion de aminodacidos de las formulas (Hauser et al., 1997). No se conoce si las
diferencias son debidas a diferentes tasas de absorcion de aminoéacidos o péptidos o0 a

efectos distintos en el metabolismo de aminoacidos.

Considerando estas diferencias inherentes en la composicion de aminoéacidos entre
proteina sérica y caseina y la respuesta de los aminoacidos plasmaticos, parece que una
combinacion entre los dos tipos de hidrolizados podria resultar en un aminograma
fisiol6gicamente méas normal, mas parecido al de los nifios alimentados al pecho. La
adicion de aminoacidos libres a las formulas trata de ser evitada ya que proporcionan

sabores desagradables.
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Finalmente es importante recordar que los productos basados en hidrolizados lacteos se
han empleado en Europa durante afios, sin que se hayan encontrado diferencias
significativas en ganancia en peso, incremento de estatura o crecimiento de la
circunferencia craneal entre los nifios alimentados con ellos y aquellos nutridos con otras

formulas o leche materna (Giovannini et al., 1994; Rigo et al., 1994(a); Exl et al., 1998).

La evaluacion de la calidad de las proteinas se realiza previamente en bioensayos con
animales de experimentacién. De este modo los estudios en animales orientaran sobre la

idoneidad de las potenciales nuevas fuentes proteicas a la hora de ser evaluadas en

humanos (Hurt et al, 1975; Boza et al, 1994).

Los estudios de evaluacion de la calidad proteica se realizan usualmente en ratas en
crecimiento. A traves del balance de nitrogeno se determinan la digestibilidad de la
proteina, la utilizacion neta proteica, el valor bioldgico de la proteinay el coeficiente de
eficacia en crecimiento (Harris et al., 1988). Para la obtencidén de estos parametros de
calidad de la proteina, los animales son alimentados con dietas que Unicamente difieren
en el tipo de fuente proteica, durante un periodo variable de 10 a 14 dias. A lo largo de
este periodo se miden la ingesta proteica, el incremento de peso y el nitr6geno excretado
en heces y orina. Las fuentes proteicas experimentales son siempre evaluadas frente a otra
gue es considerada como la referencia, y que suele estar compuesta de caseina con una

adicién del 5% de metionina (Boza et al, 1994; de Regil y de la Barca, 2004).

El método PER (Protein Efficiency Ratio), método 960.48 de la AOAC, es considerado
adecuado por la FDA (Food and Drug Administration) para la evaluacion de la calidad de
la proteina (Hurtet al, 1975). En dicho método se evalla el incremento de peso frente a la
ingesta proteica, en grupos de 10 ratas macho durante 28 dias, comparando los grupos
alimentados con las fuentes proteicas objeto de estudio con una proteina establecida como

referencia: Caseina ANRC de New Zealand Milk Products. (Method 960.48 AOAC; 2000)
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4.3.- Evaluacion de antigenicidad y alergenicidad

Las férmulas hipoalergenicas, ademas de nutricionalmente adecuadas, deben ser
seguras para los individuos atépicos. Segun el "Nutritional Comitee of the American
Academy of Paediatrics” para que una formula pueda considerarse hipoalergénica debe
mostrar una tolerancia clinica del 90 % en nifios con alergia a las proteinas de la leche de
vaca mediada por IgE, con un intervalo de confianza del 95 % (Businco et al., 1993;
ESPGAN, 1993; Host et al., 1999]. Este tipo de estudios, ademas de un alto coste y
considerable duracién en el tiempo, conllevan riesgos para los sujetos incluidos en ellos,
por lo que requieren la supervision de profesionales experimentados. Todos estos factores
han hecho necesario el desarrollo de otros métodos preclinicos capaces de predecir la

potencial reactividad inmunolégica de fuentes de proteina experimentales (Cordle et al.,
1994), como nuevos hidrolizados. Varios métodos in vitro e in vivo han sido aplicados en la

determinacién de actividad alergénica residual en fuentes proteicas.

4.3.1.- Métodos in vitro:

La determinacion del perfil de pesos moleculares mediante técnicas cromatogréaficas de
los fragmentos peptidicos presentes en los hidrolizados de proteina no permite alcanzar
conclusiones sobre la potencial alergenicidad de los mismos, ya que estos métodos no
tienen sensibilidad para detectar cantidades muy pequefas de fragmentos con alto peso

molecular que podrian ser suficientes para provocar una respuesta alérgica.

El Western blotting permite detectar cantidades muy pequefias de proteina y fracciones
proteicas mediante la tincion con anticuerpos especificos; es capaz de detectar estas

proteinas o fracciones proteicas en una mezcla compleja, pero tiene el inconveniente de

ser una técnica mas cualitativa que cuantitativa. EI Immunoblotting presenta frente al
Western la ventaja de utilizar anticuerpos humanos frente a proteinas intactas residuales o

péptidos para su deteccion en los hidrolizados (Restani et al., 1995).
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El EAST (Enzyme-allergosorbent-test) sigue los principios de un ELISA pero utilizando
anticuerpos humanos para la deteccion de proteinas potencialmente alergénicas en

féormulas basadas en hidrolizados.

El ELISA competitivo o de inhibicion proporciona una medida de antigenicidad, la
cual esta relacionada con la potencial alergenicidad de los productos; ha sido clasificado
como excelente predictor de hipoalergenicidad (Cordle, 1994). Proporciona una medida
de concentracion de proteina inmunoldgicamente activa, no necesariamente intacta. El
método de ELISA competitivo mide la capacidad de las moléculas (antigenos) para
interaccionar con anticuerpos inmunoldgicamente especificos. Dicha capacidad esta
determinada por la estructura quimica tridimensional de pequefios segmentos
reconocidos por el anticuerpo (epitopos) (Cordle et al., 1994). Los parametros que
caracterizan este procedimiento estan intimamente relacionados con la potencia y
especificidad del anticuerpo primario, anti-proteina estandar, y la pureza y estabilidad de

dicha proteina.

4.3.2.- Métodos in vivo:

También mediante métodos in vivo se ha tratado de evaluar la potencial alergenicidad

de hidrolizados proteicos o productos basados en ellos.

El modelo desarrollado en ratas Brown Norway mimetiza muy bien lo que sucede en
humanos, aungue algunos alergenos bien conocidos no producen respuesta en un
numero apreciable de animales, lo que podria generar resultados falsos negativos.

En este modelo las ratas son sensibilizadas, via oral y sin adyuvantes, a proteinas
alimentarias. Los animales asi sensibilizados desarrollan anticuerpos especificos IgE e
IgG, capaces de reconocer las mismas proteinas que los anticuerpos de pacientes alérgicos
a esos alimentos; y muestran un incremento de la permeabilidad intestinal y un descenso
de la frecuencia respiratoria y la presion sistolica sanguinea al ser expuestas al alergeno

via oral (Knippels et al., 2004).
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Los modelos en ratén via oral necesitan del uso de adyuvantes debido a la tendencia
innata de estos animales a desarrollar tolerancia oral a los antigenos ingeridos. Las
principales ventajas de estos modelos son la sensibilizacién via oral y el que la respuesta

sea mediada por IgE, como sucede en humanos (Li et al., 1999; Von-derweid et al., 2001).

Finalmente, el modelo de hiperinmunizacion en cobayas tiene la ventaja de que la
sensibilizacion se produce via oral sin ayuda de adyuvantes, lo que lo asemeja més a la
situacion fisiolégica normal en que se desarrolla la alergia a las proteinas de leche de vaca.
Sin embargo este modelo tiene la desventaja de que la respuesta esta mediada por IgGla

(Fritsche, 2003).
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Il. MATERIAL Y METODOS

1. EVALUACION NUTRICIONAL

Evaluacion de la calidad nutricional de la proteina

(Experimento 1)

La valoracion de la calidad nutricional de una mezcla de hidrolizados de caseina y de
proteina sérica, asi como de la mezcla de ambas proteinas intactas, y de caseina intacta
por separado, se realizd en funcion de los valores obtenidos para los siguientes indices:
digestibilidad, utilizacion neta de la proteina, valor bioldgico y coeficiente de eficacia en

crecimiento.

-Animales

Se utilizaron 30 ratas Wistar, la mitad de cada sexo, de 21 dias de edad, suministradas
por Harlan Iberica (Barcelona). Los animales fueron alojados individualmente en jaulas
metabdlicas, para controlar la ingesta de alimento y la excrecién de heces y orina. Se
mantuvieron en una habitacion aclimatada a 22° C con ciclos de luz-oscuridad de 12

horas.

-Dietas

Las cuatro dietas empleadas diferian entre si en la fuente proteica tanto cualitativa
como cuantitativamente: 4% de caseinato calcico, L-25-10111203-3 suministrado por Arla
Foods (Viby, Dinamarca) (dieta 1), 12% de caseinato calcico (dieta 2), 12% de una mezcla
de proteina sérica baja en lactosa, L-9135200 de Milei (Leutkirch, Alemania) y caseinato
célcico, en proporciones 70:30 (dieta 3) y 12% de una mezcla de hidrolizado de proteina
sérica baja en lactosa, Peptigen IF-3002 L-25-10108401 de Arla Foods, e hidrolizado de
caseina, CE90STL L-E811 de DMV (Veghel, Holanda) en proporciones 70:30 (dieta 4). La
composicion de las dietas, asi como del corrector vitaminico 1, se muestran en las Tablas 3
a 7. La eleccidon de las proporciones de la mezcla de hidrolizados de proteina sérica y

caseina, 70:30 se basd en que dicha mezcla es la que méas se aproxima en cuanto a
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composicion de aminoacidos a la de la leche humana (Koleztko et al., 2005) como

podemos ver en las figuras 6, 7 y 8.

-Disefio experimental y metodologia

El experimento de evaluacion de la calidad nutricional de las dietas objeto de estudio se
llevé a cabo en dos periodos (Fig. 9), siguiendo la técnica de Thomas-Mitchell [Mitchell,

1923].

Durante un periodo endogeno inicial de seis dias, todos los animales fueron
alimentados con la dieta 1, que contenia un 4% de caseina. Los tres primeros dias se
consideraron de adaptacién a la dieta. En los siguientes se recogieron muestras para la
determinacion del nitrégeno fecal y urinario. Esta proporcion de un 4% de proteina es
considerada limite para que no se produzca excrecién de nitr6geno proteico procedente
de la dieta, con lo que los valores de nitrogeno wrinario y fecal obtenidos durante este
periodo se consideran no derivados del alimento ingerido (procedentes de
descamaciones, secreciones, etc.). La obtencion de estos valores nos permitié un calculo

mas exacto de los indices evaluados.

Tras el periodo enddgeno, los animales fueron divididos en tres grupos de 10
individuos pareados por peso y sexo. Durante el periodo fundamental, que tuvo una
duracion total de 10 dias, todos los animales recibieron las dietas con un 12 % de proteina:
dieta 2, con caseina, en el caso del grupo 1, dieta 3, con una mezcla de caseina con
proteina sérica, para el grupo 2; y dieta 4, con una mezcla de hidrolizados de caseina y

proteina sérica, para el grupo 3.

El periodo fundamental incluyé también un periodo de adaptacion de tres dias;
posteriormente se controlé la ingesta e incremento de peso de los animales, recogiéndose

ademas muestras para la determinacion del nitrégeno fecal y urinario.

El nitrégeno fecal y urinario fue cuantificado mediante una adaptacion del método

Kjeldahl empleando selenio negro como catalizador, [AOAC, 2000 a].
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-Céalculos

Los indices de calidad nutricional de la proteina se calcularon segun las siguientes

formulas:

Coeficiente de digestibilidad verdadera (CDV)

cpy = Nabsorbido .5 (1 - (F- Fe)). 100
N ingerido |

Utilizacion neta de la proteina (NPU)

NPy = Nretenido g o (1-(F-Fe)- U -Ue)). 100
N ingerido I

Valor bioldgico de la proteina (VB)

vg = Nretenido . o _ (1- (F-Fe)- U - Ue)),100

~ N absorbido (1 - (F - Fe))

Coeficiente de eficacia en crecimiento (PER)

Incremento  de peso del anima (gramos)
Proteina ingerida en el mismo periodo (gramos)

PER =

Siendo:

I = Nitrégeno ingerido (mg/dia).

F = Nitrégeno en heces (mg/dia).

F e = Nitrégeno en heces durante el periodo enddgeno (mg/dia).
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U = Nitrégeno en orina (mg/dia).

U e = Nitrogeno en orina durante el periodo enddgeno (mg/dia).

Tabla 3: Composicién de la dieta 1, con caseinato calcico de Arla Foods, L-25-10111203-3,

administrada durante el periodo enddgeno.

INGREDIENTES

Caseinato célcico

Almidon de maiz
Maltodextrinas

Celulosa

Sacarosa

Aceite de soja

Cloruro de colina

L -Cisteina

Corrector vitaminico
Fosfato dibasico de potasio
Carbonato calcico

Fosfato dib&sico de calcio
Cloruro de magnesio 6 H0O
Fosfato dibésico de sodio *2 H.O
Sulfato de magnesios7 H20
Lactato de hierro (I1)»2 H20
Sulfato de zinc *H.O

Sulfato de manganeso « H:0
Sulfato de cobre (11) 5 H20
Sulfato de cromo y potasio 12 H20
Fluoruro sédico

Selenato sodico

Molibdato sédicoe 2 H.O

Yoduro potésico

44.97 g
520.63 g
132.00¢g

50.00g
100.00 g

69.49¢g
1419
3.00g
50.00g
9.68 g
7379
5.01g
34649
1.69¢
900.33 mg
218.46 mg
101.69 mg
30.13 mg
23.57 mg
9.80 mg
2.25mg
435.06 pg
380.18 pg
264.26 pg

COMPOSICION QUIMICA

Proteina

Hidratos de carbono

Materia grasa
Humedad

Cenizas

Sodio
Potasio
Calcio
Magnesio
Cloruros
Fésforo
Hierro

Zinc

Manganeso

Cobre

4.54
77.76
7.40
7.67

2.63

82
580
516

61
170
348

1.8
3.9

690
294
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Tabla 4: Composicion de la dieta 2, administrada durante el periodo fundamental con

caseinato calcico de Arla Foods, L-25-10111203-3, como fuente proteica.

Caseinato célcico

Almidoén de maiz
Maltodextrinas

Celulosa

Sacarosa

Aceite de soja

Cloruro de colina

L -Cisteina

Corrector vitaminico
Fosfato dibasico de potasio
Carbonato célcico

Fosfato dib&sico de calcio
Cloruro de magnesio 6 H0
Fosfato dib&sico de sodio *2 H.0O
Sulfato de magnesio 7 H0
Lactato de hierro (I1) <2 H0O
Sulfato de zinceH20

Sulfato de manganeso *H20

Sulfato de cobre (11) 5 H.O

Fluoruro sédico
Selenato sodico
Molibdato sédico <2 H.0

Yoduro potésico

INGREDIENTES

Sulfato de cromo y potasio 12 H20

134.92¢g
435.54 g
132.009g
50.00 g
100.00 g
68.47 g
1419
3.00g
50.00 g
9.32¢g
6.59 g
2.049
3.22¢g
1.69¢g
112¢g
211.36 mg
92.22 mg
30.87 mg
22.86 mg
9.80 mg
2.25 mg
435.06 pg
380.18 ug
264.26 pug

COMPOSICION QUIMICA

Proteina

Hidratos de carbono

Materia grasa

Humedad

Cenizas

Sodio
Potasio

Calcio

Magnesio

Cloruros

Manganeso

Foésforo
Hierro

Zinc

Cobre

12.57
77.76
7.40
7.67
2.63

82
580
516

62
170
349

1.8
3.9

690
294
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Tabla 5: Composicion de la dieta 3, administrada durante el periodo fundamental, con

caseinato calcico de Arla Foods, L-25-10111203-3, y proteina sérica baja en lactosa de

Milei, L-9135200, como fuentes proteicas.

Proteina de suero lacteo
Caseinato célcico

Almidon de maiz
Maltodextrinas

Celulosa

Sacarosa

Aceite de soja
Colinacloruro

L -Cisteina

Corrector vitaminico
Fosfato dibasico de potasio
Carbonato calcico

Fosfato dib&sico de calcio
Cloruro de magnesio 6 HO
Fosfato dib&sico de sodio «2 H.O
Sulfato de magnesio 7 H.0
Lactato de hierro (Il) 2 H.0
Sulfato de zinc *H.0O

Sulfato de manganeso *H20

Sulfato de cobre (11) 5 H20

Fluoruro sodico
Selenato s6dico
Molibdato sédico «2 H20

Yoduro potésico

INGREDIENTES

Sulfato de cromo y potasio 12 H20

109.36 g
40.48 g
425299
132.00¢g
50.00g
100.00 g
64.18 g
1419
3.00g
50.00g
7.88¢
4929
6.16 g
3.34¢g
1.32¢g
270.25 mg
214.37 mg
101.00 mg
30.15 mg
20.99 mg
9.80 mg
2.25 mg
435.06 pg
380.18 ug
264.26 pg

COMPOSICION QUIMICA

Proteina

Hidratos de carbono

Materia grasa
Humedad

Cenizas

Sodio
Potasio
Calcio
Magnesio
Cloruros
Fésforo
Hierro

Zinc

Manganeso

Cobre

12.71
70.33
7.29
7.19
2.48

725
525
493
58
153
337
14
4.2
- uoong
984
247
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Tabla 6: Composicion de la dieta 4, administrada durante el periodo fundamental con

hidrolizado de caseina de DMV, CE90STL L-E811, e hidrolizado de proteina sérica baja

en lactosa de Arla Foods, Peptigen IF-3002 L-25-10108401, como fuentes proteicas.

Hidrolizado prot. suero lacteo
Hidrolizado de caseina
Almidoén de maiz
Maltodextrinas

Celulosa

Sacarosa

Aceite de soja

Colina cloruro

L -Cisteina

Corrector vitaminico

Fosfato dibasico de potasio
Carbonato calcico

Fosfato dib&sico de calcio
Cloruro de magnesio *6 H0
Fosfato dibasico de sodio*2 H.0O
Sulfato de magnesio «7 H0
Lactato de hierro (I1) <2 H0O
Sulfato de zince H.O

Sulfato de manganeso *H20

Sulfato de cobre (I1) *5 H.0

Fluoruro sédico
Selenato sodico
Molibdato sédico <2 H.0

Yoduro potésico

INGREDIENTES

Sulfato de cromo y potasio*12 H.0

99.97¢g
43.18 g
430.90 g
132.009g
50.00g
100.00 g
69.49¢9
1419
3.00g
50.00 g
2.28¢
451g
8.58¢9
3.34¢g
1.32¢g
945.14 mg
209.35 mg
103.59 mg
28.14 mg
23.31 mg
9.80 mg
2.25 mg
435.06 pg
380.18 ug
264.26 ug

COMPOSICION QUIMICA

Proteina

Hidratos de carbono

Materia grasa

Humedad

Cenizas

Sodio
Potasio

Calcio

Magnesio

Cloruros

Manganeso

Fésforo
Hierro

Zinc

Cobre

12.48
70.17
7.65
7.31
2.39

188
465
477
61
182
290
6.4
4.8

683
487
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Arg
200
Val Cys
160
120
Tyr His
Trp & Ile
Thr Leu
Fhe Lys
Leche humana L

0 Hidrolizado proteina sérica

Figura 6: Comparacion de la composicion de aminoacidos del hidrolizado de proteina
sérica bajo en lactosa (azul) Peptigen IF-3002 L-0008000101 de Arla Foods (Viby,
Dinamarca) (datos proporcionados por el proveedor), respecto a la leche humana
(amarillo) (Koletzko et al., 2005).
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Lache humana Ilet
M Hidrolizade Caseina

Figura 7: Comparacion de la composicion de aminoacidos del hidrolizado de caseina
(naranja) CE90STL L-M925 de DMV (Veghel, Holanda) (datos proporcionados por el
proveedor), respecto a la leche humana (amarillo) (Koletzko et al., 2005).
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ALE
XX
Wal Cys
160
120
Tyr His
Trp 8 Ile
Thr Leu
Phe Lys
It

Lache hurrana

O Ivlezcla de hidrolizades Protefna Sérica: Caselna (70:30)

Figura 8: Comparacién de la composicién de aminoéacidos de la mezcla 70:30 (naranja 'y
azul) del hidrolizado de proteina sérica bajo en lactosa Peptigen IF-3002 L-0008000101 de
Arla Foods (Viby, Dinamarca) y el hidrolizado de caseina CE90STL L-M925 de DMV
(Veghel, Holanda)(datos proporcionados por los proveedores), respecto a la leche
humana (amarillo)( (Koletzko et al., 2005).
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Tabla 7: Composicion del corrector vitaminico 1 utilizado en las dietas de ratas.

COMPONENTES Cantidad por Kg
Acetato de a-tocoferol 141.35 mg
Nicotinamida 30.00 mg
Pantotenato célcico 16.00 mg
Cianocobalamina 10.00 mg
Acetato de retinol 13.38 mg
Colecalciferol 12.08 mg
Biotina 0.20 mg
Tiamina clorhidrato 6.00 mg
Riboflavina 6.00 mg
Piridoxina clorhidr ato 7.00 mg
Menadiona 2.75 mg
Acido folico 2.00 mg
Almidon de maiz 49.75 g
PERIODO PERIODO
ENDOGENO FUNDAMENTAL
e N N
Dia 1 4 10 16
elwiwEEEEEH [ [ [ T [ [T T T
o [
D [l [ [ 1 1 1 ]

Dieta con caseina 4% (dieta 1)

Dieta con caseina 12% (dieta 2)

Dieta con hidrolizados de caseina y proteinas de suero lacteo (dieta 4)

EE
[ ]
- Dieta con caseina y proteinas de suero (dieta 3)
]
3

Periodos de adaptacion a las dietas /

Figura 9: Disefio experimental empleado para la determinacion de la calidad proteica.
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Evaluacion de la calidad nutricional de la proteina

(Experimento 2)

Se realiz6 una segunda valoracion independiente de la calidad de la proteina de los
hidrolizados de caseina y proteina sérica y de sus respectivas proteinas de origen. Dicha
valoraciéon se realiz6 en funcion del \alor obtenido para el coeficiente de eficacia en
crecimiento y el perfil de aminoéacidos libres en muestras de plasma, higado y musculo, en

los animales alimentados con estas proteinas.

-Animales

Se utilizaron 50 ratas Sprague-Dawley, machos, de 21 dias de edad, suministradas por
Harlan lberica (Barcelona). Los animales fueron alojados individualmente en jaulas
metabdlicas, para controlar la ingesta de alimento en una habitacion aclimatada a 22° C

con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas.

-Dietas

Las cinco dietas utilizadas diferian entre si en la fuente proteica: caseina de referencia
ANRC suministrada por New Zealand Milk Products (Petaluma, USA) (dieta A), caseina
Alacid 741 L-T4021 de DMV (dieta B), hidrolizado de caseina CE90STL L-M925 de DMV
(dieta C), proteina sérica baja en lactosa L-10540 de Arla Foods (dieta D) e hidrolizado de
proteina sérica bajo en lactosa Peptigen IF-3002 L-0008000101 de Arla Foods (dieta E). La
composicion de las dietas, asi como del corrector vitaminico 2 y el corrector mineral se
muestran en las Tablas 9 a 15. La tabla 16 muestra la composicion en aminoacidos de cada

dieta (datos proporcionados por los proveedores).

-Disefio experimental y metodologia

Este experimento se llevé a cabo siguiendo el método oficial de la AOAC (Association of
Official Analytical Chemists), [AOAC, 2000 b], segun el cual todos los grupos de estudio
deben ser comparados con uno mantenido en las mismas condiciones alimentado con una

dieta de referencia cuya fuente proteica es la caseina denominada ANRC de New Zealand
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Milk Products. Tras un periodo de adaptacién de una semana, los animales fueron
divididos en cinco grupos pareados por peso, de modo que la diferencia en peso medio
entre grupos no superase los 5 g. Cada grupo fue alimentado durante 28 dias con dietas
con distinta fuente proteica: caseina ANRC (grupo 1), caseina (grupo 2), hidrolizado de

caseina (grupo 3), proteinas séricas (grupo 4) e hidrolizado de proteinas séricas (grupo 5).

Se control6 la ingesta e incremento de peso de los animales con una frecuencia no

superior a dias alternos.

-Calculo del coeficiente de eficacia en crecimiento

El coeficiente de eficacia en crecimiento (PER) se calcul6 segun la formula:

Incremento  de peso del anima (gramos)

PER =
Proteina ingerida en e migno periodo (gramos)

Los resultados se expresaron como valor absoluto y como porcentaje relativo, tomando

como referencia el grupo de caseina ANRC.

-Determinacion del perfil de aminoécidos libres en plasma, higado y musculo

El analisis de aminoacidos libres en muestras de plasma, higado y musculo, se llevé a
cabo de acuerdo con el método Pico-Taga, para el analisis de aminoacidos fisiolégicos de
Waters (Milford, USA), (Cohen et al, 1989). Este método se basa en la reaccién del
fenilisotiocianato con los aminoacidos, formando feniltiocarbamil derivados segun la

reaccion;

O S @)
1 1 1
@-N:C:S + NH:;-CHR-C-O- ——— NH-C-NH-CHR-C-O-

Una vez formados, los derivados fueron separados por cromatografia de alta resolucion
(HPLC), en una columna de octadecilsilica y detectados por un espectrofotometro a 254

nm. Se determind la concentracién proteica en higado y musculo, con el fin de expresar
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los resultados de concentracion de aminoacidos en funcion de la cantidad de proteinas

totales en dichos tejidos.

-Obtencion de muestras

Las ratas se anestesiaron con una inyeccién intraperitoneal de una solucion de
Pentothald sodico (Abbott Laboratories, Madrid, Espafia) diluido en solucion salina
isotonica a una concentracion final de 62.5 mg/ml. Se administré una dosis aproximada de

31.25 mg por cada 100 g de peso del animal.

La sangre se extrajo con una jeringa de 2 ml directamente del corazon, se vertié en
tubos con EDTA vy se centrifug6 a 1500 g durante 10 minutos. El plasma se recogié con

ayuda de pipetas Pasteur, separandose dos alicuotas del plasma de cada animal.

Para la obtencion de las muestras de higado se practicé una incision abdominal a través
de la cual se obtuvo una muestra de los I6bulos medios del higado. La muestra se dividié

en dos alicuotas iguales.

Las muestras de musculo se tomaron, retirando la piel de la regién femoral de una de
las patas y extrayéndose integro el musculo gastrocnémico. La muestra se dividio en dos

alicuotas iguales.

Las muestras de plasma, higado y musculo se guardaron en tubos de microcentrifuga
de 1.5 ml, se congelaron rapidamente mediante su inmersién en nitrégeno liquido y se

conservaron a -30 °C hasta su analisis.

-Preparacion de las muestras

Muestras de plasma

Se tomaron 100 ul de plasma y se mezclaron con un volumen equivalente de patrén
interno, metionin-sulfona 0.4 mM en HCI 0.1 N. La mezcla fue filtrada a través de filtros

Ultrafreea -0.5, (Millipore, Bedford, USA) en una microcentrifuga a 12000 rpm durante 12
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minutos para eliminar el material de elevado peso molecular, principalmente proteinas. El

filtrado se recogio6 para su posterior analisis.

Muestras de higado y musculo

Se procedi6 a la homogeneizacién en un homogeneizador mecanico con pistilo de teflén
en bafio de hielo. Se tomaron fracciones de 200 mg de tejido sobre las que se afiadié 1 ml
de patron interno, metionin-sulfona (Sigma, St. Louis, USA) 0.8 mM en HCI 0.1 N. En el
caso del higado el patrén interno contenia metionin-sulfona 0.8 mM y nor-leucina (Sigma)
0.8 mM (1:1) en HCI 0.1 N. Las muestras de musculo se diluyeron ademas con 1 ml de
HCI 0.1 N. De ambos tipos de muestras se filtraron 500 pl de homogeneizado del mismo
modo descrito previamente para las muestras de plasma, recogiéndose el filtrado para su

analisis.

-Conversioén de los aminoacidos en feniltiocarbamil derivados

Conjuntamente con las muestras anteriormente citadas (plasma, higado y musculo) se
derivatizé un patron de aminoacidos fisiologicos (Sigma), compuesto de una mezcla 1:1
(v/v) de patron de aminoéacidos (mezcla de aminoacidos acidos y neutros, basicos y HCI
0.1 N en proporcién 1:1:3 (v/v/v)), y el correspondiente patrén interno para cada tipo de

muestra.

Se dispensaron 25 ul de las muestras y de los patrones en tubos de vidrio de 5 x 50 mm.
Los tubos con el patrén de aminoacidos y con las distintas muestras se secaron a vacio y
se les afadieron 10 pl de solucion desecante compuesta por una mezcla de metanol-agua-
trietilamina 2:1:1 (v/v/v). Tras 20 minutos de secado a vacio, se adicionaron 20 pl de
agente derivatizante, compuesto de una mezcla de metanol-agua-fenilisotiocianato-
trietilamina 7:1:1:1 (v/v/v/v). Transcurridos 20 minutos de reaccion, el exceso de reactivo

se eliminé mediante secado a vacio durante 90 minutos.

-Analisis mediante HPLC de los feniltiocarbamil derivados
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Las muestras derivatizadas se resuspendieron en 100 pl de tampon de disolucion,
suministrado por Waters, inyectdndose 10 pl en un sistema de cromatografia de alta

resolucion en fase reversa.

El sistema cromatografico estaba formado por un equipo Alliance 2695, una columna
Pico-Taga de 30 cm de longitud y un detector de ultravioleta modelo 2487, todo ello de la

firma Waters.

Se utiliz6 el sistema binario de gradientes mostrado en la tabla 8, combinando las fases

moviles que se describen a continuacion:

Fase mévil A: acetato sédico trihidrato 70 mM con pH 6.55 ajustado con &cido acético y
con un 2.5 % (v/v) de acetonitrilo. La fase fue filtrada a través de una membrana de 0.45

pm de poro y desgasificada.

Fase movil B: acetonitrilo-agua-metanol 9:8:3 (v/v/v), desgasificada.

Los aminoéacidos fueron detectados a 254 nm de longitud de onda a la salida de la
columna. El equipo estaba conectado a un sistema de registro Millenium 32, (Waters), que

proporciono los cromatogramas, y calculé el &rea de cada pico y su tiempo de retencion.

La cuantificacion se llevo a cabo comparando cada muestra con un cromatograma
patron, teniendo en cuenta el area relativa de cada pico y la recuperacién del patron
interno. La concentracién de cada aminoacido se expresé en milimoles por litro de

plasma, y en milimoles por gramo de proteina en higado y musculo.
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Tabla 8: Gradiente de fases mdviles para el analisis del perfil de aminoacidos libres
mediante HPLC. (Fase mdévil A: acetato sédico trihidrato 70 mM, 2.5 % (v/v) de

acetonitrilo, pH 6.55. Fase movil B: acetonitrilo-agua-metanol 9:8:3 (v/v/v).

Tiempo (minutos) | Flujo (ml/minuto) % Fase A % Fase B Curva
Inicial 1.0 100 0 =

85 1.0 97 3 11
24.0 1.0 94 6 8
30.0 1.0 91 9 5
50.0 1.0 66 34 6
60.0 1.0 66 34 6
60.5 1.0 0 100 6
66.0 1.0 0 100

67.0 1.0 100 0

-Determinacién de la concentracion proteica

La concentracion proteica de los homogeneizados de higado y musculo, se determiné
en placas multipocillo por el método de Bradford (1976). Este método esta basado en la
reaccion entre el azul de Coomasie y el enlace peptidico de las proteinas, formando un

complejo coloreado que presenta un méaximo de absorcion a 595 nm.

Las muestras de homogeneizados de higado se diluyeron 1/100 mientras que las de
musculo se diluyeron 1/50, en ambos casos con agua desionizada. Para la determinacion
de la concentracion se dispensaron, por triplicado, 40 ul de la dilucion de la muestra, a los
gue se afiadieron 220 pl de reactivo para cuantificacién de proteinas, (Bio-Rad, Munich,
Alemania) diluido 1/5 con agua desionizada. Tras 10 minutos de reaccion, se midio
absorbancia a 595 nm en el lector de placas multipocillo IEMS Reader Labsystem,

(Helsinki, Finlandia).
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La concentracion de cada muestra se determiné a partir de una recta patrén elaborada

con distintas concentraciones de albumina sérica bovina (Sigma).

-Calculo de relaciones entre diversos grupos de aminoacidos

Relacion NE/E: Relacion entre la suma de las concentraciones de los aminoacidos no

esenciales (NE) y la suma de las concentraciones de los aminoacidos esenciales (E).

Relacion entre las concentraciones de fenilalanina y tirosina (Phe/Tyr).

Relacion entre las concentraciones de alanina y treonina (Ala/Thr).

Relacion entre las concentraciones de alanina y leucina (Ala/Leu).

Suma de las concentraciones de los aminoacidos de cadena ramificada (BCA): valina,

isoleucina y leucina.

Relacion entre las concentraciones de alanina y los aminoacidos de cadena ramificada

(Ala/BCA).

Relacion entre la suma de las concentraciones de serina, glicina y alanina, y los

aminoacidos de cadena ramificada (Ser+Gly+Ala/ BCA).

Relacion entre las concentraciones de glicina y valina (Gly/Val).
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Tabla 9: Composicion de la dieta A, con caseina ANRC de New Zealand Milk Products,

como fuente proteica.

INGREDIENTES COMPOSICION QUIMICA |

Caseina ANRC 111.43 | Proteina 10.69
Almidén de maiz 639.48 | Hidratos de carbono 68.38
Celulosa microcristalina 10.00 | Materia grasa 8.08
Sacarosa 100.00 [ Humedad 8.36
Aceite de soja 80.00 | Cenizas 4.49
Corrector vitaminico 10.00 _
Corrector mineral 49.09 Sodio 298
- - Potasio 869
- - Calcio 698
- - Magnesio 62
- - Cloruros 525
- - Fésforo 420
- - Hierro 6.2
- - Zinc 0.9
- = Manganeso 5.6
- - Cobre 0.7

Tabla 10: Composicion de la dieta B, con caseina Alacid 741 L-T4021 de DMV, como

fuente proteica.

INGREDIENTES COMPOSICION QUiMICA
. oKg
Caseina 113.99 | Proteina 10.78
Almiddén de maiz 639.99 | Hidratos de carbono 68.73
Celulosa microcristalina 10.00 | Materia grasa 8.09
Sacarosa 100.00 [ Humedad 8.13
Aceite de soja 80.00 | Cenizas 4.27
Corrector vitaminico 10.00 _
Corrector mineral 46.32 Sodio 294
- - Potasio 775
- - Calcio 624
- - Magnesio 60
- - Cloruros 503
- - Fésforo 399
- - Hierro 7.5
- - Zinc 0.9
- - Manganeso 4.8
- - Cobre 0.5
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Tabla 11: Composicién de la dieta C, con hidrolizado de caseina CE90STL L-M925 de

DMV, como fuente proteica.

Hidrolizado de Caseina
Almiddén de maiz
Celulosa microcristalina
Sacarosa

Aceite de soja

Corrector vitaminico
Corrector mineral

INGREDIENTES i

125.56
629.46
10.00
100.00
80.00
10.00
44.98

COMPOSICION QUIMICA |

Proteina 10.28

Hidratos de carbono 68.28

Materia grasa 8.33

Humedad 8.16

Cenizas 4.95
~ mgri00g |

Sodio 423

Potasio 1045

Calcio 645

Magnesio 52

Cloruros 500

Fésforo 420

Hierro 7.9

Zinc 0.7

Manganeso 4.9

Cobre 0.5

Tabla 12: Composicion de la dieta D, con proteina sérica baja en lactosa L-10540 de Arla

Foods, como fuente proteica.

Proteina sérica
Almidén de maiz
Celulosa microcristalina
Sacarosa

Aceite de soja

Corrector vitaminico
Corrector mineral

INGREDIENTES [

128.06
625.06
10.00
100.00
80.00
10.00
46.52

COMPOSICION QUIMICA |

Proteina 10.46

Hidratos de carbono 68.59

Materia grasa 8.70

Humedad 7.74

Cenizas 451
- mg/100g |

Sodio 294

Potasio 883

Calcio 689

Magnesio 63

Cloruros 486

Fosforo 371

Hierro 6.3

Zinc 0.6

Manganeso 5.2

Cobre 0.5
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Tabla 13: Composicion de la dieta E, con hidrolizado de proteina sérica bajo en lactosa

Peptigen IF-3002 L-0008000101 de Arla Foods, como fuente proteica.

INGREDIENTES

COMPOSICION QUIMICA |

Hidrolizado de proteina sérica 121.45 | Proteina 10.17
Almidén de maiz 635.23 | Hidratos de carbono 68.78
Celulosa microcristalina 10.00 | Materia grasa 8.28
Sacarosa 100.00 [ Humedad 8.19
Aceite de soja 80.00 | Cenizas 4.58
Corrector vitaminico 10.00 _
Corrector mineral 43.32 Sodio 314

- - Potasio 875
- - Calcio 670
- - Magnesio 55
- - Cloruros 450
- - Fésforo 344
- - Hierro 6.6
- - Zinc 0.5
= = Manganeso 4.7
- - Cobre 0.5
Tabla 14: Composicion del corrector mineral utilizado en las dietas de ratas.
COMPONENTES a/Kg

Fosfato dibasico de potasio 389.00
Carbonato célcico 381.40
Cloruro sédico 139.30
Sulfato magnésico 57.30
Sulfato férrico 7 H.0 27.00
Sulfato de manganeso H20 4.00
Sulfato de zinc 7 H0 0.55
Sulfato de cobre 5H.0 0.48
Yoduro potésico 0.79
Cloruro de cobalto BH20 0.02
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Tabla 15: Composicion del corrector vitaminico 2, utilizado en las dietas de ratas.

COMPONENTES mg / Kg
Acetato de a-tocoferol 200.00
Niacinamida 39.91
Pantotenato célcico 42.08
Cianocobalamina 31.25
Acetato de retinol 61.54
Colecalciferol 18.00
Biotina 0.41
Clorhidrato de tiamina 5.34
Riboflavina 8.29
Clohidrato de piridoxina 5.08
Menadiona 5.00
Acido félico 2.21
Inositol 103.09
Cloruro de colina 2749.11
Almidoén de maiz 6728.69
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Tablal6: Composicion de aminoéacidos de las distintas fuentes proteicas evaluadas:

Aminoacido Dieta A Dieta B DietaC Dieta D Dieta E
Ala 29 28 30 46 50
Gly 18 9 17 33 16

lle 51 62 51 65 62
Leu 93 105 89 104 87
Val 63 79 64 35 58
Cys 2 1 3 54 20
Met 25 15 27 15 19
Phe 51 29 43 48 24
Trp 13 8 7 30 10
Tyr 55 53 46 43 22
Arg 37 25 35 41 18
His 29 27 26 19 16
Lys 81 55 82 97 95
Asp 69 57 60 123 113
Glu 231 192 227 130 193
Ser 49 38 53 49 52
Thr 39 48 45 43 77
Pro 103 169 95 26 67

Datos proporcionados por los proveedores expresados como mg por g de proteina: dieta
A, caseina de referencia ANRC de New Zealand Milk Products (Petaluma, USA); dieta B,
caseina Alacid 741 L-T4021 de DMV (Veghel, Holanda); dieta C, hidrolizado de caseina
CE90STL L-M925 de DMV, dieta D, proteina sérica baja en lactosa L-10540 de Arla Foods
(Viby, Dinamarca) y dieta E, hidrolizado de proteina sérica bajo en lactosa Peptigen IF-
3002 L-0008000101 de Arla Foods.
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2. EVALUACION INMUNOLOGICA

2.1. In vitro

2.1.1. ELISA para la cuantificacion de proteina sérica
inmunoldgicamente activa.

El proposito de este estudio fue desarrollar y validar un método de ELISA competitivo,
capaz de determinar la antigenicidad de hidrolizados de proteina sérica, potenciales
ingredientes en la fabricacion de formulas infantiles. El hidrolizado de proteina sérica

utilizado en la puesta a punto de este método fue Peptigen IF-3002 de Arla Foods.

El método de ELISA competitivo mide la capacidad de las moléculas (antigenos) para
interaccionar con anticuerpos inmunolégicamente especificos. Dicha capacidad esta
determinada por la estructura quimica tridimensional de pequefios segmentos
reconocidos por el anticuerpo (epitopos) [Cordle et al, 1994]. Los parametros que
caracterizan este procedimiento estan intimamente relacionados con la potencia y
especificidad del anticuerpo primario (anti-proteina patrén) y la pureza y estabilidad del

antigeno (proteina patron).

-Disefio experimental y metodologia:

Se utilizaron lotes diferentes de un concentrado de proteina sérica (Lacprodan 80k/82k)
como proteina patrén (lote 35410) y como control positivo (una mezcla de los lotes 35386,
35393, 35398, 35405). Un lote de hidrolizado de proteina sérica (Peptigen IF-3002, lote
10108401), fue utilizado como hidrolizado control, cuya concentracién de proteina sérica
inmunolégicamente activa (IAW) era conocida. Todos ellos fueron suministrados por Arla

Foods.

Se prepararon soluciones de proteina sérica intacta patron y control, teniendo en cuenta
el porcentaje de proteina de los correspondientes lotes, 0.795 mg/mg de peso seco en
ambos casos, para obtener una solucién patrén en torno a 3 mg/ml y una solucién control

de aproximadamente 1 mg/ml de proteina sérica intacta. La concentracion exacta de estas
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soluciones se determiné mediante el método de isoabsorbancia. Dicho método consiste en
medir en un espectrofotometro la absorbancia de distintas diluciones de cada solucién
cuya concentracion proteica se quiere determinar a dos longitudes de onda, 228 nmy 234
nm. Los factores de dilucion empleados fueron: 15, 20, 30 y 40; tanto la reconstitucion de
los concentrados proteicos como las diluciones se hicieron en tampdon PBS (NaCl 140 mM,

NazHCO+*H20 7 mM y NaH2POs*H20 3 mM, pH 7).

El ELISA se desarroll6 en placas multipocillo Immulon 4 (Dynex Technologies,
Chantilly, VA, USA), las cuales se activaron mediante la incubacion durante 2.5 horas a
temperatura ambiente (23.5° C), con 100 ul por pocillo de una solucién de proteina sérica
patrén, a una concentracion de 150 ng/ml en tampdn carbonato/bicarbonato. Este tampon

estaba compuesto por NazCOs 15 mM, NaCOs 35 mM y NaNs 3 mM, ajustado a pH 9.6.

Tras ser activadas, las placas se lavaron 4 veces con tampén UAB (PBS suplementado
con ovoalbumina al 0.05%, p/v (Sigma) y Tween-20 al 0.1% (Sigma)) en el lavador para

placas multipocillo Bio-Tek EIx405 (Winooski, VT, USA).

A continuacion, para minimizar las uniones inespecificas, las placas fueron incubadas
de 30 a 60 minutos a temperatura ambiente con 200 ul por pocillo de solucién bloqueante,

compuesta por PBS suplementado con ovoalbumina al 0.07 % (p/v).

Las muestras de hidrolizados, Peptigen IF-3002 L-10206301 (L1) y L-10108401
[hidrolizado control (LHC)], se reconstituyeron a una concentracion de 20 mg/ml en
tampdn UAB y se sometieron a un periodo de incubacion de 15 minutos a 37 °C para su
completa disolucién. La proteina patron se diluy6 a seis concentraciones distintas entre
3000 ng/ml y 30 ng/ml para generar la curva patron, y la proteina control positivo a 200

ng/ml, todo ello en tampén UAB.

El procedimiento implica realizar una mezcla de preincubacion, como se muestra en la
tabla 17. En esta etapa del método, se produce la unién entre la proteina sérica presente en

las muestras y el anticuerpo. Esta union incapacita al anticuerpo para unirse
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posteriormente a las placas. Para ello, se tomaron 400 pl de cada dilucién de la proteina
patron, del control positivo, del hidrolizado control y de las correspondientes muestras, y
se mezclaron con 400 pl de una solucion de suero de conejo que contenia el anticuerpo
primario, a una dilucién 1:200000, durante 2 horas a 37 °C. Este suero fue producido
especificamente frente al concentrado de proteina sérica usado como patron y fue

purificado por Ross Laboratories (Columbus, OH, USA).

Tras lavar las placas con tampén UAB, se les afiadieron 100 pl por pocillo de cada
mezcla ce preincubacion (por triplicado), segun muestra la figura 10, y se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente. Los inmunocomplejos y el anticuerpo en exceso
no unidos a las placas fueron eliminados mediante el tampén de lavado, UAB.
Seguidamente se incubaron las placas 1 hora a temperatura ambiente, con 100 pl en cada
pocillo de una soluciéon de anticuerpo secundario, suero de cabra anti-IgG de conejo
conjugado con peroxidasa de rabano (Biodesign, Kennebunk, ME, USA) diluido 1:20000

en tampon SAB (PBS suplementado con ovoalbimina al 0.1 % (p/v) y Tween-20 al 0.1 %).

Después de lavar de nuevo las placas con tampdn de lavado UAB, éstas se incubaron
durante 10 minutos exactos con 100 ul por pocillo de una solucion que contenia el sustrato
para el enzima acoplado al anticuerpo secundario. Dicha solucion estaba compuesta por
una mezcla a partes iguales de TMB (3,3’, 5,5" Tetrametilbencidina) y solucién B sustrato
de peroxidasa (Kirkegaard & Perry Laboratories. Gaithersburg, MD, USA). La reaccion se
detuvo afiadiendo 100 pl de una solucién de acido fosforico 1 M y se midi6 absorbancia a

450 nm en el lector de placas multipocillo IEMS Reader Labsystem.

-Calculo de la concentracién de proteina sérica inmunoldgicamente activa

Una vez corregidos los valores de absorbancia sustrayendo el blanco y obtenido el valor
medio para cada triplete de pocillos, se calculd el valor de inhibicién. Dicho valor se
obtuvo a través de la relacién entre la absorbancia media de cada triplete de pocillos y la

absorbancia méaxima. Dicha absorbancia resulta de la mezcla de preincubacion que no
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contiene proteina sérica, donde no hay inhibicién especifica de la unién del anticuerpo

primario a la proteina fijada en la placa.

A continuacion se generé una curva patrén mediante un guste cuadréatico entre el
logaritmo de la concentracion de cada patron y el logaritmo de su correspondiente valor
de inhibicion. Interpolando en la curva patron se determiné la concentracién de IAW
presente en las muestras. Para todos los calculos se utiliz6 el programa informatico

GraphPad Prism version 3.02 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

-Validacion del método

El proceso de validacion del método consisti6 en el desarrollo del
enzimoinmunoensayo expuesto previamente en 4 placas multipocillo por dos analistas
durante 3 dias. Se hizo un estudio previo donde se establecieron los parametros a tener en
cuenta en la validacion del método, asi como el rango de aceptacion de los mismos. Los

parametros objeto de interés fueron:

-Linealidad.

La linealidad entre los patrones se valor6 para cada placa multipocillo analizada, en
funcién del coeficiente r2 del ajuste cuadratico entre el logaritmo de la concentracién y el

logaritmo del valor de inhibicién de cada patron.

-Exactitud.

Los analistas prepararon de forma independiente cada dia, soluciones de proteina
sérica patron en tampon UAB, a varias concentraciones diferentes: 0, 60, 200, 400, 600, 800
y 2000 ng/ml, cuya recuperacion se analizé por duplicado en placas distintas con el fin de

conocer cuanto diferia el resultado del andlisis del valor teérico.
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-Precision.

Para estimar el error aleatorio asociado con el método, originado en todas las variables
experimentales, se procedié al andlisis repetitivo de preparaciones de control positivo,

hidrolizado control e hidrolizado problema.

Este disefio nos permitié observar la variabilidad entre dias y la reproducibilidad,

mediante la comparacion de los resultados obtenidos por cada analista.

-Especificidad.

Esta directamente relacionada con la especificidad del suero por la proteina usada para
activar las placas, y la pureza de dicha proteina. En este caso, el suero fue generado frente
al mismo concentrado de proteina usado como patrén en el ensayo y su especificidad
guedo previamente establecida por el proveedor del hidrolizado de proteina sérica, Arla
Foods, mediante inmunoblot [Pharmacia Phast System Immunoblot (Pharmacia, Uppsala,
Suecia)], en el que se mostré amplia reactividad por las distintas fracciones de proteina

sérica, y se juzg6 como aceptable para asegurar la calidad pretendida en nuestro método.

-Limite de deteccidn, limite de cuantificacion y rango.

Estos tres pardmetros estdn determinados por la curva patrén, cuyos limites inferior y
superior son 30 y 3000 ng/ml respectivamente, fuera de los cuales no es posible cuantificar
con precision. Los limites y el rango fueron establecidos teniendo en cuenta la

concentracion esperada para el hidrolizado problema.

-Sensibilidad.

Dentro del rango que cubre el ensayo, cada nanogramo de IAW genera unas unidades
de densidad 6ptica (DO) o absorbancia. La sensibilidad del ensayo se calcul6 mediante la

formula;
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_ DO media patron de 30 ng/ml - DO media
3000 ng/ml -30ng /mi

S patrén de 3000 ng/ml

-Robustez.

La capacidad del método para obviar pequefias variaciones en las condiciones del
analisis se ensay6 con la incorporacion de factores tales como: la intervencién de dos
analistas, la realizacién del experimento tres dias distintos y la reconstitucion individual
de las muestras a diario. La valoracion de la robustez se fundamento en los datos de

precision generados para el control positivo y el hidrolizado control.

- Cuantificacion de IAW en hidrolizados de proteinas lacteas

La proteina sérica inmunoldgicamente activa (IAW) presente en los hidrolizados usados
como ingredientes de las dietas para ratas, en los experimentos de evaluacién de la
calidad nutricional de la proteina, fue cuantificada mediante el método expuesto

anteriormente.

Tabla 17: Esquema de las mezclas de preincubacion. (Volumenes de las soluciones

expresados en pl).

Tubo *UAB Patrén Control Muestra Anticuerpo
primario
Blanco 800 - - - -
**Amax 400 - - - 400
Patrén - 400 - = 400
Control = = 400 = 400
Muestras - - - 400 400

*UAB=PBS suplementado con ovoalbumina al 0.05 % (p /v) y Tween-20 al 0.1 %.

**Amax= Absorbancia maxima.
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Placas 1y 2.
1 12
A 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
B
STD |STD |STD |[STD |STD |STD | C+ c+ |

C Amx

Blanco 3000 | 1000 | 600 | 300 | 100 30 (200 |200 | |
D
E L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 L1 |
F | 100 100 | 200 | 200 | 300 | 300 | MIX | MIX | LHC |LHC | |
< |
H
Placas 3y 4.
1 12
A 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
B

STD |STD |STD |STD |STD |STD | Ct c+ |

C

Blanco | Amx | 3000 | 1000 | 600 | 300 | 100 30 [200 |200 | |
D
E
F LHC | LHC | |
- -

Fig.10 Distribucion en las placas de las muestras de preincubacién. (Donde
Amx=Absorbancia maxima, STD=patrén, C+=control positivo, L1-100 a L1-MIX= distintas

muestras del hidrolizado problema, LHC=hidrolizado control ).
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2.1.2. ELISA para la cuantificacion de caseina inmunologicamente
activa.

La determinacion de la antigenicidad de los hidrolizados debida a caseina se realiz6

mediante un ELISA competitivo segun el método descrito por Cordle et al. (1994), con

ligeras modificaciones.

-Metodologia:

Se utilizé una solucién de caseina intacta con una concentracién de 3.26 mg/ml como
proteina patrén y otra de concentracion 1.15 mg/ml como control positivo. Un hidrolizado
de caseina cuya concentracion de caseina inmunoldgicamente activa (IAC) era conocida,
fue utilizado como hidrolizado control, a una concentracion de 20 mg/ml. Todos ellos

fueron suministrados por Ross Laboratorios (Columbus, OH, USA).

Este método se desarrolld en placas multipocillo Immulon 2 (Dynex Technologies), las
cuales se activaron mediante la incubacién durante 2.5 horas a temperatura ambiente
(23.5° C), con 100 pl por pocillo de una solucion de proteina sérica patron, a una
concentracién de 100 ng/ml en tampon carbonato/bicarbonato. La composicion de este
tampodn, asi como la del tampo6n UAB, son las mismas descritas previamente en el método

de ELISA para la cuantificacion de proteina sérica inmunolégicamente activa.

Tras ser activadas, las placas se lavaron 4 veces con tampén UAB en el lavador para

placas multipocillo Bio-Tek EIx405.

A continuacion, para minimizar las uniones inespecificas, las placas fueron incubadas

de 30 a 60 minutos a temperatura ambiente con 200 pl por pocillo de tampén UAB.

Las muestras de hidrolizados (hidrolizado de caseina de DMV, CE90STL, e hidrolizado
de proteina sérica baja en lactosa de Arla Foods, Peptigen IF-3002 L-25-10108401) se
reconstituyeron a una concentracion de 20 mg /ml en tampon UAB y se sometieron a un

periodo de incubacion de 15 minutos a 37 °C para su completa disolucion. La proteina

107



Material y métodos

patrén se diluyd a seis concentraciones distintas entre 3000 ng/ml y 10 ng/ml para generar

la curva patrén, y la proteina control positivo a 100 ng/ml, todo ello en tampén UAB.

El procedimiento implica realizar una mezcla de preincubacién, para ello, se tomaron
400 ul de cada dilucién de la proteina patrén, del control positivo, del hidrolizado control
y de las correspondientes muestras, y se mezclaron con 400 pl de una solucién de suero
de conejo que contenia el anticuerpo primario especifico anticaseina, proporcionado por

Ross Laboratories, a una dilucion 1:150000 durante 2 horas a 37 °C.

Tras lavar las placas con tampdn UAB, se les afiadieron 100 pl por pocillo de cada
mezcla de preincubacion (por triplicado), siguiendo una distribucién similar a la
mostrada en la figura 10 para las placas 1 y 2, y se incubaron 1 hora a temperatura
ambiente. Los inmunocomplejos y el anticuerpo en exceso no unidos a las placas fueron
eliminados mediante el lavado. Seguidamente se incubaron las placas 1 hora a
temperatura ambiente, con 100 pl en cada pocillo de una solucion de anticuerpo
secundario, suero de cabra anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa de rabano

(Biodesign) diluido 1:10000 en tampdn UAB.

Después de lavar de nuevo las placas con tampén UAB, éstas se incubaron durante 10
minutos exactos con 100 pl por pocillo de una solucion que contenia el sustrato para el
enzima acoplado al anticuerpo secundario. Dicha solucién estaba compuesta por una
mezcla a partes iguales de TMB (3,3’, 5,5” Tetrametilbencidina) y solucién B sustrato de
peroxidasa (Kirkegaard & Perry Laboratories). La reaccion se detuvo afiadiendo 100 pl de
una solucion de acido fosforico 1 M y se midi6 absorbancia a 450 nm en el lector de placas

multipocillo IEMS Reader Labsystem.

El calculo de la concentracion de caseina inmunolégicamente activa (IAC) se realizé
siguiendo el mismo procedimiento empleado para obtener la concentracién de proteina

serica inmunoldgicamente activa.
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2.2.- Invivo: Medida de la reactividad inmunoldgica de

antigenos administrados oralmente.

Se realizo un estudio de la capacidad inmunizante por via oral de una formula infantil
de baja alergenicidad comparada con productos comerciales. La alergenicidad de los
productos se evalué examinando la respuesta anafilactica a proteinas lacteas, tanto a nivel

intestinal como sistémico.

-Animales:

Se utilizaron 25 cobayas mac ho, Dunkin-Hartley, de aproximadamente 250 g de peso al
inicio del estudio, suministrados por Harlan Iberica (Barcelona), que fueron alojados
individualmente. Los animales se mantuvieron en una habitacion aclimatada a 22 °C con

ciclos de luz-oscuridad de 12 horas.

-Dietas:

Los animales fueron alimentados con dieta chow para cobayas, carente de proteinas de
origen lacteo, suministrada por Harlan Iberica (Barcelona), y recibieron agua “ad libitum”.
Como variables de la capacidad de promover reactividad inmunologica in vivo, se
estudiaron leche de vaca y diferentes formulas infantiles suministradas por Abbott
Laboratorios (Granada): una formula comercial de inicio, una formula comercial
hipoalergénica y la formula experimental de baja alergenicidad objeto ¢k estudio. Las

tablas 18 a 21 muestran la composicion de las dietas.
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Tabla 18: Composicion de la formula comercial infantil de inicio (grupo 1).

INGREDIENTES

Leche descremada, lactosa; aceites vegetales: (aceite de girasol rico en acido oleico, aceite de coco, aceite de
soja), concentrado de proteinas de suero lacteo, minerales: (citrato de potasio, carbonato sulfato ferroso,
sulfato de zinc, sulfato de cobre, sulfato de manganeso, selenato de sodio), vitaminas: (cloruro de colina,
ascorbato de sodio, tocoferoles, niacinamida, pantotenato de calcio, palmitato de vitamina A, clorhidrato
de tiamina, riboflavina, clorhidrato de piridoxina, betacaroteno, acido folico, filoquinona, biotina, vitamina
Ds, cianocobalamina), nucleotidos: (5° monofosfato de citidina, 5° monofosfato de uridina disédica, 5’
monofosfato de guanosina disddica, 5’ monofosfato de adenosina) y taurina.

COMPOSICION QUIMICA unidades/100g
Proteina 10.9 g
Hidratos de carbono 55.5 9
Grasa 28.9 9
Acido linoleico 5257 mg
Acido linolénico 560 mg
Humedad 2.3 9
Cenizas 2.9 9
Calcio 410 mg
Fésforo 221 mg
Magnesio 32 mg
Sodio 126 mg
Potasio 552 mg
Cloruro 342 mg
Zinc 3.94 mg
Hierro 9.5 mg
Cobre 473 Hg
Manganeso 27 HO
Yodo 32 Ho
Selenio 12 H9
Vitamina A 1577 ul
Vitamina D 315 e
Vitamina E 16 g
Vitamina K1 42 Mg
Vitamina C 47 mg
Vitamina B1 526 H9
Vitamina B2 788 Hg
Vitamina B6 315 Hg
Vitamina B12 131 Hg
Niacina (equiv.) 55 mg
Acido pantoténico 2365 H9
Acido félico 79 Hg
Biotina 23 Mg
Colina 84 mg
Inositol 24.7 mg
Taurina 35 mg
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Tabla 19: Composiciénde laformula comercial infantil hipoalergénica (grupo 2):

INGREDIENTES

Maltodextrina, aceites vegetales: (aceite de girasol rico en acido oleico, aceite de coco, aceite de soja, aceite
de coco fraccionado), hidrolizado de proteinas de suero lacteo, sacarosa, minerales: (cloruro calcico,
fosfato calcico dibasico, hidréxido de potasio, sulfato magnésico, fosfato sédico dibasico, lactato ferroso,
cloruro potasico, sulfato de zinc, sulfato ctprico, sulfato de manganeso, yoduro potasico y selenito sédico),
emulgente: lecitina, vitaminas: (ascorbato sédico, palmi- tato de ascorbilo, cloruro de colina, vitamina E,
mezcla de tocoferoles, niacinamida, vitamina A, pantotenato céalcico, vitamina D3, biotina, vitamina B12,
vitamina K1, clorhidrato de tiamina, riboflavina, acido félico, clorhidrato de piridoxina y betacaroteno), L-
arginina, estabilizante: goma xantica, nucleétidos: (5° monofosfatos de citidina, uridina disddica,
guanosina disodica y adenosina), L-fenilalanina, L-histidina, L -tirosina, L -triptofano, taurina y L-carnitina.

COMPOSICION QUIMICA

Proteina
Hidratos de carbono
Grasa

Acido linoleico
Acido linolénico
Humedad
Cenizas

Calcio

Fosforo
Magnesio

Sodio

Potasio

Cloruro

Zinc

Hierro

Cobre
Manganeso
Yodo

Selenio
Vitamina A
Vitamina D
Vitamina E
Vitamina K1
Vitamina C
Vitamina B1
Vitamina B2
Vitamina B6
Vitamina B12
Niacina (equiv.)
Acido pantoténico
Acido félico
Biotina

Colina
L-carnitina
Taurina

13.25
55.9
25.35
4100
525
2.6
2.9
475
250
40
207
507
371
3.3

330
320
50
10.6
1455
6.1

50
56
370
460
250

5.6
3.6
37
15
66
8.9
34

unidades/100g

Q «Q Q@

mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
mg
Hg
H9
Hg
H9

ul
ul

ul

Hg
mg
Hg
Hg
Hg
Hg
mg
Hg
Hg
Hg
mg
mg

mg
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Tabla 20: Composicion de la formula infantil experimental hipoalergénica objeto de
estudio (grupo 3).
INGREDIENTES

Maltodextrina, aceites vegetales: (aceite de girasol rico en acido oleico, aceite de coco, aceite de soja, aceite
de coco fraccionado), hidrolizado de proteinas de suero lacteo, sacarosa, hidrolizado de caseina, almidén
de maiz modificado, minerales: (fosfato célcico dibasico, cloruro calcico, sulfato magnésico, hidréxido de
potasio, fosfato sodico dibasico, lactato ferroso, sulfato de zinc, sulfato clprico, sulfato de manganeso,
yoduro potasico y selenito sédico ), ester citrico, vitaminas: (ascorbato sodico, palmitato de ascorbilo,
cloruro de colina, vitamina E, mezcla de tocoferoles, niacinamida, vitamina A, pantotenato calcico,
vitamina D3, biotina, vitamina B12, vitamina K1, clorhidrato de tiamina, riboflavina, cido félico,
clorhidrato de piridoxina y betacaroteno), nucle6tidos: (5’ monofosfatos de citidina, uridina disddica,
guanosina disédica y adenosina), L-arginina, L-triptofano, taurinay L-carnitina.

COMPOSICION QUIMICA unidades/100g
Proteina 13.19 g
Hidratos de carbono 55.82 9
Grasa 25.60 9
Acido linoleico 4100 0
Acido linolénico 525 mg
Humedad 2.52 9
Cenizas 2.87 9
Calcio 508 mg
Fosforo 267 mg
Magnesio 45 g
Sodio 228 mg
Potasio 535 mg
Cloruro 436 mg
Zinc 33 mg
Hierro 8 mg
Cobre 469 Mg
Manganeso 3% H9
Yodo 50 Hg
Selenio 10.6 Hg
Vitamina A 1976 ul
Vitamina D 6.1 o
Vitamina E 7 -
Vitamina K1 50 Hg
Vitamina C 64 mg
Vitamina B1 370 H
Vitamina B2 487 Hd
Vitamina B6 261 Hg
Vitamina B12 1 H9
Niacina (equiv.) 5.6 mg
Acido pantoténico 3.6 H9
Acido félico 37 Hg
Biotina 15 Hd
Colina 66 mg
L-carnitina 8.9 mg
Taurina 34 mg
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Tabla 21: Composicion de la dieta chow para cobayas.

INGREDIENTES

Forrajes, productos y subproductos de granos de cereales, cereales, harina de oleaginosas, productos y
subproductos de semillas de oleaginosas, minerales, pre-mezcla de vitaminas y minerales, aceites y grasas.
COMPOSICION QUIMICA unidades
Proteina 19.53 %
Hidratos de carbono 11.70 %

Grasa 3.3 %
Cenizas 8.29 %
Vitamina A 12000 UI/Kg
Vitamina C 3000 mg/Kg
Vitamina Ds 1400 Ui
Vitamina E 60 Ul/Kg

-Disefio experimental y metodologia:

Los cobayas fueron alimentados con dieta chow y agua, durante un periodo de
adaptacion de 5 dias. Una vez concluido este periodo se dividieron en 5 grupos de 5

individuos pareados por peso.

En todos los casos los animales recibieron la dieta chow como alimento sélido. El agua
de bebida se sustituyd durante 21 dias por distintas formulas infantiles, reconstituidas
segun las especificaciones del fabricante y diluidas con agua 1:2, para facilitar su ingesta.
El grupo 1 recibié una formula comercial de inicio, el grupo 2 una formula comercial
hipoalergénica y el grupo 3 la formula experimental de baja alergenicidad objeto de
estudio. Ademas, se cont6 con un grupo control negativo, que recibi6é agua y un grupo
control positivo, que recibié leche de vaca, a las que se afiadio vitamina C en cantidad
equivalente a la que estaba presente en las formulas. Los animales volvieron a tomar agua
3 dias antes de ser sometidos a las pruebas de anafilaxia. La figura 11 muestra un

esquema del disefio experimental.
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Figura 11: Disefio experimental para b evaluacion de la alergenicidad de formulas

infantiles.
-Obtencion de muestras

Los animales fueron anestesiados mediante la inyeccidon intraperitoneal de una
combinacion de ketamina, (Imalgéne ®, Laboratorios Merial, Lyon, Francia) y
medetomidina, (Domtor ®, Orion Corporation, Espoo, Finlandia) a dosis de 12 mgy 63
Mg por cada 100 g de peso del animal, respectivamente. Tras inducir la anestesia, se
realizo una incision abdominal a través de la cual se extrajo una seccion de intestino
tomada desde el colon distal, de entre 20 y 30 cm de longitud, que fue lavada
repetidamente con solucion de Krebs a pH 7.4. La composicion de dicha solucién en

milimoles es: 140 Na, 119.8 Cl, 25 HCOs3, 1.2 Ca, 1.2 Mg, 4.8 K, 2.4 HPO: y 0.4 H:PO..

114



Material y métodos

-Anafilaxia sistémica

Una vez extraida la muestra de colon, se procedi6 a evaluar la respuesta de los cobayas
frente ala inyeccion intracardiaca de 470 pg de R-lactoglobulina, disuelta en 100 pl de

solucion salina isotonica. Para la valoracion del grado de respuesta se tuvo en cuenta la

siguiente escala:

Ausencia de reaccion =0

Dificultad para respirar o enrojecimiento del pabellén auditivo o enrojecimiento
de los ojos = 1

Los 3 sintomas del nivel 1 =2

Pérdida de control muscular =3

Convulsiones, coma =4

Muerte =5

-Anafilaxia intestinal

La prueba de anafilaxia intestinal se llevo a cabo siguiendo el procedimiento descrito

por Kitagawa et al., 1995.

La seccion de colon extraida se coloco en un soporte cilindrico, que se hizo pasar por la
luz del fragmento de intestino, para eliminar cuidadosamente la capa de tejido muscular,

con ayuda de un hisopo de algodén humedecido en solucion de Krebs.

Seguidamente, 4 segmentos del colon, de aproximadamente 1.5 cm de longitud,
tomados de distintas zonas, se montaron en las correspondientes camaras de un sistema
Ussing Chambers (TBC, Paris, Francia), quedando expuesta una superficie tisular de 1
cm2, Ambas caras del tejido, serosal y mucosal, se encontraban bafiadas en 5 ml de
solucion de Krebs a 38 °C y con aporte continuo de oxigeno y diéxido de carbono en

proporciones 95: 5 (Ver figura 12).
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Los valores de diferencia de potencial (ddp) e intensidad (Isc) para cada uno de los
fragmentos de tejido, fueron registrados al inicio y tras 30 minutos de estabilizacion. Los
tejidos fueron estimulados con 47 pug/ml de R-lactoglobulina (de Sigma), aplicada en la

cara serosal.

La respuesta a la aplicaciéon del antigeno se midi6 observando la ddp e Isc durante 30

minutos.

Transcurrido este periodo, se afladié histamina a una concentracion final de 104 M en la

cara serosal del tejido con el fin de comprobar la viabilidad del mismo.
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Figura 12: Esquema de sistema “Ussing Chambers”

Segmento intestinal
mortado en canara “Ussing
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3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Experimento 1:

La evaluacion de la calidad de las distintas fuentes de proteina estudiadas, se realizé
mediante un analisis de la varianza (ANOVA) de dos vias, teniendo en cuenta grupos y
sexo, considerando como significativos valores de p<0.05. Posteriormente las
comparaciones entre grupos se realizaron mediante el test de Tuckey. Cuando existieron
diferencias entre sexos, los resultados se analizaron empleando una ANOVA de una via,
para cada sexo. Las diferencias entre grupos se obtuvieron a través de comparaciones por

parejas mediante el test de Tuckey.

Experimento 2:

La evaluacion de la calidad proteica, tanto de los resultados para el coeficiente de
eficacia en crecimiento como los de las concentraciones de aminoacidos libres en plasma,
higado y musculo, se analiz6 mediante una ANOVA de una via. Valores de p<0.05 se
consideraron significativos. Las comparaciones entre grupos se realizaron de nuevo por el

test de Tuckey.

Todo el andlisis estadistico se llevo a cabo con el programa estadistico Statgraphics Plus

version 3.0.

Los resultados obtenidos en la validacion del método ELISA para la cuantificacion de
proteina sérica inmunoldgicamente activa, se evaluaron en funcion de la desviacion

estandar relativa o coeficiente de variacion, utilizando el programa Microsoft Excel 2000.
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I11. RESULTADOS:

1. EVALUACION NUTRICIONAL

Evaluacion de la calidad nutricional de la proteina (Experimento 1)

La tabla 22 muestra los resultados obtenidos para los distintos indices de la calidad

nutricional en cada una de las fuentes proteicas estudiadas: caseinato calcico (dieta 2),

mezcla de proteina sérica baja en lactosa y caseinato calcico (dieta 3) y mezcla de

hidrolizado de proteina sérica baja en lactosa e hidrolizado de caseina (dieta 4). Los

principales resultados se exponen a continuacion:

v

Las mezclas de proteina sérica y caseinato célcico, tanto intactos como
hidrolizados, dieron un valor del coeficiente de digestibilidad verdadera
inferior al de la dieta 2.

La utilizacién neta de la proteina en el grupo alimentado con la dieta 4 fue
inferior a la obtenida en el grupo alimentado con caseinato.

El valor biolégico de la proteina fue similar entre grupos en el caso de las
hembras. Sin embargo, en el grupo de machos alimentado con la mezcla de
hidrolizados el valor de este indice resultd significativamente inferior al de los
otros dos grupos.

El coeficiente de eficacia en crecimiento para la dieta 4 resulté inferior al del
grupo que recibié caseinato calcico para ambos sexos, y en los machos también
inferior al del grupo que tomo la dieta 3.

La ingesta proteica fue similar en todos los grupos, aunque el incremento de
peso en los machos alimentados con la dieta 4 resultd significativamente

inferior al de aquellos alimentados con la dieta 3.
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Tabla 22: Ingesta, incremento de peso e indices de utilizacion metabdlica y digestiva

obtenidos en ratas alimentadas con dietas con distintas fuentes proteicas.

INDICE

CDhvV

NPU

VB

PER

Ingesta

(g prot./dia)

D peso
(g/dia)

Dieta 2

97.55+0.11

86.94 +0.99

F 89.45+1.59

F4.11+0.22

M 88.80 + 1.30

M 4.24 +0.19

1.28+0.12

F5.04+0.29

M 5.75 £ 0.43

Dieta 3

94.79+0.38a

84.16 +0.74

F 87.88 + 0.65

F3.87+0.10

M 89.68 + 1.08

M 4.33+0.13

1.34+0.18

F4.89+0.34

M 6.15+0.24

Dieta 4

94.27+0.76a

81.18 +1.48a

F 88.68 + 1.54

M 83.50 + 1.36ab

F3.40+0.20a | M 3.65+0.14ab
1.30+0.10
F4.49+0.34 | M4.68+0.31b

Fuentes proteicas de cada dieta: Dieta 2 = caseinato calcico, Dieta 3 = proteina sérica y caseinato célcico,
(70:30) y Dieta 4= hidrolizado de proteina sérica e hidrolizado de caseina, (70:30). Los resultados estan
expresados como media + SEM. a vs. Dieta 2 (p<0.05). b vs. Dieta 3 (p<0.05). CDV: Coeficiente de digestibilidad
verdadera. NPU: Utilizacién neta proteica. VB: Valor bioldgico de la proteina. PER: Coeficiente de eficacia en
crecimiento. F: Grupo de ratas hembra; M: Grupo de ratas macho.

Evaluacion de la calidad nutricional de la proteina (Experimento 2)

-Calculo del coeficiente de eficacia en crecimiento

Los resultados obtenidos para el coeficiente de eficacia en crecimiento en ratas

alimentadas con dietas basadas en distinta fuente proteica, caseina y proteina sérica, tanto

intactas como hidrolizadas, se recogen en la tabla 23.
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v' La cantidad de proteina ingerida, el incremento de peso y el coeficiente de

eficacia en crecimiento del grupo alimentado con la dieta D (proteina sérica

intacta) fueron significativamente superiores a los del grupo de referencia,

alimentado con la dieta A (caseina ANRC).

v" El grupo que recibi6 la dieta E (hidrolizado de proteina sérica) mostr6 una

menor ingesta proteica, menor incremento de peso y menor coeficiente de

eficacia en crecimiento que el grupo alimentado con la misma proteina sin

hidrolizar (dieta D), aunque estos valores no fueron significativamente distintos

de los del grupo de referencia.

Tabla 23: Ingesta, incremento de peso y coeficiente de eficacia en crecimiento

observados en ratas alimentadas con dietas con distintas fuentes proteicas.

INDICE Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D DietaE
PER 2.73+0.35 3.08+0.30 2.78+0.17 | 3.66+0.13a | 2.27+0.19b
PER %
relativo a dieta 100 113 102 134 a 83b
A)
Ingesta
0.84 +0.08 1.03 £0.05 0.90+0.06 | 1.17+0.06a | 0.72+0.04b
(g prot. /dia)
D peso
2.25+0.36 2.96 £ 0.37 2.50+0.20 | 4.15+0.22a | 1.60+0.12b
(g /dia)

Siendo las fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C=
hidrolizado de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los
resultados estan expresados como media + SEM. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05). PER: Coeficiente

de eficacia en crecimiento.
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Las tablas 24, 25 y 26 muestran la concentracion de aminoacidos libres encontrada en
muestras de plasma, higado y mausculo; algunos aminoacidos no aparecen en
concentraciones detectables. Ademas, estas tablas incluyen la concentracién proteica de
los homogeneizados de higado y musculo determinada por el método Bradford, en ratas

alimentadas con las distintas dietas objeto de estudio.

-Concentraciones de aminoacidos libres en plasma

La concentracion plasmatica de cada aminoacido fue comparada, para cada uno de
los grupos, con la obtenida en los animales alimentados con la dieta de referencia, la dieta
A (caseina ANRC). A su vez, los grupos alimentados con cada una de las proteinas

intactas fueron comparados con los que recibieron el correspondiente hidrolizado.

v Se obtuvieron mayores concentraciones de metionina y taurina plasmaticas en
los animales que tomaron las dietas D y E, ambas con proteina sérica como
fuente proteica, intacta e hidrolizada, respectivamente.

v’ Las ratas alimentadas con la dieta E mostraron en plasma menor concentracion
de fenilalanina y tirosina que el grupo de referencia. La concentracion de
tirosina fue también inferior a la mostrada en el grupo alimentado con la dieta
D, con la misma fuente de proteinas pero intacta.

v La concentracion de histidina plasmatica en el grupo alimentado con la dieta D
fue inferior a la de todos los demas grupos.

v En cuanto a los aminoacidos acidos, tanto la suma de glutamina y acido
glutamico como la de asparragina y acido aspartico, resultaron superiores en
los animales que tomaron la dieta E que en los alimentados con la dieta de
referencia.

v El grupo que recibi6 el hidrolizado de caseina, dieta C, mostr6 una mayor
concentracién de serina en plasma que el resto de grupos.

v' Todos los grupos mostraron una concentracion plasmatica de treonina superior

a la del grupo de referencia, siendo ésta especialmente elevada en el grupo que
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tomo la dieta E. Dicha concentracion fue también superior a la del grupo D, que
recibio la misma fuente proteica pero intacta.

v La concentracion de hidroxiprolina en el plasma de los animales que tomaron la
dieta D fue superior a la de los demés grupos, incluyendo la del que tomd

proteina sérica hidrolizada, dieta E.

Tabla 24: Perfil de aminoé&cidos libres en plasma de ratas alimentadas con dietas cuyas

fuentes proteicas eran distintas.

Aminoacido Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D Dieta E

Aminoacidos neutros
Ala 2.37+0.20 3.07+0.26  3.56+0.33 3.06+0.18 3.26+0.43
Gly 1.44 +0.08 1.53+0.09 1.35+0.06 152+0.10 1.28+0.06

Aminoacidos ramificados

0.31+0.03 0.37+0.03 0.43+0.05 0.32+0.03 0.43+0.06

lle

Leu 0.36+0.04  0.47+0.04 0.52+0.07 0.38+0.03 0.36+0.07

val 0.70+0.05 0.85+0.05 0.81+0.07 0.54+0.03 0.63+0.07
Aminoacidos azufrados

Met 0.13+0.01  0.17+0.02 0.18+0.02 0.20+0.02a 0.19+0.01a

Tau 0.23+0.05 0.15+0.02 0.23+0.03 059+0.03a 0.69+0.06a

Fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C=

hidrolizado de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los

resultados estan expresados en mM, como media + SEM. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05).
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Tabla 24 (continuacion): Perfil de aminoéacidos libres en plasma de ratas alimentadas

con dietas cuyas fuentes proteicas eran distintas.

Aminoacido Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D DietaE
Aminoacidos aromaticos
Phe 0.15+0.01 0.17+0.01 0.16 +0.02 0.10£0.02 | 0.06 £0.02a
Trp 0.30+£0.03 0.35+0.02 0.26 +0.03 0.40+0.03 0.33+0.04
Tyr 0.33+0.04 0.46 £ 0.05 0.38+0.03 0.19+0.02 | 0.11+0.03ab
Aminoacidos basicos
Arg 0.36 £ 0.02 0.41+0.02 0.44+0.03 0.31+0.01 0.34+0.04
Cit 0.41+0.04 0.45+0.02 0.44+0.03 0.47 £0.03 0.49+0.02
His 0.28 £0.03 0.32+0.4 0.39+0.03 [0.06+0.01a | 0.22+£0.02b
Lys 1.61+0.19 | 1.79+0.15 | 2.09+0.15 | 1.80+0.21 | 2.07+0.34
Orn 0.19+0.03 0.16 £0.01 0.20+0.02 0.14+0.01 | 0.13+0.007
Aminoacidos &cidos y sus amidas
Asp 0.06+0.01 | 0.05+0.00 | 0.06+0.01 | 0.05+0.00 | 0.07+0.02
Asn 0.41+£0.03 0.54+0.04 0.55+0.04 0.51+0.03 0.66 +0.08
Glu 0.66+0.11 0.64 +0.06 0.76 £0.09 0.73+0.06 0.70x+0.09
GIn 2.79+0.13 2.96+0.18 2.98£0.09 3.25+0.08 3.67+0.25

Fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C =

hidrolizado de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los

resultados estan expresados en mM, como media £ SEM. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05).
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Tabla 24 (continuacion): Perfil de aminoé&cidos libres en plasma de ratas alimentadas

con dietas cuyas fuentes proteicas eran distintas.

Ser

Thr

Hypro

Pro

Aminoacido

Dieta A

1.75+0.14

1.36 £0.09

0.09+0.01

1.15+0.17

Dieta B

Dieta C

Aminoacidos hidroxilados

1.97+0.11

1.79+0.14a

0.12+0.01

1.70+£0.21

2.33+0.13 a

2.33x0.14a

Iminoacidos

0.10+0.01

1.64+0.14

Dieta D

1.57+0.07

3.91+044a

0.16+0.01a

0.99+0.07

DietaE

1.95+0.17

9.73#1.17ab

0.11+0.01b

1.32+0.14

Fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C = hidrolizado

de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los resultados estan

expresados en mM, como media £ SEM. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05).

-Concentraciones de aminoé&cidos libres en higado

La concentracion de aminoacidos libres en los homogenizados de higado fue

comparada, para cada uno de los grupos, con la obtenida en los animales alimentados con

la dieta de referencia, la dieta A (caseina ANRC). A su vez fueron comparados los grupos

alimentados con cada una de las proteinas intactas con los que recibieron el

correspondiente hidrolizado.

v El grupo alimentado con la dieta E, hidrolizado de proteina sérica, mostro una

concentracion significativamente inferior de glicina tanto con respecto al grupo

de referencia como con respecto al grupo alimentado con la dieta D, proteina
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Tabla

sérica intacta. Este mismo grupo, dieta E, presentdé mayor concentracion de
metionina que el grupo de referencia.

El grupo alimentado con la dieta D resultd tener mayores concentraciones de
taurina y citrulina, y menores de histidina y serina que el grupo de referencia.
La concentracion de serina en dicho grupo fue también inferior a la del grupo
gue tomo proteina sérica hidrolizada, dieta E.

La concentracién de treonina para los animales que tomaron la dieta E fue muy
superior a la encontrada en los homogenizados del grupo de referencia.

Los dos grupos con proteina sérica como fuente proteica, dietas D y E,
presentaron una concentracion de fosfoserina superior a la de los grupos que

tomaron dietas con caseina.

25: Concentracion de proteinas y perfil de aminoéacidos libres en homogenizados

de higado de ratas alimentadas con dietas cuyas fuentes proteicas eran distintas.

Aminoacido Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D Dieta E

Proteinas 0.84 £0.05 0.74+£0.02 0.76 £0.03 0.74+0.03 0.76 £0.03

Aminoacidos neutros

Ala 7.64+0.72 9.59 + 0.56 8.69+0.63 | 751+045 | 7.21+0.70
3-Ala 0.23+0.03 | 0.22+0.02 0.23+0.02 | 0.28+0.03 | 0.30+0.03
Gly 4.52+0.30 5.43+0.30 4.00+0.30 | 4.37+0.27 | 3.27£0.18ab

Fuentes
de caseina

expresados

proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C = hidrolizado
, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los resultados estan

en mg/g de tejido fresco, como media + SEM, para la concentracién proteica y en mmol/g de

proteina, como media + SEM, para los distintos aminoacidos. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05).
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Tabla 25 (continuacién): Concentracion de proteinas y perfil de aminoacidos libres en

homogenizados de higado de ratas alimentadas con dietas cuyas fuentes proteicas eran

distintas.
Aminoacido Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D DietaE

Aminoacidos ramificados

lle 1.49+0.17 1.52+0.12 1.60+0.13 142 +0.13 1.52+0.18

Leu 0.67£0.04 0.71+£0.03 0.63+£0.03 0.81+£0.04 0.67+£0.04

val 0.48+0.05 | 0.51+0.03 | 0.44+0.03 | 0.46+0.03 | 0.44+0.03
Aminoacidos azufrados

Cys 1.46+0.11 | 1.66+0.11 | 1.67+0.09 | 1.8+0.11 1.87 £0.09

Met 0.13+0.01 | 0.15+0.12 | 0.17+£0.02 | 0.20£0.02 | 0.26+0.04a

Tau 1.96 £0.29 2.45+0.61 1.90+0.27 | 3.83+£0.80a | 3.09+£0.37
Aminoacidos aromaticos

Phe 0.24+0.01 | 0.26+0.01 | 0.23+0.01 | 0.26+0.01 | 0.23+0.01

Trp 0.08 £0.01 0.09 £0.00 0.07+£0.01 0.09£0.01 0.09+£0.01

Tyr 0.30 £0.03 0.34£0.02 0.29 £ 0.02 0.28 £0.02 0.24 £0.02

Aminoacidos béasicos
Cit 0.63+£0.09 0.90+0.15 0.73+£0.10 | 1.01+0.39a| 0.70+0.11
Oorn 0.28 £0.03 0.28 £ 0.03 0.31+£0.03 0.20 £0.02 0.24+0.03

Fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C = hidrolizado

de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los resultados estan

expresados en mg/g de tejido fresco, como media + SEM, para la concentracién proteica y en mmol/g de

proteina, como media = SEM, para los distintos aminoéacidos. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05).
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Tabla 25 (continuacién): Concentracion de proteinas y perfil de aminoacidos libres en
homogenizados de higado de ratas alimentadas con dietas cuyas fuentes proteicas eran
distintas.

Aminoéacido Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D DietaE
Aminoacidos basicos
His 0.53+£0.06 0.60 £ 0.05 0.55+0.04 | 0.24+0.06a | 0.40+0.04
H-Lys-2 13.95+£0.79 | 15.39+0.49 | 14.80+0.45 | 15.38+£0.76 | 14.75+0.56
Lys 0.33+£0.03 0.37+£0.04 0.41£0.06 0.42 +0.05 0.63+0.17
Aminoacidos acidos y sus amidas
Asp 1.80£0.35 1.90+0.22 1.55+0.17 1.39+0.14 1.19+0.14
Asn 0.91+0.12 0.97+£0.10 0.94 £0.08 0.59+£0.04 0.76 £ 0.09
Glu 5.24 + 0.60 5.72+0.43 4.34£0.44 4.09+0.51 3.06 £ 0.32
GIn 7.15+0.69 7.92+0.48 7.56 £ 0.53 10.10+1.04 | 9.55+0.94
Aminoé&cidos hidroxilados
Ser 3.79+£0.33 4.06 £0.26 477+020 | 243+0.15a|4.14+0.47b
p-Ser 0.27 £0.03 0.26 £ 0.02 0.27+£0.02 | 0.69+£0.09a | 0.90£0.13a
Thr 1.57£0.16 1.81+0.14 2.44+0.16 259+0.39 | 6.43+£1.33a

Fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C = hidrolizado
de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los resultados estan

expresados en mg/g de tejido fresco, como media + SEM, para la concentracion proteica y en mmol/g de

proteina, como media + SEM, para los distintos aminoacidos. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05).
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Tabla 25 (continuacién): Concentracion de proteinas y perfil de aminoacidos libres en
homogenizados de higado de ratas alimentadas con dietas cuyas fuentes proteicas eran
distintas.

Aminoacido Dieta A Dieta B DietaC Dieta D DietaE
Iminoacidos
Pro 0.61 +£0.08 0.84+0.08 0.90£0.08 0.53+£0.02 0.71 £ 0.07
Otros
Pea 1.87 +0.46 1.24 £0.22 1.82+0.30 1.39+0.14 1.36 £ 0.27

Siendo las fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C=
hidrolizado de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los

resultados estan expresados en mg/g de tejido fresco, como media + SEM, para la concentracion proteicay en
mmol/g de proteina, como media + SEM, para los distintos aminoacidos. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D

(p<0.05). Pea = fosfoetanolamina.

-Concentraciones de aminoacidos libres en musculo

La concentracion de aminoé&cidos libres en los homogenizados de musculo fue
comparada, para cada uno de los grupos, con la obtenida en los animales alimentados con
la dieta de referencia, la dieta A (caseina ANRC). A su vez, los grupos alimentados con
cada una de las proteinas intactas fueron comparados con los que recibieron el

correspondiente hidrolizado.

v' Los grupos que recibieron las dietas C, D y E mostraron mayor concentracion
de metionina que el grupo de referencia. En el grupo que tomé la dieta E,
proteina sérica hidrolizada, dicha concentracion superd también a la del que

tomo la misma fuente proteica pero intacta.
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132

Los animales alimentados con proteina sérica, tanto intacta como hidrolizada,
dietas D y E, presentaron mayores concentraciones de taurina y menores de
tirosina que los que recibieron caseina, incluido el grupo de referencia.

El grupo que recibio la dieta D tuvo mayor concentracién de citrulina que el
grupo de referencia y que el grupo que se alimenté con la dieta E, es decir con
la misma fuente de proteina pero hidrolizada.

La concentracion de lisina en los homogenizados de musculo del grupo que
tomo la dieta E fue superior a la del grupo que tomo la dieta A, de referencia, y
a la del grupo alimentado con la dieta D.

Las ratas alimentadas con la dieta D mostraron una mayor concentracion de la
suma de acido glutamico y glutamina que el grupo de referencia.

El grupo que recibio el hidrolizado de caseina, dieta C, mostré una
concentracion de serina superior a la del grupo de referencia. EI que recibié el
hidrolizado de proteina sérica, dieta E, mostr6 mayor concentracion de serina
gue el que recibio la misma proteina intacta, dieta D.

Los grupos alimentados con las dietas C, D y E, presentaron concentraciones de
treonina superiores a la del grupo de referencia, superando en el grupo que
tomo la dieta E el valor obtenido para la misma fuente proteica pero intacta,
dieta D.

La concentracion de hidroxiprolina en el grupo alimentado con la dieta D
superd la del grupo de referencia y la del grupo alimentado con proteina sérica
hidrolizada, dieta E.

Los animales alimentados con proteina sérica, tanto intacta como hidrolizada,
mostraron concentraciones de carnosina, y de la suma de Imetilhistidina y
anserina inferiores a las obtenidas en los que tomaron caseina, incluido el grupo

de referencia.
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Tabla 26: Concentracion de proteinas y perfil de aminoacidos libres en
homogeneizados de musculo de ratas alimentadas con dietas cuyas fuentes proteicas eran

distintas.

Aminoacido Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D DietaE

Proteinas 0.98+0.03 0.85+0.04 0.99+0.03 0.96 +0.04 1.01+0.08

Aminoacidos neutros

Ala 3.28+0.22 4.03 £0.27 4.09+0.36 3.52+0.23 3.67+0.24

Gly 6.29+0.54 7.09+0.63 6.48 + 0.51 5.85+0.36 459 +0.34

Aminoacidos ramificados

0.96 +0.10 1.12+0.10 1.01£0.09 1.05+0.12 1.02 + 0.07

lle
Aminoacidos azufrados
Cys 0.35+0.03 | 0.39+0.03 | 0.36+0.03 | 0.35+0.02 | 0.36+0.03
Met 0.13+0.01 | 0.16+0.01 | 0.20+0.01a | 0.27+0.03a | 0.46x0.05a b
Tau 557+069 | 460+0.41 | 466+0.32 |11.5+066a | 10.7+0.91a
Aminoacidos aromaticos
Tyr 0.15+0.02 | 0.22+0.03 | 0.16+0.01 |0.07+0.01a | 0.05+0.01a
Aminoacidos béasicos
Cit 0.23+0.03 | 0.32+0.03 | 0.30+0.02 |0.33+0.02a | 0.20+0.01 b
Lys 0.87+0.12 | 0.98+0.14 | 1.32+0.18 | 1.09+0.13 | 1.97+0.30ab

Fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C = hidrolizado
de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los resultados estan

expresados en mg/g de tejido fresco, como media + SEM, para la concentracién proteica y en mmol/g de

proteina, como media + SEM, para los distintos aminoacidos. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05).
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Tabla 26 (continuacion): Concentracion de proteinas y perfil de aminoacidos libres en

homogeneizados de musculo de ratas alimentadas con dietas cuyas fuentes proteicas eran

distintas.
Aminoacido Dieta A Dieta B Dieta C Dieta D DietaE
Aminoacidos acidos y sus amidas
Asp 0.09+0.01 0.11+0.01 0.11+0.01 0.10£0.01 0.14 £0.01
Asn 0.52+0.03 0.64 £ 0.06 0.68 £ 0.05 0.52 £ 0.04 0.70 £ 0.07
Glu 1.23+0.10 1.52+0.13 1.36 £ 0.09 1.36 £ 0.09 1.36£0.16
GIn 4.85+0.15 5.88 £ 0.38 5.60+£0.32 6.85+0.42 6.21 £ 0.45
Aminoacidos hidroxilados
Ser 242 +£0.15 297+0.21 [3.29+0.15a | 2.06+0.11 | 2.68+0.13b
Thr 1.06 +0.07 146+£0.11 [ 1.70+£0.12a | 2.82+0.39a | 5.34+0.53a b
Iminoé&cidos
Hypro 0.15+0.01 0.22 £0.02 0.18+0.02 [ 0.25+0.01a | 0.15+£0.03b
Pro 0.74£0.13 1.05+0.14 0.92 +0.09 0.48 +0.04 0.71 +£0.09
Otros
Carn 0.48 £0.05 0.57 £0.04 0.46+£0.05 | 0.13£0.03a | 0.15+£0.02a
1M-His+Ans 0.24 £0.02 0.26 £ 0.02 0.24+0.02 | 0.10+£0.01a | 0.14+0.02a

Fuentes proteicas de cada dieta: Dieta A = caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C = hidrolizado
de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E = hidrolizado de proteina sérica. Los resultados estan
expresados en mg/g de tejido fresco, como media + SEM, para la concentracién proteica y en mmol/g de

proteina, como media + SEM, para los distintos aminoacidos. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05).

Carn= carnosina; 1MHis = 1-metil-histidina; Ans = anserina
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-Relaciones entre diversos grupos de aminoacidos

Los resultados obtenidos en el calculo de varios indices de interés nutricional entre

diversos grupos de aminodacidos se muestran en la figura 13.

v La relacion entre aminoacidos no esenciales y esenciales en plasma, higado y
musculo resulté inferior en el grupo alimentado con proteina sérica
hidrolizada, dieta E, a la obtenida para el grupo de referencia, asi como para el
grupo alimentado con proteina sérica intacta, dieta D. En musculo, este grupo,
dieta D, presentd también un valor para esta relacion inferior al del grupo de
referencia.

v' La relacién entre los aminoacidos azufrados metionina y cisteina en musculo
en los grupos alimentados con las dietas D y E fue superior a la del grupo de
referencia, y superior en el grupo que tomo el hidrolizado al que tomo la
proteina intacta.

v/ Tanto en plasma como en musculo la relacion entre alanina y treonina resultd
inferior en los grupos alimentados con proteina sérica, intacta o hidrolizada,
respecto al grupo de referencia, siendo ademas inferior en el grupo que tomo el
hidrolizado, dieta E, respecto al que recibi6 la proteina intacta, dieta D.

v El grupo alimentado con la dieta D mostré valores superiores en plasma para
los indices en los que se consideran los aminoacidos de cadena ramificada, con

respecto al grupo de referencia.

135



Resultados

o] PLASMA

kg (I e T mﬁﬂ Wm Hﬂﬂ HY”

«* &
16

1| HIGADO __
121

%"g“”
% o
%
%F

\/\4‘ | <& | Q;zr of
Q“ @ @ @éyoﬁfcﬁ§ @é'\
25
MUSCULO _
201 _
15] 1N
10]
il 1
0 . _.—.—.—FI I_m_l—‘ bﬂﬂ_ﬂﬂ B i
O
& &@6 ?@ £ &

&

o dieta A o dieta B o dieta C o dieta D o dieta E

Figura 13: Relaciones entre diversos grupos de aminoacidos en plasma y homogeneizados de higado y
musculo de ratas alimentadas con distintas fuentes proteicas, siendo las fuentes proteicas de cada dieta: Dieta
A =caseina ANRC, Dieta B = caseina, Dieta C = hidrolizado de caseina, Dieta D = proteina sérica y Dieta E =

hidrolizado de proteina sérica. a vs. Dieta A (p<0.05). b vs. Dieta D (p<0.05). E: esenciales. NE: no esenciales.

BCA: aminoacidos de cadena ramificada.
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2. EVALUACION INMUNOLOGICA
2.1. Invitro

2.1.1. ELISA para la cuantificacion de proteina sérica
inmunologicamente activa (IAW).

-Validacion del método

-Exactitud

Los datos obtenidos del andlisis de muestras de proteina sérica intacta, a
concentraciones conocidas, de 60 a 2000 ng/ml, se compararon con los valores esperados.
El método mostré una recuperaciéon media del 105 % del valor teérico, con un error

estdndar del 3 %. Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 14.
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Recuperacién del

0% T T T T

N & & & @@) ;&00)
PRI S
Concentracion tedrica

Fig. 14: Representacion grafica de la media del porcentaje de recuperacion del valor teérico para cada

concentracién analizada.
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-Precision

El analisis repetido del control positivo de proteina sérica y del hidrolizado control
nos permitié estimar, en funcion de su coeficiente de variacion, la precision del método.
La tabla 27 muestra un resumen de los resultados obtenidos para estas muestras y para el

hidrolizado L1.
-Sensibilidad

La sensibilidad de este ensayo fue de 0.00034 unidades de densidad 6ptica (DO) por

ng de IAW y fue calculada a partir de los datos de la tabla 27 aplicando la formula:

_ DO media patron de 30 ngml - DO media patron de 3000 ng/mi
3000 ng/ml -30 ng/ml

S

Tabla 27: Resultados de concentracion expresados en ng/ml de IAW obtenidos para el

control (+) y las muestras de hidrolizados de proteina sérica.

CONTROL + (200 ng/ml) proteina sérica

ANALISTA 1 ANALISTA 2
placa| 1 2 3 4 1 2 3 4 |[Media| s CV
dial | 289 | 256 | 284 | 261 341 311 | 270|263 | 284 | 29 | 10.3
dia2 | 229 | 272 | 238 | 263 325 311 [ 271|279 | 274 | 33 | 11.9 |Media| s CV
dia3 | 255 | 276 | 252 | 316 300 284 | 285|232 | 275 | 27 | 10.0| 278 [ 29 | 10.4
HIDROLIZADO CONTROL (LHC)
ANALISTA 1 ANALISTA 2
placa| 1 2 3 4 1 2 3 4 |Media| s CV
dial | 880 | 844 | 904 | 866 | 1015 | 1027 | 877|982 | 924 | 72 7.8
dia2 | 724 | 901 | 814 | 913 | 1095 | 973 | 869 | 862 | 894 | 110 | 12.3 [Media| s CV
dia3 | 890 | 1108 | 908 | 1089 | 989 991 | 797|861 | 954 | 110 | 11.5| 924 | 98 | 10.6
HIDROLIZADO (L1)
ANALISTA 1 ANALISTA 2
placa 1 2 1 2 Media| s CV
dial 610 617 637 620 621 [ 11 1.8
dia2 520 527 632 588 567 | 53 9.4 |Media| s CV
dia3 626 736 643 628 658 | 52 8.0 | 615 | 56 9.0

IAW?= proteina sérica inmunolégicamente activa; s=desviacion estandar; CV= coeficiente de variacion
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Tabla 27: Diferencia entre la densidad 6ptica (DDO) generada por los patrones de menor y
mayor concentracion (30 — 3000 ng /ml)

D DO
ANALISTAL ANALISTA2
placa| 1 2 3 4 1 2 3 4 |Media| s CV
dial |1.012(0.981|0.948|1.012 (1.078(1.135(1.102 [0.977(1.031| 0.07 | 6.5

dia2 |0.976|0.933|0.844|0.857 (1.085(1.128(1.186 ({1.211(1.028 | 0.14 | 14.1 [Media| s

CVv

dia3 |1.017[0.932]0.985|0.915(1.041{1.001(1.127|1.077(1.012| 0.07 | 7.0 |1.023| 0.10

9.4

s=desviacion estandar; CV= coeficiente de variacion

-Linealidad

La relacion lineal entre la concentracion de IAW y la proporcion de anticuerpo
unido, considerando el coeficiente 2 del ajuste, se muestra en la tabla 28. El valor medio
del coeficiente 2 para la curva estandar fue de 0.9964 + 0.0027. En la figura 15 se observa

un ejemplo de la curva patron generada en cada placa multipocillo.

Log proporcién
anticuerpo unido

2 3

Log concentracién

Fig. 15: Ejemplo de representacion gréafica de la relacion lineal entre la concentracion de IAW (proteina

sérica inmunolégicamente activa) y el porcentaje de anticuerpo unido en una placa.
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Tabla 28: Valor del coeficiente r2 para la curva patron generada en cada placa

multipocillo.

LINEALIDAD
ANALISTAL ANALISTA2
placa| 1 2 3 4 1 2 3 4 |Media| s CV
dial |0.9938(0.9989|0.9983]|0.9994(0.9984(0.9887|0.9976|0.9963(0.9964(0.0036| 0.4

dia2 |0.9981]0.9974]|0.9947]0.9962|0.9966(0.9966(0.9898(0.9958(0.9957|0.0026| 0.3 |Media| s

Cv

dia3 [0.9991(0.9940(0.9986|0.9957|0.9965|0.9994|0.9966|0.9963|0.9970(0.0019( 0.2 [0.9964 0.0027

0.3

s=desviacién estandar; CV= coeficiente de variacion

-Robustez

La capacidad del método para que pequefias variaciones en las condiciones del
ensayo no afecten a los resultados se evalué en funcion de los resultados de precision, que
mostraron un coeficiente de variacion de 10.4 para el control positivo y de 10.6 para el

hidrolizado control (Tabla 27).
- Cuantificacion de IAW en hidrolizados de proteinas lacteas

Los resultados obtenidos expresados como media + SEM fueron: 5.76 + 009 ng de
IAW/g de proteina en el hidrolizado de caseina de DMV, CE90STL; y 54.36 + 1.17 ng de
IAW/g de proteina en el hidrolizado de proteina sérica baja en lactosa de Arla Foods,

Peptigen IF-3002 L-25-10108401.

2.1.2. ELISA para la cuantificacion de caseina inmunologicamente

activa (IAC).

Los resultados obtenidos expresados como media + SEM fueron: 5.94 + 0.12 ng de
IAC/g de proteina en el hidrolizado de caseina de DMV, CE90STL,; y 9.82 + 0.39 ng de
IAC/g de proteina en el hidrolizado de proteina sérica baja en lactosa de Arla Foods,

Peptigen IF-3002 L-25-10108401.
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2.2. Invivo

Medida de la reactividad inmunolégica de antigenos administrados

oralmente.

Los resultados obtenidos para incremento de peso no fueron significativamente
distintos entre los 5 grupos de cobayas que fueron alimentados con dieta chow para
cobayas y segun el grupo del que formaban parte: agua, leche de vaca, una formula
comercial de inicio, una formula comercial hipoalergénica y la formula experimental de

baja alergenicidad objeto de estudio.
-Evaluacién de anafilaxia sistémica:

La tabla 29 muestra los criterios y resultados obtenidos en la evaluacion de anafilaxia

sistémica tras la inyeccion intracardiaca del antigeno (3-lactoglobulina).

Los valores obtenidos para el grupo 1, que recibio formula comercial infantil de inicio,
fueron ligeramente inferiores a los obtenidos para el grupo control positivo, que tomé
leche de vaca. No se detectaron diferencias entre los grupos 2 y 3 y el grupo control
negativo, a los que se suministraron formula comercial infantil hipoalergenica, la formula

experimental objeto de estudio y agua, respectivamente.
-Evaluacion de anafilaxia intestinal:

Los resultados para la evaluacion de anafilaxia intestinal en funcién del Dlsc por

grupos tras la adicion de B-lactoglobulina se resumen en la figura 16.

Si bien la elevada variabilidad, tanto entre fragmentos del mismo animal, como entre
distintos animales, no permitié un anélisis estadistico de estos resultados, se observé una

clara diferencia entre grupos cinco minutos después de la administracion del antigeno.
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Los grupos de cobayas que recibieron proteinas lacteas intactas, el grupo 1 (formula
comercial infantil de inicio) y el control positivo (leche de vaca), mostraron un valor
positivo de Dlsc. Sin embargo, aquellos que recibieron formulas con proteinas lacteas
hidrolizadas, grupo 2 (formula comercial infantil hipoalergénica); grupo 3 (formula
experimental hipoalergénica basada en hidrolizados de proteina sérica y caseina), asi

como el grupo control negativo (agua) mostraron un valor negativo de DIsc.

Tabla 29: Criterio de puntuacioén y resultados de la evaluacion de anafilaxia sistémica

en cobayas sensibilizados por via oral.

Sintomas tras la inyeccion intracardiaca

Puntuacion
de R-lactoglobulina (50ug en 0,1 ml de solucidn salina)
NO REACCION 0
Enrojecimiento de ojos o de orejas o dificultad respiratoria 1
Los 3 sintomas anteriores juntos 2
Los sintomas anteriores + perdida de control muscular 3
Convulsiones 4
Muerte 5
Grupo C- C+ 1 2 3
1 0 1 5 1 4 1 0 1 0
2 0 2 5 2 4 2 0 2 0
Cobaya 3 0o 3 5 3 4 3 0 3 0
4 0 4 5 4 5 4 0 4 0
5 0 5 5 5 4 5 0 5 0

Grupos: C- = control negativo (agua); C+ = control positivo (leche de vaca); 1= formula comercial infantil
de inicio; 2 = formula comercial infantil hipoalergénica; 3 = formula experimental hipoalergénica objeto de

estudio.
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Incremento de Isc tras la adicion de
3-lactoglobulina

100 Oc+
50 - oy
0 -

5 - 02
-100 A 03
-150 -

mc-
-200

Figura 16: Resultados de la evaluacion de anafilaxia intestinal en los distintos grupos
de cobayas sensibilizados por via oral, mediante cuantificacion del DIsc en un sistema

“Ussing Chambers”. C- = control negativo (agua); C+ = control positivo (leche de vaca); 1 = formula

comercial infantil de inicio; 2 = formula comercial infantil hipoalergénica; 3 = formula experimental

hipoalergénica objeto deestudio.
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DISCUSION:;

Para una mejor discusion de los resultados obtenidos, esta seccion ha sido estructurada en

cuatro apartados:

1.-Evaluacion de la calidad nutricional de los hidrolizados de proteinas lacteas.
2.-Efectos de la fuente proteica sobre el metabolismo de aminoéacidos.
3.-Evaluacion in vitro de la antigenicidad de los hidrolizados de proteinas lacteas.

4.-Evaluacion in vivo de la alergenicidad de la formula hipoalergénica experimental.

Los hallazgos fundamentales observados en la evaluacion nutricional e inmunolégica de
la mezcla de hidrolizados de proteina sérica y caseina objeto de este estudio han sido,
desde el punto de vista nutricional, la observacion de un coeficiente de eficacia en
crecimiento menor que el de la caseina de referencia, siendo el componente del
hidrolizado de proteina sérica el responsable de dicho descenso en la calidad nutricional.
Del perfil de aminoéacidos libres en plasma, higado y musculo en los animales
alimentados con las distintas fuentes proteicas, cabe destacar una mayor concentracion de
aminoacidos azufrados y de treonina en los grupos alimentados con proteina sérica,

especialmente en forma hidrolizada.

En la evaluacion inmunoldgica in vitro, el método de ELISA competitivo desarrollado para
la cuantificacion de proteina sérica inmunolégicamente activa result6 valido para
asegurar el caracter hipoantigénico de hidrolizados de proteina sérica. Por otro lado,
la evaluacion in vivo de la reactividad inmunoldgica en cobayas mediante la induccion de
anafilaxia sistémica de la formula experimental de baja alergenicidad dio resultados
similares a los obtenidos para la formula hipoalergénica comercial.

A continuacion se tratan los resultados particulares de cada uno de los apartados en que

hemos dividido la discusion.
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1.-Evaluacion de la calidad nutricional de los hidrolizados de
proteinas lacteas.

Las formulas infantiles basadas en hidrolizados lacteos de alergenicidad reducida, han
sido utilizadas en el tratamiento de alergias e intolerancias alimentarias y mas
recientemente en la prevencion de enfermedad atopica en nifios con alto riesgo de
desarrollar dicha enfermedad. Desde el punto de vista de composicién se distinguen dos
tipos fundamentales de hidrolizados de proteinas lacteas: de caseina y de proteina sérica

cuyo grado de hidrdlisis puede variar.

Diversos estudios clinicos han mostrado que no existen diferencias de crecimiento entre
nifios alimentados con hidrolizados lacteos y nifios alimentados con otras formulas o
leche materna (Vandenplas et al., 1993; Giovannini et al, 1994; Rigo et al, 1994 (a); Isoulari
etal., 1995; Decsi et al., 1996; Exl et al, 1998; Hernell y Lonnerdal, 2003). No obstante,
resulta evidente la necesidad de evaluar, previamente a los estudios clinicos, la
adecuacion nutricional de nuevas fuentes proteicas. Esta evaluacion previa se realiza

usualmente mediante bioensayos en ratas en crecimiento.

Una serie de estudios realizados por nuestro grupo de investigacion a mediados de los
afos 90 evaluaron el valor nutricional de hidrolizados de proteinas lacteas, tanto de
caseina como de proteina sérica, frente a las mismas fuentes proteicas sin hidrolizar (Baré
etal., 1995; Boza et al., 1995 (a); Boza et al., 1996). Se evaluo la influencia de las proteinas
lacteas (caseina o proteina sérica), intactas o hidrolizadas, en la recuperacion de ratas
sometidas a ayuno sin encontrar diferencias en ingesta, incremento de peso o
digestibilidad de las proteinas. Si se observaron diferencias en la retencién de nitrégeno
cuando el periodo de realimentacion fue solo de dos dias (Boza et al., 1995a), pero estas
diferencias no aparecieron cuando el periodo de realimentacion dur6 cuatro dias (Boza et

al., 1996).

Asimismo, nuestro grupo realiz6é un estudio de la calidad proteica en ambas fuentes
proteicas intactas e hidrolizadas de 7 dias de duracion (Baro et al., 1995) en el que de

nuevo no se detectaron diferencias significativas en ingesta o incremento de peso.
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La aplicacion de la técnica de Thomas-Mitchell (Mitchell, 1923) para la obtencién de
los valores de digestibilidad verdadera, utilizacion neta proteica, valor bioldgico de la
proteina y coeficiente de eficacia en crecimiento (Boza et al., 1994), no dio lugar a
diferencias en digestibilidad de la proteina entre proteina sérica y caseina, ni entre sus
respectivos hidrolizados. El hidrolizado de proteina sérica mostro en este estudio una
mayor utilizacion de la proteina y mayor valor bioldgico que la misma fuente proteica
intacta. Sin embargo, se observo el efecto contrario en el hidrolizado de caseina respecto a
su proteina intacta, aunque la diferencia no llegé a ser significativa. El coeficiente de
eficacia en crecimiento resulto inferior para los grupos alimentados con caseina intacta e

hidrolizada, respecto a la caseina de referencia (caseina +5% de metionina).

La evaluacion posterior mediante la misma técnica de un hidrolizado de proteina sérica
frente a la misma caseina de referencia ofrecid valores comparables entre ambas fuentes
proteicas para todos los pardmetros excepto para el coeficiente de eficacia en crecimiento,
que fue inferior para el grupo alimentado con el hidrolizado. Se sugirié que esta

diferencia puede ser causada por un contenido de proteina en esta dieta ligeramente

inferior (Boza et al., 1995b).

En nuestro caso, la valoracion de la calidad nutricional de una mezcla de hidrolizados
de caseina y de proteina sérica, asi como de la mezcla de ambas proteinas intactas, y de
caseina intacta por separado, se realizé en funcion de los valores obtenidos mediante la
técnica de Thomas-Mitchell para los siguientes indices: digestibilidad, utilizacion neta de
la proteina, valor bioldgico y coeficiente de eficacia en crecimiento. Nuestros resultados
mostraron, para ingestas proteicas similares, un menor indice de digestibilidad de la
mezcla de proteina sérica con caseina (70:30), tanto intacta como hidrolizada, con respecto
a la caseina de referencia. Esto no concuerda con los resultados de los estudios previos de
nuestro grupo para ambas proteinas por separado y sus respectivos hidrolizados. Estas
diferencias podrian explicarse por la mayor resistencia a la digestion de las proteinas que
componen el suero lacteo (Bar¢ et al.; 1995), y por la diferencia en el grado de hidrdlisis
del hidrolizado de proteina sérica incluido en nuestro estudio (26%) con respecto a los

incluidos en los estudios previos usando la misma técnica donde el hidrolizado solo
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contenia un 8.3% de proteina no hidrolizada (Boza et al., 1994), y un 7.42% del hidrolizado
tenia un peso molecular superior a 1000Da pero inferior a 3000Da (Boza et al., 1995b). El
menor grado de hidrdlisis de nuestra fuente de proteina sérica hidrolizada implicaria
mayor dificultad para su digestion y absorcién a nivel intestinal, teniendo un
comportamiento similar al de la proteina sérica intacta. Si bien en el estudio de 1994
mencionado anteriormente la proteina sérica intacta no mostré diferencias en
digestibilidad respecto a la caseina, la diferencia con nuestro estudio podria
supuestamente deberse a diferencias en el tratamiento tecnologico para la obtencién de
dicha proteina sérica. EI mismo razonamiento explicaria porqué nuestra mezcla de ambas
proteinas hidrolizadas (proteina sérica y caseina) dio lugar a una menor utilizacién neta
proteica y menor coeficiente de eficacia en crecimiento que la caseina. Los resultados
fueron también algo inferiores para la mezcla de proteinas intactas, aunque no llegaron a
ser significativamente distintos de los indices obtenidos para la caseina, lo cual parece
indicar, a diferencia de lo descrito previamente en otros estudios, que el proceso

tecnoldgico de hidrdlisis afecta a la calidad de la proteina.

Los trabajos mencionados previamente se llevaron a cabo con ratas macho,. En nuestra
primera evaluacion de la calidad proteica los grupos incluyeron individuos de ambos
sexos. Se observo una influencia de este factor para la retencion y absorcion de nitrogeno
(valor biologico de la proteina) que resulté menor en los machos del grupo alimentado
con la mezcla de hidrolizados, tanto respecto al grupo que recibid la caseina como al que
fue alimentado con la mezcla de proteinas intactas. EI incremento de peso fue mayor en
los machos de los 3 grupos, y significativamente menor en los machos que recibieron la
mezcla de hidrolizados, respecto a los que recibieron la mezcla de proteinas intactas. La
influencia del sexo de los animales en la evaluacion de la calidad de la proteina es
conocida desde hace mucho tiempo (Hurt et al., 1975), pero en esta ocasion consideramos
pertinente evaluar nuestras fuentes de proteina de baja alergenicidad en ambos sexos,

para obtener la maxima informacion posible.
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El coeficiente de eficacia en crecimiento resultd, en ambos sexos, significativamente
inferior para el grupo alimentado con la mezcla de hidrolizados con respecto al
alimentado con caseina, y en machos, también respecto al alimentado con la mezcla de
proteinas intactas. Esto de nuevo parece indicar un efecto de la hidrolisis sobre la calidad

proteica, y de nuevo discrepa de los resultados de estudios anteriores.

El siguiente paso en la evaluacion de la calidad de nuestros hidrolizados de proteina
sérica y caseina fue la realizacion de un estudio de la eficacia en crecimiento de ambos
hidrolizados por separado, para asi descomponer los resultados del estudio previo en sus
posibles componentes. Los hidrolizados fueron estudiados respecto a sus proteinas de
origen intactas y respecto a una referencia aceptada internacionalmente, caseina ANRC,
mediante el método PER (Protein Efficiency Ratio), método 960.48 de la AOAC, que es
considerado adecuado por la FDA para la evaluacion de la calidad de la proteina (Hurt et
al, 1975), asi como por la Norma del Codex para formulas infantiles (CODEX STAN 72,
1981). El método PER ha sido comparado con otros métodos para estimar la calidad
proteica; considerando los requerimientos de aminoacidos y el perfil de aminoacidos
corregido por la digestibilidad de la proteina, fue propuesto como método de rutina para
la evaluacion de la calidad proteica (Sarwar y McDonough, 1990). Posteriormente este
método fue juzgado inapropiado por sobreestimar la calidad de fuentes proteicas que
pudieran contener de manera natural factores depresores del crecimiento o factores
antinutricionales formados durante los procesos tecnoldgicos de obtencion de dichas
fuentes proteicas por tratamientos alcalinos o térmicos (Sarwar, 1997). La AAP considera
necesario asegurar que la proteina suministrada a los nifios alérgicos a los alimentos
proporcione la cantidad adecuada de aminoacidos esenciales (Modifi, 2003).
Recientemente la ESPGHAN, en cuanto al contenido proteico en férmulas infantiles
basadas en hidrolizados, ha recomendado que la fuente proteica hidrolizada tenga un
perfil de aminoéacidos esenciales comparable al de la leche humana (Koletzko et al., 2005).
Nuestros hidrolizados, y alin mas la mezcla de ambos en proporciones 70:30, se
aproximan bastante a dicho perfil, como puede verse en las figuras 6, 7 y 8 incluidas en la

seccion de Material y Métodos. La evaluacion se llevé a cabo en ratas macho, con lo que
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eliminamos el factor del sexo y durante 28 dias, un periodo méas amplio de estudio, al
final del cual debe ser mas facilmente detectable una deficiencia en la nutricion proteica
causada por una proteina de calidad inferior a la referencia. EI grupo alimentado con
proteina sérica intacta tuvo una mayor ingesta proteica, un mayor incremento de peso y
un mayor coeficiente de eficacia en crecimiento que el alimentado con la caseina de
referencia. Sin embargo, se obtuvo el resultado inverso para el grupo que recibio el
hidrolizado de proteina sérica, con lo que parecia confirmarse un efecto de la hidrélisis
sobre la proteina sérica y su utilizacion por parte de ratas en crecimiento. No obstante, los
resultados obtenidos mostraron que ninguno de los dos hidrolizados (caseina y proteina

sérica) diferia en calidad con la proteina de referencia, caseina ANRC.

En resumen, las diferencias observadas entre distintos estudios confirman la necesidad
de evaluar individualmente cada nueva fuente proteica. Los hidrolizados objeto de este
estudio tienen un perfil de aminoacidos adecuado al compararlos con la leche materna y
una calidad comparable a la de la caseina reconocida como referencia en el método PER,
aunque el menor coeficiente de eficacia en crecimiento para el hidrolizado de proteina
serica respecto a la misma proteina intacta, junto con la menor utilizacion neta proteica de
la mezcla de hidrolizados de caseina y proteina sérica observada en el primer ensayo,
sugieren una utilizacién distinta de la proteina cuando esta hidrolizada, al menos en el

caso de la proteina sérica.

2.-Efectos de la fuente proteica sobre el metabolismo de

aminoacidos.

Se han llevado a cabo estudios que comparan la adecuacion de férmulas lacteas con
diferentes relaciones de proteina sérica y caseina, con respecto a la leche materna a través

del perfil plasméatico de aminoacidos, entre otros parametros. La mayoria de estos trabajos
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encuentran diferencias destacables solo en el caso de algunos aminoéacidos. Generalmente
la concentracion de taurina es mas alta en el plasma de nifios alimentados con leche
materna (Janas et al., 1987; Giovannini et al., 1994) y aquellos estudios que incluyen
féormulas basadas en hidrolizados de proteina sérica detectan valores elevados de
treonina, metionina y/o citrulina, y disminuidos de prolina (Giovannini et al., 1994; Rigo et
al., 1994 (b); Hernell y Lonnerdal, 2003). Una férmula basada en proteina sérica libre de
glicomacropéptido mostré una reduccion significativa de la treonina en plasma de nifios
prematuros frente a una formula basada en proteina sérica convencional (Rigo et al., 2001).
Las férmulas basadas en hidrolizado de caseina llevaron en un estudio a concentraciones
mas bajas de tirosina en plasma, respecto a la alimentacion con lecha materna (Hernell y

Lonnerdal, 2003).

El efecto de variaciones en la cantidad y calidad de la proteina ingerida, asi como de
nuevas fuentes de proteina o modificaciones en el proceso de obtencion de estas sobre el
metabolismo de los aminoé&cidos viene siendo estudiado a través del perfil de
aminoécidos en plasma o tejidos en ratas en crecimiento desde los afios 70 hasta hoy
(Pantako et al., 2001; Nguema et al., 2004; Petzke et al., 2005), siendo la caseina usualmente

la referencia como fuente proteica en estos estudios.

En un estudio reciente sobre el descenso de la calidad nutricional de R-lactoglobulina
como consecuencia de su reaccion con acido clorogénico (compuesto fendlico) a distintos
niveles, se obtuvo menor concentracién en plasma de metionina, cisteina, lisina y
triptéfano para la dieta que fue sometida al tratamiento mas severo, lo cual se asocio a
una menor digestibilidad verdadera. Aungue no observaron diferencias en la utilizacion
neta proteica entre los grupos cuya dieta sufri6 el tratamiento, todos ellos dieron valores
inferiores respecto a 3-lactoglobulina no tratada y a la caseina +0.3 % de metionina usada
como referencia (Petzke et al., 2005). En los trabajos de nuestro grupo sobre el efecto de la
hidrélisis de la fuente proteica en la recuperacion de ratas sometidas a ayuno (Boza et al.,
1995) y sobre el mismo efecto en ratas en crecimiento (Bard et al., 1995), las diferencias en

el perfil de aminoéacidos plasmaticos entre los distintos grupos fueron asociadas a la
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composicion de amino&cidos de la proteina (caseina o proteina sérica) sin que se
observaran efectos importantes de la hidrolisis de la mismas. En el primer caso, los
animales alimentados con proteina sérica mostraron concentraciones superiores de
treonina, isoleucina, acido aspartico y glutamico, y menores de glutamina, prolinay
tirosina. El hidrolizado de proteina sérica provoco valores elevados de treonina respecto a
la misma proteina intacta, y el de caseina de citrulina y arginina respecto a la misma
proteina sin hidrolizar. En el segundo caso, las concentraciones de treonina y taurina, en
los grupos alimentados con dietas basadas en proteina sérica resultaron superiores, y las
de valina, leucina, histidina y glicina inferiores respecto a los grupos alimentados con

caseina.

En nuestro estudio cuantificamos la concentracion de aminoécidos libres en plasma,
higado y musculo de los grupos alimentados durante 28 dias con dietas con distinta
fuente proteica: caseina, proteina sérica, sus respectivos hidrolizados y la caseina ANRC.
Nuestros resultados mostraron diferencias atribuibles al tipo de proteina, pero también
observamos algunas diferencias entre las fuentes de proteina intactas y sus hidrolizados.
Una diferencia importante de nuestro estudio con respecto a los referenciados
previamente es la duracidn; nuestros animales recibieron la misma dieta como Unico

alimento durante 28 dias.

Los valores elevados en plasma de metionina y taurina en los animales alimentados
con proteina sérica (intacta o hidrolizada) podrian estar causados por la elevada
concentracion de cisteina de las dietas, como podemos ver en la tabla 16, incluida en la
seccion de Material y Métodos. La concentracién mas alta de taurina cuando se administra
una dieta basada en proteina sérica coincide con lo descrito en trabajos anteriores, no asi
la de metionina. La cisteina, precursora de la taurina, seria responsable de su elevada
concentracion. A su vez podria ser la responsable también de los niveles elevados de
metionina; aunque la concentracion de este aminoécido es menor en la proteina sérica que
en la caseina. La concentracion elevada de uno de los productos del metabolismo de la

metionina (la cisteina, la taurina o algun otro intermediario) podria ejercer una
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regulacion negativa sobre la degradacion de esta. O bien, como sucede en humanos y
hemos comentado previamente en el apartado de antecedentes bibliograficos, podrian
mantenerse aun bajas en la rata las actividades de las enzimas responsables de la
degradacion de la metionina; la cistationasa, la cistationina-R-sintasa y la metionina-
adenosil transferasa, tienen reducida su actividad en el higado del lactante (ESPGAN,
1977; Rassin, 2003). Siendo la cisteina un aminoacido esencial para el lactante, la mezcla
de ambas fuentes proteicas, caseina y proteina sérica tiene la ventaja respecto a las fuentes
aisladas de proporcionar este aminoacido en una proporcion mas cercana a la de la leche

humana (71%).

Los niveles elevados de metionina podrian estar afectando a su vez a las
concentraciones de otros aminoacidos. En un estudio en pollos de Fernandez-Figares y
colaboradores (1997) la adicion de metionina a una dieta base tuvo como consecuencia un
incremento en las concentraciones plasmaticas de hidroxiprolina, tirosina, cistina, acido
glutdmico y glutamina y un descenso en las de lisina, treonina, ornitina y anserina.
Nuestras dietas difieren en composicion en mas de un aminoécido, pero encontramos que
las mismas dietas que producen un nivel elevado de metionina (proteina sérica intacta e
hidrolizada) dan lugar también a concentraciones mas altas de acido glutdmico y
glutamina. Ademas, la dieta basada en proteina sérica intacta origina una mayor
concentracion de hidroxiprolina, siendo esta dieta la que menos prolina aporta, y aunque
no llegua a ser significativamente distinta, las dietas basadas en proteina sérica tanto

intacta como hidrolizada dan lugar a una menor concentracion plasmatica de ornitina.

El hidrolizado de proteina sérica era la fuente proteica con menor contenido en
fenilalanina y tirosina, lo que se reflejé fielmente en la concentracion de estos aminoéacidos
en plasma. El grupo alimentado con él mostré valores inferiores al grupo que recibio la
caseina de referencia, y en el caso de la tirosina también inferiores a los que recibieron
proteina sérica intacta. Este es uno de los casos en que nuestros resultados muestran un

efecto de la hidrolisis sobre la calidad de la proteina.
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La proteina sérica intacta e hidrolizada contiene segun la tabla 16 menor concentracion
de histidina que la caseina, lo que coincide con la menor concentracion plasmatica
encontrada por Bar6 y colaboradores en 1995. Nosotros hemos encontrado ese valor
disminuido para la proteina sérica intacta, pero no asi para el grupo que recibio el
hidrolizado, que tuvo una concentracion muy similar a la del grupo que recibio la caseina
de referencia. Estos resultados sugieren una utilizacion distinta de la misma fuente

proteica en funcidén de que se administre intacta o hidrolizada.

El hidrolizado de proteina sérica produjo valores mas altos en plasma de la suma de
aspartico mas asparragina y de glutamico mas glutamina que el grupo de referencia. Los
valores del grupo que recibi6 la fuente de proteina intacta fueron similares pero no
llegaron a ser significativamente distintos del grupo de referencia, lo que coincide con los
datos de Boza y colaboradores para aspartico y glutamico, pero difiere para la glutamina.
Bard y colaboradores (1995) no encontraron diferencias para estos aminoacidos en ratas en
crecimiento. Como hemos mencionado previamente, y de acuerdo a los resultados de
Fernandez-Figares y colaboradores (1997), la concentracion de &cido glutamico y

glutamina podria ser una consecuencia de la alta concentracion de metionina.

El grupo alimentado con el hidrolizado de caseina mostré una mayor concentracion de
serina en plasma que la caseina de referencia y la caseina intacta, sin que se puedan
explicar estas diferencias por el contenido de este aminoacido en las dietas o lo descrito en

estudios similares.

La hipertreoninemia asociada a la ingesta de hidrolizados de proteina sérica ha sido
descrita en numerosos estudios tanto en animales como en estudios clinicos (Rigo et al.,
1994 (b); Baro et al., 1995; Polberger et al., 1999). Aunque todos los grupos en nuestro
estudio tuvieron concentraciones de treonina en plasma superiores a las del grupo de
referencia, lo que de nuevo constituye un reflejo de las concentraciones en las dietas, esta
concentracion fue muy superior en el caso del hidrolizado de proteina sérica. El efecto de

altas ingestas de treonina en ratas en crecimiento mostro correlacién positiva entre la
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treonina ingerida y la concentracion de ésta en plasma y cerebro, asi como con la
concentracion en cerebro de glicina, producto este aminoacido del metabolismo de la
treonina (Boehm et al., 1998). En nuestros resultados la glicina en plasma no mostré
diferencias entre grupos. Una elevada concentracion de aminoacidos libres en plasma
puede causar una reduccion en la ingesta para tratar de recuperar el equilibrio. En el
grupo que recibio el hidrolizado de proteina sérica, la ingesta media fue inferior al resto
de grupos aunque solo llegé a ser significativamente distinta de la del grupo que tomé

proteina sérica intacta.

Existen numerosos estudios del efecto de la suplementacién de aminoéacidos concretos
en diferentes situaciones patolégicas sobre el metabolismo de aminoacidos en higado y

musculo en modelos animales.

Varios autores han descrito una asociacion entre la adicién de lisina a dietas base y el
aumento de lisina libre en higado en pollo y cerdo (Richardson et al., 1965; Jacobs y
Crandall, 1972; Edmonds y Baker, 1987, Fernandez-Figares, 1995). Este aumento es
paralelo al de otros aminoacidos como triptéfano, prolina y anserina y a una disminucién

de arginina, ornitina, tirosina, fosfoserina, taurina, los aminoacidos acidos y sus amidas.

La adicién de metionina a dietas base produjo en pollos un incremento de histidina,
glicina, hidroxiprolina, taurina, acido glutdmico, anserina y creatinina, y una reduccién de
arginina, valina, metionina, prolina, tirosina, fosfoserina, aspartico y asparragina y
ornitina (Fernandez-Figares et al., 1997). En nuestro caso las dietas difieren en méas de un
aminoacido como se ha mencionado previamente, lo que complica la interpretacion de los
resultados.

El grupo alimentado con el hidrolizado de proteina sérica mostré una concentracion
inferior de glicina libre en higado con respecto al grupo de referencia y al que recibio
proteina sérica intacta, diferencias no explicables por la composicion de las dietas.

La glicina en higado es transformada a serina. La concentracion de este aminoacido tuvo

valores inferiores a los del grupo de referencia y a los del que recibio la misma proteina
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hidrolizada, teniendo sin embargo una mayor cantidad de glicina libre disponible en la
dieta, lo que, como en plasma, podria sugerir una utilizacion distinta de las proteina
segun estén intactas o hidrolizadas. El grupo alimentado con el hidrolizado de proteina
sérica present6 también en higado una concentraciéon muy elevada de treonina,
indicando que el metabolismo de este amino&cido se encuentra claramente limitado. La
glicina, que se obtiene en una de las vias de degradacién de la treonina, se encuentra sin
embargo disminuida en este grupo, lo que podria deberse a que las otras rutas de
degradacion tengan mas importancia relativa. La concentracion de metionina es también
superior en este grupo, como ocurrid en plasma. El grupo que recibio la dieta con proteina
sérica intacta mostro elevados los valores de taurina y los dos grupos que recibieron
proteina sérica como fuente proteica mostraron valores mas altos en higado de fosfoserina
gue los que recibieron las caseinas. Todas estas diferencias parecen causadas por la

composicion de aminoacidos de las dietas.

Paralelamente, la adicion de lisina a dietas base también se ha asociado a un aumento
de su concentracion en musculo en pollo (Pion, 1973; Larbier y Guillaume, 1972;
Fernandez-Figares et al., 1997), en cerdo (Edmonds y Baker, 1987) y en rata (Jacobs y
Crandall, 1972). La suplementacion con lisina en el estudio de Ferndndez-Figares y
colaboradores (1997) di6 ademas como resultado un incremento de valina, isoleucina,
fenilalanina, alanina, hidroxiprolina, tirosina, acidos aspartico, glutamina, glicina,
ornitina, anserina y creatina, y un descenso de carnitina. La adicién de metionina resultd
en un incremento de leucina, isoleucina, metionina, hidroxiprolina, tirosina, cistina,
glutamina y una disminucion de histidina, glicina, treonina, glutamato y carnitina. En
nuestro caso el perfil de aminoacidos libres en musculo dio resultados similares a los
observados en plasma con concentraciones elevadas respecto al grupo de referencia para
metionina, taurina y treonina y disminuidas para tirosina en los grupos alimentados con
proteina serica intacta o hidrolizada, especialmente de treonina en el caso del hidrolizado.
El grupo que recibio proteina sérica intacta mostré valores superiores de citrulina,
hidroxiprolina y glutamico + glutamina con respecto al de la dieta de referencia. Como en

higado, el hidrolizado de proteina sérica produjo una concentracion de serina libre
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inferior a la producida por la proteina sérica intacta. Una diferencia entre ambos tipos de
fuentes proteicas observada en musculo fue una menor concentracion de carnosinay 1-
metilhistidina+anserina (estos ultimos indistinguibles cromatograficamente en nuestros
analisis) en aquellos grupos alimentados con proteina sérica intacta o hidrolizada,
respecto a los que recibieron caseina, lo que quizas podria indicar una tasa menor de
catabolismo proteico. La 1-metilhistidina como la 3-metilhistidina son aminoacidos
caracteristicos de las proteinas miofibrilares, y una vez degradada la proteina son
excretados. En cualquier caso, ademas de las limitaciones cromatogréficas encontradas,
hay que considerar que realmente el indicador aceptado para el metabolismo proteico en
musculo es la concentracién de 3-metilhistidina medida en orina y corregida por
creatinina, por lo que seria conveniente en futuros estudios cuantificar correctamente este
parametro y comprobar si el metabolismo proteico muscular difiere con la utilizacion de

distintas fuentes de proteina.

Las relaciones observadas entre grupos de aminoécidos reflejan una clara diferencia
entre la proteina sérica intacta o hidrolizada y la caseina, efecto agudizado en aquellos
indices en que interviene la concentracion de treonina para el hidrolizado. Asi, las
relaciones entre aminoacidos no esenciales y esenciales, y alanina y treonina fueron
inferiores para la proteina sérica, y la relacion metionina/ cisteina superior a la de las
caseinas.

El grupo alimentado con la dieta basada en proteina sérica intacta, que obtuvo ademas
el mayor coeficiente de eficacia en crecimiento, obtuvo valores superiores para aquellos

indices que consideran la suma de los aminoacidos ramificados.

En resumen, de las diferencias de aminoacidos en plasma, higado y musculo
observadas entre grupos la mas importante es muy elevada concentracion de treonina en
el grupo que recibid el hidrolizado de proteina sérica como fuente proteica, situacion
ampliamente descrita en la bibliografia, y que pudo ser la causante de una menor ingesta
y menor coeficiente de eficacia en crecimiento en dicho grupo respecto al que recibio la

misma fuente proteica intacta.
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3.-Evaluacion in vitro de la antigenicidad de los
hidrolizados de proteinas lacteas.

Cordle, en 1994, en una evaluacién comparativa de distintos métodos existentes para
asegurar la calidad de productos alimentarios hipoalergénicos destacé la utilidad del uso
del ELISA de inhibicibn para cuantificar la antigenicidad residual en hidrolizados
proteicos. ElI ELISA de inhibicion descrito para cuantificar caseina inmunlégicamente
activa tenia un coeficiente de regresion mayor de 0.999, una exactitud, medida mediante
adiciones, del 107%, una precision de *7%, con un limite de cuantificacion de
aproximadamente 10 ng/ml. Sawatzki y colaboradores en el mismo afio recomiendan el
uso del ELISA para la evaluacion de antigenicidad residual en hidrolizados, previamente
a cualquier estudio in vivo. Este tipo de métodos continian desarrollandose para la
evaluacion de nuevos hidrolizados. Asi, Cave y Guilford (2004) desarrollaron un ELISA
de inhibicién para evaluar la alergenicidad residual de un hidrolizado de proteinas de

pollo para su posible inclusion en dietas de uso veterinario.

En el método desarrollado por nosotros para la cuantificacion de proteina sérica
inmunologicamente activa en un hidrolizado de proteina sérica, la evaluacion de la
exactitud se realizd analizando soluciones de proteina sérica en tampén UAB a
concentraciones definidas y comparando los resultados obtenidos con el valor teérico. El
método mostré una recuperacion media del valor teérico dentro del rango establecido
como valido, para este parametro, en el estudio de prevalidacion (90-120 %). Asi la
exactitud mostrada por el ensayo se consideré aceptable para la aplicacion en la
determinacion de proteina sérica inmunoldgicamente activa en hidrolizados proteicos

destinados a alimentacion infantil.
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El estudio de la variabilidad asociada al método se llevo a cabo siguiendo un disefio
experimental que consistio en el anélisis repetitivo de muestras de proteina sérica intacta
(control positivo) e hidrolizados de proteina sérica. Los resultados obtenidos para cada
muestra no superaron el de coeficiente de variacion predeterminado como limite, por lo
gue el método resulto suficientemente preciso para cuantificar IAW en hidrolizados de

proteina sérica.

Segun Cordle (1994) en el ELISA de inhibicion se requiere un anticuerpo especifico,
potente y altamente reactivo frente a la proteina estandar, asi como una proteina estandar
estable y bien caracterizada. El suero utilizado en la validacién del método fue generado
frente al mismo lote de proteina sérica usado como patron. La especificidad por la misma
fue puesta de manifiesto mediante inmunoblot por parte del proveedor del hidrolizado de
proteina sérica (Arla Foods, datos no mostrados) y considerada aceptable para asegurar la
calidad de nuestro método. Tradicionalmente se utilizaban anticuerpos frente a b-
lactoglobulina, pero puesto que dentro de lo que hemos denominado proteina sérica no es
la Ginica proteina que contribuye a la antigenicidad, la utilizacion de un suero que detecta

el conjunto de proteinas o péptidos inmunolégicamente activos resulta una ventaja.

Al establecer la curva patron (30-3000 ng /ml) quedaron determinados los limites de
deteccién, de cuantificacién y el rango. En el método, la densidad éptica aumenta
conforme la concentracion de IAW disminuye en las muestras. La sefial comprendida
entre el patrén de mas baja concentracion y la absorbancia maxima, asi como aquella que
supere la del estdndar superior, no seran cuantificables con exactitud. En los analisis
realizados a lo largo de todo el estudio, incluida la prevalidacién, la concentracion de las
muestras de hidrolizados estuvo comprendida en la zona central de la curva patron; asi
pues los limites de deteccidn, cuantificacion y el rango, fueron validos para la aplicacion

que se pretende dar al método.
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El nivel de sensibilidad mostrado por el ensayo, superé el minimo establecido en la

validacion prospectiva y asi se considero aceptable para asegurar la calidad buscada.

El coeficiente 2 de la curva, generada por el logaritmo de las concentraciones de los
estdndares y el logaritmo del porcentaje de inhibicion de los mismos, cumplié con el
requerimiento de superar el valor de 0.985. Como promedio, la linealidad mostrada

resulté admisible para validar el método.

La valoracion de la robustez del método, es decir, su capacidad para obviar la
introduccién de pequefas variaciones en el desarrollo del mismo, se efectu6 teniendo en
cuenta los datos obtenidos en el estudio de precisién. Estos datos fueron generados a
partir de reconstituciones individuales, hechas a diario por dos analistas distintos,

durante tres dias.

El coeficiente de variacion de los resultados asi generados, para el control positivo y para
el hidrolizado control, fueron claramente inferiores al valor preestablecido como limite de
aceptacion, considerando que la robustez mostrada por el ensayo es aceptable para la

utilizacion que se pretende dar al método.

En resumen, el método de ELISA com petitivo desarrollado resulté valido para el uso
gue se pretendia darle, esto es, asegurar in vitro el caracter hipoantigénico de hidrolizados
de proteina sérica, ingredientes potenciales en férmulas infantiles hipoalergénicas,
aunque como hemos mencionado en el apartado de antecedentes bibliogréaficos la prueba
definitiva es la realizacion de un estudio clinico. EI método desarrollado constituye, por lo
tanto, una herramienta atil para el control de calidad de productos con estas
caracteristicas, que permitiria garantizar la seguridad alimentaria en términos de
alergenicidad, siempre teniendo en cuenta que es imprescindible un diagnostico previo de

los potenciales consumidores.
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El hidrolizado de proteina sérica utilizado para desarrollar el método, como se ha
mencionado anteriormente, tiene un grado de hidrolisis intermedio entre el de los
hidrolizados de proteinas lacteas extensivos y los parciales, unas -caracteristicas
organolépticas mejoradas, con respecto a los hidrolizados extensivos, y un
comportamiento, en lo que a antigenicidad medida mediante ELISA de inhibicién se

refiere, mas cercano a este tipo de hidrolizados que a los parciales.

4.-Evaluacion in vivo de la alergenicidad de la formula

hipoalergénica experimental.

La alergenicidad de nuevas fuentes proteicas a incluir en alimentos potencialmente
hipoalergénicos y de las propias formulas se ha evaluado frecuentemente en cobayas
permitiendo comparar la capacidad sensibilizante de diferentes proteinas o hidrolizados
proteicos. La evaluacion con este modelo de una formula basada en hidrolizado de
proteina sérica, un hidrolizado de proteina sérica bovina y un hidrolizado de arroz,
respectivamente, frente a una formula lactea convencional, detecté una menor capacidad
sensibilizante de los hidrolizados (Boner et al., 1992; Piacentini et al., 1994; Piacentini et al.,
2003). Cordle en 1994 clasifico la obtencion de resultados positivos en la sensibilizacion
oral de cobayas como excelente método para predecir la actividad alergénica en
alimentos, si bien considera que los resultados negativos solo sugieren hipoalergenicidad
debido a una falta de sensibilidad del método. Fritsche en 2003 en una comparacion entre
distintos modelos in vivo destaco la ventaja de que la sensibilizacién sea por via oral sin
ayuda de adyuvantes, y la desventaja de que la respuesta esté mediada por lgGla. Bozay
colaboradores en 1995 evaluaron la capacidad inmunizadora via oral de un hidrolizado
de proteina sérica frente a proteina sérica intacta en un modelo de anafilaxia sistémica en
cobayas, observando que el hidrolizado no inducia sensibilizacién mientras que la

proteina intacta lo hacia en un 100% de los animales.

En nuestro ensayo la formula hipoalergénica experimental produjo resultados
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indistinguibles en la evaluacion de anafilaxia sistémica de una férmula hipoalergénica
comercial y del control negativo (agua), mientras que los grupos que recibieron leche de
vaca y formula lactea convencional respondieron positivamente, como se describe en los
estudios mencionados. En nuestro caso observamos ademas una menor capacidad
sensibilizante de la formula lactea frente a la leche, derivada seguramente del tratamiento
térmico a que ésta es sometida durante su fabricacion. Puesto que la evaluacion de la
anafilaxia sistémica esta basada en la observacion, estos estudios se complementan con
medidas de anticuerpos mediante ELISA, como en los estudios de Piacentini previamente
mencionados, o pruebas de anafilaxia pasiva cutanea (Heyman et al.,1990; Kawabata et
al., 1995). El sistema Ussing Chambers ha sido empleado para medir anafilaxia intestinal,
Kitagawa y colaboradores (1995) evaluaron la alergenicidad relativa de una formula
infantil basada en leche de vaca frente a leche de vaca observando una reduccion de la
capacidad sensibilizante en la férmula. Este resultado se corresponde con los obtenidos

jpor nosotros.

En nuestra evaluacion de la anafilaxia intestinal usando un sistema Ussing Chambers
encontramos, a diferencia de lo descrito en la bibliografia, una elevada variabilidad que
impidio realizar un tratamiento estadistico de los datos. Lo que si pudimos observar fue
un comportamiento totalmente opuesto de los valores de Isc al afiadir al tejido 3-
lactoglobulina cuando este procedia de un animal sensibilizado (con respuesta positiva en
el test de anafilaxia sistémica) que cuando el animal habia recibido una de las férmulas
hipoalergénicas o agua (respuesta negativa en el test de anafilaxia sistémica). Otra
limitacion del sistema es que la estimulacion tuvo que llevarse a cabo Gnicamente con 3-
lactoglobulina, ya que durante la realizacion de pruebas previas con una solucion de
proteina sérica o con una mezcla de ésta con caseina en proporciones 70:30 detectamos
problemas de matriz, como la generacion de espuma en las cadmaras, que impedian

obtener un valor estable de Isc.

En resumen, nuestro producto hipoalergénico experimental se comporta igual en
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cuanto a alergenicidad que el producto hipoalergénico comercial con el que ha sido
comparado. La utilizacion del sistema Ussing Chambers puede resultar util para objetivar
los resultados, si bien nuestro sistema ha mostrado serios problemas de repetibilidad y

seria necesario optimizar el sistema para mejorar este aspecto.
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1.-La mezcla en proporcion 70:30 de dos hidrolizados de proteina sérica y caseina tiene
un perfil de aminoéacidos cercano al de la leche maternay responde a los criterios de la

OMS para satisfacer los requerimientos nitrogenados de los lactantes.

2.-La hidrdlisis enzimética y el proceso tecnoldgico asociado afectan a la calidad
nutricional de las proteinas lacteas, aunque el coeficiente de eficacia en crecimiento no

difiere del de la proteina de referencia, caseina ANRC.

3.- Las diferencias observadas en perfil de aminoéacidos en plasma, higado y musculo de
ratas alimentadas con las proteinas lacteas intactas o hidrolizadas indican una utilizacion
metabdlica diferente para ambas fuentes, aspecto méas acentuado en el caso de la proteina

sérica.

4.-Se ha desarrollado y validado un método ELISA competitivo que constituye una
herramienta util para el control de calidad de productos basados en hidrolizados de

proteina sérica.

5.- El hidrolizado de proteina sérica evaluado en el presente estudio tiene una
antigenicidad, medida mediante un ensayo de ELISA competitivo, del orden de 104 veces
menor que la proteina de partida, lo que lo hace candidato ideal para la fabricacién de

productos dirigidos a nifios alérgicos o intolerantes a las proteinas de la leche de vaca.

6.-La evaluacion in vivo de la reactividad inmunoldgica en cobayas mediante la induccion
de anafilaxia sistémica del producto hipoalergénico experimental, constituido por una
mezcla de hidrolizados de proteina sérica y caseina en proporciones 70:30, ha mostrado
ausencia de alergenicidad, confirmandose asi los resultados de baja antigenicidad

obtenidos en el ensayo in vitro.
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