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Introduccién - Objetivos

1.- INTRODUCCION - OBJETIVOS

La leche de las distintas especies de rumiantes, bien directamente o en forma de
productos derivados, constituye un alimento de singular importancia para el ser humano
durante toda su vida. Este alimento puede considerarse fuente de macro y micronutrientes,
conteniendo ademas, un cierto nimero de compuestos activos, que juegan un importante
papel tanto nutritivo, como de proteccion. Ya sea para su consumo directo o en forma de
productos derivados, la leche de vaca es la méas empleada en todo el mundo occidental, en

razon especialmente, de su mayor disponibilidad.

Junto a esto, es bien conocido que la calidad de un alimento, se considera hoy
dependiente no sélo del potencial del mismo para satisfacer las necesidades nutritivas del
consumidor, sino también de su posible contribucion en el mantenimiento de un estado de
buena salud. En este sentido, la leche de cabra asi como los productos derivados de ella, se
vienen considerando Ultimamente, de acuerdo con su composicidon especifica, de un gran
interés dentro de la nueva tendencia por consumir alimentos de una alta calidad, tanto

nutritiva como saludable.

En cuanto a la calidad nutritiva que la leche de cabra presenta frente a la de vaca, desde
hace tiempo se viene indicando, que el valor tanto de su proteina como de su grasa podria
resultar mejor, de acuerdo con su utilizacion tanto a nivel digestivo como metabdlico. Los
resultados disponibles al respecto, se refieren a estudios realizados en nifios malnutridos
(Razafindrakoto y col., 1993), o que sufrian sindrome de malabsorcion (Hachelaf y col.,
1993), asi como también, a los obtenidos en distintos modelos experimentales (Février y col.,
1993, 2000; Alférez y col., 2001; Lopez Aliaga y col., 2003). En el primer caso, el mejor
valor nutritivo de la leche de cabra frente a la de vaca, se deduce analizando la recuperacion y
el crecimiento de los nifios segun tipo de leche consumida. De los ensayos realizados a nivel
experimental, en los que se empleaban dietas constituidas solo en parte, por leche de cabra o
vaca, se establece la mejor utilizacion que a nivel digestivo, tanto la grasa (Alférez y col.,

2001) como la proteina de la leche de cabra, era capaz de alcanzar frente a la de vaca (Lopez
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Aliaga y col.,, 2003). Al mismo tiempo, de estos estudios se derivan otros resultados
indicativos de la mejor utilizacion que a nivel metabdlico, la proteina de este mismo tipo de
leche podria conseguir, aspecto éste que se justifica tanto en base a la distinta composicion en
fracciones que la proteina de ambos tipos de leche presenta, como también, en base a la
diferente dispobilidad energética que para la utilizacion proteica puede originarse en razon de
la distinta composicion de la grasa que, igualmente, las dos clases de leche presentan (Lopez

Aliaga y col., 2003).

En efecto, la leche de cabra presenta normalmente, una proporcion algo menor de
caseinas, resultando en consecuencia mas alta la cantidad de proteinas séricas mas solubles,
aspecto que podria determinar un mas alto aprovechamiento a nivel digestivo (Boza y Sanz
Sampelayo, 1997; Lopez Aliaga y col., 2003). Ademas dentro de los distintos tipos de
caseinas, la leche de cabra alcanza niveles sensiblemente mas bajos de ag;-caseina, lo que
determina que a nivel del estdbmago, durante la acidificacion, se forme un codgulo mas blando
y desmoronable, lo que facilita la accion de las proteasas a ese nivel, asi como,
posteriormente en el intestino, resultando mas rapida y eficiente la digestibilidad de sus
caseinas (Chandan y col., 1968; Devendra y col., 1970; Park, 1994, 2006). Este distinto
comportamiento de acuerdo con su composicion en fracciones proteinicas, resulta en opinién
de Haenlein (2004), s6lo un reflejo de lo que a nivel aminoacidico, los dos tipos de leche,
igualmente muestran, ya que las distintas fracciones se originan en razén de la composicion
de las correspondientes cadenas polipeptidicas, en las que esencialmentte, unos aminoacidos

se sustituyen por otros.

Independientemente de la distinta naturaleza de su proteina, la principal diferencia
existente entre la composicion de la leche de cabra y vaca, es la que se refiere a la existente
entre sus grasas. Junto al menor tamano de los gldébulos que la forman (Jenness, 1980),
aspecto al que se le atribuye desde hace tiempo su mayor digestibilidad, la leche de cabra
presenta una grasa, cuyo contenido en los llamados triglicéridos de cadena media (MCT),
triglicéridos formados por 4cidos grasos cuya cadema carbonada tiene entre 4 y 14 4tomos de

carbono, alcanzan normalmente, un porcentaje mayor del 30%, a diferencia de la leche de

4
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vaca que no presenta de estos compuestos, mas del 20%. Es por esto por lo que los acidos
grasos caproico (C6:0), caprilico (C8:0) y céaprico (C10:0), toman su nombre concretamente
de la leche en donde mayoritariamente aparecen, alcanzando estos tres dcidos grasos en la
leche de cabra, un 15%, valor que solo llega al 5% en la de vaca (Boza y Sanz Sampelayo,
1997; Haenlein, 2004). Los MCT se caracterizan por seguir una via de utilizacién metabolica
distinta de la seguida por los triglicéridos constituidos por acidos grasos de cadena larga
(LCT). Los acidos grasos originados en la hidrolisis de los MCT, son capaces de ser
absorbidos sin reesterificacion en las células intestinales, entrando directamente en la vena
Porta. Su bajo peso molecular y su hidrosolubilidad, facilita la accion de los enzimas
digestivos, haciendo que la hidrolisis sea mas rapida y completa que la de los LCT vy, a
diferencia de la de éstos, la digestion de los MCT comienza a producirse en el estomago, ya
que la lipasa géastrica, practicamente sin accion sobre los LCT, inicia la hidrolisis de los
MCT, la que sera completada por la lipasa pancreatica a un ritmo cinco veces superior a la
hidrolisis de los LCT (Haenlein, 1992, 1996; Garcia Unciti, 1996; Boza y Sanz Sampelayo,
1997). A esta digestion le sigue un rapido catabolismo oxidativo, ya que los 4cidos grasos de
cadena corta y media, una vez absorbidos, son por el sistema porte, llevados al higado y otros
tejidos periféricos. Matsuo y Takeuchi (2004) informan de cémo los MCT presentan un
destino metabdlico distinto, lo que puede dar lugar a las diferencias que estos compuestos
originan a nivel de la termogénesis postprandial. Los 4cidos grasos contenidos en los MCT
penetran en la mitocondria de las células hepaticas, independientemente de la acil-CoA-
carnitina transferasa (Velazquez y col., 1996; Matsuo y Takauchi, 2004). Finalmente, estos
acidos grasos son oxidados originando una rapida descarga de energia que puede ser utilizada
en distintos procesos metabolicos, como puede ser el de mantenimiento o el de la sintesis
proteica. En opinion de los autores citados (Matsuo y Takauchi, 2004), esta mayor capacidad
oxidativa estaria relacionada con los mecanismos que determinan un menor depdsito de grasa

bajo ingestas de dietas ricas en MCT.

Sin embargo, a partir de la informacion disponible hasta el momento, no puede deducirse

de manera clara, el quiza mejor valor nutritivo que la leche de cabra puede tener frente a la de
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vaca, y mucho menos atribuirle las posibles diferencias que al respecto se sefialan. Si el valor
nutritivo de un alimento, sobre todo para el crecimiento, reside esencialmente, en la calidad
de su proteina, y si en este sentido, la fuente de grasa, en cuanto que en razon de su naturaleza
puede procurar la energia necesaria para dicha utilizacion, esencial resultaria, en primer
lugar, el establecer la posible mejor utilizacion de la proteina de la leche de cabra frente a la
de vaca y, en segundo lugar, identificar la colaboracion que su grasa podria llegar a tener al

respecto.

Junto a la importancia de caracter basico de estas cuestiones, para considerar el interés
practico de las mismas, bastaria tener en cuenta el diferente valor nutritivo que la leche de

cabra podria alcanzar, segun se tratara de leche entera, semidesnatada o desnatada.

De acuerdo con lo anterior, el primer objetivo de este estudio fue: Determinar, segun la
utilizacion de la proteina y energia, el valor nutritivo de la leche de cabra frente a la de
vaca, estableciendo al mismo tiempo, la posible interaccion que al respecto, podria
existir entre su proteina y grasa. Para ello y en ratas al destete, se analizo la utilizacion a
nivel tanto digestivo como metabodlico, de cuatro dietas diferentes, dietas en las que su
proteina procedia de leche de cabra o vaca, sucediendo lo mismo respecto de su grasa,
correspondiendo por tanto el disefio de los ensayos, al factorial 2 (fuente de proteina) x 2

(fuente de grasa).

La alergia a las proteinas de la leche de vaca es una enfermedad frecuente en la edad
infantil. Como nos indica Park (1994), la mayor parte de los nifios menores de tres afios,
presentan anticuerpos circulantes frente a la proteina de la leche, llegando a mostrar en los
paises occidentales, el 7% de estos nifios, algun sintoma de alergia frente a las proteinas

lacteas.

La primera descripcion de una alergia a la leche se debe a Hamburger, quien en 1901
detectd una reaccion aguda en un nifio después de su alimentacion con leche bovina. Desde
esta fecha hasta hoy, se han realizado numerosos estudios que han llevado al convencimiento

de que, en determinadas circunstancias, como en los sindromes de malabsorcion, las
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proteinas de la leche de vaca pueden producir problemas de hipersensibilidad no sélo en
lactantes, sino también en nifios y adultos. Como consecuencia de esto, se han llevado a cabo
estudios para ofrecer alternativas al uso de esta leche, sobre todo con hidrolizados de la
misma que, en cierta medida, reducen la alergenicidad presentando su consumo otros
problemas (Boza y col., 1994, 1995a). Otra alternativa que se viene desde siempre sefialando
a los casos de alergia a las proteinas de la leche de vaca, es su sustitucion por la de cabra. A
este respecto, en un Informe de la Comision de la Comunidad Europea de 1991, se aconseja
su empleo en nifios con riesgo alérgico y en los que sufren hipersensibilidad a las proteinas de

la dieta.

La alergia a la leche de cabra ha sido muy raramente sefialada (Wuthrich, 1995) y en
general, ha sido imputada a la adulteracion con leche de vaca. Desde hace tiempo se han
venido considerando las ventajas de la leche de cabra, sobre la de vaca, en relacion con la
alergenicidad de ésta ultima, asi Walker (1965) y Brenneman (1978), han destacado como
pacientes alérgicos a la leche de vaca toleraban bien la de cabra en un 99 y 40%
respectivamente. Mdas recientemente, Podleski (1992), ha sefialado la importancia de la
sustitucion de la leche de vaca por la de cabra en pacientes con alergia a la primera. Park
(1994) en su excelente revision de este tema, la aconseja debido a su tolerancia en
practicamente el 100% de los pacientes que muestran alergia a la leche de vaca. No obstante
a todo esto, de la revision bibliografica que hemos realizado, sobresale notablemente la
controversia sobre este tema. Entre otros autores Saperstein (1974) y Spuergin y
colaboradores (1997), en personas alérgicas a las proteinas de la leche de vaca, desaconsejan
el empleo de leche de cabra por su ineficacia en reducir la reaccidon. Spuergin y colaboradores
(1997) llevaron a cabo estudios in vitro con sueros de nifios alérgicos a la leche de vaca, para
determinar la reactividad cruzada entre la leche de vaca y cabra, observando que la IgE e IgG
de los sueros reaccionaban con las a-caseinas de ambas leches. Sin embargo esta reactividad
cruzada, observada in vitro, no significa necesariamente que las a-caseinas de la leche de

cabra den origen a una forma clinica de alergia (Park y Haenlein, 2006).
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La leche de vaca ha sido estudiada con bastante profundidad, tanto en modelos
experimentales de laboratorio como en la clinica, deduciéndose que la a-caseina y sobre todo
la B-lactoglobulina, son las proteinas mas alergénicas (Pahud y col., 1985; Bahna, 1991;
Heyman y Desjeux, 1992). Estudios comparativos sobre la alergenicidad de la leche de cabra
y vaca no son muy abundantes. En este sentido, Bevilacqua y colaboradores (2001),
empleando como modelo experimental cobayas, sensibilizadas por via oral, con leche de
cabra con un alto contenido en og;-caseina, frente a otras sensibilizadas con leche de cabra
con bajo contenido en dicha fraccidon, concluyen que en estas ultimas disminuy6 la
sensibilizacion sistémica intestinal. El titulo de anticuerpos frente a la anti-B-lactoglobulina
de cabra (IgG1l) fue significativamente menor que las sensibilizadas con leches con alto
contenido en og;-caseina. Los autores concluyen que las discrepancias existentes en la
literatura respecto a la hipoalergenicidad de la leche de cabra frente a la de vaca, son debidos

al alto polimorfismo genético de las proteinas de la leche de cabra.

Lara Villoslada y colaboradores (2004) empleando un modelo murino estudian
comparativamente la reaccion alérgica de la leche de cabra frente a la de vaca, utilizando
leche UHT, desnatada, siendo los animales sensibilizados mediante sonda gastrica. Los
autores encuentran que los sensibilizados con leche de cabra, presentan significativamente
menor nimero de casos con diarrea, menores niveles de anticuerpos (IgG 1), y mas baja
sensibilizacion de los linfocitos. De los resultados se concluye la necesidad de seguir
profundizando para clarificar si la leche de cabra puede ser una alternativa para férmulas en

la alimentacion infantil.

En la literatura no existe ningln trabajo en el que se estudie, mediante técnicas tanto in
Vivo como in vitro, comparativamente la alergenicidad de la leche de cabra y vaca, asi como
la de sus respectivos lactosueros, y su reactividad cruzada. Lo anteriormente expuesto nos ha
llevado a realizar un estudio amplio con técnicas inmunologicas actuales, sensibles y

especificas.



Introduccién - Objetivos

En el trabajo desarrollado, el modelo experimental para estudiar la alergenicidad ha sido
el cobaya, utilizando leche sin ningln tratamiento, la que era ingerida por los animales, sin
ninguna manipulacion y restriccion. Los ensayos de alergenicidad in vivo, los hemos llevado
a cabo en cobayas, debido a que este animal es cominmente usado en los ensayos de
hipersensibilidad de tipo 1. De hecho, fue inicialmente descrito por Parish y colaboradores
(1964), como modelo para estudiar la alergia a las proteinas de la leche de vaca, siendo
ampliamente utilizado para realizar los ensayos de alergia en foérmulas dirigidas a la
alimentacion infantil (McLaughlan y col., 1981; Bevilacqua y col., 2001). Los ensayos in
vitro se han realizado en el suero de los cobayas sensibilizados por via oral con las cuatro
soluciones antigénicas utilizadas: leche de cabra, leche de vaca, lactosuero de leche de cabra
y lactosuero de leche de vaca. Mediante la técnica ELISA, hemos comprobado el desarrollo
de anticuerpos y por Western blot, las moléculas diana frente a las que se han producido los
anticuerpos. Todas las investigaciones que se sefialan en esta Memoria, se han realizado con
leche de cabra de raza Granadina y la de vaca de raza Holsten Frisian. De acuerdo con lo
indicado, el segundo objetivo general de la presente Memoria, fue: Estudio comparativo de
la capacidad inmundgena de la leche de cabra y vaca y de sus lactosueros. Para la

consecucion de este objetivo se abordaron los siguientes apartados o hitos.
Determinacion del espectro antigénico de la leche de cabra, vaca y de sus lactosueros

La realizacion de esta apartado nos permitira conocer el patrén antigénico, es decir, el

numero de moléculas antigénicas. Veriamos asi mismo, las diferencias existentes entre ellas

Anélisis de la capacidad alergénica de la leche de cabra, vaca y de sus lactosueros:

Ensayos in vivo e in vitro

Con el desarrollo del mismo, constataremos la aparicion de reacciones alérgicas,
(hipersensibilidad tipo I) y la severidad de las mismas. Determinaremos los valores de
anticuerpos especificos e identificaremos los antigenos, frente a los cuales, los anticuerpos

estan dirigidos.



Introduccién - Objetivos

Determinacion de la reactividad cruzada entre los componentes de leche de cabra, vaca,

lactosuero de cabra y lactosuero de vaca: Ensayos in vitro

Las investigaciones que aqui planteamos, nos permitiran identificar las moléculas con

epitopos comunes, responsables de la reactividad cruzada.

Con la realizaciéon de lo descrito, estaremos en condiciones de definir la capacidad
inmunoégena de la leche de cabra frente a la de vaca. Asi mismo, se deduciria si la
inmunizacion oral es capaz de estimular al sistema inmune, a un nivel en el que se detecten
anticuerpos especificos. De igual forma, se podra determinar el grado de reactividad cruzada

existente entre los patrones antigénicos de las cuatro soluciones inmunizantes.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1.- Importancia de la ganaderia caprina en nuestro pais

En Espafia y de acuerdo con el Ministerio de Obras Publicas y Urbanismo (MOPU)
(1982) mas del 25% de su superficie (13.034.000 Ha) sufre fenomenos graves de erosion.
Entre las zonas aridas destacan casi la totalidad de la provincia de Almeria y parte de las de
Murcia y Granada, con una superficie de unos 32.622 km?, zona considerada como el tnico
desierto europeo (Boza, 1991). Boza (1991) indica como, pese a la diversidad de las
condiciones fisicas, ecologicas, socioecondmicas y politicas, todas las zonas aridas presentan
un problema comun, la fragilidad en el equilibrio de sus ecosistemas y, en consecuencia, el
peligro de desertizacion, provocado la mayoria de las veces, por la intervencion del hombre

que siempre abusé de su ambiente vital.

Para la region mediterranea, arida y semidrida, diversos autores han propuesto la
alternativa con mejores posibilidades productivas y conservadoras del medio: el uso
ganadero, (Boza y col., 1985; Le Houreau, 1989; Montserrat, 1990), mediante sistemas
extensivos o semiextensivos, con bajos aportes del exterior, basados en sus propios recursos e
integrados en el medio natural, dentro de lo que se entiende por agricultura sostenida,
seleccionando a la cabra como especie de eleccion por su adaptacion a estas zonas, y por el
alto valor de sus producciones. Al mismo tiempo, este tipo de ganaderia de ordefio genera un
trabajo continuado a lo largo del afio, con lo que se favorece la estabilidad demografica de

estas areas desfavorecidas (Boza, 1993).

Son numerosos los autores que han sefialado que el ganado caprino es el medio mas
importante para mantener la presencia humana en grandes espacios de la cuenca
mediterranea, actividad ganadera, que en opinion de Boza (2005), parece tener las mejores
posibilidades economicas y, a la vez, conservadoras del medio. El caprino es un animal
suministrador de alimentos de calidad para el hombre (leche y carne de animal joven), de
materias primas (leche, pelo, piel), ademas de abono orgénico para la agricultura de primor,

indicaindose en la actualidad su interés ecoldgico como especie estabilizadora de los
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ecosistemas, cuando se maneja adecuadamente y con un papel destacado en la selvicultura

preventiva, limpiando el monte y evitando, en gran parte, sus incendios.

Raggi y colaboradores (1985) indican cémo la adaptacion y habituacion han hecho, y
siguen haciendo posible, la vida en los distintos ambientes. En relacion con esto, es notable
que la cabra se considere un animal con un espectro extremadamente amplio de adaptacion a
los diversos habitat, apareciendo desde el bosque tropical al desierto, a veces en medios tan
dificiles que constituye para el hombre la tnica fuente de leche, carne y piel. En este sentido,
los citados autores (Raggi y col., 1985) comentan como, de manera general, la distribucion de
una especie sobre la tierra indica el grado de su adaptacion y habituacion. Desde el comienzo
de la domesticacion de la cabra, se han ido desarrollando distintas razas al adaptarse a
diferentes condiciones, razas que constituyen hoy una de las mayores riquezas agrarias de
muchos paises. Su aportacion como fuente econdmica, como animal productor de carne y
leche, es hoy sumamente importante en la India, Oriente Medio, norte de Africa, cuenca
mediterranea y en algunos paises de América. Coexiste con la oveja en muchas de las zonas
habitadas por esta especie y vive en los lugares climatoldgicamente mas extremos, resultando
mas activa y habil en cuanto a conseguir alimento. Su rango ecoldgico se extiende desde
zonas lluviosas tropicales hasta desiertos, incluso en los paises mds accidentados,
presentando una mejor adaptacion si nos referimos a situaciones extremas, en los climas

calurosos y secos, que cualquier otra especie doméstica.

Boza (1983) comenta como en el curso de su adaptacion para sobrevivir en ambientes
desfavorables, la cabra ha desarrollado diversas caracteristicas anatomicas y fisiologicas que
le permite utilizar muy eficazmente los recursos disponibles, incluso con un bajo consumo de
agua. Hafez (1968) también comenta el bajo consumo y excrecion de agua que presenta la
cabra, que es el mas importante signo de adaptacion a las condiciones aridas o desérticas,

mostrando una gran eficiencia en cuanto a la economia del agua en dichas condiciones.

Shkolniz y colaboradores (1980) nos hablan de la economia del agua de la cabra beduina

en el desierto de Negev, en Israel, cabra que con unos 25 kg de peso vivo, bebiendo cada 48h,
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produce 2 kg de leche/dia, perdiendo durante la privacién de agua, de un 25 a 30% de su
peso, que es recuperado después de la ingestion de agua. En opinion de estos autores, el
rumen, aparte de su importante papel en la digestion de la celulosa, se comporta como un
gran reservorio de agua, pudiendo almacenar cantidades que pueden llegar al 4% de su peso,
lo que le permite mantener la tasa de turnover de agua junto a altas producciones de leche, en

zonas en las que otros animales raramente lograrian mantenerse.

Boza (1983) comenta como esta habilidad que muestra la cabra de reducir las pérdidas
de agua junto a su almacenamiento en el rumen, alcanza una relevante importancia en las
zonas aridas y semidridas del clima mediterraneo, caracterizado por la falta de agua, veranos
prolongados y secos y escasez de alimentos, los que a la vez resultan de baja calidad por su
alto contenido en fibra. Esta alta tolerancia a los ambientes con insuficiencia en agua, parece
también deberse, a su capacidad de no disminuir su ingesta frente a altas temperaturas, con el

consiguiente alto rendimiento en agua metabolica (Raggi y col., 1985).

Respecto del efecto de las altas temperaturas normalmente existentes durante el verano
en las zonas aridas y semiaridas, Raggi y colaboradores (1985) indican cémo en la cabra, la
pérdida de calor por evaporacion de sudor juega un pequeiio papel, existiendo evidencias
claras de que suda menos que la oveja y mucho menos que el ganado vacuno. Ademas, se ha
observado como estos animales tienen produccion de calor metabdlico més bajo. Como
proteccion contra la absorcion de calor, muchas cabras de los paises calidos tienen un pelo
corto, fino, lustroso que cae de pleno sobre la piel y refleja una proporcion considerable de
calor incidente (French, 1970). Segin Raggi y colaboradores (1985), esta pérdida por
reflexion es la que hace a la cabra tener una zona de termoneutralidad con un limite superior
bastante elevado. Junto a esto, los autores citados comentan que uno de los mecanismos
usados incluso por algunos mamiferos, para defenderse de las condiciones térmicas, es
cambiar estacionalmente de homeotermos a poiquilotermos, abandonando temporalmente el
control mas fino de su temperatura interna. En este sentido, Bligh y Harthoorn (1965)
observaron en el camello que habita en las zonas calurosas y desérticas del norte de Africa,

una variacion durante las 24h de su temperatura corporal bastante mayor que la de otros
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mamiferos que conviven con ¢l. Estos animales usan su cuerpo como condensador de calor,
almacenando el absorbido o producido durante el dia, y perdiéndolo por radiacion durante la
noche, mucho mas fria. Esta facultad de ajustar dentro del dia la temperatura corporal a la del
ambiente, es a lo que se llama termolabilidad y heterotermos, a los mamiferos que la
presentan (Bligh y col., 1976), pareciendo ser la cabra una de estas especies (Raggi col.,

1985).

Boza (1993) indica cémo en ocasiones se ha definido a la cabra como un animal
oportunista que forma su dieta con una mayor variedad de especies vegetales que los otros
rumiantes domésticos, presentando como peculiaridad especifica su preferencia por los
alimentos lignoceluldsicos, particularmente arbustos y ramones de arboles, con un mayor

consumo de €stos en otofio e invierno, épocas en las que estan disponibles en las zonas aridas.

En cuanto a la introduccion de la cabra en Espafia, Boza y Sanz Sampelayo (1984)
informan, de que distintos datos arqueoldgicos nos hablan de su presencia desde tiempos muy
remotos. Si bien su explotacion ha sido tradicional durante siglos, ésta encuentra su periodo
mas floreciente durante la dominacion musulmana. Boza y Sanz Sampelayo (1984) comentan
como en el “Libro de las utilidades de los animales” (Anénimo, siglo XI), se dedica un
capitulo a la cabra y en ¢l se sefalan las cualidades de la carne de cabrito que preserva la
salud y es mas equilibrada que la de cordero, su leche, que es la mas sutil y parecida a la de

mujer, indicandose igualmente, su empleo como antidoto de venenos.

Respecto a la explotacion de esta especie en Andalucia, se conocen a través de textos
geograficos algunos aspectos de la utilizacion de los recursos naturales en el Estado
Cordobés, tal como la existencia de abundantes rebafios de cabras en zonas proximas a Cadiz

(Sanchez Martinez, 1980).

Del Reino Nazari granadino, se dispone de datos de censos, manejo y producciones
documentadas por Alvarez de Cienfuegos (1958) y Cano (1974). Alonso de Herrera (1513)
dedica en su obra “Agricultura general”, editada por primera vez en 1513, un capitulo a la

cabra. Boza y Sanz Sampelayo (1984) comentan cémo en la citada obra se califica a la cabra
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como especie que se sostiene muy bien y mejor que otros ganados, hasta el punto de referirse
a ella en términos tales como “nunca cabra se vio muerta de hambre”. Narra sus hébitos
alimenticios y modo optimo de pastoreo, sus caracteristicas, la manera y mejor tiempo de
cria, etc. En relacion con la calidad de la leche, se indica que “después de la de mujer, es la
mejor, incluso para los tisicos”. Boza y Sanz Sampelayo (1984) comentan como lo recogido
por Alonso de Herrera puede en parte referirse a conocimientos alcanzados en Andalucia,
pues segun nos dice Terron, en la critica a la ultima edicion de esta obra, no debemos olvidar
como el autor, que escribe su libro por encargo del Cardenal Cisneros, vivid algunos afios en
Granada y conoci6 la agricultura y ganaderia hispanoarabe de la ciudad recién conquistada.
Después de esta época, distintas vicisitudes de caracter historico hicieron que la importancia
de esta especie sufriera un duro revés. Sin embargo, el ganado caprino continu6 siendo en la
Edad Moderna una de las especies mas importantes de Andalucia, lo que siguié sucediendo

hasta la Edad Contemporanea.

En opinién de Boza y Sanz Sampelayo (1984) a pesar de todas las vicisitudes sufridas,
un futuro prometedor parece vislumbrarse para la ganaderia caprina. Las peculiares
caracteristicas de Andalucia y su actual situacion econémica, determinan que la ganaderia sea
una de las industrias primarias de la que se puede esperar los mejores resultados a corto
plazo. En la Andalucia seca, con relieve accidentado, se piensa que la cabra es la especie que
mejor puede aprovechar los recursos de esas zonas. La existencia de grandes extensiones
pobladas de vegetacion arbustiva o semilefiosa de escaso rendimiento, areas montafiosas con
producciones vegetales poco accesibles, zonas de monocultivos (cereal, olivar, oleaginosas,
remolacha), con escasa ganaderia y en donde quedan subproductos de interés para la
alimentacion animal, o, finalmente, dreas de la agricultura intensiva (vega y costa) con
grandes cosechas que dejan abandonados residuos que, en la mayoria de los casos, son
quemados, constituyen los medios por los que estos recursos pueden ser trasformados en

leche y carne, colaborando a la vez a estabilizar dichos ecosistemas (Boza y Sanz Sampelayo,

1984).
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El censo caprino en Espana en 2002 segin el Ministerio de Agricultura, Pesca y
Alimentacion (MAPA, 2004) era de 3.046.716 cabezas, de las que 1.278.811 se encontraban
en Andalucia, lo que representa el 42,0% del total. En el mismo afio, la produccion de leche
de cabra en Espana fue de 489 millones de litros, de los cuales 253,2 millones se produjeron
en Andalucia, lo que supone un 51,8% de la produccion total. Estos datos hablan de la gran
aptitud lechera de las principales razas andaluzas, mostrando a esta Comunidad como la zona

de nuestro pais mas importante en lo que a produccion de leche caprina se refiere.

2.2.- La leche como alimento

Como indica Mahé (1997), la leche es un liquido fisiologico complejo secretado por los
mamiferos con el fin de que sirva de alimento para el recién nacido. Todas las leches
contienen proteinas especificas, grasas cuya composicion las hace facilmente digestibles,
lactosa, minerales, vitaminas, asi como otros componentes que juegan un papel importante
desde un punto de vista nutritivo. La organizacion de los componentes de la leche es la
siguiente: lipidos en emulsion, constituidos por globulos protegidos por una cubierta,
miscelas de proteina en dispersion coloidal, minerales y lactosa en forma de verdadera

soluciodn.

El origen de los componentes que constituyen este alimento, resulta doble. Parte de ellos
se sintetizan en la glandula mamaria a partir de precursores sanguineos (triglicéridos,
proteinas, lactosa), y otra parte queda formada por elementos procedentes de una filtracion
selectiva de ciertos componentes de la sangre (sales minerales). La principal caracteristica de
la leche desde un punto de vista nutritivo, es que representa la unica fuente de nutrientes para
el recién nacido, debiendo por lo tanto satisfacer las necesidades especificas del mismo. Su
principal interés radica en la calidad de sus proteinas, grasa y vitaminas, asi como en su
riqueza en determinados minerales. La composicion de la leche varia de una especie a otra,
reflejando los requerimientos especificos de cada uno de ellas, existiendo al mismo tiempo,

una gran similitud dentro de una misma especie. La diferencia de composicion segun clase
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de animal, se origina no s6lo de acuerdo con factores genéticos especificos, sino también, por

condiciones medioambientales, destacando en este sentido, la alimentacion (Mahé, 1997).

La leche de vaca, asi como de otras especies de rumiantes, bien directamente o en forma
de productos derivados, constituye un alimento de singular importancia para el ser humano
durante toda su vida. En el adulto, el consumo de productos lacteos, puede llegar a satisfacer
del 60 al 80% de sus necesidades diarias de calcio, asi como el 30-40% de los requerimientos
de proteina, constituyendo igualmente, un 12-15% del consumo total de lipidos. Mahé¢ (1997)
igualmente informa de que en virtud de su composicidon, puede considerarse un alimento
fuente tanto de macronutrientes como de micronutrientes. Los macronutrientes aportan al
consumidor energia, junto con los nutrientes que intervienen en los procesos anabdlicos
(aminoécidos, 4cidos grasos esenciales y minerales). Los micronutrientes (oligoelementos y
vitaminas), actian fisiologicamente a nivel del sistema endocrino e inmune. La leche
contiene ademas, un cierto nimero de compuestos activos que juegan un papel tanto nutritivo
como de proteccion, o como factores de crecimiento, actuando a nivel digestivo asi como
periférico (transportadores de nutrientes, factores antimicrobianos, hormonas, enzimas, etc.).
Tanto para su consumo directo como en forma de productos transformados, la leche de vaca
es la mas empleada, en razon de su disponibilidad. Sin embargo, la procedente de otras
especies de rumiantes puede constituir en base a su composicion, una alternativa a la de vaca,
sobre todo en determinados casos, que resultan especiales, en razoén de sus requerimientos

especificos (Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

2.2.1.- Caracteristicas de composicion especifica de la leche de cabra

Las principales diferencias existentes entre las distintas especies de rumiantes
productores de leche (vaca, cabra, oveja) se refieren a esfera reproductiva, susceptibilidad a
determinadas enfermedades, y muy particularmente, al aspecto nutritivo, mostrando un
distinto comportamiento alimentario con distinta eficacia en la utilizacion de los nutrientes,
circunstancias que finalmente, afectan a la composicion de su leche. En lo que se refiere a la

composicion de la leche de cabra, se la considera en la actualidad, como poseedora de unas
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caracteristicas sumamente beneficiosas, las que le confieren un alto interés tanto como

alimento, como objeto de investigacion.

Uno de los aspectos de su composicion mas interesantes ligados a la leche de cabra, es el
que se refiere a la naturaleza de su grasa. La leche de cabra presenta una grasa cuyo
contenido en los llamados triglicéridos de cadena media (MCT), triglicéridos formados por
acidos grasos cuya cadena carbonada tiene entre 6 y 14 &tomos de carbono, alcanzan
normalmente, un porcentaje mayor del 30%, a diferencia de la leche de vaca que no alcanza
de estos compuestos mas del 20%. Estos MCT muestran un interés particular desde incluso
un punto de vista terapéutico, a causa de su utilidad en determinadas enfermedades

metabolicas (Haenlein, 1992, 1996; Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

En efecto, los MCT se caracterizan por seguir en el organismo una via de utilizacion
metabolica distinta de los triglicéridos de cadena larga, ya que los acidos grasos libres
derivados de su hidrolisis, pueden ser absorbidos sin reesterificacion, pasando directamente al
sistema Porta, siendo de esa manera transportados al higado y tejidos periféricos. Su bajo
peso molecular e hidrosolubilidad, facilitan la accion de los enzimas digestivos, haciendo que
su hidrélisis sea mas rapida y completa que la de los triglicéridos de cadena larga y, a
diferencia de éstos, la digestion de los MCT comienza a producirse en el estomago, ya que la
lipasa gastrica, practicamente sin accion sobre los triglicéridos de cadena larga, inicia la
hidrolisis de los MCT, la que serd completada por la lipasa pancreética, a un ritmo cinco

veces superior a la hidrdlisis de los triglicéridos de cadena larga (Garcia Unciti, 1996).

Los 4cidos céprico y caprilico, asi como otros acidos constituyentes de los MCT, han
llegado a constituir tratamiento especifico en pacientes aquejados de diferentes casos de
malabsorcion, insuficiencia pancredtica, fibrosis quistica del pancreas, pancreatectomia,
déficit o ausencia de sales biliares como en la hepatitis cronica o neonatal, cirrosis biliar o
alcoholica, ictericia obstructiva, padecimiento de esteatorrea, e hiperlipoproteinemia, asi
como en los afectados de reseccion intestinal o los que sufren de insuficiencia coronaria,

utilizdndose también este tipo de compuestos, en la alimentacion de pacientes desnutridos,
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nifios prematuros y epilepsia infantil, entre otras patologias, todo ello en base a la facilidad
con que estos compuestos son capaces de generar energia, resultando dicha utilizacion en este
caso, no dependiente del sistema carnitina, repercutiendo a la vez, sobre el metabolismo
lipidico, dando lugar a una caida en los niveles de colesterol a nivel hematico
(Tantibhedhyangknl y Hashim, 1975, 1978; Babayan, 1981; Garcia Unciti, 1996; Alférez y
col., 2001), aunque también se han establecido efectos negativos del consumo de MCT en
forma de compuestos puros (Velazquez y col., 1996), derivandose en consecuencia, la
conveniencia de su consumo a partir de alimentos naturales especialmente ricos en los

mismos, como es la leche de oveja y cabra.

De manera general, en el estudio comparativo de la composicion de la leche de cabra,
frente a la de vaca, se aprecian unos mayores contenidos en los 4cidos caproico (C6:0),
caprilico (C8:0), caprico (C10:0) y laurico (C12:0), difiriendo también en cuanto al contenido

en &cidos grasos de cadena ramificada (Holsinger, 1982; Haenlein, 1992).

Uno de los componentes de la leche de cualquier especie mas importante desde el punto
de vista nutritivo, son las proteinas. Refiriéndonos a la leche de cabra, existe una informacién
contradictoria en relaciéon con la composicion aminoacidica que la proteina de su leche
presenta, encontrdndose datos indicativos de una mayor concentracion de lisina y/o
aminoacidos azufrados, en la leche de cabra frente a la de vaca o viceversa, informacion que
indica la variabilidad que en el sentido indicado, la leche de ambas especies pueden alcanzar

(Jaudal, 1996).

Dado que el interés de la leche de cabra, radica esencialmente, en que constituye una
leche industrial, que se deriva en su mayor parte a la industria de transformacion,
especialmente para la fabricacion de queso, las proteinas més interesantes resultan ser las
caseinas, proteinas coagulables, que determinan el rendimiento de fabricacion indicado y, por

tanto, la calidad tecnolédgica de la leche en cuestion.

Por caseinas se entiende a un grupo de proteinas de la leche, caracterizado por presentar

uniones éster-fosfato, un alto contenido en prolina y bajo en cisteina. Como indica Jennes
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(1974) resulta dificil el definir de manera precisa, a las caseinas de una leche en razén de su
composicion. Una definicion practica es la que indica que se trata de proteinas lacteas que
precipitan a un pH=4,6 quedando constituidas por particulas complejas en forma de miscelas
(Jennes, 1974). Las proteinas que permanecen en solucion a pH=4,6 son las del lactosuero,
formadas por o-lactoalbumina, [-lactoglobulina, inmunoglobulinas, péptidos y otras

proteinas menores, algunas con cardcter enzimatico.

Como en la leche de vaca, en la de los pequefios rumiantes, se encuentran las caseinas
os1, Os2, By K. Estas diferentes caseinas lo son en razon de su composicion, caracterizaindose
en la vaca, la ag;,y B-caseina, por presentar altos contenidos en prolina, mientras que la x-
caseina se diferencia de las anteriores en razon de las uniones con carbohidratos junto a

numerosos puentes disulfuro.

Como componentes de la proteina lactea, existen seis productos genéticos de la glandula
mamaria de cardcter mayoritario: agj-caseina, osp-caseina, P-caseina y «k-caseina, [3-
lactoglobulinas y a-lactoalbuminas, todos los cuales exhiben polimorfismo genético, puesto

que son productos de genes autosomales, alélicos, codominantes (Swaisgood, 1993).

En relacion con la leche de cabra existe un polimorfismo genético ligado a la
composicion de su proteina en razén de la presencia en mayor o menor cantidad, o incluso
ausencia de la agj-caseina, aspecto de singular interés, ya que es capaz de determinar la
calidad tecnoldgica de esta leche asi como la nutritiva o incluso saludable de la misma,
distinguiéndose en este sentido, cuatro clases diferentes: nivel nulo (0), ausencia total de ag;-

caseina, niveles bajos (F, D), niveles altos (A, B, C,) e intermedios (E) (Haenlein, 1996).

Los aspectos de composiciéon y comportamiento tecnoldégico mas importantes ligados a

la presencia de ag;-caseina en la leche de cabra, son:

Mayor contenido en sélidos totales
Mayor contenido en proteinas

Mayor contenido en caseinas
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Mayor rendimiento en queso

Mayor tiempo de coagulacion

Mayor resistencia al calor

Mayor firmeza del codgulo a los 30 minutos
Mayor valor de pH

Haenlein (1996)

Los aspectos indicados confieren a la leche de cabra alta en os;-caseina, una mejor
calidad tecnologica, lo que en razon del destino preferencial que la leche de cabra hoy por
hoy presenta, es la causa de que se practique en los rebafios, programas de seleccion para ir
aumentando el nimero de individuos pertenecientes a los niveles altos de produccion de ag;-

caseina.

Sin embargo, es necesario hacer constar que no bajo todos los aspectos puede
considerarse de mejor calidad la leche de cabra con niveles altos de as;-caseina. En efecto, si
la presencia de osj-caseina da lugar a una leche con mayor tiempo de coagulacion, y en
consecuencia, con un igualmente, mayor rendimiento en queso, la ausencia de dicha caseina,
origina una leche que al presentar un menor tiempo de coagulacion, puede dar lugar cuando
se consume directamente, a un mayor aprovechamiento digestivo de diferentes nutrientes
(Haenlein, 1996). La rapida coagulacion a nivel del estomago, determina un freno de los
distintos componentes que el codgulo engloba, proteina, grasa y calcio, los que poco a poco
van siendo posteriormente liberados, abandonando el estomago y pasando al intestino

delgado, via que establece a ese nivel, un maximo aprovechamiento (Ruiz Mariscal, 1991).

Igualmente, se han realizado numerosos estudios que han llevado al convencimiento de
que, en determinadas circunstancias, como en los sindromes de malabsorcion, las proteinas
de la leche de vaca pueden producir problemas de hipersensibilidad, no sélo en lactantes sino
también en nifios y adultos. Como consecuencia de esto, se han llevado a cabo estudios para
ofrecer alternativas al uso de esta leche. A este respecto, en un informe de la Comisién de la

Comunidad Europea (1991), se aconseja el empleo de leche de cabra en nifios con riesgos
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alérgicos y en los que sufren hipersensibilidad a las proteinas de la dieta, habiendo sido
igualmente, la leche de cabra evaporada o en polvo, recomendada en las formulas de leches

infantiles (Juntunen y Ali-Yrkko, 1983; Coveney y Darnton-Hill, 1985).

La sustitucion de la leche de vaca por la de cabra en los casos de alergenicidad a la
primera, demuestra que en un 40% de los casos, los sujetos presentan una tolerancia normal a
la proteina de la nueva leche. Sobre los motivos que determinan que no sea util dicho cambio
en un 100%, empieza hoy a pensarse en la importancia que al respecto, pueda nuevamente
tener la composicion de la proteina en razon del polimorfismo genético asociado a la misma.
Si lo que se pretende es hacer cambiar la composicion de la proteina de la leche de vaca por
la de cabra, quizas habria que tener en cuenta que la leche de cabra mas diferente de la de
vaca, en razoén de su composicidon proteica, seria la que presentara un nivel nulo de o;-
caseina, leche por la que tendria que ser la primera cambiada (Bevilacqua y col., 2000). En
relacion con este tema, destaca la falta de una informacidn precisa sobre la alergenicidad de

la leche de cabra frente a la de vaca.

En este punto hay que recordar lo indicado por Matassino y colaboradores (1990), autores
que en la reunion anual de la Federacion Europea de Zootecnia del afio 1990, ya indicaron
que en un futuro “seria necesario producir leche de una alta calidad, diversificada en razén de
su destino” (consumo directo, fabricacion de queso, fraccionamiento industrial para obtener
sus distintos ingredientes, etc.). Una leche de cabra alta en ag;-caseina presentara, por tanto,
una igualmente, alta calidad tecnologica, mientras que la baja o carente en og;-caseina, podria
mostrar una mejor calidad nutritiva, convirtiéndose de esa manera, en posible alimento de

eleccion para determinados estratos de la poblacion en razén de sus requerimientos.

Por lo tanto, y de acuerdo con los aspectos aqui considerados, tanto desde un punto de
vista nutritivo como saludable, la leche de cabra muestra una composicién que sin duda le
confiere un particular interés. De manera general y en cuanto a la naturaleza de su grasa,
hemos destacado su contenido en MCT en razon de las propiedades de estos compuestos.

Independientemente de esto, resulta bien conocido cémo la grasa de la leche de cabra
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presenta en razon del tamafio de sus miscelas y de su estado de homogeneizacion, una alta

digestibilidad (Boza y Sanz Sampelayo, 1997; Alférez y col., 2001).

Respecto de la naturaleza de la proteina, se ha comentado, igualmente, la importancia de

considerar su composicion, segun su contenido en la fraccion ag;-caseina.

Ademas y de manera general, igualmente se conoce que la proteina de esta leche, presenta
una alta digestibilidad y valor biolégico, aspectos que resultan superiores a los de la proteina

de la leche de vaca (Lopez-Aliaga y col., 2003; Ramos Morales y col., 2005).

A modo de conclusion y, a la vista de lo comentado, puede indicarse que desde el punto
de vista de una alimentaciéon humana saludable, la leche de cabra posee peculiaridades
(estructura fisica y perfil quimico de su grasa, fracciones de sus proteinas, facil digestion,
minimas reacciones alérgicas, etc.), que aconsejan su empleo, al menos, en personas con
intolerancia a la leche de vaca o con diversas patologias que precisen de alimentos de facil
digestion y utilizacion de nutrientes. Estos aspectos de su particular valor nutritivo, son
conocidos a nivel popular desde hace siglos, terminando en este sentido, analizando lo que
sobre la leche de cabra, Alonso de Herrera ya manifesto en su Tratado General de
Agricultura, publicado en 1513: ““La leche de las cabras, mayormente de las prietas, es muy
buena para las personas comida por las mafianas, y tanto mejor cuanto de mejores pastos
comieren, es muy singular cosa para los viejos, y para los nifios, que después de la leche de
mugeres, la de las cabras es la mejor, y aun para los tisicos, que da mucha sustancia, y

consuela los pulmones llagados™.

2.3.- Estudios realizados con el fin de determinar el valor nutritivo de la leche

de cabra

Debido a su particular composicion la leche de cabra se considera hoy un alimento con
el que no solo es posible sustituir a la de vaca, en los casos en que ésta ultima no esté
disponible, sino que puede convertirse en alimento de eleccion en determinados casos, para

ciertos estratos de la poblacion, en razén de sus requerimientos especificos (Haenlein, 2004).
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En los ultimos tiempos, numerosos estudios pretenden poner de manifiesto las
principales diferencias que entre la leche humana, de vaca y cabra existen, disponiéndose hoy
de una extensa bibliografia que trata de aclarar el valor nutritivo que la leche de cabra puede
presentar, sobre todo en lo referente a su empleo en la alimentacion infantil. Debido a la
abundante bibliografia e interés suscitado por el tema, en el 1996, el INRA (Institut National
de la Recherche Agronomique, Francia), celebra uno de sus Coloquios sobre temas de
actualidad, titulado: “Intéréts Nutritionnel et Diététique du Lait de Cheévre”, reunién en la que
se abordaron distintos temas en relacion con las caracteristicas y la calidad nutritiva de la
leche de cabra. Igualmente, en Francia, en el afio 2000, el Institut Technique des Produits
Laitiers Caprins, realiza y publica una recopilacion bibliografica, que titula: “Lait de Chevre:
Composition et valeur nutritionnelle, une bibliographie”. En relacién con diferentes aspectos
de la composicion de la leche de cabra, se recogen 319 citas, sobre su empleo en la
alimentacion del ser humano, 77, indicdndose cémo en contra de su empleo (sefialando
aspectos de su composicion de efectos negativos), se recogen sélo 26 citas, y a su favor, el
resto. Otras 59 citas, se refieren a otros aspectos relacionados con el consumo de este
alimento, como: aspectos microbiologicos, sustitucion de la leche de vaca por la de cabra y

alergenicidad de ésta tltima.

El aspecto mas negativo referente a la composicion de la leche de cabra, es el que se
refiere a su contenido en acido folico y vitamina Bj,. Distintos casos de anemia atribuida al
consumo de leche de cabra, se indica como quedaban curados al administrar simplemente,
acido folico (Jennes, 1980). Sobre este aspecto, Park (2006), en una reciente revision,
comenta cdmo en un principio, la anemia producida por el consumo de leche de cabra,
determinaba en los nifios, una anemia megaloblastica, que se atribuia a la deficiencia en
vitamina B, (Parkash y Jennes, 1968). Sin embargo hoy se conoce como la causa principal
de dicha anemia reside en la deficiencia en folato. En general, la leche de vaca tiene cinco
veces mas folato y vitamina B, que la de cabra, siendo el folato necesario para la sintesis de
hemoglobina, hechos que indican la necesidad de suplementar los productos lacteos

correspondientes, con dichas vitaminas (Park, 2006).
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Otros aspectos ligados a la composicion especifica de la leche de cabra, la presentan hoy,
como un alimento de particular interés, resultando en este sentido, de particular importancia,

los referentes a su composicion proteica y a la de su grasa.

La fraccion proteica de la leche constituye un sistema extremadamente complejo,
diferencidndose segun la especie, tanto cuantitativa como cualitativamente. Comprende mas
de treinta especies moleculares, de acuerdo con la expresion de sus genes estructurales que
codifican seis diferentes cadenas peptidicas, incluyendo las dos proteina séricas mas
importantes, (o-lactoalbumina y B-lactoglobulina) y las cuatro caseinas (asi, sz, By k), las
que interaccionan en presencia de fosfato calcico para formar miscelas. Como en la leche de
vaca, en la de cabra, la fraccidon constituida por las caseinas, alcanza sobre el 80% de la
proteina total. Posteriores modificaciones, (fosforilacion, glicosilacion, proteolisis), son las
responsables de la multiplicidad de formas proteicas que en cada caso puede ser observadas.
Ademas, un pronunciado e incluso inusual polimorfismo genético, puede dar lugar a una
mayor variabilidad, lo que sin duda afade complejidad al sistema. Esto ultimo resulta
especialmente cierto en relacion con la ag;-caseina, habiéndose encontrado en la leche de
cabra, siete variantes proteicas, asociadas con cuatro niveles diferentes de sintesis (entre 0 y
3,6 g/l por alelo). Debido a esto, Marti (1997) comenta cémo tedricamente, es posible

modular la composicion de la leche de cabra segun el genotipo correspondiente.

Junto a la oa-lactoalbumina y f-lactoglobulina, en el suero lacteo existen otros
componentes proteicos a mas bajas concentraciones, los que ejercen funciones especiales
como la de una proteccion local (mucosa mamaria de la madre, mucosa intestinal y bucal en
el recién nacido). Entre estas proteinas se encuentran las inmunoglobulinas (IgA, IgG),
lactoferrinas y enzimas con accidn bactericida y bacteriostatica. Junto a esto, Marti (1997),
igualmente informa de que las caseinas liberan péptidos activos bioldgicamente, los que
median determinadas funciones a nivel neuroendocrino e inmunoldgico. La variabilidad

estructural dentro (inducida por el polimorfismo genético y empalmes) o entre especies,
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proporciona una gran diversidad en cuanto a la composicion proteica de la leche, resultando

aun desconocida la funcion especial que cada una de ellas puede llegar a desarrollar.

2.3.1.- Valor nutritivo de la leche de cabra en funcion de su composicion
especifica. Utilizacion de su proteina y grasa

En cuanto al aprovechamiento a nivel nutritivo de la proteina de la leche de cabra frente

a la de vaca, distintos autores indican como el aprovechamiento de la primera resulta mas alto
y digestible, en razon de que llega a formar en el estdbmago un coagulo mas pequeiio, blando
y fragmentable, circunstancias que favorecen la accion de las proteasas digestivas (Devendra
y Burns, 1970; Park, 1994). En opinion de Haenlein (2004), la distinta composicion de la
proteina de la leche de cabra frente a la de vaca, en el sentido de presentar la primera una
menor proporcion de caseinas y mas altos porcentajes de proteinas séricas, mas saludables,
podria ser la causa determinante del distinto modelo de coagulacion que en el abomaso tiene
lugar para la proteina de la leche de ambas especies, y en consecuencia, de su
aprovechamiento nutritivo. Debido a esto y en razon del alto polimorfismo existente en la
cabra en relacion con el contenido en ag;-caseina de su leche, aquélla que presenta niveles
bajos o nulos de dicha fraccion, muestra unos rendimientos en el proceso de coagulacion mas
bajos, junto a unos tiempos mas largos, aspectos que en opinion de Ambrosoli y
colaboradores (1988), pueden quedar relacionados con los efectos beneficiosos que a nivel
digestivo, parece presentar el tipo de leche de cabra indicado. De igual manera y en funcién
de su distinta composicion, Fabre (1997), Grzesiak (1997) y Reinert y Fabre (1997) indican
como la proteina de la leche de cabra resulta frente a la de vaca, menos alergénica

presentando a la vez una mejor digestibilidad.

En cuanto a los resultados encontrados a nivel experimental, Kumar y colaboradores
(1986) determinan el valor biologico y la digestibilidad de la proteina de la leche de cabra,
deduciendo unas cantidades iguales a 89,29 y 92,42 respectivamente. Février y colaboradores
(1993) comentan cémo la leche de cabra se utiliza como base de alimentos infantiles,

comparandose su valor nutritivo con el de la leche de vaca, sin tener en cuenta su distinto
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contenido tanto en proteina como en grasa. Los autores realizan un ensayo empleando
lechones que se alimentaban en base bien a una leche de cabra o de vaca, las que presentaban
un mismo contenido tanto en proteina como en grasa, recibiendo los animales a la vez una
cebada complementada con minerales y vitaminas. La digestibilidad de los distintos
nutrientes se detectd no diferente segin tipo de leche consumida, a excepcion de los
minerales, los que resultaban mejor utilizados en el caso de consumo de leche de cabra. Estos
mismos autores (Février y col., 1993) empleando animales con anastomosis ileo-cecal,
deducian una menor digestibilidad de la cistina, glicina, tirosina e histidina, en el caso de
consumo de leche de cabra, resultando el resto de los aminoacidos igualmente bien utilizados,
especialmente la lisina que alcanzaba un coeficiente igual a 0,95. La tasa de crecimiento, el
coeficiente de eficacia en crecimiento, junto a las cantidades totales tanto de grasa como de
tejido muscular, resultaron equivalentes en ambos grupos. Respecto del peso del jamon y
lomo de los animales, los valores del jamon resultaron mas altos bajo consumo de leche de
cabra, sucediendo lo contrario para el caso del lomo. Los autores concluyen como a partir del
modelo experimental empleado, el valor nutritivo deducido para la leche de cabra, no resulta

significativamente diferente del de vaca.

Posteriormente, Février y colaboradores (2000), alimentan de manera forzada a tres lotes
de lechones, bien con leche de vaca o cabra con un alto contenido en ag;-caseina y con nulo
contenido en dicha fraccion. La concentracion en materia seca o en consecuencia, la de la
energia digestible, resultaba menor en el ultimo de los tres tipos de leche empleados. La
digestibilidad a nivel ileal de los aminoacidos resultaba mas baja con el consumo de la leche
de cabra libre de ag;-caseina, lo que ocurria concretamente, para el caso de la treonina, serina,
acido glutamico, tirosina y arginina. Recientemente Lopez-Aliaga y colaboradores (2003),
utilizando en ratas dietas en las que parte de su proteina procedia de leche de cabra o vaca,
deducen cémo la dieta con la proteina de leche de cabra, presentaba una digestibilidad mas
alta que la que incluia la proteina de leche de vaca, resultando igualmente mas altos los

valores de balances de N.
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Como se ha indicado anteriormente, el aspecto especifico de mayor interés de la
composicion de la leche de cabra frente a la de vaca, es el que se refiere a la naturaleza de su
grasa, particularmente rica en MCT, los que junto con presentar un metabolismo muy
particular, determinan distintos efectos beneficiosos sobre la salud, los que vienen siendo
desde hace tiempo analizados y revisados (Haenlein, 1992, 2001, 2004; Garcia Unciti, 1996;

Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

2.4.- Metabolismo particular de los MCT. Aspectos de mayor interés

De manera general ya hemos comentado como los MCT se metabolizan de manera
diferente a los triglicéridos de cadena larga, siendo facilmente hidrolizados en el tracto
digestivo, proceso que comienza incluso en el estdbmago por accion de la lipasa pregéstrica
salivar, pudiendo incluso iniciarse su absorcion directamente a dicho nivel, siendo a
continuacion totalmente hidrolizados y absorbidos en el intestino. A esta rapida y eficiente
digestion de los MCT, le sigue un igualmente rdpido catabolismo oxidativo, mostrandose
estos compuestos como excelentes fuentes de energia (Leyton y col., 1987; Aurousseau y

col., 1989; Velazquez y col., 1996; Matsuo y Takeuchi, 2004).

Leyton y colaboradores (1987) comentan concretamente, como los acidos grasos de los
MCT, tales como el latrico y miristico, pueden ser captados por el higado donde llegan via
vena Porta, siendo seguidamente oxidados, proceso diferente por ejemplo, del que sufren los
acidos palmitico y estedrico, que alcanzan el higado via sistema linfatico, necesitando un
periodo de tiempo bastante mas largo antes de que queden disponibles para poder ser
oxidados. Estos mismos autores (Leyton y col., 1987) comentan que mientras que el acido
laurico y miristico se utilizan esencialmente a nivel metabolico como fuentes de energia en el
proceso respiratorio de distintos tejidos, el acido palmitico y estearico una vez absorbidos,
pueden ser utilizados directamente o almacenados en forma de triglicéridos y fosfolipidos

para un uso posterior.

Revisando la informacion disponible al respecto, Veldzquez y colaboradores (1996),

indican como los MCT se metabolizan mas rapidamente que lo hacen los triglicéridos de
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cadena larga, originando una descarga de energia que queda disponible para ser utilizada. Los
MCT pueden llegar a saturar las vias metabdlicas, lo que les permite incorporarse al ciclo de
Krebs y ser metabolizados de un modo alternativo, originandose cetonas (acetoacetato y f3-
hidroxibutirato). Estos cuerpos cetdonicos pueden ser utilizados como combustible a nivel de
los tejidos periféricos. En este sentido, igualmente se comenta como determinados pacientes
en procesos post-operatorios o de shock, llegan a formar cuerpos cetonicos dentro del tejido
muscular como una forma alternativa de combustible, reduciéndose en consecuencia, los
proceso de proteolisis que en tales circunstancias pueden llevarse a cabo a partir de
aminoacidos ramificados. Por esto, los MCT se han propuesto como fuentes de energia
diferentes a los carbohidratos, que pueden resultar extremadamente utiles en determinados

casos, por ejemplo, en la intolerancia a la glucosa.

Aurosseau y colaboradores (1989) comentan los efectos de los MCT sobre el balance de
N y sobre la eficiencia de utilizacion del alimento para el crecimiento. Diferentes resultados
experimentales apuntan a considerar como ambos aspectos, indicativos de la utilizacion de la
proteina, pueden mejorarse al incluir en la dieta una grasa rica en MCT, lo que induce a que
los autores indicados, disefien un lactorreemplazante para corderos que incluia en su
composicion una grasa rica en MCT. La digestibilidad de la energia se incrementaba de
manera significativa asi como la del N. La hidrdlisis de los MCT en el estomago del pre-
rumiante, facilita el que tenga lugar una mayor degradabilidad de la proteina del coagulo en
el que este nutriente queda englobado, suposicion con la que Ternouth y colaboradores
(1975) pretendieron justificar el efecto anteriormente comentado. Junto a esto, se ha descrito
coémo el acido caprilico (C10:0) es capaz de alterar la organizacion de la membrana celular,
facilitando de ese modo la absorcion de grandes moléculas (Kajii y col., 1986). Del mismo
modo, un cambio en el potencial redox a nivel mitocondrial, por medio de sustratos
facilmente metabolizables, parece que puede conducir a un aumento en el flujo de energia a
nivel intestinal, lo que podria facilitar la absorcion de aminoacidos (Kimura y Warshaw,

1988; Aurosseau y col., 1989).
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En base a una serie de ensayos llevados a cabo con cabritos prerrumiantes, se han
obtenido unos resultados de los que se deduce igualmente, el particular comportamiento
metabolico de los 4cidos grasos contenidos en los MCT, en el sentido de no ser depositados a
nivel corporal sino mas bien oxidados o elongados a nivel del higado (Pochoiba y col., 1990;
Yeon y col., 2002; Sanz Sampelayo y col., 2006a). El mas alto crecimiento conseguido por
los animales, asi como su mejor desarrollo muscular, apuntan igualmente, a considerar la
posible ayuda que dichos compuestos pueden ejercer a nivel de la utilizacion de la proteina

(Sanz Sampelayo y col., 2006a).

Igualmente se dispone hoy de algunos resultados de los que se deduce la mejor
utilizacion que la grasa de la leche de cabra, presenta frente a la de vaca. Hachelaf y
colaboradores (1993), en nifios que presentaban sindrome de malabsorcion, sustituyen la
leche de vaca que consumian por leche de cabra, derivandose una mejor absorcion de su
grasa. Razafindrakoto y colaboradores (1993) tratan a nifios desnutridos de 1 a 5 afios, con
leche de vaca o cabra, la que administraban junto a la dieta normal consumida por los
mismos. El grupo que consumia la leche de cabra, alcanzaba un mayor crecimiento junto a
una igualmente mas alta absorcion de la grasa. Alférez y colaboradores (2001) determinan en
ratas, el aprovechamiento de una dieta en la que la totalidad de su grasa, procedia de una
leche de cabra o vaca. Los animales que consumian la dieta con la grasa procedente de leche
de cabra, mostraban una digestibilidad de la misma sensiblemente mas alta, que la alcanzada
por los que consumian la dieta con grasa de leche de vaca, determinandose al mismo tiempo,
coémo los niveles de colesterol resultaban para el caso de consumo de la grasa de leche de

cabra, mas bajos.

Igualmente de interés resulta el indicar como ciertos resultados beneficiosos, obtenidos
al utilizar una dieta en la que su grasa procedia de leche de cabra y no de vaca, tales como la
utilizacion de su grasa y proteina (Alférez y col., 2001; Lépez-Aliaga y col., 2003) o
determinados minerales (Campos y col., 2003; Lopez-Aliaga y col., 2003), se justifican en
base a la diferente disponibilidad energética que la leche de cabra origina, en razén de la

riqueza en MCT que su grasa presenta.
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2.5.- Valoracion de la calidad de una proteina. Importancia del aporte
energético

La valoracién de la calidad de una proteina puede realizarse de diferentes maneras,
quedando implicadas la determinacion bien de diferentes medidas quimicas y/o ensayos o
tests de caracter bioldgico. Para ello, cada vez se llevan a cabo ensayos en modelos animales
apropiados, de los que en cada caso, se deriva la informacion considerada necesaria. A pesar
de ello y como explica la United Nations University (UNU) (1980), estos estudios pueden
presentar ciertas limitaciones en razon de la composicion aminoacidica de la proteina en
cuestion o bien, de la disponibilidad de sus aminoacidos. La funcion para la que la proteina
en estudio va a ser utilizada, es otro aspecto a tener en cuenta, conociéndose en este sentido
coémo la calidad de una proteina puede ser diferente, si se utiliza bien para mantenimiento,

crecimiento o lactacion.

Otras consideraciones a tener en cuenta, son aquéllas derivadas de las condiciones bajo
las que la proteina se valora experimentalmente y las que pueden existir cuando las

condiciones son mas bien de caracter practico.

Por esto se indica, como la utilizacion de una proteina puede variar de acuerdo con el
nivel empleado de la misma y la historia nutritiva del animal. De igual manera, los resultados
experimentales obtenidos en animales al ser extrapolados en humanos pueden dar lugar a
cambios en su valor. Al mismo tiempo, la realizacion de diferentes tipos de ensayos pueden
originar cifras distintas. Estas y otras consideraciones son comentadas en el tratado publicado

por la UNU (1980) sobre la valoracion nutritiva de la proteina de los alimentos.

Cuando lo que se pretende es valorar una fuente proteica frente a otra, los ensayos
realizados emplean éstas a un mismo nivel, llevandose a cabo la valoracion bien por medio
del establecimiento de los correspondientes balances de nitrégeno o simplemente mediante la

cuantificacion del crecimiento en cada caso alcanzado.

Los ensayos de crecimiento y balance son métodos indirectos de prediccion de la

disponibilidad de aminoacidos. Consisten en métodos bioldgicos, los que se llevan a cabo
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empleando un modelo animal adecuado. Suelen considerarse métodos de referencia, pues

permiten estimar la calidad proteica en cuestion, en condiciones practicas de alimentacion.

Por supuesto, el método mas simple para determinar el valor nutritivo de una proteina se
basa en medir la tasa de crecimiento en animales jévenes o en crecimiento. Osborne y
colaboradores ya en el ano 1919, idearon un indice para expresar lo anteriormente indicado.
Este indice es el llamado Coeficiente de Eficacia en Crecimiento (CEC), en inglés, Protein
Efficiency Ratio (PER), el que resulta igual al incremento de peso conseguido partido por la
ingesta proteica correspondiente. Los citados autores (Osborne y col., 1919) ya indicaron
coémo este indice varia con el nivel de proteina en la dieta, usdndose en general el nivel del
10%, hasta que la Association of Official Analytical Chemists (AOAC) estandarizo el
procedimiento recomendando el nivel 9,09% (Derse, 1962). Mas tarde la AOAC (1975)

recoge este mismo indice comparandolo con el obtenido bajo consumo de una caseina.

Los indices basados en el cambio de peso corporal, son criticables en base a que la
ganancia de peso vivo no es constante en composicion, debiéndose no sélo al aumento en el
contenido proteico, sino también a la retencion de grasa. Los indices basados en los cambios
del nitrogeno corporal son los métodos clasicos de referencia de una valoracion proteica. Por
medio de ellos se estima la retencion de nitrogeno, bien directa (método de los sacrificios
comparados) o indirectamente, mediante el establecimiento del balance de nitrogeno, es
decir, la diferencia entre la ingesta y las pérdidas habidas por heces y orina. La mayor fuente
de error de los métodos basados en el balance de nitrogeno, reside en la imposibilidad de

recuperar cuantitativamente la totalidad del mismo, excretado por el animal.

El conocimiento de la retencion de nitrégeno como via de establecimiento del valor de
una proteina, resulta sin duda, una de los mas empleadas. Por medio de la ingesta y excrecion
de nitrogeno por heces y orina, la retencion aparente se estima o determina de manera mas
exacta si se lleva a cabo a la vez, un ensayo con dieta libre de proteina, que permite conocer
las llamadas pérdidas endogenas. Junto a la digestibilidad aparente o verdadera (% absorbido

del ingerido), es posible determinar la llamada utilizacién neta proteica (% retenido del
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ingerido) o valor bioldgico (% retenido del absorbido). El nivel de proteina en la dieta resulta
ser de manera convencional del 10% (UNU, 1980). De este modo, se permite comparar los
resultados obtenidos con distintas proteinas,conociéndose como la utilizacion resulta mas alta

bajo niveles mas bajos de ingesta de alimentos y, més baja, cuando la ingesta se incrementa.

Para la realizacion de las pruebas biologicas correspondientes, se suele utilizar, junto al
nivel indicado de proteina, una composicion total de la dieta que se ajuste a lo aconsejado por
el American Institute of Nutrition (AIN) (Reeves y col., 1993), llevandose a cabo los ensayos
en ratas al destete, las que dispondran de agua ad libitum, y seran dispuestas en una camara
ecoldgica bajo condiciones de temperatura, humedad relativa y periodo de iluminacion,
estandarizado. La duracidon de los ensayos se programa normalmente, para cuatro semanas,
llevandose a cabo durante la ultima el ensayo correspondiente de balance (Sanz Sampelayo y

col., 2006b).

Para la utilizacion de la proteina por un animal y la estimacion de su valor, hay que tener
en cuenta como dicha utilizacién hasta lograr una formacion y deposito a nivel corporal,
resulta ser un proceso de alto costo energético. En consecuencia, la retencion lograda a partir
incluso de una misma ingesta, puede depender de la disponibilidad energética, no sélo en
cuanto a la cantidad, sino también calidad de la misma (Sanz Sampelayo y col., 1997). En
este sentido, desde hace tiempo se conoce, la “ayuda” que en la utilizacion de una proteina
ejerce muchas veces los carbohidratos de la dieta (Fuller y Crofts, 1977), identificaindose mas
recientemente, un efecto similar por parte de la grasa, dependiendo de su composicion
(Leyton y col., 1987; Su y Jones, 1993; Jorgersen y col., 2003). Por lo tanto, la tasa y la
eficiencia con la que el nitrogeno ingerido puede ser digerido, dependen tanto de la cantidad
que de este elemento existe en la dieta, como de la disponibilidad energética. A un nivel dado
de ingesta de nitrégeno, conforme aumenta la cantidad de energia disponible, mas nitrégeno
se retiene. Cuando la energia de origen no proteico se limita, la proteina de la dieta puede
llegar a utilizarse con fines energéticos, y en consecuencia, la utilizacién de la proteina para
la retencion proteica, disminuye. Lo que se indica equivale a decir, que la proteina de una

dieta, se utiliza de manera maxima para la sintesis proteica solo, cuando esté disponible una
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cantidad suficiente de energia en forma no proteica, habiéndose observado este fendmeno en
animales en crecimiento, tanto en cerdos (Fuller y Crofts, 1977) como en cabritos (Sanz
Sampelayo y col.,, 1997). Como indica Berschauer y colaboradores, (1983), estas
consideraciones muestran claramente la relacion existente entre el metabolismo proteico y
energético y como, las necesidades energéticas para retencion de proteina, dependen de la

dieta en cuestion.

2.6.- Bioenergética — Termogénesis

La bioenergética se ocupa del estudio de las transformaciones energéticas en los sistemas
vivos. A nivel fisioldgico, el interés de estos estudios se centra en la obtencion de una
informacion con la que es posible conocer los procesos de transferencia y energia en el
organismo animal y en su utilizaciéon en distintos procesos fisiologicos, como los
correspondientes al mantenimiento de la homeostasis interna o mas bien a la produccion. La
importancia de la informacion derivada del estudio de la utilizacion nutritiva desde un punto
de vista bioenergético, reside esencialmente en su poder, tanto pormenorizador como
sintetizador. Los ultimos avances de este tipo de estudios, hacen hoy posible, el poder
predecir de acuerdo con la cantidad y composicion de la energia ingerida, la utilizacion de la

misma segun las vias metabolicas en cada caso implicadas (Ruiz Mariscal, 1991).

Por medio de los métodos de balance correspondientes, y determinando el contenido
energético de las distintas muestras, es posible ir estableciendo los pasos de la utilizacién de
la energia ingerida hasta establecer la cantidad que finalmente, se deposita a nivel corporal,
bien en forma de proteina o grasa, o se utiliza para otros aspectos productivos. La energia
ingerida (energia bruta) menos la excretada por heces y orina, y también en forma de metano,
caso del rumiante, constituye la llamada energia metabolizable, la verdaderamente disponible

a nivel metabolico, Agricultural Research Council (ARC) (1981).

La determinacién de la energia retenida a nivel corporal puede establecerse bien
directamente, por medio del llamado método de los sacrificios comparados, o indirectamente

como diferencia entre la metabolizable ingerida y la pérdida de calor. En este ultimo caso
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serd necesario establecer dicha pérdida por medio de alguno de los métodos colorimétricos

disponibles (Hardy, 1974).

Los procesos que constituyen termogénesis (produccion de calor asociado a la oxidacion
de un substrato en el organismo animal) juegan un importante papel en la regulacion del
balance energético (Trayhurn y col., 1982). El origen de este proceso continia siendo materia
de controversia, pareciendo hoy, que la naturaleza de la grasa de la dieta, resulta ser un factor

de interés a considerar.

Empleando grasas marcadas, parece deducirse que los acidos grasos poliinsaturados y
los de cadena media, se oxidan como fuente de energia mas rapidamente que lo hacen los
saturados, siendo por tanto depositados en menor cantidad, pudiendo dar lugar a un
incremento de la termogénesis inducida por la dieta (Mercer y Trayhurn, 1987; Su y Jones,
1993). La sintesis de acidos grasos parece quedar inversamente relacionada con el grado de
insaturacion y longitud de la cadena de los mismos. En opinién de Su y Jones (1993), los
acidos grasos saturados y monoinsaturados, son mas facilmente acilados, tranformandose en
triglicéridos que se depositan. Igualmente se conoce cémo la presencia de 4cidos grasos
poliinsaturados o de cadena media, dan lugar a un aumento en el depodsito de proteina (Su y

Jones, 1993).

La produccion de calor asociada a la utilizacion de proteina, puede calcularse como la
diferencia entre la ingesta de la correspondiente energia metabolizable (energia absorbida
como proteina menos la energia de la orina) y, la energia retenida (energia retenida como
proteina). El célculo del calor asociado a la utilizacién en oxidacion de la grasa, se produce
de modo similar bajo el supuesto de que la grasa depositada es enteramente de origen
dietético, resultando por tanto, la energia absorbida como grasa menos la retenida de la

misma forma, igual al calor producido por oxidacion de la grasa (Astrup y col., 2002).

2.7.- Alergia a las proteina de la leche

La leche de las distintas especies de rumiantes, bien directamente o en forma de

productos derivados, constituye un alimento de singular importancia para el ser humano
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durante toda su vida. Este alimento puede considerarse fuente de macronutrientes y
micronutrientes, conteniendo ademads, un cierto nimero de compuestos activos que juegan un
papel tanto nutritivo como de proteccion. Ya sea para su consumo directo o en forma de
productos transformados, la leche de vaca es la mas empleada en el mundo occidental, en
razéon de su mayor disponibilidad. De igual manera, uno de los principales problemas
asociados a su consumo, sobre todo durante los primeros estadios de vida, reside en la
reaccion alérgica que a sus proteinas, con cierta frecuencia se produce, problema que se
intenta solucionar sustituyendo en los alimentos lacteos infantiles, la proteina vacuna por
distintos hidrolizados de la misma o, incluso, por proteinas de origen vegetal. En relacién con
esto, desde hace tiempo se conoce como el problema descrito, queda a veces solucionado
sustituyendo simplemente, la leche de vaca por la de cabra, hecho que viene adjudicando a

¢ésta ultima, un caracter hipoalergénico frente a la de vaca, aspecto atin en discusion.

Debido a la importancia del tema y dado que resulta ser uno de los abordados en la
actualidad por nuestro grupo de trabajo, presentamos aqui una revision referente a la alergia
ocasionada por las proteinas de la leche de vaca, incluyendo junto a la definicion de los
principales conceptos al respecto necesarios, la informacion disponible en relacion con el
analisis de dicho tipo de alergia, asi como la referente a los estudios sobre busqueda de
alternativas a su empleo, especialmente para la infancia, analizdndose en este sentido, la
informacion referente a la posible hipoalergenicidad que la leche de cabra podria poseer

frente a la de vaca.
Reacciones adversas a un alimento

La Academia Americana de Alergia, Asma ¢ Inmunologia, elabora en el afio 1984, un
glosario de definiciones con objeto de unificar conceptos y no dar lugar a errores o
confusiones al aplicar términos incorrectos (American Academy of Allergy, Asthma and
Immunology, 1984). Dentro de dicho glosario se define como término mas amplio, lo que se
conoce como reaccion adversa a un alimento: “respuesta clinica anormal que presentan

determinados individuos y que se atribuye a la ingesta de un alimento o aditivo, que en
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general resulta bien inocuo por la mayoria de los sujetos”. La intolerancia alimentaria, se
define como: “la reaccion adversa a un alimento, en cuya patogenia no interviene, o no se ha
podido demostrar, un mecanismo inmunoldgico”. Por el contrario, la alergia alimentaria, se
considera como: “una reaccion adversa de patogenia inmunoldgica comprobada, que presenta
un individuo tras la ingestion de un alimento”. Esta reaccion se produce sélo en algunos
sujetos previamente sensibilizados, pudiendo desencadenarse después de la toma de muy

pequenias cantidades del alimento en cuestion.

Las alergias son respuestas inmunes exageradas a antigenos extrafios inofensivos
(alérgenos) en individuos sensibilizados. La exposicién inicial del individuo a estos alérgenos
(polen, alimentos, acaros, antibidticos, etc.), origina una respuesta inmune adaptativa, en la
que se produce una activacion de linfocitos T, que coordinan la sintesis de anticuerpos y la
activacion de distintos tipos celulares. Esta respuesta inicial lleva tiempo y normalmente no
causa ningun sintoma clinico. Una vez producidos los anticuerpos o las células T que
reaccionan con el alérgeno, cualquier exposicion posterior al mismo, originard una reaccion
alérgica con diversos sintomas: desde la rinitis caracteristica en la fiebre del heno o las

reacciones asmaticas, hasta un choque anafilactico.

Una vez que un individuo esta sensibilizado, las reacciones alérgicas pueden agravarse
con cada nueva reexposicion al alérgeno, ya que va aumentando el nimero de linfocitos T y
B, que reaccionan frente a esa sustancia. Al igual que ocurre con la respuesta inmune
especifica frente a patogenos, las reacciones alérgicas frente a sustancias inocuas, pueden
originar respuestas de tipo humoral o celular, dependiendo del tipo de alérgeno y de su
presentacion a las células del sistema inmune. En este sentido, Coombs y Gell (1968),
diferenciaron cuatro tipo de alergias (I, II, IIl y IV). Las tres primeras, mediadas por
anticuerpos y la cuarta, mediada por células. A diferencia de lo que ocurre en la
hipersensibilidad de tipo I, las de tipo II y III, tardan unas cuantas horas en producir sintomas
tras la exposicion al alérgeno. La de tipo IV, tiene una latencia superior a 24 h y de ahi que se

denomine también de tipo retardado. Lo mismo le ocurre a la de tipo II, al ser rara su relacién
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con antigenos alimentarios, aunque ha sido demostradada en nifios con intolerancia a la leche

de vaca.

La Academia Europea de Alergologia e Inmunologia Clinica, publico en 1995
(Brujizeel-Kooman y col., 1995) una clasificacion de las reacciones adversas a un alimento,
diferenciando dos grandes grupos, reacciones toxicas y no toxicas, segun que la respuesta
resulte independiente o no del individuo. Por reacciones toxicas se entienden: “aquéllas que
pueden afectar a cualquier individuo”, siendo las no toxicas, “las que padecen solamente, los
que presentan para ello una cierta predisposicion”. Las no toxicas en cuanto que pueden estar
mediadas por mecanismos inmunoldgicos 0 no inmunoldgicos, constituiran una reaccion
alérgica o una intolerancia alimentaria (Brujizeel-Kooman y col., 1995). Por lo tanto, la
alergia alimentaria es un caso particular de las posibles reacciones adversas que origina un
alimento, quedando producida por una reaccion de cardcter inmunoldgico especifica hacia

dicho alimento (Ojeda Casas, 2001).

2.7.1.- Alergia a la proteina de la leche de vaca

Como indica Park (1994), bajo el consumo de cualquier alimento, el sujeto queda
expuesto a numerosas sustancias de cardcter antigénico, capaces de originar una respuesta

inmunoldgica.

La alergia a las proteinas de la leche de vaca es una enfermedad frecuente en el nifio, no
quedando aun claros totalmente, los mecanismos etiolégicos implicados. Un aumento en la
absorcion intestinal de antigenos, seguida de unas reacciones locales de carécter

inmunolégico, constituyen los factores determinantes de esta enfermedad (Walker, 1987).

Este tipo de alergia alimentaria, no afecta s6lo durante la edad infantil sino que puede
persistir en niflos de mas edad e incluso adultos (Heyman y Desjeux, 1992). La mayor parte
de los nifios menores de tres afios presentan anticuerpos circulantes frente a la leche, llegando
a mostrar, al menos en los paises occidentales, el 7% de estos nifios, algin sintoma de alergia

frente a las proteinas lacteas (Park, 1994).
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Muchos alimentos son capaces de producir sintomas de alergia, siendo la leche de vaca
la causa mas frecuente de alergia alimentaria, especialmente en los nifios (Rosenblum y
Rosenblum, 1952; Walker, 1965; Van der Horst, 1976; Firer y col., 1981; Robertson y col.,
1982; Heyman y Desjeux, 1992; Podleski, 1992). Aparentemente, mas de un mecanismo
queda envuelto en la alergia a la leche, y mas de uno se desarrolla en cada paciente, incluso
bajo la existencia de una unica manifestacion clinica (Podleski, 1992), lo que segun Park

(1994), no deja de resultar dificil de entender.

Hablando de la patogenia de la alergia a un alimento, Park (1994) indica cémo al
respecto se han propuesto dos mecanismos integrados, I: la absorcion de un antigeno desde el

intestino y, II: el desarrollo por parte de las células del individuo, de una respuesta inmune.
Absorcion de antigenos desde el intestino

Bajo condiciones fisiologicas normales, una serie de macromoléculas tales como los
antigenos alimentarios, estan siendo constantemente absorbidos por el epitelio intestinal
(Heyman y Desjeux, 1992), resultando dificil el cuantificar la cantidad exacta de proteinas
que cruzan el epitelio intestinal, quedando en dicho proceso implicadas una serie de
interacciones, las que suceden tanto antes como después del transporte a través del epitelio.
Por medio de técnicas in vitro, este proceso ha podido ser medido (Marcon-Genty y col.,
1989; Isolauri y col., 1990), proponiéndose para el mismo, dos vias diferentes. La via
principal resulta ser la degradacion de la proteina en el lisosoma, proceso que no implica la
hidrolisis total de la proteina, origindndose en consecuencia, nuevos antigenos de peso
molecular més bajo, que pueden interaccionar con las células inmunes (Heyman y col.,
1982). En opinidon de Park (1994), mas del 90% de las proteinas que atraviesan la pared
intestinal lo hacen de esta manera. La segunda via por la que una proteina con carécter
antigénico puede ser absorbida, es mediante su paso directo a través del intestino, via de
menor importancia que implica solo el 10% del total (Heyman y Desjeux, 1992; Isolauri y

col., 1990).
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Respuesta inmune

La absorcion de un antigeno alimentario, a través del intestino, estimula a las células del
sistema inmune del individuo, dando lugar a la liberacion de distintos mediadores, los que
quedan envueltos en el mantenimiento de la alteracion de la permeabilidad intestinal
(Heyman y Desjeux, 1992). De acuerdo con el mecanismo inmunoldgico implicado, las
reacciones alérgicas a un alimento pueden clasificarse en dos grandes grupos, segun queden
involucradas o no, las inmunoglobulinas G (IgG). El primer tipo de respuesta consiste en una
reaccion inmediata de hipersensibilidad. Como respuesta a la re-exposicion a un alergeno,
anticuerpos especificos tipo IgG, se unen a basofilos, dando lugar a la liberacién de
mediadores como la histamina (Worthington y col., 1974; McClenathan y Walker, 1982;
Podleski, 1992). Los mediadores se encuentran almacenados en las células de los tejidos
corporales, liberandose cuando se produce el estimulo, actuando sobre determinados tejidos,
causando vasodilatacion, contracciéon muscular, secrecion de mucus, etc. (McClenathan y
Walker, 1982; Podleski, 1992), sucediendo igualmente, una estimulacion de terminaciones
nerviosas. Como manifestacion patologica, las areas afectadas muestran edemas,

vasodilatacion y eosinofilia.

El segundo tipo de mecanismo inmunoldgico, presenta distintas vias de actuacion.
Anticuerpos no del tipo IgG, reaccionan con el antigeno formando complejos, que a su vez,
activan a un sistema complemento, causando inflamacidon y/o efectos citopatologicos
(McClenathan y Walker, 1982). Otro mecanismo, probablemente no mediado
inmunologicamente que se desarrolla en la alergia alimentaria, puede consistir en una
toxicidad directa de la proteina en cuestion o de sus fragmentos. La hidrolisis de las proteinas
absorbidas origina péptidos que podrian quedar implicados en la activacion linfocitaria
(Bland, 1987; Mayrhofer y Spargo, 1989; Heyman y Desjeux, 1992). En un determinado
paciente, lo probable es que actiien simultdneamente distintos mecanismos, predominando
uno de ellos y contribuyendo los demés a la reaccion final (Heyman y Desjeux, 1992;

Podleski, 1992).

42



Revision bibliografica

Relacidn existente entre la alergia alimentaria y la permeabilidad intestinal

En su reciente estudio de revision, Park y Haenlein (2006), analizan este aspecto de las
reacciones de alergia alimentaria. Estos autores comentan cémo usando un modelo
experimental animal, en los casos de existencia de una hipersensibilidad inmediata a la
proteina de un alimento (reaccion mediada por la liberacion de IgG), se ha demostrado que el
estimulo creado por la sustancia antigénica, conduce a un aumento en la permeabilidad
intestinal frente a las proteinas presentes (Bloch y Walker, 1981; Roberts y col., 1981;
Heyman y Desjeux, 1992). Heyman y colaboradores (1990), demostraron que cobayas que
estaban sensibilizadas frente a las proteinas de la leche, presentaban frente a determinadas
macromoléculas marcadoras, una permeabilidad mas alta que la que se detectaba en los
animales controles. Igualmente, un estimulo originado in vitro, por B-lactoglobulina,
aumentaba esta permeabilidad. Estos mismos autores, en otro estudio, obtienen igualmente,
un incremento de la permeabilidad intestinal en una biopsia del yeyuno de un niflo que
presentaba una reaccion alérgica a la leche de vaca (Heyman y col., 1988), efecto que
desaparecia después de excluir dicho alimento de la dieta durante varios meses. Junto a esto,
diferentes estudios llevados a cabo parecen indicar, que la permeabilidad intestinal que se
produce durante una alergia a la leche de vaca, no es la causa de dicha alergia, sino mas bien,

consecuencia de una respuesta inmune anormal (Heyman y Desjeux, 1992).

La secrecion intestinal de electrolitos aumenta durante la hipersensibilidad inmediata.
Sin embargo, la activacioén celular que se produce, es debida a la secrecion de iones CI,
secrecion inducida por la histamina, serotonina, metabolitos del 4cido araquidonico, factor de
actividad plaquetaria, neuromediadores, etc. (Wasserman y col., 1988; Perdue y col., 1990).
Distintos resultados de caracter experimental han puesto de manifiesto, la estrecha relacion
existente entre la actividad celular y el sistema nervioso intestinal, lo que puede dar lugar a
una amplificacion de la disfuncion intestinal de caracter anafilactico (Stead y col., 1989;
Perdue y col., 1990). De acuerdo con esto se sugiere, que todos los mediadores citados,

pueden llegar a estimular la absorcion de macromoléculas proteicas.
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La alergia alimentaria puede también manifestarse de una manera mads tardia,
hipersensibilidad retardada, a través de la activacion de los linfocitos T, los que son capaces
de liberar linfoquinas, interleuquinas (ILs), factor de necrosis tumoral e interferon-y (y-IFN),

los que igualmente, pueden alterar la permeabilidad intestinal (Heyman y Desjeux, 1992).

2.7.2.- Proteinas lacteas con poder antigénico

En relacion con la composicion proteica de la leche de vaca, se conoce como ésta
presenta unos 30 g/kg de proteinas totales. De esta cantidad, sobre el 80% son caseinas,
quedando constituido el 20% restante por las proteinas séricas. De manera general, las
caseinas de la leche de vaca se definen, como las fracciones proteicas que precipitan a
pH=4,6. Las caseinas existentes en este tipo de leche son las os;, a5, By K, quedando
constituidas las séricas especialmente, por la a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, seroalbtimina
e inmunoglobulinas. Las proteinas lacteas que pueden actuar como antigenos,
desencadenando una reaccidon alérgica, parecen ser principalmente las og-caseina y B-

lactoglobulina.

Boza Puerta (1992) indica como tanto la og;-caseina y la B-lactoglobulina, no existen en
la leche humana, donde la mayoritaria resulta ser la B-caseina, si bien su composicion parece
ser bastante diferente de la de vaca (Otani y Hosono, 1989). En una reciente revision de este
tema Park y Haenlein (2006) indican, como los datos de prevalencia a la alergia por leche de
vaca no pueden considerarse exactos, ya que los resultados de los distintos métodos de
diagnostico existentes, son dificiles de interpretar dada la ausencia de antigenos
estandarizados (Kaiser, 1990; Haenlein, 2004) y porque la leche de vaca contiene 18
proteinas diferentes frente a las que en experimentos con animales, se ha demostrado la
formacion de anticuerpos (Hanson y Mannson, 1961). Igualmente se indica como al no estar
presente en la leche humana, la B-lactoglobulina se considera la fraccion proteica de la leche
mas ofensiva desde el punto de vista alergénico, no encontrandose, sin embargo, en diferentes
estudios comparativos realizados, diferencias entre la alergenicidad de la B-lactoglobulina y

caseinas (Buergin-Wolff y col., 1980; Taylor, 1986). Park y Haenlein (2006), analizan los
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resultados encontrados en distintos estudios llevados a cabo tanto en lactantes, nifios y
adultos, como en distintos modelos animales, deduciendo como la reaccidon alérgica parece
poder ser producida tanto por los distintos tipos de caseinas, especialmente la as-caseina y -
caseina, como por las distintas proteinas séricas, P-lactoglobulina, o-lactoalbimina e
inmunoglobulinas (Firer y col., 1981; Bahna, 1991). Estos autores (Park y Haenlein, 2006),
comentan unos resultados obtenidos en 21 adultos y 13 nifios, en los que se suponia de
acuerdo con la sintomatologia correspondiente, la existencia de alergia a la leche de vaca
(Kaiser, 1990). Diez de los 13 nifios mostraron reacciones positivas frente a cinco de los 21
adultos. De estos cinco adultos, s6lo uno presentd titulos altos de IgG, frente a a-
lactoalbimina, mientras que siete de los nifios lo hacian frente a todas o algunas de las cinco
principales fracciones proteicas. En un nifio de dos afios y medio, el titulo mas alto se
encontrd frente a la a-caseina y f-caseina. De manera general, se detectaban titulos de IgG

mas altos frente a caseinas que frente a proteinas séricas (Kaiser, 1990).

En otro caso, en un estudio con 45 niflos que mostraban distintos sintomas
gastrointestinales, dérmicos y respiratorios, Bahna (1991), estimula oralmente con leche
entera de vaca, determinando la respuesta cutdnea, bajo suplementacion intradérmica con
leche entera, caseina y a-lactoalbumina. El test de prueba cutinea resultd positivo en 23 de
los nifos investigados. La concordancia entre los resultados obtenidos en relacion a la
respuesta al estimulo producido con leche entera y, el test de prueba cutanea en el que se
suplementaba con leche de vaca, resultd ser de un 48%, con caseina un 51% y, con a-
lactoalbumina un 31%. Pahud y colaboradores (1985) observaron en cobayas sensibilizados
oralmente con suero de leche de vaca desmineralizado, una anafilaxia cutanea mas intensa,
frente a la B-lactoglobulina, resultando dicha reaccion menor, frente a las otras proteinas del
suero. El suero empleado, perdia su capacidad sensibilizadora después de ser hidrolizado con

tripsina.
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2.7.3.- Sintomas de una alergia alimentaria

Las manifestaciones clinicas mas comunes a cualquier tipo de alergia alimentaria, son de
caracter gastrointestinal, dérmico y respiratorio. En los pacientes afectados por una alergia a
la leche de vaca, los sintomas gastrointestinales se manifiestan generalmente en un 50-75%,
los respiratorios se presentan solo en un 10-30%, mientras que los dérmicos, lo hacen en un

50% o mas (Bahna y Gandhi, 1983a).

El choque anafilactico representa la reaccion mas severa que puede originarse como
consecuencia de una alergia alimentaria, la que consiste en una respuesta sistémica
generalizada que puede conducir, si no se trata de inmediato, incluso a la muerte (Taylor,
1985). Ellis (1979) indica, que un choque de esta naturaleza, se produce raramente como
consecuencia de una alergia alimentaria, habiendo sido, sin embargo, observado en distintos

casos de alergia a la leche de vaca.

Park y Haenlein (2006) comentan como la manifestacion gastrointestinal mas frecuente
que se produce en los casos de alergia a un alimento, es diarrea, vomitos, dolores
abdominales y nauseas. Los sintomas dermatoldgicos incluyen: urticaria, dermatitis, eczema
y angioedema (Taylor, 1985). La alergia alimentaria estd implicada en la etiologia de la
urticaria crénica aunque en opinion de Park y Haenlein (2006), se necesitan en este sentido

estudios, que pongan lo dicho claramente de manifiesto.

Los sintomas respiratorios incluyen rinitis y asma, resultando, como ya se ha dicho,
menos frecuentes que los gastrointestinales, en los casos de alergias alimentarias. Distintos
estudios han llegado a demostrar como diferentes casos de asma, quedaban asociados a una
alergia por consumo de determinados alimentos, entre ellos la leche. La rinitis es el sintoma
respiratorio mas frecuente en estos casos, habiéndose detectado de manera cronica en algunos

nifios con alergia a la leche de vaca (Heiner, 1983).

Junto a lo indicado, existen otros sintomas que pueden ser atribuidos a una alergia

alimentaria, aunque sus mecanismos inmunoldgicos no resulten claros, ni hayan sido
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constatados. Estos sintomas incluyen migraia, desérdenes del comportamiento, otitis media,
sindrome de muerte subita, fibrosis quistica, enfermedad de Crohn, etc. (Park y Haenlein,

2006).

2.7.4.- Alternativas al consumo de leche de vaca en los casos de alergia a su
proteina

La primera descripcion de una alergia a las proteinas de la leche de vaca, se debe a
Hamburger, quién detectd en 1901 una reaccidon aguda en un nifio que consumia este tipo de
leche. Hoy dia se dispone de una amplia informacién segin la cual en determinadas
circunstancias, como en los sindromes de malabsorcion, las proteinas de la leche de vaca
pueden producir problemas de hipersensibilidad, no s6lo en lactantes, sino también en nifios y
adultos. Como consecuencia de esto, desde hace tiempo, se vienen llevando a cabo diferentes

estudios tendentes a ofrecer alternativas al empleo de este tipo de leche.

De distinta manera se viene intentando reducir la alergenicidad de las proteinas de la
leche de vaca. El-Agamy (2007) revisa este aspecto, seflalando en un principio los intentos
practicados por medio de la aplicacion de calor. En este sentido, lo primero observado fue
como la resistencia al calor, difiere marcadamente entre las distintas fracciones proteicas,
resultando la o-caseina la mdas estable, la B-seroalbimina la menos y presentando la -
lactoglobulina una resistencia intermedia (Bahna y Gandhi, 1983b); resultados todos
deducidos seglin ensayos llevados a cabo en diferentes modelos experimentales. En este
sentido, El-Agamy (2007) comenta coémo en estos casos junto a una menor alergenicidad,

podria derivarse, de acuerdo al tratamiento, una caida en el valor nutritivo de la proteina.

Otro proceso practicado con objeto de reducir la alergenicidad a las proteinas de la leche
de vaca, ha sido la aplicacion de tratamientos enzimaticos, encontrandose que los productos
resultantes, presentan unas caracteristicas organolépticas que determinan en muchas
ocasiones, un rechazo por parte del consumidor. Ademas en estos casos no se descarta que el
proceso de proteolisis no dé lugar a nuevas sustancias con caracter antigénico. Por ejemplo,

en este sentido se ha deducido que cuando la B-lactoglobulina se trataba con tripsina, retenia
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su propia antigenicidad, ya que los péptidos originados eran capaces de unirse

especificamente con las IgG humanas (Selo y col., 1999).

Sin duda alguna, la alternativa mas comunmente utilizada en los casos de alergia infantil
a las proteinas de la leche de vaca, es la del empleo de hidrolizados de las mismas, asi como
de la proteina de soja. Las caseinas, proteinas séricas, asi como proteinas de soja, una vez
sometidas a un proceso de hidrélisis por medio de enzimas proteoliticos, dan lugar a los
hidrolizados correspondientes, con los que se pretende sustituir las proteinas originales en las
férmulas infantiles. Los productos asi conseguidos se clasifican de acuerdo con el grado de
hidrolisis proteica llevado a cabo. Segun El-Algamy (2007), distintos hidrolizados de
caseinas se vienen utilizando desde hace casi 50 afos, mientras que los hidrolizados de las
proteinas séricas, hay que considerarlas alternativas mas recientes. Ambos tipos de proteinas

parecen alcanzar un mismo grado de tolerancia clinica (Martin-Esteban y col., 1998).

Estos hidrolizados presentan por lo general, un sabor no agradable, que puede ser
amargo, siendo sin embargo recomendados como la primera alternativa en los casos de
alergia a la leche de vaca durante la lactancia (Terracciano y col., 2002). Distintos estudios
empleando diferentes modelos experimentales, han analizado no so6lo la alergenicidad sino
también el valor nutritivo de estos hidrolizados, tanto de las caseinas como de las proteinas
séricas de la leche de vaca (Boza y col., 1994, 1995a, b, c). En este sentido, se indica como
uno de los aspectos que mas pueden limitar el valor nutritivo de un hidrolizado con vistas a
su empleo en las formulas lacteas infantiles, es la reaccion de Maillard, la que de acuerdo a
los cambios introducidos en la composicion de las proteinas, podria llevarse a cabo en el

producto (O’Brien, 1995).

Segiin El-Agamy (2007), las férmulas infantiles basadas en proteina de soja presentan
desde un punto de vista nutritivo, un valor equivalente a las basadas en hidrolizados de leche
de vaca, resultando a la vez, mas palatables. Sin embargo, no son recomendables para todos
los casos de alergia a la leche de vaca, ya que se ha comprobado que sobre un 17-47% de los

nifios con alergia a la leche de vaca, pueden mostrar algln tipo de reaccion adversa a la soja.
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Dado que se conoce que la composicion proteica de una leche juega un papel esencial en
la posible alergenicidad de la misma, y dado que igualmente se sabe, como la composicion de
las diferentes fracciones proteicas lacteas resultan bastante similares entre las distintas
especies, ultimamente se empieza a considerar la importancia que en la alergia a la leche de
vaca tendria, la razén existente entre la proporcion de caseina y proteina sérica existente.
Lara-Villoslada y colaboradores (2005) investigan en un modelo experimental esta cuestion,
utilizando una leche de vaca normal (relacion caseina/proteinas séricas = 80/20) frente a otra
en la que la relacion entre caseinas/proteinas séricas resultaba sensiblemente menor (40/60),
obteniendo resultados indicativos de existir bajo ingesta de la leche con una menor
proporcion de caseina, una menor respuesta alergénica, concluyendo sobre como esta via de
cambios podria resultar interesante con vistas a reducir la alergia que la leche de vaca en

ciertos casos presenta.

Junto a lo indicado, con el fin de llegar a disponer de una alternativa a la leche de vaca
en los casos de alergia a su proteina, se empieza a considerar la posibilidad de lograrlo
mediante la manipulacion genética. En opiniéon de Boland y colaboradores (2001), esta
manipulacion tanto para el caso de la B-lactoglobulina como para las distintas caseinas,
conseguiria lo que podria llamarse una humanizacion de la leche de vaca. Dado que la B-
lactoglobulina es una proteina no existente en la leche humana y a la que se le atribuye uno
de los mas altos poderes antigénicos, la manipulacion consistiria en la introduccioén en el
genoma bovino de un gen que anulara la sintesis de dicha proteina. Para el caso de las
caseinas, el cambio necesario seria la introduccion de los genes humanos que rigen la sintesis
de dichas proteinas, creando una secuencia de las mismas idéntica a la existente en la leche
humana. Boland y colaboradores (2001) comentan, cémo la expresion de una B-caseina
idéntica a la humana, ha sido conseguida por medio de un gen bacteriano, logrando de esta
manera una leche hipoalergénica, pues si bien la B-caseina es la caseina mas frecuente en la

leche humana, su composicion resulta diferente a la bovina.
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2.7.5.- La leche de cabra como posible alternativa en los casos de alergia a la
de vaca

Como indican Boza y Sanz Sampelayo (1984), las observaciones arqueoldgicas
muestran que la cabra fue uno de los primeros animales que el hombre domestico (French,
1970) y seguramente el unico que le proporcion6 leche en la antigiiedad (Sanz Egana, 1942;
Hawkes, 1977). Esta especie se extendid por todo el mundo y ocupd zonas geograficas mas
amplias que cualquier otro animal doméstico. Su pequeiia talla, docilidad y productividad
tuvieron que hacerla muy apreciada por el hombre primitivo (Boza y Sanz Sampelayo, 1984).
Tormo y colaboradores (2004) comentan como la leche de cabra juega un papel importante
en la alimentacion infantil en distintos paises, tanto anglosajones, incluyendo Estados Unidos,
de Asia, del Magreb y del Tercer Mundo. Haenlein (2004), sin duda uno de los investigadores
que mas se ha dedicado al estudio de la cabra, sobre todo al analisis de la calidad de sus
producciones, comenta en una de sus mas recientes revisiones, cOmo existen numerosas
referencias en relacion con los beneficios que pueden derivarse del consumo de la leche de
cabra, informacion recogida en distintas publicaciones de caréacter divulgativo, siendo en su
opinién, aun escasos los estudios al respecto, recogidos en revistas cientificas especializadas.
Concretamente, cita como en The International Dairy Federation Nutrition Week, del afio
2000, reunion celebrada en Irlanda, no hubo ninguna comunicacién ni presentacion en forma
de poster, sobre el papel de la leche de cabra en la nutricion del ser humano, como tampoco la
hubo en otros congresos relacionados con la produccion lactea. Actualmente se viene
celebrando cada cuatro afios, una reunion sumamente interesante, La Conferencia
Internacional sobre la Cabra, habiendo correspondido al 2004, la VIII de estas reuniones, en
las que se abordan todos los temas referentes a la explotacion de esta especie en todo el
mundo. En la V de estas conferencias, celebrada en 1992 en la India, se organiza por primera
vez un simposio referente al papel de la leche y carne de cabra en la nutricion humana,
analizandose aspectos tan interesantes como: “La leche de cabra en la nutricién infantil”
(Puranik, 1992) y, “Aspectos nutricionales de la leche de cabra y sus productos” (Chandan y

col., 1992), trabajos en los que se analiza el empleo de este tipo de leche en la alimentacion
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infantil en los paises del Tercer Mundo, concretamente en India (Puranik, 1992) o donde
después de comparar su composicion con la que presenta bien la leche de vaca o la humana, y
describirse los principales productos lacteos en base a ella elaborados en todo el mundo, se
termina considerando el beneficio que se deriva en los casos de alergia a la leche de vaca,
mediante su sustitucion por la de cabra. En este sentido, los autores del trabajo, Chandan y
colaboradores (1992), indican como desde hace bastante tiempo, se viene recomendando el
uso de leche de cabra evaporada o en polvo, en las féormulas infantiles (Luke y Keith, 1982;
Juntunen y Ali-Yrkko, 1983; Taitz y Armitage, 1984; Coveney y Darnton-Hill, 1985). Los
autores terminan su estudio comentando que dado que la leche de cabra presenta un
contenido bajo en ag;-caseina, es 16gico suponer que los nifios sensibles a dicha proteina de la
leche de vaca, presenten una alta tolerancia a la de cabra, la que por lo general, contiene

niveles mas bajos de esa proteina.

Park y Haenlein (2006), nos dicen cémo el empleo de leche de cabra como alimento
hipoalergénico respecto de la leche de vaca, ha sido citado repetidas veces para casos en los
que especialmente nifios, mostraban reacciones adversas frente al empleo de leche de vaca,
como eczemas, asma, catarro cronico, migrafas, colitis, ulcera gastrica, dolor abdominal, etc.
(Walker, 1965; Taitz y Armitage, 1984; Haenlein, 2004). Nifios que presentaban alergia a la
leche de vaca y no a la de cabra, lo hacian igualmente, al queso de leche de vaca y no al de
cabra (Soothill, 1987). De la misma manera se cita, que otros individuos afectados de una
eosinofilia como consecuencia de una alergia gastrica, mostraban una mejoria sensible,
después de administrarseles leche de cabra (Rosenblum y Rosenblum, 1952). Maszewska-
Kuzniarz y Sonta-Jakimaczyk (1973) indican del mismo modo, que en un caso de alergia
crénica por consumo de una formula infantil basada en leche de vaca, se lograba curar al

cambiar a leche de cabra.

Park y Haenlein (2006), igualmente comentan, lo publicado por Brenneman (1978),
autor que cita que aproximadamente, un 40% de los pacientes sensibles a las proteinas de la
leche de vaca, toleran las de cabra. Walker (1965), nos dice que s6lo un 1% de los niflos que

resultan alérgicos a la leche de vaca no toleran bien la de cabra. Del mismo modo se informa

51



Revision bibliografica

que la lactoalbimina de la leche de cabra presenta una reaccion cutanea diferente de la de
vaca (Cornell y col., 1971). Perlman (1977) encuentra diferencias en cuanto a las reacciones
cutdneas debidas a las distintas proteinas lacteas con poder alergénico, seglin se trate de leche
de vaca o cabra. Los resultados al respecto obtenidos muestran, como ciertas proteinas
bovinas dan lugar a una mayor incidencia positiva en los test de sensibilidad cuténea, frente a

las de origen caprino.

En cuanto a la posible alergenicidad cruzada que las proteinas de la leche de vaca y
cabra pueden presentar, la informacion disponible resulta atn inconsistente (Podleski, 1992).
Hace tiempo por medio de analisis electroforéticos, se puso de manifiesto la existencia de una
cierta reactividad cruzada entre las proteinas de la leche de vaca y cabra (Saperstein, 1960;
Parkash y Jenness, 1968; Saperstein, 1974; McClenathan y Walker, 1982). Sin embargo, en
opinion de Park y Haenlein (2006), desde un punto de vista clinico, pocas veces se ha
demostrado que la leche de cabra no resulte adecuada para los pacientes afectados de alergia

a la de vaca, en razon de la reactividad cruzada existente entre los dos tipos de proteinas.

No obstante, tras todo lo indicado sobre la posible hipoalergenicidad de la leche de cabra
frente a la de vaca, la bibliografia hoy existente no siempre se manifiesta en este sentido. De
manera concreta, Spuergin y colaboradores (1997), desaconsejan en los casos de alergia, el
sustituir la leche de vaca por la de cabra, manifestando Sabbah y colaboradores (1997) que
s6lo un niimero reducido de pacientes alérgicos a la leche de vaca, toleraban la de cabra. En
este sentido resulta de interés indicar que en distintas revistas médicas, se describen casos de
un paciente Unico, nifio o adulto, que tolerando bien la leche de vaca presentaba alergia a la
de cabra (Umpiérrez y col., 1999; Alvarez Lombardero, 2002; Mufioz Martin y col., 2004).
Dada la complejidad de la respuesta inmune, el interés de la descripcion de estos casos
concretos, residiria en nuestra opiniéon, no s6lo en la manifestacion de la posibilidad de
alergia a la leche de cabra frente a la de vaca, sino también, en la rareza de los casos frente a
lo que al respecto, va siendo cada vez mas admitido. Ademas, la consideracion de que la

leche de cabra resulta hipoalergénica frente a la de vaca, no niega su posible alergenicidad, lo
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que por otro lado y en funcion de la similitud entre las fracciones proteicas de ambos

alimentos, resulta 16gico suponer.

Actualmente, los estudios tendentes a determinar la posible hipoalergenicidad de la leche
de cabra frente a la de vaca, muestran dos direcciones diferentes. En primer lugar, se intenta
definir comparativamente la alergenicidad y reactividad cruzada de las proteinas de ambos
tipos de leche, utilizando distintos modelos experimentales, aplicando las técnicas de alto
poder resolutivo hoy disponibles. En segundo lugar, lo que se pretende es llegar a establecer
frente a la de vaca, la alergenicidad de distintos tipos de leche de cabra en razén de su

diferente composicion proteica.

De acuerdo con la primera via indicada, Lara-Villoslada y colaboradores (2004),
determinan en ratones, la alergenicidad tanto de una leche de vaca como de cabra. Los
animales se sensibilizaban intragastricamente con ambos tipos de leche, presentando los
sensibilizados con leche de vaca ciertas reacciones clinicas mas intensas. Junto a esto, en el
suero de estos mismos animales, se detectaban niveles mas altos de inmunoglobulinas 1gG1
asi como de histamina. Otro diferente resultado obtenido segun tipo de leche, fue el del nivel
de citoquinas, determinandose igualmente, en los ratones sensibilizados con leche de vaca, un
aumento significativo de los niveles de IL-4. Los autores concluyen indicando como en
ratones al destete, la proteina de la leche de cabra resultaba menos alergénica que la de vaca.
A pesar de esto, en su opinioén, se necesitan abordar otros aspectos con objeto de poner
claramente de manifiesto si la leche de cabra puede considerarse una alternativa apropiada a

la de vaca, sobre todo para las formulas lacteas infantiles.

En nuestro grupo de trabajo, se lleva a cabo un proyecto de investigacion dirigido a
caracterizar desde un punto de vista tanto nutritivo como inmunoldgico, la leche de cabra
frente a la de vaca. Utilizando como modelo experimental el cobaya, animal indicado como el
mas adecuado para los estudios de alergenicidad, hemos llevado a cabo dos ensayos in Vivo,
utilizando como agente inmunizante un pool de leche de cabra y vaca. Tras la inmunizacion

oral de los animales, se procedio a realizar la prueba de anafilaxia sistémica, muriendo el
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50% de los animales sensibilizados con leche de cabra (shock anafilactico), frente al 75% de
los que habian consumido la de vaca. Los animales desarrollaron anticuerpos sistémicos
(IgG1) frente a las proteinas de ambos tipos de leche, quedando los niveles correspondientes
determinados por ELISA, entre unos titulos iguales a 1/8 y 1/512. Para la segunda prueba,
determinacion de anafilaxia cutanea pasiva, la sensibilizacion se realiz6 utilizando un pool de
sueros procedentes de los animales que presentaron shock anafilactico en el ensayo de
anafilaxia sistémica. En este caso, se obtuvo el mismo nimero de animales positivos dentro
de cada tipo de leche, si bien en los inoculados con el suero que presentaban anticuerpos
frente a las proteinas de la leche de cabra, la reaccion resultaba menos intensa y el didmetro
de extravasacion menor (Rodriguez Osorio y col., 2006). Estos resultados ponen nuevamente

de manifiesto como la leche de cabra resulta hipoalergénica frente a la de vaca.

En segundo lugar, en relacion con la via indicada resulta interesante manifestar que
como indica Haenlein (2004), el polimorfismo genético existente determina una gran
diversidad en la composicion proteica de la leche, tanto en relacion con las caseinas como
proteinas séricas, lo que hace atin mas complejo el problema asociado a la alergenicidad de
las proteinas de la leche de vaca, necesitandose en cada caso, identificar a la proteina o
proteinas responsables de la reaccion alérgica. Sin embargo, tltimamente se ha manifestado
como esta diversidad genética en cuanto a la composicion proteica de la leche, podria ser una
ayuda con el fin de identificar qué proteina, es la que actia como alérgeno. Bevilacqua y
colaboradores (2000, 2001) plantean por primera vez el supuesto de que la alergenicidad de
la leche de cabra podria variar en razén de ciertos aspectos especificos ligados a la
composicion de su proteina, aspectos que quedarian establecidos de acuerdo con la variedad
genética animal, concretamente segln el polimorfismo asociado al locus de la ag;-caseina,
fraccion presente siempre en la leche de vaca y cuyo nivel en la de cabra, puede variar
considerablemente e incluso resultar nulo. En efecto, el gen mayor de la ag;-caseina, presenta
en la cabra un inusual elevado polimorfismo genético, con 18 formas alélicas (Sacchi y col.,
2005), aspecto que ha sido ampliamente estudiado desde los afios 80 (Boulanger y col.,

1984). Grosclaude y colaboradores (1987), analizaron el efecto de los diferentes alelos sobre
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el nivel de sintesis de og;-caseina en razas caprinas francesas, Alpina y Saanen, clasificando
los siete alelos entonces conocidos, en cuatro grupos: los alelos A, B y C, con un nivel de
sintesis alto (3,6 g/), el alelo E, con un efecto intermedio (1,6 g/l), el alelo F con un nivel de

sintesis bajo (0,6 g/1) y el alelo nulo, sin presencia de ag;-caseina en la leche.

Sabemos que la sustituciéon de la leche de vaca por la de cabra en los casos de
alergenicidad a la primera, demuestra que en un 40% de los casos, los sujetos presentan una
tolerancia normal a la proteina de la nueva leche. Sobre los motivos que determinan que
dicha sustitucion no funcione en un 100%, empieza hoy a pensarse, como hemos dicho, en la
importancia que al respecto puede tener la composicion de la proteina lactea, en razén del
polimorfismo genético asociado a la misma. Si lo que se pretende es hacer cambiar la
composicion de la proteina de la leche de vaca por la de cabra, seria 16gico tener en cuenta
que la leche de cabra mas diferente de la de vaca en razon de su composicion proteica, seria
la que presentara un nivel nulo de as;-caseina. En este sentido Bevilacqua y colaboradores
(2000, 2001) investigan en cobayas la alergenicidad de una leche de vaca frente a diferentes
tipos de leche de cabra en razon de su composicion proteica. De los resultados obtenidos los
autores indican que las discrepancias encontradas a nivel clinico sobre la efectividad de
sustituir la leche de vaca por la de cabra en los casos de alergia a la primera, podrian deberse
al polimorfismo genético asociado a los niveles de ag;-caseina. Los animales utilizados
mostraron una reaccion alérgica a la leche de cabra que presentaba en su composicion la
fraccion agj-caseina, similar a la originada por la de vaca. Por el contrario, los animales que
habian consumido la leche de cabra que en vez de as;-caseina contenia ogy-caseina,
manifestaron una reaccion alérgica s6lo en el 40% de los casos, lo que en opinidon de los
autores apuntaria a considerar a la leche de cabra carente de ag;-caseina, como hipoalergénica
respecto de otros tipos de leche de cabra. En estos estudios igualmente se comenta cémo la
mas alta digestibilidad que la proteina de la leche de cabra carente en ag;-caseina muestra
frente a la de otros tipos de leche de esta misma especie, podria ser la causa de su menor

capacidad sensibilizadora (Bevilacqua y col., 2000, 2001).
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- Estudio del valor nutritivo de la leche de cabra y vaca. Utilizacion de su

proteina y energia

3.1.1.- Animales y dietas

Con el fin de cumplir el objetivo propuesto, se llevaron a cabo unos ensayos de
alimentacion y sacrificio, utilizdndose 40 ratas al destete (21 dias de vida), machos, de raza
Wistar (Harlan Interfama Ibérica, S.A.) con un peso inicial de 4012 g. Ocho de estos
animales se sacrificaban nada mas llegar al laboratorio, formandose con el resto cuatro lotes
de ocho animales, los que se mantenian en células individuales de metabolismo, dentro de
una camara ecologica (21-24°C de temperatura; 50-60% H.R.; 12h diarias de luz/oscuridad),

durante cuatro semanas, siendo igualmente sacrificados el ultimo dia de este periodo.

Cada uno de los cuatro lotes de animales tltimamente descritos, se alimentaban en base
a una dieta diferente. Lote 1: dieta cuya proteina y grasa procedia de leche de cabra (D1);
Lote 2: dieta cuya proteina procedia de leche de cabra y grasa de vaca (D2); Lote 3: dieta
cuya proteina y grasa procedia de leche de vaca (D3) y, Lote 4: dieta cuya proteina procedia
de leche de vaca y grasa de leche de cabra (D4). La fuente de proteina de cada dieta era una
leche en polvo desnatada, bien de cabra (Lacteas Cobreros, Zamora), o vaca (Puleva, S.A.,
Granada), presentdndose en la Tabla 1, la composicidon quimica de las mismas, en la Tabla 2,
la del perfil en aminoacidos de su proteina, en la Tabla 3, la de su contenido en minerales y
en la Tabla 4, la de su composicién en fracciones proteinicas. La fuente de grasa de las
distintas dietas, era nata de leche de cabra (Lacteas Cobreros, Zamora) o mantequilla de leche
de vaca (Puleva, S.A., Granada). La composicion en acidos grasos de esta nata y mantequilla,

se recogen en la Tabla 5.
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Tabla 1.- Composicion quimica de la leche desnatada de cabra y vaca

Leche de cabra (% MS)  Leche de vaca (% MS)

MS 94,24 94,17
MO 91,19 90,96
Proteina 29,35 34,94
Grasa 3,92 0,59
Lactosa 57,93 55,43
Minerales 8,81 9,04

Tabla 2.- Composicion aminoacidica (% AA) de la proteina de la leche desnatada de

cabra y vaca
Leche de cabra Leche de vaca Diferencia (%)1
Aminoacidos esenciales
Triptéfano 0,904 0,966 -6,4
Treonina 4,156 4,063 +2,3
Isoleucina 4,362 4,502 -3,1
Leucina 9,513 9,348 +1,8
Lisina 9,241 8,884 +4,0
Metionina 2,206 2,456 -10,2
Cisteina 0,904 0,814 +11,1
Fenilalanina 4,872 4,689 +3,9
Tirosina 4,449 5,633 -21,0
Valina 5,617 5,200 +8.0
Total 46,224 46,555
Aminoacidos no esenciales

Arginina 3,726 4,016

Histidina 3,248 3,276

Alanina 3,367 3,373

Acido aspartico 7,151 7,527

Acido glutamico 20,696 19,455 +6,2
Glicina 1,639 1,728

Prolina 9,379 8,879

Serina 4,583 5,186

'Diferencia (%): Diferencia entre la proteina de leche de cabra y vaca ([valor leche cabra - valor leche
vaca/valor leche vaca] x 100)
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Tabla 3.- Fracciones proteinicas de la proteina de la leche desnatada
de cabra y vaca

Leche de cabra  Leche de vaca

Caseina (CN; % proteina) 78,7 84,4
as1-CN (% CN) 22,3 34,7
as2-CN (% CN) 12,9 7,8
Proteinas séricas (% proteina) 21,3 15,6

Tabla 4.- Composicion mineral (mg/kg MS) de la leche desnatada de
cabra y vaca

Leche de cabra Leche de vaca
Calcio 9713 9379
Fosforo 9743 7851
Magnesio 1136 866
Hierro 10,18 9,71
Cobre 2,47 1,32
Zinc 34,21 50,07
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Tabla 5.- Perfil en acidos grasos (%) de la grasa de la nata de leche de cabra y mantequilla
de leche de vaca

Leche de cabra Leche de vaca Diferencia (%)1

C4:0 2,28 5,68

C6:0 2,67 3,38

C8:0 3,14 1,87

C10:0 10,96 3,88

C11:0 0,12 0,07

C12:0 5,44 3,93 +38,4
C14:0 11,43 11,31 +1,1
Cl4:1 0,18 0,25

C15:0 0,83 1,11

Cl15:1 0,23 0,24

C16:0 27,37 30,83 -11,2
Cle6:1 0,78 1,47

Cl16:2 n-4 0,12 0,05

C17:0 0,53 0,55

C17:1 0,28 0,25

C18:0 7.89 9,84

C18:1 n-9, trans - 1,59

C18:1 n-9, cis 21,23 19,75

C18:2n-6 2,78 2,50 +11,2
CLA n-7, (cis-9, trans-11) 0,29 0,51

CLA n-6, (trans-10, cis-12) 0,07 0,04

CLA n-7, (cis-9, cis-11) 0,02 -

CLA n-5, (cis-11, trans-13) 0,33 -

CLA total 0,71 0,55 +29,1
C18:3n-3 0,52 0,33 +57,6
C20:0 0,19 0,13

C20:1 n-9 - 0,09

C20:2 n-6 0,03 0,11

C20:3 n-6 - 0,05

C21:0 0,05 0,02

C22:0 0,18 0,15

C23:0 0,02 0,02

C24:0 0,02 0,02

C24:1 n-9 0,02 -

Acidos grasos cadena media (C6-C14) 33,94 24,69 +37.,5
Acidos grasos saturados 73,12 72,77 +0,5
Acidos grasos monoinsaturados 22,72 23,64 -3,9
Acidos grasos poliinsaturados 4,16 3,59 +15,9
Acidos grasos piliinsaturados n-6 2,88 2,70 +6,7
Acidos grasos piliinsaturados n-3 0,52 0,33 +57,6
Acidos grasos piliinsaturados n-6/n-3 5,54 8,18

'Diferencia (%): Diferencia entre la grasa de leche de cabra y vaca ([valor de leche cabra — valor de
leche vaca/valor de leche vaca] x 100)
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Tabla 6.- Composicion en ingredientes (%) de las dietas experimentales

Dietas con proteina de leche Dietas con proteina de
de cabra y grasa de leche de  leche de vaca y grasa de
cabra o vaca leche de vaca o cabra
Leche en polvo desnatada 33,01 26,72
Grasa 8,85 9,86
Celulosa 5,00 5,00
Almidén 38,18 42,32
Sacarosa 10,46 11,60
Complemento mineral 3,50 3,50
Complemento vitaminico 1,00 1,00

Todas las dietas se elaboraron con el fin de contener un 10% tanto de proteina (UNU,
1980) como de grasa (Alférez y col., 2001). De acuerdo con la composicidon quimica de la
leche desnatada de cabra y vaca, se tomaba de cada una de ellas la cantidad necesaria para
aportar el contenido en proteina indicado. Dado que cada leche desnatada presentaba una
pequena cantidad de grasa, la necesaria a aportar, se completaba, en cada caso, con grasa pura
obtenida a partir de la nata o mantequilla. Para ello, se partia de cantidades de éstas, fundidas
a b.m. centrifugdndose en centrifuga refrigerada (Hetticj; Universal 30 RF, Alemania), a 4°C
y 4.000 r.p.m. durante 15 minutos, separandose la fraccion sobrenadante constituida
exclusivamente por la grasa. Igualmente, en cada dieta se introducia un 5% de celulosa
micronizada (Reeves y col., 1993). El corrector mineral de las distintas dietas se preparaba de
acuerdo con las recomendaciones del AIN (Reeves y col.,, 1993), teniendo en cuenta la
composicion que en ese sentido presentaban las dos leches desnatadas, incorpordndose a la
dieta a la concentracion del 3,50%, AIN (Reeves y col., 1993). De igual manera, se
incorporaba un corrector vitaminico en cantidad (1%) y composicion, de acuerdo con lo
indicado por el AIN (Reeves y col., 1993). Finalmente, calculada la cantidad de lactosa
aportada por cada leche desnatada, el resto de componentes necesarios, se completaba por

medio de almidon de trigo y sacarosa, en una proporcion similar a la indicada por el AIN
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(Reeves y col., 1993). En la Tabla 6 se presenta la composicion en ingredientes de las cuatro

dietas experimentales y en la Tabla 7, la composicion quimica de las mismas.

3.1.2.- Metddica de los ensayos

Los animales se alimentaban ad libitum, disponiendo de agua durante todo el tiempo. La
ingesta individual alcanzada y el peso vivo, se controlaban dos veces por semana. Durante la
ultima semana del periodo experimental indicado, se llevaba a cabo un ensayo de balance,
recogiéndose individualmente durante el mismo, las heces y orina producida diariamente,

guardandose hasta el momento de su analisis, a -20°C.

Tabla 7.- Composicion quimica (% MS de las dietas experimentales)

Dietas
1 2 3 4
MS 93,82 93,86 93,69 93,54
MO 96,49 96,54 96,99 96,96
Proteina 10,03 10,07 10,03 10,09
Grasa 10,00 10,00 10,00 10,00
Minerales 3,51 3,46 3,01 3,04
Energia (MJ/kg MS) 18,59 18,73 18,64 18,21

Dieta 1: Proteina y grasa de leche de cabra

Dieta 2: Proteina de leche de cabra; grasa de leche de vaca
Dieta 3: Proteina de leche de vaca; grasa de leche de cabra
Dieta 4: Proteina y grasa de leche de vaca

Terminado el ensayo de balance, se sacrificaban todos los animales después de ser
anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico (Pentotal; Abbot,
Madrid). Una vez muertos, se procedia a limpiar el estobmago e intestinos de su contenido,
guardandose los cuerpos a -20°C. El manejo y mantenimiento de los animales
experimentales, estuvo en todo momento, de acuerdo con las exigencias de la Union Europea

y normas y guias espafolas, para el trato de animales de experimentacion (Boletin Oficial del

Estado, 1988).
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Antes de proceder a su andlisis y estando aun congelados, los cuerpos de los animales
sacrificados al inicio y final de los ensayos, se picaban en picadora (Retsch, Haan, Alemania),
empleando matriz de 1 mm, y con ayuda de N liquido con el fin de evitar calentamientos. La

masa corporal de los animales, se guardaba a -20°C hasta el momento de su analisis.

3.1.3.- Medidas y analisis

Como se ha indicado, se determinaba la composicion en fracciones proteinicas, el perfil
aminoacidico de las dos fuentes de proteina y el de acidos grasos de las dos fuentes de grasa,
asi como el contenido en proteina, grasa y minerales (Ca, P, Mg, Fe, Cu y Zn) de las dos
leches desnatadas. De igual manera, se determinaba la composicion quimica de las dos leches
desnatadas, estimandose el porcentaje de lactosa como la diferencia entre 100 y la suma de

los porcentajes de proteina, grasa y minerales.

Elaboradas las dietas, se determinaba su composicion quimica, estableciéndose su
contenido en materia seca, proteina, grasa, minerales y energia. Igualmente, en muestras
apropiadas de heces, orina y masa corporal, se determinaba su contenido en materia seca, Ny

energia, asi como el de grasa de las heces.

La materia seca de las leches desnatadas y de las dietas, se determinaba por desecacion
en estufa a 100£2°C durante 24h y la de las heces, orina y masa corporal, por liofilizacion. La
cantidad de minerales totales de las leches desnatadas, de las dietas y heces, se establecia por
ignicion en horno eléctrico a 550°C (AOAC, 2005). El contenido en N de las dos leches
desnatadas de las distintas dietas, de las heces, orina y masa corporal, se determinaba por el
método de Kjeldahl (AOAC, 2005). El contenido en N proteico de las dos leches desnatadas
y de las distintas dietas, se calculaba como la diferencia entre el N total y el no proteico,
siendo el N total determinado en muestras de la materia original y el no proteico, en el
filtrado que se obtenia después de preparar una solucion y precipitar las proteinas con acido
tricloroacético al 12% (peso/volumen). Las cantidades de N proteico se convertian en
proteina, aplicando el factor multuplicador 6,38. De la misma manera, las cantidad de N de

las muestras de heces, se convertian en proteina, aplicando el factor multiplicador, 6,25.
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La cantidad de grasa de las dos leches desnatadas, se establecia por el método de Gerber
(AOAC, 2005) previa preparacion de una solucidon de las mismas. El contenido en grasa de
las heces, se establecia por extraccion con éter de petrdleo (punto de ebullicion 40-60°C,
previa hidrélisis acida con CIH 3 N (Sanderson, 1986). Con el fin de establecer el perfil en
acidos grasos de la nata (leche de cabra) y mantequilla (leche de vaca), los metil ésteres de
los correspondientes acidos grasos se separaban en un cromatografo de gases (Perkin-Elmer,
Norfolk, CT), previsto de una columna capilar SP 2560 (100 m x 0,25 mm de diametro
interno x 0,20 um; Supelco Bellefonte, P.A.) equipado con detector ionizador de llama (FID),
siendo la programacion de la temperatura la siguiente: de 100 a 185°C, de 185 a 230°C,
5°C/minuto, manteniéndose durante 26 minutos. El gas transportador era N, y las
temperaturas de inyeccion y deteccion, de 300 a 325°C, respectivamente. La identificacion de
los picos correspondientes a los distintos acidos grasos, se llevaba a cabo mediante la
comparacion de la muestra problema con una mezcla de ésteres de acidos grasos de perfil
cromatografico conocido (mezcla FAME de 37 acidos grasos; Supelco Bellefonte, P.A). Para
identificar los isomeros del &cido linoleico conjugado (CLA), se emplearon estandares del
cis-9 transl1 CLA y trans 10-cis-12 CLA (Matreya Inc. P.A.). Con el fin de corregir las
areas de los picos individuales de los dcidos grasos de menos de 10 4&tomos de C, se empleaba
un estandar de aceite de mantequilla (CRM 164; Commission of the European Community,

Bureau of references, Bruselas).

El perfil en aminodcidos de la proteina de la leche desnatada de cabra y vaca, se
determinaba por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en fase inversa, previa
derivatizacion del hidrolizado de la muestra correspondiente, con fenil-isotiocianato, segun el
método Pico-Tag (Cohen y col., 1989) de bondad contrastada por Pérez Martinez (1995).
Para cuantificar correctamente los aminodcidos metionina y cisteina, se llevaba a cabo un
proceso de hidrolisis por oxidacién performica. Para la separacion y la deteccion de los
aminodcidos, se empleaba un cromatografo liquido de alto poder resolutivo, Waters modelo
2695 (Waters Cromatografia, S.A., Madrid), previsto de una columna Nova Pack C18 (3,0 x

150 mm, Waters). El detector (Waters 2487) se fijaba a 254 nanometros. Para el control de
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gradientes y procesado de datos, se utilizaba el programa Millenium 32 (Waters),
manteniéndose el controlador de temperatura a 36°C. La identificacidon y cuantificacion de los
distintos aminodcidos se llevaba a cabo mediante el empleo de una disoluciéon madre que

contenia 17 aminoacidos (Pierce, BCI-180).

Las fracciones proteinicas de la proteina de las dos leches desnatadas, se establecia por
la metodologia NIRS (Burns y Ciurczak, 1992, 2001). Para ello se utilizaba un
espectrofotometro monocronador de espectro continuo (Foss-NIRS systems 6500 SY 1),
equipado con modulo de giro, el cual es capaz de realizar medidas entre 400 y 2500 nm. Cada
espectro quedaba formado por 1050 valores de absorcion de los que 350 correspondian a la
zona del visible (400-1,100 nm) y 700 a la zona del infrarrojo cercano (1,100-2,500 nm). Para
la recogida de espectros, se empleaba el programa ISI NIRS 3 version 2,05 (Infrasoft,
International, Port Matilda, PA, USA). El programa empleado para el tratamiento de los datos
espectroscopicos, era el Winisi II, version 1,04 FossNIRSystem/Tecator (Infrasoft
International LLC). La preparacion de las muestras para la lectura, consistia en un
calentamiento de una solucion de la leche a 40°C con posterior agitacion, introduciéndose un

filtro de vidrio (Millipore AP40) empapado en la muestra de leche.

La determinacion del contenido en Ca y Mg de la leche desnatada de cabra y vaca, se
determinaba por espectrofotometria de absorcion atomica (Perkin-Elmer 1100 B; Perkin-
Elmer, Shelton, CT, USA), comparando con una serie de valores estandares. El contenido en
P de las mismas clases de muestras, se establecia por espectrofotometria visible (Perkin-

Elmer UV/VIS, spectrometer lambda 16) siguiendo la técnica de Fiske y Subbarow (1925).

3.1.4.- Parametros obtenidos o estimados

Junto a las ingestas y pesos, se calculaban los coeficientes de eficacia en crecimiento (A
peso/ingesta proteina) e indices de transformacion (ingesta MS/A peso), segun dieta
consumida, asi como la digestibilidad de los nutrientes y de la energia, (cantidades
aparentemente absorbidas respecto de las ingeridas), estableciéndose igualmente, el

contenido de las dietas, tanto en energia digestible como metabolizable (kJ/g MS). De
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acuerdo con las ingestas y excreciones correspondientes, se calculaban las cantidades tanto de
N como de energia necesarias para establecer su utilizacion, asi como la composicién

corporal final de los animales.

La energia retenida y la cantidad de proteina depositada a nivel corporal, se estimaban
segin el método de los sacrificios comparados, de acuerdo con la composiciéon de los
animales sacrificados al inicio y final del ensayo. La energia retenida como proteina se
calculaba, multiplicando la cantidad de proteina depositada por el factor 23,8 (kJ/g de
proteina) (Brouwer, 1965; Van Assendelft y col., 1973). La produccion de calor total, se
establecia como la diferencia entre la energia metabolizable ingerida y la energia total
retenida. Como la energia retenida resulta ser esencialmente, la que lo hace en forma de
proteina y grasa, la retenida como grasa, se calculaba como la diferencia entre la total
retenida y la conseguida en forma de proteina. La produccion de calor asociada a la
utilizacion de proteina o grasa, se estimaba como la diferencia entre la correspondiente
ingesta de energia metabolizable y la energia retenida, asumiendo que el deposito de grasa
era enteramente de origen dietético (Astrup y col., 2002). Finalmente, la cantidad de grasa
depositada, se calculaba dividiendo la cantidad de energia retenida como grasa, por 39,8 (kJ/g
de grasa) (Brouwer, 1965; Van Assendelft y col., 1973). Los valores correspondientes a cada
animal, se establecian considerando su peso medio, de acuerdo con el inicial y final del

periodo experimental total.

3.1.5.- Tratamiento estadistico de resultados

Los valores obtenidos, fueron analizados estadisticamente, en un ordenador compatible

PC, utilizandose el paquete estadistico Statgraphics Plus para Windows (Statgraphics, 2001).

Los valores correspondientes a cada animal segiin dieta consumida, se analizaron segiin
un analisis de la varianza correspondiente a un disefio factorial: 2 (fuente de proteina) x 2
(fuente de grasa), de acuerdo con el modelo general lineal (Steel y Torrie, 1984). El modelo
contemplaba el efecto causado tanto por la fuente de proteina como de grasa, asi como la

posible interaccion entre ambos efectos. Cuando el término correspondiente a la interaccion
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resultaba no significativo (P>0,05) la particién de la varianza se establecia omitiendo dicho
término. Las posibles diferencias existentes entre las medias correspondientes a los distintos
tratamientos, se establecian utilizando el test de rango multiple de Duncan. Las tablas de
resultados recogen los valores medios, la desviacion estandar residual y el nivel de

significacion correspondiente.

3.2.- Estudio comparativo de la capacidad inmunogena de la leche de cabra,

leche de vaca y de sus lactosueros

3.2.1.- Determinacion del espectro antigénico de la leche de cabra, leche de

vaca y de sus lactosueros

Obtencion de inmunisueros

Se obtuvieron en conejos, con la finalidad de disponer de anticuerpos policlonales
especificos, para la identificacion de las proteinas antigénicas de leche de cabra (LC), de vaca
(LV), y de sus respectivos lactosueros: de leche de cabra (LLC) y de leche de vaca (LLV),

mediante Western blot.
Animales

Para la obtencion de anticuerpos policlonales se han utilizado 4 conejos macho de raza
New Zealand de 2 a 2,5 kg de peso, suministrados por Harland Iberica, S.L. libres de
patogenos (incluyendo ecto- y endoparasitos). Los animales se dispusieron en jaulas
individuales, en una habitacion a 25°C y periodos de iluminacién de 12 horas, disponiendo de

agua y comida ad libitum.
Leche de cabray vaca entera. Obtencion de lactosueros

Se utilizé un pool de leche de cabra de raza Granadina, de la Granja Experimental de la
Excma. Diputacion de Granada y otro de leche de vaca, de una explotacion lechera de la

zona, de raza Holsten Frisian.

Para obtener los lactosueros, los dos tipos de leche se desnataron, siguiendo lo indicado

por Basch y colaboradores (1985). Tras centrifugacion a 5.000 g a 4°C durante 30 minutos, y
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filtracion sobre cuatro capas de gasa, se separaba la grasa que quedaba en las paredes y en la
superficie del liquido. La obtencion de los lactosueros se realizo por precipitacion de las
caseinas por acidificacion. Partiendo de LC, con una solucion al 10% de acido acético, se
precipitaban las caseinas a pH= 4,1. Tras 20 minutos de reposo a temperatura ambiente, se
centrifugaba a 4.500 g durante 20 minutos, a continuacion se filtraba, recogiéndose el
sobrenadante (comunicacion personal Dra. L. Amigo). En cuanto a LV se siguid en parte el
procedimiento de Van Hekken y colaboradores (1992). La precipitacion de las caseinas se
realizaba a pH= 4,6 con una solucién de acido clorhidrico IN. Una vez formado el

precipitado, se centrifugaba a 6.000 g durante 15 minutos a 4°C, obteniéndose el lactosuero.

La composicion en fracciones de la leche de cabra y vaca utilizada y de sus respectivos
lactosueros, se muestra en la Tabla 8. Dicha composicion se determind por medio de la

metolodologia NIRS tal como ya se ha descrito.

Tabla 8.- Composicion en fracciones proteinicas de la leche de cabra y vaca y de sus
respectivos lactosueros (%)

LC LV LLC LLV
Proteinas séricas 21,8 18,0 100,0 100,0
seroalbumina 2,7 1,5 12,6 8,2
o-lactoalbumina 6,5 12,0 29,7 66,6
B-lactoglobulina 12,6 4,5 57,7 25,2
Caseinas 78,2 82,0 - -
0s1-caseina 16,2 32,6 - -
Os2-caseina 11,0 8,5 - -
B-caseina 454 30,2 - -
K-caseina 5,6 10,7 - -

LC: Leche de cabra; LV: leche de vaca; LLC: lactosuero de leche de cabra; LLV: lactosuero de leche
de vaca

En todas las soluciones se determin6 la concentracion en proteinas mediante el método
del acido bicinconico (Smith y col., 1985), y alicuotandose y conservandose a -80°C hasta su

uso. Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE-SDS), comprobamos su
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patron polipeptidico, lo que realizamos como se indica en la pagina 73. En cada carril se
cargaban 6 pg de proteinas, empleando geles discontinuos de 0,75 mm de grosor. En el
primer carril, depositabamos los patrones de pesos moleculares (se usaron los de alta
precision pretefiiddos de BIORAD). El segundo carril, se reservd para -caseina de cabra,
aislada por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), obtenida por los Servicios
Técnicos de la Universidad de Granada. En el tercero, se depositdo IgG (H+L) de conejo
(SEROTEC). Una vez terminada la electroforesis, el gel se separaba de los cristales, y se
colocaba cuidadosamente en una solucion de azul Coomassie R-2500,1% en fijador (40%
metanol, 10% de acido acético) (BIORAD) durante 40 minutos, manteniéndose en agitacion.
Una vez trascurrido este tiempo, se recuperaba la solucion de tincioén y se afadia solucion
decolorante (25% de metanol, 7,5% acido acético), cambiandola cada media hora hasta su

decoloracion. Los geles se analizaron con el programa Quantity One® 4.4.0 de BioRad.

Protocolo de inmunizacion

La inmunizacion por via subcutanea, se realizé en diversos sitios de la espalda rasurada
de los conejos. Se les inocul6 un volumen de liquido que contenia 4 mg de proteina para el
caso de LC y de LV, y de 3 mg, para los correspondientes lactosueros, emulsionado con un
volumen igual de adyuvante completo de Freund para la primera inoculacion (Sigma), y para
las siguientes, con adyuvante incompleto (Sigma). Las inoculaciones se repitieron
semanalmente durante un periodo de 50 dias. El nivel de anticuerpos se evalud en el suero,
obtenido en sangrias semanales de la vena marginal de la oreja, mediante la técnica de
inmunodifusion (Gonzélez Castro y col., 1966) y la técnica ELISA (Gomez Garcia y col.,
2003). Al final del proceso los animales se anestesiaron con pentobarbital sddico (Pentotal;
Abbot, Madrid), via intraperitoneal, y se les realizdo la sangria total mediante puncion
cardiaca. Antes de proceder a la inmunizacion de cada animal, se obtuvo una sangria 0 (Sy)
con objeto de disponer de sueros normales controles, y ademds para determinar en la técnica
ELISA el valor limite de densidad 6ptica (DO) a partir del cual, los sueros se consideraban

positivos. Este valor limite se obtenia como la media de tres réplicas de la DO de la sangria 0
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mas tres veces la desviacion estdndar de las mismas. Todos los sueros se alicuotaron y se

guardaron a -80°C hasta su uso.

Técnica de Inmunodifusion (ID)

Como ya hemos indicado, esta técnica se realizO para comprobar la riqueza en
anticuerpos de los sueros obtenidos semanalmente durante el proceso de inmunizacioén. La
sangria total se realizd, cuando el nimero de bandas de precipitacion no aumentaban y

resultaban nitidas.

Como soporte usabamos una solucion de agarosa (BioRad) al 1%, preparada en solucién
salina estéril. Los portas donde se realizaba la prueba, se sumerguian en una solucién de
agarosa al 0,1% en agua destilada, al objeto de que al depositar el soporte y una vez
solidificado, no se desprendiera. En cada extremo del borde lateral del porta, se disponian
unas ldminas de plastico de 4 mm de grosor, depositdindose la agarosa en la superficie
senalada. Inmediatamente después, se colocaba una plantilla de pléastico de superficie
completamente lisa sobre la agarosa fundida. Se esperaba su solidificacion y por

desplazamiento lateral, se retiraba la plantilla.

Sobre la agarosa solidificada se perforaban unos orificios de tamafio variable, entre 3 y
Smm de diametro: uno central, donde se disponia el antigeno, y los otros cuatro laterales,
donde se colocaba el suero. Se depositan en camara himeda de 6 a 48 horas. El antigeno y el
anticuerpo difunden y cuando se encuentran a la concentracion adecuada, se forma una linea

de precipitacion.

Posteriormente, se lavaban los portas durante 24 horas en tampén fosfato (PBS) con
azida de sodio (NaN; Merck) a temperatura ambiente. A continuacion se someten a otro
lavado de 24h, con PBS, y finalmente se sumergia 4 horas en agua, para extraer las sales. La
finalidad de los lavados era eliminar el exceso de inmunorreactivo que no hubiese
reaccionado. A continuacion los portas se secaban, envueltos en papel de filtro, a 37°C. Una

vez secos, se procedia a su tincién. Los portas se sumerguian en solucion de rojo Ponceau
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(Sigma) de 1 a 5 minutos, y se decoloraban con 4cido acético 10% (Merck) para eliminar el

exceso de colorante.

Técnica ELISA

Se desarrollé siguiendo la técnica descrita por Gomez Garcia y colaboradores (2003). Se
sensibilizaron placas ELISA de poliestireno de alta afinidad de NUNC (como todas las
empleadas en el presente trabajo), con LC, LV, LLC y LLV (5 pg/pocillo) diluyéndolas en
tampon carbonato (Merck), 0,1M, pH=9, y 0,02% de NaNj. Tras una hora de incubacion de
la placa, se afiadian dobles diluciones de los sueros de conejo, en PBS comenzando al 1/8. El
siguiente paso fue la incubacion con una anti-IgG (H+L) de conejo conjugada con peroxidasa
(BioRad), diluida al 1/3000 en PBS-0,05% Tween 20 (Merck). Finalmente la reaccion se
revelaba usando 0,003% de H,O, (Sigma), como sustrato y 1 mg/ml de &cido 2,2’-azino-bis
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS, Sigma) como cromogeno, disueltos en tampdén
citrato-fosfato (Merck), pH=4,0. Tras 15 minutos en oscuridad, se realizaba la lectura de la
DO de los pocillos a 405 nm, en un lector de placas BioRad modelo 550, programa
Microplate Manager” version 4.0. En todos los casos se empled un volumen de 100 pl e
incubaciones de 30 minutos a 37°C. Los lavados entre los pasos se hicieron con 0,05% de
Tween-20 en agua corriente, 3 veces durante 5 minutos cada vez. El valor limite para cada
animal se determiné con tres réplicas de su sangria 0 mas tres veces la desviacion estandar a

la dilucion 1/8.
Técnica de Western blot

La identificacion de las proteinas antigénicas en LC, LV, LLC y LLV se realizo
mediante la técnica de Western blot, técnica que consta de tres pasos: separacion de los
polipéptidos de las diferentes soluciones mediante electroforesis, electrotransferencia a

nitrocelulosa y, reaccion inmunolodgica con los sueros inmunes de los conejos.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas se llevd a cabo en geles de poliacrilamida (BioRad), en

condiciones reductoras y en presencia de SDS (dodecil sulfato sédico, BioRad), segun el
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sistema descrito por Laemmli, (1970). Hemos empleado un equipo Mini-Protean II de
BioRad. Usdbamos un peine de 10 carriles y en cada carril se han cargado 40 pg de proteinas,
reservando el carril inicial de la izquierda, para los patrones de pesos moleculares (usdbamos
los de alta precision y pretefiidos de BIORAD). El segundo carril, se reservaba para B-caseina
de cabra aislada por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), obtenida por los

Servicios Técnicos de la Universidad de Granada.

Se empleaban geles discontinuos de 7,3 cm (longitud) x 8,0 cm (anchura) x 1,5 mm
(grosor), formados por un primer gel con un 4% de acrilamida/bis (BioRad), 125 mM de
Tris-CIH (pH=6,8) (Sigma) y 0,1% de SDS, y un segundo gel con un 17% de acrilamida-bis,
375 mM de Tris-HCI (pH=8,8) y 0,1% de SDS. Durante la electroforesis, el primer gel tiene
la misiéon de condensar las proteinas en una banda estrecha, de forma que entren juntas en el

segundo gel, donde tiene lugar la separacion en funcidon de sus pesos moleculares.

El tampodn de electroforesis se componia de 25 mM de Tris (Sigma), 192 mM de glicina
(BioRad) y 0,1% de SDS, con un pH de 8,3. Las muestras se preparaban calentando a 100°C
durante 3 minutos, una mezcla de volumenes iguales de la solucion proteica y un tampdn que
contenia 4,6% de SDS, 10% B-mercaptoetanol (BioRad), 20% p/v de glicerina (Sigma), 125
mM de Tris, 0,01% de azul de bromofenol (BioRad) y 4cido clorhidrico hasta alcanzar un pH

de 6,8. La electroforesis se llevd a cabo a 4°C y 200 voltios durante 1 hora.

Electrotransferencia

Una vez separadas las proteinas en el gel de poliacrilamida, se transferian a un soporte
para llevar a cabo la reaccion inmuno-enzimatica, técnica descrita por Towbin y
colaboradores (1979). Como soporte se empleaba nitrocelulosa de 0,45 um reforzada con
acetato de celulosa (de laboratorios Whatman, suministrada por BioRad). La transferencia se
realizaba durante 12 horas, a 4°C, a 30 voltios, en un tampoén con 20% de metanol (Sigma),
25mM de Tris y 192 mM de glicina. El gel se equilibraba previamente durante 15 minutos
con el tampdn, para eliminar los restos de SDS que podrian interferir en la union de las

proteinas a la nitrocelulosa.
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Técnica inmuno-enzimatica

Tras la transferencia, se cortaba el carril de la hoja correspondiente a los estandares de
pesos moleculares. El resto, se sumergia durante 10 minutos en PBS-Tween 20 al 0,3% (al
que nos referiremos de aqui en adelante como PBS-T). A continuacion se cortaban e
incubaban los carriles con los respectivos sueros inmunes de los conejos, diluidos al 1/100 en
PBS-T durante 1 hora (ésta y las siguientes incubaciones se realizaron a temperatura
ambiente). Tras 3 lavados de 10 minutos con PBS-T, se incub¢ la hoja durante 1 hora con una
anti-IgG (H+L) de conejo marcada con peroxidasa diluida a 1/3000 en PBS-T. Después de 3
lavados con PBS-T y uno adicional de 5 minutos con PBS, la reaccion se revelaba en la
oscuridad durante 10 minutos con un 0,01% de H,O, (como sustrato) y 0,05% de 4-cloro-1-
naftol (como cromoégeno), disueltos en PBS/metanol 5/1. Los espectros polipeptidicos

reconocidos, fueron analizados con el programa Quantity One® 4.4.0 de BioRad.

3.2.2.- Anélisis de la capacidad alergénica de la leche de cabra, leche de vaca y
de sus lactosueros: Ensayos in vivo

Se llevaron a cabo 4 ensayos de alergenicidad in vivo. En el Ensayo 1, hemos utilizado

LC y LV como agentes inmunizantes y tras la sensibilizacion oral de los cobayas, se procedia
a realizar la prueba de anafilaxia sistémica. El Ensayo 2, consistio en la realizacién de la
prueba de anafilaxia cutdnea pasiva (PCA) con LC y LV. Para la sensibilizacion pasiva, se ha
empleaba un pool de sueros, procedentes de los animales que presentaron choque anafilactico
en el primer ensayo. En el Ensayo 3, se inmuniz6 con LLC y LLV y realizamos la prueba de
anafilaxia sistémica. Y por ultimo, en el Ensayo 4, realizamos la PCA con los mismos
antigenos que en el Ensayo 3. Para la sensibilizacion pasiva, se empleaba un pool de sueros,

procedentes de los animales que presentaron choque anafilactico en el tercer ensayo.

Animales

En cada ensayo tomaban parte 32 cobayas macho de la raza Dunkin Hartley, de 200,0 -
241,8 g de peso, suministrados por Harlan Ibérica, S.L. libres de patdgenos (incluyendo ecto-

y endoparasitos). Los animales se mantenian en jaulas, con control de temperatura, 23°C, y

75



Material y métodos

50-60% de H.R. y con periodo de iluminacion de 12h diarias. Los animales se alimentaban ad
libitum, con una dieta solida libre de proteinas lacteas. El agua y las soluciones inmunizantes
también fueron ingeridas ad libitum. Los animales se mantenian una semana en periodo de

adaptacion, comenzandose a continuacion los ensayos.

Prueba de anafilaxia sistémica para leche de cabray vaca: Ensayo 1

Los 32 cobayas macho de las caracteristicas indicadas, se distribuyeron en cuatro grupos
de acuerdo al disefio experimental que describimos a continuacion. El ensayo tuvo una
duraciéon de 22 dias. Los animales de los grupos II y IV bebian durante 15 dias LC y LV
respectivamente, y del dia 16 al 22, todos los animales pasaban a beber sélo agua. Los

animales de los grupos I y III, fueron los controles del ensayo y bebieron s6lamente agua.

32

cobayas
cobayas cobayas

] | ] 1
n=8‘ n=8‘ n=8‘ n=8‘
22 dias 22 dias ; 22 dias 22 dias
A= H[ oo A H‘ 16 dias

Grupo | - 0 dias 0 dias Grupo 111 - 0 dias 0 dias

control LC LC control LV LV

D Bebida: agua

- Bebida: Pool de leche de cabra (LC)

Bebida: Pool de leche de vaca (LV)

A todos los cobayas se les extrajo sangre del plexo venoso orbital los dias 0 y 22. La
prueba de anafilaxia sistémica se realizaba el dia 22, inyectando a cada animal, por via
venosa (vena safena anterior), una concentracion proteica de 25,36 pg/ul de la
correspondiente leche (LC para los animales del grupo I y Il y, LV para los del grupo Il y
IV) en 0,5 ml de solucidn salina estéril. Observandose los animales, se comprobaba en cuéles
se producia anafilaxia fatal o no (Boza y col., 1994; Darmon y col., 1998). Los sueros de los
animales correspondientes a la sangria de los dias 0 y 22, se alicuotaron y se conservaron a -

80°C hasta su uso en la prueba de PCA y su estudio serologico. Los animales que no
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sufrieron choque anafilactico, se sacrificaban bajo anestesia con pentobarbital sodico

(Pentotal; Abbot, Madrid).

Prueba de anafilaxia cutanea pasiva para leche de cabray vaca: Ensayo 2
Las soluciones antigénicas fueron las mismas que las del Ensayo 1, siguiendo el disefio

32
cobayas

cobayas

experimental indicado a continuacion:

n=8‘
y - 4

Grupo 111

I:] Control Ac frente LC I:l Control Ac frente LV
- Ac frente LC - Ac frente LV

Los cobayas se distribuyeron en cuatro grupos de 8 animales cada uno. A los del grupo
Iy IV se les inoculaba en la espalda, via intradérmica, con los correspondientes sueros de los
cobayas inmunizados por via oral (Ensayo 1) y que presentaron anafilaxia fatal. A las 24h, se
les inyectaba por via venosa (vena safena anterior), el correspondiente antigeno. Los animales

de los grupos I y III sirvieron de controles.

Para la sensibilizacion pasiva, se realizaba una mezcla con los sueros de los animales de
los grupos Il y IV del Ensayo 1, que habian sido positivos a la prueba de anafilaxia sistémica
y diluyéndose al 1/2 con solucién salina estéril. De esta nueva solucion se inyectaba 0,1 ml
por via intradérmica, en la espalda rasurada de los animales. Pasadas 24 h, y por via venosa,
se administraba 0,5 ml de las mismas soluciones usadas para la anafilaxia sistémica (LC y
LV), junto con un 2% de azul Evans (Merck). Treinta minutos mas tarde, se sacrificaban los

animales bajo anestesia con pentobarbital sodico (Pentotal; Abbot, Madrid), midiéndose los
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diametros de extravasacion del colorante. Una reaccidon coloreada mayor de 0,5 cm de

diametro, se consideraba positiva (Pahud y col., 1988).
Prueba de anafilaxia sistémica para lactosuero de cabray vaca: Ensayo 3

Para la inmunizacion oral se empleaban los lactosueros de cabra y vaca (LLC y LLV,
respectivamente). Se seguia el mismo disefnio experimental y protocolo de inmunizacion, que

en el Ensayo 1. La concentracion proteica de los lactosueros era de 7,91 pg/pl.

Prueba de anafilaxia cutanea pasiva para lactosuero de cabray vaca: Ensayo 4

El protocolo seguido fue el indicado para el Ensayo 2, a excepcion de las sustancias
liquidas inmunizantes, que en este caso han sido LLC y LLV. La concentracion de proteinas

resultaba igual a la del Ensayo 3.

Estudio seroldgico en los Ensayos 1y 3: Determinacion de 1gG (Fc) e 1gG1
Se realizaba con los sueros de los animales procedentes de los ensayos de anafilaxia

sistémica, inmunizados por via oral.

Técnica ELISA

Con la técnica ELISA, determinamos los anticuerpos I1gG1 y IgG (Fc) especificos frente
a los distintos antigenos utilizados en los Ensayos 1 (LC y LV), y 3 (LLC y LLV), en la
inmunizacion oral de los cobayas. Los sueros procedian de los animales de los grupos I y IV
de dichos ensayos. Para la realizacion de la técnica se siguio el protocolo ya indicado en la

pagina 73, con las siguientes salvedades:

- La dilucion de partida de los sueros fue 1/4, continuando con dobles diluciones hasta
obtener su titulo. El punto de corte se determinaba a partir de la media de tres réplicas
del valor de DO de la sangria cero de cada animal, mas tres veces la desviacion

estandar.

- En el analisis estadistico de los resultados, usabamos los valores de DO de los sueros

a la dilucion 1/64 para todas las soluciones inmunizantes.
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- Los anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa, fueron suministrados por
SEROTEC. La IgG (Fc) anti-cobaya marcada con peroxidasa, se utilizé al 1/10000 y

la IgG1 al 1/5000. El punto de corte se determind como anteriormente se ha indicado.

Técnica de Western blot

Se ha llevado a cabo siguiendo lo descrito en la pagina 73. Los sueros pertenecian a los
mismos animales, en los que se deterinaban los anticuerpos sistémicos por ELISA, frente al
antigeno especifico que los inmunizd. Los sueros se ensayaron diluidos al 1/4. Los
anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa anti-cobaya IgG (Fc), se usaron diluidos al

1/500 y los anti-cobaya IgG1 al 1/1000.

3.2.3.- Determinacion de la reactividad cruzada entre los componentes de
leche de cabra, leche de vaca, lactosuero de cabra y lactosuero de vaca:

Ensayos in vitro
Hemos empleado los siguientes sueros:
a) Los 4 inmunisueros obtenidos en conejos frente a LC, LV, LLCy LLV.

b) Sueros de cobayas inmunizados por via oral frente a proteinas de los dos tipos de

leche y frente a la de sus correspondientes lactosueros.
¢) Sueros de cobayas inmunizados con LC y LV por inoculacion parenteral.
Ensayos realizados en los sueros inmunes de conejos

Técnica ELISA

Se determinaba mediante ELISA su reactividad, empleando como antigeno, las
soluciones inmunizantes distintas frente a las que se habia obtenido el correspondiente
inmunisuero, es decir, realizando una reaccion heteréloga. Asi mismo, por Western blot y
utilizando también antigenos heterdlogos, se determinaba el niimero de moléculas con

epitopos comunes responsables de la reactividad cruzada.

La técnica ELISA se realizaba siguiendo la pauta indicada en la pagina 73. Los sueros se

ensayaron diluidos al 1/4096 y el valor de DO correspondi6 al valor medio de tres réplicas.
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Técnica de Western blot

El Western blot se llevd a cabo siguiendo lo descrito en la pagina 73, con los sueros
diluidos al 1/50.

Ensayos realizados en los sueros de cobayas inmunizados por via oral

Técnica ELISA

En los sueros de los animales inmunizados por via oral frente a LC, LV, LLC, y LLV se
determinaba mediante ELISA, su reactividad cruzada, empleando como anteriormente hemos
indicado, antigenos heter6logos. La dilucion de los sueros fue de 1/4 siguiendo con dobles

diluciones.

Técnica de Western blot

Para el Western blot los sueros fueron ensayados al 1/10.

Ensayos realizados en los sueros de cobayas inmunizados por via intraperitoneal con
LCyLV

Con esto tratabamos de conocer, si cuando la LC y LV se administran sin someterse al

proceso de digestion, los anticuerpos producidos reconocen los mismos polipéptidos.

Disefno experimental

Se disponia de 16 cobayas suministrados por la casa comercial ya citada, sin modificar
las caracteristicas de anteriores ensayos y mantenidos en camara ecologica, bajo las mismas
condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo. Los animales consumian una dieta

estandar y bebian agua ad libitum. El disefio experimental seguido, se indica a continuacion:
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Los animales se distribuyeron en 2 grupos de 8 cobayas cada uno:

Grupo [: inmunizacién intraperitoneal con LC

Grupo II: inmunizacion intraperitoneal con LV

ST ﬁ
(n=8)
#

* * t#
Grupo Il
(n=8)
# * * t#
dias ! } % !
0 7 22 30
# Sangrias I noculados con LC

* Inoculacion

t+ Sacrificio I nhoculados con LV

Los animales recibian via intraperitoneal, una primera inoculacion de Iml de LCy LV,
con un contenido en proteinas era de 25,36 pg/ul. A los 15 dias, se practicaba una segunda
inoculacién, con un volumen de 300 pl. A los ocho dias de la segunda inoculacion, los
animales se sacrificaban por administracion intraperitoneal de pentobarbital sddico (Pentotal;
Abbot, Madrid). El dia 0 se extraia sangre del seno orbital y al sacrificio, por puncion

cardiaca.

Técnica ELISA

En los sueros de los animales determindbamos anticuerpos, empleando antigenos
homologos y heterdlogos. Para ello seguiamos el protocolo indicado en la pagina 73 para la
técnica ELISA. La dilucion inicial de los sueros fue 1/4 continuando con dobles diluciones

hasta su titulacion.

Técnica de Western blot

Se sigui6 lo indicado en la pagina 73. Los sueros se usaron al 1/10.
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3.2.4.- Tratamiento estadistico de resultados
Los resultados correspondientes a las pruebas de anafilaxia sistémica (Ensayos 1y 3) y
anafilaxia cutanea pasiva (PCA) (Ensayos 2 y 4), se analizaron estadisticamente aplicando un

test de igualdad de porcentajes (Sokal y Rohlf, 1979).

Las ingestas alcanzadas por los cobayas tanto de LC como de LV (Ensayo 1) y LLC y
LLV (Ensayo 3), se compararon segun tipo de leche por medio de un analisis de la varianza

simple (Steel y Torrie, 1984).

Los valores de DO determinados por ELISA, para IgG(Fc) e IgG1, a la dilucién en cada
caso considerada, correspondientes a los Ensayos 1 y 3, se sometieron a un analisis de la

varianza (Steel y Torrie, 1984). De esta manera se establecian las diferencias:

- Entre grupos (grupo III/IV) para un mismo isotipo
- Entre isotipos (IgG(Fc)/IgG1) para un mismo grupo

- Entre tipo de reaccion (homodloga/heterdloga) para un mismo grupo € isotipo

En estos casos, cuando la ingesta bien de leche de cabra y vaca o lactosuero de leche de
cabra y de leche de vaca, no resultaba diferente entre grupos (P>0,05), los valores
individuales fueron considerados como factor de covarianza. Cuando el efecto del factor no
resultaba significativo (P>0,05), las medias cuadraticas se calculaban omitiendo dicho

término del modelo (Steel y Torrie, 1984).

Los distintos tratamientos indicados se llevaron a cabo en un ordenador compatible PC,

utilizandose el paquete estadistico Statgraphics Plus para Windows (Statgraphics, 2001).
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Valor nutritivo de la leche de cabra y vaca. Utilizacion de su proteina y

energia

4.1.1.- Composicion aminoacidica y en distintas fracciones de la proteina de la
leche desnatada de cabray vaca

La composicion aminoacidica de la proteina de la leche de cabra y vaca se muestra en la
Tabla 2, recogiéndose en la Tabla 3, la correspondiente a alguna de sus fracciones. Respecto
de los aminoacidos esenciales, los porcentajes de treonina, leucina, lisina, cistina, fenilalanina
y valina, resultaban mds altos en la proteina de leche de cabra, sucediendo lo contrario,
respecto de los valores de triptofano, isoleucina, metionina y tirosina. La totalidad de estos
aminoacidos en los dos tipos de leche, resulta muy similar (46,2 y 46,6% para la leche de

cabra y vaca, respectivamente).

En cuanto a la informacion hoy disponible sobre este aspecto de la composicion de los
dos tipos de leche que consideramos, los valores resultan diferentes segun la fuente y sobre
todo, el modo de expresion de los mismos. Park (2006) revisando este aspecto de la
composicion de la leche de cabra, recoge la informacion dada por Davis y colaboradores
(1994) sobre la composicion de la leche de distintas especies de primates en relacion con la
de no-primates, indicando estos autores cOmo parece que existen ciertas similitudes en
relacion con el modelo de composicion aminoacidica de las correspondientes proteinas. De
acuerdo con esto y coincidiendo con los valores obtenidos en nuestro estudio, se sefiala que
los aminodcidos mas abundantes son el glutamico (20%), la prolina (10%) y leucina (10%),
resultando la suma de esenciales sobre un 40% y de los azufrados, un 4%. Junto a esto, al
comparar la composicion dada por Davis y colaboradores (1994) para la leche de cabra y
vaca, observamos en relacion a los nuestros ciertas diferencias. Segln los datos recogidos por
los autores indicados, la proteina de la leche de cabra presentaria frente a la de vaca,
cantidades mayores de acido aspartico, histidina, treonina, alanina, prolina y valina. En

nuestro caso, y coincidiendo con lo anterior, las cantidades de treonina, prolina y valina,
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resultaban mas altas en la proteina de la leche de cabra, sucediendo lo contrario para la
cantidad de aspartico, y no mostrando claras diferencias, los niveles de histidina y alanina. De
la informacién recogida por Davis y colaboradores (1994), igualmente se deduce que los
niveles de serina, arginina, tirosina, metionina, leucina, fenilalanina y lisina, serian mas bajos
en la proteina de la leche de cabra frente a la de vaca. Comparando con los datos obtenidos
por nosotros, lo tltimamente indicado coincide en relacion con los niveles de serina, arginina,
tirosina y metionina, resultando por el contrario, en nuestro caso, mayores las cantidades
detectadas en la proteina de la leche de cabra, en relacion con los aminoacidos, leucina,
fenilalanina y lisina. Igual tipo de comparacion podemos realizar respecto de los aminoacidos
que Davis y colaboradores (1994) recogen como similares en ambos tipos de leche: acido
glutamico, glicina y cistina. En nuestro caso, los niveles de glutamico y cistina resultaban

mas altos en la proteina de la leche de cabra, sucediendo lo contrario respecto de la glicina.

Junto a la informacion comentada, en la que la composicién aminoacidica que se indica
se refiere a la de la proteina de cada tipo de leche, a veces, se presenta otra en la que ésta se
refiere a un mismo volumen de leche (Posati y Orr, 1976). En estos casos la composicion
correspondiente, debe considerarse sin olvidar, que generalmente, el extracto seco de una
leche de cabra resulta sensiblemente mas alto que el de vaca, lo que hace que el contenido en
proteina sea de la misma manera, también mayor, por lo que las concentraciones de los
distintos aminodcidos, pueden resultar muy diferentes de las que corresponderian a la
proteina en cuestion. Comparando la composicion de la leche de cabra de raza Granadina con
la de vaca Holstein-Friesian, a lo largo de todo un afio, Sanz Sampelayo (comunicacion
personal), obtiene valores medios de extracto seco y proteina de: 135,7 y 34,8 g/kg de leche
en la cabra y, 113,7 y 28,2 g/kg en la de vaca, respectivamente. En el trabajo indicado de
Posati y Orr (1976), los autores recogen el contenido de los distintos aminoacidos, de 100 g
de leche, deduciendo de este modo, como la de cabra presentaba frente a la de vaca, mayores
cantidades de 6 de los 10 aminoacidos esenciales; concretamente, treonina, isoleucina, lisina,

cistina, tirosina y valina.
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Park (2006) comenta como la composiciéon aminoacidica de la proteina de la leche de
cabra, puede resultar, en razén de su composicién en los distintos tipos de caseina segin
genotipo, mas diferente dentro de esta especie, que entre por ejemplo, ella y la de vaca. Segin
este autor, las a-caseinas presentan niveles mas altos de acido aspartico, lisina y tirosina que
las B—caseinas y, éstas a la vez, mayores cantidades de leucina, prolina y valina. Teniendo en
cuenta esta informacion y junto a la composicion en aminoacidos de las dos clases de
proteina en cuestion, la de las fracciones proteicas de las mismas, informacién recogida en la
Tabla 3, podemos observar que en general, lo indicado por Park (2006), coincide con lo aqui
obtenido, a excepcion del contenido en lisina que en nuestro caso, resulta mas alto en la
proteina de la leche de cabra a pesar de su menor contenido, sobre todo, en ag;-caseina. Lo
indicado en razén de la proporcidon en B-caseina, decimos que igualmente coincide con el
perfil aminoacidico aqui detectado, pues si bien esa fraccion no fue determinada en nuestras
muestras, en general se sabe como resulta ser la caseina presente en mayor cantidad, en la

proteina de la leche de cabra (Boza y Sanz Sampelayo, 1997).

La Tabla 3, muestra la composicion en fracciones de la proteina de la leche de cabra y de
vaca. En dicha Tabla se presenta la particion en caseina y proteinas séricas, asi como también
las cantidades ag; y agy-caseinas. La distinta composicion en cuanto a estas dos ultimas
fracciones, indica uno de los aspectos mas caracteristicos de composicion de la caseina de
ambos tipos de leche. La cantidad de og;-caseina presente normalmente en la leche de cabra,
resulta mucho menor que la de vaca normalmente alcanza, aspecto referido desde hace
tiempo (Pierre y Portmann, 1970; Jenness, 1980), conociéndose desde la década de los 80 que
en funcidn de su particular polimorfismo genético, los niveles de esta proteina pueden variar
considerablemente de acuerdo con el particular genotipo animal (Boulanger y col., 1984). La
importancia de este aspecto de la composicion de la proteina de la leche de cabra, reside en
que aquélla mas rica en ogj-caseina, presenta unas mejores caracteristicas tecnoldgicas en
cuanto a su transformaciéon en queso (Grosclaude y col., 1994), pudiendo alcanzar por el
contrario, las mas pobres en ag;-caseina, una mejor calidad nutritiva, en razon sobre todo, del

distinto aprovechamiento que a nivel digestivo, puede establecerse (Haenlein, 2004).
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Otro aspecto que normalmente se indica y del que puede derivarse igualmente, un
distinto aprovechamiento nutritivo, es el que se refiere a la mayor proporcion que la proteina
de la leche de cabra puede presentar de proteinas séricas, las que en razén de su mayor
solubilidad pueden resultar, sobre todo, mas digestibles (Boza y Sanz Sampelayo, 1997). En
cuanto a este aspecto, la proteina de las dos leches desnatadas utilizadas para la elaboracion
de las distintas dietas experimentales, mostraban un distinto contenido en proteinas séricas

presentando la leche de cabra, un valor algo mas alto.

4.1.2.- Perfil en acidos grasos de las grasas

En cuanto al perfil en acidos grasos de la grasa tanto de la nata de leche de cabra, como
de la mantequilla de leche de vaca, informacion recogida en la Tabla 5, el primer aspecto a
destacar es el que se refiere a su contenido en los llamados triglicéridos de cadena media, o
mas exactamente, acidos grasos de cadena media (C4 — C14), los que alcanzan como era de
esperar, un porcentaje sensiblemente mayor en la grasa procedente de leche de cabra. Como
se ha indicado en la revision bibliografica de este estudio, los aspectos mas interesantes
ligados tanto al valor nutritivo como saludable de la leche de cabra, se deben sin duda, al
aspecto de composicion de su grasa que comentamos (Velazquez, y col., 1996; Boza y Sanz
Sampelayo, 1997; Alférez y col., 2001; Haenlein, 2001, 2004; Lopez Aliaga y col., 2003), lo
que vuelve de nuevo a ponerse de manifiesto, en relacion con los resultados experimentales
aqui obtenidos, segun dieta consumida, que se discuten en los apartados referentes a la
utilizacion digestiva y metabolica de las dietas, tanto del nitrogeno como de la energia de las

mismas, asi como en lo referente a la composicion corporal de los animales experimentales.

El segundo aspecto de la composicion de estas dos grasas lacteas digno de comentar, es
el que se refiere a su contenido en las distintas formas de &cido linoleico conjugado (CLA), a
las que se le atribuyen distintas propiedades sumamente beneficiosas para la salud del
consumidor, como son las de resultar anticancerigenas y antilipogénicas (McGuire y
McGuire, 2000). La grasa de la leche de cabra, mostraba en nuestro caso, una ausencia total

de C18:1 trans, junto a cantidades mas altas de CLA total. El primero de estos resultados,
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coincidente con lo indicado por Alonso y colaboradores (1999), puede considerarse como
positivo ya que en general, a los acidos grasos trans se les atribuye los principales efectos
perjudiciales que se les reconocen a los saturados (Chilliard y col., 2003). En cuanto al mayor
contenido en CLA detectado en la grasa de la leche de cabra, no existe informacién anterior
que indique esta diferencia. En general, lo que al respecto se opina, es que dicho contenido
mas bien dependera, dado el origen de estos acidos grasos, de la alimentacion que el animal
haya recibido (Bauman y Griinari, 2001). El que el pequefio rumiante produzca, muchas
veces, una leche con niveles mas altos de CLA que la que muestra la de vaca, podria
simplemente deberse al modo semiextensivo en que estos animales normalmente se explotan
en determinadas areas, como toda la cuenca mediterranea, donde por el contrario, la vaca se
mantiene mas bien bajo condiciones intensivas. Sin embargo y volviendo a los resultados
aqui obtenidos, el perfil en formas de CLA detectado en la grasa de la leche de cabra, resulta
bastante diferente del correspondiente al de vaca, aspecto que pone de manifiesto lo indicado
por Chilliard y colaboradores (2003), de que la regulacion del funcionamiento de las células
mamarias difiere entre la especie caprina y bovina. Finalmente, respecto de los valores
concretos detectados, resultan para la grasa de leche de cabra, comprendidos entre el 0,4 —
0,9%, considerados normales en el caso de animales no suplementados con grasa (Alonso y

col., 1999; Gulati y col., 2000).

En cuanto a la composicién global de ambas grasas, en relacion con sus porcentajes
totales de acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, lo mas digno de
destacar es que si bien los contenidos en saturados y monoinsaturados, resultan practicamente
idénticos, el de poliinsaturados alcanza un valor mas alto en la grasa lactea de cabra. Dentro
de los poliinsaturados y al distinguir entre los pertenecientes bien a la serie n-6 como n-3, se
observa que la grasa de la leche de cabra presenta cantidades mayores de ambos tipos de
acidos grasos, resultando en este caso, sensiblemente menor la razén n-6/n-3, aspecto que le

confiere una mejor calidad (Valenzuela y col., 1999).

En relacién al contenido y composicion en acidos grasos saturados, debe indicarse que

no todos pueden considerarse iguales en cuanto a su efecto sobre los niveles de colesterol
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sanguineo. En principio, solo el 4cido latrico (C12:0), miristico (C14:0) y palmitico (C16:0)
parecen participar de este efecto (Grundy y Denke, 1990), existiendo evidencias que apuntan
a tener que considerar mas bien al 4cido palmitico, con minimos efectos en cuanto al aspecto
indicado (Hayes y col., 1991). Por lo tanto, los acidos grasos saturados que parecen ser mas
perjudiciales, serian solo el 4cido laurico y miristico, los que por otra parte, resultan ser de
cadena media y en consecuencia, participando de su peculiar metabolismo, pueden ejercer

solo sus efectos negativos en los casos de ingestas altas de grasa.

4.1.3.- Composicion mineral de la leche desnatada de cabra y vaca

La composicion correspondiente a este aspecto de las dos leches desnatadas utilizadas,
se presenta en la Tabla 3, observandose que tanto las cantidades de Ca, P, Mg, Fe y Cu,
resultaban mas elevadas en la leche desnatada de cabra, detectandose en ella por el contrario,

un nivel menor de Zn.

Como indican Boza y Sanz Sampelayo (1997), uno de los principales aspectos por los
que la leche se considera un alimento excepcional, es por los minerales que aporta,
particularmente Ca altamente biodisponible, asi como P, en la relaciéon mas idonea para su
absorcion (Ca/P entre 1,0 — 1,5). En opinién de Moreno (1995), resulta dificil para el ser
humano, obtener un aporte adecuado de Ca en cantidad y en relacion con el P, sino es a partir
de un consumo apreciable de leche o productos lacteos. En cuanto al contenido que en estos
minerales la leche de cabra alcanza respecto de la de vaca, en general se indica que la
primera, muestra valores mayores de ambos elementos (Jenness, 1980; Boza y Sanz
Sampelayo, 1997; Haenlein, 2004), aspecto coincidente con los resultados obtenidos por
nosotros. Park (2006), comenta cémo en relacion con la leche de cabra, la humana presenta
solo de 1/4 a 1/6 de estos dos minerales, indicando igualmente, que aunque los niveles de los
macrominerales pueden fluctuar considerablemente, sus cantidades pueden variar
dependiendo de la raza, dieta, estado de lactancia, etc. Este mismo autor (Park, 2006) al

comparar en su revision, la composicion mineral de la leche de cabra frente a la de vaca,
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indica que tanto el contenido en 100 g de leche de Ca, P y Mg resultan mas altas en la leche

de cabra. Por el contrario, recoge valores algo menores de Fe y Cu y similares de Zn.

4.1.4.- Composicion vitaminica de la leche desnatada de cabra y vaca y grasas
de leche de cabray vaca

En la Tabla 4, se presentan los resultados obtenidos referentes a los contenidos en
determinadas vitaminas, tanto de las dos leches desnatadas como de la grasa de la nata de
leche de cabra y mantequilla de leche de vaca. Respecto de las vitaminas liposolubles, las
cantidades tanto de vitamina A como D, se detectaron mas altas en la grasa de leche de cabra,
sobre todo la segunda de ellas. De las hidrosolubles, determinadas en los dos tipos de leche
desnatada, la de cabra mostraba niveles mas altos, tanto de vitamina Bl como de acido
nicotinico, alcanzando por el contrario, concentraciones mas bajas de vitamina B12 y acido

folico.

Park (2006) en su reciente revision sobre la composicion y valor nutritivo de la leche de
cabra indica, como en general muestra niveles mas altos de vitamina A que la de vaca,
comentando igualmente, el aporte adecuado que presenta en acido nicotinico junto a un
exceso en vitamina B1, B2 y dcido pantoténico, para, sobre todo, la edad infantil. Este autor
igualmente informa de como los niveles de vitamina B12 y, sobre todo, de acido folico,
resultan sensiblemente mas bajos que los existentes en la leche de vaca, resultados que
coinciden con los valores por nosotros aqui detectados. Sin duda, la deficiencia que la leche
de cabra muestra en cuanto a su composicion vitaminica, sobre todo en lo referente a su
contenido en acido folico, ha constituido unos de los handicap que desde hace tiempo han
influido mas negativamente en la extension de su empleo en el ser humano (Collins, 1962;

Park, 2006).
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4.1.5.- Ingesta de alimento, coeficientes de eficacia en crecimiento e indices de
transformacion del alimento, segun dieta consumida

Las ingestas medias diarias (g MS/animal y dia) resultaban no diferentes seglin tipo de
proteina y grasa de las dietas (P>0,05). Por el contrario, los valores de los coeficientes de
eficacia en crecimiento (CEC; A peso/ingesta proteica) e indices de transformacion (IT;
ingesta MS/A peso) aparecian, en un principio, afectados por el origen de la grasa (P<0,05)
(Tabla 9), detectandose en consecuencia, para el primer caso, CEC, un valor medio mas alto,
con el empleo de la grasa de la leche de cabra y, en el segundo IT, un valor medio més bajo.
Al mismo tiempo, y de acuerdo con la interaccion entre factores detectada significativa
(P<0,05), se deducia como el efecto comentado del tipo de grasa, se debia exclusivamente, a
lo que sucedia bajo consumo de las dietas con proteina de leche de vaca. En resumen y para
los dos parametros indicados, el valor correspondiente a la dieta cuya proteina y grasa
procedia de leche de vaca, resultaba estadisticamente (P<0,05) mas bajo que los otros tres, los

que a su vez no se detectaban diferentes (P>0,05).

Cuando se valora la bondad de una dieta para el crecimiento, proceso determinado desde
un punto de vista nutritivo, especialmente por el contenido y calidad de la proteina, los
pardmetros mas simples que pueden indicarnos un distinto comportamiento entre dietas, son
el IT y CEE, para lo que se necesita controlar solo la ingesta y peso alcanzado, asi como
conocer el contenido proteico de cada dieta. Los resultados obtenidos en nuestro estudio en
relacion con dichos parametros, indican claramente que la grasa procedente de leche de cabra
es capaz de determinar una mejor utilizacién de la proteina dietética. En efecto, el mayor
contenido en triglicéridos de cadena media (MCT), existentes en la leche de cabra frente a la
de vaca, determina en razén del proceso digestivo y metabolico que éstos presentan, una
réapida y alta disponibilidad energética, que puede aprovecharse para diferentes procesos,
entre ellos para la sintesis de proteina (Boza y Sanz Sampelayo, 1997; Haenlein, 2001, 2004).
Junto a esto, que la calidad de la proteina de la leche de vaca parezca resultar peor que la de

cabra, es un aspecto que analizamos en los apartados siguientes de manera extensa,
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comentando s6lo aqui como su particular composicion aminoacidica y en las fracciones mas
caracteristicas de una proteina lactea, establece una peor utilizaciéon sobre todo a nivel
digestivo, lo que determina que los indices aqui considerados resulten mejores. En este
sentido, Lopez Aliaga y colaboradores (2003) al analizar unas dietas en las que parte de su
proteina procedia bien de leche de cabra o vaca, obtienen unos CEC e IT mejores, en el caso

de consumo de la dieta que incluia proteina de leche de cabra.
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Tabla 9.- Ingesta de alimento (g MS/dia), coeficientes de eficacia en crecimiento (CEC; A peso/ingesta de proteina) e indices de transformacion
del alimento (IT; ingesta materia seca/A peso). Efectos de la fuente de proteina y grasa

Proteina

Leche de cabra Leche de vaca Nivel de significacion

Grasa Leche de cabra  Leche de vaca Leche de cabra Leche de vaca DER  Efecto proteina (P)  Efecto grasa (G) PxG

Ingesta 12,20 12,11 12,15 12,74 0,76 NS NS NS
CEC 3,42 3,38 3,50 3,18 0,15 NS ok *
IT 2,92 2,94 2,86 3,17 0,17 NS * *

DER: Desviacion estandar residual
NS: No significativo (P>0,05); * P<0,05; ** P<0,01
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4.1.6.- Coeficientes de digestibilidad de la materia seca, materia organica,
proteina, grasa, minerales y energia de las dietas experimentales

En la Tabla 10 se recogen los valores deducidos para estos pardmetros asi como los
resultados del andlisis estadistico realizado. Tanto el tipo de proteina como de grasa, se
mostraban ejerciendo unos efectos principales significativos (P<0,05) tanto sobre la
digestibilidad de la materia seca (MS), como de la materia organica (MO) y de la energia,
deduciéndose en consecuencia, valores medios mas altos para el caso de consumo de las
dietas cuya proteina y grasa procedian de leche de cabra. Al mismo tiempo se detectaba una
interaccion significativa (P<0,05) entre factores, la que indicaba como el efecto de la fuente
proteica, se debia a lo que sucedia exclusivamente, bajo consumo de la dieta igualmente, con
grasa de leche de cabra. Junto a esto se deducia un efecto principal significativo (P<0,05) de
la fuente de proteina sobre la digestibilidad de la misma, y de la fuente de grasa sobre su
digestibilidad. En razén de estos efectos, se inferia que la digestibilidad de la proteina
resultaba mayor bajo el consumo de las dietas con proteina de leche de cabra y, el de la grasa,
bajo la ingesta de las dietas que incluian la grasa de leche igualmente de cabra. Finalmente, la
digestibilidad de los minerales se mostraba no afectada por ninguno de los dos factores

implicados.

Sobre el valor nutritivo que la leche de cabra presenta respecto de la de vaca, desde hace
tiempo se viene sugiriendo que la proteina de la de cabra resulta mas digestible, ya que en el
estomago llega a producir un coagulo mas blando y desmoronable, lo que permite que las
proteasas estomacales actuen mas facilmente, favoreciendo en consecuencia, la digestibilidad
(Chandan y col., 1968; Devendra y Barus, 1970; Park, 1994). Este distinto comportamiento
de la proteina de la leche de cabra frente a la de vaca, parece ser debido a su distinta
composicion en cuanto a las fracciones caseinicas, presentando en este sentido la proteina de
leche de vaca, una proporcion mayor de og;-caseina, y la de cabra, junto a cantidades
menores de esta ultima, una mas alta de agy-caseina. La identificacion en la especie caprina
de un alto polimorfismo genético ligado a los niveles de ags;-caseina en leche, ha sido la causa

por la que el distinto comportamiento de las fracciones caseinicas a nivel estomacal, ha
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podido ser puesto de manifiesto (Boulanger y col., 1984; Haenlein, 2001, 2004). Con
respecto al efecto que la naturaleza de la grasa de la leche de cabra puede ejercer sobre la
digestibilidad de su proteina, Aurosseau y colaboradores (1989), comentan que los
triglicéridos de cadena media pueden dar lugar a una mayor digestibilidad de la misma, ya
que la hidrolisis de ellos a nivel estomacal, facilitaria una mayor degradabilidad de la

proteina contenida en el coagulo que engloba ambos nutrientes.

En relacion con lo indicado, distintos estudios clinicos realizados en nifios que
presentaban intolerancia a la proteina de la leche de vaca, dieron a conocer cémo la
sustitucion de ésta por la leche de cabra, originaba una mejor aceptacion y utilizacion
digestiva (Fabre, 1997; Grzesiak, 1997; Reinert y Fabre, 1997), concluyendo los autores, que
la proteina de la leche de cabra resulta mas tolerable y digestible que la de leche de vaca.
Recientemente, Lopez Aliaga y colaboradores (2003) utilizando en ratas unas dietas basadas
en parte con leche de cabra o vaca, obtienen en el primer caso, una digestibilidad de la
proteina mas alta, comentando como en general, la proteina de la leche de cabra presenta
menos caseina y en consecuencia mas proteinas séricas, las que resultan mas solubles y por lo
tanto, probablemente mas digestibles. En este estudio se deduce que la digestibilidad de la
proteina, quedaba establecida de manera independiente por el origen de la misma, no
influyendo al respecto para nada, la naturaleza de la grasa, resultando mayor bajo consumo de
las dietas con proteina de leche de cabra. De acuerdo con los distintos aspectos de
composicion proteica aqui tenidos en cuenta, creemos poder decir que especialmente, el
diferente contenido en og;-caseina, determinaba la mayor digestibilidad de la proteina de la
leche de cabra, pues si bien la proporcion de proteina sérica resultaba algo mas alta que la que
mostraba la de vaca, la diferencia no puede considerarse muy significativa. Por lo tanto, la
proteina de la leche de cabra resulta por su naturaleza mas digestible, absorbiéndose sus

aminoacidos mas eficientemente que los de la proteina de leche de vaca.

En relacion con la digestibilidad de la grasa, desde hace tiempo se conoce que la de
leche de cabra resulta mas digestible que la de vaca. La primera razon indicada al respecto,

era la de estar la grasa de la leche de cabra constituida por glébulos mucho mas
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pequeiios,cuyo diametro es de 1,5-3,0 um, a diferencia del de la grasa de leche de vaca, cuyo
tamafno medio es de 4,0 um (Fahmi y col., 1956), mostrando en consecuencia, una mayor
superficie frente a las lipasas, resultando de ese modo, mas facil su digestion. Ademds su
mayor contenido en triglicéridos de cadena corta y media, determinan igualmente, un mejor
aprovechamiento a nivel digestivo, ya que las lipasas atacan las uniones ésteres de dichos
acidos grasos, mas eficientemente, haciendo que el proceso de digestion resulte mas rapido y
eficiente (Jenness , 1980; Haenlein, 2001), informando en este sentido Boza y Sanz
Sampelayo (1997) como los triglicéridos de cadena corta y media siguen una via de
utilizacion digestiva y metabdlica, diferente de los de cadena larga, ya que los acidos grasos
libres derivados de su hidroélisis, son capaces de ser absorbidos sin reesterificacion en las
células intestinales, entrando directamente en el sistema Porta. Su bajo peso molecular y su
hidrosolubilidad, facilitan la accidon de los enzimas digestivos haciendo que su hidrolisis sea
mas rapida y completa que la de los de cadena larga, comenzando a diferencia de éstos, su
digestion en el estomago, ya que la lipasa géstrica, practicamente sin accion sobre los
triglicéridos de cadena larga, inicia la hidrolisis de los de cadena corta y media, en el
estomago, la que sera completada por la lipasa pancredtica a un ritmo cinco veces superior a
la hidrolisis de los triglicéridos de cadena larga (Garcia Unciti, 1996). Alférez y
colaboradores (2001), al utilizar en la rata unas dietas en las que la totalidad de su grasa
procedia de leche de cabra o vaca, obtienen una digestibilidad mayor en el primer caso, lo
que los autores achacan tanto al tamano de los glébulos de dicha grasa como a su contenido

en triglicéridos de cadena media.

En nuestro caso, se deducia para la digestibilidad de la grasa, un efecto independiente de
su origen, efecto por el que el valor correspondiente a la leche de cabra, resultaba mas alta
que la de vaca. Ademas del efecto del tamano del globulo de grasa, segin especie, que sin
duda tuvo que darse, el resultado aqui obtenido se deberia al distinto perfil en acidos grasos
de ambos tipos de grasa, aspecto en nuestro caso determinado en las dos clases de grasas

utilizadas.
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Junto a lo indicado, en nuestro estudio se deducia también, un efecto tanto de la grasa
como de la proteina de la dieta, sobre la digestibilidad de la materia seca, materia organica y
energia. De acuerdo con la interaccion igualmente detectada entre la fuente de proteina y
grasa, se deducia como ya hemos indicado, que para el caso de estos coeficientes, el efecto de
la proteina se detectaba s6lo cuando a la proteina de leche de cabra le acompanaba,
igualmente, la grasa de leche de cabra. Al englobar la materia seca, materia organica y
energia, tanto a la proteina como a la grasa e hidratos de carbono, resulta ldgico suponer que
los efectos logrados sobre sus digestibilidades serian la resultante de los efectos ejercidos
sobre cada uno de estos nutrientes. Por lo tanto y dado que como hemos comentando, la
digestibilidad de la proteina y grasa quedaba determinada de manera independiente, bien por
la fuente de proteina y grasa de la dieta, respectivamente, el que la digestibilidad de la
materia seca, materia organica y energia, quedara establecida por la fuente de proteina segiin
la grasa que le acompaiiaba, podria reflejar que la digestibilidad de los hidratos de carbono,
dependeria de la fuente de proteina y también de la grasa. En este sentido, Boza y Sanz
Sampelayo (1997) comentan como la mayor tolerancia que la lactosa de la leche de cabra
parece presentar frente a la de vaca, podria ser un efecto debido a la naturaleza del coagulo
estomacal formado y a la liberacion y utilizacion a nivel intestinal, de los distintos nutrientes
que dicho coagulo engloba, sobre lo que influiria no sélo la naturaleza de la proteina sino
también la de la grasa. Junto a esto, Aurosseau y colaboradores (1989), al comentar los
efectos que los triglicéridos de cadena media tenian sobre el aprovechamiento de los
lactorreemplazantes en el cordero, deducen una mayor digestibilidad de la energia cuando la

grasa utilizada incluia este tipo de compuestos.

Por primera vez y de acuerdo con estos resultados, tenemos que resaltar la importancia
de identificar efectos que podrian darse s6lo cuando en el alimento en cuestion, concurrieran
tanto la proteina como la grasa de la leche de cabra. El interés de estos resultados radica en el
hecho de que hoy dia tanto la leche como sus productos derivados, pueden referirse o estar

elaborados tanto con una leche entera, semidesnatada o desnatada.
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Finalmente se conoce cdmo la absorcion de los principales minerales de una dieta basada
en parte, en leche de cabra, resulta mas alta que los de otra dieta con leche de vaca, efectos
que se justifican en razén de que tanto la grasa como la proteina de la leche de cabra, podrian
en razén de su composicion, influir de manera positiva sobre los mecanismos de absorcion
activa (Barrionuevo y col., 2002; Campos y col., 2003; Lopez Aliaga y col., 2003). A pesar
de esto, en nuestro caso, la absorcion total mineral, no se mostr6 afectada por ninguno de los

dos factores implicados.
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Tabla 10.- Coeficientes de digestibilidad de la materia seca (MS), materia organica (MO), grasa y minerales. Efectos de la fuente de proteina y

grasa
Proteina
Leche de cabra Leche de vaca Nivel de significacion

Grasa Leche de cabra Leche de vaca Leche de cabra Leche de vaca DER Efecto proteina (P) Efecto grasa(G) Px G
MS 97,01 92,84 95,41 93,34 0,51 *x otk oAk
MO 97,28 93,10 95,63 93,55 0,53 *x kK kK
Proteina 97,10 96,80 94,10 94,30 0,70 otk NS NS
Grasa 96,83 91,41 95,89 90,88 1,26 NS oAk NS
Energia 96,97 92,80 95,37 93,31 0,49 *x oAk oAk
Minerales 87,58 87,37 87,40 87,56 0,64 NS NS NS

DER: Desviacion estandar residual
NS: No significativo (P>0,05); ** P<0,01; *** P<0,001
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4.1.7.- Contenidos en energia digestible y metabolizable de las dietas
experimentales

En la Tabla 11 se presentan los valores correspondientes a los contenidos tanto en
energia digestible (ED; kJ/g MS) como en energia metabolizable (EM; kJ/g MS) de las cuatro
dietas utilizadas, segun la fuente de proteina y grasa de las mismas. El tipo de grasa aparecia
gjerciendo un efecto principal significativo (P<0,05), deduciéndose en consecuencia, valores
mayores para el caso del consumo de las dietas que incluian la grasa de la leche de cabra.
Junto a esto, se detectaba igualmente, una interaccion entre factores significativa (P<0,05),
indicativa de que el efecto de la grasa se ejercia principalmente, cuando a la de leche de cabra

le acompabania la proteina igualmente, de leche de cabra.

Al representar estos valores el contenido no solo en nutrientes digestibles totales, caso de
la energia digestible, sino también de los disponibles a nivel metabolico, caso de la energia
metabolizable, los resultados aqui deducidos ponen de manifiesto la supremacia de la leche
de cabra frente a la de vaca, en razon de la naturaleza tanto de su proteina como de su grasa,

tal como se ha comentado en el apartado anterior y se discute en los siguientes.
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Tabla 11.- Contenidos en energia digestible (ED; kJ/g MS) y energia metabolizable (EM; kJ/ g MS) de las dictas. Efectos de la fuente de
proteina y grasa

Proteina
Leche de cabra Leche de vaca Nivel de significacion
Grasa Leche de cabra  Leche de vaca Leche de cabra Leche de vaca DER Efecto proteina (P)  Efecto grasa (G) PxG
ED 18,74 18,06 18,63 18,19 0,10 NS otk ok
EM 18,16 17,50 18,05 17,62 0,11 NS okok ok

DER: Desviacion estandar residual
NS: No significativo (P>0,05); ** P<0,01; *** P<0,001
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4.1.8.- Valores de ingesta, excrecion y balances de N segun dieta consumida

En la Tabla 12 se presentan los valores de ingesta, excrecion y balance de N seglin dieta
consumida, asi como los resultados del analisis estadistico realizado. Lo primero a indicar es
como al advertir que las ingestas no se vieron afectadas por el tipo de dieta, el resto de
valores considerados se analizaron estadisticamente, utilizando las ingestas correspondientes
como valor de covarianza (Steel y Torrie, 1984), consignandose en la Tabla en el caso de
detectarse un efecto significativo de la misma, los valores medios corregidos. Los valores de
ingesta, excrecion por heces y orina, N aparentemente digerido y el retenido a nivel corporal,

cantidades todas expresadas como g/kg””

por animal y dia, resultaron en un principio,
afectados de manera significativa (P<0,05), por el factor de covarianza. Por el contrario, las
relaciones establecidas entre algunas de las cantidades anteriores, se mostraban no afectadas

(P>0,05), por dicha covarianza.

Junto a esto, la fuente de proteina aparecia ejerciendo un efecto principal significativo
(P<0,05) sobre la excrecion de N por heces, cantidad del mismo aparentemente absorbida, N
retenido a nivel corporal, relacion existente entre la cantidad absorbida e ingerida asi como
entre la retenida frente a la ingerida o absorbida. De acuerdo con esto, se deducia como la
excrecion de N por heces resultaba mas baja cuando la proteina de la dieta procedia de leche
de cabra, sucediendo lo contrario respecto del resto de parametros indicados. Al mismo
tiempo, la fuente de grasa se mostraba igualmente, ejerciendo un efecto principal
significativo (P<0,05) tanto sobre la excrecion de N por orina como sobre la cantidad retenida
a nivel corporal, asi como sobre las relaciones existentes entre el retenido e ingerido vy,
retenido y digerido. De acuerdo con esto, se deducia un valor medio de excreciéon de N por
orina, mas bajo (P<0,05) para el caso de consumo de la grasa procedente de leche de cabra,
sucediendo lo contrario (P<0,05), en relacion con el resto de valores indicados. Junto a esto,
la interaccion entre los dos factores implicados, se mostraba significativa (P<0,05), para el
caso de excrecion de N por orina, detectdndose igualmente, esta interaccion entre factores, a
unos niveles de significacion cercanos al estadisticamente valido, para la cantidad de N

retenido a nivel corporal (P=0,10) y relaciones existentes entre el N retenido y el ingerido
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(P=0,10) o digerido (P=0,07). De acuerdo con estas interacciones, se deduce que si bien tanto
la excrecion de N por orina como la relacion existente entre N retenido y N digestible, no
quedaban en principio, afectadas por la fuente de proteina de las dietas (P>0,05), los valores
medios correspondientes a la formada por proteina de leche de cabra — grasa de leche de
vaca, resultaban menores (P<0,05) y mayores (P=0,07) respectivamente, que los
correspondientes a la dieta constituida por proteina de leche de vaca — grasa de leche de vaca.
Respecto de los valores de N retenido y relacion existente entre el N retenido y el ingerido, se
deducen unos efectos principales tanto de la fuente de proteina como de grasa, efectos que
resultan cuantitativamente similares, lo que determina que los valores correspondientes a la
dieta formada por proteina de leche de cabra — grasa de leche de vaca y, proteina de leche de

vaca — grasa de leche de cabra, tiendan (P=0,10) a ser no diferentes.

Février y colaboradores (1993) llevan a cabo unos ensayos con el fin de establecer el
valor nutritivo de la leche de cabra frente a la de vaca. Para ello alimentan a lechones con
cebada fortificada con vitaminas y minerales, mas leche UHT bien de cabra o vaca. Al no
obtener diferencias en el crecimiento de los animales, los autores dicen no existir diferencias
en el valor nutritivo de ambos tipos de leche. Estos mismos autores realizan mas tarde
(Février y col., 2000), otro estudio también en lechones, tendente a analizar el valor nutritivo
igualmente, de la leche de cabra frente a la de vaca, utilizando en este caso, leche de vaca,
junto a dos de cabra, seglin su nivel, alto o bajo de ag;-caseina, leches que no habian sido
sometidas a ningin proceso previo, las que se administraban a igual volumen. De los
resultados obtenidos, deducian que el crecimiento en cada caso alcanzado, quedaba
determinado s6lo de acuerdo con la ingesta energética correspondiente. Recientemente,
Lopez Aliaga y colaboradores (2003), al utilizar en ratas, unas dietas cuya proteina procedia
en parte, de leche de cabra o vaca, deducen unos balances de N mas altos para el caso de
consumo de la dieta que incluia la leche de cabra, lo que atribuyen a la mejor solubilidad de
la proteina de esa leche, lo que determinaria, sobre todo, un mejor aprovechamiento a nivel
digestivo. Como es facil deducir, en ninguno de estos estudios se realiza una verdadera

valoracion de la proteina de ambos tipos de leche. Con el fin de abordar este objetivo, se
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disefiaron los ensayos cuyos resultados aqui se presentan, pretendiendo al respecto, deducir el
efecto que tanto la proteina como la grasa de cada clase de leche, podian llegar a tener sobre
la utilizacion de la proteina, aspecto que analizamos por medio del estudio de los valores mas
indicativos de la utilizacion del N. Para esto y con el fin de asegurar que la proteina incluida
en la dieta fuera utilizada con fines anabdlicos y no como fuente de energia, el porcentaje de
la misma fue del 10%, de acuerdo con las indicaciones de la UNU (1980) para este tipo de

valoracion.

De los resultados incluidos en este apartado, se deduce en un principio, que la naturaleza
de la proteina, establece su aprovechamiento digestivo, aspecto comentado en la seccion
anterior, hecho que determina el que tanto la excrecion de N por heces como la relacion entre
N digestible y N ingerido, resultan de manera independiente, afectados por la fuente de
proteina. Por el contrario, al pasar a considerar la utilizacion a nivel metabolico, se deducen
valores indicativos de influir al respecto, la fuente de grasa dependiendo de la
correspondiente de proteina, obteniéndose en consecuencia, los mejores valores, bajo
consumo de la dieta con proteina y grasa de leche de cabra (N retenido) y/o los peores, bajo
ingesta de la que incluia la proteina y grasa de leche de vaca (N de la orina, N retenido y N
retenido en relacion con el ingerido o digerido), pudiendo aparecer sin diferencias, los valores
correspondientes a las dietas formadas por: proteina de leche de cabra — grasa de leche de
vaca y, proteina de leche de vaca — grasa de leche de cabra (N retenido y N retenido en

relacion con el ingerido).

El efecto beneficioso de la grasa de la leche de cabra, sobre la utilizacion metabodlica del
N, puede ser debido a su particular composicion, en la que intervienen los triglicéridos de
cadena media (MCT). Ya hemos comentado cémo estos compuestos se utilizan a nivel
digestivo de manera diferente a como lo hacen los triglicéridos de cadena larga, resultando
facil y eficientemente absorbidos. A esa digestion le sigue un répido catabolismo oxidativo,
ya que los acidos grasos de cadena corta y media, una vez absorbidos, son por el sistema
Porta, llevados al higado y otros tejidos periféricos, no precisando del sistema carnitina, para

ser metabolizados a nivel de la mitocondria (Leyton y col., 1987; Aurousseau y col., 1989;
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Velazquez y col., 1996; Matsuo y Takeuchi, 2004). En base a una serie de ensayos llevados a
cabo con cabritos prerrumiantes, se ha llegado a deducir de manera clara, el particular
metabolismo de los 4cidos grasos contenidos en los MCT, en el sentido de mostrar una fuerte
resistencia a ser depositados a nivel corporal, siendo mas bien oxidados o elongados a nivel
del higado (Potchoiba y col., 1990; Yeom y col., 2002; Sanz Sampelayo y col., 2006a). El
mas alto crecimiento conseguido por los animales, asi como su mejor desarrollo muscular e
incluso, balances de N, indicaban la ayuda que estos compuestos pueden llegar a ejercer
sobre la utilizacion de la proteina de la dieta (Aurosseau y col., 1989; Sanz Sampelayo y col.,

2006a).

Por lo tanto, si consideramos los valores de N retenido o la relacion existente entre el N
retenido y el ingerido (lo que se conoce como utilizacion neta de la proteina), como los mas
indicativos de su utilizacion, se observa como lo ideal seria contar con la proteina de leche de
cabra junto a su grasa. Al mismo tiempo, y dado que de acuerdo con las propiedades que se le
atribuyen, actualmente se tiende a emplear leche de cabra en la alimentacién infantil,
podriamos considerar lo que sucederia, respecto de la utilizacion de la proteina, si se partiera
de una leche de cabra entera, semidesnatada o desnatada. La alta digestibilidad estaria
asegurada, pero por el contrario, la utilizacién de la proteina digestible a nivel metabdlico,

dependeria segun lo aqui deducido, de la presencia o no de su grasa.
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Tabla 12.- Valores de ingesta y balances de N (g /kg”". dia). Relaciones indicativas de su utilizacién. Efectos de la fuente de proteina y grasa

Proteina
Leche de cabra Leche de vaca Nivel de significacion

Grasa Leche de cabra  Leche de vaca Leche de cabra  Leche de vaca DER  Efecto proteina (P)  Efecto grasa (G) Px G
NI 1,119 1,120 1,121 1,170 0,045 NS NS NS
NH 0,034 0,038 0,067 0,062 0,007 ook NS NS
NO 0,420 0,437 0,410 0,466 0,024 NS ok *
ND 1,099 1,095 1,065 1,070 0,007 ok NS NS
NR 0,679 0,659 0,656 0,604 0,024 ok *x NS
ND/NI 0,971 0,968 0,941 0,943 0,007 ok NS NS
NR/NI 0,600 0,581 0,579 0,535 0,020 ok otk NS
NR/ND 0,617 0,601 0,615 0,567 0,021 * ok NS

NI: N ingerido; NH: N de las heces; NO: N de la orina; ND: N digestible (ND = NI — NH); NR: N retenido (NR = ND — NO); DER: Desviacion estandar residual;
NS: No significativo (P>0,05); * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001
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4.1.9.- Valores de ingesta, excrecion y retencion de energia segun dieta
consumida

En la Tabla 13, se presentan los valores correspondientes a las ingestas de energia,
excrecion por heces y orina, cantidades disponibles tanto a nivel digestivo (energia
digestible) como metabdlico (energia metabolizable), energia retenida a nivel corporal, tanto
total como en forma de proteina y grasa, produccion de calor total asi como el asociado a la
utilizacion de proteina y grasa, junto a las relaciones existentes entre la ingesta de energia
digestible y energia bruta y entre la energia total retenida y la ingesta de energia
metabolizable. Respecto a los resultados obtenidos del andlisis estadistico practicado, lo
primero a indicar es que si bien la ingesta de energia bruta no se veia afectada de manera
significativa por ninguno de los factores implicados, se detectaba un efecto de la fuente de
grasa a P=0,09, razén por la que a diferencia de lo realizado al analizar los datos indicativos
de la utilizacion del N, en este caso las ingestas correspondientes no se utilizaron como factor

de covarianza.

La fuente de proteina de la dieta aparecia ejerciendo un efecto principal significativo
(P<0,05) sobre la relacion existente entre la ingesta de energia bruta y energia digestible,
efecto por el que se deducia como el valor medio correspondiente al consumo de las dietas
con proteina de leche de cabra, resultaba mas alto que el alcanzado por las que incluian
proteina de leche de vaca. Junto a esto, la cantidad de energia retenida como proteina, se veia
afectada por dicho factor a un nivel de P=0,06, lo que mostraba que bajo consumo de las
dietas con proteina de leche de cabra, los valores correspondientes tendian a ser mas altos que
cuando la fuente de proteina era de leche de vaca. El origen de la grasa de las dietas, aparecia
ejerciendo un efecto principal significativo (P<0,05), sobre la excrecion de energia por heces,
energia total retenida, energia retenida como grasa, relaciones existentes entre la ingesta de
energia bruta y energia digestible y, energia total retenida y energia metabolizable, asi como
sobre la produccién de calor, asociado tanto a la utilizacion de proteina como de grasa. De
acuerdo con estos efectos, se deducia que tanto la pérdida de energia por heces como la

energia total retenida, energia retenida como grasa, relacion existente entre la energia total
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retenida e ingesta de energia metabolizable, y la produccion de calor asociada a la utilizacién
de proteina, resultaban ser cantidades mas bajas en el caso de consumo de las dietas cuya
grasa procedia de leche de cabra, sucediendo lo contrario respecto a la relacion existente
entre la ingesta de energia digestible y energia bruta y la produccion de calor asociada a la

utilizacion de grasa.

Junto a lo anterior se detectaba una interaccion entre factores significativa (P<0,05), para
la relacion existente entre la energia digestible y la bruta ingerida, interaccion que indicaba
como dicha relacion resultaba mas alta bajo consumo de la proteina de leche de cabra pero
solo cuando la grasa de la dieta procedia, igualmente, de dicha clase de leche. Aunque sin
alcanzar un nivel de significacion estadisticamente valido, en el caso de las cantidades de
ingesta de energia digestible y metabolizable, se detectaba una interaccion entre factores a
P=0,11, indicativa de que bajo el consumo de las dietas con proteina de leche de cabra, los
valores de los parametros indicados, tendian a ser mayores cuando la grasa procedia
igualmente de leche de cabra, sucediendo lo contrario cuando la proteina utilizada era de
leche vaca. El primero de estos efectos, indicaria una mejor utilizacion de la energia ingerida,
tanto a nivel digestivo como metabolico, cuando a la proteina de leche de cabra le
acompafiara la grasa igualmente de leche de cabra. El segundo de los efectos citados, seria
meramente reflejo de la mayor ingesta que bajo consumo de la dieta formada por proteina y

grasa de leche de vaca, se alcanzaba.

De los resultados obtenidos, lo primero a indicar es que lo comentado respecto del efecto
de la fuente de grasa sobre la ingesta energética, podria deberse al distinto sabor que las
dietas presentarian segun el origen de la misma. En razén de su composicion, se conoce que
la grasa de la leche de cabra presenta un sabor mas fuerte, lo que pudo influir sobre la ingesta
de las dietas que la incluian. A pesar de esto, la diferencia mas alta alcanzada, fue solo del
6%. El efecto de la fuente de grasa sobre la excrecion de energia por heces, es la resultante de
la mayor absorcion que de este nutriente tenia lugar cuando las dietas incluian la grasa de

leche de cabra, lo que determinaba como ya hemos comentado, su mas alta digestibilidad. Al
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mismo tiempo, los efectos detectados sobre la relacion existente entre la energia digestible y

la bruta ingerida, ya han sido discutidos al comentar la digestibilidad de la energia.

Independientemente de los resultados anteriores, los demés obtenidos en relacion con la
utilizacion de la energia, son principalmente debidos al particular metabolismo que la grasa
de la leche de cabra presenta frente a la de vaca, lo que conduce a una menor retencion de
energia en forma de grasa, junto a una igualmente menor eficiencia bruta de utilizacion de la
energia metabolizable ingerida para la retencion y, mayor produccion de calor asociada a la
oxidacion de grasa. Junto a esto, igualmente se deduce una mejor utilizacion de la proteina,
cuando la de la dieta procede de leche de cabra o cuando la grasa procede de igual manera, de
dicha clase de leche, aspectos que determinan una mayor cantidad de energia retenida como

proteina y una menor produccion de calor asociada a su oxidacion.

La termogénesis inducida por dieta, juega un importante papel en la regulacion del
balance energético (Trayhurn y col., 1982). La composicién en macronutrientes afecta a esta
termogénesis y en consecuencia, al flujo total de energia que se pierde a través del organismo
(Rothwell , 1979). La naturaleza de la grasa de la dieta, en razén de su composicion en acidos
grasos, es capaz de influir sobre la termogénesis inducida por dieta y por tanto, sobre el
depdsito de grasa a nivel corporal (Shimomura y col., 1990). Como ya hemos comentado, los
MCT se metabolizan mas rapidamente que los de cadena larga, originando en un corto

espacio de tiempo, una descarga de energia.

En ratas alimentadas con una igual cantidad la energia, la ganancia de peso resultaba
menor cuando la dieta incluia como fuente de grasa MCT en vez de triglicéridos de cadena
larga. Bajo consumo de la dieta con MCT, el deposito de grasa resultaba mas bajo mientras
que la tasa de metabolismo basal se incrementaba (Senior, 1990). Matsuo y Takeuchi (2004)
informan de cémo los MCT presentan un destino metabolico distinto, lo que puede originar la
diferencia que estos compuestos presentan a nivel de la termogénesis postprandial. Ya hemos
indicado cémo los acidos grasos contenidos en los MCT, penetran en la mitrocondria de las

células hepaticas, independientemente de la acil-CoA-carnitina transferasa. El acetil-CoA
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formado por la B-oxidacion puede ser posteriormente oxidado, via ciclo de Krebs, hasta
anhidrido carbonico y agua (Velazquez y col., 1996). El nivel de enzimas relacionadas con el
ciclo de Krebs, las que se emplean como marcadores de la capacidad oxidativa en la
mitocondria, resulta mas alto bajo consumo de MCT que cuando se ingiere triglicéridos de
cadena larga. En opinion de Matsuo y Takeuchi (2004), esta mayor capacidad estaria
relacionada con los mecanismos que determinan el menor deposito de grasa inducido por los
efectos térmicos de los MCT. Los autores Ultimamente citados, indican cémo el particular
metabolismo de estos compuestos, sugiere que podrian resultar de utilidad en los tratamientos

de la obesidad.

Los resultados obtenidos en este estudio, se muestran enteramente de acuerdo con los
comentarios anteriores, en relacion con el particular metabolismo de los MCT. Junto a un
menor depdsito de grasa, se deduce una mayor cantidad de pérdida de calor asociada a su
oxidacion. Al mismo tiempo, esta grasa determina una menor oxidacion proteica,

identificandose como fuente de energia que ayuda al proceso de su retencion.

Con vistas a considerar a la leche de cabra como alimento de eleccidon para la edad
infantil, el particular metabolismo de su grasa, daria lugar a un menor desarrollo de células
adiposas, lo que determinaria una capacidad menor de desarrollo del tejido adiposo, a edades

posteriores.
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Tabla 13.- Valores de ingesta y balances de energia (g /kg””. dia). Relaciones indicativas de su utilizacién. Efectos de la fuente de proteina y

grasa
Proteina
Leche de cabra Leche de vaca Nivel de significacion
Grasa Leche de cabra  Leche de vaca Leche de cabra Leche de vaca  DER Efecto proteina (P)  Efecto grasa (G) PxG
EB 1304,8 1320,4 1287,2 1366,2 72,14 NS NS NS
EH 39,5 95,3 59,2 91,1 18,99 NS otk NS
EO 39,3 37,7 38,3 39,7 4,75 NS NS NS
ED 1265,3 1225,1 1228,0 1275,1 71,02 NS NS NS
EM 1226,1 1187,5 1189,6 1235,4 68,95 NS NS NS
ER 248.0 266,6 244.8 270,0 15,82 NS ok NS
ERp 99,8 96,9 95,5 93,3 5,28 NS NS NS
ERg 148,1 169,7 149,3 176,7 14,67 NS oAk NS
ED/EB 0,970 0,928 0,954 0,933 0,005 ok otk ok
ER/EM 0,202 0,225 0,207 0,219 0,016 NS ok NS
PCp (% PCt) 2,32 2,89 2,53 3,10 0,51 NS *x NS
PCg (% PCt) 11,4 8,3 10,8 8,5 1,40 NS oAk NS

EB: Energia bruta; EH: Energia de las heces; EO: Energia de la orina; ED: Energia digestible (ED = EB — EH); EM: Energia metabolizable (EM = ED —
EO); ER: Energia retenida; ERp: Energia retenida como proteina; ERg: Energia retenida como grasa (ERg = ER — ERp); PCp: Pérdida de calor asociada a
la utilizacion de proteina (% PCt = Produccion de calor total); PCg: Pérdida de calor asociada a la utilizacion de grasa; DER: Desviacion estandar residual;
NS: No significativo (P>0,05); ** P<0,01; *** P<0,001
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4.1.10.- Pesos vivos finales alcanzados y composicion quimica de los mismos

En la Tabla 14, se presentan los valores de los pesos vivos finales alcanzados por los
animales experimentales, asi como la composicion quimica de los mismos. Respecto del
analisis estadistico llevado a cabo, lo primero a indicar es que al advertir que los pesos vivos
no quedaban afectados por ninguno de los dos factores implicados, el resto de parametros
considerados se analizaron en un principio, considerando los valores de pesos vivos como
factor de covarianza, factor que en ningin caso resultd estadisticamente significativo

(P>0,05), omitiéndose por tanto del analisis.

La fuente de proteina de la dieta, aparecia no ejerciendo efecto significativo alguno
(P<0,05), sobre los distintos valores consignados. Solo en el caso del contenido en proteina
del peso vivo, se deducia un efecto de la fuente de proteina de la dieta consumida a P=0,10,
efecto indicativo de que bajo el consumo de las dietas cuya proteina procedia de leche de
cabra, el contenido proteico del peso vivo tendia a ser mas alto. Junto a esto, la fuente de
grasa de la dieta, aparecia ejerciendo un efecto significativo (P<0,05) tanto sobre el contenido
en MS como sobre el de grasa y energia del peso vivo de los animales, deduciéndose en
consecuencia, como dichos contenidos resultaban mas altos bajo consumo de las dietas cuya

grasa procedia de leche de vaca.

Estos resultados se muestran totalmente de acuerdo con los comentarios incluidos en el
apartado anterior. Los pesos vivos finales, resultaban no diferentes, indicando un igual
crecimiento bajo consumo de las cuatro dietas. Al mismo tiempo, la grasa de leche de cabra,
al determinar un menor depoésito de energia en forma de grasa, establece unos pesos con un
menor contenido de la misma, lo que igualmente se traduce en los resultados deducidos sobre
la cantidad de energia contenida en el peso vivo. Junto a esto y conocido que la grasa se
deposita de manera bastante anhidra, haciéndolo por el contrario, la proteina junto a una
elevada cantidad de agua, logico resulta el deducir que la grasa de la leche de cabra daba
lugar a unos pesos vivos con un menor contenido en materia seca. Finalmente, y aunque aqui
se deduce solo una tendencia, la mejor calidad de la proteina de leche de cabra, determinaba

un contenido mas alto de la misma en el peso vivo de los animales.
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Tabla 14.- Pesos vivos (g) finales alcanzados y composicion quimica (% peso vivo) de los mismos. Efectos de la fuente de proteina y grasa

Proteina

Leche de cabra

Leche de vaca

Nivel de significacion

Grasa Leche de cabra  Leche de vaca Leche de cabra Leche de vaca DER Efecto proteina (P) Efecto grasa (G) PxG
Peso vivo 1553 154,4 155,4 152,5 8,06 NS NS NS
Composicion
MS 34,51 35,80 34,20 36,50 2,27 NS * NS
Proteina 17,64 17,38 16,91 17,16 0,72 NS NS NS
Grasa 13,31 15,10 13,44 15,97 1,28 NS ok NS
Minerales 3,75 3,68 3,67 3,71 0,78 NS NS NS
Energia (kJ/g) 9,50 10,14 9,22 10,43 0,56 NS otk NS

DER: Desviacion estandar residual
NS: No significativo (P>0,05); * P<0,05; *** P<0,001
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4.2.- Estudio comparativo de la capacidad inmundgena de la leche de cabra,

leche de vaca y de sus lactosueros

4.2.1.- Determinacion del espectro antigénico de la leche de cabra, leche de
vacay de sus lactosueros

Obtencion de inmunisueros: Técnicas de Inmunodifusion (ID) y ELISA

La determinacién del patron polipeptidico de las cuatro soluciones inmunizantes, que se
utilizaron en nuestro estudio para la obtencion de los sueros inmunes, se llevd a cabo
mediante SDS-PAGE. En la Figura 1 se muestra el perfil proteico obtenido mediante
electroforesis, en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, y tefiidos con azul
Coomassie R-250. El uso de SDS como agente desnaturalizante fue necesario debido a la
naturaleza compleja de la leche, cuyos constituyentes se encuentran en parte, en suspension y
en parte en solucion, lo que hace que su separacion bajo condiciones no desnaturalizantes, sea

no satisfactoria (Restani, y col., 2002).

Figura 1.- Perfil proteico determinado por SDS-PAGE de leche de cabra, leche de vaca,
lactosuero de leche de cabra y lactosuero de leche de vaca
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Carril 1: Marcadores de pesos moleculares; carril 2: Marcador de B-caseina de cabra; carril 3:
Marcador IgG
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Los pesos moleculares aparentes de los polipéptidos mayoritarios fueron como sigue: en
el carril 3, se apreciaban dos bandas mayoritarias en la zona de 24 y 55 kDa, correspondientes
a las inmunoglobulinas de cadenas ligeras y pesadas, respectivamente. En el carril 4 y 5 (LC),
aparecian tres bandas minoritarias sobre 84, 64 y 55 kDa que corresponderian a lactoferrina,
seroalbumina y a las cadenas pesadas de IgG. Entre 27 y 24 kDa corresponderian al complejo
caseina, y a las cadenas ligeras de las IgG. Por ultimo se apreciaban dos polipéptidos de bajos
pesos moleculares, sobre 17 y 13 kDa, que pertenecerian a [-lactoglobulina y a-
lactoalbumina, respectivamente, en sus dos isoformas, normal y glicosilada (Kim y Jiménez-
Flores, 1994). En los carriles 6 y 7 (LV) se obtenia en general, el mismo patron polipeptidico
que con LC. Los carriles 8 y 9 (LLC y LLV, respectivamente), tienen presentes en su patrén
electroforético, las tres bandas de altos pesos moleculares que corresponderian a: lactoferrina,
seroalbimina y cadenas pesadas de IgG, seguidas de una banda sobre 24 kDa,
correspondiente a las cadenas ligeras de las IgG, y dos de bajos pesos moleculares: [-
lactoglobulina y o-lactoalbimina. Estas ultimas se mostraban cuantitativamente més
aumentadas que en la leche, debido a que en los 6 pg de contenido en proteinas que
depositdbamos en cada carril, la proporcion relativa de éstas, resultaba mayor en los

lactosueros.

El patron obtenido tanto para LC, LV, LLC y LLV esta de acuerdo con lo recogido en la
literatura referente a los componentes proteicos de los dos tipos de leche y de sus

correspondientes lactosueros (Brown y col., 1995).

Para la obtencion de los sueros inmunes, hemos seguido la metodologia y protocolos ya
indicados en Material y métodos. La dindmica de produccion de anticuerpos en conejos frente
aLC, LV, LLCyLLV, determinada por ELISA e ID, durante el periodo de inmunizacion, se
muestran en la Tabla 15. El titulo mas alto correspondi6 al suero inmune frente a LV, y fue
de 1/131072. En la Figura 2 se indica la imagen fotografica de una ID, tefiidda por rojo
Ponceau. En el orificio central, se dispuso LC (como antigeno) y en los exteriores, el

inmunisuero frente a este antigeno procedente del conejo correspondiente. Cuando se
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encuentran los dos inmunorreactivos a la concentracion adecuada, se producen las 3 lineas de
precipitacion.

Figura 2.- Inmunodifusion de la sangria de sacrificio del suero
inmune desarrollado frente a leche de cabra

Recurrimos a la técnica de ID para seguir el desarrollo de la produccion de anticuerpos
en el proceso de inmunizacidn, ya que no disponiamos de sueros positivos frente a nuestras
soluciones inmunizantes. Con las primeras sangrias positivas obtenidas mediante ID, se puso
a punto la técnica ELISA, la que se utilizo para el seguimiento de la dindmica de produccion

de anticuerpos.

Tabla 15.- Dinamica de los anticuerpos desarrollados en conejos, determinados por ELISA e
Inmunodifusion (ID)

Sangria
Conejo  Antigeno 1? 28 32 42 52 6"

ELISA 1 LC 1/2048 1/4096 1/4096 1/8192 1/32768 1/32768

2 LV 1/2048 1/2048 1/8192 1/16384 1/65536  1/131072

3 LLC 1/1024 1/2048 1/8192 1/16384 1/16384  1/132768

4 LLV 1/2048 1/2048 1/8192 1/8192 1/65536 1/65536
ID

1 LC - - +; 2 lineas +;2lineas +;3 lineas +; 3 lineas

2 LV - +;1linea +;1lineca +;2lineas +;2lineas +; 3 lineas

3 LLC - - +,1linea  +; llinea +;2lineas +; 2 lineas

4 LLV - - +;2 lineas +;2lineas +;2lineas +; 2 lineas

LC: Leche de cabra; LV: Leche de vaca; LLC: Lactosuero leche de cabra; LLV: Lactosuero leche de
vaca

En la Gréfica 1 estan representados los valores de DO de los 4 sueros inmunes en la

sangria de sacrificio, y a la dilucién 1/4096. La reaccion se realizod frente a los mismos
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antigenos con los que se inmunizaron los conejos (reacciones homologas). Los resultados
confirmaban que habiamos obtenido unos buenos inmunisueros, con la pauta y via de
inmunizacion utilizada, los que permitia determinar frente a qué dianas se habian producido
los anticuerpos. El valor limite de positividad se calculaba a partir de la sangria 0 de los
conejos (como ya se ha descrito en el apartado correspondiente de Material y métodos),

siendo estos valores: conejo 1 = 0,066; conejo 2 = 0,093; conejo 3 = 0,086; conejo 4 = 0,071.

0,45
OAc frente a LC
04 1 0383 W Ac frente a LV
‘ ! OAc frente a LLC
0,347 OAc frente a LLV
0,35
0,3
0,252
0,25
(o]
[a]
0,2
0,15 0,146
0,1
0,05
0
conejo 1 conejo 2 conejo 3 conejo 4

Gréfica 1.- Valores de densidad optica obtenidos por los cuatro sueros inmunes en la
sangria de sacrificio a la dilucion 1/4092

Determinacion del espectro antigénico mediante la técnica de Western blot

Las Figuras 3 y 4 muestran los polipéptidos reconocidos por los inmunisueros frente a
los antigenos LC, LV, LLC y LLV, (conejos 1, 2, 3 y 4), después de ser separados por
electroforesis en geles de poliacrilamida, transferidos al soporte de nitrocelulosa y realizada

la reaccion inmuno-enzimatica.

La Figura 3 recoge los resultados obtenidos para LC y LV. En el carril 1 se muestran los
marcadores de pesos moleculares, en el 2 y 5 el marcador de la B-caseina de cabra, enel 3y 4

LCy,enel 6 y7LV. Cada carril se revelaba con los inmunisueros que se indican en el pie de
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la figura. Los dos sueros inmunes reconocian el mismo patréon: tres bandas de altos pesos
moleculares, entre 75 y 55 kDa, correspondientes a lactoferrina, seroalbumina y cadenas
pesadas de las inmunoglobulinas; otra sobre 27 kDa, correspondiente al complejo caseina, a
la que le sigue otra en torno a 24 kDa, cadenas ligeras de las inmunoglobulinas y por tltimo,
dos polipéptidos de bajos pesos moleculares, 17 y 13 kDa, que pertenecerian a f3-
lactoglobulina y a las dos isoformas de oa-lactoalbimina, respectivamente. Bevilacqua y
colaboradores (2000, 2001), en cobayas inmunizados por via oral tanto con leche de cabra
como de vaca, determinan mediante ELISA anticuerpos dirigidos frente a las principales
fracciones proteicas (B-lactoglobulina, a-lactoalbimina y caseinas) de ambos tipos de leche,
obteniendo respuestas frente a cada una de ellas, si bien los titulos obtenidos dependian del

tipo de fraccion considerada.

Figura 3.- Polipéptidos antigénicos revelados por la sangria de sacrificio de los inmunisueros
obtenidos frente a leche de cabra (LC) y leche de vaca (LV)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carriles 2 y 4: sangria de sacrificio del inmunisuero frente
a LC, carril 3: sangria 0 del inmunisuero frente a LC; carriles 5 y 7: sangria de sacrificio del
inmunisuero frente a LV y carril 6: sangria 0 del inmunisuero frente a LV

En la Figura 4 estan recogidos los resultados obtenidos para LLC y LLV. En el carril 1,
se muestran los marcadores de pesos moleculares, en el 2 y 5 el marcador de la B-caseina de
cabra,enel3y4 LLC,yenel 6y 7, LLV. Cada carril se reveld con los inmunisueros que se

indican en el pie de la figura.
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Figura 4.- Polipéptidos antigénicos revelados por la sangria de sacrificio de los inmunisueros
obtenidos frente a lactosuero de leche de cabra (LLC) y lactosuero de leche de
vaca (LLV)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carriles 2 y 4: sangria de sacrificio del inmunisuero frente
a LLC; carril 3: sangria 0: del inmunisuero frente a LLC; carriles 5 y 7: sangria de sacrificio del
inmunisuero frente a LLV, carril 6: sangria 0 del inmunisuero frente a LLV

Tras la realizacion de la reaccion inmunoldgica, se revelaban las siguientes bandas
(Figura 4): en los carriles 2 y 5 aparecia una banda correspondiente al complejo caseina de
aproximadamente 27 kDa. Este resultado nos indica, que los sueros inmunes frente a LLC y
LLV contienen anticuerpos de reactividad cruzada con epitopos de la caseina. En los carriles
4 y 7, tres bandas de altos pesos moleculares, entre 75 y 55 kDa, correspondientes a
lactoferrina, seroalbimina y cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (la correspondiente a
lactoferrina en el carril 7 era muy débil), otra sobre 24 kDa que corresponderia a las cadenas
ligeras de las inmunoglobulinas y por ultimo, otras dos, B-lactoglobulina y a-lactoalbumina,
en torno a 17 y 13 kDa respectivamente. La a-lactoalbumina aparece desdoblada en dos
isoformas. Las sangrias cero de ambos conejos, como es 16gico, no reconocieron ningin
polipéptido antigénico. Los dos inmunisueros producidos frente a LLC y LLV, reconocieron
el mismo numero de proteinas antigénicas. La tnica particularidad de esta figura con respecto
a la 3, es la ausencia de la banda correspondiente al complejo caseina (carriles 4 y 7), lo que
se explica debido a que en los lactosueros, no estan presentes las caseinas y por tanto, en los
sueros inmunes obtenidos con ellos, no se han producido los anticuerpos frente a ellas. Las

bandas correspondientes a B-lactoglobulina y a-lactoalbumina, resultan mas intensas en la
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imagen de la Figura 4 que en la de la 3, debido a que en los 3 pl de volumen de muestra
utilizados, la cantidad de proteinas séricas sometida a electroforesis, 6 pg, era mayor debido a
la no existencia de caseinas.

Dado que las fracciones ag;-caseinas y B-lactoglobulina no existen en la leche humana,
estas proteinas se consideraron, en un principio, que eran las responsables de la produccion
de anticuerpos (Boza Puerta, 1992). En una reciente revision sobre el tema, Park y Haenlein
(2006), informan de que en distintos tipos de estudios se ha deducido el desarrollo de
anticuerpos frente a las 18 proteinas diferentes presentes en la leche de vaca. Los citados
autores, analizan los resultados obtenidos tanto en lactantes como en nifios y adultos,
indicando que la reaccion alérgica parece poder producirse tanto por los distintos tipos de
caseina, especialmente la agsj-caseina y B-caseina, como por las diferentes proteinas séricas,

B-lactoglobulina, a-lactoalblimina e inmunoglobulinas.

4.2.2.- Andlisis de la capacidad alergénica de leche de cabra, leche de vaca y
de sus lactosueros: Ensayos in vivo

El cobaya es comunmente usado en los ensayos de alergenicidad de tipo I. De hecho, fue
inicialmente descrito por Parish y colaboradores (1964), como modelo para estudiar la alergia
a las proteinas de la leche de vaca, y ha sido ampliamente utilizado para realizar los ensayos
de alergia en férmulas dirigidas a la alimentacion infantil (McLaughlan y col., 1981). Las
reacciones anafilacticas, también denominadas de hipersensibilidad inmediata o de tipo I,
pueden ser causadas por moléculas de gran tamafio, con capacidad inmunogénica, o por
moléculas mas pequefias que se unen a portadores y actGian como haptenos. Para estas
reacciones, se utilizan estos animales de experimentacion, tanto en modelos sistémicos como
locales, sensibilizados de forma activa o pasiva, respectivamente. Las reacciones de tipo I son
mediadas principalmente, por inmunoglobulinas de la clase E. Estos anticuerpos son
producidos durante las etapas de exposicion al antigeno (fase de sensibilizacion), iniciandose
la reaccion ante una segunda exposicion al mismo. Los sintomas clinicos son consecuencia de

la liberacion de gran variedad de mediadores (histamina, leucotrienos, tromboxano,
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prostaglandinas, etc.), que hacen del choque anafilactico una de las manifestaciones mas

criticas y complejas de las reacciones alérgicas.

En el caso de sensibilizar a los cobayas pasivamente, mediante la administracion de
sueros con anticuerpos, el antigeno provoca tras su inoculacién, una reaccion antigeno-
anticuerpo que induce la liberacion local de sustancias vasoactivas, dando lugar a un aumento
drastico de la permeabilidad vascular. Como la sustancia antigénica se mezcla con azul
Evans, la reaccion se evidencia por la aparicion de zonas coloreadas. Una reaccion mayor de

0,5 cm de diametro se considera positiva (Pahud y col., 1988).

Prueba de Anafilaxia sistémica para leche de cabra, leche de vaca y para sus
lactosueros: Ensayos 1y 3

El comportamiento nutritivo de los cobayas durante los 22 dias que dur6 el experimento,
fue satisfactorio. En el Ensayo 1, la cantidad de LC y LV ingerida por los cobayas de los
grupos II y IV, durante los 15 dias que siguieron la inmunizacion oral, se detallan en las
Tablas 16 y 17. El valor medio ingerido fue 90,3+11,0 ml y 88,2+10,6 ml para LC y LV
respectivamente, valores que no resultaron estadisticamente diferentes (P>0,05). En el
Ensayo 3, la cantidad de LLC y LLV ingerida por los cobayas, de los grupos II y IV, durante
los 15 dias que siguieron la inmunizacién oral, se detallan en las Tablas 18 y 19. El valor
medio ingerido fue 50,3+6,7 ml y 77,7+14,0 ml para LLC y LLV respectivamente, resultando
mayor el valor medio correspondiente a LLV (P<0,05). El disefio experimental seguido fue
indicado en el apartado de Material y métodos, realizdndose la prueba de anafilaxia sistémica
a los 22 dias del inicio del ensayo. A cada animal se le inoculaba por via venosa, la misma
solucion antigénica que habia bebido para su sensibilizacion oral. En todos los animales se
observaron los siguientes sintomas de hipersensibilidad: se frotaban intensamente la nariz y la
cabeza, hinchazon alrededor de los ojos, respiracion jadeante, cianosis alrededor de boca y

rabo, y en su caso, choque anafilactico. Los resultados se muestran en la Grafica 2.
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Tabla 16.- Volumen en ml de leche de cabra, ingerida diariamente por los cobayas, junto con sus medias por animal y dia

Cobayas
Dias 17 18 19 20 21 22 23 24 Media DE
1 38,0 70,0 79,0 58,0 79,0 51,0 73,0 66,0 64,3 14,40
2 63,0 57,0 34,0 60,0 57,0 44,0 67,0 51,0 54,1 10,78
3 65,0 71,0 42,0 59,0 61,0 55,0 45,0 51,0 56,1 9,88
4 80,0 95,0 90,0 82,0 98,0 72,0 60,0 90,0 83,4 12,68
5 88,0 93,0 90,0 88,0 86,0 68,0 76,0 82,0 83,9 8,25
6 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 61,0 100,0 95,1 13,79
7 40,0 123,0 11,0 97,0 88,0 95,0 69,0 75,0 74,8 35,28
8 110,0 120,0 115,0 118,0 115,0 106,0 85,0 58,0 103,4 21,41
9 110,0 118,0 116,0 135,0 87,0 138,0 107,0 66,0 109,6 23,85
10 115,0 112,0 36,0 150,0 107,0 105,0 20,0 42,0 85,9 46,61
11 80,0 125,0 110,0 127,0 111,0 92,0 84,0 70,0 99,9 21,36
12 115,0 140,0 115,0 118,0 85,0 106,0 75,0 67,0 102,6 24,77
13 124,0 150,0 150,0 144,0 128,0 105,0 115,0 55,0 1214 31,43
14 129,0 145,0 145,0 105,0 150,0 82,0 48,0 80,0 110,5 37,72
15 106,0 140,0 125,0 121,0 130,0 85,0 115,0 55,0 109,6 27,61
Media 90,9 110,6 90,5 104,1 98,8 86,9 73,3 67,2
DE 29,07 28,94 42,25 30,20 25,50 25,37 26,11 16,02

DE = Desviacion estandar



Resultados y discusion

Tabla 17.- Volumen en ml de leche de vaca, ingerida diariamente por los cobayas, junto con sus medias por animal y dia

Cobayas
Dias 25 26 27 28 29 30 31 32 Media DE
1 70,0 71,0 95,0 56,0 41,0 70,0 73,0 71,0 68,4 15,36
2 90,0 64,0 62,0 73,0 60,0 50,0 47,0 56,0 62,8 13,70
3 66,0 45,0 60,0 82,0 90,0 38,0 50,0 88,0 64,9 20,08
4 74,0 70,0 60,0 82,0 90,0 38,0 58,0 72,0 68,0 16,04
5 92,0 77,0 89,0 90,0 90,0 85,0 54,0 74,0 81,4 12,85
6 72,0 77,0 100,0 90,0 100,0 88,0 61,0 87,0 84,4 13,60
7 45,0 86,0 123,0 108,0 61,0 86,0 62,0 106,0 84,6 27,04
8 108,0 104,0 56,0 103,0 121,0 120,0 85,0 40,0 92,1 29,75
9 106,0 112,0 112,0 123,0 130,0 100,0 80,0 110,0 109,1 15,06
10 91,0 75,0 100,0 112,0 146,0 101,0 70,0 105,0 100,0 23,58
11 90,0 100,0 85,0 126,0 8,0 97,0 100,0 75,0 85,1 34,49
12 92,0 100,0 143,0 130,0 131,0 88,0 95,0 112,0 111,4 20,88
13 125,0 105,0 150,0 130,0 125,0 122,0 37,0 136,0 116,3 34,46
14 129,0 110,0 124,0 102,0 69,0 136,0 110,0 127,0 113,4 21,30
15 130,0 101,0 102,0 102,0 140,0 75,0 0,0 0,0 81,3 53,88
Media 92,0 84,5 97,4 100,6 93,5 86,3 65,5 83,9
DE 24,58 19,78 29,82 21,94 39,94 29,01 27,53 35,08

DE = Desviacion estandar
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Tabla 18.- Volumen en ml de lactosuero de leche de cabra, ingerido diariamente por los cobayas, junto con sus medias por animal y dia

Cobayas
Dias 17 18 19 20 21 22 23 24 Media DE
1 30,0 7,0 5,0 8,0 0,0 4,0 0,0 13,0 8,4 9,72
2 47,0 43,0 49,0 43,0 73,0 66,0 45,0 50,0 52,0 11,25
3 40,0 50,0 38,0 48,0 50,0 42,0 27,0 55,0 43,8 11,25
4 61,0 40,0 55,0 45,0 51,0 44,0 36,0 37,0 46,1 9,96
5 52,0 59,0 32,0 42,0 52,0 51,0 58,0 61,0 50,9 9,69
6 67,0 57,0 44,0 48,0 81,0 42,0 31,0 48,0 52,3 15,71
7 51,0 39,0 43,0 56,0 91,0 70,0 31,0 62,0 55,4 19,13
8 37,0 65,0 82,0 51,0 63,0 27,0 36,0 45,0 50,8 18,26
9 81,0 57,0 60,0 45,0 70,0 30,0 36,0 60,0 54,9 17,07
10 31,0 48,0 65,0 46,0 87,0 63,0 31,0 43,0 51,8 19,01
11 70,0 40,0 70,0 49,0 83,0 43,0 37,0 42,0 543 17,43
12 66,0 52,0 59,0 50,0 79,0 53,0 23,0 52,0 543 15,94
13 70,0 42,0 85,0 65,0 92,0 60,0 37,0 61,0 64,0 18,90
14 59,0 57,0 80,0 70,0 75,0 55,0 25,0 50,0 58,9 17,22
15 69,0 48,0 74,0 55,0 75,0 55,0 30,0 51,0 57,1 15,17
Media 55,4 46,9 56,1 48,1 68,1 47,0 32,2 48,7
DE 15,76 13,65 21,68 13,58 23,34 17,13 12,33 12,45

DE = Desviacion estandar
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Tabla 19.- Volumen en ml de lactosuero de leche de vaca, ingerido diariamente por los cobayas, junto con sus medias por animal y dia

Cobayas
Dias 25 26 27 28 29 30 31 32 Media DE
1 28,0 36,0 21,0 8,0 76,0 34,0 30,0 42,0 34,4 19,74
2 52,0 98,0 45,0 60,0 75,0 27,0 40,0 50,0 55,9 22,07
3 72,0 93,0 34,0 24,0 97,0 44,0 60,0 44,0 58,5 26,91
4 75,0 45,0 39,0 71,0 86,0 50,0 65,0 44,0 59,4 17,18
5 55,0 98,0 31,0 48,0 98,0 45,0 94,2 32,0 62,6 29,33
6 92,0 97,5 50,0 88,0 97,5 45,0 41,0 79,0 73,8 24,36
7 96,0 98,0 90,0 91,0 124,0 39,0 7,0 59,0 75,5 37,85
8 50,0 95,5 42,0 94,0 123,0 66,0 97,5 56,0 78,0 28,47
9 60,0 98,5 35,0 98,5 124,0 57,0 98,0 28,0 74,9 34,63
10 93,0 99,0 44,0 96,0 124,0 47,0 93,3 59,0 81,9 28,52
11 60,0 124,0 58,0 114,0 123,0 54,0 121,0 85,0 92,4 31,58
12 66,0 146,5 39,0 140,0 148,5 52,0 146,5 68,0 100,8 48,52
13 75,0 165,0 50,0 148,0 174,0 47,0 127,0 92,0 109,6 50,67
14 80,0 171,0 28,0 134,0 174,5 65,0 103,0 91,0 105,8 51,24
15 91,0 160,0 36,0 140,0 172,7 65,0 117,2 30,0 101,5 54,86
Media 69,7 108,3 42,8 90,3 121,1 49,1 82,7 57,3
DE 19,29 39,44 16,07 42,35 33,97 11,26 40,27 21,69

DE = Desviacion estandar
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B Sin anafilaxia fatal

O Anafilaxia fatal

LC LV LLC LLV

Soluciones inmunizantes

Grafica 2.- Numero de animales que presentaron anafilaxia fatal en los Ensayos 1 y 3

En los animales sensibilizados frente a LC y LLC hubo un numero menor de ellos que
presentaron choque anafilactico, en comparacion con los que se habian sensibilizado frente a
LV y LLV. En el Ensayo 1, cuatro de los cobayas sensibilizados con LC (grupo II), fueron
positivos frente a la reaccion de anafilaxia sistémica, comparandolos con los seis, que
también resultaron positivos bebiendo LV (grupo IV). En cuanto a los resultados de
alergenicidad en los animales sensibilizados frente a lactosueros, Ensayo 3, un solo animal de
los sensibilizados frente a LLC (grupo II), present6 anafilaxia fatal, frente a los cuatro que
bebieron LLV (grupo IV). Comparando los resultados obtenidos segun test de igualdad de
porcentajes (Sokal y Rohlf, 1979), se inferia que LC respecto a LV (P=0,15) y LLC respecto
a LLV (P<0,05), resultaban hipoalergénicos. Del mismo modo se deducia que LLC frente a
LC se mostraba hipoalergénico (P<0,05), como también LLV frente a LV (P=0,15). Los
animales de los grupos controles, no desarrollaron sintomas de anafilaxia sistémica, ni

anafilaxia fatal.

El choque anafilactico es la reaccion mas severa que puede producirse como
consecuencia de una alergia alimentaria. Consiste en un choque sistémico que puede conducir

incluso a la muerte, habiéndose implicado en la ingestion diferentes alergenos alimenticios,
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incluida la leche (Park y Haenlein, 2006). Los resultados deducidos por nosotros en relacion
con la reaccion anafilactica provocada seglin tipo de leche y lactosuero, no han podido ser
comparados con otros mas o menos semejantes, por no existir en la bibliografia informacion

al respecto.

Acerca de los motivos por los que la leche de cabra se considera hipoalergénica respecto
de la de vaca, se ha sugerido que en la leche de vaca, la ag;-caseina podria actuar como
portadora de otros alergenos, como por ejemplo, la B-lactoglobulina, fraccién que se uniria a
la ag;-caseina formando un complejo menos digestible. La leche de cabra al tener una menor
cantidad de og;-caseina, daria lugar a una menor cantidad del complejo indicado,
facilitandose de este modo, la digestion de la B-lactoglobulina (Bevilacqua y col., 2001). En
este sentido, se conoce que el principal factor desencadenante de una alergia alimentaria, es
un aumento en la abosorcién intestinal de antigenos, seguido de una inmuno-reaccion local
adversa (Walker, 1987). Una exposicion prolongada a la leche de vaca en los casos de alergia
a sus proteinas, se asocia a una respuesta inflamatoria de la Iamina propia de la membrana
intestinal, junto a un aumento en la permeabilidad macromolecular (Roberts y col., 1981;
Heyman y col., 1988). En cobayas sensibilizados frente a las proteinas de la leche, Heyman y
colaboradores (1990), demostraron la existencia de una mayor permeabilidad intestinal,
frente a macromoléculas marcadoras. Igualmente, pusieron de manifiesto mediante pruebas in
vitro, que al estimular con B-lactoglobulina, aumentaba dicha permeabilidad. De acuerdo con
esto, resulta dificil admitir la teoria emitida por Bevilacqua y colaboradores (2001). Caso de
producirse el complejo as;-caseina-p-lactoglobulina y resultar ser el responsable de la mayor
alergenicidad, junto a la respuesta que a nivel intestinal podria originarse, lo que se produciria
seria su mas fécil absorcidn, a causa de la alteracion que la permeabilidad intestinal, en tales

circunstancias suftre.

Independientemente de esto, nosotros hemos deducido una digestibilidad de la proteina

de LC, mas alta que la de LV, efecto que se identifica debido a su naturaleza.
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Prueba de anafilaxia cutdnea pasiva para leche de cabra, leche de vaca y para sus

lactosueros: Ensayos 2 y 4

Los resultados se indican en la Grafica 3. Los sueros utilizados en la inyeccion
intradérmica, se obtuvieron mediante inmunizacion oral de cobayas con LC y LV (Ensayo 2),
y con LLC y LLV (Ensayo 4), segiin lo descrito en Material y métodos. Para LC y LV, el
nimero de animales positivos resultod ser el mismo, seis. Para LLC y LLV, este nimero fue
de siete y ocho, respectivamente. Aplicado el test de igualdad de porcentajes (Sokal y Rohlf,
1979), en ninglin caso fue posible detectar diferencias significativas (P>0,05). Sin embargo,
los animales del grupo IV, mostraron una reaccion mas intensa que los del grupo II, como se
aprecia en la Figura 5. En todos los animales de los grupos controles (I y III) la prueba de

hipersensibilidad fue negativa.

B Negativos a PCA
OPositivos a PCA

LC LV LLC LLV

Soluciones inmunizantes

Grafica 3.- Numero de animales que fueron positivos a la prueba de PCA (Ensayos 2 y 4)

Tal como hemos indicado en otros apartados de este capitulo, estos resultados no pueden
ser comparados con otros disponibles en la bibliografia, por no existir informacion similar al
respecto. En este sentido, en humanos, Perlman (1977), informa de que un mayor nimero de
pruebas cutaneas positivas, se obtienen frente a determinadas proteinas de la leche de vaca en

relacion con la de cabra.
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Figura 5.- Animales que presentaron reaccion positiva a la prueba de PCA

1.- Animal control, reaccidon negativa
2.- Reaccion de hipersensibilidad a leche de cabra positiva
3.- Reaccion de hipersensibilidad a leche de vaca positiva

Estudio seroldgico en los Ensayos 1y 3: Determinacion de 1gG (Fc) e 1gG1

Las reacciones de tipo I son mediadas por inmunoglobulinas de la clase E, pero su
concentracion sérica no es abundante, por lo que en ensayos con animales se hace dificil su
deteccion. Hoy se conoce que la subclase IgG1 se une a los receptores Fc de los mastocitos y
promueven la desgranulacion cuando reacciona con sus antigenos especificos, incrementando
los niveles de histamina, (Kawabata y col., 1995; Bevilacqua y col., 2001; Lara-Villoslada y
col., 2004). En nuestro caso, para revelar los anticuerpos sistémicos producidos, se utilizé una
anti-IgG de cobaya frente a la fraccion Fc y una anti-IgG1, marcadas ambas con peroxidasa,

constatandose la produccion de anticuerpos sistémicos y determinandose su nivel.

Técnica ELISA

Se ha realizado en los sueros procedentes de los cobayas pertenecientes a los Ensayos 1
y 3. Las placas de ELISA se sensibilizaron con el mismo antigeno frente al cual los animales
desarrollaron anticuerpos. Los sueros se ensayaron a dobles diluciones, comenzando al 1/4 y
siguiendo el protocolo indicado en Material y métodos. El valor limite se determino para cada
animal sobre su sangria 0 como también se indicé en el apartado correspondiente. La Tabla

20 recoge la media de estos valores de los ocho animales que pertenecian a cada grupo.

En todos los sueros se revelaron anticuerpos frente a LC y LV, para el isotipo IgG (Fc).

Para la subclase IgG1, seis fueron positivos frente a LC, y ocho frente a LV. En cuanto a los
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lactosueros, en todos detectamos anticuerpos para la clase y subclase ensayadas. En las
Graficas 4 y 5 estan representados los valores medios de DO para las inmunoglobulinas de la
clase IgG (Fc) y la subclase IgG1, correspondientes a la sangria realizada a los cobayas al
finalizar el ensayo, y antes de inyectarles por via venosa, la solucidon antigénica para la
realizacion de la prueba de anafilaxia sistémica. En los sueros de los animales de los grupos

controles de cada ensayo, la reaccion fue negativa.

Tabla 20.- Media de valores limite determinados por técnica ELISA' de las sangrias cero de
los distintos animales inmunizados frente a leche de cabra (LC), leche de vaca
(LV), lactosuero de leche de cabra (LLC) y lactosuero de leche de vaca (LLV)

Homologa
IgG (Fe) IgG1
LC 0,155 0,141
LV 0,142 0,157
LCC 0,0432 0,052
LCV 0,048 0,038

1z . . . . ’ . « .
Técnica ELISA realizada tapizando la placa con el mismo antigeno que inmunizo a los animales

0,4

——LC
—a—LV

0,35 LLC

LLV
0,3
0,25
o i

A 0,2
0,15
0,1
0,05
0 T T T T T T T T T T
1/4 1/8 116 1132 1/64 1128 1/256 1/512 1/1024 1/2048 1/4096

Diluciones de los sueros

Grafica 4.- Valores medios de densidad optica obtenidos en ¢l suero de los animales que se
inmunizaron via oral con leche de cabra (LC), leche de vaca (LV), lactosuero de
leche de cabra (LLC) y lactosuero de leche de vaca (LLV), para la clase de
inmunoglobulinas IgG (Fc)
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Diluciones de los sueros

Gréfica 5.- Valores medios de densidad Optica obtenidos en el suero de los animales que se
inmunizaron via oral con leche de cabra (LC), leche de vaca (LV), lactosuero de
leche de cabra (LLC) y lactosuero de leche de vaca (LLV), para la subclase de
inmunoglobulinas IgG1

Respecto de los valores representados en la Grafica 4, al considerar lo que sucedia en los
sueros de los animales sensibilizados frente a LC y LV, se observaba que los valores de DO
correspondientes a LV, a todas las diluciones, resultaron superiores a los de LC, ocurriendo
lo contrario al comparar LLV frente a LLC. También se deduce de esta grafica, que las DO
correspondientes a los sueros procedentes de la inmunizacién con leche, resultaban superiores
a las alcanzadas por los lactosueros. Asi mismo, los titulos de los sueros de los animales
inmunizados frente a LLC y LLV fueron mayores que los obtenidos para los sensibilizados

con LCyLV.

En cuanto a la Grafica 5, se observaba que a todas las diluciones, los valores de DO
correspondientes a los sueros de los animales sensibilizados frente a LV y LLV, fueron
superiores a los sensibilizados con LC y LLC. Como en el caso anterior, las DO
correspondientes a los sueros procedentes de la inmunizacion con leche, resultaban superiores
a las alcanzadas por los lactosueros. Asi mismo, los titulos de los sueros de los animales
inmunizados frente a LLC y LLV fueron mayores que los obtenidos para los sensibilizados

con LC y LV. Hemos obtenido un mayor nivel de anticuerpos IgG1l para los animales
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sensibilizados con LC, estando de acuerdo con los obtenidos por Bevilacqua y colaboradores

(2001) y Lara-Villoslada y colaboradores (2004).

Se ha realizado un anélisis estadistico (andlisis de la varianza) con los valores de DO de
los sueros a la dilucién 1/64, recogiéndose en las Tablas 21 y 22, los resultados
correspondientes al Ensayo 1 y en las Tablas 23 y 24, los del Ensayo 3. Con este fin y dado
que las ingestas de leche no resultaron diferentes entre grupos, dichas ingestas se utilizaron

como factor de covarianza al comparar los resultados obtenidos entre grupos.

Tabla 21.- Valores de densidad Optica en sueros a la dilucion 1/64 determinados por
ELISA, para IgG (Fc) e IgG1, frente a leche de cabra (LC) y leche de vaca
(LV). Ensayo 1. Diferencias entre grupos para cada una de ellas

Grupo II' Grupo IV? DER  Nivel de significacion
Homologa® IgG(Fc) 0,167 0,211 0,074 NS
Homologa® IgG1 0,188 0,214 0,095 NS

'Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LC, via oral
*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron con LV, via oral

*Placas ELISA sensibilizadas con el mismo antigeno, frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos

DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo

No se detectaban diferencias significativas (P>0,05) ni para IgG (Fc) ni para IgG1. Sin
embargo, en el caso de los valores de IgG (Fc), la diferencia entre grupos se establecia a un
nivel de P=0,20 indicativo, de que el valor correspondiente al grupo IV resultaba mayor que

el del II al nivel indicado (Tabla 21).
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Tabla 22.- Valores de densidad oOptica en sueros a la dilucion 1/64 determinados por
ELISA para IgG (Fc) e IgGl, frente a leche de cabra (LC) y leche de vaca (LV).
Ensayo 1. Diferencias entre las dos inmunoglobulinas dentro de cada grupo

Homologa'
IgG (Fc) IgG1 DER  Nivel de significacion
Grupo IT* 0,178 0,192 0,097 NS
Grupo IV? 0,200 0,210 0,070 NS

'Placas ELISA sensibilizadas con el mismo antigeno, frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos

*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LC, via oral
3Sueros del grupo de animales que se inmunizaron con LV, via oral
DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo

Dentro de cada grupo, la diferencia entre los valores correspondientes a IgG (Fc) e
IgGl1, no resultaba en ningun caso, estadisticamente diferente (P>0,05), aunque los valores
correspondientes a la subclase IgG1 resultaban algo mas altos (Tabla 22).

En el Ensayo 3, que consistio en la sensibilizacion oral con LLC y LLV, el tratamiento

estadistico se realiz6 a la dilucion 1/64 (Tablas 23 y 24).

Tabla 23.- Valores de densidad oOptica en sueros a la dilucion 1/64 determinados por
ELISA para IgG (Fc) e I1gGl, frente a lactosuero de leche de cabra (LLC) y
lactosuero de leche de vaca (LLV). Ensayo 3. Diferencias entre grupos para
cada una de ellas

Grupo IT' Grupo IV? DER  Nivel de significacion
Homologa® IgG (Fc) 0,105 0,062 0,037 *
Homologa® IgG1 0,168 0,182 0,074 NS

'Grupo de animales que se inmunizaron frente a LLC, via oral
*Grupo de animales que se inmunizaron frente a LLV, via oral

*Placas ELISA sensibilizadas con el mismo antigeno frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos

DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo; *P<0,05

Analizadas para cada isotipo las diferencias existentes entre grupos, se detectaba en el

caso de los valores de IgG (Fc), una diferencia estadisticamente significativa (P<0,05),
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deduciéndose en consecuencia, mayor el valor correspondiente al grupo II. Por el contrario,
para IgGl, los valores entre grupos no se detectaban estadisticamente diferentes (P>0,05)

(Tabla 23).

Tabla 24.- Valores de densidad oOptica determinados en sueros a la dilucion 1/64 por
ELISA para IgG (Fc) e IgGl, frente a lactosuero de leche de cabra (LLC) y
lactosuero de leche de vaca (LLV). Ensayo 3. Diferencias entre las dos
inmunoglobulinas dentro de cada grupo

Homologa'
IgG (Fc) IgG1 DER  Nivel de significacion
Grupo II? 0,105 0,168 0,043 o
Grupo IV* 0,062 0,182 0,069 *x

'Placas de ELISA

*Grupo de animales que se inmunizaron frente a LLC, via oral
3Grupo de animales que se inmunizaron frente a LLV, via oral
DER: Desviacion estandar residual; **P<0,01

Dentro de cada grupo, la diferencia entre los valores de IgG (Fc) e IgG1, se detectaba
estadisticamente diferente (P<0,05), resultando en consecuencia, mayores para ambos grupos,
los valores correspondientes a IgGl (Tabla 24), lo que resulta légico, ya que las
inmunoglobulinas IgG1 son las que estan involucradas en la reaccion de hipersensibilidad de

tipo I.

Los resultados obtenidos respecto de los niveles séricos de IgGl, para los animales
sensibilizados con LC y LV, coinciden con los deducidos por Lara-Villoslada y
colaboradores (2004), autores que utilizaron ratones sensibilizados mediante sonda gastrica
con leche UHT de cabra o vaca desnatada, empleando como adyuvante toxina colérica. De
acuerdo con la DO correspondiente, los niveles plasmaticos de IgGl a la dilucion 1/10,

resultaban mayores bajo consumo de leche de vaca.

Lo deducido cuando los animales se sensibilizaban con los lactosueros de los dos tipos
de leche, asi como, lo que se inferia al comparar los niveles de los dos isotipos analizados, no
pueden ser discutidos, con otra informacién disponible que resulte mds o menos similar, por

ser nula la existente al respecto.
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Técnica de Western blot

Las Figuras 6 y 7 muestran los polipéptidos reconocidos por los sueros de los cobayas
inmunizados por via oral (Ensayo 1) grupos I y IV. Se revelaron la presencia de
inmunoglobulinas de la clase IgG (Fc) y subclase IgGl. La primera figura muestra las
moléculas antigénicas de LC reconocidas por los anticuerpos desarrollados en los animales

sensibilizados frente a dicho antigeno.

Figura 6.- Polipéptidos antigénicos revelados por los sueros de los cobayas sensibilizados
por via oral frente a leche de cabra (LC)

\Da 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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Carril 1: Marcadores de pesos moleculares; carril 2: Marcador de B-caseina de cabra; carriles 3 y 5:
Sangria cero animal 9, anticuerpo secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carrilles 4 y 6:
Sangria final del animal 9, anticuerpo secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carriles 7 y 9:
Sangria cero animal 13, anticuerpo secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carriles 8 y 10:
Sangria final del animal 13, anticuerpo secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente

En general, los anticuerpos estuvieron dirigidos frente a las mismas moléculas que las
reveladas por los inmunisueros de conejo, a excepcion de lo correspondiente a las de altos
pesos moleculares, detectdindose dos bandas cuando se empleaba como anticuerpo secundario

anti-IgG 1 y, una para el caso de IgG (Fc).

En la figura 7 se muestra el patron de las moléculas antigénicas de LV frente a las cuales

se formaban los anticuerpos en los animales sensibilizados frente este mismo antigeno.

136



Resultados y discusion

Figura 7.- Polipéptidos antigénicos revelados por los sueros de los cobayas sensibilizados
por via oral frente a leche de vaca (LV)
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Carril 1: Marcadores de pesos moleculares; carril 2: Marcador de B-caseina de cabra; carriles 3 y 5:
Sangria cero animal 27, anticuerpo secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carrilles 4 y 6:
Sangria final del animal 27, anticuerpo secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carriles 7 y 9:
Sangria cero animal 31, anticuerpo secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carriles 8 y 10:
Sangria final del animal 31, anticuerpo secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente

En el caso de los animales sensibilizados con LV, las proteinas que se revelaban
correspondian a B-lactoglobulina, complejo caseina y, en algunos casos, a cadenas pesadas de
las inmunoglobulinas. La banda correspondiente a la a-lactoalbumina se reconocié muy débil
o no fue reconocida. El animal 31, para la clase IgG (Fc) fue negativo, no siéndolo para IgGl1,
aunque por ELISA resultaba negativo frente a esta ultima subclase, resultado éste debido a
que la técnica ELISA es menos sensible que el inmunobloting. Ademas este animal sufrié

choque anafilactico, lo que demuestra que se habian formado anticuerpos frente a las

proteinas de LV.

Hemos revelado un polipéptido en la zona de las caseinas, resultado que esta de acuerdo
con los obtenidos por otros autores empleando sueros humanos (Umpiérrez y col., 1999;
Alvarez y Lombardero, 2002; Mufioz Martin y col., 2004). Por el contrario, Bevilacqua y
colaboradores (2001) con ELISA, utilizando diferentes fracciones de la leche y en sueros de
animales sensibilizados por via oral, sostienen que los anticuerpos formados estan dirigidos

mas bien frente a B-lactoglobulina y a-lactoalblimina.
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Las Figuras 8 y 9 muestran los polipéptidos reconocidos por los sueros de los cobayas
inmunizados por via oral frente a LLC y LLV respectivamente (grupos II y IV del Ensayo 3).

Se revelaba la presencia de inmunoglobulinas de la clase IgG (Fc) y subclase 1gG1.

Figura 8.- Polipéptidos antigénicos revelados por los sueros de los cobayas sensibilizados
por via oral frente a lactosuero de leche de cabra (LLC)
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Carril 1: Marcadores de pesos moleculares; carriles 2 y 4: Sangria cero animal 15, anticuerpo
secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carrilles 3 y 5: Sangria final del animal 15, anticuerpo
secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carriles 6 y 8: Sangria cero animal 16, anticuerpo
secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carriles 7 y 9: Sangria final del animal 16, anticuerpo
secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente

Figura 9.- Polipéptidos antigénicos revelados por los sueros de los cobayas sensibilizados
frente a lactosuero de leche de vaca (LLV)
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Carril 1: Marcadores de pesos moleculares; carriles 2 y 4: Sangria cero animal 25, anticuerpo
secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carrilles 3 y 5: Sangria final del animal 25, anticuerpo
secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carriles 6 y 8: Sangria cero animal 27, anticuerpo
secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente; carriles 7 y 9: Sangria final del animal 27, anticuerpo
secundario IgG (Fc) e IgG1 respectivamente

138



Resultados y discusion

Los animales sensibilizados por via oral frente a LLC y LLV, mostraron anticuerpos
dirigidos frente a cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas, frente a -
lactoglobulina y a-lactoalbumina. La particularidad de estas Figuras 8 y 9 con respecto a las 6
y 7, es la ausencia de la banda correspondiente al complejo caseina, lo que se explica debido
a que en los lactosueros no estaban presentes estas proteinas y por tanto, a partir de los sueros
inmunes obtenidos, no se producian anticuerpos frente a ellas. Las bandas correspondientes a
B-lactoglobulina y a-lactoalblimina, resultaban mas intensas en las imagenes de las Figuras 8
y 9 que en las de las 6 y 7, debido a que en el volumen de muestra dispensado, 3pul, la
cantidad de proteinas séricas sometida, en cada caso, a electroforesis, 6 pug, era mayor dada la

no existencia de caseinas.

4.2.3.- Determinacion de la reactividad cruzada entre las proteinas de leche de

cabra, leche de vaca y de sus lactosueros: Ensayos in vitro

Ensayos realizados en sueros inmunes de conejos

Técnica ELISA

Utilizamos los sueros inmunes de conejo obtenidos frente a LC, LV, LLC y LLV. Con la
técnica ELISA y en su sangria de sacrificio, se determind su grado de reactividad cruzada,
empleando la dilucién 1/4096. En la Tabla 25 se presentan los valores de DO obtenidos frente
al antigeno que se utilizO en su inmunizacion y, frente a las restantes soluciones
inmunizantes, (el valor de DO corresponde a la media de tres réplicas). También se muestran
los valores limite de DO determinados sobre las sangrias cero, igualmente con su antigeno

especifico y con los restantes antigenos.

En todos los casos, los valores de DO homologos resultaron superiores a los heter6logos.
También es digno de destacar la existencia de reactividad cruzada entre cada inmunisuero

obtenido y las cuatro soluciones antigénicas empleadas.
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Tabla 25.- Valores de densidad optica homologos y de reactividad cruzada de los inmunisueros de conejo obtenidos por ELISA en la sangria de
sacrificio a la dilucion 1/4096 y de sus correspondientes valores limites (media Sy + 3xDE)

Antigenos Valores limites de los sueros preinmunes
Sangria de LC LV® LLC’ LLV® Sy’ Sy S, Sy'2
sacrificio
Ac-LC! 0,252* 0,156 0,234 0,164 0,0658 0,0566 0,0648 0,0561
Ac-LV? 0,209 0,347* 0,340 0,296 0,0983 0,0928 0,0742 0,0628
Ac-LLC’ 0,223 0,163 0,383* 0,225 0,1786 0,092 0,0863 0,0679
Ac-LLV* 0,085 0,137 0,140 0,146* 0,0752 0,0717 0,0913 0,0705

*Reaccion homologa; 'Ac-LC: Anticuerpos frente a leche de cabra; *Ac-LV: Anticuerpos frente a leche de vaca; *Ac-LLC: Anticuerpos frente a lactosuero de
cabra; *Ac-LLV: Anticuerpos frente a lactosuero de vaca; LC = Leche de cabra; °LV = Leche de vaca; 'LLC = Lactosuero de cabra; SLLV = lactosuero de vaca;
’Sy = Valor limite frente al antigeno LC para las distintas sangrias de sacrificio;'°S; = Valor limite frente al antigeno LV para las distintas sangrias de
sacrificio;''Sy= Valor limite frente al antigeno LLC para las distintas sangrias de sacrificio; '*So= Valor limite frente al antigeno LLV para las distintas sangrias
de sacrificio
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Técnica de Western blot

En esta técnica los sueros inmunes se utilizaron al 1/50, siguiéndose la pauta indicada en
Material y métodos. En las Figuras 10 y 11, se muestran los patrones antigénicos reconocidos
por la sangria de sacrificio de los conejos frente a LC y LV respectivamente, ensayada con
las distintas soluciones antigénicas, salvo en el carril 3, en el que se utilizaba la sangria 0

frente al antigeno homologo correspondiente.

Figura 10.- Polipéptidos antigénicos revelados por el suero del conejo inmunizado con leche
de cabra (LC), reaccion homologa, y las de reactividad cruzada, con las
soluciones antigénicas heter6logas: leche de vaca (LV), lactosuero de leche de
cabra (LLC) y lactosuero de leche de vaca (LLV)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2: marcador de f-caseina de cabra; carriles 3 y 4: se
ha transferido LC; carril 5: LV; carril 6: LLC y carril 7: LLV
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Figura 11.- Polipéptidos antigénicos revelados por el suero del conejo inmunizado con leche
de vaca (LV), reaccion homologa, y las de reactividad cruzada, con las
soluciones antigénicas heterélogas: leche de cabra (LC), lactosuero de leche de
vaca (LLV) y lactosuero de leche de cabra (LLC)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2: marcador de f-caseina de cabra; carriles 3 y 4: se
ha transferido LV; carril 5: LC; carril 6: LLV y carril 7: LLC

En LC y LV, los dos inmunisueros revelaron los mismos polipéptidos, tanto en las
reacciones homologas como en las heterdlogas: Tres bandas de altos pesos moleculares
correspondientes a lactoferrina, seroalbumina y cadenas pesadas de las inmunoglobulinas,
seguidas de las correspondientes al complejo caseina, otra a las cadenas ligeras y por ultimo,
las de bajos pesos moleculares de la [B-lactoglobulina y de las dos isoformas de a-
lactoalbimina. En cuanto a LLC y LLV, los dos inmunisueros reconocieron el mismo patrdn,
a excepcion de la banda correspondiente al complejo caseina, debido a la ausencia de

caseinatos en los lactosueros.

En las Figuras 12 y 13, se muestran los patrones antigénicos reconocidos por la sangria
de sacrificio de los conejos frente a LLC, y LLV respectivamente, probadas con las distintas
soluciones antigénicas, salvo en el carril 3 en el que se utilizaba la sangria 0 frente al antigeno

homologo correspondiente.
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Figura 12.- Polipéptidos antigénicos revelados por el suero del conejo inmunizado con
lactosuero de leche de cabra (LLC), reaccion homologa, y las de reactividad
cruzada, con las soluciones antigénicas heterdlogas: lactosuero de leche de vaca
(LLV), leche de cabra (LC) y leche de vaca (LV)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2: marcador de B-caseina de cabra ; carriles 3 y 4: se
ha transferido LLC; carril 5: LLV; carril 6: LC y carril 7: LV

Figura 13.- Polipéptidos antigénicos revelados por el suero del conejo inmunizado con
lactosuero de leche de vaca (LLV), reaccion homologa, y las de reactividad
cruzada, con las soluciones antigénicas heterologas: lactosuero de leche de
cabra (LLC), leche de vaca (LV) y leche de cabra (LC)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2 marcador de B-caseina de cabra ; carriles 3 y 4: se
ha transferido LLV; carril 5: LLC; carril 6: LV y carril 7: LC

Los dos inmunisueros de conejo producidos frente a LLC y LLV, revelaron los mismos

polipéptidos que al emplear los obtenidos para los dos tipos de leche. Frente a los antigenos
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LC y LV, reconocian la banda de las caseinas, demostrando que los anticuerpos desarrollados
frente a las moléculas especificas del lactosuero, comparten epitopos comunes con las

caseinas responsables de la reactividad cruzada.

Ensayos realizados en sueros de cobayas inmunizados por via oral

Técnica ELISA

Los sueros ensayados correspondian a los animales de los Ensayos 1 y 3. Las placas
ELISA, se sensibilizaron con distinto antigeno frente al cual se habian desarrollado los
anticuerpos (reaccion heteréloga), siguiendo el protocolo indicado en Material y métodos.
Para los dos isotipos, cuando empledbamos sueros de animales anti-LC frente a proteinas de
LV, el nimero de animales positivos fue de seis. Con el suero de animales anti-LV y
proteinas LC, obtuvimos siete positivos, también para los dos isotipos. No ocurrié lo mismo
con los lactosueros, apareciendo menor nimero de positivos. Para el inmunisuero frente a
LLC se obtuvieron cuatro positivos de IgG (Fc) y cinco de IgG1. En el caso del inmunisuero
LLV, los resultados fueron cinco y seis para IgG (Fc) e IgG1, respectivamente. De esto se
deduce, la existencia de una fuerte reactividad cruzada, tanto para los dos tipos de leche como
para los de lactosuero. Al mismo tiempo, los resultados obtenidos parecen indicar que esta
reactividad se manifiesta algo mas, con el inmunisuero anti-LV y anti-LLV. La diferencia
entre el comportamiento de los dos tipos de leche y lactosueros, se deberia a la no existencia

de caseinas en estos ultimos (Restani y col., 1999, 2002).

En las Graficas 6 y 7, se representan los valores medios de DO a las distintas diluciones
de los sueros de los animales inmunizados frente a LC y LV, tanto frente a su antigeno
especifico (reaccion homologa) como al que no se inmunizé (reaccidon heterdloga), revelando
la IgG (Fc) y la IgGl. De igual forma, en las Graficas 8 y 9, indicamos para la reaccion
homologa y heter6loga, los valores medios de DO para los sueros de los animales
inmunizados frente a LLC y LLV. Antes de proceder a la inmunizacion oral, se les extrajo
sangre a los cobayas (sangria cero). El valor limite se determin6 para cada grupo, calculando

la media del valor limite correspondiente a los ocho animales, tal como se indicaba en
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Material y métodos. La Tabla 26 recoge la media de estos valores heter6logos, para los dos

tipos de leche y de igual forma, para sus respectivos lactosueros.

Tabla 26.- Media de valores limite de las sangrias cero de los
cobayas, previas a la inmunizacion por via oral frente
a leche de cabra (LC), leche de vaca (LV), lactosuero
de leche de cabra (LLC) y lactosuero de leche de vaca

(LLV)
Heterologa'
Soluciones antigénicas IgG (Fc) IgG1
LC 0,040 0,041
LV 0,056 0,074
LLC 0,034 0,039
LLV 0,050 0,042

'Técnica ELISA realizada tapizando la placa con diferente
antigeno (el otro tipo de leche o de lactosuero) frente al cual
fueron inmunizados los animales
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Diluciones de los sueros

Gréfica 6.- Valores medios de densidad Optica obtenidos en el suero de los animales que se
inmunizaron via oral con leche de cabra y leche de vaca, para la clase de
inmunoglobulina IgG (Fc)
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Gréfica 7.- Valores medios de densidad Optica obtenidos en el suero de los animales que se
inmunizaron via oral con leche de cabra y leche de vaca, para la clase de
inmunoglobulina IgG1
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Gréfica 8.- Valores medios de densidad Optica obtenidos en el suero de los animales que se
inmunizaron via oral con lactosuero de leche de cabra y lactosuero de leche de
vaca, para la clase de inmunoglobulinas IgG (Fc)
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Grafica 9.- Valores medios de densidad optica obtenidos en ¢l suero de los animales que se
inmunizaron via oral con lactosuero de leche de cabra y lactosuero de leche de
vaca, para la clase de inmunoglobulinas 1gG1

Con respecto a estas graficas, conviene destacar que los valores correspondientes a las
reacciones heter6logas resultan muy semejantes en los cuatro casos considerados. Al mismo
tiempo, se aprecia que los valores de las reacciones homologas, resultan de manera logica,
superiores a los de sus correspondientes heterdlogas. Igualmente se observa, que los titulos
alcanzados para cada una de las reacciones heter6logas, son algo superiores a los de sus

correspondientes homologas.

Se ha realizado un analisis estadistico (analisis de la varianza) con los valores de DO de
los sueros a la dilucién 1/64, recogiéndose en las Tablas 27 y 28, los resultados

correspondientes al Ensayo 1, y en las Tablas 29 y 30, los del Ensayo 3.
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Tabla 27.- Valores de densidad oOptica en sueros a la dilucion 1/64 determinados por
ELISA, para IgG (Fc) e IgGl1, frente a leche de cabra (LC) y leche de vaca
(LV). Ensayol. Diferencias entre grupos para un mismo isotipo

Grupo IT' GrupoIVZ  DER  Nivel de significacion

Heterologa® IgG (Fc) 0,092 0,092 0,050 NS

Heter(')loga3 IgG1 0,133 0,125 0,085 NS

'Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LC, via oral
*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron con LV, via oral

*Placas ELISA sensibilizadas con distinto antigeno, frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos

DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo
Como ya habiamos indicado y dado que las ingestas de leche no resultaron diferentes
entre grupos, los valores individuales de las mismas, se emplearon como factor de
covarianza, a la hora de analizar los datos de DO aqui considerados. Para cada isotipo,
analizados los valores entre grupos, no se detectaron diferencias significativas (P>0,05)

(Tabla 27).

Tabla 28.- Valores de densidad optica en sueros a la dilucion 1/64 determinados por
ELISA para IgG (Fc) e IgGl, frente a leche de cabra (LC) y leche de vaca (LV).
Ensayo 1. Diferencias entre isotipos para un mismo grupo

Heterologa'
IgG (Fc) IgG1 DER  Nivel de significacion
Grupo II° 0,093 0,136 0,080 NS
Grupo IV? 0,200 0,122 0,075 *

'Placas ELISA sensibilizadas con distinto antigeno, frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos

*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LC, via oral
*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron con LV, via oral
DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo; *P<0,05

Dentro del grupo II, las diferencias entre isotipos resultaron estadisticamente no
diferentes (P>0,05). Por el contrario, para el grupo IV, el valor medio correspondiente a IgG

(Fc), se detectaba estadisticamente mayor (P<0,05) que el correspondiente a IgG1 (Tabla 28).
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Tabla 29.- Valores de densidad optica en sueros a la dilucion 1/64 determinados por
ELISA, para IgG (Fc) e IgGl, frente a lactosuero de leche de cabra (LLC) y
lactosuero de leche de vaca (LLV). Ensayo 3. Diferencias entre grupos para un
mismo isotipo

Grupo IT' Grupo IV? DER  Nivel de significacion

Heter(')loga3 IgG (Fc) 0,032 0,042 0,006 ok

Heter()loga3 IgG1 0,041 0,042 0,009 NS

'Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LLC, via oral
*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron con LLV, via oral

*Placas ELISA sensibilizadas con distinto antigeno, frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos

DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo; **P<0,01

Analizadas las diferencias existentes entre grupos, para cada isotipo, se detectaba en el
caso de los valores de IgG (Fc), una diferencia estadisticamente significativa (P<0,05),
deduciéndose en consecuencia un valor medio mayor para el grupo IV. Por el contrario, para
IgG1, los valores entre grupos no se detectaban estadisticamente diferentes (P>0,05) (Tabla
29).

Tabla 30.- Valores de densidad optica en sueros a la dilucion 1/64 determinados por
ELISA para IgG (Fc) e IgGl, frente a lactosuero de leche de cabra (LLC) y

lactosuero de leche de vaca (LLV). Ensayo 3. Diferencias entre isotipos para
un mismo grupo

Heterologa'
IgG (Fc) IgG1 DER  Nivel de significacion
Grupo II? 0,032 0,041 0,003 *x
Grupo IV? 0,042 0,042 0,010 NS

'Placas ELISA sensibilizadas con distinto antigeno, frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos

*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LLC, via oral
3Sueros del grupo de animales que se inmunizaron con LLV, via oral
DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo; **P<0,01

Analizados para cada grupo, los valores correspondientes a los dos isotipos, se reflejaba

dentro del grupo II, una diferencia significativa (P<0,05), deduciéndose en consecuencia un
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valor medio mayor para IgGl. Por el contrario, dentro del grupo IV, la diferencia entre
isotipos no se detectaba estadisticamente diferente (P>0,05), ya que los valores resultaban

idénticos (Tabla 30).

Técnica de Western blot

El andlisis de los polipéptidos antigénicos de reactividad cruzada, que son reconocidos
se llevo a cabo en los sueros de los cobayas inmunizados por via oral, y los resultados se
muestran en las figuras 14, 15, 16 y 17. El patron antigénico polipeptidico reconocido por los
dos anticuerpos secundarios en los ensayos de reactividad homoéloga, ha sido el mismo, dado
que la subclase IgG1, interviene en la desgranulacion de la membrana de los mastocitos y
produce una serie de mediadores responsables de la reaccion de hipersensiblidad inmediata
de tipo I (Ritz y col., 1993). En estos ensayos empleamos como anticuerpo secundario, s6lo
la anti-IgG1 de cobaya marcada con peroxidasa. En las Figuras 14 y 15, se muestran los
polipéptidos antigénicos de reactividad cruzada, reconocidos por los sueros obtenidos en la
sangria de sacrificio de los animales de los grupos Il y IV respectivamente, del Ensayo 1. En
el carril 3 de ambas figuras, mostramos el corrido electroforético correspondiente, ensayado

frente a la sangria cero de los animales de los grupos Iy IV.
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Figura 14.- Polipéptidos antigénicos revelados por los sueros de los cobayas inmunizados via
oral con leche de cabra (LC), reaccion homologa, y las de reactividad cruzada,
con las soluciones antigénicas heterdlogas: leche de vaca (LV), lactosuero de
leche de cabra (LLC) y lactosuero de leche de vaca (LLV)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2: marcador de B-caseina de cabra; carriles 3 y 4: se
ha transferido LC; carril 5: LV; carril 6: LLC y carril 7: LLV

Figura 15.- Polipéptidos antigénicos revelados por los sueros de los cobayas inmunizados via
oral con leche de vaca (LV), reaccion homologa, y las de reactividad cruzada,
con las soluciones antigénicas heterdlogas: leche de cabra (LC), lactosuero de
leche de vaca (LLV) y lactosuero de leche de cabra (LLC)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2: marcador de -caseina de cabra; carriles 3 y 4: se
ha transferido LV; carril 5: LC; carril 6: LLV y carril 7: LLC

Los sueros de los animales sensibilizados con LC (Figura 14), ensayados frente a LV
(carril 5), reconocian una o dos bandas en la zona de altos pesos moleculares. Los

sensibilizados con LV (Figura 15) y ensayados frente a LC (carril 5), presentaron una
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reaccion muy débil. El complejo caseina, la f-lactoglobulina y la banda correspondiente a la
o-lactoalbumina, fueron reveladas tanto con LC como con LV, siendo la ultima citada,
reconocida muy débilmente (Figura 14) o no siéndolo (Figura 15). En general, las reacciones
heter6logas frente a los lactosueros, presentaron el mismo patron antigénico: una banda
correspondiente a altos pesos moleculares, 55 kDa (cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas), la de 24 kDa, (cadenas ligeras de las inmunoglobulinas), y por tltimo, las
de bajos pesos moleculares, (correspondientes a B-lactoglobulina y a-lactoalbimina); no
reconociendo la del complejo caseina, ya que éste no estaba presente en los lactosueros. A
partir de estos resultados deducimos, que independientemente de que la reaccion heterdloga
se detectaba en general mas débil que la homologa, las proteinas responsables de la
produccion de anticuerpos parecen ser las mismas. Con la técnica ELISA también resultaron
las reacciones heterdlogas bastante mas débiles que las homologas. En este sentido,
Bevilacqua y colaboradores (2000, 2001), utilizando cobayas sensibilizados oralmente con
proteinas de leche de cabra y vaca, determinan los titulos de anticuerpos dirigidos frente a 3-
lactoglobulina, a-lactoalbumina y caseinas, deduciendo en ambos casos, unos titulos altos

frente a B-lactoglobulina, poniéndose de manifiesto una sensible reactividad cruzada.

En las Figuras 16 y 17 se muestran los polipéptidos antigénicos de reactividad cruzada,
reconocidos por los sueros correspondientes a la sangria de sacrificio, de los animales de los
grupos Il y IV del Ensayo 3. En el carril 3 de ambas figuras, mostramos el correspondiente
corrido electroforético, ensayado frente a la sangria cero de los animales de los grupos 11 y

IV.
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Figura 16.- Polipéptidos antigénicos revelados por los sueros de los cobayas inmunizados via
oral con lactosuero de leche de cabra (LLC), reaccion homologa, y las de
reactividad cruzada, con las soluciones antigénicas heterélogas: lactosuero de
leche de vaca (LLV), leche de cabra (LC) y leche de vaca (LV)

1 2 3 4 5 6
kDa

100.00__

75.00
50.00— - |

37.00

25.00 p—
20.00

15.00— - N = -

10.00—

Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2 y 3: se ha transferido LLC; carril 4: LLV; carril 5:
LCy carril 6: LV

Figura 17.- Polipéptidos antigénicos revelados por los sueros de los cobayas inmunizados via
oral con lactosuero de leche de vaca (LLV), reaccion homologa, y las de
reactividad cruzada, con las soluciones antigénicas heter6logas: lactosuero de
leche de cabra (LLC), leche de vaca (LV) y leche de cabra (LC)
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2 y 3: se ha transferido LLV; carril 4: LLC; carril 5:
LV y carril 6: LC

En cuanto a los lactosueros, los sueros de los animales sensibilizados frente a LLC,

ensayados con los antigenos LLC y LLV, reconocieron los polipéptidos de la zona de las
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cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas, y a continuacién, la B-lactoglobulina,
seguida de la a-lactoalbumina. Con LC, se detectaban cadenas pesadas y ligeras de las
inmunoglobulinas, caseinas, -lactoglobulina y o-lactoalbimina. En el caso de la solucion
antigénica LV, se revelaba el mismo patron que con LC, salvo en las zonas de las

inmunoglobulinas de cadenas pesadas y ligeras, que no reconoce ninguna banda (Figura 16).

Con los sueros de los animales sensibilizados frente a LLV, no se detectaron las bandas
correspondientes a las caseinas frente a las cuatro soluciones antigénicas, ni las
correspondientes a las cadenas ligeras de las inmunoglobulinas frente a LC y LV. Por el
contrario, se mostraron presentes las correspondientes a las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas, B-lactoglobulina y a-lactoalbumina (Figura 17). No obstante, estos
resultados no son siempre indicativos de la existencia de una reaccion alérgica. A este
respecto, la informacion disponible resulta atin inconsistente. Lo interesante a destacar, en
opinién de Park y Haenlein (2006), es que desde un punto de vista clinico, pocas veces se ha
demostrado que la leche de cabra no resulte adecuada para los pacientes afectados de alergia

a la de vaca.

Ensayos realizados en sueros de cobayas inmunizados por via intraperitoneal con LCy
LV

Técnica ELISA

Se llevo a cabo con los sueros de 16 cobayas distribuidos en dos grupos: Grupo I:
inmunizados con LC y, Grupo II: con LV, siguiendo el disefio experimental que indicamos en
Material y métodos. Los sueros se ensayaron a la dilucion 1/512, continuando con dobles
diluciones seriadas. Las placas ELISA se sensibilizaron con el mismo antigeno frente al cual
se llevd a cabo la inmunizacion (reaccion homologa), o distinto antigeno frente al cual se
habian producido los anticuerpos (reaccion heterdloga). El valor limite de positividad se
determin6 para cada animal, sobre su sangria cero previa a la inmunizacién. La Tabla 31

recoge los valores medios correspondientes a esta sangria.
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Tabla 31.- Media de valores limites de las sangrias cero de los distintos animales
inmunizados via intraperitoneal frente a leche de cabra (LC) y leche de

vaca (LV)
Homologa Heterdloga
Soluciones Antigénicas IgG (Fc) IgG1 IgG (Fc) IgG1
LC 0,1648 0,1923 0,0651 0,0743
LV 0,1462 0,1852 0,0436 0,0336

Tras la realizacion de la técnica, todos los animales fueron positivos para las dos
inmunoglobulinas estudiadas En las Graficas 10 y 11 se representan los valores medios de
DO, a las distintas diluciones de los sueros de los animales inmunizados frente a LC y LV

(reacciones homologas y heterdlogas), respecto a las dos inmunoglobulinas analizadas.

Lo primero a indicar, es que en el caso de la inmunizacidén por via intraperitoneal, la
dilucién de los sueros se comenzaba a 1/512, dilucidon bastante mas alta que la utilizada en la

via oral, debido logicamente, a la distinta ruta de inmunizacién utilizada.
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—e—Homologa LC

—=—Homologa LV
Heteréloga LC

~—»Heteréloga LV

1/512 111024 1/2048 1/4096 1/8192 116384  1/32768  1/65536  1/131072
Diluciones de los sueros

Gréfica 10.- Valores medios de densidad optica obtenidos en los sueros de los animales que
se inmunizaron via intraperitoneal, con leche de cabra (LC) y leche de vaca
(LV), para la clase de inmunoglobulinas IgG (Fc)

—e—Homologa LC

—=—Homologa LV
Heterdloga LC

—— Heterologa LV

1/512 1/1024 1/2048 1/4096 1/8192 116384  1/32768  1/65536  1/131072
Diluciones de los sueros

Gréfica 11.- Valores medios de densidad optica obtenidos en los sueros de los animales que
se inmunizaron via intraperitoneal, con leche de cabra (LC) y leche de vaca
(LV), para la clase de inmunoglobulinas IgG1

Al analizar estas dos graficas se observa que respecto de la reaccion homologa, los
valores correspondientes a LV resultan, sobre todo a las diluciones mas bajas, superiores a los

de LC. Referente a la reaccion heterologa y para IgG (Fc), los valores correspondientes a LV
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y LC se detectaban en general, bastante proximos, lo que no sucedia para IgG1, caso en el
que los valores correspondientes a LV, eran superiores a los de LC. Junto a esto, cabe
destacar que, sobre todo, en la reaccion homologa, los valores de IgG1 resultaban mas altos
que los de IgG (Fc), de manera especial a las diluciones mas bajas, lo cual es 16gico, ya que
las inmunoglobulinas IgG1 fundamentalmente son las que estan involucradas en la reaccion
de hipersensibilidad de tipo I. Finalmente, para cada isotipo, igualmente se observa que los

valores de la reaccion homologa, resultan mayores que los correspondientes a la heterdloga.

Bevilacqua y colaboradores (2000, 2001), en cobayas inmunizados oralmente con dos
tipos de leche de cabra, segin su contenido en og;-caseina, deducen de acuerdo con el titulo
de anticuerpos IgG1, una menor sensibilizacion en el caso de consumo de la leche de cabra
sin ogj-caseina. Por el contrario, al inmunizar via parenteral, la diferencia comentada
desaparecia, opinando los autores ser la detectada por via oral, debida a resultar la proteina de
la leche de cabra sin ag;-caseina, mas digestible que la que poseia dicha fraccion. En nuestro
caso y como acabamos de indicar, la via intraperitoneal determinaba unas respuestas mas
intensas. Junto a esto, y sobre las diferencias entre leche de cabra y vaca, quiz4 habria que
seflalar que por via intraperitoneal, éstas tienden a ser menores, sobre todo a titulos mas altos.
Las mayores diferencias reconocidas por via oral, podrian tener que ver con el hecho de que
la digestibilidad de la proteina de la leche de cabra resultaba, como ya hemos comentado,

superior a la de vaca.

Se ha realizado un analisis estadistico (analisis de la varianza) con los valores de DO de
los sueros a la dilucion 1/4096, recogiéndose en las Tablas 32, 33, 34 y 35 los resultados de

ELISA correspondientes.
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Tabla 32.- Valores de densidad optica en sueros a la dilucion 1/4096 determinados por
ELISA, para IgG (Fc) e 1gGl, frente a leche de cabra y leche de vaca (via
intraperitoneal). Diferencias entre grupos para un mismo isotipo

Grupo I' Grupo IT* DER  Nivel de significacion
Homologa® IgG(Fc) 0,245 0,277 0,017 NS
Hom(')loga3 IgGl1 0,387 0,426 0,116 NS

'Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LC, via intraperitoneal

*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron con LV, via intraperitoneal

*Placas ELISA sensibilizadas con el mismo antigeno frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos

DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo

Si bien para cada isotipo, las diferencias entre grupos no resultaron estadisticamente
significativas (P>0,05), para el caso de la IgG (Fc), se detectaba una diferencia a P=0,20

indicativa de existir una tendencia a obtener valores mas altos en el grupo II (Tabla 32).

Tabla 33.- Valores de densidad optica en sueros a la dilucion 1/4096 determinados por
ELISA para IgG (Fc) e IgGl, frente a leche de cabra y leche de vaca (via
intraperitoneal). Diferencias entre isotipos para un mismo grupo

Homologa'
IgG (Fc) IgG1 DER  Nivel de significacion
Grupo I? 0,245 0,387 0,095 *x
Grupo I’ 0,277 0,426 0,086 o

'Placas ELISA sensibilizadas con el mismo antigeno frente al cual los animales desarrollaron los
anticuerpos
*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LC, via intraperitoneal

3 . . . , . .
Sueros del grupo de animales que se inmunizaron con LV, via intraperitoneal
DER: Desviacion estandar residual; **P<0,01

Al comparar los valores correspondientes a cada isotipo dentro de cada grupo, se
detectaba en ambos casos, una diferencia significativa (P<0,05), indicativa de que los valores

medios de IgG1 resultaban mayores que los de IgG (Fc) (Tabla 33).
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Tabla 34.- Valores de densidad optica en sueros a la dilucion 1/4096 determinados por
ELISA para IgG (Fc) e IgG1, frente a leche de cabra (LC) y leche de vaca
(LV) (via intraperitoneal). Diferencias entre grupos para un mismo isotipo

Grupo I' Grupo IT? DER  Nivel de significacion

Heterologa® IgG (Fc) 0,090 0,075 0,037 NS

Heter(')loga3 IgGl1 0,055 0,100 0,034 *

'Grupo de animales que se inmunizaron frente a LC, via intraperitoneal
*Grupo de animales que se inmunizaron frente a LV, via intraperitoneal
*Placas ELISA sensibilizadas con distinto antigeno frente al cual los animales desarrollaron los

anticuerpos
DER: Desviacion estandar residual; NS: No significativo; *P<0,05

Los valores de IgG (Fc) no resultaban diferentes entre grupos (P>0,05). Por el contrario,
para IgGl1, el valor medio correspondiente al grupo II se detectaba mayor (P<0,05) que el del

grupo I (Tabla 34). Lo que nuevamente podria indicar la menor alergenicidad de la leche de

cabra frente a la de vaca, incluso por esta via.
Tabla 35.- Valores de densidad oOptica determinados en sueros a la dilucion 1/4096 por

ELISA para IgG (Fc) e IgG1, frente a leche de cabra (LC) y leche de vaca (LV)
(via intraperitoneal). Diferencias entre isotipos para un mismo grupo

Heterologa'
IgG (Fc) IgG1 DER  Nivel de significacion
Grupo I 0,090 0,055 0,029 *
Grupo I’ 0,277 0,100 0,055 ok

'Placas ELISA
*Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LC, via intraperitoneal

3Sueros del grupo de animales que se inmunizaron frente a LV, via intraperitoneal
DER: Desviacion estandar residual; *P<0,05; ***P<0,001

Dentro de cada grupo al comparar los valores medios pertenecientes a cada isotipo, se

detectaba que los correspondientes a IgG (Fc) resultaban estadisticamente mayores (P<0,05)

que los de IgG1 (Tabla 35).

159



Resultados y discusion

Técnica de Western blot

Se utilizaron los sueros de la sangria de sacrificio de los cobayas inmunizados por via
intraperitoneal con LC y LV, ensayandose frente a las cuatro soluciones antigénicas. En las
Figuras 18 y 19, se muestran los patrones polipéptidicos de la reaccion homoéloga (carril 4) y
heterdlogas (carriles 5, 6 y 7). En el carril 3 de ambas figuras, se representa el
correspondiente corrido electroforético, ensayado con la sangria cero de los animales frente al

antigeno LC (Figura 18) y LV (Figura 19).

Figura 18.- Polipéptidos antigénicos revelados por la sangria de sacrificio del inmunisuero
frente a leche de cabra (LC) por via intraperitoneal. Anticuerpo secundario anti-
IgG 1 de cobaya
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2: se ha transferido de cabra; carriles 3 y 4: LC;
carril 5: LV; carril 6: LLC y carril 7: LLV
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Figura 19.- Polipéptidos antigénicos revelados por la sangria de sacrificio del inmunisuero
frente a leche de vaca (LV) por via intraperitoneal. Anticuerpo secundario anti-
IgG1 de cobaya
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Carril 1: marcadores de pesos moleculares; carril 2: se ha transferido de cabra; carriles 3 y 4: LV;
carril 5: LC; carril 6: LLV y carril 7: LLC

De acuerdo con los resulados obtenidos, se deduce que la produccion de anticuerpos
estuvo dirigida frente a los mismos polipéptidos que en el caso de los conejos inmunizados

por via subcutanea.

Cuando se probaban los sueros inmunes frente a LC (Figura 18) con la leche de ambas
especies, se revelaban tres bandas en la zona de altos pesos moleculares, dos en la de medios,
que corresponden a las caseinas y cadenas ligeras de las inmunoglobulinas y, por ultimo, las
correspondientes a B-lactoglobulina y las dos isoformas de a-lactoalbumina. Al utilizar como

antigeno los lactosueros, no aparecia, de manera logica, la banda de las caseinas.

Cuando los sueros inmunes frente a LV (Figura 19), fueron ensayados con las cuatro
soluciones antigénicas, los patrones polipeptidicos obtenidos resultaron muy similares a los
de la Figura 18. La aparicion de las dos isoformas correspondientes a la a-lactoalbimina

resultd menos frecuente.
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4.3.- Interaccion entre la composicion y/o utilizacion nutritiva de la leche de

cabray vaca y su capacidad inmundgena

Segun Walter (1987), la alergia alimentaria queda determinada en un principio, por la
absorcion intestinal de sustancias antigénicas, seguida de una serie de reacciones locales de
caracter inmunoldgico. Las sustancias antigénicas implicadas en la alergia alimentaria,
resultan ser, en opinion de Heyman y Desjeux (1992), diferentes macromoléculas de
naturaleza proteica, quedando en este proceso implicadas, una serie de interacciones, las que

suceden tanto antes como después del transporte a través del epitelio.

Respecto de la interaccion que entre composicion y/o valor nutritivo de cada tipo de
leche y su capacidad inmundgena pudiera existir, ya hemos comentado que la diferencia de
respuesta entre la via de inmunizacion oral e intraperitoneal, con ambos tipos de leche, se
deberia a la distinta utilizacidon que, en un principio, a nivel digestivo de la proteina tiene
lugar, aspecto aqui claramente deducido. En este sentido, igualmente hemos establecido
como la grasa de la leche de cabra, es capaz de determinar en razoén de su composicion, una
mejor utilizacion de la proteina a nivel metabdlico, lo que en nuestra opinion, podria también
intervenir en la diferencia de respuesta segun via de inmunizacién y, en consecuencia, en la
menor intensidad detectada bajo el consumo oral de leche entera de cabra frente a la de leche

entera de vaca.

Igualmente, y en relacion con el efecto que la composicion de la leche de cabra, podria
ejercer sobre su particular capacidad inmunogena, habria que recordar que los linfocitos y
macrofagos implicados tanto en la inmunidad innata como en la adaptativa, utilizan de
manera selectiva como fuente de energia, distintos sustratos, como la glutamina,
determinados acidos grasos y cuerpos cetonicos (Calder, 1995). Si en este sentido, los acidos
grasos que mas intervienen, son aquéllos mas activos metabolicamente y menos propensos al
depdsito, los de cadena media contenidos en la grasa de la leche de cabra, pensamos podrian

quedar implicados.
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La glutamina es un aminoéacido no ensencial que se forma a partir del 4cido glutdmico,
por la accion de la glutamina sintetasa (Lehninger, 1978). Calder (1995), informa de que las
tasas de utilizacién de la glutamina por parte de los linfocitos y macrofagos, resulta alta,
pudiendo llegar a ser incluso, mayor que las de glucosa, originandose de este metabolismo,
distintos compuestos intermedios, llevandose a cabo incluso, una total oxidacion. En nuestro
caso, hemos constatado que la proteina de la leche de cabra presenta frente a la de vaca, un
contenido mayor de &cido glutdmico, a partir del cual podria originarse igualmente, una
mayor cantidad de glutamina, la que seria utilizada como fuente de energia tanto por

linfocitos como macrofagos, determinando la respuesta inmune correspondiente.

Respecto de la utilizacion de cuerpos cetonicos igualmente, como fuentes de energia de
las células indicadas, Velazquez y colaboradores (1996), informan de que la f-oxidacion de
los 4cidos grasos de cadena media, los contenidos en mayor cantidad en la leche de cabra
frente a la de vaca, originan unidades C, y energia. Debido a su rdpido metabolismo, estos
compuestos pueden llegar a saturar las vias bioquimicas, lo que determina que entren en el
ciclo de Krebs, siendo entonces metabolizados por una via alternativa hasta cuerpos cetoénicos
(acetoacetato y B-hidroxibutirato), que podrian ser utilizados por los linfocitos (Calder, 1995),

repercutiendo en las correpondientes respuestas inmunoldgicas.
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5.- RESUMEN Y CONCLUSIONES

Con el fin de determinar tanto el valor nutritivo como inmunologico de la leche de cabra
frente a la de vaca, se llevaron a cabo una serie de ensayos en distintos modelos
experimentales, comprendiendo tanto pruebas in vivo como in vitro. Junto a la determinacion
de la utilizacion nutritiva en razon de la naturaleza de la proteina y de la grasa, se analizo la
capacidad inmundgena de ambos tipos de leche, asi como de sus respectivos lactosueros. De

los resultados obtenidos concluimos:
Valoracion nutritiva

1. La composicion especifica que tanto la proteina como la grasa de la leche de cabra,
presenta frente a la de vaca, establece a nivel digestivo un mejor aprovechamiento de

ambos nutrientes.

2. La naturaleza de la grasa de la leche de cabra, en razon de su alto contenido en triglicéridos
de cadena media, determina una mejor utilizacién de la proteina absorbida. Junto a esto,
en ausencia de esta fuente de grasa, la proteina de leche de cabra, alcanza frente a la de

vaca, una igualmente, mejor utilizacién metabdlica.

3. Debido a la particular utilizacion que a nivel metabolico, los 4cidos grasos de cadena corta
y media presentan, en los casos de empleo de grasa de leche de cabra, se deduce una
menor eficiencia de utilizacion de la ingesta de energia metabolizable para la retencion,
estimandose al mismo tiempo, una termogénesis asociada a la oxidacion de la grasa mas

alta y, mas baja en lo que respecta a la proteina.

4. Bajo consumo de las cuatro dietas ensayadas, se consigue un igual crecimiento, mostrando
el peso de los animales, una diferente composicion corporal. De acuerdo con esto, el
contenido en proteina del peso vivo, se obtiene mas alto bajo el empleo de la proteina de
leche de cabra. Por el contrario, el contenido en grasa resulta mas bajo al utilizar

igualmente, la procedente de leche de cabra.
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5. Debido a los efectos que la naturaleza de la grasa de la leche de cabra, determina sobre su
utilizacion nutritiva, se deduce el diferente valor que la misma puede presentar, segin se

trate de leche entera, semidesnatada o desnatada.
Valoracion inmunoldgica

1. El perfil proteico de la leche correspondiente a las dos especies animales consideradas, asi

como de sus respectivos lactosueros, no difieren de los sefialados por otros autores.

2. Las soluciones antigénicas empleadas, han sido capaces de producir anticuerpos, tanto en
conejos inoculados por via subcutdnea como en cobayas sensibilizados por via oral e

intraperitoneal.

3. A partir de las pruebas de anafilaxia sistémica y cutdnea pasiva, se concluye que la leche

de cabra presenta frente a la de vaca, una menor capacidad alergénica.

4. En los sueros de los cobayas inmunizados por via oral frente a leche de cabra, el nivel de
anticuerpos determinados por ELISA, resulta menor que el de los sensibilizados con leche
de vaca. Mediante Wester blot, se han revelado los polipéptidos diana frente a los que se
forman los correspondientes anticuerpos. De ambos tipos de pruebas, se confirma que en
la hipersensibilidad de tipo I, quedan involucradas las inmunoglobulinas de la subclase

IgGl.

5. De los ensayos in vitro, se ha deducido que existe una notable reactividad cruzada entre los
anticuerpos formados frente a los polipéptidos antigénicos, lo que no implica que exista

una real reactividad cruzada clinica.

6. La diferencia de respuesta segiin ruta de inmunizaciéon oral y parenteral, pone de
manifiesto la importancia que la utilizacion a nivel nutritivo de la proteina de cada clase

de leche, tiene sobre su alergenicidad.
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