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Summary

It has been widely accepted that breastfeeding is the best food for infants,
since it fulfils all the nutritive requirements for optimal growth. Breast milk also
contains a number of protective and immunoregulatory components, such as
immunoglobulins, immunocompetent cells or different antimicrobial compounds,
that may have a beneficial effect on the development of the infant's immune
system. In this sense, several studies have shown that breastfeeding protects the
newborn against infectious diseases. Breast milk also contains other beneficial
components such as nucleotides, antioxidants and prebiotic substances with
demonstrated healthy effects.

Although human milk should be the first choice for the newborn infant, milk
substitutes play an indispensable role in infant nutrition, when breastfeeding is
impossible or undesirable.

Initially infant formulas were designed to provide infants with the required
nutrients for adequate growth and development. However, at the beginning of the
21% century this is not enough and, at present, research is mainly focused on the
bioactive components present in human milk and responsible for some of the
functional effects observed in breast-fed infants.

Goat’s milk (GM) was frequently in infant nutrition up to the end of the 19"
century, when it suffered an important disrepute, principally in Europe, due to
several microbiological safety studies comparing sterilized cow’s milk (CM) with
non-treated GM. It was also discarded for infant nutrition because it has a low
concentration of folic acid.

Actually these disadvantages can be easily solved and it has been proved
that goat's milk has several advantages for infant nutrition, that make it more

similar to human milk:

- High protein digestibility and a less content of al-casein, one of the

most important allergens in CM.
- GM is rich in medium chain triglycerides (MCT), that means an easier
lipid digestion and a greater energy expenditure, since they are rapidly

oxidized in the liver.

- It also has a high concentration and variability of oligosaccharides, which

are similar to those of human milk.
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- It contains a lot of bioactive compounds, such as polyamines, sialic acid,

growth factors, etc.

Recently it has been published a positioning paper of the (European Food
Safety Authority (EFSA) about the use of GM in infant nutrition. In this paper it is
stated that there is not sufficient data to support that the use of GM as a protein
source in infant formulas has a benefit respect to actually used protein sources,
namely CM and soy protein.

In this context, the main aim of this work was to evaluate GM as a source
of new bioactive ingredients in infant nutrition, in order to mimic some of the
functional effects shown by breastfed children. With this main objective we have

focused our investigation in the following issues:

. Modifications in the protein fraction of infant formulas in order to
reduce the incidence of cow’s milk protein allergy (CMPA) and other

atopic diseases related to CMPA. With this objective we analyzed:

- Allergenicity of GM protein as a substitute of CM protein in non-
sensitized children.

- Evaluation of the effects of CMPA in the sensitization against other
allergens.

- Influence of a modification of the caseins/whey proteins ratio in the
allergenicity of CM.

- Reduction of the allergenicity of CM by hydrolysis of CM proteins

by probiotic bacteria.
e Immunomodulatory properties of GM.
* Bioactivity of oligosaccharides isolated from GM, with special
attention in their influence on intestinal microbiota and effects on

animal models of intestinal inflammation.

*  Characterization of peptides from GM and their functional effects

principally on immune system.
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The most relevant results are exposed subsequently:

Modifications in the protein fraction of infant formulas to reduce its

allergenicity

Allergenicity of GM

The use of GM as an alternative of CM in children with CMPA has been
rejected because of the cross-reactivity between milk proteins of these two
mammals species. However, few studies have evaluated the allergenicity of GM
in non-sensitized children, in spite of the lower content of an important allergen
(al-casein) in GM.

We evaluated the allergenicty of GM, compared to CM, in a murine model
of CMPA, using mice just after weaning, what means non-sensitized to CM
proteins. Animals were first sensitized to CM or GM by six doses administered
weekly. Then the allergic reaction was triggered by challenging mice with CM or
GM.

Animals sensitized to GM proteins showed a lower percentage of diarrhea
during the sensitization period than those sensitized to CM. The allergic reaction
was also weaker in GM-sensitized mice, as shown by a lower hypersentitivity
score. Serum cow-milk specific IgG1 and histamine levels were also significantly
higher in CM-sensitized mice.

The evaluation of the lymphocyte function showed an induction of a Ty2
response by CM proteins. In contrast GM proteins failed to induced such a
response, as shown by the lower levels of T2 cytoquines (IL-4) and higher
production of Thl cytoquines (IFN-g). In addition, GM induced a lower lymphocyte
sensitization as a result of a significant decrease in the specific proliferation ratio
of these cells.

In conclusion, GM induced a lower sensitization than CM in the murine
model of milk atopy used. These result suggest that GM could be less allergenic

than CM when used as the first protein source after a breast-feeding period.
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Hypersensitivity symptoms and serum histamine concentration in mice sensitized to CM or GM.
C:control, CT:cholera toxin control, CM:cow’s milk sensitized mice, GM:goat's milk sensitized mice.*
P<0.05vs C and CT, t P<0.05 vs CM.

The lower allergenicity of GM could be a benefit not only for infant but also
for adults, since children suffered from CMPA have a higher risk to develop other
allergic diseases later in life. This could be due to the stimulation of the immune
system caused by milk proteins, which could favoured the sensitization to other
allergens. This issue has been evaluated in our murine model of CMPA. During
the sensitization period a group of mice received orally other allergen
(ovoalbumin) and then an allergic reaction was triggered by intraperitoneal
administration of this allergen. Mice sensitized to GM showed a weaker
sensitization to ovoalbumin, suggesting that the less allergenicity of GM could
partially prevent sensitization to other allergens.

The reason why GM could be less allergenic should be further
investigated, but it could be due to the lower content of al-casein. This hypothesis
has been evaluated in this work, using the same murine model of CMPA. We have
demonstrated that a modified cow’s milk with a caseins/whey proteins ratio of
40/60 is less allergenic than native CM, whose ratio is 80/20.

In order to investigate other possible explanation for the lower allergenicity
of GM, we decide to evaluate the effects of GM on the immune system. With this
aim CM and GM were used to prepare two powder diets, that were used to feed
two groups of mice during one month. After this period mice were sacrificed and
lymphocyte function as well as the faecal microbiota were evaluated.

The main difference between CM and GM in the immune system was the
higher production of IL-10 in the GM group. This T3 cytoquine down-regulates

both Tyl and T2 responses and could be responsible for the lower allergenicity of
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GM. In contrast, CM seems to stimulate lymphocyte proliferation and T2
response.

These results suggest that some components in GM could modulate the
immune response. Further investigation is needed to evaluate the beneficial
effects of GM on the immune function and, regarding infant nutrition, their possible

role in the development and maturation of the immune system.
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IL-10 concentration in plasma of mice fed a control diet (C) a CM based diet (CM) and a GM based
diet. T statistically different from CM group.

Hydrolysis of CM proteins by probiotic bacteria

The most used alternative to CM in infant with CMPA are hydrolyzed
formulas. CM is submitted to an enzymatic hydrolysis in order to reduce the size of
milk peptides up to a molecular weight lower than 3000 Da, which are not
allergenic.

As probiotic bacteria have also proteases capable of degrading milk
proteins, we used two lactobacillus strains to hydrolyze CM in order to reduce its
allergenicity. The hydrolysate thus obtained was tested in the murine model of
CMPA described above and it was compared to an enzymatic hydrolysate. The
role of probiotics was also evaluated by sensitizing mice with CM supplemented
with the same lactic acid bacteria used for milk protein hydrolysis.

In spite of the fact that hydrolysis by probiotics was less intensive than the
enzymatic one, the reduction in allergenicity in both products was very similar.
Comparing to untreated CM, sensitization of mice with both, enzymatic and
probiotic hydrolysate, resulted in a lower concentration of specific IgG1l and

histamine in the plasma of mice.
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This result suggests that apart from protein hydrolysis probiotic bacteria
could play a role in allergenicity. In fact, mice receiving CM supplemented with
probiotics showed a lower induction of Ty2 response, as shown by a decreased in
plasma IL-4 concentration compared to mice sensitized to untreated CM.

The manipulation of the intestinal flora of infants by probiotic could be an
interesting way to prevent CMPA, since probiotics seems to reduce milk

allergenicity by protein hydrolysis and down-regulate the T2 response.
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or an enzymatic process

Bioactivity of oligosaccharides isolated from GM

GM was submitted to ultrafiltration process in order to isolate
oligosaccharides. The analysis of the final product revealed that oligosaccharides
from GM resembled some characteristics of that of human milk, which have
demonstrated their functional effects.

We used in vitro assays to evaluated the prebiotic effects of goat milk
oligosaccharides as well as their capacity to inhibit the adhesion of pathogenic

bacteria to intestinal cells.
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Our results suggest that GM oligosaccharides have a prebiotic effect by
selectively stimulating the growth of the bifidobacteria tested. It was also
demonstrated the ability of these carbohydrates to inhibit the adhesion of
Escherichia coli and Listeria monocytogenes ssp. Ohio to the intestinal
epithelium.

Once we have tested their beneficial effects on intestinal microbiota, we
studied these compounds in a rat model of intestinal inflammation, frequent in
newborns suffering form necrotizing enterocolitis. This pathology is highly
influenced by the intestinal flora, and thus oligosaccharides could play an
important role.

20 rats were divided in two groups fed the same diet but with different
sources of fiber (5% of the diet): cellulose for control rats or a mixture of goat milk
olgosaccharides (GMO) and cellulose for GMO-rats. DSS treatment was used to
induce a colonic inflammatory process followed by a recovering period. In order to
evaluate effects due to the anorexia, two more groups of rats (n=10 per group)
were pair-fed to treated rats and were rendered healthy. During all the study, body
weight, food intake as well as clinical symptoms were daily recorded. After the
recovering period, colon MPO activity was measured as a marker of neutrophil
infiltration and microscopic colonic lesions were analyzed. Finally, intestinal
microflora and gene expression by DNA microarray technology were evaluated.

DSS treatment induced a decrease in food intake and in body weight which
was not observed in rats fed the GMO diet. DSS also caused an acute colonic
inflammatory process which was significantly weaker in rats fed the GMO, as
shown by a lower colon MPO activity as well as less severe clinical symptoms.
GMO-rats also showed less severe colonic lesions and a more favourable
intestinal microbiota, with a significant decrease in potentially pathogenic bacteria.
The expression of genes involved in intestinal repair (mucines and growth factors,
among others) which was down-regulated in DSS-control rats, returned to normal
values in rats fed the GMO.

Our results suggest that oligosaccharides from goat milk reduce intestinal
inflammation caused by DSS treatment and contribute to the recovery of damaged
colonic mucosa, normalizing the expression of genes implicated in intestinal

function.
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Colonic lesions caused by DSS treatment and recuperation in a rat fed GMO

Bioactive peptides in GM

It has been widely demonstrated the presence of peptides in CM with
functional effects, specially regarding immune system. In spite of the fact that GM
proteins are similar to that of CM, the presence of bioactive peptides in GM has
not been investigated.

In our work, caseins from GM were hydrolyzed with a mixture of proteases,
to obtain an hydrolysate which was then incubated in an in vitro model of intestinal
epithelium, in order to select those peptides capable of passing through the
intestinal barrier. These peptides were identified and their immunomodulation
activity was investigated.

Among all the peptides in the hydrolysate, three of them had the capacity
to pass through the intestinal epithelium. Their aminoacids sequence was as

follows:
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P1: TGPIPN
P2: SLPQ

P3: SQPK

The so called P3 enhanced the fagocitic activity of macrophages without
inducing the production of proinflammatory cytoquines. This effect could be useful
in the newborn defence against microorganisms.

Our results also demonstrated that P1 inhibit the metalloprotease-3 (MMP-
3) acitivity. This enzyme is implicated in the tissular damage observed in different
pathologies, such as necrotizing enterocolitis. It is also implicated in inflammation,
suggesting an anti-inflammatory role of P1.

Therefore, GM caseins contain peptides with certain immunomodulatory
properties, which could be useful in infant nutrition. Further investigation is needed
to elucidate other functional effects of these peptides and to study such bioactivity

in peptides obtained from the other type of protein in GM, namely whey proteins.
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Fagocytic activity in macrophages incubated at 4°C (A-no fagocytosis), without any stimulus (B) or in
the presence of the GM peptide P3 alone (C) or together with LPS (D)
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With all these data GM seems to be a potential source of new functional
ingredients in infant nutrition. We have demonstrated that GM protein is less
allergenic than CM protein when administered to non-sensitized mice. Thus GM
could be an alternative to CM, protecting the newborn not only form APLV but also
form sensitizations to other allergens that could trigger other allergic diseases later
in live. So the substitution of CM proteins by GM proteins could be taken into
account in the prevention of APLV.

GM also contains other bioactive compounds, such as oligosaccharides,
which could be potencial functional ingredients in infant nutrition. Our results
suggest that these carbohydrates, which are very similar to those isolated from
human milk, have an important functional effect on the gastrointestinal tract.

Finally, we have also obtained peptides from GM with functional effects on
the immune system.

Further investigation is needed, specially clinical studies, to confirm these
results and demonstrate that GM could improve the functional effects of infant

formulas actually available.
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ACE: enzima angiotensina convertasa.

AGCC: acidos grasos de cadena corta.

AGPI-CL: &cidos grasos poliinsaturados de cadena larga.

ALA: a-linoleic acid (4cido a-linolénico).

APLV: alergia a la proteina de leche de vaca.

ATCC: Asociacién Americana de Cultivos Celulares Tipo.

BAL: bacterias &cido-lacticas.

BSA: bovine serum albumin (albamina bovina sérica).

ConA: concanavalina A.

COT:

C/PL: caseinas/proteinas del lactosuero.

DHA: docosahexaenoic acid (4cido docosahexaenoico).

DO: densidad Optica.

DTNB: acido ditio-nitrobenzoico.

ECN: enterocolitis necrotizante.

EDTA:etilen-diamino tetraacetic acid (acido etilen-diamino tetraacético)

EEM: error estandar medio.

EGF: epidermal growth factor.

ESPGHAN: European Society of Pediatric Gastroentherology Hepathology and
Nutrition (Sociedad Europea de Gastroenterologia, Hepatologia y Nutricion
Pediatrica).

FAO: Food and Drug Organisation (Organizacion de Alimentacion vy
Medicamentos).

FAP: factor activador de plaquetas.

FeH: formulas extensamente hidrolizadas.

FpH: formulas parcialmente hidrolizadas.

FPLC: fast protein liquid chromatography (cromatografia liquida de media
presion).

FOS: fructooligosacéaridos.

GH: growth hormone (hormona de crecimiento).

GLA: glinoleic acid (acido g-linolénico).

GOS: galactooligosacaridos.

IBD: Inflammatory bowel disease (Enfermedad inflamatoria intestinal)

IGF I y II: insulin-like growth factor ly Il (factor de crecimiento similar a la insulina |
y D).
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INRA: Institute Nationale de la Recherche Agronomique (Instituto Nacional de
Investigacién Agronoma).

LA : linoleic acid (&cido linoleico).

LB: medio de cultivo Luria Bertani.

LPL: lipoprotein-lipasa.

LPS: lipopolisacérido.

MMP-3: metaloproteasa-3 (también llamada estromalisina-1).

MPO: mieloperoxidasa.

MRS: medio de cultivo de Man, Ragosa, Sharpe.

NK: natural killer.

PCR: polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa).

PLV: proteinas de leche de vaca.

PLC: proteinas de leche de cabra.

RD: Real Decreto.

RET: resistencia eléctrica trans-epitelial.

RT-PCR: reverse transcription-polymersase chain reaction (reaccién en cadena
de la polimerasa de transcripcion reversa).

SCF: Safety Committee on Food (Comité de Seguridad Alimentaria).

SDS: sodium dodecyl sulphate (lauril-sulfato sodico).

SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante.

TCM: triglicéridos de cadena media.

TCL.: triglicéridos de cadena larga.

TGF-a/b: transforming growth factor- a/b (factor de crecimiento transformante-a/b)
TMB: 3,3-5,5'-tetrametil-bencidina.

TNBS: &cido trinitro-benzeno sulfénico.

TSB: tryptic soy broth culture medium.
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1. LA LECHE MATERNA: PRIMERA ELECCION PARA EL RECIEN
NACIDO.

La leche materna es el alimento ideal durante los primeros meses de vida
del nifio, lo cual es obvio puesto que se trata de un fluido biolégico especifico de
la especie humana, cuya composicién ha sido adaptada a lo largo de la evolucion
del hombre para satisfacer las necesidades nutricionales, fisiologicas e
inmunoldgicas del nifio.

La lactancia materna proporciona una combinacion Unica de proteinas,
lipidos, hidratos de carbono, minerales, vitaminas, enzimas y células vivas, que
no solo es la ideal desde un punto de vista nutricional, sino que ademas aporta
beneficios inmunoldgicos, psicoldgicos e incluso econémicos (Kunz C y col,
1999). Asi, en su composicién se incluyen hormonas, factores de crecimiento,
enzimas, péptidos bioactivos, oligosacaridos, nucleétidos, poliaminas y acidos
grasos poliinsaturados de larga cadena (AGPI-CL). Aunque el conocimiento
actual sobre muchos de estos compuestos es limitado, hay datos suficientes para
apoyar la hipotesis de que todos ellos ejercen funciones importantes en el

desarrollo y crecimiento del recién nacido.

1.1 Etapas de lalactancia

Se entiende por lactancia materna el primer periodo de vida, que
comprende varios meses, durante los cuales el recién nacido se alimenta Unica y
exclusivamente de leche humana. En funcién de la composicion de la leche
humana se distinguen varias fases en la lactancia materna (Nascimento MBR y
col, 2003):

- calostro: es un liquido amarillento de alta densidad que llena las células
alveolares durante el dltimo trimestre de gestacion. Su alto contenido
en proteinas y minerales, asi como su baja concentracion de grasa y
lactosa reflejan las necesidades del recién nacido durante la primera
semana de vida. Ademas el calostro es rico en inmunoglobulinas,
lactoferrina y leucocitos, y facilita el crecimiento de Lactobacilus bifidus
en el tracto gastrointestinal.

- leche de transicién: esta segunda fase se extiende hasta la segunda

semana post-parto. Durante estos dias la composicion del calostro
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cambia, con un descenso en la concentracion de inmunoglobulinas,
proteinas, factores de crecimiento y oligosacaridos, y un aumento de
lactosa y de grasa, hasta alcanzar la composicion de la leche madura.
- leche madura: en esta Ultima fase la leche es ya una mezcla de tres
fracciones: emulsion (gotas de grasa), suspension (micelas de
caseina) y solucibn (componentes solubles en agua). Los
componentes nutricionales de esta leche madura dependen de varios
factores como pueden ser el estado nutricional de la madre, la edad, la
fase de lactancia y la hora del dia, asi como otros aspectos

individuales de la madre lactante (Rodriguez-Palmero My col, 1999).

1.2 Composicion nutricional de laleche humana

La leche humana contiene un 12% de solidos y su osmolaridad es similar
a la del plasma. Por tanto, la lactancia exclusiva, sin suplementacién de agua,
mantiene al nifio perfectamente hidratado (Akré J, 1994).

Para el andlisis de sus macro y microcomponentes hay que tener en
cuenta que la leche humana es un alimento en continua evolucién ya que su
composicion varia con la fase de la lactancia (ver punto 1.1). Ademas, como ya se
ha comentado, también depende de factores individuales de la madre lactante.
Por esta razon nos referiremos a lo que se conoce como “composicion media de
la leche materna”, que es la que se utiliza como referencia para la elaboracién de

las formulas adaptadas a lactantes (tabla 1-1).

1.2.1. Composicion proteica:

El contenido total de proteinas de la leche humana es el mas bajo de
todos los mamiferos (0,8-1,2% frente a 3,3% de las leches de vaca y de cabra),

debido al crecimiento relativamente lento del nifio.

La relacion entre caseinas y proteinas del lactosuero influye en los beneficios de

la leche materna

Las proteinas de la leche humana se dividen en caseinas y proteinas del
lactosuero. La relacién caseina/proteinas del lactosuero difiere de unas madres a

otras, pero en general se acepta que esta relacion es de 40/60, frente a 80/20 en
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las leches de vaca o cabra. Esta menor proporcion de caseinas facilita la
digestion y reduce el tiempo de vaciado gastrico, probablemente debido a la
mayor digestibilidad de las proteinas séricas (Akré J, 1994; Riordan J, 1998).
Ademas hay estudios que indican que la mayor proporcion de proteinas del
lactosuero podria inducir una mayor colonizacion intestinal por bacterias

probidticas (lactobacilos y bifidobacterias) (Balmer SE y col, 1989).

Componentes (por 100 ml) Humana Vaca Cabra
Proteinas (g) 1,2 3,3 3,3
Caseina (g) 0,4 2,8 2,8
Lactoalbimina (g) 0,3 0,4 0,4
Grasa (g) 3,8 3,7 4,1
Hidratos de carbono (g) 7 4.8 4,7
Lactosa (g) 6,3 4.8 4,7
Oligosacaridos (mg) 700 3 30
Minerales (g) 0,21 0,72 0,77
Calcio (mg) 32 120 126
Fasforo (mg) 15 92 97
Magnesio (mg) 4 11 13
Potasio (mg) 55 150 190
Sodio (mg) 20 45 38
Hierro (mg) 0,15 0,1 0,05
Cobre (mg) 0,04 0,03 0,04
Yodo (mg) 0,08 0,07 0,08
Manganeso (mg) 0,03 0,06 0,08
Zinc (mg) 0,3 0,38 0,34
Vitaminas
Vitamina A (mg) 0,06 0,035 0,040
Vitamina D (ng) 0,055 0,08 0,06
Vitamina E (mg) 0,23 0,11 0,04
B1 Tiamina (mg) 0,02 0,04 0,05
B2 Riboflavina (mg) 0,035 0,17 0,14
B3 niacina (mg) 0,16 0,09 0,27
B5 Acido pantoténico (mg) 0,18 0,34 0,31
B6 piridoxina (mg) 0,01 0,04 0,05
B9 Acido félico (mg) 5,2 53 1
B8 Biotina (ng) 0,7 2 2
B12 cobalamina (ng) 0,04 0,35 0,06
Vitamina C 4 1 1,3

Tabla 1-1. Principales componentes de la leche humana en comparacién
con las leches de vaca y cabra (adaptado de Riordan Jy col, 1998).
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Ademas, algunas proteinas presentes en el lactosuero ejercen
determinados efectos bioldgicos y fisiolégicos. Entre ellas se incluyen lactoferrina,
inmunoglobulinas, lactoperoxidasa, glicomacropéptido y una gran variedad de

factores de crecimiento.

La composicién de aminoacidos de la leche materna estd adecuada a las

necesidades del recién nacido

La leche materna se caracteriza por una baja concentracion de fenilalanina
y tirosina, aminoacidos aromaticos que son dificiimente metabolizados por el nifio,
y que a altas concentraciones plasmaticas pueden ser perjudiciales. Otra
importante caracteristica es la presencia de taurina, que esta ausente en la leche
de vaca y de cabra y que es crucial para el desarrollo de la retina y para la
estabilidad de las membranas celulares (Lawrence PB, 1994).

Ademads, la relacion cisteina/metionina de la leche materna es préxima a 1,
valor siete veces superior al de la leche de vaca (Lawrence PB, 1994). La
transformacién de metionina en cisteina estd comprometida en el recién nacido,
por la baja actividad del enzima cistationasa. De ahi que la mayor proporcion de
cisteina sea beneficiosa para el nifio.

Finalmente, la leche materna contiene carnitina, que el recién nacido no
puede sintetizar, pero que es vital durante las primeras etapas de desarrollo para

la degradacién de acidos grasos de cadena larga (Lawrence PB, 1994).

La leche materna contiene péptidos con actividad biolégica

Como consecuencia de la digestion de las proteinas, aparte de
aminoacidos libres, se liberan péptidos, que son cadenas con diferente nUmero de
aminoacidos, que, ademas de su valor nutricional, tienen una importante actividad
bioldgica regulando procesos fisiolégicos.

Diferentes estudios sugieren que estos péptidos bioactivos pueden
atravesar el epitelio intestinal y asi llegar, a través de la circulacion sistémica, a
tejidos periféricos donde pueden ejercer su efecto (Robert PR, 1994).

En los ultimos afios se han aislado diferentes péptidos de la leche materna
y también de la leche de vaca que participan en la regulacion de diferentes

funciones fisioldgicas (tabla 1-2):
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- Péptidos con efecto sobre el sistema digestivo: se han aislado péptidos

con actividad opiacea, que se unen a receptores en el lumen intestinal y
actian como moduladores exégenos de la motilidad gastrointestinal,
permeabilidad intestinal y liberacion de hormonas intestinales. Entre
ellos, los llamados a y b casomorfinas, capaces de reducir la motilidad
intestinal, por lo que se estudia su papel beneficioso en el tratamiento de

la diarrea (Bar6 L y col, 2001).

- Péptidos con efectos inmunomoduladores y antimicrobianos: este otro

grupo ejerce un papel protector sobre el organismo, ya sea potenciando
el sistema inmune (encefalina) o ejerciendo una actividad antimicrobiana

(isracina) (Baro L y col, 2001).

- Péptidos con efectos sobre el sistema cardiovascular: los principales

efectos descritos en este campo son la actividad antihipertensiva
(casokinina) y la actividad antitrombotica (casoplatelinas). La actividad
antihipertensiva se debe a la inhibicion de la enzima de conversion de la
angiotensina (ACE) (Schlimme E y col, 1995), mientras que la actividad
antitrombdtica se produce como consecuencia de la similitud entre
algunos péptidos y la cadena g del fibrindbgeno. Se estableceria asi una
competencia por los receptores plaquetarios inhibiéndose la agregacion
plaquetaria (Jolles P y col, 1986). Aunque este tipo de péptidos se han
aislado principalmente de leche de vaca, parece probable que puedan

existir péptidos con actividades similares en la leche humana.

La lactoferrina es uno de los componentes proteicos mas importantes de la leche

materna

La lactoferrina constituye aproximadamente el 10-15% de la fraccién
proteica de la leche humana. Su actividad biolégica reside en que es capaz de
unirse a dos atomos de hierro férrico. Ademas, esta proteina posee la capacidad
de resistir a la accion de las enzimas proteoliticas, especialmente en su forma
saturada de hierro. De ahi que la lactoferrina se encuentre intacta en las

deposiciones de lactantes alimentados al pecho (Brines RD y col, 1983) e incluso
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en la orina de dichos lactantes, lo que prueba que no solo resiste la digestion sino

gue puede ser absorbida y excretada intacta (Hutchens TW y col, 1991).

Proteina Péptidos bioactivos O”?:Qh(ie la Bioactividad descrita
a-casomorfina Vaca opiacea
Caseinaa caseina-a-exorfina Vaca opiacea
casokinina Vaca antihipertensiva
b-casomorfina Humana/Vaca opiacea
Caseinab casokinina Vaca inmunomoduladora/

antihipertensiva
caseinfosfopéptido Humana/Vaca biodisponibilidad mineral
motricidad gastrointestinal y

caseinmacropéptido Vaca liberaciéon de hormonas
Caseina k casoxina Humana antagonista opiaceo
casoplatelinas Humana antitrombdética
a-lactoalbamina fragmentos 50-53 Humana/Vaca opiacea
b-lactoglobulina b-lactorfinas Vaca opiacea/antihipertensiva
Lactoferrina Lactoferrosina Humana/Vaca antagonista opiaceo
Lactotransferrina Humana/Vaca antagonista opiaceo

Tabla 1-2: Principales péptidos bioactivos obtenidos por hidrolisis de las proteinas de leche
humana y de vaca. (Adaptado de Bar6 L y col, 2001).

Debido a que una parte significativa del hierro de la leche materna va
unida a la lactoferrina, se ha formulado la hip6tesis de que esta proteina podria
favorecer la absorcion de hierro en los nifios alimentados con leche materna. Asi,
se ha observado que los nifios alimentados con leche materna, que contiene 0,2-
0,4 mg/l de hierro, tienen un nivel de hierro a los seis meses de edad mejor que el
de los alimentados con preparados para lactantes, a pesar de que estos
preparados contenian mayor cantidad de hierro (0,7 mg/l) (Franson GB y col,
1980).

También ha sido ampliamente estudiado el papel de la lactoferrina como
componente antimicrobiano. No esta claro el mecanismo, pero podria deberse a
su capacidad de secuestrar hierro e impedir la captacién del mismo por bacterias,
o bien a la produccion de alteraciones en la membrana bacteriana perdiéndose la
integridad de la misma (Nadiu y col, 1997). Incluso se ha postulado que la
lactoferrina podria estimular la fagocitosis de monocitos y macréfagos.

En los ultimos afios ha cobrado interés la lactoferrina por su posible accién
antiviral, que podria deberse a su capacidad de inhibir el proceso de adsorcion de

la particula viral por parte de la célula. Esta actividad ha sido demostrada in vitro
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con Herpes simplex (Marcheti E, 1998). Las actividades antimicrobiana y antiviral
de la lactoferrina podrian estar implicadas en la mayor resistencia frente a

infecciones gastrointestinales de los nifios amamantados (Lonnerdal B, 1997).

Hormonas v factores de crecimiento presentes en la leche materna

Esta claramente establecido que tanto el calostro como la leche humana
madura contienen hormonas y factores de crecimiento (Bar6 L y col, 2001). Estos
compuestos pueden llegar al epitelio intestinal y atravesarlo gracias a la menor
actividad proteolitica y mayor permeabilidad intestinal del recién nacido. El interés
en estos componentes proteicos radica en el importante papel que juegan en
numerosos sistemas fisiol6gicos y en su ausencia casi general en los preparados
para lactantes. Los factores de crecimiento mas importantes de la leche materna

estan resumidos en la tabla 1-3.

Hormona/Factor de crecimiento Funciones
Factor de crecimiento epidérmico Regulacién del desarrollo hepatico e
(EGF) intestinal
Traslocacion bacteriana
Factor a transformador del Continuidad y normal funcionamineto del
crecimiento (TGF-a) epitelio intestinal

Diferenciacion del epitelio intestinal

Factor b transformador del

crecimiento (TGF-b) Carcinogenesis

Produccién de IgA

Induccion de tolerancia oral

Factores de crecimiento insulinico | y Il . ., . o
Proliferacion y diferenciacion celular

(IGF-l y II)
Hormona del crecimiento (GH) Desarrollo y funcionamiento intestinal
Incremento de la produccién de IgA
Neuropéptidos Estimulacion de células T

Produccién de IL-12 por macrofagos

Tabla 1-3. Hormonas y factores de crecimiento mas importantes de la leche humana.
(Adaptado de Bar6 L y col, 2001).
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1.2.2. Composicién glucidica:

La lactosa es la mayor fuente de energia de la leche materna

La leche materna contiene una fraccién glucidica del 7%, de la cual la
lactosa es el componente mayoritario (6,3 g/dl). En las leches de vaca y cabra el
contenido en carbohidratos y en lactosa es inferior (ver tabla 1-1), lo cual se debe
a las mayores necesidades energéticas del recién nacido humano.

La lactosa es un componente con una importante funcién energética, ya
que aporta la mayor parte de la energia proporcionada por la leche materna. Este
disacéarido es metabolizado por la lactasa dando lugar a glucosa y a galactosa,
gue es un monosacarido crucial para el desarrollo cerebral del recién nacido. De
hecho, la mayor concentraciéon de lactosa en la leche humana en comparacion
con la leche de otros mamiferos, podria estar relacionada con el mayor desarrollo
cerebral del hombre (Riordan J, 1998). Ademas la lactosa facilita la absorcién de
calcio y favorece el crecimiento de una flora fecal protectora frente a bacterias
patdégenas.

Dentro de la fraccion glucidica existen también oligosacaridos, glucolipidos
y glucoproteinas con importantes funciones, sobre todo en la defensa frente a

infecciones.

Los oligosacaridos: importantes compuestos bioactivos.

Los oligosacéaridos constituyen el tercer componente mayoritario de la
leche materna tras la lactosa y la grasa, con una concentracion que oscila entre
0,7 y 1,2 g/100 ml. Ademas los oligosacaridos de la leche humana presentan una
gran variabilidad, habiéndose descrito mas de 100 estructuras diferentes. Esta es
una de las principales diferencias de la leche humana frente a la de otros
mamiferos, como por ejemplo la leche de vaca que sélo contiene trazas de
oligosacaridos. La leche de cabra si presenta un perfil de oligosacaridos mas
parecido al de la leche humana, con un contenido muy superior al de la leche de
vaca (0,025-0,030 g/100 ml) y una variabilidad estructural no encontrada en otros
mamiferos (Martinex-Férez A, 2004) (figura 1-1).

Los oligosacéaridos de la leche materna son resistentes a la hidrolisis

enzimatica del tracto gastrointestinal, como se comprueba mediante digestiones
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in vitro con preparaciones enzimaticas de pancreas humano y porcino y
membranas intestinales (Engfer MB y col, 2000). Asi mismo, existen estudios que
demuestran que estos compuestos podrian atravesar el epitelio intestinal,

pasando intactos a la circulacion sistémica (Gnoth MJ y col, 2001).

A B
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Figura 1-1. Perfil de oligosacaridos por HPAEC-PAD de las leches humana (A), ovina (B), bovina
(C) y caprina D). (Martinez-Férez A, 2004).

Los oligosacéridos han cobrado un gran interés en los ultimos afios,
debido a su papel como prebiéticos, es decir, sustancias que favorecen el
crecimiento de bacterias probiéticas. Al no ser digeridos, estos compuestos
actuarian como sustrato de la flora bifidogénica, contribuyendo a las diferencias
en el pH y la flora fecal entre los nifios amamantados y los alimentados con
formulas (Mc Veagh P y col, 1997).

Actualmente ha cobrado también gran interés el posible papel de los
oligosacaridos como receptores de patdgenos. Al ser sintetizados por las mismas
glicosiltranferasas que participan en la sintesis de glucolipidos y glucoproteinas
de las células intestinales, los oligosacaridos presentan una similitud estructural

con los carbohidratos de la superficie de las células intestinales (tabla 1-4). Asi,
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estos compuestos podrian actuar como receptores de microorganismos
patégenos, constituyendo un mecanismo de defensa adicional para el recién
nacido, cuyo sistema inmunolégico no es todavia maduro. De hecho, los nifios
alimentados al pecho muestran menores tasas de diarrea, enfermedades
respiratorias y otitis media (Kunz C y col, 2000; Newburg SN y col, 1995).

En base a todo esto, la suplementacién de los preparados para lactantes
con fibras y oligosacaridos es uno de los campos actuales de la investigacion, ya
qgue podria tener una gran influencia en la susceptibilidad del recién nacido frente

a infecciones.

Receptores Microorganismo

Glicoproteinas con manosa Escherichia coli (tipo 1 Fimbrae)
E.coli (enterotoxina

Oligosacéridos fucosilados .
termorresistente)

Tetra y pentasacaridos fucosilados E.coli
Sialil a (2-3) lactosa y glicoproteinas E.coli (S-fimbriae)
Sialil a (2-3) galactésidos y mucinas E.coli (S-fimbriae)
Oligosacéaridos neutros Streptococcus pneumoniae
Fuc (al-2) Gal epitopos Candida albicans
Galb(1-4) GIcNAc o Gal b(1-3) GIcNAc Pseudomonas aeruginosa
Sialil-lactosa Campylobacter pylori
Sialil-lactosa Streptococcus sangui
Sialil-lactosa y glicoproteinas Campylobacter pylori
Glicoproteinas sialiladas (a2-3) Mycoplasma pneumonie
Poli-N-acetillactosaminas Mycoplasma pneumonie
a(2-3) poly-N-acetilactosaminoglicanos Streptococcus suis
Sialil a(2-3)lactosa Influenza virus A
Sialil a(2-3)lactosa Influenza virusB
0-O-Ac de NeuAc a(2-3) Rad Influenza virus C

Tabla 1-4. Oligosacaridos de la leche humana como receptores de microorganismos
(Adaptado de Kunz C y col, 1993).

1.2.3. Composicién lipidica:
La fraccion lipidica supone el 3-4% de la leche humana y es el

componente mas variable, ya que depende en gran medida de la dieta consumida

por la madre y del tiempo de lactancia. La grasa es la principal fuente de energia
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para el recién nacido ya que cubre entre el 30 y el 50% de sus necesidades (Akre
Jy col, 1994).
Los componentes lipidicos de la leche humana incluyen triglicéridos,

colesterol y fosfolipidos, ademas de acidos grasos libres (tabla 1-5).

Lipidos totales (% en la leche) 3,8
Fosfolipidos 0,8
Mono-acilglicéridos ND
Acidos grasos libres 0,08
Colesterol 0,5
1,2-diacilgliéridos 0,01
1,3-diacilglicéridos ND
Triacilglicéridos 98,3
Esteres de colesterol ND

Tabla 1-5. Composicién porcentual de los lipidos de la
leche humana. (Adaptado de Bitman y col, 1983) (ND:
no detectable).

La leche humana tiene un alto contenido en colesterol

La leche humana contiene 30-40 mg/dl de colesterol. Este valor es el
doble que el de la leche de vaca o de cabra que oscila entre 10 y 15 mg/dI.

El colesterol es necesario principalmente para el desarrollo cerebral del
recién nacido (Akré Jy col, 1994). Sin embargo no se ha demostrado que un nivel
elevado de colesterol sérico en el nifio tenga ventaja alguna. Diversos estudios
han evidenciado que el cerebro puede sintetizar sus propios requerimientos de
colesterol, asi como pueden hacerlo otros 6rganos que también lo requieren
(Gould RG, 1958). Ademas existen estudios que sugieren que unos elevados
niveles de colesterol sérico, en etapas tempranas de la vida, no constituyen un
requisito previo al desarrollo de una homeostasis adecuada de colesterol en el
hombre (Friedman G y col, 1975).

Con estos datos, segun la ESPGAN (Sociedad Europea de
Gastroenterologia y Nutricibn Pediatrica) no existen razones suficientes para

recomendar una suplementacion de colesterol en las féormulas para lactantes.
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La estructura de los triglicéridos de la leche humana favorece la absorcion de la

grasa por el lactante

Los triglicéridos constituyen el 98% de la grasa de la leche humana. La
digestion de los triglicéridos en el lactante, se lleva a cabo gracias a la accion de
diferentes lipasas: lingual, gastrica, pancreatica y sobre todo, la lipasa intestinal,
estimulada por las sales biliares en el duodeno.

Hay estudios que indican que, a pesar de la reducida actividad de la lipasa
pancreatica durante las primeras semanas de vida, la reaccion limitante de la
digestion de la grasa no es la hidrdlisis de triglicéridos, sino la solubilizacién de los
acidos grasos saturados de larga cadena (Watkins y col, 1975). En consecuencia,
la absorcién de grasas es mejor cuando los triglicéridos tienen acidos grasos
saturados, principalmente palmitico (16:0), en la posicién interna del triglicérido.
Esto se debe a que las lipasas hidrolizan principalmente las posiciones externas y
el acido graso de la posicién 2 se absorbe como 2-monoglicérido y no como acido
graso libre. Esta es la principal razén por la que la grasa de la leche humana se
absorbe mejor que la procedente de la leche de vaca. En la leche humana el 75%
del palmitico se encuentra en la posicién 2 del triglicérido (figura 1-2), mientras
gue en la de vaca el acido palmitico se encuentra distribuido al azar en las tres

posiciones (Dotson y col, 1992).

La leche humana como fuente de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga

(AGPI-CL)

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga se han considerado
como esenciales para el lactante, debido a la inmadurez de las enzimas
desaturasas y elongasas que se encargan de su sintesis a partir de los acidos
grasos esenciales. Los AGPI-CL juegan un papel clave en el desarrollo del

cerebro y de la retina del recién nacido (Hamosh My col, 1998).
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Figura 1-2: Triglicéridos mas frecuentes en la leche materna (% respecto
al total). (Adaptado de Dotson y col, 1992).

La leche materna aporta principalmente &cido araquidénico (AA,
0,449/100g de grasa) y acido docosahexaenoico (DHA, 0,30g/100g de grasa).
Estos acidos grasos no son esenciales para el adulto que puede sintetizarlos a
partir de acido linoleico (LA) y a-linolénico (ALA) presentes normalmente en la
dieta. Sin embargo, como ya se ha comentado, el lactante tiene esta capacidad
reducida y de ahi la importancia del aporte de estos AGPI-CL por la leche
materna (Koletzko B et al, 1999).

Hay estudios que sugieren una mejor funcioén visual y cognitiva en nifios
amamantados comparados con nifios alimentados con férmulas para lactantes
(VUauy R et al, 2000).

1.2.4. Minerales:

La concentracion de minerales de la leche humana es aproximadamente la
tercera parte de la que contiene la leche de vaca o de cabra. Esto, junto con el
menor contenido en proteinas, lleva a una menor osmolaridad, lo cual es
adecuado para la funcion renal del lactante.

El contenido total de minerales de la leche humana es constante e incluye:
sodio, potasio, cloro, calcio, magnesio y fosforo, asi como trazas de hierro, zinc,
cobre, manganeso, selenio y yodo.

Varios estudios han demostrado la alta biodisponibilidad de los minerales
de la leche materna y su relacion con otros componentes que facilitan su
absorcién, metabolismo y excrecion (Picciano MF y col, 1998). La alta

biodisponibilidad compensa la baja concentracion de ciertos minerales como el
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calcio y el zinc, cuyo contenido en leche materna, a pesar de ser bajo, satisface
las necesidades de los nifios nacidos a término.

Otro ejemplo es el hierro, ya que a pesar de que su contenido es también
bajo en la leche humana, no suelen producirse deficiencias en el lactante, debido
principalmente a su mayor absorcion facilitada por la presencia de la vitamina C,

asi como por los bajos niveles de proteinas y de fosforo.

1.2.5. Vitaminas:

Todas las vitaminas solubles estan presentes en la leche humana,
principalmente la vitamina C, cuya concentracion dobla la de las leche de vaca y
cabra. A pesar de ello, se han descrito algunas deficiencias de vitamina B12 en
lactantes de madres vegetarianas (Rodriguez-Palermo My col, 1999).

En cuanto a las vitaminas liposolubles, el contenido en vitaminas Ay E es
adecuado en la leche humana. Sin embargo, pueden producirse deficiencias de
vitamina K, sobre todo en los primeros dias tras el nacimiento, durante los cuales
la produccién enddgena por bacterias entéricas es muy baja. También es baja la
concentracion de vitamina D, lo que podria suponer un problema debido a la

escasa exposicion solar de los lactantes.

1.2.6. Nucleétidos:

Los nucledtidos y sus metabolitos desempefian un papel clave en
numerosos procesos bioquimicos y fisiolégicos, tales como procesos de
transferencia de energia o la sintesis de acidos nucleicos, proteinas y
carbohidratos. Los nucleétidos pueden ser sintetizados enddégenamente, sin
embargo, pueden llegar a ser semiesenciales en determinadas situaciones en las
gue esta sintesis es insuficiente para cubrir las necesidades, como ocurre en la
etapa de crecimiento rapido del recién nacido.

El perfil de nucle6tidos de la leche humana es marcadamente diferente al
de las leches de otros mamiferos y al de las formulas infantiles. Asi, la fraccion
nitrogenada no proteica de la leche humana, a la cual pertenecen los nucleétidos,
supone entre el 18-30% del nitrégeno total, mientras que en la leche de vaca sélo

constituye el 5% (Bar6 L y col, 2001).
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En los dltimos afios se han desarrollado numerosos trabajos que sugieren

diferentes efectos de los nucleotidos, que se podrian resumir en los siguientes

apartados:

Modulacién de la respuesta inmunoldgica: en lactantes la presencia de

nucledtidos en la dieta parece inducir un aumento de la actividad Natural
Killler (NK) y de la produccién de IL-2 (Carver JD, 1996). Ademas las
férmulas infantiles con nucle6tidos han demostrado potenciar la respuesta
del recién nacido frente a las vacunas de la difteria y de H.influenzae tipo b
(Pickering LK y col, 1998).

Tracto gastrointestinal: los nucleétidos parecen favorecer el desarrollo

normal del epitelio intestinal. Asi, experimentos in vivo muestran un
aumento de la altura de las criptas y una mayor actividad disacaridasa en
ratas destetadas que recibieron una dieta suplemenatada en nucleétidos
(Uauy Ry col, 1990).

Funcionamiento hepatico: la administracion exdgena de nucleétidos

parece mejorar la funcidon hepética y la capacidad de regeneracion del

higado en modelos animales de experimentacién (Carver JD, 1996).

Metabolismo lipidico: los nucleétidos provocan un aumento de las

concentraciones plasmaticas y eritrocitarias de AGPI-CL en recién nacidos
(Gil Ay col, 1986).

1.2.7. Poliaminas:

Las poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) son un grupo de

compuestos nitrogenados presentes en tejidos animales, bacterias y virus. Estan

presentes en la leche humana en cantidades importantes, pero su papel en la

nutricion del neonato no esta del todo establecido.

Estos compuestos son buenos marcadores del desarrollo y proliferacion

intestinal y existen estudios que sugieren un efecto trofico directo sobre las

células intestinales inmaduras, mejorando la permeabilidad de la mucosa (Buts JP

y col, 1993).
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Otro papel importante de las poliaminas de la leche materna es su posible
efecto preventivo de las alergias alimentarias. Al favorecer la maduracion de los
enterocitos, estos compuestos mejoran la permeabilidad intestinal, lo cual implica
un menor paso de alergenos alimentarios. Asi, la probabilidad de desarrollar
alergia alimentaria por el nifio puede llegar al 80% si la concentracion media de
espermina en leche es menor de 2 nmol/ml. Sin embargo dicha probabilidad es
muy baja si la concentracion de la misma es mayor de 13 nmol/ml (Dandrifosse G
y col, 2000).

1.2.8. Microbiota de la leche humana:

Desde hace tiempo se sabe que la flora bacteriana de nifios amamantados
es diferente de la de nifios alimentados con formula (Balmer SE y col, 1989).
Lactobacilos y bifidobacterias predominan en los primeros, mientras que
enterobacterias como E.coli, bacteroides y estafilococos dominan la flora de los
segundos (figura 1-3).

Determinados componentes de la leche humana, como oligosacaridos y
algunas proteinas del lactosuero son responsables del establecimiento de esta
flora, ya que favorecen el crecimiento de bacterias saludables al provocar un
descenso del pH intestinal, poco favorable para el crecimiento de bacterias
patégenas. Sin embargo, hasta hace poco tiempo la leche humana se
consideraba estéril, ya que no habia evidencias de que contuviera bacterias.
Estudios recientes demuestran que determinadas bacterias acido-lacticas (BAL)
forman parte de la composicién de la leche humana, lo cual contribuiria a la flora
intestinal favorable que se observa en nifios amamantados (Martin R y col, 2003;
Martin R y col, 2004).

Figura 1-3. Principales
bacterias de la flora
intestinal del lactante

m Lactobacilos amamantado.

m Bificobacterias

O Bacteroides, Eubacterium, Peptococcus
O Clostridium perfringens

m Escherichia coli, Streptococcus
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1.3. Principales beneficios de la lactancia materna

Como se ha descrito en el apartado anterior, la leche humana no solo
aporta al recién nacido los nutrientes que necesita para su correcto desarrollo,
sino que ademas aporta una serie de componentes bioactivos que confieren a la
lactancia importantes ventajas.

Asi, la leche humana tiene componentes que le confieren efectos
antiinfecciosos, antiinflamatorios e inmunomoduladores, que le permiten proteger

al lactante de diversas patologias.

1.3.1. La leche humana confiere protecciéon frente a infecciones

gastrointestinales y respiratorias:

Una de las principales causas de muerte en la edad infantil son las
enfermedades infecciosas, dentro de las cuales, las infecciones respiratorias y
gastrointestinales son las mas frecuentes.

Los nifios que no han sido alimentados con leche materna tienen una
probabilidad 17 veces mayor de ser hospitalizados por neumonia que aquellos
gue han sido amamantados. Esta probabilidad es alin mayor para nifios de
menos de 3 meses (César JA y col, 1999). También existen estudios que
sugieren que el riesgo de muerte por diarrea aumenta 14,2 veces en nifios no
amamantados (Victoria CG y col, 1987). Asi mismo, la lactancia materna ha sido
relacionada con una menor incidencia de otitis media, infecciones urinarias y

meningitis causada por Haemophilus inflenzae (Nascimento MBR y col, 2003).

Los componentes inmunolégicos de la leche materna como responsables de la

actividad atiintinfeciosa

La composicion inmunoldgica de la leche materna es en gran medida
responsable de su papel antiinfeccioso. Dichos componentes inmunoldgicos
pueden dividirse en celulares y humorales, pudiendo ser a su vez especificos y
no especificos (figura 1-4).

Los elementos celulares estan constituidos principalmente por leucocitos
Vivos, presentes en alto nimero en las primeras etapas de la lactancia. Dentro de

ellos se incluyen:
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- macréfagos y polimorfonucleares: son componentes celulares no

especificos y los mas abundantes en la leche humana (80-90%). Tienen
capacidad fagocitica, lo que les confiere propiedades bactericidas y
fungicidas. Ademas los macréfagos sintetizan algunos de los
componentes humorales, como moléculas del complemento C3 y C4,

lisozima y lactoferrina (Xanthou My col, 1998).

- linfocitos: representan entre 5-10% del total de globulos blancos
(Riordan J y col, 1998). Se encuentran principalmente linfocitos T, con
una actividad citotoxica frente a microorganismos. En menor numero
existen linfocitos B, responsables de la sintesis de anticuerpos

especificos frente a numerosos patégenos.

Sobre los elementos de defensa humorales no especificos ya se ha
hablado en el apartado anterior: lactoferrina, oligosacaridos, nucleétidos y otros
componentes con actividad protectora frente a infecciones.

Dentro de los elementos humorales especificos de la leche humana se
encuentran citoquinas, factores de crecimiento, pero principalmente, las
inmunoglobulinas (lg). Cualquier patégeno que amenaza a la madre estimula la
produccion de estos anticuerpos especificos, que son secretados a la leche
humana, y a través de ella llegan al recién nacido, protegiéndolo de
microorganismos patdgenos.

La principal Ig de la leche humana es la IgA, que representa el 10% del
total de proteinas. La IgA previene la adhesién de microorganismos a la pared
intestinal del lactante, ademas de actuar frente a diversos agentes infecciosos
como: rotavirus, Escherichia coli, Vibrio cholera, Shigella, Salmonella, Clostridium
difficile, Giardia lamblia y Campylobacter (do Nascimento MBR y col, 2003).

Existen otras Ig presentes en la leche humana como la IgD que participa
en la respuesta inmune a nivel de la glandula mamaria o la IgE que favorece la
liberaciébn de mediadores quimicos que aumentan la permeabilidad intestinal,
facilitando la liberacion de IgG con actividad opsonizadora sobre bacterias y virus.
Finalmente se encuentra la IgM, importante para la proteccion inicial del neonato

frente a las infecciones maternas.
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Figura 1-4. Componentes inmunoldgicos de la leche humana.

La leche humana favorece una flora intestinal protectora

Los nifilos amamantados tienen una flora intestinal mas favorable que los
nifios alimentados con férmula, tanto por la presencia de bacterias acido-lacticas
en la leche materna, como por diferentes compuestos que favorecen el
crecimiento de estas bacterias. Esta flora juega un papel clave en la proteccion
que confiere la leche materna frente a infecciones. Asi, diferentes estudios
muestran que lactobacilos y bifidobacterias ejercen un efecto antagonista del
crecimiento de patdgenos como Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Yersinia enteroclitica, Clostridium perfringens (Gilliland SE y col, 1977; Ozbas ZY
y col, 1995).

Dichas bacterias colonizan la mucosa intestinal del lactante de forma
competitiva, impidiendo la adhesion de patdgenos gastrointestinales. Asi mismo,
se establece una competencia por los nutrientes que impide el crecimiento de

estos patdgenos (Conway PI, 1996).
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Otro mecanismo antimicrobiano de las bacterias &cido-lacticas es la
produccion de determinadas sustancias que dificultan el crecimiento de otros
microorganismos perjudiciales (Laroia S y col, 1990) :

- acidos organicos: como el acido lactico o el acético, que disminuyen el pH

y favorecen el peristaltismo creando un ambiente desfavorable para los
patdégenos.

- peroxido de hidrogeno: que oxida el tiocianato dando &cido hidrocianico,

también perjudicial para estos microorganismos.
- bacteriocinas (nisina, lactobrevina, acidofilina, acidolina, etc.): sustancias

con una actividad antimicrobiana especifica.

1.3.2. Laleche humana modula larespuestainmunolégica del lactante:

Ademés de la actividad antiinfecciosa, recientes estudios han demostrado
que la leche materna puede modular la respuesta inmunolégica del lactante, a
través de componentes inmunomoduladores y antiinflamatorios entre los que
destacan prolactina, lactoferrina, nucleétidos y citoquinas (Grazioso y col, 1997).
Estos componentes tienen la capacidad de regular la maduracién del sistema
inmunoldgico del lactante, favoreciendo la proliferacion de linfocitos, la sintesis de
inmunoglobulinas y la actividad celular.

En la actualidad no se ha demostrado in vivo una actividad antiinflamatoria
directa de la leche humana, pero estudios epidemiol6gicos sugieren que los nifios
amamantados estan protegidos frente a infecciones, sin la observacion de
lesiones de la mucosa intestinal o respiratoria debidas a una respuesta
inflamatoria (Garofalo RP y col, 1999). Probablemente, este es el resultado de un
sistema antiinflamatorio muy bien regulado de la leche humana.

Los factores antiinflamatorios incluyen proteasas, interleuquinas,
prostaglandinas, acetilhidrolasa del factor activador de plaquetas, IgA secretora y
antioxidantes como vitaminas y peroxidasas. Las hormonas y factores de
crecimiento también juegan un papel clave en este sentido, promoviendo la
maduracion intestinal y el desarrollo del sistema inmunolégico del lactante
(Garofalo RP y col, 1999).
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La flora intestinal y el equilibrio del sistema inmunoldgico

La homeostasis del sistema inmunolégico depende del equilibrio entre dos
tipos de respuestas linfocitarias: Tyl, Ty2 (ver apartado 4.1.1). En el recién nacido
este equilibrio esta desplazado hacia Ty2 y el contacto con bacterias, entre ellas
las que colonizan el intestino del neonato, compensa este desequilibrio. Sin
embargo, las condiciones higiénicas que se aplican sobre todo el los paises
occidentales, retrasan el contacto del lactante con bacterias, lo que supone
mantiene este desequilibrio hacia T2, favoreciendo la apariciéon de alergias.

Las bacterias probitticas estimulan la respuesta Tyl, compensando el
desequilibrio comentado anteriormente y disminuyendo el riesgo de posibles
alergias. Asi, la suplementacion de la dieta de la madre y del lactante con
probiéticos durante los 6 primeros meses postnatales, produjo una reduccion del
50% en la incidencia de eczema atdpico (Kalliomaki M y col, 2001). Esto podria
deberse, entre otras cosas, a que los lactobacilos estimulan la produccion de

citoquinas Tyx1, como la IL-12 por los linfocitos humanos.

La leche humana y la respuesta a vacunas

La accion de la leche materna sobre el sistema inmunoldgico del lactante
también podria explicar la mejor respuesta de éste frente a determinadas
vacunas. Asi, diferentes estudios encuentran una mayor produccion de
anticuerpos en nifios amamantados y vacunados frente a la poliomielitis, tétanos y
difteria (Hahn-Zoric M y col, 1990). Como ya se ha comentado, esta estimulacion
de la respuesta frente a vacunas podria deberse a la presencia de nucle6tidos en

la leche materna (Pickering LK y col, 1998).

1.3.3. Beneficios parala madre:

La lactancia materna, ademas de los beneficios para el lactante, tiene
también numerosos efectos beneficiosos para la salud de la madre. Asi, la
lactancia favorece la adecuada involucion del Gtero y disminuye las hemorragias
post-parto protegiendo las reservas de hierro, lo que conduce a menores

porcentajes de anemia en las madres de nifios amamantados (Almeida JA, 1999).
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Se cree que la lactancia induce una rapida pérdida de peso en la madre,
especialmente durante el primer mes post-parto y persiste, aunque en menor
medida, hasta el destete (Nascimento MBR y col, 2003).

Ademas, hay diversos estudios que relacionan la lactancia con una menor
incidencia de determinadas patologias como osteoporosis, o cancer de mama y

de ovario (Byers T y col, 1985; Kritz-Silverstein D y col, 1992).

1.3.4. Beneficios econdmicos:

La lactancia materna tiene un importante impacto social, sobre todo en los
paises en desarrollo, donde el uso de leche humana como una fuente nutricional
es crucial por su valor econémico. La alimentaciéon con leche materna conduce a
un importante ahorro para la familia, ya que no es necesario gastar dinero en
formulas sustitutivas.

Pero ademas, el beneficio econdmico repercute en el sistema sanitario, ya
que los beneficios de la leche humana para la salud del lactante, hacen que por
cada nifio no amamantado haya visitas adicionales al pediatra y prescripciones

para tratamientos de diarrea, otitis e infecciones respiratorias.

En resumen, la lactancia es el método ideal para la alimentacién del recién
nacido y la mayoria de los pediatras recomiendan que la leche humana sea el
alimento exclusivo del neonato, durante los seis primeros meses de vida.

Como Colette Clark dijo:

“El recién nacido tiene so6lo tres necesidades esenciales: el calor humano de los
brazos de la madre, la certeza de la presencia de la madre y la leche de sus

pechos. La lactancia satisface las tres”.
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2. LA LACTANCIA ARTIFICIAL COMO ALTERNATIVA A LA LECHE
HUMANA.

La lactancia materna es aconsejable durante al menos los seis primeros
meses de vida. Sin embargo, en algunas ocasiones, la lactancia materna no es
posible, deseable o suficiente, y en estos casos es necesario recurrir a lo que se
denomina lactancia artificial, es decir, alimentacion del lactante con una leche
diferente a la humana, generalmente mediante las llamadas férmulas infantiles.

La denominacion “férmula infantil” hace referencia a todos los productos
destinados a la alimentacién del lactante, que pueden sustituir de forma total o
parcial a la leche materna. Estas formulas han sido disefiadas para proporcionar
al neonato los nutrientes requeridos para su correcto crecimiento y desarrollo.
Ademas, las formulas infantiles son cada vez mas parecidas a la leche humana, y
el reto que se plantea en nutricion infantil no es sélo cubrir las necesidades del
recién nacido, sino también imitar las propiedades funcionales de la leche

materna.

2.1. Requisitos legales de las férmulas infantiles

Los productos alimenticios infantiles estan regulados legislativamente
como aquellos destinados a una alimentacion especial, también conocidos como
dietéticos, y que se definen como los que, por su composicion particular o por el
proceso de su fabricacion, se distinguen claramente de los productos alimenticios
de consumo corriente. Estos productos son apropiados para un objetivo nutritivo
indicado y se comercializan indicando que responden a dicho objetivo.

Para la elaboracion de la legislacion alimentaria, comités de expertos
(European Society of Paediatric Gastroenterology, Hepatology & Nutrition.
ESPGHAN) redactan recomendaciones sobre alimentaciéon infantil, tanto en
referencia a leches de inicio como de continuacion. Estas recomendaciones de la
ESPGHAN, son tenidas en cuenta por la Unién Europea que redacta Directivas
Europeas con aplicacion en todo el &mbito de la union. Finalmente, las Directivas
Europeas son analizadas por los comités de expertos de cada pais, y en funcion
de ellas se modifican las legislaciones alimentarias. En Espafia esta modificacion

se realiza a través de Reales Decretos (RD).
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2.1.1. Definicién de una férmula infantil:

Segun el Codex Alimenatrius para que un preparado reciba el nombre de

formula infantil debe cumplir una serie de requisitos:

a)

b)

una férmula infantil en forma liquida debe ser usada bien directamente
o0 bien previamente diluida en agua potable y hervida. En forma soélida
requiere, igualmente, agua potable y hervida para su preparacion.

una formula infantii debe ser nutricionalmente adecuada para
promover el normal crecimiento y desarrollo del nifio y satisfacer, por si
sola, sus requerimientos nutricionales. En funcién de dichos

requerimientos se distinguen dos tipos de formulas infantiles:

Formulas de inicio: son las que tienen como finalidad satisfacer por si

solas todos los requerimientos nutricionales del lactante durante los
primeros 4-6 meses de vida, aunque pueden ser utilizadas — junto con
otros alimentos infantiles — hasta la edad de un afio.

Formulas de continuacion: son las que forman parte de un régimen de

alimentacion mixto, destinadas a ser utilizadas a partir de los 4-6

meses de edad.

una formula infantii debe ser procesada por medios fisicos y
empaquetada de manera que se prevenga su contaminacion bajo
condiciones normales de uso, manejo, almacenamiento y distribucion

en el pais donde es vendida.

Las férmulas infantiles (de inicio o de continuacién) deben ser productos

basados en la leche de vaca o de otros animales y/o otros constituyentes

comestibles de origen animal o vegetal que hayan probado ser adecuados para la

alimentacion infantil (Codex Alimentarius, 2001).
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2.1.2. Caracteristicas de las férmulas de inicio:

Las férmulas de inicio deben ser disefiadas de manera que se parezcan lo

maximo posible a la leche materna y deben cumplir una serie de requisitos en

cuanto a su composicion:

No contener ni almidén ni harina.

No deben estar acidificadas, ni incluir otras sustancias tales como la
miel.

La férmula debe ser isoténica con el fin de minimizar el
desplazamiento de agua entre los distintos compartimentos
corporales.

Como hidratos de carbono se dara preferencia a los disacaridos u
oligosacaridos sobre los monosacéridos, para proporcionar energia
sin aumentar la osmolaridad de la formula.

Los lipidos deben aportar el 50% de la energia.

La tabla 2-1 resume los requerimientos maximos y minimos de las

formulas infantiles. A continuacion se comentan algunos de estos requerimientos

referentes a los macro- y micronutrientes.

Contenido energético

Debe oscilar entre 64-72 kcal/100 ml, recomendacién que esta basada en

el contenido medio de energia de la leche humana. Las férmulas con alto

contenido energético, no son recomendables ya que al tener una elevada

osmolaridad, pueden aumentar la sed del lactante e inducir una sobre-

alimentacion.
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Foérmulas de inicio

2%y 30% del total de carbohidratos (maximo)

Férmulas de continuacion
por 100 kcal por 100 kcal
Energia 64-72 kcal/100 ml 60-85 kcal/100 ml
Proteinas
leche de vaca 18-28 3,0-55
proteinas de soja 2,25-3,0 -
Lipidos (g) 4,0-6,0 3,0-6,0
Acido linoleico (AL) (mg) 1200-300 300 (minimo)
Acido alfa-linolénico (AAL) (mg) 50 (' minimo) -
Proporcidn AL-AAL may-15
n-3 AGPI-CL 1% del total de grasa (maximo)
n-3 AGPI-CL 2% del total de grasa (maximo)

Acido araquidonico (AA) 1% del total de grasa (maximo)

Hidratos de carbono (g) 8,0-12,0 8,0-12,0
Lactosa (g) 3,5 (minimo) 0,45 (minimo)
Sacarosa 20% del total de carbohidratos (méximo)

Almidén precocinado y gelatinizado

20% del total de carbohidratos (méximo)

Vitamina K (ug)

0,5 mg de alpha tocoferol/g de AL
nunca menos de 0,7mg/100 kcal

4 (minimo)

2%y 30% del total de carbohidratos (méximo)
Minerales (mg)
Sodio 20-60 35-120
Potasio 60-145 78-200
Cloro 50-125 60-150
Calcio 50 (minimo) 90 (minimo)
Fésforo 25-90 60 (minimo)
Magnesio 5-15 6 (minimo)
Hierro 0,5-1,5 1,0-2,0
Zinc 0,5-1,5 0,5 (minimo)
Cobre 20-80 -
Yodo 5 (minimo) 0,005 (minimo)
Selenio 3 (méximo) -
Vitaminas
A (UI) 250-500 250-500
D (UI) 40-80 40-80
C(8g) 8 (minimo) -
B1 Tiamina (ug) 40 (minimo)
B2 Riboflavina (ug) 60 (minimo)
B3 Niacina (ug) 250 (minimo)
B5 Acido pantoténico (ug) 300 (minimo)
B6 piridoxina (ug) 35 (minimo)
B8 Biotina (ug) 1,5 (minimo)
B9 Acido félico (ug) 4 (minimo)
B12 cobalamina (ug) 0,15 (minimo)
Vitamina E (ug)

0,5 mg de alpha tocoferol/g de AL
nunca menos de 0,5mg/100 kcal

Proteinas (1.8-2.8 g/100 kcal 6 1.2-1.9 g/100 ml)

Tabla 2-1. Recomendaciones de la ESPGHAN para la composicién de férmulas infantiles.
(Adaptado de Alles-Martine S y col, 2004 y Riviero M y col, 2003).

Las Unicas fuentes de proteinas para nutricién infantil que actualmente son

admitidas por la Union Europea son la leche de vaca y la soja, ya que son las

Unicas sobre las que existen estudios clinicos suficientes que avalen su seguridad
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y adecuacion. En el caso de utilizar proteinas de soja (férmulas especiales) el
valor nutritivo de la proteina no debe ser inferior al 85% del valor de la caseina.

Esto no quiere decir que otras fuentes estén prohibidas explicitamente,
sino que hasta que no haya estudios que avalen su utilizaciéon en nutricion infantil,
estas otras fuentes no son admitidas.

Ademas se han formulado unos requerimientos en aminoacidos esenciales
y semiesenciales que estan basados en la composicion de la leche humana (tabla
2-2).

Por 100 kJ Por 100 kcal

Arginina 16 69
Cisteina 6 24
Histidina 11 45
Isoleucina 17 72
Leucina 37 156
Lisina 29 122
Metionina 7 29
Fenilalanina 15 62
Treonina 19 80
Triptofano 7 30
Tirosina 14 59
Valina 19 80

Tabla 2-2: Aminoacidos esenciales y semiesenciales
de la leche materna (adaptado de RD 72/1998).

Lipidos (4.0-6.0 g/ 100 kcal 6 2.7-4.1 g/100 ml)

No hay evidencias cientificas de que la utilizacion de grasas de origen
vegetal solo, sea mejor que la mezcla de grasas de origen animal y vegetal. La
disponibilidad de la grasa en alimetacion infantil depende méas de su composicion
guimica que de su origen animal o vegetal (Riviero My col, 2003).

En funcion de la composicion de acidos grasos presentes en la grasa de la
leche materna se han formulado unos requerimientos méaximos para
determinados &cidos grasos (tabla 2-3). Segun la legislacion europea actual, sélo
hay requerimientos minimos para los &cidos linoleico (LA 18:2 n-6) y a-linolénico
(ALA 18:2 n-3), ya que el organismo humano no puede sintetizarlos y son los

precursores de otros acidos grasos importantes para el recién nacido, como el
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acido araquidénico (AA-20:4 n-6) y el docosahexaenoico (DHA-22:6 n-3)

respectivamente.
Requerimientos
Maximo Minimo
(mg/100kcal) (mg/100kcal)

Ac. Ladrico 975 -
Ac.Miristico 975 -

Ac. Linoleico 1200 300
Ac.a-linolénico 50 -
Ac.Erdcico 65 -

Tabla 2-3. Requerimientos de acidos grasos en férmulas de inicio
(RD 72/1998).

Se pueden afadir acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-
CL) (20 y 22 &tomos de carbono). En tal caso, su contenido no sera superior a:
1% del contenido total de materia grasa para los AGPI-CL de la serie n-3, y 2%
para los AGPI-CL de la serie n-6 (1% para el acido araquidénico). EI DHA es
importante para el desarrollo cerebral y cognitivo del recién nacido, y aunque
puede ser sintetizado a partir de a-linolénico, esta capacidad puede estar
reducida en el neonato (Alles-Martine S y col 2004) y en especial en nifios
pretérmino (Saverwald TU y col, 1997). A partir de ALA se sintetiza el acido
eicosapentaenoico (EPA 20:5 n-6) que a su vez es convertido enzimaticamente
en DHA, aunque por la inmadurez de las enzimas del recién nacido, se

recomienda que el contenido en EPA no supere el de DHA.

Hidratos de carbono (8-12 g/100 kcal 6 5.4-8.2 g/100 ml)

La lactosa debe ser el principal hidrato de carbono. El resto sera
preferiblemente glucosa y/o dextrinomaltosa. La leche humana contiene 7g/100ml
de hidratos de carbono, siendo el 90% lactosa y el resto oligosacéridos. No
contiene fructosa, ni sacarosa.

Componentes minoritarios

Debido a que la leche de vaca, que normalmente se utiliza en la
elaboracion de las formulas infantiles, tiene una composicion vitaminica y mineral

diferente a la leche humana (ver tabla 1-1), la legislacién contempla unos limites
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maximos y minimos en funcion del tipo de preparado, y siempre tomando como
referencia la leche humana (tabla 2-1). Asi, por ejemplo se contempla la
posibilidad de afiadir hierro, principalmente debido a que la concentracién de
lactoferrina en estos preparados es inferior a la de la leche humana (RD 72/1998).
Debido a los demostrados efectos beneficiosos de los nucledtidos y su
presencia en la leche humana (ver apartado 1.2.6), la legislacién contempla la
posibilidad de afadirlos en las férmulas infantiles (tabla 2-4) (RD 72/1998).

Nucle6tidos mg/100 kcal
Total 5
Citidina-5-monofosfato 2,5
Uridina-5-monofosfato 1,75
Adenosina-5-monofosfato 15
Guanosina-5-monofosfato 0,5
Inosina-5-monofosfato 1

Tabla 2-4. Recomendaciones méaximas sobre la adicion de
nucledtidos a formulas de inicio. (Adaptado de Alles-Martine
Sy col, 2004)

2.1.3. Caracteristicas de las formulas de continuacion:

Los requerimientos legales para las férmulas de continuacion no son tan
estrictos como los que se establecen para las formulas de inicio. En primer lugar,
porque normalmente forman parte de un régimen mixto de alimentacion, que
podria compensar las posibles carencias de la alimentacion exclusiva con estas
formulas. Ademas estan destinadas a nifios a partir de 4-6 meses, y a esta edad
el nifio presenta una mayor capacidad metabdlica que el recién nacido.

No obstante, estas férmulas se rigen por una legislacién similar a la de las
formulas de inicio, y los comités de expertos formulan una serie de
recomendaciones en funcién de la edad del nifio, que estan recogidas en la tabla
2-1.

Energia

Debe oscilar entre 60-85 kcal/100ml, aunque a partir de las 6 semanas de
vida, los lactantes son capaces de regular su consumo de alimentos de un modo
mas o menos independiente de la densidad energética de éstos (Riviero My col,
2003).
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Proteinas (3,0-5,5 g/100 kcal 6 2,0-3,7 g/100 ml)

Como en las férmulas de inicio, las fuentes de proteina actualmente
autorizadas por la legislacién europea son la leche de vaca y la soja. De nuevo,
en el caso de utilizar proteinas de origen vegetal, el valor nutritivo de la proteina

no debe ser inferior al 85% del valor de la caseina.

Lipidos (3,0-6,0 g/ 100 kcal 6 20-3,7 g/100 ml)

No existe razodn cientifica para sustituir totalmente la grasa de la leche de
vaca por grasa vegetal. Tampoco se justifica la suplementacion sistematica con
acidos grasos esenciales en estas formulas. Aunque para los preparados que
contengan aceites vegetales se establece un contenido minimo de acido linoleico
de 300 mg/ 100 Kcal, por las mismas razones que se comentaron en las férmulas
de inicio (RD 72/1998).

Hidratos de carbono (8-12 gl/100 kcal 6 5,7-8,6 g/100 ml)

Entre los diferentes disacaridos se dara preferencia a la lactosa. En cuanto
a los demas tienen prioridad polisacaridos tales como la dextrinomaltosa, el
almidoén o los preparados a base de harina, quedando prohibida la utilizacién de

ingredientes que contengan gluten (RD 72/1998).

2.2. Nuevos componentes bioactivos de las féormulas infantiles

La investigacion dedicada a la mejora de las férmulas infantiles se centra,
actualmente, en los componentes bioactivos de la leche humana. El objetivo no
es imitar la composicion exacta de la leche humana, puesto que hay
determinados ingredientes que son dificiles de aislar, sino mas bien conseguir los
efectos funcionales que se observan en nifios amamantados.

Cualquier modificacion de los requisitos establecidos para las formulas
infantiles, ya sea adicion de nuevos ingredientes o modificacion de la cantidad,
debe estar basada en un beneficio esperado (nutricional, funcional, tecnolégico,
etc). Este beneficio debe estar claramente justificado por estudios preclinicos y

clinicos, que demuestren la efectividad y seguridad de la nueva formulacion. Los
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comités de expertos en nutricion infantil establecen una serie de condiciones en
las que se han de realizar dichos estudios, si se quiere reclamar el efecto
funcional de un determinado ingrediente (Agett P y col, 2003).

Este tipo de estudios suelen ser muy costosos, ya que generalmente son
multicéntricos e incluyen un gran ndmero de nifios. Ademas el seguimiento de los
pacientes suele ser de varios afios, para analizar los posibles efectos tardios de

los nuevos ingredientes y/o modificaciones que se quieren introducir.

2.2.1. Acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL):

Suplementacion de las férmulas infantiles con DHA vy AA

De entre todos los componentes que han sido estudiados como posibles
ingredientes funcionales en las férmulas infantiles, los AGPI-CL son los mas
ampliamente usados en nutricion infantil.

Numerosos estudios relacionan la lactancia materna con un mejor
desarrollo visual y cognitivo (Andersson JW y col, 1999; SanGiovanni JP y col,
2000). Los componentes de la leche humana que podrian explicar parcialmente
este hecho son el acido araquidénico (AA, 20:4 n-6) y el acido docosahexaenoico
(DHA, 22:5 n-3). Ambos acidos constituyen la mayor proporcion de los
fosfolipidos que componen las membranas celulares de la retina y del cerebro.

Las fuentes de grasa utilizadas convencionalmente para las férmulas
infantiles no contienen ninguno de estos dos acidos grasos (Alles-Martin S y col,
2004). Por elongacion y desaturacion, AA y DHA pueden ser sintetizados a partir
de acido linoleico (LA, 18:2 n-6) y a-linolénico (ALA, 18:3, n-3) que si se
encuentran en todas las férmulas infantiles. Sin embargo, estas actividades
enzimaticas estan limitadas en nifios (Koletzko B y col, 1999). Por esta razon, los
niveles de AA y DHA en la membrana de los eritrocitos son mayores en nifios
amamantados que en los alimentados con férmula (Alles-Martin S y col, 2004).

La evidencia del efecto beneficioso de los AGPI-CL en el recién nacido, ha
llevado a diversos comités de expertos y organizaciones profesionales (British
Nutrition Foundation, World Healht Organization/FOOD and Agricultural
Organization of United Nations y The Internacional Society for the Study of Fatty
Acids and Lipids) a recomendar la adicion de AA y DHA a las férmulas infantiles.

Asi, se ha establecido que es aconsejable que las formulas infantiles contengan al
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menos un 0,2% del total de acidos grasos como DHA y 0,35% como AA (Koletzco
B et al, 2000).

En el mercado espafiol existen actualmente varios preparados para
lactantes que contienen DHA y AA: Adapta 1 (Novartis), Blemil plus 1 (Ordesa) y
Enfalac 1 premium (Mead-Johnson), Alprem (Nestlé), Similac Special Care
(Abbott).

w-6 w-3
LA (18:2n-6) ALA (18:3 n-3)
l D6-desaturasa l D6-desaturasa
GLA (18:3n-6) Estearidonico (18:4n-3)

} !

DGLA (20:3n-6) Eicosatetraenoico (20:4 n-3)
l D5-desaturasa l D5-desaturasa

AA (20:4n-6) EPA (20:5 n-3)

DHA (22:5 n-3)

Figura 2-1. Esquema de la sintesis de AGPI-CL de las series w6 y w3.

Posicién estructural del acido palmitico en los triglicéridos

Otro aspecto que parece tener importancia en los efectos beneficiosos de
la leche humana es la estructura de los triglicéridos. En la leche materna el 70%
del acido palmitico se encuentra esterificado en la posicion 2 del triglicérido
(posicion b). Asi se absorbe mas facilmente, ya que las lipasas humanas no
pueden romper los enlaces en esta posicion y el acido graso se absorbe en forma
de 2-monoglicérido (Rivero My col, 2003).

Al contrario de lo que ocurre en la leche materna, en la mayor parte de las
formulas infantiles el acido palmitico se presente principalmente en las posiciones
1 y 3. Durante la digestién de las grasas los acidos grasos situados en estas
posiciones quedan libres a nivel del lumen intestinal, lo cual resulta desfavorable
para su absorcion, debido a la tendencia de los acidos grasos libres a formar

sales insolubles de calcio (jabones). Estas sales precipitan y son dificilmente
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absorbidas por el neonato, lo que disminuye el aprovechamiento de la grasa y del
calcio (figura 2-2).

Carnielli y colaboradores (1996) compararon una férmula infantil con
triglicéridos similares a los de la leche humana (palmitico esterificado
principalmente en posicion 2), con otra formula estandar (palmitico principalmente
en posiciones 1y 3). Se observé que la absorcion de calcio y de &cidos grasos es
mejor cuando el acido palmitico esté esterificado en la posicion 2 del triglicérido.

Otro estudio demostré que, aumentando la proporcién de palmitico en
posicion 2 en una férmula infantil, las heces de los neonatos eran mas
consistentes y presentaban menos formacion de jabones, siendo més parecidas a
las de nifios amamantados (Kennedy et al, 1999). Ademas los nifios alimentados
con esta nueva férmula demostraron una mejor mineralizacién 6sea, lo que
supone una mejor absorcion de calcio.

En las férmulas infantiles, la opcion de incrementar indiscriminadamente la
concentracion de calcio, para favorecer una correcta mineralizacion 6sea, no
parece una alternativa adecuada, ya que daria lugar a la formacion de jabones
calcicos con los acidos grasos. Aunque actualmente son muy pocas las formulas
infantiles en las que esta aumentado el porcentaje de palmitico en posicion 2, hay
datos que evidencian que esta modificacién podria mejorar la absorcion de la

grasay del calcio.

- Y ° 520
Hidrolisis de TGs E§ — EQ_,
vegetable oil ' P —
o,
o © 9.
. , ] o [
Formacion de jabones ® ’ atcium
(g ::am':aﬁon
g
e ¥
free satured acids insoluble salts

Figura 2-2. Hidrdlisis de triglicéridos y absorcion de acidos grasos y de calcio.
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2.2.2. Probiéticos y prebiéticos:

Una de las principales diferencias entre los nifios amamantados y los
alimentados con férmula, es el desarrollo de la flora intestinal. Asi, se ha
observado una mayor colonizacién por bacterias lacticas y bifidobacterias, en el
intestino de nifios alimentados con leche materna. Este efecto se debe,
principalmente a la presencia de oligosacéridos en la leche humana. Aunque,
recientemente, se ha descubierto la presencia de bacterias acido-lacticas en la
leche materna, lo que también contribuiria a esta mayor colonizaciéon (Martin R y
col, 2003).

Efectos de la adicién de oligosacaridos a férmulas infantiles

Los principales componentes de la leche humana que favorecen el
crecimiento de bacterias probioticas son los oligosacaridos. La leche de vaca,
normalmente utilizada para la elaboracion de férmulas infantiles, contiene
solamente trazas de oligosacaridos.

Diversos estudios han investigado el efecto prebidtico de estos
compuestos, y la posibilidad de afiadirlos a las formulas infantiles. Asi, Moro y
colaboradores (2002) concluyeron que una mezcla de 90% de trans-
galactooligosacaridos (trans-GOS) y 10% de fructooligosacaridos (FOS), tenia un
claro efecto bifidogénico en nifios nacidos a término. La suplementacion de una
férmula infantil con dicha de mezcla de oligosacaridos (0,4-0,8 g /100ml) aument6
de forma significativa el nimero de bifidobacterias en la flora fecal, haciéndola
mas parecida a la de niflos amamantados. En otro estudio, se observé que con
esta misma mezcla, las subespecies de bifidobacterias en las heces de los nifios
eran muy similares a las de nifios alimentados con leche humana (Knol J y col,
2002).

Guesry y colaboradores (2000) probaron los efectos de FOS solos y
aunque observaron un aumento en la cantidad de heces, no se vio efecto
bifidogénico. Por tanto, parece probable que los diferentes tipos de oligosacaridos
tengan distinta eficacia como prebidticos.

En base a estos y otros datos cientificos, el Comité de Alimentos de la
Comisién Europea ha concluido que se pueden suplementar las formulas con un
maximo de 0,8 g/dl de una mezcla de 90% de trans-GOS y 10% de FOS.
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Actualmente existen en el mercado diferentes alimentos infantiles

enriquecidos con oligoscararidos (tabla 2-5).

Nombre Tipo de producto Fabricante Enriquecido con
Almirbn Ommneo 1 Leche de inicio Nutricia FOS/GOS
Conformil 1 Leche de inicio Milupa FOS/GOS
Conformil 2 Leche de continuacion Milupa FOS/GOS
Nativa 2 Leche de continuacion Nestlé Bifidus BL'+ ST?
Nidina 2 Leche de continuacion Nestlé Bifidus BL+ ST
Simbiotic Leche de continuacion Nutriben Bifidus BL+
ST/FOS
Almirébn Omneo 2 Leche de crecimiento Nutricia FOS/GOS
Baby 2 Leche de crecimiento Hero Bifidus Bb® y BL
Blemil 3 efcto bifidus Leche de crecimiento Ordesa FOS
Blevit Plus Bifidus Cereales infantiles Ordesa FOS

Tabla 2-5. Alimentos infantiles enriquecidos con pre- y probiéticos. (Martinez-Férez A, 2004). *
Bifidobacterium longum, 2 Streptococcus thermophilus, ? Bifidobacterium bifidum.

Efectos de la adicion de probidticos a las férmulas infantiles

A principios de los afios 90 se empez0 a investigar sobre los efectos de la
adicion de bacterias probitticas a las formulas infantiles. Asi, Langhendries y
colaboradores (1995) observaron que un grupo de nifios alimentados con una
formula adicionada de bifidobacterias, presentaban una flora intestinal muy similar
a la de los nifios amamantados.

En otros trabajos se han estudiado los efectos funcionales que esta mayor
colonizacién por probidticos podria tener en recién nacidos. Roos y Katan
publicaron varios articulos entre 1988 y 1998, de los que se concluye que el
consumo de Lactobacillus GG puede acortar el curso de la diarrea causada por
rotavirus. Esta misma bacteria ha demostrado ser efectiva en la prevencién de la
diarrea, tanto en nifios con alto riesgo de infeccibn, como en los que son
sometidos a tratamiento con antibioticos.

Otra patologia en la que los probidticos parecen tener un efecto
beneficioso, es la alergia alimentaria. Parece ser que los nifios con un alto riesgo
de alergia tienen una flora intestinal caracteristica. Determinadas bacterias tienen
la capacidad de modular la respuesta inmune, regulando el equilibrio entre la

respuesta Ty2 (proalérgica) y la Tyl (proinflamatoria). Asi, se ha demostrado que
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la suplementacion con Bifidobacterium animalis BB-12 o Lactobacillus GG mejora
la respuesta alérgica en nifios con eczema atopico (Isolauri E y col 2000).

A la vista de estos resultados y conocida la presencia de bacterias lacticas
en la leche materna, estas bacterias son unos candidatos muy prometedores para
su utilizaciébn como probidticos en la composicion de formulas infantiles. Es mas,
dado que los efectos de los pre- y probidticos parecen ser sinérgicos, en el
mercado existen actualmente alimentos infantiles enriquecidos con una mezcla de

ambos componentes, lo que se conoce con el nombre de simbidtico (tabla 2-5).

2.3. Foérmulas infantiles especiales

Las leches especiales son formulas elaboradas especialmente para
lactantes y nifios pequefios que tienen problemas o limitaciones de absorcion,
digestion o incapacidad para metabolizar determinadas sustancias. Para su
elaboracion se suele partir de las formulas convencionales y a partir de ellas se
realizan modificaciones en la composicién, para adaptarlas a las necesidades

especificas de la alteracion a la que se dirigen (figura 2-3).

Formulas Lacteas Convencionales

7 1 N

Proteinas Hidratos de Carbono Lipidos

“N 1 ¥

Formulas Lacteas Especiales

4 4 4

Hidigﬁs:éggogiH) S Prematuros
. " Antirregurgitacion i
Hipoalergénicas (HA) Errores metabolicos Errores metabdlicos
Soja

Errores metabolicos

Figura 2-3. Elaboracion de férmulas especiales. (Rivero M y col, 2003).
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2.3.1. Férmulas sin lactosa:

Son férmulas infantiies a base de leche de vaca en las que se ha
sustituido la lactosa por otros hidratos de carbono como dextrinomaltosa,
polimeros de glucosa, sacarosa o glucosa. Estas férmulas se utilizan en casos de
intoleracia primaria o secundaria a la lactosa, debido a un déficit de la enzima

lactasa encargada de su metabolizacion (tabla 2-6).

Causas de la deficiencia de lactasa

Primarias Secundarias
Alactasia genérica precoz Malnutricion
Alactasia genérica tardia o radical Gastroenteritis bacteriana
Déficit madurativo de lactasa Infestacion por Giardia lamblia

Enteropatia inducida por leche de vaca
Enteropatia inducida por proteina de soja
Enteropatia inducida por gluten
Sobrecrecimiento bacteriano
Enfermedad inflamatoria intestinal (EII)
Sindrome de intestino corto
Yatrogenia

Tabla 2-6. Causas de la intolerancia a la lactosa por déficit de lactasa (Riviero M y col, 2003).

2.3.2. Formulas a base de proteinas hidrolizadas y férmulas de proteinas

vegetales:

Estas formulas estdn compuestas por proteinas predigeridas o por
proteinas de origen vegetal, que son de utilidad en casos de intolerancia a las
proteinas de la leche de vaca (principalmente alergia a la proteina) y en casos en
los que la absorcion estd comprometida (intestino corto, diarrea grave,
insuficiencia pancreética, colestasis cronica, etc.).

En las férmulas hidrolizadas las proteinas de la leche de vaca son
sometidas a tratamientos térmicos y/o enzimaticos que reducen las proteinas a
péptidos de bajo peso molecular, mas faciles de absorber y con escasa
alergenicidad (ver apartado 4.1.1).

Las formulas a base de soja se utilizan desde 1929, con diferentes
propésitos: intolerancia a las proteinas de leche de vaca (ver apartado 4.1.1),

intolerancia a la lactosa o0 en nifios cuyos padres eligen una dieta vegetariana
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para el neonato. Las primeras férmulas a base de harina de soja tenian
numerosos inconvenientes organolépticos y nutricionales (Tomson WA, 1979).
Sin embargo actualmente muchos de ellos han sido superados en las nuevas
formulas, elaboradas a partir de proteina de soja aislada y enriquecidas en
componentes en los que ésta es deficitaria, como la metionina, hierro, zinc, etc
(Rivero M y col, 2003). El consumo de las formulas a base de soja en Europa es
bajo, al contrario de lo que ocurre en EEUU, donde el 25% de los recién nacidos

se alimenta con este tipo de formulas (American Academy of Pediatrics,1998).

2.3.3. Formulas para prematuros y recién nacidos de bajo peso:

Estas formulas van dirigidas a neonatos con peso al nacer igual o inferior a
1500g. Estos nifios tienen una reserva muy escasa de nutrientes, especialmente
los de peso inferior a 1000g, y sus requerimientos energéticos, de agua y de
determinados nutrientes son muy elevados (Riviero M y col, 2003). Ademas
suelen tener serias deficiencias por inmadurez de los sistemas relacionados con
la absorcion, digestion, metabolismo y excreccion.

Las formulas destinadas a estos neonatos deben cubrir una serie de
objetivos:

- Aporte de nutrientes adecuado a un ritmo de crecimiento semejante al
correspondiente al dltimo trimestre de gestacion.

- Correcto desarrollo del sistema nervioso central.

- Aporte de los elementos necesarios para continuar el desarrollo de la
funcién digestiva y la adaptacién metabdlica y endocrina.

- Ofrecer nutrientes facilmente absorbibles.

- Mejorar los depdsitos de nutrientes.

2.3.4. Formulas antiregurgitacion:

El reflujo gastroesofadgico se define como el paso involuntario del

contenido gastrico al interior del eséfago. Segun su intensidad este fenémeno

puede tratarse mediante terapias dietéticas, aunque en casos mas graves es

necesario recurrir a la cirugia.
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En el caso de lactantes el reflujo gastroesofagico recibe el nombre de
regurgitacion y afecta al 50% de la poblacion infantil durante los dos primeros
meses de edad, mientras que la prevalencia disminuye a un 1% a los doce meses
de vida, como consecuencia de la mayor madurez del sistema digestivo.

La medida dietética mas recomendada en los casos de regurgitacion es el
espesamiento de la leche. Se ha demostrado que una mayor viscosidad y
densidad de los alimentos reduce el nimero de reflujos. Entre los productos
empleados como espesantes, el mas utilizado es la harina de algarroba, seguido
del almidén precocido.

La préactica de reducir el volumen de alimento y aumentar la frecuencia no
es una solucién definitiva ya que el reflujo se produce con mayor frecuencia en la

fase postprandial, por lo que se aumentaria el nimero de reflujos.
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3. LA LECHE DE CABRA: ¢ UNA ALTERNATIVA VALIDA?

Las ventajas nutricionales de la leche de cabra han sido reconocidas
desde hace mucho tiempo. De hecho su utilizacion en alimentacion humana fue
frecuente hasta finales del siglo XIX. Fue entonces cuando comenz6 a
introducirse la leche de vaca de manera casi exclusiva, ya que diversos estudios
habian sugerido que los nifios alimentados con leche de cabra tenian una mayor
incidencia de infecciones (Marfan AB, 1903). Sin embargo, en estos estudios se
comparaba la leche de cabra cruda con la leche de vaca esterilizada, de ahi que
la leche de cabra sufriera un importante descrédito, principalmente en Europa.

Actualmente el consumo de leche de cabra sigue siendo muy bajo en
Europa, a pesar de que los tratamientos higiénicos a los que se somete la leche
de vaca, eliminan el riesgo de infeccion que se asociaba al consumo de leche de
cabra. Ademas, la leche caprina tiene una serie de ventajas respecto a la bovina,
gue la hacen especialmente adecuada para nutriciéon infantil.

A pesar de su bajo consumo, la leche de cabra esta adquiriendo un gran
interés nutricional en la actual tendencia hacia la alimentaciéon saludable en los

paises desarrollados (Chanda RC y col, 1992).

3.1. Mercado de la leche de cabra en Espairia

La produccién mundial de leche de cabra se situaba en el afio 2000 en 12
millones de toneladas, de las cuales el 14% (1,68 millones de toneladas) se
produjeron en la Union Europea (Food and Drug Organization, FAO Production
Yearbook 2000). Esta cifra es muy inferior a la produccion mundial de leche de
vaca que se estimaba en ese mismo afio en 470 millones de toneladas, de las
gue aproximadamente el 35% se produjeron en la Union Europea.

En Espafia la produccion de leche de cabra en el afio 1999 fue de 358.000
toneladas, el tercer pais europeo después de Francia y Grecia (FAO Production
Yearbook 2000). Existen grandes diferencias entre las distintas comunidades
autobnomas, siendo Andalucia la mayor productora de leche de cabra con un 56%
de la produccion espafiola (199.770 toneladas).

En cuanto al destino de la leche de cabra, en Espafia el 95% se destina a

la elaboracion de queso por las industrias lacteas (tabla 3-1), lo que convierte a
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Espafia en el quinto pais mundial productor de queso de cabra. Sin embargo la
cantidad de leche de cabra destinada al consumo directo es muy baja.

Con estos datos podemos concluir que Espafia, y concretamente
Andalucia, tienen una produccion de leche de cabra de las mas altas de Europa,
a la altura de paises como Francia o Grecia. A pesar de ello, el consumo directo

de leche caprina es mucho mas bajo en Espafia que en estos paises.

Consumo directo en  Produccidén de queso Entregado a
Total la explotacion en la explotacion industrias lacteas
ESPANA 358.044 11.820 33.676 308.592
Andalucia 199.770 8.192 8.192 184.975
Castilla La Mancha 51507 1082 346 49901
Canarias 37587 1109 24448 11950
Regién de Murcia 18164 70 16 18053
Castilla Leon 16032 633 969 14293
Comunidad
Valenciana 5895 6 2 5887
Cataluia 3071 31 1225 1743
Aragén 1796 327 218 1246

Tabla 3-1. Produccién y destino de la leche de cabra en Espafia y en las comunidades auténomas
con una mayor produccién. (Adaptado de http:/capra.iespana.es).

3.2 Principales diferencias en la composiciéon de las leches de

vacay cabra

Las leches de vaca y cabra tienen mas cosas en comun entre ellas que
con la leche humana. A grandes rasgos, las tres leches son isocaldricas, ya que
aportan la misma cantidad de energia por unidad de volumen (750 kcal/l). No
obstante en las leches de vaca y cabra la proteina es, tras la grasa, el
componente que mas energia aporta, mientras que en la leche humana es la
lactosa (Chandan RC y col, 1992).

A pesar de que el perfil calérico y la composicion general sean similares
en las leches caprina y bovina, a continuacibn se comentan diferencias en

determinados componentes que hacen a la leche de cabra algo méas parecida a la
humana.
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3.2.1. Diferencias en la composicion proteica:

Una caracteristica importante de la leche de cabra es que su composicion
proteica varia mucho de una raza a otra, debido a la gran variabilidad genética
gue caracteriza a este animal (Martin P, 1996). Si consideramos un genotipo
“estandar”, la composicion proteica global, asi como la cantidad de proteinas, es
muy similar en las leches bovina y caprina. Sin embargo, y aunque la proporcion
caseinas:proteinas del lactosuero es también similar (80:20 aproximadamente),
las caseinas de la leche de cabra son mas solubles y por tanto su absorcion es
més facil (Boza J y col, 1997). Por tanto, la calidad de la proteina de la leche de
cabra es mayor que la de la leche de vaca. Asi se demuestra en un reciente
estudio realizado en ratas con una reseccion parcial del intestino delgado, en el
gue se observa que las ratas que consumieron dieta a base de leche de cabra
tenian un indice de crecimiento superior a las que consumieron leche de vaca o
una dieta estandar (L6pez-Aliaga | y col, 2003).

Otra diferencia importante es la menor cantidad de asl-caseina de la
leche de cabra (5% del total de proteinas, frente al 35% en la leche de vaca)
(Martin P, 1996). Esta proteina, que esta ausente en la leche humana, es
considerada uno de los principales alergenos responsables de la alergia a la
proteina de la leche de vaca (APLV) (Bianca-Maria E y col, 2001).

Por otra parte, tanto las caseinas como las proteinas del lactosuero,
presentes en las leches de mamiferos, contienen péptidos bioactivos que se
liberan tras la accion de las proteasas digestivas. Aunque la composicion proteica
sea similar, la variabilidad estructural de las proteinas de diferentes especies,
puede originar diferentes tipos de péptidos. Hay numerosos trabajos que
demuestran la actividad biolégica de los péptidos derivados de la leche de vaca
(Clare AD y col, 1999). Sin embargo, apenas existen estudios sobre los posibles

efectos funcionales de los péptidos de la leche de cabra.
3.2.2. Diferencias en la composicion lipidica:
La cantidad total de materia grasa es similar en las leches de vaca y cabra
(3,2-3,8%), y también muy parecida a la de la leche humana. El contenido en

colesterol (0,3-0,6%) y en fosfolipidos (1%) es también similar en las leches de las

tres especies.
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Digestibilidad de las grasas lacteas

La materia grasa de la leche es secretada por las glandulas mamarias en
forma de globulos grasos, dando lugar a una emulsion lipidica. Estos globulos
grasos estan formados principalmente por un ndcleo de triglicéridos, rodeado de
una capa externa constituida por lipidos polares (fosfolipidos principalmente) y
proteinas. Aunque el diametro medio de los glébulos grasos es similar (4mm) en
las leches de vaca y cabra, el porcentaje de glébulos de grasa de pequefio
diametro (<3mm) es mayor en la leche de cabra, lo cual podria permitir su mejor
digestibilidad, ya que estos glébulos son mas accesibles para las lipasas que
participan el la digestion lipidica (tabla 3-2).

Por otra parte, tanto la leche de vaca como la de cabra contienen
cantidades importantes de la enzima lipoprotein-lipasa (LPL). Este enzima juega
un papel muy importante en la lipolisis espontdnea de la leche (hidrélisis de
triglicéridos, principalmente en posicion 3, para dar acidos grasos libres). En el
caso de la leche de vaca la LPL se encuentra ligada a las micelas de caseina,
mientras que en la leche de cabra esta mas ligada a los glébulos de grasa,
facilitando dicha hidrélisis. De ahi que la leche de cabra presente un mayor
porcentaje de acidos grasos libres (0,6% del total de grasa, frente a 0,4% en
leche de vaca), lo que también contribuye a su mayor digestibilidad (Chilliard Y,
1996).

Humana
Cabra Vaca Leche Calostro
Materia grasa (%) 3,2 3,8 3,8 2,6
Globulos de grasa
Diametro medio (nm) 3,5 2,5-4,6 4 1,8
% < 3mm 63 43

Tabla 3-2. Materia grasa y tamafio de los glébulos en las leches humana, caprina y bovina.
(Adaptado de Chilliard Y, 1996).

Efectos beneficiosos de los triglicéridos de cadena media (TCM):

Probablemente, una de las principales diferencias en la composicién
lipidica de las leches de vaca y cabra esta en el tipo de acidos grasos que

componen los triglicéridos. En la leche de cabra el porcentaje de acidos grasos de
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cadena media (C6:0 caproico, C8:0 caprilico, C10:0 céprico) es superior al de la
leche de vaca (figura 3-1). Asi, la leche de cabra es mas rica en triglicéridos de
cadena media (TCM). Estos triglicéridos son una fuente de energia rapida, ya que
se absorben directamente a nivel del intestino delgado proximal y no necesitan de
las sales biliares para su absorcion. Ademas, la oxidacion mitocondrial de los
acidos grasos de cadena media es, en parte, independiente de los niveles de
carnitina, lo cual supone una ventaja en casos de déficit de este enzima, como
ocurre en los recién nacidos (Odle J, 1997).

Por esta razon estos triglicéridos podrian tener efectos beneficiosos en
situaciones metabdlicas desfavorables, como ocurre en las enfermedades
hepéticas, pacientes inmunodeprimidos o en el recién nacido, cuyo metabolismo
es aun inmaduro. Asi, los TCM han sido utilizados en la nutricion parenteral de
pacientes con enfermedades criticas y en nifios prematuros, con mejores
resultados que los triglicéridos de larga cadena (TLC) (Chan Sy col, 1998).

Debido también a su rapida absorcién, los TCM han sido estudiados en la
prevencion de la obesidad. Los acidos grasos derivados de estos triglicéridos son
rapidamente oxidados en el higado, por lo que estimulan la saciedad de forma
rapida, disminuyen los depdsitos de grasa y facilitan el control del peso, sin
modificar el aporte energético (St-Onge MP y col, 2002).

Finalmente, como se ver4 mas adelante, los TCM favorecen la absorcion

de determinados minerales.

3.2.3. Diferencias en la composicion glucidica:

Los oligosacaridos de la leche de cabra son mas similares a los de la leche

humana

Tanto en la leche de vaca como en la leche de cabra el hidrato de carbono
mas abundante es la lactosa (4,7-4,8%). Sin embargo, una diferencia muy
importante en la composicion glucidica de ambos tipos de leche reside en los
oligosacaridos.

La leche de vaca s6lo contiene trazas de estos compuestos, mientras que
en la leche de cabra la concentracién es unas diez veces superior. Ademas, los
oligosacaridos de la leche de cabra se caracterizan por su gran variabilidad

estructural, o que los hace mas parecidos a los que existen en la leche humana
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(ver figura 1-1). Otra caracteristica importante es su alto contenido en galactosa,
azucar importante para el desarrollo cerebral del recién nacido (Martinez-Férez A,
2004; Riordan J, 1998).

La similitud de los oligosacéaridos de las leches de cabra con los de la
leche humana, sugiere que estos compuestos podrian tener la misma bioactividad
(ver apartado 1.2.2). De hecho, se ha demostrado in vitro que los oligosacaridos
de leche de cabra inducen la maduracion del epitelio intestinal, ya que favorecen
la diferenciacion de células Caco-2 (Martinez-Férez A, 2004). Sin embargo, no
existen estudios sobre su posible papel como prebiéticos o como receptores de

patdégenos.
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Figura 3-1. Composicién en acidos grasos de las leches bovina y caprina.
(Adaptado de Chilliard Y, 1996).

3.2.4. Diferencias en la composicion mineral:

Al analizar la composicion mineral de un determinado tipo de leche no sélo
hay que tener en cuenta las cantidades de cada mineral, sino también su
biodisponibilidad. En este sentido, existen interacciones entre diferentes
minerales, y de éstos con otros componentes lacteos, que pueden afectar a su
absorcion.

Asi, las composiciones minerales de las leches de vaca y cabra no
presentan grandes diferencias. Cabria destacar la mayor cantidad de potasio y

cloro de la leche de cabra y su menor contenido en sodio (tabla 3-3). Sin

48



Introduccioén

embargo, existen estudios que demuestran que la biodisponibilidad de ciertos

minerales si es diferente en ambos tipos de leche.

La biodisponibilidad del hierro es mayor en la leche de cabra

El hierro es un elemento de gran importancia biolgica, ya que participa en
el transporte (hemoglobina) y almacenamiento (mioglobina) de oxigeno, asi como
en el metabolismo oxidativo.

Este elemento es un claro ejemplo de cémo las interacciones entre
diferentes componentes pueden aumentar la biodisponibilidad. La leche de cabra
contiene una cantidad ligeramente superior de hierro que la leche de vaca, y sin
embargo la biodisponibilidad de este elemento parece ser mucho mayor en la
leche de cabra. Recientes estudios han demostrado que, al comparar ratas
alimentadas con leches de vaca o cabra liofilizadas, las segundas presentan un
mayor indice de absorcion de hierro (L6pez Aliaga | y col, 2000). Esto podria
deberse al mayor contenido en TCM de la leche de cabra. Como ya se ha
mencionado, estos triglicéridos son una fuente de energia rapida, por lo que
podrian favorecer la sintesis de proteinas transportadoras.

Existen otros componentes que se encuentran en mayor cantidad en la
leche de cabra que en la de vaca, y que podrian participar en esta mayor
biodisponibilidad del hierro. Entre ellos, algunos aminoacidos como la cisteina o la
lisina, que actian como agentes quelantes, favoreciendo la solubilidad del hierro
(Van Campen DR, 1973). También la vitamina C, que forma un quelato con el
hierro que permanece soluble a pH alto dentro del intestino delgado, facilitando su
absorcién (Czajka-Narins DM, 1998). Finalmente, la mayor solubilidad de las

proteinas de la leche de cabra, podria favorecer también la absorcion del hierro.
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Vaca Cabra
Macroelementos mg/100m| mg/100m|
Calcio 1200 1260
Fasforo 920 970
Potasio 1500 1900
Sodio 450 380
Cobre 1100 1600
Magnesio 110 130
Relacién Ca:P 1,3 1,3
Microelementos ng/100ml ng/100ml
Zinc 3800 3400
Hierro 460 550
Cobre 220 300
Manganeso 60 80
Yodo 70 80
Selenium 30 20

Tabla 3-3. Composicion mineral de las leches de vaca y cabra. (Adaptado de
Guéguen L, 1996).

Los TCM también favorecen la absorcidn de magnesio

El magnesio es otro elemento con funciones biol6gicas importantes, ya
que actia como cofactor en mas de 300 reacciones enziméticas, que afectan,
entre otras funciones, al metabolismo energético y a la sintesis de proteinas y
acidos nucleicos.

La cantidad de magnesio en la leche de cabra es también ligeramente
superior a la de la leche de vaca (tabla 3-3). Un estudio en ratas cuya funcion
intestinal estaba comprometida, demostr6 que la leche de cabra aumentaba la
absorcion de magnesio (Lopez-Aliaga | y col, 2002).

Al igual que en el caso del hierro, los TCM parecen responsables de este

efecto.
3.2.5. Diferencias en la composicion vitaminica :
El bajo contenido en acido félico (vitamina B9) de la leche de cabra es uno

de los principales inconvenientes de este tipo de leche, en comparacion con la

leche de vaca y la leche humana (tabla 3-4). Algunos casos descritos de anemia

50



Introduccioén

megaloblastica (patologia asociada a un déficit de esta vitamina) en nifios de 3 a
12 meses, alimentados casi exclusivamente con leche de cabra, fueron una de las
razones del descrédito que sufrié la leche caprina entre los afios 60 y 70 (Sullivan
LW y col, 1966). Esta carencia se debe a la presencia de una glicoproteina que
presenta la capacidad de unir acido folico y que no se encuentra en la leche de
vaca (Chanda RC y col, 1992).

La leche de cabra es igualmente pobre en vitamina B12, cuando se
compara con la leche de vaca. Sin embargo esto no deberia suponer un problema
para un adulto con una dieta variada, ni tampoco para un recién nacido, puesto
gue la concentracion es igualmente baja en la leche humana (tabla 3-4).

Por el contrario, la leche de cabra es mas rica que la de vaca en niacina
(vitamina B3), uno de los constituyentes fundamentales de los coenzimas
NAD/NADP, que juegan un papel fundamental en el metabolismo de glucidos,
lipidos y proteinas. Un déficit de esta vitamina ocasiona la enfermedad conocida

como pelagra, caracterizada por dermatosis, diarrea y demencia.

Humana Vaca Cabra
Vitamina A (mg) 0,06 0,035 0,040
Vitamina D (ng) 0,055 0,08 0,06
Vitamina E (mg) 0,23 0,11 0,04
B1 Tiamina (mg) 0,02 0,04 0,05
B2 Riboflavina (mg) 0,035 0,17 0,14
B3 niacina (mg) 0,16 0,09 0,27
B5 Acido pantoténico (mg) 0,18 0,34 0,31
B6 piridoxina (mg) 0,01 0,04 0,05
B9 Acido félico (ng) 5,2 5,3 1
B8 Biotina (ng) 0,7 2 2
B12 cobalamina (ng) 0,04 0,35 0,06
Vitamina C 4 1 1,3

Tabla 3-4. Principales vitaminas de la leche humana en comparacion con la de
vaca y cabra.

3.2.6. Otros componentes minoritarios:

La concentracion de poliaminas es mayor en la leche de cabra

Las poliaminas (espermidina, espermina y putrescina) son compuestos

nitrogenados presentes en la leche de diferentes mamiferos, que parecen jugar
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un papel importante en el desarrollo intestinal de los recién nacidos de diferentes
especies.

La concentracion de estas sustancias en la leche, varia en funcion del
periodo de lactancia, probablemente debido a una adaptacién a las necesidades
del neonato (Ploszaj T y col, 1997). En la leche de vaca la concentracién de
espermina y espermidina es maxima en el calostro, debido a que la capacidad de
sintesis de estos compuestos es baja los primeros dias tras el nacimiento.
Durante el primer mes de lactancia la concentracibn de estas sustancias
disminuye, y permanece baja hasta el final de la lactancia (en el caso de la
espermina incluso por debajo del limite de deteccién).

Por el contrario, la concentracion de poliaminas en la leche de cabra
permanece estable durante todo el periodo de lactancia (a excepcién de la
putrescina que disminuye durante las primeras semanas), y siempre los niveles
son superiores a los de la leche de vaca (Ploszaj T y col, 1997). Este patrén de
secrecion de poliaminas es mas parecido al que ocurre en la leche humana.

La mayor concentracion de poliaminas se ha relacionado con la reduccion
del riesgo de padecer alergias alimentarias, ya que al favorecer la maduracion
intestinal dificultan el paso de alergenos alimentarios. De hecho diferentes
estudios sugieren que el menor riesgo de padecer alergias alimentarias en nifios
amamantados podria explicarse, al menos parcialmente, por la mayor
concentracion de espermina y espermidina en la leche humana comparada con
las formulas infantiles disponibles en el mercado (generalmente a base de leche
de vaca) (Dandrifose G y col, 2000).

La leche de cabra es también mas rica en nucleétidos

Como ya se comentdé en el primer apartado, los nucleétidos son
compuestos con un importante papel biol6gico, ya que participan en numerosos
procesos fisioldgicos (ver apartado 1.2.3). A pesar de que en la leche humana los
nucleétidos suponen un alto porcentaje del nitrégeno no proteico (18-30%), la
cantidad total de estos compuestos es mayor en la leche de otros mamiferos,
como la vacay la cabra.

Al contrario de lo que ocurre con las poliaminas, el patron de secrecion de
nucleétidos es muy similar en las leches caprina y bovina. En el calostro la

concentracion es maxima, y a partir de las primeras semanas disminuye. Sin
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embargo el contenido en nucledtidos totales es siempre mayor en la leche de
cabra. La leche de vaca sélo es més rica en &cido orético, nucleétido del que sélo

se encuentran trazas en la leche humana (Jaubert A, 1996).

Leche humana Leche de vaca Leche de cabra
Calostro Madura Calostro Madura Calostro Madura
AMP 4 2,1 6,2 2 4,7 6,7
GMP 0,3 0,2 - - - -
CMP 55 2 53 1,9 6,5 54
UMP 1,7 11 39 14,5 53,8 19,2
UDP G 14 0,9 36,2 - 60,7 19,6
UDP Ga 1,4 1 32 - 58 17,2
Acido orético - - 7,4 26,8 6,3 10,2

Tabla 3-5. Concentracion (mmol/100ml) de las leches de vaca, cabra y humana.

(Jaubert A, 1996). (AMP: adenosina monofosfato; GMP: guanosina monofosfato; CMP: citosina
monofosfato; UMP: uridina monofosfato; UDP G: uridina difosfato glucosa; UDP Ga: uridina difosfato
galactosa).

La leche de cabra contiene factores de crecimiento

Uno de los factores troficos mas destacados de la leche humana son los
factores de crecimiento (TGF, IGF, EGF) que participan en procesos de
crecimiento, desarrollo y diferenciacion (ver apartado 1.2.1).

De entre ellos, el IGF-I y Il han sido encontrados también en las
secreciones preparto y en el calostro de vaca, disminuyendo en un 30-50% a
partir del segundo dia de lactancia (Malven PV y col, 1987). Los TGF-a y —b han
sido identificados en las glandulas mamarias de la vaca, pero no estd demostrada
su presencia en la leche (Campana WM y col, 1995).

Son muy pocos los estudios que hacen referencia a la presencia de
factores de crecimiento en la leche de cabra. Sin embargo, recientes trabajos de
nuestro laboratorio han demostrado la presencia de EGF, IGF-1 y TGF-b2 en la
leche caprina, aunque en concentraciones inferiores a las encontradas en la leche

humana (L6pez-Huertas E y col, 2004, resultados no publicados).
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TGF 32 EGF
LC TGF 2 CLC LC EGF CLC
i
. 6 kDa
s <
12 kDa o
<X ET. Y
IGF-1
LC ,IGF-1 CLC
Leche Leche de
humana cabra
TGF-b2 0,1-13,9 ng/ml 1,8 ng/ml
EGF 3-107 ng/ml 20-500 pg/ml
6 kDa
T < IGF-1 7,1-19,1 g/ml 1-170 ng/ml

Figura 3-2. Factores de crecimiento en la leche de cabra y cantidades aproximadas respecto a la
leche humana. (L6pez-Huertas E y col, 2004, resultados no publicados).LC: leche de cabra; CLC:
concentrado de leche de cabra.

3.3. La leche de cabra en nutriciéon infantil

3.3.1. Antecedentes de la utilizacion de leche de cabra en nutricion infantil:

Como ya se ha comentado, la utilizacion de leche de cabra en
alimentacion infantil fue frecuente hasta finales del siglo XIX. A partir de entonces
diversos estudios, en los que se comparaban la leche de vaca esterilizada y la de
cabra cruda, hicieron que ésta sufriera un importante descrédito, principalmente
en Europa. Como consecuencia de estos estudios, en 1906 la British Royal
Society relacioné el consumo de leche de cabra con la transmisién de brucelosis.
Afios mas tarde, en 1922, Stoltaner public6 las primeras observaciones de
anemia macrocitica megaloblastica en nifios alimentados con leche de cabra,
debido a la baja concentracion de acido félico en esta leche.

Actualmente estos inconvenientes son facilmente solucionables. Los
mismos tratamientos higiénicos que se aplican a la leche de vaca, eliminan los
riesgos de infeccion asociados al consumo de leche de cabra. En cuanto a la
carencia de acido fdlico, su adicion a las férmulas hasta los valores

recomendados cubriria las necesidades del recién nacido.
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En estas condiciones, la leche de cabra podria ser una alternativa valida a
la leche de vaca, sobre todo en casos de intolerancia (alergia leve a la proteina,
reflujo gastroesofagico, diarreas, eczema, etc.). Diversos estudios han
demostrado que la leche de cabra es tolerada por la mayoria de nifios que sufren
algun problema de intolerancia a la leche de vaca. Asi, en un estudio llevado a
cabo en 60 nifios con algun problema de intolerancia a la leche de vaca, 46 de
ellos respondieron positivamente a una férmula basada en leche de cabra
(Grzesiak T, 1996). Otro estudio en 55 nifios intolerantes a la leche de vaca de
edades comprendidas entre 0 y 5 afios, demostro que la leche de cabra fue eficaz
en 51 de los casos (Reinert P, 1988).

A pesar de ello, no existen estudios clinicos suficientes que comparen la
leche de vaca y la de cabra en nutricién infantil. Esta es la principal razén por la
que la legislacion europea no autoriza actualmente la leche de cabra como fuente
de proteina para férmulas infantiles. Sin embargo esta leche sigue siendo
utilizada en numerosos paises anglosajones, asi como en Asia y en Africa
(Grzesiak T, 1996). De hecho en el mercado existen algunas formulas infantiles a
base de leche de cabra como Baby Goat (Nueva Zelanda), Caprima (Holanda) y

Caprilac (Francia).

3.3.2. ¢Es adecuada laleche de cabra para la nutricién infantil?

Como ya se ha comentado ampliamente, el mejor alimento para el recién
nacido es la leche humana, ya que su composicion esta perfectamente adaptada
a los requerimientos del recién nacido.

Cuando es necesario sustituir o suplementar la lactancia materna, se
recurre a leches de otras especies de mamiferos que, evidentemente, estan
adaptadas a las necesidades de esa especie. La buena disponibilidad y la gran
cantidad de estudios que avalan su seguridad, hace que la leche de vaca sea,
principalmente, la fuente de proteinas para nutricion infantil utilizada en Europa.

Sin embargo, segun se deduce del apartado anterior, la composicion
general de la leche caprina no es muy diferente a la de la leche bovina, e incluso
en algunos aspectos su composicion se asemeja mas a la de la leche humana.
Las principales caracteristicas de la leche de cabra que la hacen especialmente

adecuada para nutricion infantil se podrian resumir en las siguientes:
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- Mayor digestibilidad proteica y menor contenido en asl-caseina: estas
caracteristicas hacen que la proteina de la leche de cabra sea
facilmente utilizable, y posiblemente menos alergénica.

- Lipidos facilmente digeribles y que suponen un aporte de energia rapido
(MCTs).

- Alta concentraciéon de oligosacaridos y su variabilidad estructural: este
tipo de compuestos derivados de la leche de cabra han sido poco
estudiados, pero su estructura y composicion es similar a la de los
aislados de la leche humana, cuya bioactividad si esta demostrada (ver
apartado 1.2.2).

- Contenido elevado de compuestos bioactivos: poliaminas, acido sialico,

factores de crecimiento, etc.

Por otra parte, los inconvenientes, que también se han sefialado en el
apartado anterior, referentes a la carencia de acido félico y de vitamina B12, son
facilmente solucionables, mediante la suplementacion con estas vitaminas hasta
las cantidades recomendadas. Asi mismo, el alto contenido en cloro y potasio
hacen necesario un tratamiento de desmineralizacién parcial, mediante técnicas
de electrodialisis, que actualmente son también aplicadas a la leche de vaca que
se destina a la alimentacion infantil (Guéguen L, 1996).

Chanda y colaboradores (1992), en su revision sobre aspectos
nutricionales de la leche de cabra, concluyen que “tras la fortificacion adecuada,
la leche de cabra es una opcion lactea viable para cubrir los requerimientos
nutricionales de nifios y adultos”.

Con esta perspectiva, la respuesta a la pregunta planteada seria que si
bien la leche humana es el mejor alimento para el recién nacido, la leche de cabra
podria ser igual de adecuada o incluso mejor para nutricién infantil que la leche de

vaca.
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4. LACTANCIA ARTIFICIAL Y LA SALUD DEL RECIEN NACIDO.

El paso de la vida intrauterina a la extrauterina supone, para el recién
nacido, su primer contacto con el entorno en el que se va a desarrollar. Este
contacto no esta exento de riesgos, ya que el sistema inmunolégico del neonato,
todavia inmaduro, debe enfrentarse a “agentes extrafios” (microorganismos
patégenos, antigenos alimentarios, etc) de los que hasta entonces habia estado
protegido por la madre.

Por esta razén, durante los primeros meses tras el nacimiento, es muy
importante un alimento como la leche humana que, como ya se ha comentado, no
solo cubre las necesidades nutricionales del neonato sino que también contiene
compuestos bioactivos que lo protegen de determinadas patologias (ver apartado
1.3).

De hecho, la sustitucion de la leche materna por férmulas infantiles a base
de leche de vaca aumenta la incidencia de algunas enfermedades, principalmente
de aquellas que se producen como consecuencia de la inmadurez intestinal del
recién nacido (alergia a la proteina de la leche de vaca, enterocolitis necrosante,
diarreas por infecciones gastrointestinales, etc) ya que el proceso de maduracion
intestinal estd muy influenciado por la nutricién durante los primeros meses tras el
nacimiento (Goldman AS, 2000). Por esta razon, la busqueda de nuevos
componentes bioactivos que imiten las propiedades funcionales de la leche
humana es una de las principales lineas de investigacion en nutricién infantil.

En este apartado se estudian con detalle la alergia a la proteina de la
leche de vaca (APLV) y la enterocolitis necrotizante (ECN), como ejemplos de
patologias cuya incidencia en neonatos aumenta como consecuencia de la
combinacién entre la inmadurez intestinal propia de la edad y el abandono de la

lactancia materna.
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4.1. Alergia a la proteina de la leche de vaca (APLV) v posibles

medios de prevencion

4.1.1. APLV: frecuencia, sintomas y posibles causas de su incremento:

La APLV es la alergia méas frecuente en nifios de hasta 2 afios

La alergia a la proteina de la leche de vaca (APLV) es uno de los
problemas mas frecuentes de intolerancia a la leche de vaca que se producen en
recién nacidos. En general, las alergias alimentarias ocurren en un 5%-10% de
los nifios de hasta 2 afios, y entre ellas la APLV es la mas comun, ya que afecta a
un 2%-6% de los nifios de esa edad (Hill DJ, 1996). Se trata de una patologia
claramente asociada a la lactancia artificial, ya que so6lo un 0,5% de los nifios
amamantados sufre la APLV, probablemente debido a la presencia de antigenos
bovinos en la leche materna, como consecuencia de la dieta de la madre (Host A
y col, 1988).

La APLV se caracteriza por sintomas muy poco especificos, lo que la hace
dificil de diagnosticar. En la mayoria de los casos la sintomatologia suele ser
inmediata al contacto con la proteina (urticaria, diarrea, rinoconjuntivitis 0 asma) y
en casos mas graves puede provocar shock anafilactico y muerte (ExI BM E y col,
2001). Sin embargo, la APLV no es simplemente una patologia importante pero
aislada, sino que suele ser el comienzo de la llamada “carrera atépica”. La APLV
juega un papel clave en la patogénesis de otras enfermedades atdpicas que sufre
el nifo en edades mas avanzadas: otras alergias alimentarias, rinitis, asma y
especialmente la dermatitis atdpica. Entre el 30 y el 80% de los nifios con APLV
y/o dermatitis atOpica desarrollaran posteriormente asma u otra alergia

respiratoria (Guillet G y col, 1992).

La hip6tesis de la higiene y sus implicaciones en la APLV

La APLV es cada vez méas frecuente, sobre todo en las sociedades
occidentales, en las que su incidencia se ha doblado en las ultimas dos décadas
(Aberg N y col, 1995). Un cambio tan drastico en tan poco tiempo no puede
explicarse por los factores genéticos, aunque sin duda éstos influyen en la

etiologia de esta enfermedad. Las investigaciones recientes parecen apuntar mas
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al estilo de vida occidental, caracterizado por familias con pocos nifios y buenas
condiciones higiénicas que impiden un contacto continuo con microorganismos
(ExI BMy col, 2001).

La homeostasis del sistema inmunoldgico se basa en el equilibrio entre
dos tipos de respuestas linfocitarias: Tyl y Ty2 (figura 4-1). Los linfocitos Tyl se
activan en presencia de microorganismos, lo que desencadena la liberacion de
determinadas citoquinas inflamatorias dirigidas a la eliminacion de éstos (TNF-a,
IL-1b, IL-2, IFN-g, etc.). Por su parte, la respuesta Ty2 esta diseflada para la
defensa frente a parasitos y frente a proteinas extrafias al organismo (antigenos),
y se caracteriza por la liberaciébn de otras citoquinas que desencadenan la
respuesta alérgica (IL-4, IL-10, etc.). Las citoquinas Ty1 inhiben la respuesta T2
y viceversa, de manera que en condiciones de homeostasis se mantiene un
equilibrio entre ambas respuestas.

En los paises occidentales, en los que las condiciones higiénicas son
mucho mejores que en los paises menos desarrollados, el contacto con
microorganismos es poco frecuente, por lo que la liberacién de citoquinas Tyl
esta reducida, de manera que se rompe el equilibrio a favor de la respuesta T2 0
alérgica. Segun la hipétesis de la higiene, este desequilibrio seria la razon del
aumento de la incidencia de alergias, y concretamente de la APLV, en las

sociedades occidentales.
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Figura 4-1. Respuesta del sistema inmunolégico ante la entrada de antigenos.
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Un determinado porcentaje de nifios, llamados atépicos, reacciona de
forma exagerada frente a antigenos inofensivos (alergenos), como las proteinas
de la leche de vaca. Asi, en el primer contacto con el alergeno, la interleuquina-4
(IL-4) liberada por linfocitos Ty2, estimula la produccion de inmunoglobulinas E
(IgE) por los linfocitos B. Estas inmunoglobulinas se unen a sus receptores de
mastocitos y basofilos, de manera que el nifio queda sensibilizado frente a las
proteinas de la leche de vaca. Tras un segundo contacto con el antigeno, el
entrecruzamiento de las IgE provoca la desgranulacion de estas células,
liberandose mediadores, principalmente la histamina, responsables de los

sintomas de la alergia (figura 4-2).

4.1.2. El fenémeno de la tolerancia oral:

En el momento en que una proteina extrafia es ingerida, sufre un proceso
de hidrdlisis en el estbmago que reduce su tamafio y con ello su alergenicidad.
Sin embargo, algunas proteinas escapan de este proceso de hidrélisis,
absorbiéndose practicamente intactas (ExI BM y col, 2001). Estas proteinas, que
por una parte son perjudiciales porque pueden provocar fendbmenos de alergia,
son al mismo tiempo importantes para el correcto desarrollo de la inmunidad
intestinal del recién nacido, ya que inducen la llamada tolerancia oral. Este
fendmeno consiste en un proceso activo que conduce a una hiporrespuesta
antigeno-especifica, es decir, el sistema inmunoldgico “aprende” a no reaccionar
frente a estos antigenos inofensivos, evitando asi posteriores problemas de
rechazo a estas y otras proteinas de la dieta del nifio (Renz H y col, 1998).

El mecanismo a través del cual estos antigenos, llamados tolerégenos,
inducen la tolerancia oral no esta del todo claro, pero parece que depende de la
dosis de antigeno. Altas dosis de antigeno inducen tolerancia por delecciéon o
anergia tanto de linfocitos linfocitos Tyl como Ty2. Sin embargo mdltiples dosis
bajas de antigenos inducen otro tipo de respuesta linfocitaria conocida como T3,
caracterizada por la secrecion de citoquinas, principalmente IL-10 y factor
transformador de crecimiento- b (TGF-b), que producen una supresion activa de la
respuesta inmunolégica frente a esos antigenos (ExI BM y col, 2001).

La leche humana contiene cantidades pequefias de antigenos

alimentarios, derivados de la alimentacion de la madre, que favorecen el
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desarrollo de la tolerancia oral por parte del recién nacido, lo que facilita que otros

alimentos sean tolerados tras el periodo de lactancia (Host Ay col, 1990).

. Linfocito T nativo \
*, —_
. . "_?.
Proteina de Antigenos
leche de vaca Célula presentadora
de antigenos (dendritica) jdiferenciacién
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Cel plasmética Linfocito B Linfocito Th2
Y
T \I/:rr IgE especificas j
T 0oy
T A .
T

: ¢ 2°contacto con el antigeno
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desgranulacion | jheracion de mediadores
_ , . .
de los sintomas (histamina)

Figura 4-2. Mecanismo de la reaccién alérgica a las proteinas de la leche de vaca.

4.1.3. Sustitutos de laleche humana en nifios con APLV.

Aunque en algunos casos los sintomas de la APLV pueden aparecer
durante el periodo de lactancia, en la mayoria se manifiestan en el periodo de
alimentacion con férmulas infantiles (Host A, 1994). En el 7-15% de los nifios con
APLV los sintomas aparecen tras la primera comida a base de leche de vaca,
pero lo mas frecuente es que aparezcan entre la primera semana y el primer mes
de la introduccion de la leche bovina (Host A, 1994).

En estos casos, y en nifios que no han mostrado sintomas pero tienen un

ato riesgo de padecer APLYV, la principal medida que se toma es la retirada de la
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leche de vaca de la dieta (Host A, 1994). Como alternativas se utilizan las
llamadas formulas hipoalergénicas: preparados a base de leche de vaca
hidrolizada, de manera que el tamafio de las proteinas se reduce y con ello su
alergenicidad; o bien formulas en las que la fuente de proteinas es la soja. En
todos los casos el objetivo fundamental es evitar el contacto con proteinas de
leche de vaca. Sin embargo se plantea otro problema, la induccion de la

tolerancia oral necesaria para la posterior alimentacion del nifio.

Férmulas a base de soja

Aunque este tipo de formulas son utilizadas en casos de APLV, lo cierto es
que la proteina de soja es muy antigénica. Diferentes estudios muestran que la
proteina de la soja es al menos igual de antigénica que la de vaca (May CD vy col,
1982). De ahi que entre el 17% y el 46% de niflos sensibilizados frente a la
proteina de vaca sufran reacciones adversas a las proteinas de soja (Host A,
1994). Segun la Academia Americana de Pediatria (1989), las formulas a base de
soja, debido a su elevada antigenicidad, no son una buena medida para la
profilaxis o prevencion de la alergia

Ademas la proteina de soja es muy diferente a la de vaca, por lo que estas
férmulas no inducen tolerancia oral frente a las proteinas de vaca, lo que podria
suponer posteriores problemas de intolerancia para el nifio.

Por otra parte, recientes estudios han cuestionado el uso de la soja, por la
presencia de determinados componentes que podrian tener efectos adversos
sobre el sistema inmunitario y la fertilidad. Uno de estos estudios demuestra que
la genisteina, un estrégeno presente en la soja, administrado a animales en la
dieta produce un descenso del tamafio del timo y del nimero de algunas células
inmunoldgicas (Yellayi S y col, 2003). En otro estudio llevado a cabo en ratas, se
concluyé que una dieta rica en fitoestrégenos, también presentes en la soja,
puede disminuir la fertilidad (COT Report, 2003).

De la misma forma existen componentes con propiedades
antinutricionales, como los fitatos, que precipitan determinados minerales
reduciendo su biodisponibilidad, lo que hace necesario el enriquecimiento de
estas férmulas con minerales como el hierro o el zinc (Erdman JW Jr y col, 1989).

Con todos estos datos y segun el Scientific Comittee on Food (SCF) las

formulas a base de soja son adecuadas principalmente en casos de intolerancia a
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la lactosa, y s6lo como segunda eleccion en casos de APLV (SCF Report, 2003).
Ademas este tipo de férmulas tampoco son adecuadas para nifios prematuros de

menos de 1800g de peso (American Academy of Pediatrics,1998).

Formulas extensamente hidrolizadas (FeH)

Las férmulas extensamente hidrolizadas (FeH) son actualmente la primera
eleccion en casos de APLV. Se utilizan desde hace mas de 50 afios, cuando
Mead Jonson (USA) sac6 al mercado la primera de estas formulas (Nutramigen)
(ExI BM y col, 2001). Se trata de formulas a base de leche de vaca previamente
sometida a tratamientos térmicos y/o enzimaticos que convierten las proteinas en
péptidos con un peso molecular maximo de 3000 Da, aunque el 99% de ellos
tiene un peso molecular inferior a los 1500 Da (Host A, 1994).

Los péptidos de este tamafio no son alergénicos, puesto que no pueden
entrecruzar las IgE de la membrana de mastocitos, ni de los linfocitos B, por lo
que este tipo de férmulas son de eleccién en nifios con APLV diagnosticada.
Diferentes estudios muestran que las FeH no dan problemas de alergia en
practicamente el 100% de nifios con APLV (Host A y col, 1992). El Unico
problema de rechazo de estas formulas es debido a su sabor amargo, causado
por la formacion de determinados péptidos durante el tratamiento al que se
somete la leche de vaca (Host A, 1994).

Pero el principal inconveniente de las FeH es que los péptidos de un
tamafo tan pequefio no inducen la necesaria tolerancia oral, puesto que no son
reconocidos por las células Ty3. Algunos estudios demuestran un cierto grado de
tolerancia inducida en nifios con alimentacion mixta: leche humana y FeH, pero
parece ser mas bien debido a la presencia de antigenos en la leche materna
(Zeiger RS y col, 1989).

Formulas parcialmente hidrolizadas (FpH)

Este tipo de férmulas, mucho mas modernas, se caracterizan porque el
tratamiento al que se somete la leche de vaca no es tan fuerte como en las FeH,
de manera que el tamafio molecular de los péptidos en este caso oscila entre
2000 y 10000 Da. La alergenicidad de estos péptidos es algo superior, pero a

cambio diferentes estudios demuestran que estas formulas si inducen tolerancia
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oral. Asi, un estudio en el que se comparaban una férmula infantil convencional,
con una FeH y otra FpH, mostré que las dos férmulas hidrolizadas produjeron
menos sintomas que la férmula convencional. En cuanto a la induccién de
tolerancia oral, la FpH fue mejor que la FeH (Oldaeus G y col, 1997).

Sin embargo otros trabajos muestran casos de reacciones alérgicas frente
a FpH (Zeiger RS, 1990), de ahi que este tipo de formulas no sean recomendadas
en nifios con APLV diagnosticada (Businco L y col, 1993). A pesar de ello, las
FpH pueden ser de gran ayuda en nifios que no hayan mostrado sintomas de
alergia, pero que por antecedentes familiares, tienen un alto riesgo de padecerla
(ExI BMy col, 2001).

4.1.4. Prevencion de la APLV: posible papel de la leche de cabra:

La prevencion de la enfermedad atdpica a través de la dieta ya fue
recomendada en 1936 por Grulee y Sanford. Segun los expertos en nutricion
infantil, son varias las razones por las que, se hace necesaria la prevencién de la
APLV (ExI BMy col, 2001):

1°. Se trata de una patologia frecuente en nifios de hasta 2 afios de edad,
con una incidencia de 2-6% (Hill DJ, 1996).

2°. La leche de vaca representa la fuente de calcio mas importante en
nuestra sociedad, especialmente para nifios, y su eliminacién de la dieta por
problemas de intolerancia podria generar deficiencias importantes.

3°. La proteina de la leche de vaca esta presente en muchos productos,
por lo que es dificil de eliminar de la dieta.

4°. Desde un punto de vista econémico, la prevencién supone un coste
inferior que el tratamiento.

Por estas razones es importante desarrollar un programa de prevencion
primaria, secundaria o terciaria, en funcion del estado en el que se encuentre la
enfermedad:

- prevencidn primaria: encaminada a evitar la sensibilizacién inicial del

recién nacido, principalmente mediante la induccion de tolerancia oral
frente a las proteinas de la leche de vaca.

- prevencion secundaria: dirigida a individuos ya sensibilizados frente a

la proteina de la leche de vaca, con o sin sintomas.
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- prevencion terciaria: trata de prevenir posteriores problemas en nifios

que han sufrido alergia cronica.

Posible papel preventivo de la leche de cabra en la APLV

La mejor medida de prevencién de la APLV es la alimentacion exclusiva
con leche materna durante los primeros seis meses de vida (Saarinen U y col,
1995). Sin embargo esta medida no es posible siempre, por lo que es necesario
buscar alternativas a la leche de vaca, para prevenir la APLV.

La leche de cabra ha sido propuesta como sustituto de la de vaca, ya que
algunos nifios alérgicos a la proteina bovina la toleran (Webber SA y col, 1989).
Sin embargo existen estudios que demuestran que los nifios con APLV también
estan sensibilizados frente a las proteinas de la leche de cabra (Carroccio Ay col,
1999). Esto es debido a la reactividad cruzada, ya que las proteinas de ambas
especies tienen una elevada similitud y los anticuerpos frente a proteinas bovinas
reconocen también las proteinas caprinas. Por tanto, la leche de cabra no parece
ser una alternativa adecuada para nifios con APLV.

Muy pocos estudios han analizado la alergenicidad per se de la leche de
cabra, a pesar de que el contenido en al-caseina, uno de los principales
alergenos de la leche de vaca, es inferior en la leche de cabra (Bellioni-Businco B
y col, 1999). Asi, la leche de cabra podria ser menos alergénica que la de vaca y
podria ejercer un papel importante en la prevencion primaria de la APLV, es decir,
en nifios que no estén sensibilizados frente a la leche de vaca.

Recientemente se ha publicado un articulo de posicionamiento de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2004), en el cual se recoge
el resultado de un estudio en recién nacidos sanos en el que se comparan
formulas a base de leche de vaca y de cabra. Se compara una formula a base de
leche de cabra sin modificar con una férmula de leche de vaca desmineralizada y
con una proporcion C/PL de 40/60. Este articulo concluye que no hay datos
suficientes que evidencien que la leche de cabra no modificada es mejor que la
de vaca modificada para las formulas infantiles. A pesar de ello en el estudio
citado la leche de cabra dio una incidencia de reacciones adversas ligeramente
inferior a la de vaca, asi como una proporcién significativamente menor de casos

de estrefimiento.
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4.2. Enterocolitis necrosante (ECN): la enfermedad inflamatoria

intestinal del recién nacido

La enterocolitis necrosante (ECN) es una enfermedad neonatal que afecta
al tracto gastrointestinal y que se define como “necrosis isquémica-inflamatoria
del intestino del neonato”. Afecta con mayor frecuencia a los nifios prematuros y
de bajo peso al nacer, siendo su incidencia del 11% en neonatos de menos de
1500 g de peso (Dani C y col, 2002).

Los sintomas de la ECN son variables y muy similares a los de la sepsis
neonatal: intolerancia a los alimentos, shock, peritonitis y en casos graves puede
provocar la muerte. De hecho, la ECN sigue siendo una de las principales causas
de muerte de los neonatos prematuros, con un 20%-40% de mortalidad en esta

poblacién (Precioso ARy col, 2002).
4.2.1. Factores de riesgo en la ECN:

La etiologia de la ECN no esta del todo clara, pero generalmente es
considerada una enfermedad multifactorial. El factor de riesgo mas importante es
la inmadurez intestinal, que caracteriza a los neonatos prematuros y de bajo peso
al nacer. Otros factores que influyen en la etiologia de esta enfermedad son: la
hipoxia y/o isquemia intestinal, asi como la nutricién y la capacidad de ésta para

potenciar la colonizacién intestinal por bacterias (Crissinger KD, 1995) (figura 4-

3).
/ Nutricic’)n Inmadurez intestinal

Colonizacion intestinal Isquemia intestinal

-

Inflamacién intestinal

ﬂ

Colonizacion por bacterias patégenas

Figura 4-3. Factores de riesgo en la enterocolitis necrotizante (ECN).
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La ECN como proceso inflamatorio

La asociacion de estos factores de riesgo puede disparar una inflamacion
local con liberaciébn de mediadores que desencadenan la ECN. Entre ellos, el
factor activador de plaquetas (FAP) parece ser uno de los principales
desencadenantes de la patologia (Gonzalez-Crussi F y col, 1983). Se trata de un
fosfolipido producido por células inflamatorias, plaguetas, células endoteliales y
algunas bacterias (E.coli), que tiene la capacidad de generar radicales libres que
provocan dafio a nivel intestinal.

Como consecuencia de este dafio tisular, se produce un aumento de la
permeabilidad intestinal que conduce a la infiltracién de determinadas células, en
un primer momento neutréfilos que son los primeros en llegar al lugar de la
inflamacion. Estas células, presentan una elevada actividad mieloperoxidasa
(MPO), que genera nuevos radicales libres que mantienen el dafio tisular.

Asi el proceso inflamatorio agudo va evolucionando hacia un proceso
cronico, caracterizado por la infiltraciéon de macréfagos y de sus precursores, los
monocitos. Estas otras células producen gran cantidad de mediadores quimicos
de la inflamacion como citoquinas (TNF-a, IL-1b, IFN-g, etc), radicales libres de
oxigeno y enzimas proteoliticas como las metaloproteasas (MMP). Todos estos
factores, junto con la inmadurez intestinal del recién nacido, contribuyen a

perpetuar el dafio intestinal caracteristico de la ECN.

4.2.2. Papel de la nutricion del neonato en la ECN:

La prevencion de la inmadurez intestinal y de la isquemia, aunque seria
deseable, no siempre es posible. Sin embargo la nutricion del neonato, que esta
asociada con la ECN en un 90% de los casos, si es un factor de riesgo sobre el
gue se puede actuar, para tratar de prevenir la ECN (Dani C y col, 2002).

De hecho, estudios recientes han demostrado que la introduccién
temprana de pequefios volumenes de nutrientes, favorece la maduracion y la

colonizacion bacteriana normal del intestino (Berseth CL, 1995).
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La leche humana v su papel protector frente a la ECN

El tipo de leche que consuma el neonato parece tener una gran
importancia en la prevencion de la ECN. Asi, los nifios alimentados
exclusivamente con leche humana tienen menos riesgo de padecer la
enfermedad que aquellos alimentados con férmulas o con una alimentacién mixta
(férmula y leche humana simultaneamente) (Lucas A y col, 1990). Un dato que
confirma el papel protector de la leche humana en la ECN es la menor incidencia
de esta patologia en los paises en los que la lactancia materna estd mas
extendida. Un estudio hecho en ltalia, donde mas del 85% de los neonatos son
alimentados con leche humana, mostré una incidencia del 1,7% frente al 10% en
EEUU (Rubaltelli FF y col, 1998).

Los mecanismos de este papel protector de la leche humana no han sido
del todo establecidos. Como ya se ha comentado (ver capitulo 1) la leche materna
contiene compuestos con propiedades antimicrobianas (oligosacaridos,
lactoferrina, IgA,...), antiinflamatorias (EGF, antioxidantes,...) e
inmunomoduladoras (citoquinas, nucleoétidos,...) que podrian actuar como
protectores frente a la ECN.

Ademas esta demostrada la presencia del enzima FAP-hidrolasa en la
leche humana, lo que favoreceria la inactivacion del FAP, que como ya se ha

mencionado es uno de los mediadores mas importantes de la ECN.

Probidticos v su papel en la ECN

Otro factor que podria contribuir al papel protector de la lactancia materna
frente a la ECN, es el reciente descubrimiento de bacterias &cido-lacticas en la
leche humana (Martin R y col, 2004). Como ya se ha comentado, la leche
humana, por su contenido en bacterias y oligosacaridos, favorece la colonizacién
intestinal por bacterias lacticas y bifidobacterias, lo que supone una importante
defensa frente a esta enfermedad.

La ECN es muy comun en nifios que ingresan en la unidad de cuidados
intensivos de los hospitales (Dani C y col, 2002). Se cree que esto es debido en
parte a que la colonizacién intestinal de estos nifios es diferente a la de nifios
normales. Asi, los métodos utilizados en estas unidades, principalmente la

estancia en incubadoras y los tratamientos con antibiticos favorecen el
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crecimiento de enterobacterias y estafilococos, que son patdégenos habituales
causantes de infecciones nosocomiales y pueden predisponer al neonato a sufrir
la ECN (Kosloske AM y col, 1994).

Se ha sugerido que este crecimiento de patégenos puede ser prevenido
potenciando la colonizacién por probiéticos, bien mediante la administracién de
estas bacterias o bien con prebioticos, azlicares que favorecen su crecimiento de
forma selectiva. Estas bacterias compiten con las patégenas por los sitios de
union y por los nutrientes, y ademas producen gran cantidad de sustancias
antimicrobianas (bacteriocinas, reuterina, peroxido de hidrégeno, etc...) (ver
apartado 1.3).

Un estudio reciente ha demostrado que la administracion de Lactobacillus
GG (6.10° cfu/dia) es efectiva en la reduccién de la ECN en nifios pretérmino,
después de siete dias de suplementacion (Dani C y col, 2002).

Estos resultados coinciden con los de otro estudio en el que se observo
que la administracion diaria de L.acidophilus (2,5x10" cfu) y Bifidobacterium
infantis (2,5x107 cfu) fue efectiva en la reduccién de la incidencia de la ECN en
neonatos ingresados en una unidad de cuidados intensivos (Hoyos, 1999).

Ambos estudios, aunque preliminares, parecen confirmar el posible papel
preventivo de los probidticos en la ECN. Por tanto, la administracion de estas
bacterias o de sustancias que pudieran favorecer su crecimiento, podria ser una

medida nutricional a tener en cuenta en la prevencion de la ECN.

4.3. Otras enfermedades relacionadas con la nutricion del recién

nacido

4.3.1. Diarrea por infeccion gastrointestinal:

Debido a la inmadurez del sistema inmunolégico asociado a la mucosa
intestinal, el neonato es muy susceptible de sufrir infecciones gastrointestinales.
Estas son la principal causa de diarrea en el recién nacido y siguen siendo un
problema frecuente, no s6lo en paises menos desarrollados (en los que son una
causa importante de mortalidad infantil), sino también en los paises con un nivel
socio-sanitario superior. En estos ultimos los principales factores que afectan a
una mayor severidad del cuadro son la lactancia artificial, las guarderias y los

ingresos en hospitales (Ballabriga Ay col, 2001).
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Los microorganismos mas frecuentes causantes de estas infecciones
incluyen enterobacterias (Escherichia coli, Salmonella cholerasuis typhi) y algunos
virus, principalmente el rotavirus humano (Ballabriga Ay col, 2001).

En cuanto a los sintomas que provocan, dependen principalmente del
lugar de invasion del microorganismo. Si es a nivel del intestino delgado, la
diarrea suele asociarse con falta de apetito, nauseas y, a veces, vomitos. En los
casos de invasion de colon, las pérdidas de liquidos, sal y nutrientes a causa de
la diarrea son muy grandes, por lo que puede aparecer deshidratacion y
malnutricion.

Como medidas de prevencion, la lactancia materna es la mas efectiva, ya
gue estd ampliamente descrita la menor incidencia en nifios amamantados en
comparacion con los alimentados con férmulas (Victoria GG y col, 1987). Los
componentes protectores de la leche materna, ya han sido ampliamente
comentados en el apartado 1.

La suplementacion de las férmulas infantiles con probioticos también ha
demostrado ser eficaz en la reduccién de la incidencia de diarrea por infeccion

gastrointestinal (Ballabriga A y col, 2001).

4.3.2. Diarrea por intolerancia a la lactosa:

La intolerancia a la lactosa se produce como consecuencia de una
deficiencia en la enzima lactasa, capaz de hidrolizar la lactosa en glucosa y
galactosa. Al no ser digerida, la lactosa queda en el intestino actuando como
elemento osmético que provoca la entrada de agua a nivel intestinal. Ademas la
flora bacteriana fermenta la lactosa no digerida, generando acido lactico y gases
gue provocan dolor abdominal (Rivero M, 2003).

El tratamiento nutricional de esta deficiencia pasa por eliminar de la dieta
las féormulas convencionales y sustituirlas por formulas especiales bajas en
lactosa (ver apartado 2.3.1). Aunque hay muchos nifios que toleran productos
lacteos como el queso o el yogur en los que la lactosa ha sido parcialmente
hidrolizada por bacterias fermentativas. También existe lactasa comercial que se
puede administrar al mismo tiempo que el alimento que contiene lactosa (Rivero
My col, 2003).
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4.3.3. Diabetes mellitus tipo I:

La diabetes mellitus tipo | es la enfermedad crénica mas frecuente en la
infancia y la adolescencia (Rivero M, 2003). La alimentacién durante las primeras
etapas de la vida parece ser clave en el posterior desarrollo de esta patologia. Asi
la llamada “hip6tesis de la leche” sugiere que la exposicién temprana del neonato
a la leche de vaca puede aumentar el riesgo de padecer la diabetes tipo | (Fraser
WSy col, 1995).

Esta hipétesis se basa en diferentes estudios que asocian la lactancia
artificial con el desarrollo de la diabetes (Borch-Johnsen K y col, 1984). Ademas
un 100% de los nuevos casos de diabetes tipo | diagnosticados presentan altos
niveles de 1gG frente a la albumina bovina. Debido a la existencia de reactividad
cruzada, estos anticuerpos son capaces de reconocer un antigeno de la proteina
b de los islotes pancreéticos (Dosch HM y col, 1991). Segun esto, el consumo
temprano de leche de vaca desencadenaria una respuesta autoinmune que
llevaria a la destruccion de los islotes pancreaticos originando la diabetes tipo |.

Por la misma razén se ha relacionado la introduccion temprana de la
lactancia artificial con una mayor incidencia de otras enfermedades autoinmunes,

principalmente la esclerosis multiple (Malosse D y col, 1992).

En definitiva, la salud del neonato, del nifio e incluso del adolescente
depende en gran medida de la nutricién durante el periodo postnatal. La lactancia
materna es el mejor alimento en este sentido, pero es muy importante buscar
nuevos ingredientes y alternativas a la leche de vaca, asi como demostrar su

funcionalidad para los casos en los que la lactancia artificial es imprescindible.
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La investigacion actual en el campo de la nutricion infantil se centra en la
blusqueda de nuevos ingredientes que mejoren las férmulas infantiles existentes y
consigan efectos similares a los que se observan en los nifios alimentados con
leche humana.

En el presente trabajo se ha investigado la utilizacién de la leche de cabra
como fuente de estos nuevos ingredientes funcionales para la elaboracion de
formulas infantiles. Tomando como modelo la leche humana, se ha pretendido
proponer soluciones a algunos de los problemas que plantean las férmulas
infantiles que actualmente existen en el mercado.

Con este fin, los objetivos planificados para la presente Tesis Doctoral

fueron los siguientes:

1. Evaluar el efecto de diferentes modificaciones en el componente proteico
de las formulas infantiles con el fin de prevenir la APLV, asi como estudiar la
influencia de esta patologia sobre otros fendmenos de alergia posteriores.

Concretamente nuestra investigacion se centrd en los siguientes puntos:

1.1.  Analizar la alergenicidad de la proteina de la leche de cabra.

1.2. Influencia de la APLV sobre posteriores fendémenos de

sensibilizacién frente a otros alergenos.

1.3. Evaluar el efecto sobre la alergenicidad de la leche de vaca de una

modificacion en la proporcion caseinas/proteinas del lactosuero.
1.4. Analizar la alergenicidad de un producto obtenido mediante
hidrélisis de las proteinas de la leche de vaca por bacterias

probidticas.

2. Comparar los efectos de las leches de vaca y cabra sobre el sistema

inmunitario de ratones sanos.

3. Evaluar la actividad funcional de los oligosacaridos de leche de cabra a

nivel gastrointestinal. Con este objetivo se investigaron los siguientes puntos:
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3.1. Efecto de estos azlucares sobre la flora bacteriana intestinal,
estudiando posibles efectos inhibidores de bacterias patdgenas, asi
como su capacidad para favorecer el crecimiento de bacterias

probidticas.
3.2. Capacidad de absorcién a nivel de intestino.
3.3. Efecto sobre un modelo animal de inflamacién intestinal, ya que
este proceso inflamatorio es frecuente en neonatos que padecen
ECN.
4. Busqueda de péptidos en la leche de cabra con la capacidad de ser

absorbidos a nivel intestinal y estudio de su bioactividad, principalmente sobre el

sistema inmunitario.
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S. ANALISIS DE LA ALERGENICIDAD DE LA LECHE DE
VACA.

La mayoria de reactivos utilizados en este y en los demés estudios
descritos en el presente trabajo fueron proporcionados por Sigma Chemical Co.
En el caso de reactivos suministrados por otras casas comerciales, éstas se
indican entre paréntesis.

La leche de vaca fue proporcionada por Puleva Food S.A., mientras que la
de cabra, de la raza Murciano-Granadina, fue suministrada por la Granja
Experimental Ganadera de la Diputacion Provincial de Granada.

Los animales utilizados en los diferentes estudios fueron proporcionados
por el Servicio de Experimentacién Animal de la Universidad de Granada, salvo
gue se indique lo contrario. En todos los casos se siguieron las directrices para el
cuidado y uso de animales de laboratorio establecidas por el protocolo de
Helsinki. Los disefios experimentales fueron aprobados por el Comité Etico de

Experimentacion Animal de la Universidad de Granada.

5.1. Andlisis comparativo de la alergenicidad de las leches de vaca

y cabra

Con el objetivo de analizar y comparar la alergenicidad de las leches de
vaca y cabra, se utilizé6 un modelo animal de alergia a las proteinas de la leche,
consistente en una fase de sensibilizacién a las proteinas lacteas y una segunda
fase de induccién de los sintomas por la administracién de una dosis de choque
(Xiu-min Li y col, 1999). En ambos casos las proteinas objeto de estudio se

administraron por via oral.

5.1.1. Animales y disefio experimental:

Se utilizaron ratones hembra Balb/C de 3 semanas de edad, es decir,
inmediatamente después del destete, que se mantuvieron en un ambiente de
temperatura y luz controladas (ciclo de 12h de luz/oscuridad a 22°C) durante todo
el experimento, y recibieron una dieta estandar para ratones.

Este y todos los estudios en animales presentados en este trabajo fueron

realizados siguiendo las directrices para el cuidado y uso de los animales de
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laboratorio establecidas por el protocolo de Helsinki y bajo la aprobacion del
Comité Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de Granada.

Los animales fueron sensibilizados frente a las proteinas de vaca y cabra
mediante la administracion por sonda oral de 6 dosis (una por semana) de dichas
proteinas disueltas en tampén fosfato salino (PBS: NaCl 0,13M; Na,HPO, 0,07M;
NaH,PO, 0,03M; pH 7,2) junto con toxina colérica, que actia como adyuvante al
estimular la respuesta inmunolégica de tipo Ty2. Para ello se dividieron en 4

grupos (n=13) segun el siguiente esquema (figura 5-1):

- Grupo vaca (V): sensibilizado con proteinas de leche de vaca (PLV)
1mg/g de peso corporal, junto con 0,3 ng/g de peso corporal de toxina
colérica.

- Grupo cabra (CB): estos animales recibieron 1mg/g de proteinas de leche
de cabra (PLC) junto con 0,3 ng/g de toxina colérica.

- Grupos control: para evaluar los efectos del vehiculo (PBS) y de la toxina
colérica, un grupo de ratones (C) recibi6 PBS so6lo, mientras que otro

grupo (CT) recibié PBS junto con 0,3 ng/g de toxina colérica.

Una semana después de la ultima dosis los animales fueron sometidos a 2
dosis orales de choque separadas 30 minutos, con objeto de desencadenar los

sintomas tipicos de la alergia:

- Grupo (V): 60 mg de PLV separadas en dos dosis de 30 mg.

- Grupo (CB): 60 mg de PLC separadas en dos dosis de 30 mg.

- Grupos control (C y CT): 60 mg de PLV separadas en dos dosis de 30 mg.
(Trabajos previos de nuestro laboratorio habian demostrado que los
grupos control pueden someterse a dosis de choque con PLV o PLC con

resultados idénticos).

Finalmente, 30 minutos después de la ultima dosis de choque, los
animales fueron sacrificados por anestesia profunda mediante la administracion
de 50 mg/kg de peso corporal de pentotal sodico. La sangre fue extraida por
puncion cardiaca y recogida en tubos tratados con &cido etilendiamino-
tetraacético (EDTA). Ademas el bazo y el intestino de todos los ratones fueron

extraidos y pesados.
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Figura 5-1. Esquema del disefio experimental del modelo de alergia a las

proteinas de la leche de vaca y de cabra.

5.1.2. Evaluacion de los sintomas:

El peso y la conducta de los animales fue evaluado asemanalmente

durante todo el estudio. La presencia de diarrea fue considerada como sintoma

de interés, por lo que también fue evaluada semanalmente. Aquellos animales en

los que se observé la presencia de diarrea dos veces consecutivas fueron

considerados positivos.

Por otra parte, inmediatamente después de la segunda dosis de choque,

los animales fueron observados durante 30 minutos y recibieron una puntuacion

en funcion de los sintomas que presentaban:

: no sintomas.

: 0jos llorosos y pelo erizado.

: respiracion forzada y ruidosa.

ga A W N +» O

: muerte.

: picor y enrojecimiento alrededor de la nariz y cabeza.

: actividad disminuida y ritmo respiratorio ligeramente acelerado.
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5.1.3. Determinacion de parametros plasmaticos:

Medida de IgG1 antigeno-especificas

La sangre se centrifug6 (3500 rpm, 4°C, 10 minutos) y el suero se congel6
a -80 °C en diferentes alicuotas. Para la determinacion de las 1gG1 antigeno-
especificas se utilizd la técnica conocida como Enzyme-linked ImmunoSorbent
Asssy (ELISA) tal y como se describe a continuacion.

Una placa de 96 pocillos se cubrié con una soluciéon a 20 ng/ml de PLV o
PLC disueltas en una solucién de Na,CO, 0,5M a pH=9,6. Después de 12 horas
de incubacién a 4°C los pocillos se lavaron 3 veces con un tampén de lavado
(50mM Tris, 0,24M NaCl, 0,05% Tween 20, pH=8,0 ) y se bloquearon con la
solucién de bloqueo compuesta por: 50mM Tris, 0,14M NacCl, 1% de albumina
bovina sérica (BSA), pH=8,0. A continuacién, las alicuotas de plasma,
previamente diluidas 1/10, se adicionaron a los pocillos y se incub6 la placa 1h a
temperatura ambiente. Los pocillos fueron lavados de nuevo 3 veces, se afadio el
anticuerpo de captura, anti-lgG1l de raton conjugado con peroxidasa (Bethyl
laboratories) diluido 1/4000 en el tampo6n de lavado adicionado de 1% de BSA 'y
se incub6 1 hora mas a temperatura ambiente. Finalmente los pocillos se lavaron
3 veces mas, se afiadieron 100ni/pocillo del reactivo de revelado, 3,3-5,5'-
tetrametil-bencidina (TMB) y se incubd la placa 30 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Para parar la reaccion se utilizaron 100n¥/pocillo H,SO,4
0,1N y se ley6 la absorbancia a 450nm con un filtro de referencia de 620nm. Cada
punto se hizo por duplicado y los resultados se expresaron como la media £ error

estandar medio (EEM) de los valores obtenidos para todos los animales de cada

grupo.

Determinacion de los niveles de histamina

Los niveles plasmaticos de histamina se determinaron mediante un
método de ELISA de competicién, siguiendo las instrucciones del fabricante (IBL

laboratories).
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Determinacion de otras inmunoglobulinas vy citoguinas en plasma

Para la determinacion de los niveles plasmaticos de inmunoglobulinas y
citoquinas se utilizaron métodos de ELISA comerciales siguiendo las
instrucciones del fabricante (Biosource y Bethyl laboratories). Las diluciones del

plasma y de los anticuerpos utilizados se resumen en la tabla 5-1.

Inmunoglobulinas plasma anticuerpo 1° anticuerpo 22
IgG 1 1/100 1/100000
IgG1 1 1/100 1/100000
IgE 1 1/100 1/100000
Citoquinas plasma anticuerpo 1° anticuerpo 22
IL-4 1 1/800 1/8000
IL-10 1 1/800 1/8000

Tabla 5-1. Diluciones utilizadas en los métodos comerciales de ELISA con muestras
de plasma.

5.1.4. Cultivo de linfocitos procedentes del bazo:

El bazo de los ratones fue extraido inmediatamente tras su sacrificio y
homogenizado en medio de cultivo completo (DMEM alto en glucosa, adicionado
de 10% de suero fetal bovino y 1% de una mezcla de penicilina y estreptomicina).
Después de centrifugar el homogenado (1500 rpm, 5 minutos, 4°C), los eritrocitos
fueron eliminados mediante la incubacion en una solucién de lisis (NH4Cl 1,7M;
KHCO; 0,12M; EDTA 0,009M) durante 15 minutos a 4°C. El resto de células,
principalmente linfocitos, se cultivaron en diferentes condiciones para analizar su
proliferacion y el perfil de citoquinas que producian. Para ello se utilizé el mismo
medio anterior y se incubaron las células a 37°C en una atmdsfera humidificada
con 5% de CO..

Ensayo de proliferacion

Este tipo de ensayo se basa en la necesidad de incorporar nucleétidos por
parte de las células que se encuentran en division. Asi, las células se cultivan en

presencia de un estimulo que induce la proliferacion, y de timidina tritiada
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(timidina-’[H]), para posteriormente cuantificar la cantidad de radioactividad
incorporada por las células. Los linfocitos que incorporasen mayor radioactividad,
habrian proliferado mas, es decir, tendrian un mayor grado de sensibilizacion
frente al estimulo.

Las células procedentes del bazo se cultivaron en placas de 24 pocillos
(2x10° células/pocillo) con 1 ml de medio de cultivo/pocillo. Los linfocitos
procedentes de cada raton se dividieron en 3 pocillos en las siguientes
condiciones (figura 5-2):

- basal: ausencia de proteinas.

- PLV: en presencia de PLV (100ng/ml).

- PLC: en presencia de PLC (100ng/ml).

Junto con la proteina se afiadié timidina tritiada a cada pocillo (1nCi/ml) y
la placa se incubé durante 48h a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de
CO..

Transcurrido este tiempo las células se centrifugaron (1500 rpm, 5minutos)
para eliminar los sobrenadantes. A continuacion las células se fijaron con 500m
de metanol 70% a 4°C durante lhora. Finalmente, tras 3 lavados con é&cido
tricloroacético al 10% en frio, las células se lisaron con una solucion de lauril-
sulfato-sédico (SDS) al 1% y 0,3M de NaOH a temperatura ambiente. La

radioactividad se midié en un contador de centelleo 2100 Tri-Carb Packard.

Raton 1 Ratén 2

/ 37°C 48h Fijado y lisis
Cuantificacion
‘\ de 3H incorporado

Raton 3 Ratén 4

Figura 5-2. Esquema del ensayo de proliferacion de linfocitos obtenidos del bazo de los ratones.
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Andlisis de la produccién de citoquinas

Para este tipo de ensayo los linfocitos de cada raton se cultivaron en
placas de 6 pozos (10x10° células/pozo) en 5 ml de medio y se incubaron durante
24h en presencia de concanavalina A (ConA, 5ng/ml), un mitégeno especifico de
los linfocitos T. De esta manera, si los linfocitos estaban desplazados hacia una
respuesta T2, pro-alérgica producirian un determinado perfil de citoquinas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se recogieron los sobrenadantes y
se determinaron los niveles de IgE, 1gG, IgG1, interleuquina-12 (IL-12), IL-4, IL-
10, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) e interferébn-gamma (IFN-g). Para ello se
utilizaron métodos de ELISA comerciales siguiendo las instrucciones del
fabricante (Bethyl laboratories y Biosource). Las diluciones utilizadas estan

recogidas en la tabla 5-2.

Inmunoglobulinas sobrenadante anticuerpo 1° anticuerpo 22
IgG 1 1/100 1/100000
IgG1 1 1/100 1/100000
IgE 1 1/100 1/100000
Citoquinas sobrenadante anticuerpo 1° anticuerpo 22
IL-4 1 1/800 1/8000
IFN-g 1 1 1/100
IL-10 1 1/800 1/8000
IL-12 1 1/800 1/8000
TNF-a 1/4 1/100 1/8000

Tabla 5-2. Diluciones utilizadas para los métodos comerciales de ELISA en los
sobrenadantes de cultivo de linfocitos.

5.1.5. Anélisis de la expresion génica por RT-PCR (Reverse Transcription-

Polymerase Chain Reaction):

Una vez recogidos los sobrenadantes, las células del ensayo anterior se
utilizaron para la extraccion de ARNm con objeto de analizar la expresién génica.
El ARNm total de los linfocitos derivados de bazo estimulados con ConA fue
aislado utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La transcripcion inversa (sintesis de ADNc a partir de ARNm) se llevo
a cabo con la Transcriptasa Reversa AMV (Roche) siguiendo un método
previamente publicado (Soler C y col, 2001). El cDNA resultante fue usado para la

reaccion en cadena de la polimersa (PCR) segun el mismo método (Soler C y col,
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2001). Una vez amplificado, 25 m del producto fueron sometidos a una
electroforesis en gel de agarosa al 2% y las bandas de ADN se visualizaron por
tinciébn con bromuro de etidio e irradiacion ultravioleta.

La secuencia de los cebadores de ratén utilizados (MGW-Biotech) esta

recogida en la tabla 5-3.

Sentido Antisentido
IFN-g 5 -TGGAGGAACTGGCAAAAGGATGGT-3° 5 -TTGGCACAATCTCTTCAC-3”
IL-4 5"-ACGAGGTCACAGGAGAAGGGA-3’ 5'-GGAGCAGCTTATCGATGAATC-3’
b-actin 5'- TGGAATCCTGTGGCATCC-3' 5'- AACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3

Tabla 5-3. Secuencias de los cebadores utilizados para el andlisis de la expresion génica por RT-
PCR.

5.1.6. Analisis estadistico:

La significacion estadistica (p<0,05) se calcul6 mediante el método del
andlisis de varianzas (ANOVA) de una via y los test a posteriori adecuados a
cada parametro: test de Fisher para los valores paramétricos (concentracion de
citoquinas, proliferacion de linfocitos) y test de Mann-Whitney para los no
paramétricos (puntuacion de los sintomas, relacién peso intestino/peso corporal y
namero de ratones con diarrea). Finalmente, el test de Spearman se utilizé para el
andlisis estadistico de las correlaciones entre IgG1l-especifica, concentracion de
histamina y puntuacion de los sintomas. Todos los analisis estadisticos se
llevaron a cabo con el programa SPSS (version12.0). Los andlisis de las
diferentes muestras se llevaron a cabo por triplicado y los resultados se

expresaron como la media + error estandar medio (EEM).

5.2. Evaluacion del efecto de la relaciéon caseinas/proteinas del

lactosuero sobre la alergenicidad de la leche de vaca

La relacion caseinas/proteinas del lactosuero (C/PL) de la leche humana
es 40/60, muy diferente a la de las leches de vaca y cabra que es
aproximadamente 80/20. Por otra parte, uno de los principales alergenos de la

leche de vaca es la asl-caseina, que es el componente mayoritario de la fraccién
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de caseinas de esta leche. Asi, parece interesante evaluar la alergenicidad de
una leche de vaca con una menor proporcién de caseinas.

Con este objetivo, se utiliz6 el mismo modelo animal del apartado 5.1 para
comparar la alergenicidad de dos leches de vaca con diferentes proporciones
C/PL.

5.2.1. Modificacién de la proporcion C/PL de la leche de vaca:

Con objeto de modificar la proporcién C/PL de la leche de vaca, 50ml de
leche de vaca desnatada se mezclaron con 50ml de una soluciéon de lactosa a
50mg/ml. Asi se mantuvo la concentracién de lactosa, que puede ser un
componente determinante para la permeabilidad intestinal. A continuacion se
adicionaron 1,789 de un concentrado de proteinas del lactosuero (Arla foods), de
manera que la leche resultante tenia una relacion C/PL de 40/60.

Las concentraciones de proteinas totales de la leche de vaca normal y de
la modificada fueron medidas mediante el método de Kjeldhal (Association for
Oficial Analytical Chemists, 1980). Para analizar las porciones de caseinas y
proteinas del lactosuero de ambas leches se utilizé la electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE), como se describe mas adelante (ver
5.2.2).

Lactosa 50mg/ml

o
S s
\

O® > 99 0@
o’oo 00’.0,

80/20 Proteinas lactosuero ~ 40/60

OQO
O~0O

@® — caseinas

O — proteinas del lactosuero

Figura 5-3. Maodificacion de la relacion C/PL de la leche de vaca.
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5.2.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):

Para la electroforesis en geles de poliacrilamida se utiliz6 el sistema
Miniprotean (Bio-Rad). La concentracién del gel fue del 12% y se utiliz6 un
protocolo previamente publicado por Sambrook y col (1989). Se sometieron a
electroforesis 25ngy de proteinas que se resuspendieron en solucion de Laemli
(Tris-HCI 50mM a pH 6,8; ditiotreitol 200mM, SDS 2%; azul de bromofenol 0,1%;
glicerol 10%) y antes de cargarlas en el gel se calentaron 5 minutos a 95°C con
objeto de desnaturalizar las proteinas. Una vez concluida la electroforesis, el gel
se fij6 en una mezcla de metanol y acido acético (50:10). Para visualizar las
proteinas, el gel se tifid con azul de coomasie al 0,25%, utilizando una mezcla de
metanol y acido acético (10:10) como solucién de lavado. Una vez destefiido el

gel se seco al vacio entre papel de celofan.

5.2.3. Animales y disefio experimental:

El disefio experimental en este caso fue idéntico al del apartado anterior
(ver apartado 5.1.1), con una primera fase de sensibilizacion, seguida de la dosis
de choque. En este caso los grupos de animales utilizados fueron los siguientes

(n=8 por grupo):

- Grupo vaca (V): sensibilizado con proteinas de leche de vaca natival
(relacion C/PL de 80/20) 1mg/g de peso corporal, junto con 0,3 ng/g de
peso corporal de toxina colérica.

- Grupo vaca modificada (VM): estos animales recibieron 1mg/g de
proteinas de la leche de vaca con la relacién C/PL de 40/60, junto con 0,3
ny/g de toxina colérica.

- Grupo control: como ya se habia comprobado en el apartado anterior,
qgue el vehiculo por si solo (PBS) no provocaba ningun efecto en los
ratones, en este experimento se incluyé Unicamente el control con toxina

colérica (CT) que recibié PBS junto con 0,3 ng/g de toxina colérica.
Como dosis de choque se administraron PLV (30 mg/raton) con una

relacion C/PL de 80:20, en dos dosis separadas 30 minutos, de la misma forma

gue en el experimento anterior (ver apartado 5.1.1).
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5.2.4. Parametros analizados:

En este experimento se analizaron los siguientes parametros, siguiendo
los mismos protocolos descritos en el apartado anterior:

- Evaluacién de los sintomas, mediante el sistema de puntuacién ya
descrito (ver 5.1.2).

- Niveles plasmaticos de IgG1 especifica frente a PLV y de histamina (ver
5.1.3).

- Ensayo de proliferacion de linfocitos procedentes de bazo, usando como
estimulo PLV (100 ng/ml) (ver 5.1.4).
El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo de la misma forma

descrita en el apartado anterior (ver 5.1.5).

5.3. Influencia de la APLV en posteriores fendbmenos de alergia

5.3.1. Animales y disefio experimental:

En este estudio se pretendia hacer a los ratones alérgicos frente a las PLV
o PLC y posteriormente comprobar si durante la reaccion alérgica el contacto con
otro antigeno desencadenaba un nuevo proceso de sensibilizacion.

El modelo animal utilizado fue el mismo descrito en el apartado 5.1. Se
utilizaron ratones Balb/C (n=16) y los mismos grupos exceptuando el control sin
toxina colérica, puesto que ya se habia demostrado que el vehiculo por si solo no
provocaba ningun efecto. Una vez concluida la fase de sensibilizacion frente a las
proteinas lacteas, a todos los ratones (n=16) se les administré6 una primera dosis
de choque con PLV y PLC, como en los modelos descritos anteriormente. Tras 30
minutos a la mitad de los ratones (n=8 de cada grupo) se les administr6 una
segunda dosis de choque y se sacrificaron. Este primer grupo de animales se
utilizé para comprobar si los ratones se habian sensibilizado frente a las proteinas
lacteas.

La otra mitad de los animales (n=8 por grupo) se sometieron a una
segunda dosis oral de choque con proteinas lacteas a las que se adicion6 un
nuevo alergeno, la ovoalbumina (OVA). Con esta segunda dosis de choque se
pretendia comprobar si los ratones se sensibilizaban también frente a OVA. Asi

esta segunda dosis de choque estaba compuesta por:
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- Grupo CT: OVA (1mg/g).

- Grupo V: PLV (1mg/g) y OVA (1mg/g).

- Grupo CB: toxina colérica (0,3 ng/g), junto con PLC (1mg/g) y OVA
(Img/q).

Para comprobar si los ratones se habian sensibilizado frente a OVA,
transcurridos 15 dias se les administro por via intraperitoneal, la misma dosis de
choque a todos los grupos, consistente en una solucién de OVA en Al(OH); 0,1M
a razén de 1mg de OVA/g de peso corporal. Con esta dosis, si los ratones
estaban sensibilizados frente a OVA, se desencadenarian los sintomas de la

reaccion alérgica.

CT

3 grupos de 16 ratones \

Sensibilizacién oral frente a PLV o PLC T‘

T Dosis oral de choque con PLV o PLC

A
i Dosis oral de choque con PLV+OVA o PLC+OVA
A

: Dosis intraperitoneal de choque con OVA

Figura 5-4. Esquema del modelo animal utilizado para evaluar los efectos de la APLV
en posteriores fendmenos de alergia.
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5.3.2. Parametros analizados:

Para los ratones sacrificados el dia 42, es decir sensibilizados sélo frente a
PLV o PLC se midieron los siguientes parametros siguiendo los mismos
protocolos descritos en el apartado 5.1:

- Evaluacion de los sintomas tras las dosis de choque.
- Niveles plasmaticos de IgG1 especifica frente a PLV o PLC.
- Niveles plasmaticos de IL-4, como citoquina Ty2 y de IFN-gcomo Ty1.

En el caso de ratones sensibilizados también frente a OVA, tras la dosis
de choque intraperitoneal los ratones se sacrificaron y se midieron los siguientes
parametros:

- Evaluacion de los sintomas.
- Niveles plasmaticos de IgG1 frente a OVA, que se determinaron siguiendo
el mismo protocolo descrito para la IgG1 especifica frente a proteinas de

leche (ver 5.1.3), pero cubriendo la placa con una solucion de OVA a

20mg/ml.

5.4. Hidrolisis de las proteinas lacteas por bacterias probidticas e

influencia sobre su alergenicidad

5.4.1. Hidrodlisis enzimética de la leche de vaca:

Con objeto de comparar la hidrolisis de las proteinas lacteas por los
probidticos con un proceso de hidrélisis mas parecido al utilizado en la
elaboracion de férmulas hipoalergénicas, se sometio la leche de vaca a la accién
de enzimas hidroliticas.

Para ello, 500 ml de leche de vaca desnatada se hidrolizaron con un
enzima comercial: Multifect P-3000 (Genencor Internacional). Se trata de una
endopeptidasa alcalina aislada de una cepa de Bacillus subtilis modificada
genéticamente. La hidrdlisis se llevo a cabo en las siguientes condiciones:

- 1% de enzima, es decir, 1g de enzima por cada 100g de proteina.
- pH= 8,5 controlado con NaOH 2N.
- Temperatura 50°C.

- 3 horas de incubacion.
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Una vez concluida la hidrdlisis, se par6 la reaccion por calor (3 horas a
55°C). Del producto resultante se guardd una alicuota para el andlisis de la
distribucion de pesos moleculares y el resto se congel6 a -80°C hasta su

utilizacion.

5.4.2. Hidrdlisis de las proteinas lacteas por bacterias probidticas:

Se partio de 50 ml de leche de vaca desnatada a la que se adicionaron
dos bacterias probiéticas diferentes 10° cfu/ml de cada una de ellas:

- Lactobacillus coryniformis (CECT 5711): aislada de queso de cabra.
- Lactobacillus gasseri (CECT 5714): aislada de leche humana.

Una vez afiadidas las bacterias a la leche, se procedié a la incubacién
durante 20 horas a 37°C y en condiciones de anaerobiosis. Concluida la
incubacion se tomé una alicuota de la leche fermentada para hacer un recuento
de las bacterias presentes al final de la fermentacion, otra para analizar la
distribucion de pesos moleculares de los péptidos resultantes y el resto se
congel6 a -80°C hasta su utilizacion.

Para comprobar si el efecto era debido a la hidrdélisis de las proteinas o a
la simple presencia de los probiéticos en la leche, a 50 ml de leche de vaca
desnatada se le adiciond la misma cantidad de las dos bacterias presente en la
leche anterior al final de la fermentacion, que resulté ser de 3,5.108 cfu/ml de cada
bacteria. Inmediatamente después la leche se congelé a -80°C para evitar la

accion de las bacterias sobre las proteinas.

5.4.3. Andlisis de la distribucion de los pesos moleculares de los péptidos

resultantes:

El analisis de los pesos moleculares de los péptidos resultantes de la
hidrdlisis se llevo a cabo por cromatografia de exclusién por tamafio (SE-HPLC)
segun un método previamente publicado (Boza JJ y col, 1995). Se utilizaron dos
columnas en serie TSK-gel G2000-SW (Tosohaas) de 30 cm de longitud y 7,5 mm
de diametro interno. El eluyente fue guanidina clorhidrica 6M a 1ml/min. Los
efluentes de la columna se detectaron mediante lecturas de absorbancia a
260nm. Se utilizaron como referencia los siguientes péptidos y proteinas:

albimina sérica (67000), albumina de huevo (44000), quimotripsindgeno (25000),
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ribonucleasa A (13700), insulina (6000), insulina A (2531), péptido inductor del
suefio (849) y fenilalanina (165).

5.4.4. Animales y disefio experimental:

Una vez mas se utilizé el mismo modelo animal de sensibilizacion frente a
las proteinas de leche de vaca descrito en el apartado 5.1.1. En este caso los

grupos de animales (n=8 por grupo) fueron los siguientes (figura 5-4):

- Grupo CT: grupo control-toxina colérica, que recibié 0,3 ng/g de ratdén de
toxina colérica disuelta en PBS.

- Grupo V: estos animales recibieron 1mg/g de PLV no tratadas.

- Grupo VF: estos animales se sensibilizaron con 1mg/g de PLV
hidrolizadas por la mezcla de probidticos.

- Grupo V+PRO: este grupo recibi6 1mg/g de PLV no tratadas pero
adicionadas de la misma cantidad de probiéticos de la mezcla anterior.

- Grupo VH: estos animales se sensibilizaron con 1mg/g de PLV
hidrolizadas enziméaticamente
En los grupos V,VF,V+PRO y VH se utiliz6 toxina colérica como adyuvante

a la concentracion de 0,3 ng/g.

Las dos dosis de choque fueron a base de PLV (30 mg/raton) separadas

30 minutos.

5.45. Parametros analizados:

En este experimento se analizaron los siguientes parametros segun los
protocolos descritos en el apartado 5.1.:

- Evaluacién de los sintomas, mediante el sistema de puntuacién ya
descrito (ver 5.1.2).

- Niveles plasmaticos de IgG1 especifica frente a PLV y de histamina (ver
5.1.3).

- Niveles plasmaticos de IgE y de IL-4. El método de ELISA utilizado no
permitié detectar IgE especificas y por ello se muestran los resultados de

la IgE total.
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- Ensayo de proliferacion de linfocitos procedentes de bazo, usando como
estimulo PLV (100 ng/ml) (ver 5.1.4). En este caso el cultivo de linfocitos
se contamind por lo que no se presentan los resultados, aunque si se
pudo calcular el namero de linfocitos que componian el bazo de los
ratones de cada grupo.

- Recuento de bacterias de la flora fecal de los animales.

El andlisis estadistico de los datos se llevd a cabo de la misma forma

descrita en el apartado anterior (ver 5.1.5).

Grupo VF
Adicién de probidticos 37°,20h, anaerobiosis
Proteina intacta Proteina hidrolizada + probiéticos
Grupo V+PRO
Adicién de probidticos Congelacion -80°C
Proteina intacta Proteina intacta + probidticos
Grupo VH
Adicién de un enzima 50°C, 3h, pH=8,5
proteolitico
Proteina intacta Proteina hidrolizada

Figura 5-4. Hidrdlisis enzimatica y por probioticos de las PLV.
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6. EFECTO DE LA LECHE DE CABRA SOBRE EL SISTEMA
INMUNITARIO.

6.1. Comparacion del efecto de dietas a base de leche de vacay de

cabra sobre el sistema inmunitario de ratones

Debido a las diferencias en la composicién de las leches de vaca y cabra,
principalmente en lo que a proteinas, lipidos y carbohidratos se refiere, y dada la
influencia que estos tres componentes de la dieta tienen sobre el sistema
inmunitario, nos pareci6 interesante evaluar los efectos inmunolégicos de dietas a
base de leche de vaca y cabra.

Para ello se utilizaron ratones sanos que fueron alimentados con ambas
dietas o con una dieta control, y se compararon diferentes parametros

inmunoldgicos.

6.1.1. Preparacion de las dietas:

El objetivo era preparar unas dietas que cumplieran los requisitos
establecidos por el Instituto Americano de Nutricion (IAN) para ratones (Reeves
PG y col, 1995), pero con macro-componentes derivados de la leche de vaca o de
cabra.

Para ello, se liofilizaron leches de vaca y de cabra para obtener leches en
polvo. A continuacién se analiz6 la composicion de las leches en polvo y se

comparé con las citadas recomendaciones del IAN (tabla 6-1).

Recomendaciones leche vacaen polvo leche cabraen polvo

IAN g/100g g/100g g/100g
Proteinas 20 28,6 27,3
Lipidos 5 4.8 6,4
Carbohidratos 68 41,9 42,7

Tabla 6-1. Comparacion de los componentes mayoritarios de las dietas de vaca y cabra en polvo y
las recomendaciones del IAN.
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Para corregir las diferencias entre la composicion de las leches en polvo y
las recomendaciones se utilizaron los siguientes componentes:
- Hidratos de carbono: almidén de maiz.
- Grasa: mantequilla de leche de vaca y grasa de leche de cabra obtenida a
partir de un queso fresco de cabra.
Finalmente la composicion de las dietas en comparacion con una dieta
estandar de ratones queddé como se muestra en la tabla 6-2. La composicion tanto
de macro- como de micro-componentes fue muy similar a la dieta estandar, lo que

aseguraba un crecimiento y desarrollo normal de los animales.

g/100 g de dieta

Componentes estandar vaca cabra
Proteina 20 18,7 18,6
Caseina (Arla foods) 20
Proteina de leche 18,7 18,6
Grasa 5 4,8 4.7
Aceite de girasol (Koipe) 5 0 0
Grasa de leche 0 4.8 47
Carbohidratos 68 66,4 67
Almiddn 68 34,4 30,6
azUcares de leche 0 32 36,4
Fibra 5 5 5
Celulosa 5 5 5
L-metionina 0,3 0,3 0,3
Mezcla vitaminas-minerales 1 1 1

Tabla 6-2. Composicion final de las dietas utilizadas para comparar los efectos de la leche de
vaca y cabra sobre el sistema inmunitario.

6.1.2. Disefio experimental:

Se utilizaron ratones Balb/C de 4 semanas de edad, que se mantuvieron
durante todo el experimento en condiciones controladas de luz y temperatura
(20°C y ciclos de 12h de luz-oscuridad). Los ratones se dividieron en 3 grupos

(n=8) y se alimentaron con diferentes dietas:
- Grupo control (C): dieta estandar para ratones, proporcionada por el

Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Granada.

- Grupo vaca (V): dieta en polvo a base de leche de vaca.
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- Grupo cabra (CB): dieta en polvo a base de leche de cabra.

Los animales fueron alimentados con estas dietas durante 30 dias,
tomando muestras semanales de heces y controlando el peso también una vez
por semana.

Transcurridos los 40 dias los animales fueron sacrificados por anestesia
profunda mediante inyeccién intraperitoneal de pentotal sédico (50 mg/ kg de
peso corporal). Se tomaron muestras de sangre en tubos tratados con EDTA y se

extrajo el bazo para pesarlo y cultivar los linfocitos aislados de este 6rgano.

6.1.3. Determinacion de parametros plasmaticos:

La sangre se centrifug6 (3500 rpm, 4°C, 10 min) y se hicieron alicuotas de
plasma que se congelaron a -80°C hasta su utilizaciéon para la determinacion de
diferentes inmunoglobulinas y citoquinas. Estas determinaciones se llevaron a
cabo por métodos de ELISA comerciales (Bethyl laboratories y Biosource)

siguiendo las instrucciones del fabricante.
6.1.4. Cultivo de linfocitos aislados del bazo:

El cultivo de los linfocitos derivados del bazo se llevé a cabo siguiendo el
mismo protocolo anteriormente descrito (ver apartado 5.1.4). Estos linfocitos se

utilizaron para llevar a cabo ensayos de proliferacion y produccion de citoquinas.

Ensayo de proliferacion

Se llevo a cabo por el mismo protocolo descrito anteriormente (ver
apartado 5.1.4). La unica diferencia es que en este caso, como los ratones no
estaban sensibilizados frente a las proteinas de la leche, se utilizaron otros
estimulos de la proliferacién: ConA (5nmg/ml), mitdgeno especifico de linfocitos T, y

LPS (50ng/ml), estimulo especifico de linfocitos B.
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Andlisis del perfil de citoguinas producido por los linfocitos

Para este ensayo se utilizé el protocolo descrito en el apartado anterior
(ver aparatdo 5.1.4) pero utilizando como estimulos Unicamente la ConA 'y el LPS.
Se determinaron los niveles de diferentes citoquinas e inmunoglobulinas
producidos por los linfocitos mediante métodos comerciales de ELISA, siguiendo
las instrucciones del fabricante (Bethyl laboratories y Biosource). Los métodos de
ELISA utilizados no permitieron detectar la concentracién de inmunoglobulinas en

el sobrenadante del cultivo de linfocitos.

6.1.5. Efecto de las diferentes dietas sobre los lactobacilos vy

bifidobacterias de la flora fecal:

Las heces de los ratones se homogenizaron en agua de peptona (AES
laboratories) a una concentracion de 100 mg/ml. A continuacion se hicieron
diluciones 1/10 seriadas hasta 1/10°. Estas diluciones se cultivaron en medio de
Man, Ragosa,Sharpe (MRS) para hacer recuentos de lactobacilos y en MRS
suplementado con 0.5 mg/L de dicloxaciclina, 1 g/L de LiCl y 0.5 g/L de L-
Cisteina, para recuentos de bifidobacterias. Los cultivos se incubaron a 37°C
durante 20h en anaerobiosis (lactobacilos y bifidobacterias) Cada muestra se

proceso por triplicado y los resultados se expresaron como log cfu/ml.

6.1.6. Analisis estadistico:

La significacién estadistica (P<0,05) se calculd6 mediante el método del
andlisis de varianzas (ANOVA) de una via y los test a posteriori adecuados a
cada parametro. Todos los andlisis estadisticos se llevaron a cabo con el
programa SPSS (versién12.0). Los analisis de las diferentes muestras realizaron
por triplicado y los resultados se expresaron como la media + error estandar
medio (EEM).
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7. EFECTOS FUNCIONALES DE LOS OLIGOSACARIDOS DE LA
LECHE DE CABRA:

7.1. Aislamiento de oligosacaridos de leche de cabra

Se utiliz6 un procedimiento de aislamiento anteriormente descrito
(Martinez-Férez A, 2004) y que ha sido recogido en la solicitud de patente n°
P200400053. De forma breve, se parte de leche de cabra que se deshata por
centrifugacion a 3000 g y 4°C durante 20 minutos. Una vez eliminada la capa
lipidica, la fase acuosa se filtra con lana de vidrio, se adiciona etanol 66% a 4°C, y
se mantiene en agitacion y en hielo durante 2 horas, con objeto de precipitar las
proteinas.

La fraccion resultante de este proceso, que contiene carbohidratos y sales,
se inyecta en una columna Sephadex G-25 (900x200 mm d.i.) conectada a un
sistema de cromatografia liquida de media presién (FPLC) y se eluye con agua
para reducir los niveles de lactosa y sales. Finalmente la fraccion carbohidrato-
positiva se liofilizé y se analizé por cromatografia en capa fina de alta resolucion
(HP-TLC) y cromatografia de intercambio aniénico a alto pH con deteccion
amperométrica pulsante (HPAEC-PAD). Asi se consiguieron identificar mas de 20
estructuras de oligosacéridos diferentes. La fraccion liofilizada es la que se utilizd
para los ensayos de bioactividad in vitro e in vivo que se describen a

continuacion.

7.2. Ensayos de actividad in vitro y transporte a través del epitelio

intestinal

7.2.1. Ensayo de inhibicién de la adhesion de microorganismos patégenos:

El papel de los oligosacaridos como receptores de patégenos ha cobrado
un gran interés en los dltimos afios. Estos azlcares tienen una estructura muy
similar a la de los puntos de anclaje de bacterias en algunas células, entre ellas
las del epitelio intestinal.

Para comprobar si los oligosacaridos eran capaces de bloquear los

receptores de microorganismos patdgenos se llevd a cabo un experimento
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consistente en marcar bacterias patégenas con [*H]-timidina e incubar células
intestinales con oligosacéaridos y las bacterias marcadas. Tras un tiempo de

incubacion se cuantificé la cantidad de bacterias (contaje de [*H]-timidina).

Marcaje de bacterias patégenas con [*H]-timidina

Se utilizaron tres bacterias patdgenas: Escherichia coli, Salmonella
cholerasuis thyphi y Listeria monocytogenes subespecie Ohio. Partimos de un
cultivo de cada una de estas bacterias en fase estacionaria, del que se adicionan
10m a 1ml de medio Tryptic Soy Broth (TSB) al que previamente se ha afiadido
[*H]-timidina (Amersham) a una concentracion final de 1nCi/ml. La mezcla anterior
se incuba durante 12h a 37°C.

Los cultivos se centrifugaron (13000rpm, 5min), se lavaron 2 veces con
PBS y finalmente se resuspendieron en 1 ml de PBS. Se midio la radioactividad

incorporada calculandose el valor de cpm/ml de cada suspensién bacteriana.

Ensayo de adhesién en presencia de oligosacaridos

Para este ensayo se utilizaron células HT-29, una linea celular estable
derivada de adenocarcinoma de colon proporcionada por la Asociacion
Americana de Cultivos Tipo (ATCC). El medio de cultivo de estas células se
compone de: DMEM alto en glucosa, 10% de suero fetal bovino, 0,3 mg/ml de
glutamina y 1% de una mezcla comercial de aminoacidos no esenciales (PAA
laboratories).

Las células HT-29 se cultivaron en placas de 24 pocillos hasta 21 dias
post-confluencia. Se afadieron los oligosacaridos de leche de cabra (2,5
mg/pocillo en PBS) y las bacterias (50m de cada suspension) y se incubaron las
placas a 37°C y 5% de CO, durante 2h. El efecto de los oligosacaridos de leche
de cabra se compar6 con el de unos FOS comerciales (Actilight, Beghin-meiji)
(2,5 mg/pocillo).

Transcurrido este tiempo se centrifugaron las placas (1500rpm, 5min) para
eliminar el sobrenadante en el que estarian las bacterias no adheridas. A
continuacion los pocillos se lavaron 3 veces con PBS y finalmente se adicionaron
200n/pocillo de una solucion de &cido tricloro-acético al 10% a 4°C. Transcurridos

20 minutos de incubacion a 4°C, se volvieron a hacer 2 lavados con la misma
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solucién de acido tricloro-acético. Finalmente las células se resuspendieron en
100m de PBS y se afiadieron a 2ml de liquido de centelleo (ICN laboratories) para
medir la radioactividad adherida a las células.

Como control se utilizaron varios pocillos a los que no se afadieron

oligosacaridos y los resultados se expresaron en porcentaje de adhesion:

(cpm iniciales-cpm finales)x100/ cpm iniciales

7.2.2. Ensayo de capacidad prebiética:

En este caso el objetivo es comprobar si diferentes bacterias probidticas y
patégenas son capaces de fermentar los oligosacaridos, y crecer en medios ricos
en estos azlcares. Para ello se cultivan las bacterias en un medio con un
indicador de pH que lleva los oligosacaridos como Unico azlcar, y tras un tiempo
de incubacion se analiza el cambio de pH, que se produce como consecuencia de

la produccion de &cidos durante la fermentacion de estos compuestos.

Cultivo de bacterias probidticas y patbgenas

Se utilizaron las siguientes bacterias:
- Probidticas:
Bifidobacterium animalis
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus salivarius
- Patégenas:
Salmonella cholerasuis typhi

Escherichia coli

Estas bacterias se crecieron en medio MRS para las probidticas y TSB
para las patégenas y se cultivaron durante 18 horas a 37°C para la obtencion de
un cultivo en fase estacionaria. Los probioticos se crecieron en condiciones de

anaerobiosis.
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Ensayo de fermentacién

Una vez obtenidos los cultivos y con objeto de que las cantidades de
bacterias utilizadas fueran similares, se ajusto la densidad 6ptica (DO) a 600nm
de cada cultivo hasta un valor de 0,6 unidades.

El ensayo se llevé a cabo en placas de 96 pocillos y en cada pocillo se
afiadieron las siguientes cantidades:

- 160m de medio de cultivo sin azucares: MRS sin glucosa para los
probidticos y medio Luria Bertani (LB) para las bacterias patégenas.

- 20m del cultivo de bacterias.

- 10m de una solucién de los diferentes azucares (oligosacéaridos de leche
de cabra, glucosa o FOS) a 50mg/ml, es decir una concentracion final de
2,5mg/ml.

- 10ni de una solucién de rojo-fenol al 3% en agua.

Las placas se incubaron 24h a 37°C, las patégenas en presencia de
oxigeno y las probitticas en anaerobiosis. Durante esta incubacion si las
bacterias fermentaban el azlcar objeto de estudio, se produciria una bajada de
pH y un cambio de color del indicador. Transcurrido el tiempo de incubacién se
midio la absorbancia en cada pocillo a 570nm.

El experimento se llevd a cabo por triplicado y se utilizaron como control
pocillos en los que no se puso ningun azucar (basal) y otros en los que se puso
glucosa, que es fermentada por todos los microorganismos incluidos en el

estudio. Los resultados se expresaron como DO azucar/DO basal.

7.2.3. Transporte a través de un modelo in vitro de epitelio intestinal:

Descripcion del modelo

Otro aspecto interesante era evaluar si los oligosacaridos de leche de
cabra se absorbian a nivel intestinal. De esta forma, se podria pensar no sélo en
efectos locales sino también en posibles efectos sistémicos.

Con este objetivo se utilizé un modelo in vitro de epitelio intestinal,
consistente en una placa de 24 pocillos, en cada uno de los cuales hay una

monocapa de células Caco-2 en cultivo polarizado de 14 dias sobre filtros de
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policarbonato de 0,4 nm de didmetro de poro (figura 7-1). El medio de cultivo
utilizado para este tipo de células tiene la siguiente composiciéon: DMEM alto en
glucosa, 10% de suero fetal bovino, 0,3 mg/ml de glutamina y 1% de una mezcla
de aminodcidos no esenciales (PAA laboratories). Estas placas fueron

proporcionadas por Advancell (Caco-Ready ™).

Zona apical [
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Figura 7-1. Esquema de un pocillo de la placa de células Caco-2 utilizada para el ensayo de
transporte de oligosacaridos de leche de cabra.

En cada uno de los pocillos existen dos zonas:

- Zona apical, equivalente a la zona del lumen intestinal, donde se coloca la
sustancia a analizar disuelta en 500ml del siguiente tampoén de transporte
a pH=7,4 (NaHCO3; 26mM, CacCl, 1,8mM, MgCl, 1,2mM, KCI 4,7mM, NaCl
127mM, Glutamina 1mM, HEPES 20nM).

- Zona basolateral, equivalente a la capa serosa, donde se recoge el
producto final que ha atravesado la monocapa de células Caco-2 después

de la incubacién. En esta parte se pone 1ml del tampdn de transporte.

Para comprobar la integridad de la monocapa de células se mide la
resitencia eléctrica transepitelial (RET) entre las zonas apical y basolateral, que
debe ser superior a 1000 ohmios/cm?. Asi mismo, tras el experimento se
comprueba la integridad de la monocapa mediante la adicién, en la zona apical de
cada pocillo, de azul de tripan disuelto en el tampdn de transporte (0,005%) que
en condiciones normales no atraviesa la monocapa. Tras 1 hora de incubacién se
mide la absorbancia a 595nm en la zona basolateral, para comprobar si el

colorante ha pasado la monocapa.
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Ensayo de transporte

Este ensayo se realizé segun el protocolo descrito en el apartado anterior.
De forma breve, la fraccién de oligosacaridos obtenida, se disolvié en el tampdn
de transporte hasta una concentracion de 6 mg/ml. Como control se utiliz6 una
solucion de a-metil-amionoglucésido en el mismo tampén (100 ng/ml) que esta
demostrado que atraviesa una monocapa de este tipo (Gnoth MJ y col, 2001).
500m de cada una de las soluciones anteriores se afadieron a la zona apical, de
manera que la cantidad final de cada compuesto fue:

- Oligosacéridos de leche de cabra: 3mg/pocillo.
- a-metil-amionoglucésido: 50ng/pocillo.

Tras 90 minutos de incubacion a 37°C y en atmdsfera con 5% de CO,, se
recogio todo el volumen de la zona basolateral, que se sometié a evaporacion por
vacio hasta sequedad, con objeto de concentrar el producto final tras el
transporte, ya que los porcentajes de absorcion esperados no eran muy altos.

Finalmente el contenido de cada muestra se analizé por HPAEC-PAD.

7.3. Efecto de los oligosacaridos en modelos animales de

enfermedad inflamatoria intestinal (IBD)

7.3.1. Efecto de los fructooligosacaridos (FOS) en un modelo de

inflamacién intestinal por acido trinitro-benceno-sulfénico (TNBS):

Para evaluar el efecto de los FOS comerciales (Beghin-meiji) se utilizé un
modelo experimental de colitis inducida por TNBS muy Util para el estudio de la
inflamacion de colon en animales (Morris GP y col, 1989). La administracién de un
enema de TNBS disuelto en etanol provoca una irritacion a nivel de colon que
conduce a una inflamaciébn que generalmente responde a los mismos
tratamientos que se aplican a la IBD humana.

El TNBS actia como hapteno al unirse a proteinas y provocar una
respuesta inmunoloégica que desencadena wuna inflamacién intestinal,
caracterizada por la apariciéon de granulomas, Ulceras e infiltracién de células

mononucleares (Morris GP y col, 1989).
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Disefio experimental

Se utilizaron ratas Wistar hembras de 180-200 g de peso que se colocaron
en jaulas individuales y en condiciones controladas de luz y temperatura (ciclos
de 12h de luz-oscuridad).

Los animales fueron divididos en 3 grupos que fueron alimentados con la

misma dieta base pero diferente fuente de fibra (tabla 7-1):

- Grupos Control TNBS (n=10) y Control sano (n=20): celulosa al 5% del
total de la dieta.
- Grupo FOS (n=20): FOS al 5% del total de la dieta.

Tras 15 dias de alimentacion con las dietas anteriormente citadas y antes
de la induccion de la enfermedad, 10 animales control y 10 del grupo FOS fueron
sacrificados para comprobar la capacidad prebiotica de los FOS en ratas sanas
(figura 7-2). Tras el sacrificio se extrajo el contenido del colon que se utilizé para
la determinacién del pH y del contenido de bacterias probioticas (lactobacilos y
bifidobacterias) segun el protocolo que se describe mas adelante. Ademas se
cuantifico la concentracién de acidos grasos de cadena corta (AGCC)-acético,
propiénico y butirico-en el contenido colénico.

Por otra parte, a las ratas de los grupos control-TNBS y FOS (n=10 de
cada grupo) se les indujo una colitis por administracion intrarrectal de una
solucion de 10mg TNBS/rata en 250m de etanol al 50% (V/V). Durante 7 dias mas
las ratas fueron alimentadas con las mismas dietas y finalmente el dia 21 se
sacrificaron y de cada animal se extrajo: sangre, el colon y su contenido.

Inmediatamente tras su extraccion se midieron el peso y la longitud del

colon. A continuacion se introdujo en PBS a 4°C y se dividié en diferentes partes:

- Una primera parte se abrio longitudinalmente, se conservo en una solucion
de formaldehido a 4°C y se embebi6é en parafina para realizar cortes
histolégicos.

- El resto se congel6 a -80°C para determinaciones bioquimicas: glutatién
total y actividad MPO.
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El contenido del colon también se dividié en tres partes, una se utilizé para
la cuantificacion de AGCC, otra para el andlisis de la flora bacteriana fecal, y el

resto se homogeniz6 en agua destilada y se emple6 para la determinacién del pH.

Control (g/kg) FOS (g/kg)

Proteinas y aminoacidos

Caseina (Arla foods) 258 258
L-metionina (Sigma) 3 3
Lipidos

Aceite de girasol (Koipe) 50 50
Vitaminas/Minerales

Mezcla vitaminas/minerales (Panlab) 10 10
Carbohidratos

Almidon de maiz (Cerestar) 579 579
Sacarosa (Azucarera Ebro) 50 50
Celulosa (Sigma) 50 0
FOS (Beghin-meiji) 0 50

Tabla 7-1. Composicion de las dietas para el estudio de evaluacién de los FOS en un
modelo animal de IBD por TNBS.

Evaluacion del estado de los animales

El peso de los animales y el consumo de dieta fueron evaluados
semanalmente durante los primeros 15 dias y a diario los ultimos 7 dias. La
presencia de sangre en las heces y de diarrea también fue evaluada a diario a
partir del dia 14.

Inmediatamente tras el sacrificio se evalué el dafio a nivel de colon segin

criterios anteriormente publicados (Camuesco D y col, 2005).

Cuantificaciéon de acidos grasos de cadena corta (AGCCQC)

El contenido de colon distal se homogenizé en proporcion 1:5 (p/v) en una
soluciéon de NaHCO; 150mM a pH 7,8, en atmosfera de argon. A continuacion las
muestras se incubaron a 37°C durante 24h. Transcurrido este tiempo se procedio
a la extracciéon y cuantificacion de los AGCC. Para ello a 1ml del homogenado
fecal se le afiadieron 50m de una solucion 100mM de acido-2-metil-valérico, que

se utilizé como patrén interno, y una gota de H,SO, concentrado.
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Figura 7-2. Esquema del disefio experimental del estudio de evaluacion de FOS en un modelo
animal de IBD por administracién de TNBS.

A continuaciéon se adicionaron 300m de acetato de etilo, se agitd
suavemente y se centrifugaron las muestras (14000rpm, 5min, 4°C). Asi se
separan dos fases, una inferior acuosa y otra superior organica en la que se
encuentran los AGCC. Esta ultima fase se deshidrata por adicion de una punta de
espatula de Na,SO, anhidro y se analiza por cromatografia de gases con
deteccidn por ionizacion de llama (GC-FID). Los resultados se expresaron como

mg de AGCC/g de contenido de colon.

Cuantificacion de la flora bacteriana fecal

El contenido del colon se homogeniz6 en agua de peptona a una
concentracion de 100mg/ml. A continuacién se hicieron diluciones 1/10 seriadas
hasta 1/10%. Estas diluciones se cultivaron en medios especificos para hacer
recuentos de lactobacilos (MRS), bifidobacterias (MRS suplementado con 0.5
mg/L de dicloxaciclina, 1 g/L de LiCl and 0.5 g/L de L-Cisteina), coliformes,
aerobios y enterobacterias (Petrifims™, 3M laboratories). Los cultivos se
incubaron a 37°C durante 12h en aerobiosis (coliformes, aerobios vy
enterobacterias) o anaerobiosis (lactobacilos y bifidobacterias). Los resultados se

expresaron en log cfu/mg de heces.
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Determinacién del contenido de glutation total en colon

Para la determinacion del contenido tisular de glutation total se utilizo el
método descrito por Anderson ME (1985). Este método se basa en la oxidacion
total del glutation de la muestra, de manera que se genera la forma oxidada
(GSSG). Esta oxidacién provoca a su vez la reduccién del acido ditio-
nitrobenzoico (DTNB), lo cual supone un aumento de la absorbancia de este
compuesto.

Las muestras de colon fueron homogenizadas en TCA al 5% en
proporcion 1:20 (p/v) y los homogenados se centrifugaron (10000rpm, 5min, 4°C).
Los sobrenadantes obtenidos se incubaron en placas de 96 pocillos junto con los
siguientes reactivos:

- 20ni del sobrenadante obtenido tras la homogenizacion del tejido.
- 5 nide una solucién de EDTA en PBS a 6,3mM.
- 140 m de NADPH a 0,289mM.

Tras incubar 5 minutos a 30°C se afiadieron 15m de glutation reductasa
(Boehringer Ingelheim) en PBS-EDTA a 4Ul/ml. Finalmente se midi6é el
incremento de absorbancia a 412nm.

La cantidad de glutation total presente en las muestras se calculé en
funcion de la pendiente de la curva obtenida, por interpolacién en una curva
patron realizada con glutation oxidado. Cada analisis se llevd a acabo por

triplicado y los resultados se expresaron en nmol/g de tejido.

Determinacion de la actividad mieloperoxidasa (MPO)

La mieloperoxidasa (MPO) es un enzima presente mayoritariamente en los
neutrofilos. Su actividad refleja el grado de inflamacion de los tejidos analizados,
ya que es un indicador de la infiltracion intestinal de neutrdéfilos a causa de dicha
inflamacién.

La actividad MPO se midié de acuerdo con el método descrito por Krawisz
y col. (1984) Este método se basa en la reaccion de reduccion del agua

oxigenada por la MPO en presencia de o-dianisidina:

L MPO .
H,0O, + o-dianisidina > H,O+ O + producto coloreado
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Entre 100 y 200 mg de la muestra de colon pulverizada en nitrégeno
liquido, se homogenizaron por sonicacion en 1ml de una solucién de bromuro de
hexadecil-trimetil-amonio (HTAB) al 0,05% en tampén fosfato sddico 20mM a
pH=6. A continuacion las muestras se centrifugaron (10000 rpm, 4°C, 15 min) y se
recogié el sobrenadante, donde se encontraba el enzima. Una alicuota de este
sobrenadante se utilizé para la determinacion de la concentracion de proteinas
mediante un método comercial (BCA Protein Assay Reagent, Pierce).

A continuacion 50ni del sobrenadante se incubaron con 150ni del tampdn
de reaccion (o-dianisidina 167ng/ml, H,O, 0,005%, tampdn fosfato sédico 50mM a
pH=6). Finalmente se midi6 la absorbancia a 450nm durante 2minutos.

La actividad MPO se calculé por interpolacion en una curva patrén
realizada con MPO procedente de neutréfilos humanos. Los resultados se
expresan como U/mg de proteina, sabiendo que 1U de actividad MPO es la

cantidad de enzima que degrada 1mmol/min de peroxido de hidrégeno.

Andlisis histolégico de las muestras de colon

Secciones colénicas de 5mm de espesor se tifieron con hematoxilina y
eosina y fueron evaluadas por dos pat6logos por separado que no conocian los
grupos del experimento. En funcion de las lesiones cada muestra fue puntuada
segun un criterio previamente publicado (Stucchi AF y col, 2000) que valora el
dafio que se observa a nivel del epitelio, las criptas, la lamina propia y la

submucosa (tabla 7-2):

Andlisis estadistico

Todos los resultados se expresan como media + error estandar medio
(EEM). En todos los casos las diferencias significativas (P<0,05) fueron
calculadas mediante el analisis de las varianzas de una via (ANOVA) y los test a
posteriori adecuados para cada parametro analizado: test de Fisher para valores

paramétricos y test de Mann-Whitney para los no paramétricos.
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Ulceracién del epitelio Lamina propia Submucosa
0: ninguna Infiltrado mononuclear Infiltrado mononuclear
1: leve 0: ninguno 0: ninguno
2: moderada 1: leve 1: leve
3: severa 2: moderado 2: moderado
Criptas 3: severo 3: severo

Actividad mitética Infiltrado de granulocitos Infiltrado de granulocitos
0: baja 0: ninguno 0: ninguno
1: media 1: leve 1: leve
2: moderada 2: moderado 2: moderado
3: alta 3: severo 3: severo

Pérdida del moco Vascularidad Edema
0: ninguna 0: ninguno 0: ninguno
1: leve 1: leve 1: leve
2: moderada 2: moderado 2: moderado
3: severa 3: severo 3: severo

Tabla 7-2. Sistema de puntuacion del dafio microscépico a nivel del colon. La puntuacién maxima
para un animal es de 27 puntos. (Stucchi AF y col, 2000).

7.3.2. Efecto de una dietarica en oligosacaridos de leche de cabra en ratas

con colitis inducida por sulfato de dextrano (DSS):

Una vez analizada la influencia de los oligosacaridos comerciales en la
inflamacion intestinal, decidimos estudiar el efecto de los oligosacaridos obtenidos
a partir de la leche de cabra (ver apartado 7.1) en un modelo de IBD mas
adecuado para el estudio de la influencia de la dieta en esta patologia.

Este experimento lo llevamos a cabo en el departamento de Nutricion y
Metabolismo Proteico del Instituto Nacional de Investigacion Agrénoma (INRA) de
Clermont-Ferrand (Francia). Se establecié una colaboracién con el grupo que
dirige la Dra. Obled, por su gran experiencia en el estudio de la influencia de la
dieta en la colitis inducida por DSS.

La administracion de DSS en el agua de bebida, provoca una lesién
intestinal a nivel de las capas mucosa y submucosa que cursa con ulceracion
(Elson CO y col, 1995). Esta lesion desencadena una respuesta inflamatoria con
participacion activa del sistema inmunitario no especifico (macréfagos, neutréfilos
y mastocitos). Sin embargo ni la predisposiciébn genética ni la respuesta
inmunitaria especifica parecen tener un papel relevante en este modelo. Por esta
razén la colitis causada por DSS es un modelo de eleccién para el estudio de la

influencia de factores ambientales, entre ellos la dieta, sobre la IBD.
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En este caso pretendiamos evaluar los efectos preventivos y sobre todo
curativos de los oligosacaridos de leche de cabra en esta patologia. Por ello se
utilizé un modelo animal consistente en una inflamacién aguda seguida de un
periodo de recuperacion en el que no se administré DSS, para ver la influencia de

los oligosacaridos en la recuperacion del dafio intestinal.

Disefio experimental

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley machos (Iffa Credo) proporcionadas
por la Unidad de Experimentacion Animal del INRA de Clermont-Ferrand, que
fueron individualizadas en una habitacion con temperatura y luz controladas
(22°C, con un ciclo de 12h de luz y 12 h de oscuridad) y libre acceso a comida y
bebida. Después de una semana de aclimatacion, los animales fueron divididos
en dos grupos que fueron alimentados con la misma dieta base pero diferente
fuente de fibra (tabla 7-3). Los animales se dividieron en los siguientes grupos
(n=10):

- Grupo control (C): recibi6 una dieta con un 5% de celulosa.
- Grupo oligosacaridos (OS): fue alimentado con una dieta que contenia

una mezcla de oligosacaridos de leche de cabra (2%) y celulosa (3%).

Tras 7 dias de habituacion a la dieta en polvo, el agua de bebida de las
ratas fue sustituida por una solucion de DSS (ICN laboratories) al 5% durante 4
dias. Transcurrido este tiempo, se disminuy06 la dosis de DSS hasta el 1% durante
los siguientes 4 dias. Finalmente se suprimié de nuevo el tratamiento con DSS
durante 4 dias de recuperacion (figura 7-3). A partir del comienzo del tratamiento
con DSS y hasta el final del experimento, el peso de las ratas y el consumo de
dieta fueron controlados a diario.

De forma paralela, otros dos grupos de ratas pair fed (PF-C, n=10 y PF-OS
n=8) fueron alimentados con las dietas C y OS respectivamente, en la misma
cantidad ingerida por los animales de ambos grupos. A estas ratas no se les
administr6 DSS, ya que se utilizaron para evaluar los efectos debidos a la

disminucién del consumo de dieta (anorexia) causada por el tratamiento con DSS.
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Control (OK
o/kg de dieta g/kg de dieta

Proteinas y aminoacidos

Caseina (Arla foods) 258 258

L-metionina (Sigma) 3 3
Lipidos
Aceite de girasol (Koipe) 50 50
Vitaminas/Minerales
Mezcla vitaminas/minerales (Panlab) 10 10
Carbohidratos

Almidon de maiz (Cerestar) 579 579
Sacarosa (Azucarera Ebro) 50 50
Celulosa (Sigma) 50 30
Oligosacéaridos de leche de cabra 0 20

Tabla 7-3. Composicion de las dietas para el estudio de evaluacién de los
oligosacéaridos de leche de cabra en un modelo animal de IBD por DSS.

Sacrificio de los animales

Tras 8 dias de tratamiento con DSS, los animales fueron sacrificados por
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (50mg/kg).

Se extrajo la sangre de cada animal por puncion en la aorta abdominal, se
recogié en tubos tratados con EDTA y se centrifugé (3500rpm, 10min, 4°C) para
la obtencién de plasma.

Ademas se extrajeron ileon, higado, bazo y el masculo gastrocnemius que
fueron pesados y congelados a -80°C hasta su utilizacion. Asi mismo, se
extrajeron el timo y el musculo soleus que fueron pesados Unicamente.

La lesion provocada por la administracion de DSS se manifiesta
principalmente a nivel del colon. Por esta razén este tejido fue el que se estudié
en mayor profundidad.

- Se tom6 una muestra del contenido del colon con objeto de estudiar
las poblaciones bacterianas y la produccion de acidos grasos de
cadena corta (AGCC).

- 0,5 cm del colon se conservaron en solucion de Bouin durante 48h con
objeto de utilizarlas para el analisis histologico.

- 6 cm fueron utilizados para la extraccion de la mucosa intestinal que se
congelé a -80°C hasta su utilizacion con el objetivo de analizar los
cambios en la expresién génica inducidos por el tratamiento con DSS.

- El resto del tejido fue utilizado para la determinacion de la actividad

mieloperoxidasa (MPO) y la concentracién de glutation.
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Aclimatizacion DSS 5% DSS 1% Recuperacion
1 1 | 1 | | |
] 1 I 1 ! I 1
7 5 -3 0 4 9 13
——
[ —1
Control de peso y Control diario de peso, consumo de dieta Sacrificio

Consumo de dieta y de bebida y sintomas

Figura 7-3. Esquema del modelo animal de IBD por DSS utilizado para estudiar
el efecto de los oligosacaridos de leche de cabra.

Evaluacioén del estado de los animales

Desde el comienzo del tratamiento con DSS la presencia de diarrea y
sangre en las heces fue evaluada por dos investigadores que no conocian los

grupos experimentales, siguiendo un sistema de puntuacion:

0: sin sintomas

0,5: diarrea sin sangre

1: diarrea con poca sangre

1,5: diarrea severa sin sangre

2: diarrea severa con poca sangre

2,5: diarrea severa con abundante sangre

Determinacién de la concentracion tisular de glutatién en sus formas oxidada y

reducida:

La determinacién de la concentracion tisular de GSH a nivel de colon se
llevd a cabo por cromatografia liquida de alta resolucion usando deteccion
fluorimétrica (HPLC-FID) (Martin J y col, 1991). Este método permite separar la
forma oxidada del glutation (GSSG) de la forma reducida (GSH) con un Unico
tratamiento de la muestra.

En primer lugar es necesario liberar el glutation del interior de la célula

evitando su oxidacién. Para ello, una alicuota de 100mg de tejido pulverizado en
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nitrégeno liquido se homogenizaron por sonicacion en 2ml de PCA 5% y 50 m de
una solucion quelante de hierro, compuesta por deferoxamina (180nmM) y o-
fenantrolina (180nM) disueltas en tamp6én HEPES 50mM. Tras centrifugar las
muestras (13000g, 20min, 4°C), el sobrenadante se diluyé en funcién de la
concentracion esperada para cada tejido.

Una vez extraido el glutatién se procede a una primera derivatizacién con
acido yodoacético (IAA). A 400m del sobrenadante diluido se le adicionan 20m de
la solucién madre del estandar interno (acido g-glutamil-glutdmico 0,5 mM) y 50 m
de una solucién de IAA (100mM) adicionada de rojo de m-cresol (0,2 mM) como
indicador de pH. Asi, el grupo tiol (SH-) de la molécula de glutation forma el
derivado S-carboximetil que es estable a la oxidacion. A continuacion se ajusta el
pH de cada muestra entre 8,2 y 8,5 mediante una solucion de LiOH 1M. Este es
un paso critico en el protocolo, puesto que una alcalinizacién excesiva (pH>10)
podria provocar la oxidacion del glutation. Una vez ajustado el pH, las muestras
se mantienen a temperatura ambiente y en ausencia de luz durante 30 min.

El siguiente paso consiste en dotar a la molécula de un grupo fluorescente
para que pueda ser detectada por fluorimetria. Para ello se adicionan 500m de
una solucion de cloruro de dansilo (2mg/ml) y las muestras se mantienen durante
60 min a temperatura ambiente y en oscuridad.

Transcurrido este tiempo, se adicionan 2ml de cloroformo con objeto de
eliminar los restos de cloruro de dansilo que no hayan reaccionado. Finalmente la
fase acuosa, que contiene los compuestos a analizar, se pasa a viales de
cromatografia y se analiza por HPLC-FID (Mercier Sy col, 2002). Los resultados

se expresaron en nmol/g de tejido.

Determinacion de la actividad mieloperoxidasa en muestras de colon:

Se llevé a cabo segun el protocolo descrito en el apartado 7.3.1.

Andlisis histolégico

Secciones colénicas de 5mm de espesor se tifieron con hematoxilina y
eosina y fueron analizadas por dos investigadores por separado, que no conocian

los grupos del experimento. En este caso, ademas de puntuar las muestras segun
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el criterio ya citado (apartado 7.3.1) se tomaron microfotografias con un
microscopio Leika DM 5000B.

Estudio de la expresién génica mediante la utilizacion de microarrays (Chip U34)

del genoma de rata

Con objeto de estudiar los cambios inducidos en la expresion génica por el
tratamiento con DSS y si los oligosacaridos eran capaces de revertir estos
cambios, se analiz6 la expresion de genes a nivel del colon, mediante la
utilizacién de microchips. Este sistema consta de unos chips en los que se
encuentran unos 8000 genes de la rata. A partir del ARN de las muestras de
colon, se sintetiza ARNc que se hibrida con el chip, de manera que los genes de
la muestra hibridan con los del chip dando lugar a sefiales fluorescentes cuya

intensidad determina el nivel de expresién del gen (figura 7-4).

a) Preparacion del ARNc:

Las muestras de colon de ratas control-DSS, OS-DSS y control-PF se
utilizaron para extraccion de ARN por el método del Trizol, siguiendo las
instrucciones del fabricante (Invitrogen). Las muestras de ARN se hibridaron con
el chip U34 de Affymetrix, que contiene 8000 genes de la rata.

Una vez extraido el ARN se convirti6 en ARNCc biotinilado. Para ello se
utilizé un método comercial (SuperScript Choice System, Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se utiliz6 un oligo-dT con un sitio de unién para una
T7-ARN polimerasa. Una vez sintetizado el ARNc, el marcaje con biotina se
realiz6 mediante otro método comercial (MEGASscript In vitro Transcription Kkit,
Ambion), utilizando CTP y UTP biotinilados, junto con dNTPs no marcados. Los

nucleétidos no incorporados se eliminaron con columnas RNeasy (Quiagen).

b) Hibridacién y visualizacién:

10nmg de cada ARNCc se fragmentaron a 94°C durante 35 minutos en un
tampon de la siguiente composicion: Tris-acetato pH 8,1 40mM, KOAc 100mM,
MgOAc 30mM. Antes de la hibridacién el ARNc fragmentado se calenté a 95°C
durante 5 minutos en un tampén de hibridacion 6X SSPE-T (6X: NaCl 1M, Tris pH
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7,6 10mM, Triton 0,005%). A continuacion el ARNc se enfrié a 40°C y finalmente
se hibrid6 con el chip de Affymetrix durante 16h a 40°C vy en rotacién constante a
60rpm.

Una vez finalizada la hibridacion el chip se lavé 10 veces con el tampén
SSPE-T. ElI ARNc hibridazo en el chip se tifi6 con un conjugado estreptavidina-
ficoeritrina a 10mg/ml (Molecular Probes) en tampén SSPE-T durante 30 minutos
a 25°C. Finalmente, los chips se leyeron a 560nm usando un escaner (Agilent
Gene Array Scanner, Affymetrix). Las lecturas se analizaron con un programa

informatico (Affymetrix Gene Expresion Analysis Software).
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Figura 7-4. Andlisis de la expresion génica mediante el empleo del chip U34 del genoma de rata.

Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media * error estandar medio (EEM). El
calculo de las diferencias significativas (P<0,05) se realizé de la misma forma
descrita en el apartado 7.3.1, excepto para los resultados de expresion génica
gue se analizaron mediante el programa informatico suministrado por la casa
comercial (Affymetrix Gene Expresion Analysis Software).
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8. PEPTIDOS BIOACTIVOS DE LA LECHE DE CABRA.

8.1 Obtencion de péptidos a partir de las caseinas de la leche de

cabra

El método utilizado para la obtencion de péptidos a partir de proteinas de
leche de cabra, estda ampliamente descrito en la solicitud de patente n°
EP04075587. De forma breve, se partio de leche de cabra desnatada, que se
acidificé hasta pH=3 con objeto de precipitar las proteinas del lactosuero, que
después fueron separadas por centrifugacion. Las caseinas asi obtenidas se
concentraron por evaporacion hasta una concentracion de 10g de proteina por
litro. A continuacion, la caseina se hidroliz6 mediante un enzima comercial
(MULTIFECT P-3000, Genencor) al 1% (1 g de enzima/100g de proteina) durante
3 horas a 55°C. Finalmente la reaccion se par6 mediante calor (10 minutos a
100°C) y la mezcla obtenida fue secada por liofilizacion.

De esta forma se obtuvo un hidrolizado de las caseinas de la leche de
cabra, compuesto por una mezcla de péptidos de un tamafio variable. Este
hidrolizado se sometié a un ensayo de transporte a través de una monocapa de
células Caco-2, segun el protocolo descrito mas adelante (ver apartado 8.2), con
el objetivo de seleccionar so6lo aquellos péptidos que atravesaran la monocapa, y
que por tanto, podrian absorberse a nivel intestinal.

La fraccién recogida en la zona basolateral de los pocillos de la placa de
células Caco-2, fue purificada por cromatografia liquida de alta resolucion con
deteccién por espectrometria de masas (HPLC-MS). Los péptidos resultantes
fueron identificados por microsecuenciacion por la empresa Eurosequence
(Matsudaira P, 1993).

Una vez secuenciados estos péptidos fueron sintetizados (Eurosequence)

y se utilizaron para llevar a cabo los ensayos que se describen a continuacion.

8.2. Ensayo detransporte através del epitelio intestinal

En primer lugar, el hidrolizado obtenido por el sistema anteriormente
descrito, se sometié a un ensayo de transporte utilizando el mismo modelo de

epitelio intestinal descrito en el apartado 7.2.1. En la parte apical de varios
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pocillos se afadio el hidrolizado obtenido disuelto en el tampdn de transporte a
una concentracién de 1 g/ml. Como control se utilizé una solucion de a-metil-
amionoglucoésido en el mismo tampén (100 ng/ml) que estd demostrado que
atraviesa una monocapa de este tipo (Gnoth MJ y col, 2001). Tras 90 minutos de
incubacion a 37°C y 5% de CO; se recogio el volumen de la zona basolateral, que
se concentrd por evaporacion a vacio y se purifico por HPLC-MS.

Por el procedimiento anterior se llegé a la obtencién de 3 péptidos que
probablemente estarian presentes en el hidrolizado inicial y que atravesaban la
monocapa de células Caco-2. Para comprobar si realmente los 3 péptidos
aislados eran capaces de atravesar el epitelio intestinal, cada uno por separado
se sometié a un nuevo ensayo de transporte. 100ng de cada uno de ellos se
disolvieron en 500m del tampon de transporte y se pusieron en la zona apical de 3
pocillos (un péptido por cada pocillo). Como control positivo se utilizé la misma
solucion del ensayo anterior. Tras una incubacién de 90 minutos a 37°C y en
atmosfera con 5% de CO,, se recogio todo el volumen tanto de la zona apical

como de la zona basolateral y se procedié a la identificacion por HPLC-MS.

8.3. Ensayo de actividad antimicrobiana

Varios estudios muestran que algunos péptidos obtenidos a partir de la
leche de vaca tienen actividad antimicrobiana y antiviral (van Hooijdonk AC y col,
2000; Liepke C y col, 2001). Con objeto de comprobar este mismo efecto por
parte de los péptidos obtenidos a partir de las caseinas de leche de cabra se llevé
a cabo un ensayo in vitro similar al que se utiliza para comprobar la sensibilidad
de bacterias frente a antibiéticos (antibiograma). Este ensayo se basa en la
inhibicibn del crecimiento que provocan las sustancias con actividad
antimicrobiana. Cuando estas sustancias difunden en un medio sélido se genera
un gradiente de concentracién que provoca un halo de inhibicién circular, cuyo
diametro indica la potencia antimicrobiana de la sustancia ensayada (figura 8-1).

Para este ensayo se utilizaron 3 cepas de microorganismos patdégenos:
Salmonella typhi, Escherichia coli 89 y Streptococcus mutans. En primer lugar se
prepararon cultivos de estas 3 bacterias en medio Tryptic Soy Broth (TSB)
(Biolife). Una vez que estos cultivos se encontraban en la fase estacionaria (12
horas de incubacién a 37°C), se afiadieron al medio Tryptic Soy Agar (TSA)

(Biolife) a 40-50°C en proporcién 1% (v/v) y el medio con las bacterias se repartio
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en placas de Peyer que se dejaron solidificar. Sobre las placas ya sdlidas se
hicieron unos orificios de 5mm de diametro en los que se depositaron 50 mi de las
siguientes soluciones:
- Ciprofloxacino en suero salino a 0,02 mg/ml.
- Cada uno de los péptidos (P1, P2 y P3) en suero salino en un rango de
concentraciones que fue desde 3 mg/ml hasta 300 mg/ml, es decir, desde
0,15 hasta 15 ng de cada péptido por pocillo.
A continuacion se incubaron las placas a 37°C durante 12 h para que los
péptidos y el antibiético difundieran a través del medio de cultivo. Tras este
tiempo se midieron los diametros de los halos de inhibicién provocados por los

diferentes péptidos y se compararon con el provocado por el ciprofloxacino.

8.4. Ensayos de inmunomodulacién

Una de las caracteristicas mas ampliamente descritas de los péptidos
derivados de la leche de vaca y humana es su capacidad inmuno-reguladora
(Clare AD, 2000). Para comprobar si los péptidos obtenidos a partir de la leche de
cabra tenian propiedades similares se desarrollaron algunos ensayos in vitro, que

se describen a continuacion.

Bacterias
< i
e, Perforacion
37°C, 12h Solidificacion del medio

—

Sustancias a ensayar

.

12h, 37°C

(o)

Halos de inhibicion

Figura 8-1. Esquema del ensayo de actividad antimicrobiana.
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8.4.1. Ensayos de actividad sobre macro6fagos:

Cultivo in vitro de macréfagos de ratdn

Se obtuvieron macréfagos derivados de médula 6sea (BMDM) de ratones
Balb/C de 8 semanas de edad. Para ello los ratones fueron sacrificados por
anestesia profunda mediante inyeccion intraperitoneal de pentotal sodico (50
mg/kg). Inmediatamente después se extrajeron las dos tibias y los dos fémures de
cada raton, de los que se obtuvieron las células totales de la médula 6sea del
raton. Estas células fueron cultivadas durante 7 dias a 37°C y 5% de CO, en un
medio selectivo compuesto por: DMEM alto en glucosa, 20% de suero fetal bovino
y 30% de sobrenadante de células L-929 (fibroblastos de ratén), como fuente de
factor estimulante del crecimiento de macréfagos (M-CSF). Durante estos 7 dias
los precursores de los macrofagos existentes en la médula ésea se desarrollaron,
de manera que transcurrido este tiempo se obtuvo un cultivo confluente de

macroéfagos de raton (Xaus J y col, 2000).

Ensayo de estimulacion de los macréfagos

Los macréfagos obtenidos por el procedimiento anterior se cultivaron en
placas de 24 pocillos, a razon de 500000 células/pocillo y 500m del medio
selectivo para macréfagos. Tras 1h de incubacion para que las células se
adhiriesen al fondo del pocillo, los macrofagos se estimularon durante 24h con los
siguientes compuestos:

- LPS: 100 ng/ml.
- P11, P20 P3: 100 ng/mi
- LPS (100 ng/mi)+ P1, P2 o P3 (100 ng/ml).

Tras 24h se recogieron los sobrenadantes para la determinacién de la
concentracion de citoquinas por métodos de ELISA comerciales (Biosource). Las
células se utilizaron para determinar el porcentaje de células fagociticas, segun el

método descrito a continuacion.
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Ensayo de actividad fagocitica

Este ensayo se basa en la capacidad de los macrofagos de fagocitar
bacterias. Si éstas estan marcadas por fluorescencia, los macréfagos que las han
fagocitado pueden detectarse facilmente por citometria de flujo (Gill HS, 2000).

Se utilizé una cepa de Escherichia coli no patégena transformada con el
vector que expresa la proteina verde fluorescente (GFP). 1ml de un cultivo en
fase estacionaria de esta bacteria se lavé con 1ml de PBS. Posteriormente las
bacterias se resuspendieron en 500m de PBS, de ahi se afadieron 10 ni a las
500000 células de cada pozo y se incubaron 10min a 37°C. Transcurrido este
tiempo se centrifugaron las muestras (2000 rpm, 5min) y tras 2 lavados con PBS,
se afadieron 100m de formaldehido al 4% en PBS para fijar las células.
Finalmente las muestras se analizaron por citometria de flujo, con objeto de

cuantificar el namero de células que habian fagocitado.

8.4.2. Efecto sobre la proliferacion de linfocitos:

Se utilizd6 el protocolo descrito en el apartado 5.1.4, utilizando los
siguientes estimulos:
- Con A (5ng/ml).
- LPS (50ng/ml).
- P1, P20 P3 (100nmg/ml).
- P1, P20 P3 (100my/ml)+ ConA (5ng/ml).
- P1, P20 P3(100nmg/ml)+ LPS (50ng/ml).

8.4.3. Determinacion de actividad antiinflamatoria por inhibicion de

metaloproteasas:

Para determinar si los péptidos P1, P2 y P3 eran capaces de inhibir la
actividad metaloproteasa, se utiliz6 un método comercial de seleccién de
inhibidores de MMP-3 (Oncogene), siguiendo las instrucciones del fabricante. De
forma breve, este método proporciona un sustrato especifico de la MMP-3, que al
ser hidrolizado por el enzima da lugar a un producto coloreado, cuya absorbancia
se puede medir a 415nm. Los péptidos P1, P2 y P3 (100nmg/ml) se incubaron junto

con el enzima y su sustrato durante 1h a 37°C. Como control positivo se utilizé un
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inhibidor proporcionado por el método comercial y como blanco se utilizé el
enzima en ausencia de inhibidor. Transcurrida la hora de incubacién se midi6 la

absorbancia a 415nm cada 2 minutos durante 37 minutos.
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9. ALERGENICIDAD DE LA LECHE DE VACA.

Uno de los principales problemas de la utilizacion de la leche de vaca en
nutricion infantil es la APLV. La leche de cabra ha sido propuesta como sustituto
de la de vaca en nifios que padecen la APLV, pero los resultados no son buenos
en estos niflos porque existe una importante reactividad cruzada, debido a la
similitud de ambos tipos de proteinas (Carroccio A y col, 1999).

Sin embargo, muy pocos estudios han comparado la alergenicidad de las
leches de vaca y de cabra en nifios no sensibilizados frente a la primera. Por esta
razon, el objetivo de nuestro estudio fue analizar la alergenicidad de la leche de

cabra como primera fuente de proteinas tras el destete.

9.1. Analisis comparativo de la alergenicidad de las leches de vaca
y cabra

Aunque no existe un modelo animal ideal para el estudio de la
alergenicidad de un determinado alimento, se utilizd6 uno anteriormente descrito
(Xiu-min Li y col, 1999) que reproduce las caracteristicas de las reacciones de
hipersensibilidad tipo I. La ventaja de este modelo con respecto a otros (Poulsen
OM y col, 1987), es que tanto la sensibilizacibn como la reaccion alérgica se
inducen por ingestion oral, como ocurre en los casos de las alergias alimentarias
humanas.

Los animales fueron sensibilizados frente a las PLV o PLC durante 6
semanas, mediante una dosis semanal de dichas proteinas. Para contrarrestar la
tendencia a desarrollar tolerancia oral se utiliz6 como coadyuvante toxina colérica,
gue esta descrito que favorece la respuesta de tipo Ty2 con produccion de 1gG1
(Snider DP y col, 1994). Ademas se utilizaron ratones Balb/C que tienen una
mayor predisposicion a desarrollar respuestas Ty2 que otras razas de ratdon (Sun
S y col, 2001). Una vez concluida la fase de sensibilizacién se indujo la reaccién
alérgica mediante dos dosis orales de PLV o PLC y ,una vez analizados los

sintomas, los animales fueron sacrificados.
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9.1.1. Evaluacién del estado de los animales:

La presencia de diarrea, uno de los sintomas mas frecuentes de la APLV,
se debe principalmente al aumento de permeabilidad provocado por la respuesta
inmunitaria que desencadenan las proteinas lacteas. Este sintoma fue evaluado
semanalmente y empez6 a aparecer 7 dias después de la primera dosis de
sensibilizacion.

El porcentaje de ratones con diarrea fue superior en los ratones
sensibilizados con leche de vaca que en los del grupo CB (P<0.05) (tabla 9-1). En
todos los casos la diarrea fue leve y no causé pérdida de peso en ningun grupo
(figura 9-1). Tampoco esperdbamos que la diarrea fuera mas severa durante la

fase de sensibilizacion.

Grupo N° de ratones %
C 0/13 0
CT 3/13 23,1
Vv 8/13 61,5
CB 1/13 7,77

Tabla 9-1. N° de ratones con diarrea. La presencia de diarrea fue
evaluada semanalmente y los animales que la sufrieron durante dos
semanas consecutivas fueron considerados casos positivos. C: control,
CT: control toxina, V: ratones sensibilizados frente a leche de vaca, CB:
ratones sensibilizados frente a leche de cabra. *: P<0,05 vs Cy CT. t:
P<0,05 vs V.

peso (g)

50

Figura 9-1. Evolucion del peso de los ratones a lo largo del estudio. Los animales se
pesaron semanalmente. Los valores representan la media + EEM (n=13).
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Tras las 5 dosis de sensibilizacion, los ratones se sometieron a 2 dosis de
choque para desencadenar la reacciéon alérgica. Entre 15 y 30 minutos después
de la dltima de estas dosis, empezaron a aparecer los sintomas, que se evaluaron
mediante un sistema de puntuacion (figura 9-2). El valor medio de la puntuacion
de los sintomas fue significativamente mayor (P<0,05) en el grupo V comparado
con el grupo CB (2,923 + 1.115 vs 1,153 + 1,068), lo cual coincide con lo
observado para la diarrea. Algunos ratones del grupo CT, que no se habian
sensibilizado frente a proteinas de leche, sufrieron sintomas leves (0,615 +
0,506). Esto podria ser debido a reacciones alérgicas leves frente a alergenos de
la dieta, como consecuencia de la inmuno-estimulacion provocada por la toxina
colérica. La puntuacion de los sintomas en el grupo CB no fue estadisticamente
diferente a la del grupo CT.

Estos resultados, junto con el porcentaje de ratones con diarrea, sugieren
una menor sensibilizacion de los ratones del grupo CB y en consecuencia una

reaccion alérgica mas leve tras la dosis de choque.

6 -

5 * 0: sin sitomas

1: picor y enrojecimiento alrededor

c 47 hatied T de nariz y cabeza
58 2: ojos llorosos y pelo erizado
8 37 sone * 3: actividad disminuida y ritmo respiratorio
s :
€ 2 P PYy ligeramente acelerado
03_ 4: respiracion forzada y ruidosa

1+ 00000000 () eoe 5! muerte

O _ cocossscscece 00000 0000

T T T
C CT \Y CcB

Figura 9-2. Puntuacién de los sintomas de hipersensibilidad. Entre 15-30 minutos después de la
segunda dosis de choque se evalu6 el estado de los animales (n=13/grupo) segun el sistema
descrito en el recuadro de la figura. *: P<0,05vs Cy CT. t: P<0,05 vs V.

Una vez evaluados los sintomas y transcurridos 30 minutos desde la
ltima dosis de choque, los animales fueron sacrificados y el intestino se extrajo y
se peso. La relacion peso intestino/peso raton fue significativamente mayor en el
grupo V (0,113 + 0,008) comparado con el grupo CB (0,100 £ 0,009) (P=0,02) y
con el grupo CT (0,098 + 0,004) (P=0.01). Sin embargo no se observo ni edema

ni ulceracién en ninguno de los intestinos. Esto podria indicar una inflamacion
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intestinal leve en el grupo V, lo que coincide con el mayor porcentaje de animales

con diarrea en este grupo.

9.1.2. Papel de los linfocitos en el desarrollo de la APLV:

Esta descrito que los linfocitos y las citoquinas juegan un importante papel
en las enfermedades alérgicas, como por ejemplo en el asma (Lukacs NW, 1994).
Por esta razon decidimos analizar el papel de los linfocitos en este modelo de
APLV. Para ello, el bazo de los ratones se extrajo y a partir de él se aislaron los
linfocitos que fueron cultivados para llevar a cabo ensayos de proliferacion y
conocer su respuesta frente a diferentes estimulos.

Asi, los linfocitos de los ratones del grupo V incrementaron su proliferacion
cuando las PLV se afiadieron al medio de cultivo (figura 9-3). Sin embargo, la
adicién de PLC no provocé un aumento de la proliferacién de los ratones del
grupo CB. El aumento de la proliferacién observado en el grupo V no se puso de
manifiesto ni en el peso ni en el nimero de células del bazo (tabla 9-2), lo cual
indica que los linfocitos que estan sensibilizados frente a las PLV representan un
pequefio porcentaje respecto al total. Probablemente el nimero de linfocitos
sensibilizados frente a PLV seria mayor en los ndédulos mesentéricos, que es
donde se produce el proceso de reconocimiento de la proteina y proliferacion de
linfocitos, cuando los alergenos entran por via oral. Posteriormente estos linfocitos
migran al bazo a través del sistema linfatico, por lo que la composicién de este

organo refleja lo que ocurre en dichos nodulos.

B basal

BpLv

s000; PLC
* Figura 9-3. Ensayo de proliferacion de
linfocitos. Los linfocitos aislados del bazo se
40007 cultivaron en ausencia (basal) o presencia
+ de proteinas de leche de vaca (PLV)
3000 (100mg/ml) o de cabra (PLC) (100ng/ml).

[*H]-timidina (1nCi/ml) se afiadié al medio y
se incubé durante 48h. El grado de
2000 proliferacién se determind segun la timidina
incorporada. Los resultados se expresan
como valor medio de incorporacion de
timidina (cpm) £ EEM (n=13). * P<0,05vs C
y CT, T P<0,05vs V.

1000+

Incorporacion de timidina (cpm)
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Peso bazo (mg) N2 de células (millones)/mg de bazo
CT 100 £ 17 0,53+0,1
\% 104 £ 13 0,60+0,2
CB 96 +21 0,60+0,2

Tabla 9-2. Peso y nimero de células del bazo. Inmediatamente tras el sacrificio se extrajo el
bazo de cada ratén y se pesd. Tras lisar los eritrocitos se hizo un recuento de las células
presentes en el bazo. Los valores representan la media + EEM (n=13).

También se analizé el perfil de citoquinas que producian estos linfocitos en
presencia de un estimulo especifico de linfocitos T (Con A, 5ng/ml), para analizar
qué tipo de repuesta linfocitaria era responsable del desarrollo de la APLV. La
figura 9-4 muestra los resultados mas destacados. Los niveles de IL-4, citoquina
Tw2, fueron significativamente mayores en los linfocitos del grupo V, respecto a
los del grupo CB y CT (figura 9-4A). Ademas, la produccion de IFN-g, citoquina
Tul, fue significativamente inferior en los ratones sensibilizados frente a PLV
(figura 9-4C) respecto a los que recibieron PLC.

Por otra parte, el andlisis de la expresion de citoquinas por RT-PCR,
mostro resultados similares, es decir, una mayor expresion de IL-4 y menor de
IFN-gen los linfocitos del grupo V estimulados con Con A (figura 9-4B y D).

A la vista de estos resultados, parece que la reaccion alérgica se produce
como consecuencia de un desequilibrio de la respuesta inmunitaria hacia Ty2. Los
ratones sensibilizados frente a las proteinas de vaca presentan una mayor
produccion de citoquinas Ty2, mientras que tienen disminuida la respuesta Tyl.
Este efecto no se da en ratones sensibilizados frente a la leche de cabra, lo que

sugiere una menor capacidad de sensibilizacién de las PLC.
9.1.3. Parametros plasmaticos:
Con objeto de estudiar los efectos sistémicos de la sensibilizacion y

posterior reaccion alérgica, se obtuvo el plasma de cada ratén inmediatamente

tras su sacrificio.
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Figura 9-4. Produccién de citoquinas por linfocitos T. Los linfocitos aislados a partir
del bazo se cultivaron durante 48h en presencia o ausencia de ConA (5ng/ml).
Transcurrido ese tiempo se recogieron los sobrenadantes en los que se midio por un
método de ELISA comercial la concentracion de IL-4 (A) e IFN-g (C). Los resultados
se expresan como valor medio (pg/ml) + EEM (n=13). El ARNm de los linfocitos se
extrajo y se utilizé para analizar por RT-PCR la expresion del gen de la IL-4 (B) y del
IFN-g (D). *:P<0,05vs Cy CT. 1: P<0,05vs V.

En el ratén tanto la IgG1 como la IgE tienen la funcién que en el humano
desempefia exclusivamente la IgE. En la superficie de mastocitos y basdfilos,
llamados células efectoras, existen receptores especificos para la fraccion
constante (Fc) de estas inmunoglobulinas. Asi, en un proceso de sensibilizacion
estos anticuerpos especificos frente a la proteina sensibilizante se sintetizan y se
unen a sus receptores en mastocitos y basofilos. Posteriormente, la dosis de
choque desencadena el reconocimiento del antigeno por parte de las
inmunoglobulinas adheridas a las células efectoras, lo que provoca su
entrecruzamiento y la consiguiente desgranulacion de dichas células, con
liberacién de mediadores de los sintomas de la alergia.

Como se muestra en la figura 9-5A, la leche de vaca indujo una mayor
sintesis de IgG1-especificas frente a PLV comparada con los grupos C y CT. Sin
embargo, la leche de cabra no produjo un aumento en la sintesis de IgG1-
especificas frente a PLC. Esto indica una menor capacidad de sensibilizacion de
las PLC, como también se vio anteriormente con la menor proliferacion de
linfocitos inducida por estas proteinas (figura 9-3). Como se observa en la figura,

las 1gG1 especificas frente a leche de vaca también son capaces de reconocer
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PLC, lo que indica una reactividad cruzada entre ambos tipos de proteinas. Los

niveles de IgG1 totales no mostraron diferencias significativas entre los distintos

grupos.

Los niveles plasmaticos de histamina, el principal mediador de los

sintomas de la alergia, fueron significativamente mayores en el grupo V
comparado con los grupos C y CT (figura 9-5B). Sin embargo los niveles de

histamina de ratones sensibilizados frente a PLC fueron similares a los de los dos

grupos control. Este resultado es coherente con la menor concentracion

plasmatica de IgG1 especifica en estos ratones, ya que el reconocimiento del

antigeno por parte de la IgG1 es lo que desencadena la liberacién de histamina.

| |9gG1-PLV
8 |gG1-PLC

Unidades arbitrarias (UA)
-

40
30
20

10
0

[histamina] (ng/ml)

CB

Figura 9-5. Efectos sistémicos de la APLV. (A)
30 minutos después de la segunda dosis de
choque se extrajo el plasma de los ratones y se
determind la concentracion de IgG1l especifica
frente a proteinas de leche de vaca (PLV) o de
cabra (PLC). Los valores representan la media
(unidades de densidad 6ptica) £+ EEM (n=13).
(B) En estas mismas muestras de plasma se
determind la concentracion de histamina (ng/ml)
por un método comercial de ELISA. Los valores
representan la media + EEM (n=13). *:P<0,05 vs
CyCT. 1: P<0,05vs V.

La histamina es uno de los principales responsables de los sintomas de la

alergia, y asi se pudo comprobar en nuestro estudio, ya que los ratones con una

mayor concentracion de histamina fueron también los que tuvieron una mayor

puntuacion en el sistema de evaluacion de los sintomas (r de Spearman=0.520,

P<0.05) (figura 9-6).
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Figura 9-6. Correlacion entre la puntuacion
3e * o oo de los sintomas y la concentracion
plasmética de histamina en ratones
alérgicos a las proteinas de la leche de
vaca o de cabra. La significacién estadistica
(P<0,05) se calculd6 mediante el test de
1ias & PN rsngzr%a"te“ Spearman asi como el coeficiente de
p<0.01 correlacion (). Cada punto negro
representa un raton (n=49).

Puntuacion de los sintomas

0 ne—on ; : ‘
0 20 40 60 80

Concentracién de histamina (ng/ml)

9.1.4. Resumen de los resultados:

Hasta el momento este es el primer estudio animal en el que se compara
la alergenicidad de la leche de vaca y la de cabra en animales al destete, es decir,
no sensibilizados previamente frente a las proteinas de la leche de vaca.

En anteriores estudios se habia evaluado la leche de cabra como
alternativa a la de vaca en nifios con APLV diagnosticada (Carroccio A y col,
1999). Sin embargo los resultados no fueron buenos, debido a la existencia de
reactividad cruzada entre ambos tipos de proteina. Las inmunoglobulinas que
reconocen a las PLV también pueden reconocer a las PLC, y por tanto una vez
que el nifio estd sensibilizado frente a PLV, la leche de cabra no es una
alternativa valida.

Sin embargo, en este estudio se compara la alergenicidad de ambas
leches en animales justo al destete, es decir, que sélo han estado en contacto con
proteinas de la leche de su madre, y que por tanto, no estan sensibilizados frente
a PLV ni PLC.

Como demuestran los resultados, se trata de un modelo de sensibilizacion
por el que administrando a los ratones proteinas alergénicas se consigue
estimular la proliferacién de linfocitos T y desequilibrar la respuesta inmunitaria
hacia el tipo Ty2. Este desequilibrio origina una mayor produccién de IL-4 que,
como es ampliamente conocido (Paul WE, 1999), induce la sintesis de IgG1 por

los linfocitos B.
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Durante las 6 semanas del estudio, la administraciéon de PLV (grupo V)
indujo una sensibilizacion de los ratones que se puso de manifiesto en los
sintomas (diarrea y puntuacion), en la respuesta linfocitaria (proliferacién y
produccion de citoquinas) y en los parametros plasmaticos (IgG1 e histamina). Sin
embargo, las PLC (grupo CB) no indujeron una sensibilizaciéon tan marcada, como
se demuestra por los resultados obtenidos, que fueron en todos los casos muy
similares a los de los ratones no sensibilizados frente a proteinas de la leche

(grupos Cy CT).

9.2. Influencia de la relacion caseinas/proteinas del lactosuero

(C/PL) en la alergenicidad de la leche de vaca.

La composicion proteica de una determinada leche juega un papel
fundamental en su alergenicidad. De hecho, leches de diferentes mamiferos, a
pesar de tener una composicion proteica global similar, tienen diferentes
capacidades de sensibilizacion (Restani P y col, 1999). Por otra parte diferentes
estudios demuestran que la mayoria de nifios que sufren APLV sintetizan
anticuerpos frente a la al-caseina de la leche de vaca (Hill DJ, 1996), lo que
quiere decir que esta proteina es uno de los mas importantes alergenos de la
leche bovina. La leche de cabra, que como se ha visto en el apartado anterior es
menos alergénica, tiene un menor contenido en esta proteina. Por tanto, nos
planteamos si una menor proporcion en caseinas podria reducir la alergenicidad
de la leche de vaca.

Por esta razon, decidimos utilizar el mismo modelo animal del apartado 9.1
para evaluar la alergenicidad de una leche de vaca con menor contenido en
caseinas. Para ello, manteniendo la concentracion proteica global se modifico la
relacion C/PL desde un valor inicial de 80/20 a un valor 40/60, que es el mismo de
la leche materna. En este caso, y una vez comprobado que no habia diferencias
importantes entre los grupos C y CT, se utilizé sélo el control con toxina colérica
(CT).
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9.2.1. Modificacion de larelacién C/PL de laleche de vaca:

La adicién de proteinas del lactosuero a una leche de vaca (apartado
5.2.1.) dio como resultado una leche con la misma concentracion proteica pero
diferente relacion C/PL. Como se muestra en la figura 9-7, el analisis de las
proteinas de ambas leches por SDS-PAGE dio como resultado un menor
contenido en caseinas de la leche modificada, mientras que el contenido en
proteinas del lactosuero fue mayor que el de la leche de vaca. Sin embargo, el
contenido proteico global, determinado por el método Kjeldhal, fue el mismo en
las dos leches (29,4 + 1,0 para la leche de vaca nativa y 29,0 £ 1,0 para la leche

modificada).

\% CPL VM

Figura 9-7. SDS-PAGE de Ilas

proteinas (25ngy de proteinas/muestra)

de dos muestras de leche y de un

concentrado de proteinas del

- lactosuero utilizado para modificar la
b7 s relacion C/PL de la leche de vaca. Las

Mot | bandas de proteinas se muestran en
p— b, et orden creciente de peso molecular. V:
: leche de vaca nativa, CPL:
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9.2.2. Evaluacion del estado de los animales:

El porcentaje de ratones en los que se observd diarrea dos veses
consecutivas se muestra en la tabla 9-3. En el grupo V la frecuencia de diarrea
fue significativamente superior que en los grupos CT y VM. Aungue, como ya
ocurrio en el experimento descrito anteriormente (ver apartado 9.1.1), la diarrea
fue en todos los casos leve y no afectd al peso de los animales.

La relacion peso intestino/peso raton confirm6 una leve inflamacion
intestinal, sin ulceracion ni edema, en los ratones del grupo V (0,12 + 0,01 vs 0,10

*+ 0,01 para CT y VM), lo que coincide con la mayor frecuencia de diarrea en este

grupo.

134



Resultados

El estado de los animales, evaluado durante los 30 minutos posteriores a
la segunda dosis de choque (figura 9-8), muestra que los animales del grupo V
fueron los que tuvieron sintomas mas graves, con una puntuacion media
significativamente mayor que la de los grupos CT (3,1 + 1,1 vs 0,6 £ 0,5). Sin

embargo la puntuacion de los animales del grupo VM (1,1 = 0,1) fue

significativamente menor que la del grupo V, pero no diferente respecto a la del

grupo CT.
Grupo N° de ratones %
CT 1/8 125
Y% 5/8 62,5
VM 2/8 25"

Tabla 9-3. N° de ratones con diarrea. La presencia de diarrea fue evaluada semanalmente y los
animales que la sufrieron durante dos semanas consecutivas fueron considerados casos positivos.
CT: control toxina, V: ratones sensibilizados frente a leche de vaca, VM: ratones sensibilizados
frente a leche de vaca modificada. *: P<0,05 vs CT. t: P<0,05 vs V.

6 -
] * Figura 9-8. Puntuacion de los sintomas de
S 47 Laadad T hipersensibilidad. Entre 15 y 30 minutos
'C después de la segunda dosis de choque se
g 37 baad ¢ evalué el estado de los animales segun el
§ 2 ° . sistema descrito en el apartado 5.1.2. Cada
o punto representa a un raton. *; P<0,05 vs
1 -1 eeeee 00000 CT. 1: P<0,05 vs V.
0 1 eee ()
1 1 |
CT \% VM

9.2.3. Respuesta de los linfocitos:

Como ya se vio en el apartado anterior (9.1.2) los linfocitos juegan un
papel muy importante en este modelo animal de atopia. La figura 9-9, muestra
gue los linfocitos de los ratones sensibilizados frente a la leche de vaca nativa,
aumentaron su indice de proliferacion cuando las PLV fueron afiadidas al medio
de cultivo. Sin embargo, el indice de proliferacion de los linfocitos CT y VM no se
modifico significativamente en presencia de PLV. Esto indica que la leche de vaca

nativa tiene una mayor capacidad de sensibilizacion de linfocitos que la leche de
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vaca modificada. Aunque, como ya se comentd anteriormente, el nimero de
linfocitos sensibilizados frente a las PLV a nivel del bazo supone un pequefio
porcentaje respecto al total. De ahi que el indice de estimulacién sea bajo y que

no se modificara el peso ni el numero de células del bazo.
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Figura 9-9. Ensayo de proliferacion de linfocitos. Los linfocitos aislados del bazo se cultivaron en
ausencia (basal) o presencia de proteinas de leche de vaca (PLV) (100ng/ml) o de cabra
(100nmy/ml). [*H]-timidina (1nCi/ml) se afiadié al medio y se incubé durante 48h. El grado de
proliferacién se determiné segln la timidina incorporada. Los resultados se expresan como valor
medio del indice de proliferacién + EEM (n=8). *: P<0,05 vs CT. 1: P<0,05 vs V.

El andlisis del patron de citoquinas expresado no mostr6 en este caso
diferencias significativas entre los linfocitos de los distintos grupos. La produccion
de IL-4 fue superior en el grupo V, pero no alcanzé diferencia significativa
(P=0,07) (datos no mostrados). Por tanto, el desplazamiento hacia una respuesta
linfocitaria de tipo Ty2 que se observo en el experimento anterior, no fue tan

evidente en este caso.

9.2.4. Parametros plasmaticos:

A pesar de que la respuesta de linfocitos no se modificé de forma evidente
si se manifestaron los efectos sistémicos de la sensibilizacion y posterior reaccion
alérgica. Asi, la figura 9-10A muestra los niveles de IgG1-especifica frente a PLV
en los ratones de diferentes grupos. Se observa que la sensibilizacion de ratones
frente a leche de vaca con una relacion C/PL 80/20 indujo una produccion
sistémica de IgGl-especificas frente a PLV significativamente superior a la de los
grupos CT y VM. Ademas los niveles plasmaticos de histamina en el grupo V
fueron también significativamente mayores que los de los grupos CT y VM (figura
9-10B).
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Figura 9-10. Parametros plasmaticos. (A)
30 minutos después de la segunda dosis
de choque se extrajo el plasma de los
ratones y se determind la concentracion
de IgG1 especifica frente a proteinas de
leche de vaca (PLV). Los valores
representan la media (unidades de
densidad o6ptica) + EEM (n=8). (B) En
estas mismas muestras de plasma se
determiné la concentracion de histamina
(ng/ml) por un método comercial de
ELISA. Los valores representan la media +
desviacion estandar. *:P<0,05 vs CT. f:
P<0,05vs V.

Como ya ocurrié en el experimento anterior (ver 9.1.3) los ratones con una

mayor concentracion plasmética de histamina fueron los que tuvieron una

puntuacion de los sintomas mas alta (figura 9-11). Este resultado vuelve a

demostrar que en este modelo la histamina es responsable de los sintomas de la

reaccion alérgica.

Puntuacion sintomas
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2 L 2
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Concentracién histamina (ng/ml)

Figura 9-11. Correlacion entre la
puntuacion de los sintomas y la
concentracion  plasmatica  de
histamina en los tres grupos del
estudio (CT, V, VM). La
significacion estadistica (P<0,05)
se calcul6 mediante el test de
Spearman asi como el coeficiente
de correlacion (r). Cada punto
negro representa un raton (n=21).
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9.2.5. Resumen de los resultados:

En este experimento se demuestra la importancia de la relacién C/PL en la
alergenicidad de la leche de vaca. La leche de vaca nativa, con una relacion C/PL
de 80/20 tiene una mayor capacidad de sensibilizar a los ratones en el modelo de
APLV utilizado.

De nuevo la mayor capacidad de sensibilizacién de la leche de vaca no
modificada se puso de manifiesto en el mayor porcentaje de ratones con diarrea 'y
en la puntuacién de los sintomas de la reaccion alérgica. Ademas, los linfocitos de
los ratones del grupo V aumentaron su proliferacién en presencia de PLV, lo que
también indica que estaban mas sensibilizados que los del grupo VM.

Sin embargo, en este caso el desequilibrio de la respuesta linfocitaria no
fue tan claro como en el estudio anterior. Esto podria deberse a que el nUmero de
ratones utilizado fue inferior (n=8 frente a n=13), y quizas insuficiente para ver
diferencias significativas en el patrén de citoquinas de los linfocitos, aunque que si
se observd una tendencia hacia una mayor respuesta Ty2 en los linfocitos del
grupo V (P= 0,07 vs VM).

No obstante, aunque con los datos obtenidos a nivel de bazo no sea muy
evidente, los parametros plasmaticos (produccién de IgGl y de histamina)
mostraron que si se indujo una mayor respuesta sistémica en ratones
sensibilizados frente a leche de vaca 80/20 respecto a los que recibieron leche de
vaca 40/60.

9.3. Influencia de la APLV sobre posteriores fenémenos de alergia.

En este apartado el objetivo fue ir un poco mas alla del fenébmeno de
APLV vy evaluar la influencia de éste sobre posteriores fenémenos de alergia, ya
gue se ha demostrado que los nifios que padecen APLV tienen una mayor
probabilidad de sufrir posteriores fenébmenos de alergia frente a alergenos
diferentes a las PLV (Guillet G y col, 1992).

Con este objetivo en una primera fase del estudio los ratones se hicieron
alérgicos a las PLV. Una vez que los ratones habian sido sensibilizados, en una
segunda fase los animales recibieron por via oral una proteina de elevada
alergenicidad (ovoalbumina, OVA), para comprobar si la inmuno-estimulacion

provocada por la fase de sensibilizaciéon frente a PLV influia en que los ratones
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reaccionaran frente a dicha proteina. De esta forma podriamos comprobar si la
menor alergenicidad de la leche de cabra influia también en posteriores

sensibilizaciones.

9.3.1. Induccién de sensibilizacion frente a proteinas lacteas:

Aunque ya se habia comprobado que la pauta de sensibilizacién utilizada
provocaba APLV en los ratones, la mitad de los animales de este estudio se
sacrificaron a los 42 dias, antes de administrar la OVA, para confirmar que el
modelo habia funcionado.

En la tabla 9-4 se recogen los principales resultados obtenidos durante
esta primera fase del estudio. Los resultados fueron muy similares a los descritos
en el apartado 9.1, con un aumento de los niveles plasmaticos de IgG1 especifica
frente a las proteinas lacteas significativamente mayor en el grupo V respecto al
CB. De nuevo se observo un desequilibrio hacia una respuesta T2 en los ratones
del grupo V, como se demuestra por la mayor concentracion plasmatica de IL-4 y
menor de IFN-g Por tanto, se puede concluir que los ratones del grupo V
mostraron estar sensibilizados frente a las PLV, mientras que la sensibilizacion

inducida por la leche de cabra fue menor.

Grupo Puntuaciéon  [IlgGl-especifica] (D.O.) [IL-4] plasma  [IFN-g] plasma (pg/ml)

(pg/ml)
CT 0,65+0,48 0,049 £ 0,013 1,16 + 0,17 70,06 + 10,17
\% 3,26 £ 1,07* 0,295 + 0,192* 79,02 +12,2* 106,3 + 11,8*
CB 1,12 + 0,99t 0,055 £ 0,04t 1,12 £ 0,100t 204,2 £ 25,1t

Tabla 9-4. Resultados de la primera etapa del estudio en la que se sensibilizé a ratones frente a
PLV (grupo V) o PLC (grupo CB). Los valores representan la media + EEM (n=8).

9.3.2. Influencia sobre la sensibilizacién frente a otros alergenos:

Una vez que se los animales se habian sensibilizado frente a las proteinas
de la leche, se les puso en contacto con otra proteina altamente alergénica (OVA)
mediante una dosis oral de dicha proteina. A los 15 dias, y con objeto de
comprobar si los ratones se habian sensibilizado frente a la OVA, se administro
una dosis de choque intraperitoneal con esta misma proteina y se observaron los

sintomas de los animales.
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Los sintomas de la reaccion alérgica fueron significativamente mas graves
en el grupo V con una puntuacion media de (3,75 * 0,957) respecto al grupo
control (0,76 = 0,251) y CB (1,86 £ 0,752). Este resultado indica que se produjo
una reaccion alérgica mas grave en el grupo V, lo que sugiere una mayor
sensibilizacién frente a OVA que en el grupo CB.

Tras el sacrificio se determind la concentracion plasmatica de 1gG1l
especificas frente a OVA. La figura 9-12 muestra como los ratones control, que no
sufrieron sensibilizacion frente a ninguna de las proteinas de la leche, apenas
sintetizaron IgGl frente a OVA. Sin embargo, en los grupos V y CB la
concentracién plasmatica de estas Ig fue significativamente superior, lo que
sugiere una influencia de la sensibilizacion frente a las proteinas de la leche en
posteriores procesos de sensibilizacién. De acuerdo con la mayor gravedad de los
sintomas, los ratones del grupo V mostraron una concentracion plasmatica de

IgG1- OVA especifica significativamente mayor que los del grupo CB.
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Figura 9-12. Concentracion plasmatica de IgG1 especifica frente
a OVA. 30 minutos después de la dosis de choque
intraperitoneal con OVA se extrajo el plasma de los ratones y se
determino la concentracion de IgG1 especifica frente a OVA. Los
valores representan la media + EEM (n=8). * P<0,05 vs CT, t
P<0,05vs V.

9.3.3. Resumen de los resultados:

Durante el proceso de sensibilizacion frente a un alergeno, el sistema
inmunitario esta normalmente estimulado, y por esta razén se facilita la
sensibilizacién frente a otros alergenos que en ese momento estdn en contacto
con el organismo.

Asi, durante el proceso de sensibilizacion frente a las proteinas de la leche

los ratones entraron en contacto con la OVA, y una sola dosis de esta proteina
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provocé la sensibilizacion. A pesar de que se han analizado muy pocos
parametros, los resultados sugieren que la menor sensibilizacién provocada por
las proteinas de la leche de cabra, tuvo una cierta influencia en el desarrollo de
alergia frente a otros antigenos.

Se trata de unos resultados muy preliminares, pero que sugieren la
importancia de la APLV en posteriores fendmenos de alergia. Evitando la
sensibilizacién del recién nacido frente a las proteinas de la leche de vaca se
podria conseguir reducir la incidencia de otros fenémenos de alergia en edades

mas avanzadas.

9.4. Hidrolisis de las proteinas lacteas por probiéticos y efectos

sobre su alergenicidad.

La alternativa a la leche de vaca mas utilizada en nifios con APLV consiste
en férmulas infantiles con las proteinas hidrolizadas enzimaticamente, de manera
que el tamafio de los péptidos no sea suficiente para inducir una sensibilizacion.
En funcibn de que el tratamiento empleado sea m&s o menos intenso, se
obtendran férmulas extensamente hidrolizadas o bien parcialmente hidrolizadas
(ver apartado 4.1.3). La diferencia entre ambos tipos de férmulas radica en el
tamafo de los péptidos finales, de manera que en el primer caso éste es tal que
ni inducen sensibilizacion ni tampoco tolerancia, mientras que en el segundo caso
los péptidos si inducen cierta tolerancia, pero existe un riesgo de sensibilizacion.

Dado que las bacterias probioticas tienen enzimas proteoliticas decidimos
hidrolizar las proteinas de la leche de vaca utilizando estas bacterias y
comprobar la alergenicidad del hidrolizado resultante. Ademas diferentes estudios
sugieren un posible papel beneficioso de los probiéticos en la APLV (Moro Ge y
col, 2002), y por ello se analiz6 también el efecto de la simple presencia de

probiéticos sobre la sensibilizacion frente a las PLV.

9.4.1. Hidrdlisis enziméticay por probioticos de las proteinas de laleche de
vaca:
Tras someter a la leche de vaca a una hidrolisis enzimética o por
probidticos, se analizé la distribucién de pesos moleculares de los hidrolizados

resultantes por cromatografia de exclusién por tamafio (SE-HPLC).
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La figura 9-13 muestra los resultados, en los que se puede ver cémo la
hidrélisis enzimatica (VH) fue méas extensa que la conseguida con bacterias
probidticas (VF). La diferencia es que en el segundo caso el grado de hidrolisis
fue menor, de manera que, aunque el peso molecular de aproximadamente el
80% de los péptidos obtenidos fue menor de 1000 Da, hubo un 20% de péptidos
entre 6000 y 1000 Da. Sin embargo, en el caso de la leche hidrolizada
enzimaticamente mas del 98% de los péptidos estaban por debajo de 1000Da. En

ambos casos hubo un 1% de péptidos por encima de 6000 Da.

VF >6000Da 6000-1000 Da <1000 Da
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Figura 9-13. Andlisis de la distribucion de pesos moleculares
de los productos obtenidos por hidrélisis enziméatica (VH) o por
probidticos (VF). Se utilizd cromatografia de exclusiéon por
tamafio (SE-HPL).

9.4.2. Evaluacion del estado de los animales:

Tras la dosis de choque los ratones sensibilizados frente a PLV (grupo V)
fueron los que tuvieron unos sintomas mas graves, con una puntuaciéon media
mayor que la del resto de grupos (figura 9-14). Los ratones que recibieron PLV sin
hidrolizar junto con probiéticos (grupo V+PRO) tuvieron una puntuacion mas alta

gue el control pero ligeramente inferior a la del grupo V. Los animales que
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recibieron proteinas hidrolizadas bien con probiéticos (grupo VF) o por accién de
enzimas comerciales (grupo VH) fueron los que mostraron unos sintomas mas
leves tuvieron sintomas mas leves. Por tanto, los sintomas de la reaccién alérgica
fueron més graves en el grupo V, pero también se manifestaron en el resto de

grupos sensibilizados, especialmente en el grupo V+PRO.

Figura 9-13. Puntuacién de los
sintomas de hipersensibilidad. Entre

S 4- 15-30 minutos después de la
‘S segunda dosis de choque se evalué
%‘ 31 el estado de los animales segun el
IS sistema descrito en el apartado 5.1.2.
0:3 27 Los valores representan la media +
1_ EEM (n=8) * P<0,05 vs CT. *:
P<0,05 vs V.
0,

V+PRO VF

9.4.3. Parametros plasmaticos:

La leche de vaca no hidrolizada indujo un aumento de los niveles de 1gG1
especifica para PLV comparado con el resto de grupos (figura 9-15A). Sin
embargo, la hidrélisis por probidticos y por el enzima comercial redujo la
capacidad de sensibilizacion de la leche, como se observa por los niveles de 1IgG1
especifica, que fueron significativamente inferiores a los observados en los
grupos V'y V+PRO. En el caso del hidrolizado por probiéticos los niveles de esta
inmunoglobulina ni siquiera mostraron diferencias con respecto a los de ratones
no sensibilizados (grupo CT).

Los niveles plasmaticos de IgE total (el método de ELISA no fue lo
suficientemente sensible como para detectar las IgE-PLV especificas) también
fueron mas elevados en los ratones de los grupos que recibieron leche no
hidrolizada (figura 9-15B). Estos resultados sugieren una induccion de la
respuesta Ty2 por la leche de vaca no hidrolizada, que no se observo tras la
hidrdlisis proteica por los dos métodos utilizados.

Para confirmar esta hipotesis se determinaron los niveles plasmaticos de
IL-4, citoquina T2 (figura 9-15C). Se observaron niveles muy elevados de IL-4 en

el grupo V, lo que confirma la induccion de la respuesta T2 antes comentada. Sin
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embargo, los niveles de esta citoquina en los grupos V+PRO, VF y VH fueron
significativamente menores respecto a los del grupo V. por los valores de 1gG1
especifica e IgE, cabria esperar una mayor induccion de la respuesta T42 en el
grupo V+PRO, pero probablemente la presencia de los probioticos en la leche
administrada a los ratones de este grupo habria favorecido el equilibrio entre las
respuestas Tyl y Th2, ya que las bacterias estimulan la respuesta Ty1.

Los ratones de los grupos V y V+PRO, que mostraron una respuesta
sisttmica méas importante (mayores niveles plasmaticos de 1gG1 e IgE) y unos
sintomas mas graves, fueron los que tuvieron mayores niveles plasmaticos de
histamina (datos no mostrados). Este resultado demuestra una vez mas que la

histamina es el principal mediador de los sintomas en nuestro modelo de APLV.
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9.4.4. Resumen de los resultados:

El objetivo de este estudio era analizar si la hidrdélisis de las proteinas de la
leche de vaca por bacterias probidticas reducia la alergenicidad de las mismas, y
comparar esta hidrélisis con el proceso enzimatico normalmente utilizado en la

elaboracion de formulas infantiles hipoalergénicas. Ademas se quiso analizar si la
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presencia de probidticos tenia alguna influencia sobre el proceso de
sensibilizacién frente a PLV.

La hidrélisis de las PLV, por los dos métodos utilizados, redujo el tamafio
de las proeteinas, de manera que la mayoria de los péptidos obtenidos tenian un
peso molecular inferior a 1000 Da. La capacidad de sensibilizacion disminuy6 de
forma significativa como consecuencia de esta hidrolisis, y de ahi que las
concentraciones plasmaticas de IgG1-PLV especifica y de IgE total fueran
inferiores en los dos grupos sensibilizados frente a proteinas hidrolizadas.
Desgraciadamente no se pudo analizar la respuesta de los linfocitos del bazo
frente a las PLV.

A pesar de que el grado de hidrdlisis fue superior en la leche tratada
enzimaticamente, los resultados obtenidos para los grupos VH y VF fueron muy
similares. La explicacion de este hecho podria estar en el efecto que ejercen los
probioticos sobre el proceso de sensibilizacion. De hecho, en el grupo V+PRO no
se observa una mayor produccién de IL-4, algo que si fue evidente cuando los
ratones se sensibilizaron con leche de vaca no hidrolizada en ausencia de
probidticos. Asi, estas bacterias podrian equilibrar la respuesta inmunitaria,
evitando el desplazamiento hacia Ty2, y este efecto podria contribuir a la
reduccion de la sensibilizacion en los ratones que recibieron leche hidrolizada por
los probidticos. No obstante la simple presencia de probioticos (grupo V+PRO),
aunque facilit6 una respuesta alérgica ligeramente inferior, no parece ser
suficiente para reducir la alergenicidad de la leche de vaca, probablemente
porque la dosis administrada no consiguid alterar la flora bacteriana de los
ratones.

Por otra parte, la presencia de un mayor nimero de péptidos con un peso
molecular superior a 6000 Da en la leche hidrolizada por bacterias podria haber
inducido una cierta tolerancia de los ratones a las PLV, lo que también podria

contribuir a que la reaccion alérgica tras la dosis de choque fuese mas leve.
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10. EFECTO DE LA LECHE DE CABRA SOBRE EL SISTEMA
INMUNITARIO.

10.1. Comparacion del efecto de dietas a base de leche de vaca o de

cabra sobre el sistema inmunitario del ratén

En el apartado anterior (ver 9.1) se demuestra que la leche de cabra tiene
una menor capacidad de sensibilizacién que la de vaca. Evidentemente esta
menor alergenicidad esta relacionada con la composicion proteica, pero dada la
influencia de la dieta sobre la funcién del sistema inmunitario (Chandra RK, 2004),
nos planteamos si algin componente de la leche de cabra podia tener
propiedades inmuno-reguladoras, que permitieran un mejor equilibrio de la
respuesta inmunitaria.

Por ello decidimos preparar dos dietas que cumplieran los requisitos para
animales de experimentacion, pero cuyos componentes derivaran de las leches

de vaca o de cabra.

10.1.1. Dietas y evolucion del peso de los animales:

Partiendo de leche de vaca o de cabra en polvo y tras la incorporacion de
diferentes nutrientes, se consiguieron dietas cuyos componentes derivaban
mayoritariamente de la leche de vaca o de cabra, pero cuya composicién global
se ajustaba a las recomendaciones del Instituto Americano de Nutricién (Reeves
PG y col, 1995) para animales de experimentacion (ver tablas 6-1 y 6-2).

La alimentacion de ratones con estas dietas permitié un desarrollo normal
de los animales, ya que la evolucién del peso (figura 10-1) no fue diferente en los
grupos V y CB respecto al control que consumié dieta estandar (C). Por tanto
podemos asumir que las dietas cubrieron los requerimientos nutricionales de los

ratones empleados en este estudio.
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Figura 10-1. Evolucion del peso de los ratones alimentados con dietas estandar
(C), a base de leche de vaca (V) o de cabra (CB). Los ratones se pesaron dos
veces por semana. Los valores representan la media + EEM (n=8).

10.1.2. Efecto de las dietas sobre la respuesta linfocitaria:

Proliferacién de linfocitos

Los estimulos de la proliferacion utilizados en este caso fueron mitégenos
de linfocitos T (ConA) o B (LPS) ya que estos ratones no habian sido
sensibilizados frente a ninguna proteina en concreto.

La presencia de estos estimulos en el medio de cultivo indujo un aumento
de la proliferacion tanto de linfocitos T como B en los 3 grupos estudiados (figura
10-2). No se observaron diferencias significativas en la proliferacion de linfocitos
B, aunque si hubo una tendencia de los linfocitos del grupo V a proliferar més en
presencia de LPS (P=0,08 vs C, P=0,1 vs CB). La proliferacién de los linfocitos T
en el grupo alimentado con la dieta a base de leche de vaca si fue
significativamente mayor que en el grupo CB, pero no alcanzd significacion
respecto al grupo control.

Estos resultados parecen apuntar a que uno o varios componentes de la
leche de vaca podrian tener propiedades inmuno-estimulantes. Sin embargo, este

efecto no se observa en la leche de cabra, en la que la proliferaciéon de linfocitos
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tanto T como B fue inferior y similar a la de los ratones alimentados con una dieta

estandar.

Figura 10-2. Proliferacion de los
linfocitos de ratones alimentados
con una dieta control (C), a base de
12000 - leche de vaca (V) o de cabra (CB).
Los linfocitos aislados del bazo se
10000 | cultivaron en ausencia (basal) o
* presencia de estimulos especificos
8000 - t x de linfocitos T (Con A) (5ng/ml) o B

* (LPS)  (50mg/ml).  [°H]-timidina
6000 - % * (AnCi/ml) se afiadi6 al medio y se
incubé durante 48h. El grado de
4000 + proliferacién se determiné segun la
timidina incorporada. Los
resultados se expresan como valor
medio de incorporacion de timidina
0" (cpm) + EEM (n=8). * P<0,05 vs

¢ v cB basal, ¥ P<0,05 vs V.

W Basal @ ConA O LPS

2000 -

Incorporacién de timidina (cpm)

De acuerdo con estos resultados, el nimero de células que componen el
bazo (expresado como millones de células/mg de bazo) fue ligeramente superior
en el grupo V respecto a los grupos Cy CB (1,13 + 0,35 vs 0,92+ 0,35en Cy 0,87
+ 0,35 en CB), aunque no llegé a alcanzar significaciéon estadistica (P=0,1 vs C,
P=0,06 vs CB).

Perfil de citoquinas producido por los linfocitos

Con objeto de comparar el efecto de los componentes de las leches de
vaca y cabra sobre el perfil de citoquinas producido por los linfocitos, se midieron
las concentraciones de estos compuestos en el sobrenadante de un cultivo de
linfocitos T (ConA). La figura 10-3 muestra las concentraciones de IL-2 e IL-4
como representantes de las repuestas Tyl y Ty2 respectivamente. La IL-2
también juega un papel clave en la proliferacion de linfocitos, por lo que podria
relacionarse su produccion con los resultados comentados anteriormente (figura
10-2).

No hubo diferencias significativas en el perfil de citoquinas producido por
los linfocitos T, aunque si se observa una clara tendencia en los ratones
alimentados con la dieta a base de leche de cabra, a una menor produccion de IL-
4 respecto al grupo V (P=0,06) lo que indica menor predisposicion a desarrollar

respuestas de tipo Ty2, que son las responsables de las alergias.
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No se observaron diferencias en la respuesta Tyl como se puede observar
en la produccion de IL-2, que fue similar en los grupos V y CB. Esta Ultima
citoquina tampoco parece ser responsable del ligero aumento en la proliferacion

de los linfocitos del grupo V.

IL-4 (T,2) IL-2 (T,1)
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Figura 10-3. Produccién de citoquinas por linfocitos T. Los linfocitos aislados a partir del bazo se
cultivaron durante 48h en presencia de ConA (5ng/ml). Transcurrido ese tiempo se recogieron los
sobrenadantes en los que se midié por un método de ELISA comercial la concentracion de IL-4, IL-
2. Los resultados se expresan como valor medio (pg/ml) £ EEM (n=8).

10.1.3. Parametros plasmaticos:

El andlisis de los niveles plasmaticos de inmunoglobulinas dio como
resultado una menor concentracién de IgG e IgG1l en la sangre de ratones
alimentados con la dieta a base de leche de cabra (figura 10-4). El resto de las
inmunoglobulinas se encontraron en concentraciones similares en todos los
grupos.

De los resultados obtenidos al analizar los niveles plasmaticos de
citoquinas, el resultado méas destacado fue la mayor concentracion de IL-10 en el
plasma de los ratones del grupo CB (figura 10-5). La IL-10 es una citoquina Ty3
con un importante papel inmuno-regulador. Esta citoquina inhibe tanto la
respuesta Ty2 como la Tyl y podria ser responsable de la menor concentracion

de inmunoglobulinas en el plasma de los ratones de este grupo.
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Figura 10-4. Concentracion plasmatica de inmunoglobulinas. Inmediatamente tras el sacrificio se
extrajo sangre de los animales. A partir de ella se obtuvo el plasma en el que se determinaron, por
métodos de ELISA comerciales, las concentraciones de IgG e IgG1. Los resultados se expresan
como valor medio (ng/ml) £ EEM. * P<0,05 vs C; t P<0,05 vs V.
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10.1.4. Efectos sobre los lactobacilos y bifidobacterias de la flora intestinal:

Las bacterias que componen la flora intestinal dependen en gran medida
de la dieta. Por esta razén se recogieron heces de los ratones a distintos tiempos
y se analizo el efecto de las dietas a base de leche de vaca y de cabra sobre el
crecimiento lactobacilos y bifidobacterias.

A dia 0 el nimero de lactobacilos y bifidobacterias en las heces de los
ratones no mostré diferencias significativas entre los grupos analizados (tabla 10-
1). Sin embargo a dia 30 se observd un aumento del nimero de bifidobacterias
en las heces de los ratones del grupo CB respecto a dia 0. En los grupos Cy V, al
contrario de lo que ocurrié en CB, se produjo un ligero descenso en el nimero de
bifidobacterias a dia 30.

En cuanto a los lactobacilos, tras 30 dias de alimentacion con las

diferentes dietas, el numero de bacterias disminuyé en los 3 grupos y
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especialmente en el grupo CB. Este descenso no es coherente con el aumento de
bifidobacterias observado, porque las condiciones de crecimiento de ambos tipos
de bacterias son similares. Podria ser debido a algiin componente de la dieta de

cabra que tuviera un efecto prebidtico selectivo de las bifidobacterias.

dia0
Lactobacilos Bifidobacterias
C 10,51 10,51
V 10,15 10,28
CB 10,63 10,28
dia 30
Lactobacilos Bifidobacterias
C 9,60 10,19
V 9,30 9,71
CB 8,77 10,69

Tabla 10-1. Recuento de lactobacilos y bifidobacterias
en las heces de los ratones. Se tomaron heces adia 0y
dia 30 que se cultivaron en medios especificos. Se
recogieron las heces de cada grupo de manera
conjunta y por ello se representa un Unico valor, sin
posibilidad de hacer estadistica. Los resultados se
expresan en log cfu/g de heces.

En las mismas muestras de heces de los ratones se determind la
concentracion de IgA (ng/mg de heces). A dia 0 no se observo diferencia entre los
3 grupos, pero tras 30 dias de alimentacion con las distintas dietas la
concentracion de IgA en las heces de los ratones aumenté en los grupos C y V,
pero disminuyd en el grupo CB. Al tener un Gnico valor no se pudo hacer
estadistica, pero parece un dato en el que habria que profundizar por la
importancia de la IgA en la defensa frente a antigenos y microorganismos

patdégenos.
10.1.5. Resumen de los resultados:

A la vista de estos resultados no parece que ni la dieta de vaca ni la de
cabra tengan un efecto marcado sobre el sistema inmunitario. Las diferencias

observadas no han sido importantes, aunque cabria destacar el aumento de IL-10

provocado por la dieta a base de leche de cabra. Esta citoquina inhibe tanto la

152



Resultados

respuesta Tyl como Ty2, lo que sugiere una cierta capacidad inmuno-moduladora
de la leche de cabra.

En los ratones del grupo CB se observo una menor produccién de IL-4 por
linfocitos T, que podria ser responsable de la menor produccion de 1gG e IgG1.
Este resultado concuerda con la menor capacidad de sensibilizacién de la leche
de cabra comentada en el apartado anterior (ver apartado 9.1). La menor
concentracion de IgA en las heces de los ratones podria ser negativa en la
defensa frente a infecciones, aunque este dato debe ser confirmado por otros
estudios, ya que se dispone de un unico valor. No obstante, esta dieta podria
tener también un efecto bifidogénico, interesante en la prevencion de infecciones
intestinales.

En cuanto a la leche de vaca parece que tiene propiedades inmuno-
estimulantes en general, por la mayor proliferacion linfocitaria. Concretamente
parece que estimula la respuesta de tipo Ty2, lo que concuerda con su mayor
capacidad de sensibilizacion. De todas formas ni este ni los demas efectos
comentados son claros, son solo tendencias que deben ser confirmadas en

posteriores estudios.
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11. EFECTOS FUNCIONALES DE LOS OLIGOSACARIDOS DE
LECHE DE CABRA:

Una de las principales diferencias entre la leche de vaca y la de cabra es
el alto contenido en oligosacaridos de esta Ultima. Actualmente existe un
creciente interés cientifico en estos compuestos, y los que se han aislado de la
leche humana han demostrado su bioactividad. Por esta razon, decidimos obtener
la fraccion de oligosacaridos de la leche de cabra y analizar sus posibles efectos
funcionales.

Para ello se recurri6 a diferentes ensayos de actividad in vitro
principalmente enfocados a analizar los efectos de estos compuestos en la salud
gastrontestinal del recién nacido. Asi mismo se analizé la posible absorcion
intestinal de los oligosacaridos, para plantear no sélo efectos locales sino también
sistémicos. Finalmente y en funcion de los resultados obtenidos in vitro se recurrio
a modelos in vivo de inflamacién intestinal, con objeto de analizar los efectos de
estos azUcares en dicho proceso inflamatorio, frecuente en nifios de bajo peso al

nacer.

11.1. Obtencién de oligosacaridos a partir de leche de cabra

Partiendo de leche de cabra desnatada y siguiendo el proceso descrito en
el apartado 7.1, se consiguieron aislar e identificar mas de 20 estructuras
diferentes de oligosacaridos que estan resumidas en la tabla 11-1. Las
caracteristicas mas importantes de estas estructuras son su variabilidad y su
riqueza en acido sialico, que es también caracteristica de los oligosacaridos de la
leche humana (Martinez-Férez A, 2004).

Los oligosacaridos mayoritarios son la 6-sialil-lactosa y la 3-sialil-lactosa
como oligosacaridos acidos y la galactosil-lactosa como oligosacarido neutro. Por
tanto, ademas del acido sialico, estos compuestos son ricos en galactosa que es
otro azucar importante en el desarrollo cerebral del recién nacido (ver apartado
1.2.2).
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Abreviatura Nombre Concentracion
(g/L)
Oligosacaridos acidos
6-SL 6-Sialil-lactosa 0.07-0.08
3-SL 3-Sialil-lactosa 0.05-0.06
NGL N-glicolil-neuraminil-lactosa 0.03 -0.04
SLNH Sialil-lacto-N-hexaosa 0.001 - 0.005
DSL Di-sialil-lactosa 0.001 - 0.005
SNGL Sialil-N-glicolil-neuraminil-lactosa 0.001 — 0.005
SHL Sialil-hexosil-lactosa Trazas
NGHL N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa Trazas
SNGHL Sialil-N-glicolil-neuraminil-hexosil- Trazas
lactosa
DSHL Di-sialil-hexosil-lactosa Trazas
DNGL Di-N-glicolil-neuraminil-lactosa Trazas
SDHL Sialil-di-hexosil-lactosa Trazas
DNGHL Di-N-glicolil-neuraminil-hexosil-lactosa Trazas
NGLNH N-glicolil-neuraminil-lacto-N-hexaosa Trazas
Oligosacaridos neutros
GL Galactosil-lactosa 0.05-0.06
NAL N-acetil-glucosaminil-lactosa 0.03-0.04
LNH Lacto-N-hexaosa 0.001 - 0.005
NALNH N-acetil-glucosaminil-lacto-N-hexaosa 0.001 — 0.005
DNAL Di-N-acetil-glucosaminil-lactosa 0.001 — 0.005
NAHL N-acetil-glucosaminil-hexosil-lactosa Trazas
NADHL N-acetil-glucosaminil-di-hexosil-lactosa Trazas
Total oligosacéridos 0.25-0.30

Tabla 11-1. Oligosacaridos mayoritarios obtenidos a partir de la leche de cabra por HPAEC-
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11.2. Ensayos de actividad in vitro

11.2.1. Inhibicién de la adhesién de microorganismos patégenos:

Uno de los efectos mas interesantes de los oligosacaridos es su capacidad
para bloquear los puntos de unidn de bacterias patégenas. Asi, se evitaria que
dichas bacterias se unieran a los receptores de las células intestinales, requisito
esencial para su patogenicidad.

Con objeto de analizar si los oligosacaridos eran capaces de inhibir la
union de microorganismos patdégenos a células intestinales, se utilizaron cultivos
in vitro de dichas células que se incubaron en presencia o ausencia de
microorganismos patdgenos y de dos tipos de oligosacaridos.

La capacidad de adhesion a las células HT-29 fue muy variable entre las
diferentes bacterias estudiadas. Listeria monocytogenes subesp. Ohio fue la que
dio un mayor porcentaje de adhesién a las células (35,9 + 4,1%), por encima de
Escherichia coli 89 (10,6 + 3,5%), mientras que el porcentaje de adhesion de
Salmonella cholerasuis typhi fue muy bajo (2,3 = 0,8%).

La adicion de oligosacaridos de leche de cabra (5mg/ml) al medio de
cultivo de las células, redujo la capacidad de adhesion de L.monocytogenes
subespecie Ohio y de E.coli 89 en un 24% y 46% respectivamente, pero no
modificé la adhesion de S.cholerasuis typhi (figura 11-1). En este dltimo caso el
porcentaje de adhesion inicial fue muy bajo, por lo que el margen de actuacion de
los oligosacaridos era muy reducido. El efecto de los FOS se limité a la inhibicién
de la adhesién de L.monocytogenes subesp. Ohio.

Estos resultados sugieren que los oligosacaridos de leche de cabra,
probablemente por su estructura similar a la de los puntos de anclaje de bacterias
patégenas a células intestinales, actian como receptores de patdgenos
impidiendo la adhesién de éstos a células intestinales y con ello su capacidad de
infeccion. La no inhiicién de la adhesiéon de S.typhi podria deberse a la existencia
de algin mecanismo de adhesion diferente que no fuera bloqueado por los

oligosacaridos.
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Figura 11-1. Adhesion de microorganismos patdégenos a células HT-29.
Las bacterias se marcaron con [°H]-timidina (1nCi/ml) y se incubaron
durante 90 minutos con células HT-29 en ausencia (basal) o presencia
de oligosacéridos de leche de cabra (OS CB) (5mg/ml). O
fructooligosacaridos (FOS) (5mg/ml). LMO: Listeria monocytogenes
subesp. Ohio. EC89: Escherichia coli 89. SCT: Salmonella cholersuis
typhi. Los valores representan la media de 3 experimentos
independientes por triplicado + SEM. Los nimeros encima de las barras
representan el porcentaje de inhibicion de la adhesién. *:P<0,05 vs
basal. Para el analisis estadistico se utilizo el ANOVA de una via y los
test a posteriori.

11.2.2.Capacidad prebiética de los oligosacéridos de leche de cabra:

El efecto prebiético de un azlcar se basa en su capacidad para favorecer
el crecimiento de las bacterias acido-lacticas que constituyen la flora intestinal.
Para comprobar si los oligosacaridos de leche de cabra tenian efecto prebiotico
se incubaron diferentes bacterias patégenas y probidticas en medios que
contenian estos azucares como unica fuente de carbono.

La figura 11-2 muestra que sélo la bifidobacteria utilizada fue capaz de
fermentar los oligosacéridos de leche de cabra y cambiar el pH del medio, y por
tanto la densidad oéptica (D.O.), de forma significativa respecto al basal. Los
lactobacilos produjeron un ligero cambio de pH pero no llegé a alcanzar
significacion estadistica. Sin embargo, los FOS si fueron fermentados tanto por
lactobacilos como por bifidobacterias, como se ve por el cambio en la D.O. del
medio de cultivo. Ninguno de los oligosacaridos analizados fue fermentado por las
bacterias patégenas.

A la vista de estos resultados los oligosacaridos en general parecen tener
una clara actividad prebiética, sobre todo los FOS que son fermentados por varios

tipos de bacterias acido-lacticas y bifidobacterias. Los oligosacéaridos de leche de
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cabra son fermentados de forma exclusiva por las bifidobacterias, lo que quiere
decir que favorecerian el crecimiento selectivo de este tipo de microorganismos,
gue son los principales constituyentes de la flora intestinal de los nifios

amamantados (ver apartado 1.2.7).

Lactobacilos Patbgenos
B L.salivarius O L.gasseri B S.typhi OE.coli
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) . Figura 11-2. Fermentacion de oligosacaridos
B B.infantis por diferentes microorganismos. Las distintas
bacterias se cultivaron en medios sin azdcar o
= 12 % con los diferentes aztcares al 0,25%: glucosa,
g 107 * * oligosacaridos de <cabra (OS CB) o
o 8- fructooligosacaridos (FOS). Tras la incubacion
% 6 - se midi6 el cambio de color del indicador de
S 4 pH del medio por absorbancia a 570nm. Los
3 5] resultados son la media de 3 experimentos
8 | mmm por triplicado * desviacion estandar. *:P<0,05
01 ‘ ‘ ‘ e . o
vs basal. Para el andlisis estadistico se utilizo
Basal Glucosa OSCB  FOS el ANOVA de una via y los test a posteriori.

11.2.3. Ensayo de transporte:

Integridad de la monocapa celular a lo largo del estudio

Para determinar la integridad de la monocapa de células Caco-2 antes y
después del transporte se utilizaron 2 métodos:
- Medida de la resistencia transepitelial (RTE), que en todos los pocillos
utilizados se mantuvo por encima de los 1000 ohm/cm?.
- Permeabilidad a una solucion de azul de tripan al 0,005%: en ningln caso

se detecto colorante en la zona basolateral por medida de la DO a 595nm.
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De estos resultados se concluye el estado adecuado de la monocapa de
células Caco-2 antes del transporte, y que después de éste permanecio

inalterada.

0 min 90 min
RET (ohm/cm?) 1130 + 141 995 + 100
D.O. 595 nm apical 1,08 £ 0,22 0,96 + 0,18

D.O. 595 nm basolateral 0,035+0,008 0,027 +0,01

Tabla 11-2. Estado de la monocapa de células Caco-2 antes (0
min) y después (90 min) del ensayo de transporte. Los valores
representan la media de todos los pocillos utilizados + EEM
(n=10).

Transporte de oligosacaridos a través de la monocapa de células Caco-2

Una solucién de oligosacéaridos a 5mg/ml se afiadié en la zona apical de
varios pocillos, y se guardd una alicuota para su posterior analisis. Como control
positivo, en la zona apical de otros pocillos se afiadié una solucion de a-metil-
aminoglucésido a 1mg/ml, compuesto que atraviesa la monocapa. Transcurridos
los 90 minutos de incubacidon se recogié el volumen de la zona basolateral que se
concentr6 por evaporacion a vacio. La solucion inicial y la recogida tras el
transporte se analizaron por HPAEC-PAD.

La figura 11-3 muestra los cromatogramas obtenidos entre los 12 y los 23
minutos de tiempo de retencion, que son los tiempos a los que eluyen los
oligosacaridos. Se observa como tras el transporte en la zona basolateral
aparecen varios picos que coinciden con otros observados en la solucién inicial.
Estos picos corresponden a oligosacaridos que estaban en la solucién inicial y
gue han atravesado la monocapa de células intestinales. Por comparacién con el
tiempo de retencion de determinados patrones de oligosacéridos, se consiguio
identificar el pico que aparece a los 13,5 minutos como &cido sidlico, y el que
aparece a los 18,6 minutos como 3-sialil-lactosa, uno de los oligosacaridos
mayoritarios de la mezcla obtenida a partir de la leche de cabra (ver tabla 11-1).
Los otros dos picos restantes no fueron identificados porque no se disponia de los

patrones adecuados.
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Figura 11-3. Transporte de oligosacaridos a través de una monocapa de células intestinales. Una
solucién inicial de oligosacaridos a 5mg/ml (A) se afadié en la zona apical. Tras 90minutos de
incubacién a 37°C se recogié el volumen de la zona basolateral (B) que se concentré por
evaporacién a vacio. Ambas fracciones fueron analizadas por HPAEC-PAD. Los valores que
aparecen encima de los picos representan el porcentaje de compuesto que atravesoé la monocapa *
desviacion estandar.

En cuanto al porcentaje de absorcion, cabe destacar que el control
positivo, que sabemos que atraviesa la monocoapa, dio un porcentaje de
absorcion del 6,7 £ 1,2%. El porcentaje de cada uno de los oligosacéaridos que
atravesaron la monocapa aparece en la figura 11-3, destacando que el pico
identificado como 3-sialil-lactosa, uno de los compuestos mayoritarios, dio un
porcentaje de absorcion de 26,18 + 5,3%. Uno de los picos no identificados dio un
porcentaje de absorcion proximo al 100%, es decir que practicamente la totalidad
del compuesto atravesé la monocapa de células intestinales. Sin embargo este

compuesto estaba presente en la solucién inicial a una concentracion baja.
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Estos resultados sugieren que algunos de los oligosacaridos de la leche
de cabra se absorben a nivel intestinal y, por tanto, podrian ejercer efectos
sistémicos. Sin embargo las cantidades de estos compuestos que llegan a sangre
son muy pequefias y seria interesante comprobar si dichas cantidades son
suficientes para los efectos funcionales que han demostrado tener los

oligosacaridos.

11.2.4. Resumen de los resultados de los estudios in vitro:

Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro realizados, sugieren que
los oligosacaridos en general, y los de leche de cabra en particular, tienen un
importante efecto antiinfeccioso a nivel intestinal. Por ello estos compuestos
podrian suponer una importante ayuda en la defensa frente a infecciones
gastrointestinales, que son muy frecuentes en recién nacidos, sobre todo en
aquellos alimentados con férmulas infantiles, que carecen de los componentes
protectores de la leche humana, entre ellos los oligosacaridos.

Por un lado estos azlcares inhiben la adhesiobn de microorganismos
patégenos al epitelio intestinal, lo que impide la invasién y favorece su eliminacién
en las heces. Ademas tienen un efecto prebidtico, ya que favorecen el crecimiento
de las bifidobacterias en la competencia que se da entre estas y las bacterias
patégenas durante el establecimiento de la flora intestinal. Ambos efectos facilitan
que el recién nacido tenga una flora intestinal més favorable para la prevencion
de infecciones gastrointestinales.

Los efectos comentados se ejercen a nivel local, sin la necesidad de que los
oligosacaridos sean absorbidos. Sin embargo, el ensayo de transporte a través de
la monocapa de células intestinales, refleja que un pequefio porcentaje de estos
compuestos son capaces de atravesar el epitelio intestinal, lo que abre nuevas
vias de investigacién sobre los posibles efectos de estos compuestos en otros

tejidos.

11.3. Efecto de los oligosacaridos en modelos animales de

enfermedad inflamatoria intestinal (IBD):

Una vez comprobados in vitro los posibles efectos beneficiosos a nivel

intestinal de los oligosacéaridos, nos planteamos si estos efectos se verian
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reflejados in vivo y en una patologia concreta. Se eligié la inflamacion intestinal
por su implicacion en la ECN, patologia con una elevada incidencia en nifios
prematuros y de bajo peso al nacer que se ha relacionado con el consumo de
férmulas infantiles.

El efecto inhibitorio sobre la accion de bacterias patégenas, implicadas en
esta patologia, hacia pensar en un papel beneficioso de los oligosacaridos. En
primer lugar, decidimos estudiar los efectos de oligosacaridos comerciales (FOS)
en un modelo animal de IBD y en funcién de los resultados obtenidos nos
planteamos evaluar el efecto de los oligosacaridos de la leche de cabra en dicha

patologia.

11.3.1. Efecto de los FOS en un modelo de inflamacidn intestinal por acido

trinitro-benceno-sulfénico (TNBS):

Para comprobar el efecto de los FOS en la inflamacién intestinal se
prepararon dos dietas con una composicion idéntica excepto en la fuente de fibra,
gue en una de las dietas fue celulosa (control y control-TNBS) al 5% del total de la
dieta, y en la otra fueron FOS también al 5%. Tras un periodo de alimentacion con
estas dietas algunos de los animales fueron sacrificados para comprobar el efecto
prebidtico de los FOS en ratas sanas.

Al resto de los animales se les indujo la inflamacién intestinal por
administracién de un enema de TNBS disuelto en etanol. Una semana mas tarde
los animales se sacrificaron y se analizaron diferentes parametros relacionados

con la enfermedad.

Efecto prebidtico de los FOS en ratas sanas

Los resultados obtenidos in vitro apuntaban a un posible papel prebiético de
los FOS, favoreciendo el crecimiento de bacterias probiéticas. Para comprobar si
este efecto se confirmaba in vivo se sacrificaron 10 animales de cada grupo tras
15 dias de alimentacion con las dietas ricas en diferentes fibras.

En estos animales se analizaron las caracteristicas del contenido intestinal,
y conforme a lo esperado los resultados confirmaron el papel prebidtico de los
FOS. Como se muestra en la figura 11-4, la producciéon de los 3 AGCC

estudiados (acético, propionico y butirico) fue significativamente superior en los
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animales que consumieron FOS. Probablemente como consecuencia de esto el
pH del contenido colénico fue inferior en el grupo FOS respecto al control (5,57 +
0,58 vs 6,26 + 0,23, P<0,05).

Figura 11-4. Concentracion de

AGCC en el contenido colénico de

# Control ratas alimentadas con dieta rica en
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El analisis de la flora bacteriana de ambos grupos de animales dio como
resultado un mayor contenido de lactobacilos y bifidobacterias en el grupo FOS,
aunqgue solo en el Ultimo caso se alcanzo diferencia significativa (tabla 11-3). Por
el contrario, la presencia de bacterias coliformes, potencialmente patégenas, fue
significativamente menor en el grupo FOS respecto al control. El contenido en
enterobacterias no mostré diferencias significativas, aunque su contenido fue
ligeramente superior en el grupo FOS. Estos resultados sugieren que los FOS
favorecen el crecimiento de bacterias beneficiosas en detrimento de las
potencialmente patégenas. En este efecto debe jugar un papel importante la
disminucion del pH provocada por la mayor produccion de AGCC, ya que en

estas condiciones de pH son mas favorables para el crecimiento de bacterias

probidticas.
Lactobacilos Bifidobacterias Enterobacterias Coliformes
Control 7,69 +£1,35 7,99 +1,36 6,28 + 1,25 8,22 + 2,56
FOS 8,13+2,01 8,43+2,21* 6,78 + 2,32 6,74+1,65*

Tabla 11-3. Cuantificacion de la flora bacteriana presente en el contenido intestinal de
ratas alimentadas con dietas ricas en celulosa (control) o fructooligosacaridos (FOS).
Los valores representan la media (log cfu/g) + EEM (n=10).

Una vez comprobado el efecto prebiético de los FOS, pasamos a evaluar su

papel en la inflamacién intestinal.
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Evaluacion del estado de los animales tras la administracién de TNBS

A partir del primer dia tras la administraciéon de TNBS las ratas de los
grupos C-TNBS y FOS comenzaron a sufrir diarrea. Sin embargo el porcentaje de
animales que la sufrieron fue siempre inferior en el grupo alimentado con FOS,
sobre todo a partir del segundo dia post-tratamiento (80% en C-TNBS vs 50% en
FOS). Al final del estudio el porcentaje de animales con diarrea fue sélo del 10%
en el grupo FOS frente al 40% en el grupo alimentado con celulosa. Aquellos
animales que no recibieron TNBS (C-sanos) no manifestaron diarrea en ningin
momento del estudio.

De acuerdo con estos resultados, la pérdida de peso en las ratas
alimentadas con FOS fue significativamente inferior desde el dia 5 post-
tratamiento (dia 17) y hasta el final del estudio (figura 11-5).

La pérdida de peso pudo deberse tanto a la diarrea como al menor
consumo de dieta de los animales enfermos. Durante las dos semanas en las que
todos los animales estuvieron sanos el consumo de dieta medio por dia fue el
mismo en ratas alimentadas con celulosa y con FOS (9 g/dia en Control vs 8,7
g/dia en FOS). Sin embargo, a partir del dia 1 post-tratamiento y hasta el final del
estudio, las ratas que recibieron TNBS redujeron su consumo de dieta (8,5 g/dia
en Cvs 5,2 g/diay 6,6 g/dia en C-TNBS y FOS).

—+—C ---m--CTNBS —a—FOS

% incremento de
peso

Figura 11-5. Incremento de peso de las ratas sanas (C), enfermas control (C-
TNBS) y enfermas alimentadas con fructooligosacaridos (FOS). Los valores
representan la media + EEM (n=10). *P<0,05 vs C-sano. t P<0,05 vs C-TNBS.
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Andlisis del dafio a nivel del colon

Inmediatamente tras el sacrificio se extrajo el colon de todas las ratas y se
analizd el daflo macroscopico siguiendo el criterio descrito anteriormente (ver
apartado 7.3.1). Las ratas tratadas con TNBS sufrieron una inflamacién de colon,
como se comprueba por la mayor relacion peso/longitud (tabla 11-4). Sin
embargo, las ratas que consumieron FOS presentaron una menor inflamacion,
aunque esta diferencia no lleg6 a alcanzar significacion estadistica (P=0,07).

De la misma forma el TNBS caus6 un dafio a nivel de colon que se
clasifico en funcién de su longitud y de un sistema de puntuacién (Camuesco D y
col, 2005). De nuevo las ratas del grupo FOS presentaron un dafio que en este
caso si fue significativamente menor, tanto en longitud como en puntuacion, que

el de los animales del grupo control.

dafio macrocépico
Peso(mg)/longitud(cm) longitud dafio (cm) puntuacién

Control 70,32 £ 6,22 0 0
C-TNBS 243,08 + 42,22* 3,53+0,44 70+1,2
FOS 168,16 + 17,79*% 2,65+ 0,24t 565+1,1t

Tabla 11-4. Evaluacion de la inflamacion y del dafio macroscopico a nivel del
colon. Inmediatamente tras el sacrifico se extrajo el colon de cada animal que
se analiz6 en funcién de criterios previamente publicados. Los valores
representan la media + EEM (n=10). *:P<0,05 vs Control, t: P<0,05 vs C-
TNBS, t: P=0,07 vs C-TNBS.

Por otra parte, se realizaron cortes histol6gicos del tejido y se tifieron con
hematoxilina y eosina para analizar la presencia de ulceraciones e infiltrados
inflamatorios. En funcion de su estado se asign6 a cada muestra una puntuacion
segun criterios descritos anteriormente (ver apartado 7.3.1).

Las muestras obtenidas de ratas alimentadas con celulosa como Unica
fuente de fibra presentaron ulceracion de la mucosa entre severa y moderada en
todos los animales analizados, con infiltrados inflamatorios muy severos. En
algunos animales (5 de 10) la lesion afecté también a la submucosa, al epitelioy a
la capa muscular en las que se observaron infiltrados inflamatorios entre leves y
moderados formados por polimorfonucleares y macréfagos. La puntuacion media
de las lesiones en este grupo fue de 20,3 + 4,8 y en 5 animales se observo

peritonitis moderada o severa.
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En los animales alimentados con FOS las lesiones fueron
significativamente mas leves (11,5 + 0,9, P<0,05). So6lo 6 de los 10 animales
analizados presentaron ulceracion moderada o severa de la mucosa y de la
lamina propia, con infiltrados severos. El resto no presenté ninguna lesiéon. En
estos 6 animales el infiltrado de la capa submucosa fue leve, aunque se

observaron lesiones en la capa muscular.

Parametros bioguimicos

Como consecuencia de la inflamacién provocada por la administracion del
TNBS, se produjo un aumento de la actividad MPO a nivel del colon de ratas
enfermas (Figura 11-6A). Este aumento de la MPO se podria deber a la
infiltracion de neutroéfilos caracteristica del proceso inflamatorio. Como ya se vio
en el analisis histologico, las lesiones provocadas por la inflamacién se
caracterizan por infiltrados celulares, y el aumento de la actividad MPO es
consecuencia de éstos.

No se observaron diferencias significativas entre los animales enfermos
alimentados con celulosa y los que recibieron FOS, a pesar de que
histologicamente las lesiones en estos Ultimos fueron més leves.

También debido al proceso inflamatorio se produjo un descenso en los
niveles de glutation a nivel del colon (figura 11-6B), probablemente como
consecuencia del estrés oxidativo generado por la produccién de radicales libres
de oxigeno. De hecho el aumento de la actividad MPO es una prueba de la mayor
produccion de estos compuestos en las ratas enfermas. Tampoco en este caso se
observaron diferencias significativas entre los dos grupos de ratas enfermas, al
menos en lo que a la concentracion total de glutation se refiere, ya que este
método no permiti6 diferenciar entre la forma oxidada y la reducida de este

compuesto.

Concentracion de AGCC en el contenido colénico

Los AGCC (acético, propidnico y butirico) son producidos por las bacterias
gue constituyen la flora intestinal a partir de carbohidratos no digestibles. Su
efecto es beneficioso por la disminucién del pH que provocan, que origina unas

condiciones desfavorables para el crecimiento de bacterias patdgenas.
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Tras el tratamiento con TNBS, la produccion total de AGCC disminuy6 de
forma significativa en las ratas enfermas (figura 11-7). En el grupo alimentado con
FOS la produccion fue algo superior, aunque no alcanzé significacion estadistica
(P=0,08) ni respecto al C-TNBS ni respecto a las ratas sanas.

El andlisis de cada &cido graso por separado mostré6 que los acidos
propionico y butirico disminuyeron de forma significativa en las ratas enfermas
alimentadas con celulosa respecto al control sano. El tratamiento con TNBS
disminuy6 de forma significativa la produccién de este acido graso en las rats C-
TNBS. Sin embargo los FOS aumentaron la produccién de butirato hasta valores
muy similares a los del grupo control.

De los 3 AGCC el butirico es el que tiene un mayor interés, puesto que
sirve como fuente de energia para los enterocitos, favoreciendo la regeneracion
del epitelio intestinal (Mortensen PB y col, 1996). En el grupo FOS la
concentracion de este acido graso fue significativamente superior respecto a las
ratas enfermas que consumieron celulosa.

De acuerdo con estos resultados el pH del contenido colonico fue
significativamente mas alto en el grupo C-TNBS respecto a C y FOS (6,8 = 0,5
para C-TNBSvs 5,8+ 0,5y 6,2+ 0,5 para Cy FOS).
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Figura 11-7. Concentracion de AGCC en el contenido colénico de ratas sanas (C) y enfermas
alimentadas con celulosa (C-TNBS) y fructooligosacaridos (FOS). Tras el sacrificio se extrajo el
contenido colonico de las diferentes ratas que se homogenizé y se utilizé6 para determinar la
concentracion de AGCC. Los valores representan la media (mg/g de contenido) + EEM (n=8).
*:P<0,05 vs C, 1:P<0,05 vs C-TNBS.

Andlisis de la flora bacteriana

Se estudiaron las poblaciones bacterianas en el contenido colénico:
lactobacilos, bifidobacterias, coliformes y enterobacterias (figura 11-8). Con objeto
de simplificar los resultados obtenidos, estas bacterias se englobaron en dos
grupos: bacterias con un papel beneficioso (lactobacilos y bifidobacterias) y
bacterias potencialmente patégenas (coliformes y enterobacterias).

En el grupo alimentado con FOS el tratamiento con TNBS no modificé de
forma significativa la relacién bacterias beneficiosas/patégenos, que fue similar a
la del grupo control-sano. Sin embargo, en los animales enfermos alimentados
con celulosa el nimero de bacterias potencialmente patdégenas aumento6 de forma
significativa respecto al control, de ahi que la relacion probibticos/patégenos
disminuyera. A pesar de ello, no se alcanz6 diferencia significativa entre los dos
grupos de ratas enfermas (C-TNBS y FOS, P<0,1), probablemente debido a la

gran variabilidad entre los animales del mismo grupo.
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Bacterias beneficiosas (log Pat6genos (log
cfu/mg) cfu/mg) Beneficiosas/patégenas
Control-sano 566+1,2 493+2,0 5,31+1,80
Control-TNBS 5.14+ 0,98 5,11+ 0,21* 1,08+1,0*
FOS 5,55+ 0,93 4,93 +0,54 4,20+3,1

Control-sano
\ ‘ FOS

Control-TNBS u Patégenos

D Bacterias beneficosas

Figura 11-8. Andlisis de la flora bacteriana de las ratas sanas (Control-sano) y enfermas (C-TNBS y
FOS). Inmediatamente tras el sacrificio se tomd una muestra del contenido colénico de las ratas, se
resuspendié en agua de peptona y se cultivd en medios especificos para hacer recuento de
bacterias probitticas (lactobacilos y bifidobacterias) y potencialmente patégenas (coliformes,
aerobios y enterobacterias). Los valores de la tabla representan el valor medio (log cfu/mg) + EEM
(n=8). *:P<0,05 vs Control-sano.

Resumen de los resultados

Tras 2 semanas de alimentacion con las dietas ricas en celulosa o en FOS
ya se observé que estos ultimos inducian unas condiciones intestinales mas
favorables que la celulosa, ya que los FOS indujeron el crecimiento de bacterias
beneficiosas y aumentaron la produccion de AGCC, disminuyendo el pH a nivel
del colon, donde se produce la lesion provocada por el TNBS. Estos resultados ya
sugerian un papel preventivo de los FOS, fibra soluble, en comparacion con una

fuente de fibra insoluble como la celulosa.
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Una vez inducida la inflamacion intestinal por administracion de TNBS, se
observo que los animales alimentados con FOS perdieron menos peso y sufrieron
menos diarrea que los del grupo control.

Tras el sacrificio se observé que los animales alimentados con FOS
sufrieron un dafio intestinal mas leve tanto a nivel macroscopico como
microscopico. El infiltrado inflamatorio de las ratas de este grupo, asi como la
ulceracién, fueron mas leves y como consecuencia la longitud del dafio fue
menor. No obstante, las lesiones a nivel del colon siguieron siendo evidentes, y
también se manifestaron signos de inflamacion como la actividad MPO
incrementada y el menor contenido de glutation.

La flora intestinal mas favorable promovida por los FOS, puede ser una de
las causas de la mejoria observada en estos animales. También la mayor
produccion de acido butirico, que es una fuente de energia para los enterocitos
favoreciendo la regeneracion del epitelio intestinal, podria jugar un papel
importante.

A pesar de que los resultados obtenidos son prometedores, el consumo
del 100% de la fibra de la dieta a partir de una fuente soluble o insoluble no es
real, ya que normalmente la dieta infantil y la adulta suelen contener mezclas de
ambos tipos de fibra.

Finalmente, a la vista de estos resultados parece interesante comprobar
los efectos de los oligosacéaridos no sélo en la prevencion sino también en la

recuperacion del dafio intestinal provocado por el proceso inflamatorio.

11.3.2. Efecto de una dieta rica en oligosacaridos de leche de cabra en ratas

con colitis inducida por sulfato de dextrano (DSS):

Una vez comprobado que los oligosacaridos pueden ejercer un efecto
beneficioso en la inflamacién intestinal, nos planteamos probar si los
oligosacaridos obtenidos a partir de la leche de cabra por el procedimiento
anteriormente descrito (ver apartado 7.1), tenian también efectos positivos en
esta patologia.

En este caso, en lugar de una dieta con un 100% de la fibra en forma de
oligosacaridos, se utilizé6 una mezcla de estos compuestos con una fibra insoluble

como la celulosa. Ademas se cambié el modelo animal y se empled la
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administracion de DSS para originar la inflamacion intestinal en las ratas. Este
modelo ha sido descrito como el mas adecuado para la evaluacién de los factores
ambientales, entre ellos la dieta, en la inflamacién intestinal, ya que ni la
predisposicion genética ni la inmunidad especifica tienen influencia en la
patologia causada por el DSS (Charles O Elson y col, 1995).

También se ha comprobado que en las ratas con colitis causada por DSS
la concentracion luminal de bacterias potencialmente patbgenas esta aumentada
(Okayasu y col, 1990) por lo que los oligosacaridos, que como ya se ha visto
tienen cierta actividad antiinfecciosa, podrian ejercer un efecto beneficioso.

Con el objetivo de probar los efectos preventivos y, sobre todo, curativos
se modificaron los modelos animales de IBD por DSS previamente descritos
(Mercier Sy col, 2002) y se utilizé6 un modelo consistente en una fase inflamatoria

aguda seguida de un periodo de recuperacion (ver apartado 7.3.2).

Peso de los animales y consumo de dieta

. Una semana antes del comienzo del tratamiento con DSS, los animales
fueron alimentados con las diferentes dietas. Durante este periodo la ganancia de
peso y el consumo de dieta fueron similares en los animales alimentados con la
dieta rica en celulosa y los que recibieron la mezcla de celulosa y oligosacaridos
de leche de cabra.

En el grupo DSS-control el consumo de dieta descendi6 de forma
significativa durante los 8 dias de tratamiento y los siguientes 5 dias de
recuperacion (figura 11-9A). Por el contrario, en el grupo DSS-OS la ingesta so6lo
descendié durante los 2 primeros dias de tratamiento, pero alcanzo los valores
iniciales en el dia 4. Por tanto, desde el dia 3 hasta el dia 11 la ingesta de dieta
fue significativamente superior en las ratas que recibieron oligosacaridos de leche
de cabra. Para descartar los efectos debidos esta disminucién en la ingesta
provocada por el DSS, se introdujeron dos grupos de ratas no tratadas con DSS
(pair fed, PF) que se alimentaron con la misma cantidad de dieta consumida por
las ratas de los grupos DSS-control (PF-control) y DSS-OS (PF-OS)

Con este descenso en la ingesta de dieta en las ratas del grupo DSS-
control y en consecuencia en su grupo PF, los efectos causados por la anorexia

debe considerarse como otros efectos debidos al tratamiento con DSS.
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Inmediatamente después del comienzo del tratamiento con DSS (dia 0) las
ratas del grupo control comenzaron a perder peso y lo hicieron hasta 11 dias
después (figura 11-9B). A partir el quinto dia tras el comienzo del DSS y hasta el
final del estudio, la pérdida de peso fue mayor en las ratas del grupo DSS-control
en comparacion con el control PF. Al final del estudio la pérdida de peso en el
grupo DSS-control fue del 21% del peso inicial. De esta pérdida soélo el 11% se
debe al descenso en la ingesta de dieta, pero el 10% restante es un efecto debido
al tratamiento con DSS.

Los animales del grupo DSS-OS so6lo perdieron peso durante los 2
primeros dias del tratamiento con DSS, pero después comenzaron a ganar peso
hasta el final del estudio. No hubo diferencias significativas en el peso de estos
animales respecto a su control PF, lo cual quiere decir que en el grupo alimentado

con oligosacéridos no se observé un efecto del DSS en el peso de los animales.

Peso de los tejidos y sintomas clinicos

La anorexia que sufrieron las ratas de los grupos control causé una
importante reduccién en el peso de determinados tejidos (tabla 11-5). Asi, el
musculo gastrocnemius, el timo, ileon, ciego y colon mostraron un descenso
significativo en el grupo PF-control comparado con el PF-OS, en el que los pesos
de los tejidos fueron similares a los de una rata sana alimentada ad libitum.

Aparte del efecto debido a la anorexia, el tratamiento con DSS también
provocé un descenso significativo en los tejidos de las ratas control,
concretamente el peso del muasculo gastrocnemius y del timo fue
significativamente inferior en las ratas tratadas con DSS. Sin embargo, esta
pérdida fue significativamente menor en las ratas que se alimentaron con
oligosacaridos de leche de cabra. También la relacion peso/longitud del colon,
que se vio aumentada en la inflamacion, fue menor en estas ratas, lo que sugiere

una respuesta inflamatoria méas leve en el grupo DSS-0S.

173



Oligosacéridos de leche de cabra

A “e:-- PFC - B - DSS C—X— PF GMP—e— DSS GMP
30, P& DSS 5% DSS 1% Recuperacion |
tratamiento
T
251 & T .
S & b T i
= A0 T . T E T T
= F_F + % L |
g 01 TN A7 NANL_ LA
o e g " T 4
° X A . Y e
g 151 "N, F T,.:;ﬁ.._i
g)’ .‘i; ..z .". o K
£ 101 "! ._,‘ “"I'l ~,.,,
5 K IER 4
0
-2 0 2 4 6 8 10 12 14
dia
B “--e---PE G- DSS €—— PF OS—X—DSS OS
37071 Pre-tratamiento DSS 5% DSS1% | Recuperacion |
350 + 1
t+ + ¢+t 1 . 3
* - ! - T_ X
_. 330 T i T X _I_}'\;/x —X /
I NI N
5 310 /X SN S I T
] X T P S . T T
22001 TR " T4 ¥
o T . T...- 3
¢ . T T T
270 T x4
. I *E * * . * x
250 RIS SO SO
230 : : : : :
-4 -2 0 2 4 6 8 10 12 14

dia

Figura 11-9. Peso corporal e ingesta de dieta. La ingesta de dieta (A) y el peso de
los animales (B) se midieron diariamente. Desde el dia 0 hasta el dia 8 los
animales recibieron DSS, al 5% durante los 4 primeros dias y al 1% hasta el dia 8.
Los valores representan la media + EEM (n=10). * P<0,05 vs controles PF, t
P<0.05 vs DSS-control.

La presencia de diarrea y/o sangre en las heces fue evaluada mediante un
sistema de puntuacion (figura 11-10). Estos sintomas fueron evidentes a partir del
tercer dia post-tratamiento para todas las ratas tratadas con DSS. Sin embargo, la
puntuacion fue significativamente inferior en las ratas DSS-OS desde el dia 4
hasta el final del estudio. Ninguna de las ratas de los grupos PF mostr6 diarrea o

sangre en las heces en ningln momento del estudio.
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Organo PF-control DSS-control PF-OS DSS-0S
Gastrocnemius 1,864 + 0,122 1,635 + 0,468* 2,098 + 0,067+ 1,915 £ 0,142*t
Tibialis anterior 0,122+ 0,011 0,134+ 0,028 0,133+ 0,013 0,131+ 0,010

Higado 8,176 £ 0,540 13,849 + 3,321 11,665 + 0,888+ 14,197 + 1,261

Bazo 0,626 + 0,066 0,854 + 0,279 0,721 £ 0,098 0,950 £ 0,153
Timo 0,296 = 0,075 0,187 + 0,162* 0,556 + 0,091+ 0,427 £ 0,089*t
fleon 1,472 £ 0,186 1,321 £ 0,092 2,305 + 0,223% 2,35+£0,33
Ciego 0,744 £+ 0,051 1,871 + 0,625 2,273 +0,308% 2,421 + 0,450t
Colon 0,995 £ 0,181 0,939 £ 0,105 1,582 + 0,256% 1,570 £ 0,170t
Peso/longitud colon 0,063 £ 0,006 0,156 + 0,036* 0,08 + 0,009 0,103 + 0,01*f

Tabla 11-5. Peso de diferentes tejidos en ratas tratadas con DSS alimentadas con diferentes fibras.
Los valores representan la media £+ EEM (n=10). * P<0,05 vs PF-control. T P<0,05 vs DSS-control,
P<0,05 entre PF-control y PF-OS.
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Figura 11-10. Presencia de diarrea y/o sangre en las heces. Desde el
comienzo del tratamiento con DSS la presencia de diarrea y sangre en
las heces fue evaluada mediante un sistema de puntuacion desde 0 (no
sintomas) hasta 2,5 (diarrea severa con abundante sangre) (ver
apartado 7.3.2). Los valores representan la media + EEM (n=10). t
P<0,05 vs DSS-control.

Andlisis histolégico de las muestras de colon

A pesar de la fuerte anorexia no se observaron diferencias en el analisis
histolégico de las muestras de colon del PF-control y PF-OS, por lo que sélo se
muestra una foto de la primera (figura 11-11A).

Comparando las muestras de ratas DSS y PF, el analisis histolégico

muestra que el tratamiento con DSS caus6 un dafio coldnico. La figura 11-11B
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muestra un infiltrado inflamatorio crénico en las muestras de colon de ratas DSS-
control, que fue multifocal y afecté a la lamina propia y a la capa submucosa. Por
el contrario, en las ratas DSS-OS este infiltrado fue leve y afect6 sélo a la lamina
propia (figura 11-11C). Este resultado sugiere una mejora del dafio col6nico en el
grupo de animales alimentado con oligosacaridos de leche de cabra.

En general el dafio coldnico observado fue mas leve que el descrito en
otros modelos de IBD por DSS, probablemente debido a los 5 dias de
recuperacion.

A: PF-control B: DSS-control

Figura 11-11. Cortes histolégicos de mucosa de colon de ratas pair-fed y tratadas con DSS, tefiidos
con hematoxilina y eosina. A: muestra de rata pair fed-control en la que se observa la histologia de
una rata sana (50X). B: muestra de rata DSS-control en la que se ve un infiltrado inflamatorio
moderado con ulceracion en la ldamina propia y la submucosa (50X). C: colon de una rata DSS-OS
gue muestra una recuperacion del proceso inflamatorio, sin ulceracion y solo pequefios focos
inflamatorios en la lamina propia.
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Respuesta inflamatoria al tratamiento con DSS

Los cambios en el peso de determinados tejidos, citados anteriormente,
son signos evidentes de la respuesta inflamatoria. Asi, el aumento del peso del
bazo, aunque no es estadisticamente significativo respecto al PF, probablemente
debido al periodo de recuperacion, indica un reclutamiento de linfocitos durante el
proceso inflamatorio. De la misma forma, en la inflamacion puede ocurrir un
descenso en el tamafio del timo como consecuencia de la migracién de linfocitos
hacia el foco inflamatorio. Finalmente, la relacién peso/longitud del colon se
increment6 también como consecuencia del proceso inflamatorio, originado por el
tratamiento con DSS.

De la misma forma que en otros modelos (Mercier S, y col 2002), el
tratamiento con DSS caus6 un aumento en el nimero de leucocitos, tanto en el
grupo control como en el grupo OS (figura 11-12A). De entre todos los leucocitos,
los granulocitos fueron los que mostraron el mayor incremento, especialmente en
el grupo DSS-control, con un aumento en el porcentaje de granulocitos
significativamente superior al del grupo DSS-OS.

La actividad MPO en colon fue significativamente superior en las ratas
DSS-control respecto a su PF (figura 11-12B). Sin embargo, en las ratas DSS-OS
la actividad MPO, aunque ligeramente superior a la del grupo PF-OS, no fue
estadisticamente significativa. Este resultado es coherente con el infiltrado
inflamatorio mas leve que se observa en las ratas DSS-0OS, ya que la actividad
MPO es ampliamente aceptada como un marcador de infiltracion de neutrélilos
(Mercier Sy col, 2002).

Concentraciéon de glutation a nivel de higado y colon

Aunque esté publicado que la inflamacion intestinal altera el contenido de
glutatiéon en colon (Mercier S y col, 2002; Rodriguez-Cabezas ME y col, 2002) en
nuestro modelo de IBD los niveles de glutation en colon e higado de ratas
tratadas con DSS no fueron estadisticamente diferentes de los de ratas PF (tabla
11-6). En este sentido habria que destacar que el contenido de glutation se midioé
al final del periodo de recuperacion y no inmediatamente después del tratamiento

con DSS, como en los estudios citados.
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Figura 11-12. Efecto del DSS en la actividad MPO (A) a nivel de colon y el porcentaje de
granulocitos en sangre (B). La actividad MPO (Ul/g de tejido) se midi6 por el método de Krawisz y
col (2000) como un marcador de la infiltraciéon de neutrdéfilos. El porcentaje total de granulocitos en
sangre se midié con un analizador automético inmediatamente después de su extraccion. Los
valores representan la media + EEM (n=10). * P<0,05 vs PF-control, T P<0,05 vs DSS-control.

Sin embargo si se observaron diferencias al comparar los dos grupos de
ratas enfermas. Los animales del grupo DSS-OS mostraron un contenido de
glutation total y reducido superior al de los del grupo DSS-control, aunque no
hubo diferencias en el glutatién oxidado.

En higado no se observaron diferencias significativas en el contenido de
glutation, aunque si una fuerte tendencia del glutatién total y reducido a aumentar
en los dos grupos de ratas tratadas con DSS (P=0,07 entre DSS-control y PF-
control y P=0,08 entre DSS-OS y PF-0OS), resultado que coincide con datos ya
publicados (Mercier Sy col, 2002).

PF-C DSS-C PF-OS DSS-0S
Higado
Total mmol/g 6,04+0,35 7,36+ 1,73 6,99+1,32 8,87 + 0,52
GSH mmol/g 5,71+0,39 7,07+ 1,17 6,54+1,28 8,40 + 0,50
GSSG mmol/g 0,16+0,03 0,15+ 0,03 0,22+0,02 0,23 £ 0,02
Colon
Total mmol/g 2,10+0,10 1,90+ 0,30 2,90+0,20 2,60 £ 0,30t
GSH mmol/g 1,98+0,08 1,77+ 0,31 2,08+0,12 2,47 £ 0,27
GSSG mmol/g 0,06+0,01 0,05+ 0,0 0,09+0,01 0,07 = 0,00t

Tabla 11-6. Efecto del tratamiento con DSS en los niveles de glutation total, oxidado y reducido en
higado y colon. Los valores representan la media + EEM (n=10). T P<0,05 vs DSS-control.

Microbiota fecal y concentracién de AGCC en contenido colénico

Comparando ambos grupos de ratas PF, los animales que recibieron

oligosacaridos de leche de cabra presentaron un mayor contenido de lactobacilos
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y bifidobacterias (tabla 11-7). El incremento observado en aerobios totales podria
deberse al mismo aumento de lactobacilos, ya que estas bacterias son capaces
de crecer tanto en aerobiosis como en anaerobiosis. No se observaron diferencias
significativas en bacteroides, coliformes ni enterobacterias.

El tratamiento con DSS provocOd un incremento en enterobacterias y
coliformes, aunque no se observaron cambios en bacteroides. La dieta rica en
oligosacaridos de leche de cabra no incrementd de forma significativa el
contenido de bacterias probiéticas (lactobacilos y bifidobacterias) respecto a la
gue solo contenia celulosa, pero si provocé un descenso de las bacterias

potencialmente patégenas como bacteroides, enterobacterias y coliformes.

PF PF-OS DSS-C DSS-0S
Lactobacilos 9,52 + 0,07 10,66 + 0,061 9,59 + 0,26 9,71+0,14
Bifidobacterias 9,35 + 0,06 10,63 + 0,07+ 9,58 + 0,09 9,93 +0,17
Bacteroides 9,76 + 0,19 9,75 +0,34 9,70+ 0,14 9,51 + 0,08t
Enterobacterias 7,08 + 0,27 6,33 +0,33 9,21 + 0,40* 7,09 + 0,28+
Coliformes 7,09 + 0,35 7,04 +0,52 9,31 +0,42* 6,96 + 0,38t
Aerobios totales 9,23+ 0,23 10,26 + 0,23% 10,08 + 0,22* 9,47 +0,10*t

Tabla 11-7. Cambios en la microbiota fecal provocados por el tratamiento con DSS. Los valores
representa la media (log cfu/mg de contenido) + EEM. * P<0,05 vs los controles PF, T P<0,05 vs
DSS-control y £ P<0,05 entre los dos grupos PF.

Estos resultados sugieren una microbiota fecal mas favorable en ratas
alimentadas con la dieta rica en oligosacaridos de leche de cabra, lo que podria
estar relacionado con la tendencia hacia una mayor concentracién de AGCC en el
contenido coldnico de las ratas PF-OS comparado con las PF-control (5,10 + 1,56
vs 7,01 + 1,89 mg/g de contenido colénico, P=0,08). Sin embargo, y en contra de
otros datos publicados (Araki Y y col, 2001) no se observd un descenso
significativo en la concentracion de AGCC en las ratas tratadas con DSS,
probablemente debido al periodo de recuperacion.

El porcentaje de acido butirico mostré una tendencia a disminuir en los dos
grupos de ratas tratadas con DSS, aunque no se observo un efecto positivo de la
dieta rica en oligosacaridos de leche de cabra (21,4 + 2,75% y 21,9 + 6,97% para
PF-control y PF-OS vs 19,2 + 2,46% vy 18,8 + 1,49 para DSS-control y DSS-0S).
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Andlisis de la expresién génica por tecnologia de microarrays

La tabla 11-8 resume los cambios observados en la expresién génica,
mostrando aquellos inducidos por el tratamiento con DSS y la recuperacion en la
expresion de estos genes en ratas alimentadas con oligosacaridos de leche
caprina. No se observaron cambios significativos entre los dos grupos de ratas PF
(datos no mostrados), lo que sugiere que la anorexia no indujo cambios
estadisticamente significativos en la expresién de los genes analizados. Este
resultado es coherente con la ausencia de dafio colénico observado en las ratas
PF.

Nos hemos centrado en los genes implicados en el proceso inflamatorio y
la funcién intestinal. Asi, el tratamiento con DSS provocé una inhibicion parcial de
la expresiéon de genes que codifican para factores de crecimiento con importantes
funciones en la maduracién y reparacion intestinal, como la proteina relacionada
con el factor de crecimiento epidérmico (EGF), que se ha relacionado con la
defensa y reparacion de la mucosa (Hoffmann P y col, 2000). La dieta rica en
oligosacaridos de leche de cabra restablecio la expresiéon de este gen hasta
valores similares a los de una rata sana. Otro factor de crecimiento implicado en
la regulacion de la angiogénesis, factor de crecimiento de la placenta (PGF)
(Spisni E y col, 1992), también disminuyd su expresién por el tratamiento con
DSS y se restablecio en el grupo DSS-OS.

La expresion de otro grupo de genes que codifican para las mucinas
(MUC-1, MUC-2, MUC-3, MUC-4 y MUC-5) se vio también disminuida en el grupo
DSS-control y su expresion aumentd en las ratas del grupo DSS-OS. En estos
ultimos genes las diferencias no fueron estadisticamente significativas, pero si se
observd una fuerte tendencia al aumento en su expresiéon, similar en todos los
genes (P=0,07).

La expresion del gen que codifica para la fosfatasa alcalina, un marcador
de IBD (Sanchez de Medina F y col, 2004), fue inducida por el tratamiento con
DSS y su expresion volvié a valores normales en el grupo DSS-OS.

Finalmente la expresion de otro gen implicado en la inflamacion, la IL-1b,
una citoquina Tyl con importantes efectos proinflamatorios se vio fuertemente
aumentada por el tratamiento con DSS. La dieta rica en oligosacaridos de leche
de cabra mostré un ligero, aunque significativo, descenso en la expresion de esta

citoquina.
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Por tanto, los oligosacaridos de leche de cabra tuvieron efectos
importantes sobre la expresibn génica, impidiendo en unos casos Yy

restableciendo en otros, los cambios provocados por el tratamiento con DSS.

Genes Modificacion Recuperacion en
inducida por DSS ratas DSS-OS

Genes relacionados con el sistema

inmunitario
IL-18 -2,0 1,7
IL-1b 9,8 -1,1
Receptor de IL-6 -0,8 -1,6
Receptor de IL-2 -0,7 -1,8
Linfotoxina -0,2* 3,2*
Receptor de IL-1 tipo 2 -0,9 1,4
Antagonista del receptor de IL-1 -1,4 0,5
Enzima conversora de IL-1b 2,1 -1,3
IL-10 1,2 3,1
IL-13 -1,4 1,9
Receptor del TNF-a 1,5 -1,5
Receptor del TGF-b -1,0 4,2
TGF-bl -1,4 1,2
TGF-a 3,7 -1,6
TGF-b2 1,4 2,4
IL-15 -1,7* 1,3*
Cadena D-a del MHCII 3,2*% -1,9*
Factores de crecimiento
Factor de crecimiento de la placenta -3,6* 7,5*
Proteina relacionada con el factor de -1,7* 1*

crecimiento epidérmico
Marcadores intestinales de inflamacién

Fosfatasa alcalina 1,5% -1,8*
Mucinas
MUC-1 -1,5 1,9
MUC-3 -1,8 1,3
MUC-5 -1,5 3,2
MUC-2 -2,0 1,3
Mucina Intestinal -4,9 1,7

Tabla 11-8. Efecto del tratamiento con DSS en la expresion de genes implicados en la
inflamacioén y en la funcién intestinal. Los valores representan la induccién en la expresion
comparando las ratas PF-control y DSS-control (12columna) o DSS-control y DSS-OS (22
columna). * representa que el cambio observado es estadisticamente significativo. El resto
de los cambios tuvieron un valor de P entre 0,05y 0,07.

Resumen de los resultados

En este segundo estudio de evaluacion del efecto de los oligosacéridos en
la inflamacién intestinal, se ha utilizado un modelo animal mas adecuado para el

estudio de la influencia de la dieta en la IBD. Ademas, a diferencia del estudio
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anterior (ver 11.3.1) se utilizé6 un modelo de inflamacion aguda seguido de un
periodo de recuperacion, para evaluar el efecto de la fibra en la recuperacion del
epitelio intestinal tras un dafo importante.

La fuente de fibra utilizada es una mezcla de fibra soluble e insoluble, méas
parecida a lo que es habitual en una dieta equilibrada. En este caso como fuente
de fibra soluble se han utilizado oligosacaridos aislados a partir de leche de cabra,
que a diferencia de los FOS, contienen poca fructosa y son mas ricos en
galactosa y en acido sialico, ademas de tener una mayor variabilidad estructural.

El efecto de la anorexia que conlleva el proceso inflamatorio intestinal ha
sido también evaluado mediante la inclusiéon en el estudio de dos grupos de
animales sanos, que consumieron la misma cantidad de dieta que los enfermos.
En este sentido el tratamiento con DSS causé una fuerte anorexia en las ratas
que debe considerarse como un sintoma de la enfermedad ya que, como se ha
visto, provoca importantes cambios en el peso del animal y de determinados
tejidos. Los animales que consumieron la dieta con oligosacéaridos de leche de
cabra no disminuyeron su ingesta de dieta, lo que ya supone una importante
mejora respecto a los que consumieron solo celulosa.

Pero ademas el proceso inflamatorio per se y los efectos derivados del
mismo también fueron mas débiles en las ratas del grupo OS. Asi, la infiltracién
de neutrdfilos y la actividad MPO fueron inferiores en este grupo de animales.
También el dafio microscopico a nivel del colon indica un efecto beneficioso de
los oligosacaridos de leche de cabra en la inflamacién intestinal.

El estrés oxidativo originado por el proceso inflamatorio no fue tan
evidente en este estudio, probablemente debido al periodo de recuperacién, que
impidié ver diferencias en los niveles de glutation en colon e higado.

Los efectos de las diferentes fibras en la flora fecal bacteriana no fueron
tampoco evidentes en las ratas enfermas, a diferencia de lo que ocurrié en el
estudio anterior con FOS, y soOlo se observaron efectos positivos de los
oligosacaridos en la reduccién de microorganismos potencialmente patdogenos.

Finalmente en este estudio se analiz6 la modificaciéon de la expresion
génica por las diferentes dietas. El tratamiento con DSS provoc6 importantes
cambios en la expresion de genes implicados en la reparacion del dafio intestinal,
como las mucinas o los factores de crecimiento. La expresién de estos genes
aumento en ratas alimentadas con los oligosacaridos de leche de cabra. Ademas,

la mejoria en el proceso inflamatorio, que se habia observado en otros
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parametros, también se vio reflejada en la expresion de genes implicados en la
inflamacién, como demuestra el descenso en la expresion de la IL-1b.

En resumen los oligosacaridos de leche de cabra parecen tener un
importante efecto beneficioso en la colitis inducida por la administracion de DSS.
En primer lugar, previenen la anorexia tipica de las ratas tratadas con este
compuesto, lo que ya supone una notable mejora del estado de los animales.
Pero ademas, y en parte debido a la mayor ingesta de dieta, los oligosacaridos de
leche de cabra favorecen la recuperacion del dafio intestinal provocado por el

proceso inflamatorio agudo, actuando incluso a nivel de la expresion génica.
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12. BIOACTIVIDAD DE LOS PEPTIDOS OBTENIDOS A PARTIR DE
LA LECHE DE CABRA.

Son muy pocos los estudios en los que se ha evaluado la bioactividad de
péptidos obtenidos a partir de la leche de cabra, a pesar de que si han sido
ampliamente estudiados los derivados de la leche humana y de vaca.
Determinados péptidos obtenidos a partir de estas leches han demostrado
propiedades inmuno-moduladoras y antiinfecciosas (Clare AD y col, 1999; Bar6 L
y col, 2001) con un gran interés en nutricion infantil.

Dado que el objetivo general de este trabajo es analizar la posible
aplicacion de la leche de cabra en nutricion infantil, nos parecid interesante

evaluar la presencia de péptidos bioactivos en esta leche.

12.1 Obtencidén de péptidos a partir de las caseinas de la leche de

cabray transporte a través del epitelio intestinal

Partiendo de caseinas de leche de cabra y mediante el método descrito en
el apartado 8.1, se obtuvo un hidrolizado proteico que fue sometido a un ensayo
de transporte a través de una monocapa de células Caco-2, con objeto de
seleccionar aquellos péptidos que pudieran absorberse a nivel intestinal. La
integridad de la monocapa se habia demostrado previamente por los valores de

RTE y permeabilidad al azul de tripan (tabla 12-1).

0 min 90 min
RET (ohm/cm?) 1250 + 165 1103 + 115
D.O. 595 nm apical 1,21 £ 0,15 1,12+0,18

D.O. 595 nm basolateral 0,028 + 0,006 0,035 + 0,02

Tabla 12-1. Estado de la monocapa de células Caco-2 antes (0
min) y después (90 min) del ensayo de transporte. Los valores
representan la media de todos los pocillos utilizados + EEM
(n=10).

En el filtrado recogido fueron identificados tres péptidos cuyas secuencias
fueron las siguientes:
P1: TGPIPN

P2: SLPQ

P3: SQPK
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Estos tres péptidos fueron sometidos a un nuevo ensayo de transporte por
separado, para confirmar que realmente atravesaban el epitelio intestinal. A pesar
de que los 3 péptidos estaban presentes en el filtrado recogido tras el primer
ensayo, solo el péptido P1 atraves6 la monocapa de células Caco-2, ni P2 ni P3
se detectaron en los filtrados recogidos tras este segundo ensayo. Este resultado
podria sugerir que ni P2 ni P3 estaban presentes en el hidrolizado y serian
generados a partir de péptidos de mayor tamafio por proteasas de las células
Caco-2. También podria explicarse por la presencia en el hidrolizado de algun
componente que alterara la permeabilidad de la monocapa.

En cuanto al porcentaje de absorcion de P1 fue del 5,3 + 1,2% frente al 6,5

+ 1,3% del a-metil-aminoglucésido utilizado como control postivo.

12.2. Actividad antimicrobiana de los péptidos

Dado que algunos péptidos aislados a partir de las proteinas de la leche
humana (Liepke C y col, 2001) han demostrado tener una actividad
antimicrobiana, nos planteamos si los péptidos obtenidos a partir de la leche de
cabra podrian tener también cierta actividad antibiética.

Se evalué la actividad antimicrobiana de los 3 péptidos aislados frente a
Escherichia coli, Salmonella cholerasuis typhiy Streptococcus mutans. Sélo el P1
dio una cierta actividad antimicrobiana frente a las dos primeras bacterias pero a
concentraciones de 300mg/ml, y aun asi el halo de inhibicion fue 5 veces menor

que el obtenido para la solucion de ciprofloxacino a 20rmg/ml (tabla 12-2).

Diametro (mm)

Concentracion

(mg/ml) E.coli S.typhi S.mutans

P1 300 82+15 74+21 0

P2 300 0 0 0

P3 300 0,5+0,0 0 0
Ciprofloxacino 0,02 40 + 3,8 36+28 32+1,6

Tabla 12-2. Actividad antimicrobiana frente a diferentes bacterias de los péptidos aislados a partir de
las caseinas de la leche de cabra. Las soluciones de los péptidos a evaluar se dejaron difundir en
cultivos sdlidos de las bacterias durante 12h y transcurrido este tiempo se midié el diametro del halo
de inhibicién. Los valores del diametro representan la media de todos los valores obtenidos en los
diferentes ensayos realizados + desviacion estandar.
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A la vista de estos resultados no parece que ninguno de los péptidos
aislados tenga una actividad antimicrobiana destacable frente a ninguno de los
microorganismos analizados. En los casos en los que se pudiera dar cierta
inhibicién del crecimiento, las concentraciones (300 mg/ml) son muy elevadas en
comparacion con los estudios hechos con péptidos de leche humana, que dieron
actividad antibiotica en concentraciones diez veces menores (20-40 mg/ml)
(Liepke C vy col, 2001).

12.3. Efectos inmunomoduladores

Algunos estudios sugieren que determinados péptidos que se obtienen
tras la hidrolisis de las proteinas de la leche humana podrian estar implicados en
el desarrollo y maduracién del sistema inmunitario del recién nacido (Migliore-
Samour D y col, 1989). De la misma forma se han aislado péptidos con
propiedades inmunomoduladoras a partir de las proteinas de la leche de vaca
(Clare DA, 2000). Con estos antecedentes parece interesante comprobar las
propiedades sobre el sistema inmunitario de los péptidos obtenidos a partir de la
leche de cabra. Para ello se desarrollaron diferentes ensayos in vitro, cuyos

resultados se describen a continuacion.

12.3.1. Actividad sobre macré6fagos de raton:

Efectos sobre la produccion de citoquinas

Cuando los macréfagos se activan debido a un estimulo, como puede ser
un agente infeccioso, aumentan la produccion de determinadas citoquinas que
facilitan la defensa frente a dicho agente, entre ellas la IL-12 y el TNF-a. La figura
12-1 muestra que ninguno de los péptidos aislados a partir de la leche de cabra
sirve como estimulo de los macrofagos por si so6lo, ya que la incubacién con
dichos péptidos no aument6 la produccién de las citoquinas analizadas. Sin
embargo, cuando las células se incubaron en presencia de los péptidos junto con
un estimulo especifico, como el LPS, si se observaron algunos efectos.

En lo que respecta a la produccion de IL-12 (figura 12-1A), los péptidos no
modificaron de forma significativa la activacion inducida por LPS, aunque P1 si

mostré una tendencia a disminuir la produccién de IL-12. En cuanto a la
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produccion de TNF-a (figura 12-1B), tanto P1 como P2 aumentaron de forma
significativa la estimulacién inducida por LPS, y los niveles de TNF-a fueron
superiores en presencia de estos dos péptidos.

Estos resultados apuntan a un posible papel beneficioso sobre todo del
péptido P2 y en menor medida de P1 en la defensa frente a infecciones, ya que
parecen potenciar ligeramente la respuesta de los macréfagos frente a un

estimulo infeccioso.

A

1000 - * . L.
* * Figura 12-1. Produccion de
_ 800+ * citoquinas por macrofagos en
% 600 | presencia de los diferentes
j= péptidos. Se cultivaron macrofagos
o 400 derivados de la médula 6sea de
2 20 ratones Balb/C en presencia o
o ausencia de LPS (50ng/ml) y de los
— - péptidos P1, P2 y P3 (100ny/ml).
° 2 R g g g Tras 24h de incubacion se
é é é determiné en el medio de cultivo la
concentracion de IL-12 (A) y TNF-a
B (B). Los valores representan la
600 - media de varios_en_s’ayos rgalizados
500 | *T (pg/ml) + desviacion estandar. El

andlisis estad’sitico se realizod
mediante ANOVA de una via y el
test a posteriori de Fisher. *P<0,05
vs basal, T P<0,05 vs LPS.
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Efecto sobre la capacidad fagocitica

Una de las caracteristicas mas importantes de los macréfagos en la
defensa frente a infecciones es su capacidad de fagocitar microorganismos y asi
eliminarlos. En respuesta a determinados estimulos, como puede ser el LPS, los
macréfagos aumentan su capacidad fagocitica preparandose para la defensa del
organismo frente a un posible agente infeccioso.

La figura 12-2 muestra como al adicionar al medio de cultivo LPS se
produjo un incremento significativo del porcentaje de células con capacidad

fagocitica. En este caso los péptidos, especialmente P2 y P3, por si solos
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indujeron la fagocitosis de los macrofagos, y de la misma forma, potenciaron el
efecto del LPS.

Estos resultados apoyan el efecto beneficioso de los péptidos obtenidos a
partir de la leche de cabra en la defensa frente a infecciones. El efecto del péptido
P3 es especialmente interesante puesto que estimula la capacidad fagocitica de
los macréfagos sin inducir la produccion de citoquinas proinflamatorias como el
TNF-a.
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Figura 12-2. % de células fagociticas en un cultivo de macrofagos de ratén en presencia o ausencia
de los diferentes péptidos y LPS. Tras la incubacion con los diferentes estimulos las células se
incubaron con una cepa de E.coli transformada con un vector que expresa la proteina verde
fluorescente. Por citometria de flujo se contaron las células que habian fagocitado la bacteria. Los
valores representan la media de varios ensayos realizados *+ desviacion estandar. El analisis
estadistico se realizé por ANOVA de una via y el test de Fisher. * P<0,05 vs basal, T P<0,05 vs LPS.

12.3.2. Efecto sobre la proliferacién de linfocitos:

Losa linfocitos T y B juegan papeles fundamentales en la respuesta
inmunitaria celular y humoral. La respuesta de estas células ante un estimulo
consiste en su proliferacion y diferenciacion para producir un perfil de citoquinas
gue dependera del estimulo que desencadena la respuesta.

Los linfocitos procedentes del bazo de ratdn se cultivaron en presencia de
estimulos especificos de linfocitos T (ConA), B (LPS) o en presencia de los
péptidos. Solo P2 fue capaz de modificar la proliferacion de linfocitos, en ausencia
de otros estimulos y sobre todo en presencia de LPS. Sin embargo, este mismo
péptido inhibio la respuesta linfocitaria en presencia de ConA (figura 12-3).

Con estos resultados, se podria decir que P2 es un estimulo especifico de

linfocitos B y que potencia la respuesta de éstos frente a estimulos especificos
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como el LPS, es decir, potencia la respuesta inmunitaria humoral, pero no la

celular. Ni P1 ni P3 mostraron efecto alguno sobre la respuesta linfocitaria.

Figura 12-3. Proliferacion de
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12.3.3. Actividad antiinflamatoria por inhibicion de la metaloproteinasa-3
(MMP-3):

Las metaloproteasas son una familia de proteasas que, entre otras
muchas funciones, se han relacionado con el dafio provocado por los procesos
inflamatorios (Supuran CT y col, 2003). De hecho un estudio reciente sugiere que
la elevada produccion de metaloproteasas, y en especial de la MMP-3 o
estromalisina-1, podria ser responsable del dafio tisular en nifios con ECN, ya
gue estas enzimas tienen la capacidad de degradar la matriz extracelular (Pender
SL y col, 2003).

Determinados péptidos de la leche de vaca han demostrado tener
actividad inhibidora de algunas proteasas (Clare AD y col, 2000). Por esta razon
se decidié determinar la capacidad de inhibicion de proteasas por los péptidos de
leche de cabra, concretamente se utilizaron metaloproteasas por su implicacion
en procesos inflamatorios, en especial la ECN.

Como se observa en la figura 12-4 el péptido P1 mostré un efecto inhibidor
sobre la MMP-3 incluso superior al del inhibidor proporcionado por el método
comercial. Esta actividad no se observd en ninguno de los otros péptidos

ensayados.
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Aunque el mecanismo de accién no ha sido estudiado, la inhibicién de P1
sobre la MMP-3 sera probablemente debida a una competiciéon de este péptido y
el sustrato del enzima por unirse al sitio de accion, lo que resulta en una menor
actividad del enzima sobre su sustrato original.

Asi, el péptido P1 que, como ya se habia comprobado, no influye en la
actividad de los macrofagos, si tendria un papel beneficioso en procesos
inflamatorios y en especial en la ECN en la que la MMP-3 esta anormalmente

inducida.

12.4. Resumen de los resultados

En primer lugar habria que destacar el caracter preliminar de todos estos
resultados. Hay que tener en cuenta que se han evaluado s6lo en ensayos in vitro
relacionados con su capacidad inmunomoduladora y antiinfecciosa. Los
resultados obtenidos deben confirmarse en posteriores ensayos in vivo, asi como
en estudios que analicen los efectos dosis-respuesta de estos compuestos.

Ademas de ser resultados preliminares habria que tener en cuenta que
s6lo P1 parece absorberse como tal, asi que los posibles efectos sistémicos de
P2 y P3 solo estarian presentes en el hidrolizado inicial, ya que parece que su
ingesta facilita la absorcién de estos péptidos por algun mecanismo que habria
que investigar.

Teniendo en cuenta todo esto, los resultados obtenidos en los ensayos de
inmuno-modulacién sugieren que los 3 péptidos aislados pueden desempefiar
papeles reguladores en diferentes procesos inmunitarios.

Asi, P3 parece inducir la fagocitosis de macréfagos, sin activar la producciéon de
citoquinas proinflamatorias, lo que podria favorecer la defensa del organismo
frente a infecciones.

Por otra parte, el péptido P2 parece tener un efecto inmuno-estimulante
mas inespecifico, porque estimula la produccién de citoquinas por macrofagos asi
como su capacidad fagocitica. Ademas potencia la respuesta de los linfocitos B
frente a un estimulo. El efecto de este péptido, por ser menos selectivo, debe
tomarse con precaucion, puesto que se ha visto que estimula la produccion de
TNF-a que es una citoquina claramente pro-inflamatoria, aunque no es capaz de

aumentar su produccion por si solo sino en presencia de LPS.
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Figura 12-4. Inhibicion de la actividad MMP-3 por los péptidos (0,1 mg/ml)
obtenidos a partir de leche de cabra. La inhibiciéon actividad MMP-3 se midi6
mediante un método comercial utilizando como control positivo un inhibidor
comercial a una concentracion de 0,4 mg/ml. El control representa la actividad
de la MMP-3 en presencia de un sustrato especifico. Los valores representan la
media de barios ensayos realizados + desviacion estandar. Andlisis estadistico
por ANOVA de una via y test de Fisher. * P<0,05 vs control.
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Finalmente el péptido P1 tiene un claro efecto inhibidor de la MMP-3, por
lo que podria ser de gran utilidad para evitar el dafio tisular provocado por un
proceso inflamatorio. Ademas este efecto no va acompafado de una disminucion
de la actividad de los macréfagos, lo que podria ser perjudicial en caso de
infeccion.

A la vista de todos estos resultados el estudio en profundidad de la
bioactividad de los péptidos obtenidos a partir de la leche de cabra, parece un
campo de investigacion interesante. La influencia que parecen tener sobre el
desarrollo y maduracion del sistema inmunitario del recién nacido y sus efectos
antiinflamatorios los convierten en buenos candidatos a estudiar como nuevos
componentes funcionales no sélo en alimentacién infantil sino en también en la

nutricion del adulto.
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En la actualidad la gran mayoria de los expertos en nutricion infantil
coinciden en que la leche humana debe ser la primera eleccién para la
alimentacion del recién nacido. Asi queda reflejado en el Codex Alimentarius en el
gue se recomienda la leche humana como Unico alimento durante al menos los
seis primeros meses de vida (Codex Stan 72-1981). Sin embargo, la lactancia
materna no siempre es posible, por lo que la lactancia artificial juega un papel
cada vez mas importante en la nutriciéon del neonato.

En un principio las féormulas infantiles fueron disefiadas para sustituir a la
leche humana y proporcionar los nutrientes requeridos para el correcto
crecimiento y desarrollo del recién nacido. Hoy en dia este objetivo no es
suficiente, y por ello, en la actualidad, la investigacion en el campo de la nutricién
infantil se centra principalmente en la bldsqueda de nuevos componentes
bioactivos que imiten las propiedades funcionales de la leche materna. Se trata de
conseguir con la lactancia artificial los efectos que se observan en los nifios
amamantados, asi como cubrir las necesidades en aquellos casos en los que son
necesarios unos requerimientos especiales.

En este contexto, existen asociaciones de expertos en nutricién infantil que
evallan las diferentes propuestas sobre la composicion de las férmulas infantiles,
y emiten informes que generalmente constituyen la base de la legislacién que rige
dicha composicion.

No es facil introducir nuevos componentes, sobre todo en las formulas de
inicio, dirigidas a niflos de hasta 6 meses de edad, cuyo desarrollo depende de
forma casi exclusiva de su alimentaciéon, ya que no tienen la capacidad de
autorregulacion que irdn adquiriendo con el tiempo. De hecho, en los ultimos afios
la introduccion de DHA y de oligosacaridos han sido las Unicas grandes
novedades legalmente aceptadas en la composicién de este tipo de férmulas
(Alles MS y col, 2004).

A la hora de introducir nuevos componentes en las formulas infantiles son
necesarios numerosos estudios clinicos con una muestra de poblacion
representativa, que avalen, no sélo la seguridad de la modificacion propuesta,
sino también su caracter beneficioso respecto a la composiciéon actualmente
aceptada. De ahi que algunos informes emitidos por las comisiones de expertos
concluyan que determinadas modificaciones, si bien son totalmente seguras para
la salud del recién nacido, no son aceptadas por no suponer un claro beneficio

respecto a las férmulas existentes en ese momento.
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En el presente trabajo se han evaluado las propiedades funcionales de
algunos componentes de la leche de cabra en nutricion infantil. Se han incluido
diversos estudios in vivo e in vitro que demuestran que la leche de cabra contiene
compuestos que podrian suponer un beneficio adicional al de las férmulas
infantiles actualmente comercializadas, la mayoria de ellas basadas en la leche
de vaca. El objetivo ha sido proponer diferentes modificaciones principalmente
centradas en los macrocomponentes de las formulas infantiles, y encaminadas a

imitar algunos efectos funcionales observados en nifios amamantados.

Modificaciones en los macrocomponentes de las formulas infantiles

Modificaciones en el componente proteico

Modificaciones relacionadas con el valor nutricional

Respecto a las proteinas que componen las férmulas infantiles la mayoria
de las recomendaciones han ido encaminadas a compensar las deficiencias en
aminoéacidos de las fuentes proteicas utilizadas, soja o leche de vaca, respecto a
la leche humana, con objeto de conseguir un valor nutricional adecuado. Asi, el
Scientific Comittee on Food (SCF) en un informe emitido en el afio 2003
recomienda que todas las proteinas utilizadas para la elaboracién de férmulas
infantiles deben adaptarse al patron de aminoéacidos de la leche materna (SCF
Report, 2003).

En este sentido la composicién en aminoacidos de las leches de vaca y
cabra es muy similar, por lo que en ambos casos se requiere una suplementacion
para cubrir las deficiencias respecto a la leche humana.

También con el objetivo de conseguir un valor nutricional adecuado y
mejorar la digestibilidad de las proteinas, se modificé la proporcion C/PL de la
leche de vaca utilizada en la elaboracion de las férmulas infantiles. Tomando
como modelo la leche humana madura, la leche de vaca, con una proporcion
inicial de 80/20, se modific6 de manera que dicha proporcién en el componete
proteico de las formulas infantiles fuera de 40/60.

La digestibilidad de la leche de cabra no ha sido objeto del presente
trabajo, pero los pocos estudios que existen en este sentido apuntan a una mejor
digestibilidad de la b-lactoglobulina de la leche de cabra (EFSA, 2004). También
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las caseinas, al ser mas solubles, parecen ser mejor absorbidas que las de vaca
(Boza Jy col, 1997).

Por tanto, y a la vista de los datos existentes, el valor nutricional de la
leche de cabra parece al menos igual de adecuado que el de la leche de vaca

para la elaboracion de férmulas infantiles.

Modificaciones relacionadas con el valor funcional

Aparte de su funcién nutritiva, el componente proteico de las férmulas
infantiles juega otro papel clave en la salud del recién nacido. Asi, la APLV es una
de las patologias mas frecuentes en el neonato, con una incidencia del 2-6% en
nifos de hasta 2 afios de edad (Hill DJ, 1996).

Con objeto de reducir la alergenicidad de las proteinas de la leche de
vaca, la aproximacion mas comunmente utilizada es la hidrélisis enzimética de
dichas proteinas. De esta manera se consiguen péptidos de pequefio tamafio,
gue no inducen una respuesta alérgica pero tampoco una tolerancia a las
proteinas de la leche de vaca (Exl BM y col, 2001).

Los resultados de este trabajo sugieren que la hidrélisis de las proteinas
mediante bacterias probitticas podria ser otra forma de reducir la alergenicidad
de las proteinas de la leche de vaca. Ademéas, de esta forma el neonato podria
beneficiarse de la presencia de los probioticos, ya que, recientes estudios
apuntan a un posible papel preventivo de estas bacterias en la APLV (Isolauri E,
2004). Otros resultados no publicados obtenidos por nuestro grupo indican un
claro efecto inmuno-modulador de las bacterias probiéticas, que también podria
ser beneficioso para el nheonato.

En este trabajo se propone la leche de cabra como alternativa a la de vaca
en nifios no sensibilizados, ya que, como se ha comentado ampliamente no es
una buena alternativa en niflos con APLV diagnosticada. Se ha evaluado por
primera vez la leche de cabra comparada con la de vaca en un modelo de APLYV.
Los resultados sugieren que la leche de cabra es menos alergénica que la de
vaca, cuando se administra a animales no sensibilizados frente a esta Ultima.

Aunque la razon necesita ser investigada en mayor profundidad, esta
menor alergenicidad podria ser debida a la ausencia de al-caseina en la leche de
cabra, ya que este es uno de los principales alergenos de la leche de vaca

(Bellioni-Businco B y col, 1999). Esta proteina actia como un transportador de
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otros alergenos y por tanto su ausencia podria favorecer la digestion de estos
otros alergenos, principalmente de la b-lactoglobulina, lo que también contribuiria
a la menor alergenicidad de la leche caprina (Bevilacqua C y col, 2001).

Esta hipotesis de que una reduccién en la fraccion caseinica de la leche
reduce la alergenicidad ha sido confirmada por nuestros resultados. La leche de
vaca con una relacion C/PL de 40/60 ha demostrado ser menos alergénica en el
modelo de APLV utilizado, comparada con la nativa cuya relacién C/PL es de
80/20. Por tanto, la modificacion de la relacion C/PL de la leche de vaca utilizando
como modelo la leche humana, no solo consigue mejorar la digestibilidad, sino
gue reduce la alergenicidad de las proteinas lacteas.

Aparte de facilitar la digestion de la b-lactoglobulina, otra posible
explicacion de la menor alergenicidad de una férmula con menor contenido en
caseinas, podria estar relacionada con la flora intestinal del recién nacido. Balmer
SE (1989) comparo el efecto sobre la flora fecal de una férmula infantil a base de
proteinas de lactosuero bovino con otra a base de caseinas también bovinas. Sus
resultados demostraron una mayor colonizacion por lactobacilos 'y
bificdobacterias en los nifios alimentados con la formula a base de proteinas del
lactosuero. Como ya se ha comentado, estas bacterias probitticas podrian tener
un papel importante en la prevencion de la APLV, por lo que el mayor contenido
en proteinas del lactosuero favoreceria una flora fecal protectora frente a la APLV.

Finalmente, comparando los efectos de las leches de cabra y de vaca
sobre el sistema inmunitario, se ha comprobado que la leche caprina aumenta la
concentracion plasmatica de IL-10. Esta citoquina es una de las responsables de
la respuesta T3, que inhibe tanto las respuestas Ty2 como la Tyl, lo que podria
contribuir a la menor alergenicidad de la leche de cabra. Estudios llevados a cabo
por nuestro grupo ya han demostrado que la mayor produccion linfocitaria de IL-
10 tiene efectos antialérgicos en ratones (Sierra S y col, 2004).

A la vista de estos resultados parece interesante considerar la posibilidad
de utilizar la proteina de la leche de cabra en las férmulas infantiles, ya que su
alergenicidad en nifios no sensibilizados podria ser menor, probablemente debido

al bajo contenido en al-caseina.
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Modificaciones en la fraccién lipidica

El componente lipidico de las férmulas infantiles ha sido uno de los
principales objetivos de las modificaciones en las férmulas de inicio y de
continuacion. De hecho, la adicion de AGPI-CL, concretamente DHA y AA, ha
sido una de las variaciones aceptadas en la composicién de las formulas de inicio.
Hay fuertes evidencias de que estos dos acidos grasos podrian ser responsables
del mayor desarrollo cognitivo de los nifios amamantados (Alles MS y col, 2004).
DHA y AA estan presentes en la leche materna, pero no en los aceites vegetales
comunmente utilizados en la elaboracion de las formulas infantiles. Por esta razon
diferentes asociaciones de expertos recomendaron su adicién a dichas férmulas,
y asi se recoge actualmente en el Codex Alimentarius (Codex Stan 72-1981) y en
diferentes legislaciones europeas, entre ellas la espafiola (RD 72/1998).

Aunque el componente lipidico de las férmulas no ha sido objeto de este
trabajo, la principal diferencia entre las leches de vaca y cabra es el mayor
contenido de TCM de la primera. De hecho, comparando las dietas a base de
leche de cabra y de vaca utilizadas en este trabajo (ver apartado 6.1.1), el
porcentaje de acidos grasos de cadena media fue muy superior en la de cabra
(18,7% vs 7,3%). Estos triglicéridos suponen una fuente de energia de muy facil
acceso (ver apartado 3.2.2), por lo que su presencia en las férmulas infantiles
podria ser beneficiosa para el neonato, cuyo metabolismo es aun inmaduro,
especialmente en el caso de nifios de bajo peso al nacer (Chan Sy col, 1998). En
la bibliografia existen estudios que demuestran que la relacion TCM/TCL es
importante para la funcion energética del neonato (Telliez F y col, 2002). Sin
embargo, en lo que respecta a los efectos de unos y otros a largo plazo hay datos
contradictorios y serian necesarios mas estudios para dilucidar el papel de los
TCM en la salud del neonato (Klenoff-Brumberg HL y col, 2003).

Modificaciones en el componente glucidico

El principal hidrato de carbono de la leche materna y de las férmulas
infantiles es la lactosa, que ademas supone la mayor fuente de energia para el
recién nacido. Sin embargo, el descubrimiento en la leche materna de
oligosacaridos con una importante bioactividad, hizo que la investigacion de estos

compuestos cobrara un gran interés.
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Los oligosacaridos son el tercer componente mayoritario de la leche
materna, con una cantidad de 0,7-1,2 g/100ml. De entre los efectos funcionales
gue se les han asignado a estos azUcares, cabe destacar su papel prebiético,
favoreciendo de forma selectiva el crecimiento de bacterias acido lacticas y
bifidobacterias, lo que genera una flora fecal mas beneficiosa para el neonato (Mc
Veagh Py col, 1997). Ademas la estructura de estos compuestos es muy similar a
la de los puntos de anclaje de bacterias patdgenas a las células intestinales, por
lo que los oligosacaridos bloquean estos puntos de anclaje impidiendo la
adhesion de las bacterias al epitelio intestinal (Kunz C y col, 2000). Por todo ello,
se ha sugerido que los oligosacaridos presentes en la leche materna podrian ser
parcialmente responsables de la menor incidencia de diarrea en los nifios
amamantados (Newburg SNy col, 1995).

En la leche de vaca sélo se encuentran trazas de oligosacaridos, y por
tanto, en las férmulas infantiles el contenido en estos compuestos es muy bajo.
Dado el gran numero de estudios que sugieren un efecto beneficioso de Is
oligosacaridos, en el afio 2001 el SCF consideré que habia datos suficientes para
aceptar la adicion a las férmulas infantiles de inicio y de continuacion de un
maximo de 0,89/100ml de una mezcla de GOS al 90% y FOS al 10% (SCF
Report, 2001).

La leche de cabra, en comparacién con la de vaca, tiene un alto contenido
en oligosacaridos (0,025-0,030 g/100ml). Ademas su variabilidad estructural y su
riqueza en galactosa y acido siélico los hacen similares a los de la leche materna
(Martinez-Férez A, 2004), como se demuestra por el analisis del producto que ha
sido objeto de este trabajo (ver tabla 11-1).

A pesar de ello, la bioactividad de los oligosacaridos de leche de cabra no
habia sido estudiada. Como se discutira mas adelante, nuestros resultados
muestran que estos compuestos tienen una cierta actividad antiinfecciosa.
Ademas estos compuestos han demostrado un efecto protector sobre la
inflamacién intestinal en ratas.

Por tanto, los oligosacaridos de la leche de cabra podrian ser candidatos a

mejorar las propiedades funcionales de las férmulas infantiles.
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Beneficios de estas modificaciones en la salud del recién nacido: proteccién

frente a patologias frecuentes en el neonato

Como ya se ha comentado, la busqueda de nuevos componentes en las
formulas infantiles tiene como objeto imitar las propiedades funcionales de la
leche humana. Por tanto, nuestro objetivo no era solo identificar componentes de
la leche de cabra que pudieran utilizarse en nutricién infantil, sino también
demostrar que estos componentes suponian un beneficio adicional para la salud
del recién nacido.

Con este objetivo se evaluaron los componentes de la leche caprina en
diversas patologias frecuentes en el neonato, principalmente APLV, ECN e

infecciones gastrointestinales.

Las proteinas de la leche de cabra en la prevencién de la APLV

Alergenicidad de la leche de cabra

Como ya se ha comentado ampliamente, la leche de cabra no es una
buena alternativa a la de vaca en nifios ya sensibilizados frente a la proteina de la
leche de vaca, ya que existe reactividad cruzada entre ambos tipos de proteina
(ver apartado 4.1.4).

El estudio recogido en este trabajo es el primero que compara la
alergenicidad de las leches de vaca y de cabra en un modelo de APLV. Se
utilizaron ratones al destete, es decir que hasta la primera dosis de sensibilizacién
s6lo se habian alimentado con la leche de su madre y, por tanto, no podian estar
sensibilizados frente a las proteinas de la leche de vaca. Nuestros resultados
demuestran que, en estas condiciones, las proteinas caprinas son menos
alergénicas, ya que los ratones que recibieron leche de cabra sufrieron menos
sintomas, tanto durante el periodo de sensibilizacion como después de la dosis de
choque. La leche de cabra no produjo una induccion significativa de la respuesta
Tu2, responsable de la alergia, como se demuestra por el patron de citoquinas
producido por los linfocitos y la menor proliferacion de estos.

Esta menor alergenicidad podria suponer un beneficio para el neonato, no
s6lo en sus primeros meses de vida, sino también en edades posteriores. Como

ya se ha comentado, la APLV predispone al nifio a padecer otros fendmenos de
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alergia (rinitis, asma, otras alergias alimentarias, etc), ya que durante el periodo
de sensibilizacién el sistema inmunitario esta anormalmente estimulado y puede
reaccionar frente a otros antigenos inofensivos, que no inducirian reaccion en
condiciones normales (Boccafogli A y col, 1994; Kjellman N-IM y col, 1998). En
este sentido, la menor capacidad de sensibilizacion de la leche de cabra podria
suponer un beneficio. Los resultados que se recogen en este trabajo, aunque son
muy preliminares, apuntan a que efectivamente los ratones que recibieron leche
de cabra tuvieron una menor reacciéon frente a la ovoalbumina, administrada
durante el periodo de sensibilizacion. Evidentemente, se necesitan estudios
clinicos a largo plazo para confirmar esta hipétesis, pero parece un campo de
investigacion de un gran interés.

Por otra parte, la reactividad cruzada que existe entre las proteinas de las
leches de vaca y de cabra (Restani P y col, 1999), permite pensar que las
proteinas caprinas podrian inducir tolerancia frente a las bovinas. Aunque no
existen estudios al respecto, esta tolerancia podria ser otro beneficio afiadido, ya
gue evitaria posteriores fendmenos de rechazo de las proteinas de vaca. La no
induccion de tolerancia es uno de los principales problemas que plantean las
formulas extensamente hidrolizadas y las de soja, que son las alternativas

actualmente utilizadas en niflos con APLV.

Posicionamiento de la European Food Safety Auhtority (EFSA)

Recientemente se ha publicado un articulo de posicionamiento de la EFSA
acerca de la utilizacién de la leche de cabra en alimentacion infantil (EFSA, 2004).
Este informe estd basado en varios estudios:

- un estudio clinico en niflos sanos en el que se compara una formula
basada en leche de cabra no modificada con otra basada en leche de
vaca adaptada a la leche humana. Se hizo un seguimiento de los nifios
desde el nacimiento hasta los 5 meses de edad.

- andlisis de la digestibilidad de las proteinas de las leches de vaca y
cabra en un modelo animal.

- estudios in vitro para determinar el contenido en aminoacidos de una

formula infantil basada en leche de cabra no modificada.
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Tras la evaluaciéon de los resultados de estos estudios la EFSA concluye
gue el patron de aminoacidos de la leche de cabra no se ajusta al de la leche
humana, y que por tanto, esta leche no es adecuada para la nutricién infantil. Sin
embargo, en el mismo informe se recoge que dicho patrén de aminoacidos no es
tampoco adecuado en la leche de vaca. En cualquiera de los casos seria
necesario modificar la proteina (invertir la relacién C/PL) y afadir los aminoacidos
necesarios para ajustar el perfil al de la leche humana.

En cuanto a la digestibilidad, el informe concluye que ambas proteinas son
bien digeridas, pero que la proteina de la leche de cabra tiene un valor nutritivo
mas elevado, porque con el mismo consumo da una mayor tasa de crecimiento,
en el modelo animal utilizado. Ademas, la b-lactoglobulina de cabra fue mas
facilmente digerida que la de vaca, lo que apoya la teoria de que la ausencia de
a-caseina favorece la digestibilidad de esta proteina.

Respecto a la alergenicidad la EFSA no encuentra datos que apoyen la
menor alergenicidad de la leche caprina, pero este comentario esta basado en
estudios en niflos con APLV diagnosticada, en los que, como ya se ha comentado
ampliamente, la leche de cabra no es un alternativa valida.

Finalmente, aunque las férmulas a base de leche de vaca y de cabra
fueron bien toleradas y no hubo diferencias en el crecimiento de los nifios, el
informe concluye que no hay datos suficientes que avalen la utilizacién de la leche
de cabra en nutricién infantil.

En este contexto se puede concluir que, aungque son necesarios estudios
clinicos con una poblacion infantil representativa, la leche de cabra tras las
modificaciones adecuadas, podria ser una alternativa valida para reducir la
incidencia de APLV.

La leche de cabra en la inflamacién intestinal

Efectos de los oligosacaridos

La inflamacién intestinal no es muy frecuente en los neonatos nacidos a
término, pero si en los prematuros y de bajo peso al nacer, entre los cuales hay
una incidencia del 11% de ECN, patologia intestinal que cursa con inflamacion, y
que esta muy relacionada con el consumo de formulas infantiles (Precioso AR y
col, 2002).
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En esta patologia la flora intestinal juega un papel fundamental (Shanahan
y col, 2004), como se demuestra por el hecho de que animales “libres de
microorganismos” no desarrollan la enfermedad (Chandran P y col, 2003). Por
ello, la manipulacion terapéutica de dicha flora ha cobrado un gran interés, y
diferentes estudios en modelos animales de IBD sugieren que la administracion
de probiéticos puede ser beneficiosa (Araki Y y col, 2004; Peran L, y col 2005).
Incluso se ha demostrado que las bifidobacterias protegen a las ratas del
desarrollo de la ECN (Vandenplas Y, 2002).

Pero la administracion de probi6ticos no es el inico modo de manipular la
flora intestinal. Recientemente se ha despertado un gran interés en la
administracion de prebioticos, para favorecer el crecimiento de bacterias acido-
lacticas y bifidobacterias.

Nuestros resultados muestran que la administracion de FOS previene el
dafio intestinal originado por el tratamiento con TNBS. Es este estudio se observo
un claro efecto sobre la flora intestinal, ya que el grupo que consumié FOS
presentd una mejor relacién entre bacterias probidticas y patégenas, que podria
explicar el efecto beneficioso de estos compuestos en la inflamacion intestinal. No
obstante, los animales alimentados con FOS, aunque mejoraron
significativamente respecto a los que recibieron celulosa, tuvieron sintomas
evidentes de la enfermedad: elevada actividad MPO, reduccién en los niveles de
glutation y lesiones a nivel del colon. Una posible explicacion es que la lesion
causada por el TNBS se da en el colon distal, y estos compuestos son
fermentados principalmente en las primeras porciones del intestino grueso (ciego
y colon proximal). Aparte de este inconveniente la ingesta del 100% de la fibra en
forma de FOS no es una aproximacion real.

Los oligosacaridos de leche de cabra, a diferencia de los FOS, son ricos
en galactosa y mas parecidos a los que se encuentran en la leche humana. De
hecho, como ya se ha comentado, la legislacion permite adicionar a las formulas
una mezcla de oligosacaridos constituida en un 90% por GOS. Ademas estos
compuestos fueron evaluados en un modelo de colitis por DSS, méas adecuado
para la evaluacion del efecto de estos compuestos porque la lesion afecta a todo
el colon y en algunos casos al ciego e incluso al ileon (Charles O Elson y col,
1995). Los resultados obtenidos en este caso muestran que los oligosacaridos no

sOlo protegieron a los animales de la anorexia provocada por el tratamiento con
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DSS, sino que tuvieron un claro efecto beneficioso en la recuperacion del dafio a
nivel del colon inducido por este compuesto.

El efecto de los oligosacaridos de leche de cabra sobre la flora intestinal
no fue del todo claro. Se observé un aumento significativo de las bifidobacterias
en los animales sanos que consumieron estos compuestos, Io que concuerda con
los resultados del ensayo in vitro de fermentacion (ver apartado 11.2.2). A pesar
de ello, no hubo diferencias significativas ni en lactobacilos ni en bifidobacterias
en las ratas enfermas, y solo se observé una disminucion de las bacterias
patégenas en los animales que consumieron los oligosacaridos. Por tanto, parece
gue, en este caso, el efecto protector no es sé6lo debido a la capacidad prebidtica
de estos azUcares.

Nuestros resultados in vitro demuestran que los oligosacéridos caprinos
son capaces de inhibir la adhesion de las bacterias patégenas al epitelio
intestinal, lo que podria ser una explicacién a la menor presencia de estas
bacterias en el colon de los animales que los consumieron.

Otra posible explicacion del papel protector de estos compuestos seria su
capacidad para inducir la sintesis de mucoproteinas. Aunque en este trabajo no
se ha medido dicha sintesis, si se ha comprobado que el tratamiento con DSS
induce una disminucion en la expresion de los genes que codifican para las
mucinas. Los oligosacaridos de la leche de cabra indujeron un aumento en la
expresion de estos genes hasta valores similares a los de ratas sanas.

Recientemente se ha sugerido que los oligosacéridos de la leche humana
tienen un efecto antiinflamatorio directo, por inhibicion de la migracién de
leucocitos al foco inflamatorio (Bode L y col, 2004). Ensayos similares se han
llevado a cabo con oligosacaridos de leche de cabra con resultados prometedores
(Martinez-Férez A, 2004). Para ejercer este efecto antiinflamatorio seria necesario
que los oligosacéridos se absorbieran a nivel intestinal, lo que parece probable a
la vista de nuestros resultados en el modelo de epitelio utilizado (monocapa de
células Caco-2).

Por tanto, los oligosacéaridos de leche de cabra pareen tener un claro
efecto beneficioso en la inflamacion intestinal. Aunque se necesitarian mas
estudios para confirmarlo, parece que este efecto no es s6lo debido a la
capacidad prebittica de estos azucares, sino que existen efectos directos sobre la

inflamacion y la reparacion del dafio intestinal.

207



Discusion

Efectos de los péptidos de la leche de cabra

Aunque el efecto de los péptidos de la leche de cabra sobre la inflamacién
intestinal no se ha evaluado en este trabajo, nuestros resultados in vitro
demuestran que uno de ellos, concretamente P1, tiene la capacidad de inhibir la
actividad MMP-3. Se ha sugerido que este enzima, por su capacidad de degradar
la matriz extracelular de la mucosa, podria ser responsable del dafio tisular en
nifios con ECN (Pender SL y col, 2003). La capacidad de inhibir este enzima por
parte del péptido mencionado sugiere un posible papel preventivo de éste sobre
el dafio tisular tipico de la ECN.

Por tanto, parece interesante el estudio de los efectos de P1 sobre la
inflamacion intestinal, ya que ademas nuestros resultados demuestran que este
péptido, generado por hidroélisis enzimatica de las caseinas de la leche de cabra,

atraviesa intacto el epitelio intestinal.

La leche de cabra en la defensa frente a infecciones

Una de las principales ventajas de la lactancia materna respecto a la
artificial consiste en la proteccion que confiere frente a infecciones, especialmente
intestinales, que son muy frecuentes en el recién nacido, cuyo sistema inmunitario
es aun inmaduro (Nascimento MBR do, 2003). Por esta razoén, la basqueda de
nuevos componentes que favorezcan la defensa frente a este tipo de infecciones

es un importante campo de investigacion en nutricion infantil.

Propiedades antiinfecciosas de los oligosacaridos de la leche de cabra

El establecimiento de una flora intestinal beneficiosa es fundamental en la
defensa frente a infecciones gastrointestinales, ya que dicha flora impide la
invasion de microorganismos patdgenos. Asi, la manipulacién de las bacterias
gue colonizan el intestino es una de las principales medidas en la prevencion de
este tipo de patologias (Reid G y col, 2004).

En nutricion infantil el objetivo que se plantea es conseguir con las
formulas una flora intestinal similar a la de los nifios amamantados, en los que las
bifidobacterias y lactobacilos son las especies dominantes (Vandenplas Y y col,

2002). Con este objetivo se han adicionado bacterias probitticas a las férmulas
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infantiles, consiguiendo una flora similar a la de nifios amamantados y una
disminucién en la incidencia de diarrea por infecciones (Langhendries col, 1995;
Saavedra, 2000). Pero esta medida tiene el inconveniente de que es necesario
administrar las bacterias vivas, lo que necesita unas condiciones especiales en la
preparacion de las formulas.

La adicién de oligosacéridos a férmulas infantiles también ha conseguido
imitar la flora de nifios amamantados, sin el inconveniente tecnolégico comentado
(Moro G y col, 2002). En este sentido nuestros resultados muestran que los
oligosacaridos de la leche de cabra podrian tener un efecto protector frente a
infecciones por su capacidad para promover selectivamente el crecimiento de
bifidobacterias, principales constituyentes de la flora de nifios amantados (ver
figura 1-3).

Ademas de este efecto bifidogénico, los oligosacaridos de la leche de
cabra han demostrado un efecto inhibidor de la adhesion de determinados
microorganismos patdgenos (E.coli y Listeria monocytogenes) al epitelio
intestinal. Este efecto podria deberse a la similitud estructural de estos
compuestos y los puntos de anclaje de estas bacterias, aunque este aspecto no
ha sido investigado en este trabajo.

Tanto por su capacidad de generar una flora intestinal protectora como por
la inhibicién de la adhesion de microorganismos patdgenos, los oligosacaridos de
leche de cabra parecen buenos candidatos en la mejora de la proteccién del

recién nacido frente a infecciones.

Propiedades inmunomoduladoras de los péptidos bioactivos

Determinados péptidos obtenidos a partir de la leche humana han
demostrado su capacidad para inhibir de forma directa el crecimiento de
determinados microorganismos (Liepke C y col, 2001), lo que podria contribuir a
las propiedades antiinfecciosas de la lactancia materna.

Los péptidos obtenidos a partir de las caseinas de la leche de cabra no
mostraron un efecto antimicrobiano importante, pero si ciertas propiedades
inmuno-moduladoras que podrian favorecer la defensa del organismo frente a
infecciones. Especialmente el péptido P3 estimulé la actividad fagocitica de
macrofagos por si s6lo y en presencia de un estimulo, sin modificar la produccion

de citoquinas. El efecto del péptido P2 es menos selectivo, ya que estimuldé no
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solo la fagocitosis si no también la produccion de citoquinas proinflamatorias por
macroéfagos (TNF-a), por lo que este efecto debe tomarse con mayor precaucion.

Esta capacidad de modular el sistema inmunitario también ha sido descrita
en algunos péptidos de la leche de vaca (Clare DA, 2000; Gill HS y col 2000). Los
péptidos bovinos han sido mas ampliamente estudiados, en diferentes modelos in
vitro e in vivo, y se ha sugerido que podrian favorecer la maduracion del sistema
inmunitario del neonato (Gill HS y col, 2000).

A la vista de los resultados obtenidos para la leche de vaca, parece
interesante estudiar en mayor profundidad los péptidos de la leche de cabra.
Ademas nuestros resultados sugieren que algunos de ellos podrian ejercer
efectos sistémicos ya que atraviesan el epitelio intestinal y podrian llegar intactos

a la circulacion sanguinea.

Posibles formulaciones infantiles basadas en ingredientes aislados a partir

de leche de cabra

Dado que el objetivo final de este trabajo es utilizar la leche de cabra como
fuente de ingredientes funcionales para la nutricion infantil, en este apartado se
proponen férmulas infantiles que contienen dichos ingredientes.

Aunque, como ya se ha comentado ampliamente, la utilizacion de leche de
cabra en la alimentacién del neonato no esta permitida actualmente, las férmulas
propuestas cumplen con los requisitos nutricionales establecidos para las
formulas infantiles y, en base a nuestros resultados, podrian suponer un beneficio
adicional para la salud del recién nacido respecto a las formulas disponibles en el

mercado.
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Foérmula de Inicio (0-6 meses)

Formula de continuacion (6-12 meses)

Por 100 g Por 100 g
Proteinas g 12,1 Proteinas g 17
Proteinas suero cabra g 7,3 Proteinas suero cabra g 10,25
Caseina cabra g 4,8 Caseina cabra g 6,74
Taurina mg 34 Taurina mg 34
Grasas g 25,6 Grasas g 20,1
Grasa de leche g 54 vegetable oils g 16,8
Aceites vegetales g 20,2 grasa de leche g 3,3
Acido linoleico g 4,3 Acido linoleico g 2,35
Acido linolénico mg 607 Acido linolénico mg 235
DHA mg 20 DHA mg 20
Carbohidratos g 55,9 Carbohidratos g 55
Lactosa g 54,9 Lactosa g 47,9
Oligosacaridos g 1 Oligosacéridos g 1,6
Humedad % 2,5 Humedad % 2.1
Energia Kcal 502 Energia Kcal 467
Vitaminas Vitaminas
A ul 1900 (570 mg) A ul 1900 (570 mg)
D3 ul 350 (8.75 mg) D ul 350 (8.75 mg)
E mg 13 E mg 13
K1 mcg 60 K mcg 60
C mg 52 C mg 50
B1 mg 0,55 Bl mg 0.55
B2 mg 1.1 B2 mg 1.1
Niacina mg 8 Niacina mg 8
Acido pantoténico mg 3 Acido pantoténico mg 3
B6 mg 0.4 B6 mg 0.5
B12 mcg 2.1 B12 mcg 2
Acido félico mcg 72 Acido félico mcg 72
Biotina mcg 20 Biotina mcg 20
Minerales g 1,6 Minerales
Na mg 130 Na mg 140
K mg 500 K mg 548
(¢]] mg 350 Cl mg 350
Ca mg 410 Ca mg 337
P mg 220 P mg 220
Mg mg 35 Mg mg 40
Fe mg 6 Fe mg 9
Zn mg 3,9 Zn mg 3.9
Cu mcg 350 Cu mcg 400
Mn mcg 40 Mn mcg 40
| mcg 68 | mcg 68
Selenio mcg 7 Selenio mcg 11
Nucleétidos Nucleétidos
AMP mg 2,2 AMP mg 2,2
UMP mg 2,6 UMP mg 2,6
GMP mg 0,73 GMP mg 0,73
IMP mg 1,46 IMP mg 1,46
Otros componentes Otros componentes
Colina mg 65 Colina mg 65
M-Inositol mg 25 M-Inositol mg 25
L-Carnitina mg 8 L-Carnitina mg 8
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Conclusiones

Como resultado de la investigacion que se describe en esta Tesis Doctoral

se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.

Las modificaciones en el componente proteico de las formulas infantiles

investigadas reducen la alergenicidad de dicho componente, disminuyendo el

riesgo de padecer APLV y otros fenomenos de sensibilizacion. Asi se pude

concluir que:

1.1

1.2.

1.3.

1.4.

2.

La leche de cabra es menos alergénica que la de vaca cuando ambas
se administran a ratones al destete, ya que induce una menor
sensibilizaciéon de los linfocitos, favoreciendo el equilibrio entre las

respuestas inmunitarias de tipo Tyl y Tn2.

Esta menor alergenicidad de la leche de cabra previene Ila
sensibilizacion de los ratones frente a otros alergenos, concretamente

la ovoalblmina.

La proporcion caseinas/proteinas del lactosuero juega un papel
fundamental en la alergenicidad de la leche de vaca. Se ha
demostrado que la disminucion de la fraccion de caseinas de la leche

de vaca hasta una proporcion de 40/60 reduce su alergenicidad.

La hidrdlisis de las proteinas de la leche de vaca por dos bacterias
probidticas, concretamente Lactobacillus coryniformis y Lactobacillus
gasseri, da como resultado un hidrolizado que es menos alergénico

gue la leche de vaca.

Los efectos de las leches de vaca y cabra sobre el sistema inmunitario de

ratones sanos son muy similares. La principal diferencia encontrada es la mayor

concentracion plasmética de IL-10 en los ratones alimentados con una dieta en

polvo a base de leche de cabra, asi como la menor concentraciéon de IgG1 e I1gG

en el plasma de estos mismos ratones.
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3.

Los oligosacaridos de la leche de cabra tienen una actividad funcional a

nivel gastrointestinal que se puede concretar en los siguientes efectos:

3.1

3.2.

3.3.

3.4.

4.

Inhibicién de la adhesion a células intestinales de microorganismos
patégenos, concretamente Escherichia coli y Listeria monocytogenes

subespecie Ohio.

Estos azlcares tienen un efecto prebiético, ya que son fermentados
por bacterias probiéticas como Bifidobacterium animalis y no por
bacterias patdgenas.

Ambos resultados sugieren un efecto beneficioso de los oligosacaridos

de leche de cabra sobre la flora bacteriana intestinal.

De entre los oligosacéridos aislados a partir de la leche de cabra se
han encontrado al menos dos compuestos, acido sidlico y 3-sialil-
lactosa, con la capacidad de atravesar una monocapa de células
intestinales (Caco-2), lo que sugiere que podrian absorberse a nivel de

intestino.

La inclusion de oligosacaridos de leche de cabra en la dieta de ratas
con colitis inducida por sulfato de dextrano, reduce la inflamacion
intestinal y favorece la recuperacién del dafio a nivel de colon. Ademas
la expresién de determinados genes implicados en la maduracion
intestinal, principalmente factores de crecimiento y mucinas, que se
inhibe como consecuencia del tratamiento con sulfato de dextrano, se
normaliza en los animales que consumen oligosacaridos de leche de

cabra.

En la fraccién de caseinas de la leche de cabra se han identificado tres

péptidos que se liberan tras una hidrélisis enzimética y que son capaces de

atravesar una monocapa de células de colon (Caco-2). Estos péptidos han

demostrado su bioactividad, destacando el aumento de la capacidad fagocitica

del péptido P3 y la inhibicibn de la actividad metaloproteasa-3 por parte del

péptido P1.
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