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cubicos

mOsm Miliosmol

m/z Relacién masa-
carga

NaCl Solucidn salina

NaHCO; Bicarbonato
sodico

ND No detectado

NK Células Natural
Killer

NPU Utilizacidon neta
de la proteina

NODs Receptores tipo
NOD (Nucleotide
binding oligomerization
domains)

ORAC capacidad de
absorcion de radicales
de oxigeno libres

PCR Reaccion en
cadena de la
polimerasa

PER Coeficiente de
eficacia en crecimiento

pg picogramo

pHF Formulas
parcialmente
hidrolizadas

PLV Proteina de leche
de vaca

PM Peso molecular
PPs Placas de peyer

psi Unidades de
presion

sIgA Inmunoglobulina
IgA secretora

RHF Formulas de
hidrolizados de arroz

rpm Revoluciones por
minuto

RNAm Acido
ribonucleico mensajero

SEICAP Sociedad
Espafiola de
Inmunologia, Alergia y
Asma Pediatrica

SCF Comité cientifico
de nutricidn de la
comision europea

SCIT Induccion de
tolerancia cutanea

SDS-PAGE
Electroforésis en gel de
poliacrilamida en
presencia de dodecil-
sulfato sdédico

SF Formulas de soja

SLIT Inmunotolerancia
sublingual

SPT Test cutdneo de
prick

SOTI Induccion de
tolerancia oral
especifica

TCA Acido
tricloroacético

TGF-B Factor de
crecimiento tipo B

TxO Linfocitos tipo T
cooperador o helper no
diferenciados

Tul Linfocitos tipo T
cooperador o helper
tipo 1, pro-inflamatorio

Tu2 Linfocitos tipo T
cooperador o helper
tipo 2, pro-alérgicos

Tu3 Linfocitos tipo T
cooperador o helper
tipo 3, reguladores



Tu17 Linfocitos Ty tipo
17, pro-inflamatorios

Treg Células T
reguladoras

TLRs Receptores tipo
Toll

TNF-a Factor de
necrosis tumoral tipo a

Ml Microlitro
Hm Micréometro

UMP Uridina 5
monofosfato

VCM Volumen
corpuscular medio

W Suero proteico

WAO World Allergy
Organization

WH Hidrolizado
extenso de suero

WHO World Health
Organization

% Porcentaje
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Introduccién

Durante las ultimas décadas se ha producido un aumento de las enfermedades
alérgicas; de hecho el 30-40% de la poblacién global se ve afectada por una o mas
alergias (WAO 2011) y en torno a un 4.9% de la poblaciéon infantil sufre alergia a la
proteina de la leche de vaca, durante el primer afio de vida (Fiocchi et al., 2010).
La “hipotesis de la higiene” fue propuesta por Strachan en 1989 (Strachan, 1989),
para explicar el aumento de la prevalencia de enfermedades atdpicas en la
poblacién. Strachan razond que la exposicion repetida a los microbios a una edad
temprana, por ejemplo como resultado de tener hermanos, ser dueno de una
mascota, vivir en una granja o asistir a guarderias, en realidad ayudaba a nuestros
sistemas inmunoldgicos a adaptarse apropiadamente de modo que no reaccionaran
con desmedida al estimulo ambiental, tal como a los alérgenos potenciales. Esto
seria una posible explicacion al hecho de que las enfermedades por
hipersensibilidad y autoinmunes tengan una incidencia mucho mayor en paises
desarrollados que en los subdesarrollados; al haber una higiene mayor en los
primeros, se producen dichas enfermedades. La combinacién de la “hipétesis de la
higiene” junto con el desequilibrio en la respuesta Ty1/T42 sostiene la hipotesis de
que un reducido contacto con microbios y la reduccién de la carga de enfermedades
infecciosas en la edad temprana, conducen a debilitar la respuesta inmunoldgica

Tul y estimular la respuesta Ty2 (Rautava et al., 2004).

La elevada prevalencia de enfermedades atdpicas en los paises desarrollados, se
justifica a través de la “hipotesis de la higiene”, pero también existe una “hipotesis”
relacionada con el consumo elevado de acidos poliinsaturados de cadena larga w-6
(Dunder et al., 2001; Calder, 2006); una tercera “hipdtesis” relacionada con los
cambios dietéticos experimentados en la sociedad occidental durante las ultimas
décadas (Prescott, 2011) y una cuarta “hipdtesis” relacionada con la deficiencia de
vitamina D en determinados grupos poblacionales (Bozzetto et al., 2012). Ademas
las ultimas investigaciones justifican la elevada prevalencia de alergias también,
desde un punto de vista epigenético (Prescott, 2011). Concretemente esta
“hipdtesis epigenética” se fundamente en el hecho de que antes del nacimiento vy
durante la infancia, existe una exposiciéon a distintos alérgenos y contaminantes
medioambientales, que pueden provocar metilaciones del ADN y acetilaciones de

las histonas, cambios en la expresion de los genes, que a su vez, pueden ser
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transgeneracionales. Esta predisposicion y exposicion comienza en el Utero,
continda en el nacimiento y en la infancia; estos hechos hacen que se pueda hablar
en el caso de las alergias, de una programacién temprana evitable, pues el
desarrollo del sistema inmunitario estd siendo dirigido a través de los cambios

ambientales a los que estamos expuestos.

Por estos motivos, parece necesario combatir la aparicién de alergias desde la edad
temprana e incluso durante la etapa uterina. De acuerdo a todos los datos
epidemiolégicos, observacionales y clinicos recientemente publicados, parece
interesante estudiar la manera de contribuir a la prevencién y tratamiento de

alergias a edades tempranas y la prevencion de la marcha atopica.

Durante las dos ultimas décadas, son numerosos los estudios desarrollados en base
a la prevencién de enfermedades alérgicas mediante la utilizacién de ingredientes
funcionales, tales como, DHA, prebidticos y probiéticos. Recientemente también se
ha demostrado la implicacién de la vitamina D en el desarrollo del sistema

inmunitario del lactante y su papel en la prevencién de enfermedades atdpicas.

En cuanto a la prevencion terciaria de enfermedades alérgicas en la infancia, existe
aun bastante controversia entre las recomendaciones emitidas por distintos
organismos cientificos. El retraso en la introduccién de ciertos alimentos
potencialmente alergénicos, ha sido una recomendacién seguida durante varios
décadas, sin embargo, hoy en dia surge la hipétesis de la induccién de la tolerancia,
a través de la introduccion temprana de los alimentos potencialmente alergénicos,
asi como la utilizacién de ingredientes funcionales, capaces de modular o intervenir
en la proceso educativo del sistema inmunitario del lactante alérgico (Torres et al.,
2012).

La mejor estrategia para reducir el incremento de enfermedades alérgicas, es la
prevencion primaria, siendo actualmente, la prevencion terciaria el caballo de
batalla de pediatras, gastroenterdlogos, nutricionistas y alergdélogos. Nacemos con
un genotipo y un programa epigenético para regular el sistema inmunitario, pero
este programa es susceptible de modificaciones ambientales ya antes del

nacimiento.
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Obijetivos

Las enfermedades alérgicas han alcanzado proporciones tales que se considera ya
una epidemia en todo el mundo y su incidencia sigue aumentando. Es por ello que
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en unién de la Organizacién Mundial de
Alergias (WAO), han desarrollado un proyecto colaborativo denominado “"Prevencion
de Alergias y Asma Alérgica”, con el fin de establecer objetivos estratégicos en la
Prevencion y Control de Enfermedades Crdnicas de la OMS. Debido al papel tan
destacado que juegan los alimentos y la alimentacion en las alergias y para
conseguir este objetivo es fundamental la participacion de las empresas
alimentarias y asociaciones como IDACE (European Dietetic Food Industry
Association), quien establece estrategias y recomendaciones dentro del ambito de
la prevencién de las alergias, en concreto de las alergias a las proteinas de la leche
de vaca. En este sentido el Instituto de Nutricién Infantil Hero, desde su creacién
en 2002 ha definido una linea de investigacion dirigida a la prevencidon vy
tratamiento de las mismas. Dentro de este contexto ha surgido este trabajo de
investigacion, cuyo principal objetivo pretenden contribuir a la prevencién y
tratamiento de la alergia a la proteina de la leche de vaca y su posible contribucién
al desarrollo de tolerancia a través de una estrategia alimenticia adecuada a las
necesidades nutricionales e inmunoldgicas de los lactantes alérgicos. La presente
Tesis Doctoral se plantea como un primer paso en el estudio de la prevencion

terciaria de la enfermedad.

Como objetivo general de este trabajo nos hemos planteado la validacion e
investigacion aplicada de una férmula terapéutica que, cumpliendo las exigencias
de la ESPGHAN (European Society for Pediatric Gastroenterology and Nutrition),
tengan como ingredientes claves de accién funcional un elevado contenido en AGPI-
CL, DHA y AA, asi como una elevada hidrolizacién de la proteina de la leche de
vaca, en la prevencion terciaria de la enfermedad y la adquisicién de la tolerancia a

la proteina de leche de vaca como base de las formulas infantiles.
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De manera concreta los objetivos especificos planteados en la presente Tesis

Doctoral han sido los siguientes:

Objetivo 1. Estudiar la tolerancia y valor nutricional de una férmula terapedutica
altamente hidrolizada, disefada para el tratamiento de lactantes con alergia a la
proteina de la leche de vaca.

« Evaluacion de la capacidad antigénica y nutricional de los hidrolizados de

proteina de leche de vaca.

« Estudio de la capacidad antigénica y nutricional de la férmula infantil.

« Identificacion de la presencia de péptidos bioactivos en la formula.

« Ensayo clinico con lactantes alérgicos a la PLV (proteina de la leche de

vaca).

Objetivo 2. Conocer el estatus nutricional de los AGPI-CL w-3 y w-6

administrados a través de la férmula terapéutica.

« Analisis del contenido en AA y DHA en la membrana de los eritrocitos.

Objetivo 3. Estudiar el efecto de la administracién de los AGPI-CL w-3 y w-6 en

la prevencidn terciaria.

« Analisis del contenido de citocinas proinflamatorias, proalérgicas y reguladoras
en plasma.
« Correlacién del contenido de AA y DHA en la membrana de los eritrocitos con los

niveles de citocinas.
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Inmunidad del lactante

Sistema inmunitario humano

El sistema inmunitario humano permite distinguir entre las estructuras propias del
organismo y las de otros sistemas bioldgicos extrafios. El cuerpo humano tiene la
capacidad de responder a millones de antigenos, componentes de naturaleza
péptica que reconoce como no propios, desencadenando una respuesta inmune. Un
antigeno es una macromolécula capaz de inducir una respuesta inmunitaria
especifica. Ante su presencia responden los linfocitos, capaces de reconocer
especificamente determinadas estructuras moleculares antigénicas, denominadas

epitopos. Por tanto, un antigeno debe contener epitopos como primera condicidn.

La inmunogenicidad es la capacidad que tienen los antigenos para inducir
respuestas y la especificidad es la capacidad de reaccionar especificamente con
anticuerpos. Un hapteno es una molécula que, por su pequeio tamafio, carece de
inmunogenicidad pero por poseer epitopos dispone de especificidad. Un hapteno se
puede conjugar con una proteina de suficiente tamafio, un carrier, y el conjunto se
comporta como un antigeno capaz de inducir respuestas especificas frente al
hapteno. Los antigenos son, mayoritariamente, proteinas que cumplen con una
serie de requisitos: tamafio, complejidad estructural y presencia de epitopos. Los
polisacaridos ramificados pueden ser antigenos, mientras que los lipidos no

destacan por sus propiedades antigénicas.

La respuesta inmune se basa en el reconocimiento y la eliminacion de las
estructuras extrafias al organismo. Existen dos grandes niveles de reconocimiento
de estas estructuras: el sistema inmunitario innato o natural y el sistema
inmunitario adquirido o adaptativo.

El sistema inmunitario innato se caracteriza por ser la primera linea de defensa
frente a las infecciones, se desarrolla antes de la exposicién a agentes infecciosos,
no tiene memoria y esta constituido por:

« Células fagociticas:
0 monocitos,

o macrofagos,
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o granulocitos,
o células natural killers (NKs).
« Barreras fisicas como la piel y las membranas mucosales.

« Citocinas procedentes de macroéfagos.

Las células fagociticas son los principales efectores del sistema inmunitario innato;
poseen en su superficie receptores especificos de elementos generalmente

presentes en numerosos patégenos.

El sistema inmunitario adquirido se caracteriza por su alta especificidad. Las células
que lo constituyen poseen en su superficie receptores especificos para un antigeno
concreto. La activacién de los receptores se produce durante varios dias, pero una
vez separado del antigeno da lugar a una memoria inmunoldgica, que le permitira
reaccionar de manera efectiva frente a una nueva exposicion. El sistema
inmunitario adquirido lo constituyen principalmente (Figura 1):

« Células de alta especificidad: linfocitos B, linfocitos T.

« Citocinas derivadas de linfocitos.

» Anticuerpos.

« El sistema inmunitario mucosal y cutdneo como barreras fisicas.

Barreras naturales
Respuesta inmunitaria

Figura 1. Respuesta del sistema inmunolégico ante un antigeno.

34



Revision Bibliogic

Los linfocitos B se caracterizan por su capacidad para producir anticuerpos, es decir
inmunoglobulinas especificas para un antigeno concreto. Estas inmunoglobulinas
actlan uniéndose a bacterias para impedir su adhesion a las células del huésped.
También pueden activar las proteinas del sistema del complemento en el plasma, lo
que conduce a la eliminacién de la bacteria por fagocitosis. Estos fendmenos se

relacionan con la inmunidad humoral (Figura 1).

Los linfocitos T actlan sobre aquellos patdégenos que escapan a la respuesta
humoral, presentando en su superficie receptores especificos de antigenos. Estas
actuaciones constituyen la llamada inmunidad celular (Figura 1). La infeccidon de
una célula por patdgenos a nivel intracelular se indica a los linfocitos T a través de
la expresién de fragmentos peptidicos derivados de los patdgenos, teniendo lugar
en la superficie de la célula infectada. Esta unidn es reconocida por los linfocitos T
citotoxicos o supresores, CD8" T, procediendo a destruir a la célula infectada
(Figura 1). Por su parte, los patdgenos extracelulares estimulan una respuesta
mediada Ty, consistente en el reclutamiento de neutréfilos y monocitos del torrente
sanguineo hasta el lugar donde se encuentra el antigeno y la activaciéon de los

monocitos para eliminar dicho antigeno (Calder, 2007).

Los linfocitos T se clasifican de acuerdo a sus marcadores de superficie en células
CD4* y CD8". Los linfocitos CD4* a su vez se dividen en dos tipos en funcion del
patron de citocinas liberadas. Asi pues, Tyl CD4+ liberan IL-2, IFN-y, TNF-a que a
su vez activan a los macréfagos, células Natural Killer y linfocitos T citotoxicos
(Figura 2). Por su parte, los linfocitos T42 CD4* secretan IL-4, IL-5, IL-6 y IL-10.
Las células Ty2 facilitan la proliferacion de células B y su diferenciacion en
anticuerpos. Las células Tyl y Ty2 son células efectoras de memoria. Las células
Ty3 secretan principalmente TGF-B y en menor grado IL-10, IL-4, mientras que las
células T reguladoras secretan IL-10 y pequefias cantidades de TGF-B (Figura 3)
(Spiekermann y Walker, 2001). Los linfocitos T reguladores suprimen la inmunidad
celular mediada y algunos procesos inflamatorios. Recientemente se ha descubierto
a los linfocitos Tyl7, productores de la citocinas IL-17, implicada en procesos
inflamatorios alérgicos. Estos linfocitos constituyen la tercera rama de linfocitos T

CD4* de memoria y participan en la inflamacidn tisular y en la proteccién contra
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patdgenos extracelulares. La aparicidn de esta familia de citocinas procedentes de
los linfocitos Ty17 conduce a la revisién del paradigma Ty1/Ty2 (Wang y Liu, 2008).
Las células Ty no diferenciadas, dependiendo de la naturaleza del antigeno y de las
citocinas presentadas, proceden a su diferenciacién en células Ty1 o Ty2. Cuando se
presenta un antigeno intracelular producido por la fagocitosis de una bacteria, a la
vez que se produce IL-12 por la célula presentadora de antigenos (APCs), las
células Ty se diferencian en células Tyl que producen IL-2. Esta promociona la
diferenciacion de linfocitos T antigeno-especificos e IFN-y, que activa a las células
implicadas en la eliminacién de la bacteria, virus, célula tumoral (Figura 2 y 3).
Cuando las células Ty no diferenciadas son expuestas a antigenos extracelulares,
estando ademas en presencia de IL-4, se produce la diferenciacidon en células T42,
las cuales generaran IL-4, IL-5 e IL-13, entre otras citocinas. IL-4 promociona la
produccion por las células B de IgE especificas que se uniran a los receptores de los

mastocitos para producir la liberacion del contenido de los mismos (Figura 2).

Figura 2. Diferenciacion en citocinas Tyl y Ty2 (Adaptada de Calder 2007)
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La diferenciacion en linfocitos Tyl o Ty2 es lo que marca la respuesta a los
diferentes tipos de infecciones. El ultimo elemento en la regulaciéon del equilibrio
Tul y Ty2 es el IFN-y, que inhibe la diferenciacion en células T2, y la IL-4 que a su
vez inhibe la diferenciacién y activacion de las células Ty1 (Figura 2)(Calder, 2007).
En ocasiones el balance Ty1/Ty2 se encuentra desequilibrado hacia una respuesta
Tul o una respuesta Ty2, debido a una predisposicidon genética y/o a la exposicidon a
factores medioambientales. La respuesta Ty2 resultara en la produccidon de IgE
especifica, induciendo desgranulacion de los mastocitos y activaciéon de eosindfilos
(Figura 2). La respuesta linfocitaria T3 se caracteriza por la secrecién de citocinas
IL-10 y TGF-B que producen una supresién activa de la respuesta inmunoldgica
frente a antigenos. A esta reaccidon se le conoce como respuesta linfocitaria

reguladora y es responsable del desarrollo de la tolerancia.

El sistema inmunitario adaptativo y el innato no funcionan independientemente el
uno del otro, contribuyendo ambos al desarrollo de la tolerancia (Thornton y
Morgan, 2008). Las células dendriticas (DCs) constituyen el enlace entre el sistema
inmunitario adaptativo y el innato. Son células presentadoras de antigenos y se
encuentran situadas en la lamina propia del intestino, en las placas de peyer (PPs)
y en los foliculos linfoides. Las células dendriticas y las células epiteliales
intestinales, los enterocitos, reconocen estimulos procedentes de (alérgenos,
lipopolisacaridos (LPS), péptidoglicanos, bacterias patégenas, bacterias comensales,
flagelinas, fragmentos de ADN no metilados, etc.) en la luz intestinal a través de
diversos receptores (receptores tipo Toll (TLRs), receptores tipo NOD (NODs)). Este
reconocimiento activa en el enterocito una cascada de sefales, que finalizan con la

producciéon de citocinas proinflamatorias (Artis, 2008).

Las DCs del intestino estan condicionadas por factores derivados de las células
epiteliales intestinales y promueven la diferenciacién de células T reguladoras vy la
migracién de células B productoras de IgA hacia el ndédulo mesentérico. Este
proceso ocurre cuando las DCs muestrean bacterias comensales o tolerégenos. Un
pequefio grupo de estas células escapan y dan lugar a una respuesta Ty17 o Tyl y
actian como centinelas ante la presencia de bacterias patdégenas. Sin embargo,
cuando las DCs son expuestas a una invasién virica, al igual que sucede con

macrofagos y neutréfilos, son activadas por citocinas proinflamatorias y
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componentes bacterianos y son reclutadas y activadas y conducen a una respuesta
Twl (Coombes and Powrie, 2008).

[nmunidad
mediada

z por células

IL-4, IL-5, IL-6, IL-10

Inmunidad
humoral )
CelB

A

IL-10, TGF - p

Figura 3. Mecanismo de presentacion de antigenos a células Ty0 y activacion de patrones
de citocinas. (Adaptada de Spiekermann y Walker, 2001)

La interaccidn de la microbiota con las estructuras de la mucosa intestinal
desempefia un papel decisivo en la formacion y regulacion del sistema inmunitario.
La activacidon de los mecanismos de defensa naturales del huésped se basa en el
rapido reconocimiento de patrones moleculares en los microrganismos por los
receptores TLRs y NODs de las células presentadoras de antigeno. Este
reconocimiento de los gérmenes determina una respuesta mediada bien por citocinas
inflamatorias, si se trata de patdégenos, o citocinas reguladoras, frente a bacterias
comensales no patdgenas. Las citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-12) inducen
expansion clonal de células T, de fenotipo Ty; 0 Thz, muy eficaces en el rechazo del
patdgeno, pero causan inflamacion, lesion y pérdida de funcion en los tejidos
propios. Por el contrario, las citocinas reguladoras (IL-10, TGF-B) favorecen la

expansiéon clonal de células T reguladoras, que no rechazan al antigeno, ni causan
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inflamaciéon o pérdidas funcionales. El contexto de inmunotolerancia permite la
exposicion continua a una carga antigénica abrumadora (microbiota comensal,
alimentos), sin que por ello se desencadenen reacciones inflamatorias que

lesionarian al tejido intestinal propio (Guarner et al, 2006).

Sistema inmunitario en el lactante.

El recién nacido es un individuo inmunoldégicamente activo, con un sistema
inmunitario inmaduro, carente de una respuesta inmune equilibrada y de una
regulacion inmune (Bjorkstén, 2008). Las barreras mucosales y epidérmicas que
componen la primera linea de defensa innata, aparecen en la gestacidon temprana vy
maduran rapidamente durante el tercer trimestre de gestacion, con el fin de
proporcionar una adecuada proteccion a las pocas semanas del nacimiento; sin
embargo, los macréfagos y las células NKs no alcanzan los niveles encontrados en
adultos hasta la infancia tardia (Palmer, 2011). En cuanto al sistema inmunitario
adaptativo, las células progenitoras de linfocitos estan presentes en el timo desde la
82 semana de gestacion. Al nacer, desde un punto de vista cualitativo, el sistema
inmunitario se ha completado pero existe retraso en la maduraciéon de la defensa

especifica.

La programacion del sistema inmunitario del lactante comienza durante la gestacion.
La madre gestante transfiere anticuerpos a través de la placenta y la madre lactante,
a través de la leche materna, continuara transfiriendo al recién nacido numerosos
componentes tales como citocinas, anticuerpos, hormonas, e incluso componentes
nutricionales. Estos ultimos pueden también conferir proteccién contra patdgenos,
como es el caso de los acidos grasos de cadena larga (AGPI-CL), la lactoferrina, la
lisozima, etc. (Palmer, 2011). El sistema inmunitario emergente es vulnerable,
particularmente durante la etapa fetal temprana. Tanto el feto como el recién nacido
requieren continuamente un input, desde la madre gestante, de factores inmunes a

través de la placenta y la leche materna.

Durante el periodo de gestacién, la madre gestante mantiene el desequilibrio del
sistema inmunitario hacia una respuesta Ty2, Sin embargo, este desequilibrio debe
ser regulado hacia una respuesta linfocitaria Tyl a través del contacto con

microrganismos medioambientales durante el nacimiento, por vias vaginal y fecal,
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por medio de la piel y la leche materna. Es crucial para el desarrollo de la
inmunidad mucosal la colonizacion intestinal de los recién nacidos con bacterias
dependientes de los contactos mencionados. Estudios epidemioldgicos, clinicos y en
animales, sugieren que una temprana exposicién a las bacterias comensales esta

asociada con una proteccién contra alergias mediadas por IgE (Bjérstén, 2008).

En el inmunoprograma estan implicados tanto el periodo prenatal como postnatal
(Figura 4). La regulacién de los patrones de respuesta inmune fetal y natal
dependeran de la transmisidn, desde la madre gestante y lactante, de anticuerpos,
antigenos y otras células (Renz et al., 2008). Durante el periodo postnatal, la leche
materna estimula las funciones fisicas y quimicas de la barrera intestinal y modula
el sistema inmunitario hacia una respuesta Tyl (Figura 4). Son varios los
compuestos de la leche materna que estimulan estas funciones: oligosacaridos,

lipidos precursores de leucotrienos, anticuerpos (Chirico et al, 2008).

Pragramacion delsisema inmunes

Figura 4. Esquema de la imnunoprogramacion.

Factores sensibilizantes en la infancia en nifios atopicos

Para comprender el origen de las alergias en la infancia temprana, es fundamental
identificar los factores que contribuyen al desarrollo de una respuesta linfocitaria
Tw2 hacia alérgenos. La sensibilizacién alérgica se debe a un fallo en el huésped

para establecer una tolerancia inmunolégica hacia antigenos no patogénicos
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inhalados o ingeridos. La inmunotolerancia es un mecanismo mediante el cual se
previene la auto-reactividad contra antigenos propios. En una situacion de

constante estimulacion inmunoldgica, el mantenimiento de wun equilibrio
homeostatico entre tolerancia e inmunidad supone un reto regulador Unico del

sistema mucosal inmune (Gémez-Llorente et al., 2010).

En el lactante, la forma precoz de alimentarlo, asi como la exposiciéon diaria a
alérgenos inhalantes y humo de tabaco, influyen en el desarrollo de alergias (Tormo
y Martin, 2010). La existencia de carga atopica familiar y la introduccién de
pequefas cantidades de leche de vaca, durante la lactancia natural, pueden ser
consideradas, en algunos casos, como factores de riesgo (Wahn, 2008, von Berg et
al., 2008). Son muchos los factores que pueden contribuir al perfil inmunoldgico del
nino y al desarrollo de alergias durante la infancia o en la edad adulta (Tabla 1 y
Figura 5) (Pali-Schéll et al., 2009).

Tabla 1. Factores de riesgo de sensibilizacion debido a habitos durante el embarazo.

} Habitos
Dieta: nca en AGPI w-6
durante la gestacion

} Riesgo asodado
Aumenta el riesgo de eczema durante
los 2 primeros afios de vida

) Autores
Sausentaler et al.,
2003; Devererux et
al.,, 2005
Willers et al., 2007

Consumeo diario de frutos Aumenta el riesgo de sibilaciones,

secos durante gestacion

asma y uso de esteroides

Fitzsimon et al., 2007

Ingesta elevada de energia
y lipidos

Aumenta el riesgo de sensibilizacion y
asma

Kulig et al., 1994:
Horak et al., 2007
Lanero et al., 2008

Exposicion al humo de
tabaco durante la
gestacion

Aumenta los niveles de IgE totales vy
especificos, eosinofilos, enfermedades
respiratorias y sibilaciones

Linneberg et al., 2004

Consumo de alcohaol

Aumenta los niveles de IgE

Renz et al., 2006

Insuficiente exposicion a
bacterias
medioambientales

Desarrollo de enfermedades alérgicas,
asma, IgE total elevada, ficbre del
heno

Un grupo de investigadores de EEUU han demostrado como la deficiencia de
vitamina D durante el embarazo podria ser la responsable del aumento de asma vy
alergia, como consecuencia de una reducida exposicién solar, observando a su vez
un aumento en la preinscripcién de epinephrine (Camargo et al., 2007a). Este
mismo grupo han comprobado como la ingesta de vitamina D por la madre reduce

el riesgo de sibilaciones en ninos de 3 afios de edad (Camargo et al., 2007b).
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También se ha observado que durante la gestacién, un consumo excesivo de AGPI-
CL w-6, contenidos en margarinas y aceites vegetales, pueden inducir eczema en
ninos durante los dos primero afios de edad (Sausentaler et al., 2007, Devererux et
al., 2005).

Un estudio, donde se han reclutado madres gestantes fumadoras y no fumadoras,
muestra como los niflos nacidos de madres gestantes fumadoras durante el
embarazo presentaban niveles de citocinas Ty2 mayores que los niflos de madres
no fumadoras (Noakes et al., 2003). Ademas, parece que la exposicion al humo de
tabaco, en nifos nacidos de padres no alérgicos, durante los dos primeros afios de
vida es un riesgo de induccion de IgE contra aeroalérgenos y alérgenos alimenticios
(Lanero et al., 2008).

El tratamiento con antibidticos durante los primeros 6 meses de edad también ha
sido relacionada con el desarrollo de atopia entre los 6 a 7 afios de edad (Johnson
et al., 2005), ya que los antibidticos provocan una alteracion de la microbiota
intestinal comensal y una alteracion del desarrollo del sistema inmunitario intestinal
(Levy, 2000).

El nacimiento mediante cesarea también podria estar relacionado con el riesgo de
sensibilizacidon en los recién nacidos, debido a la ausencia de contacto con bacterias
por parte del feto durante el parto (Pistiner et al., 2008). Un estudio observa una
correlacién entre sibilaciones y niveles de IgE especifica hacia alimentos, durante

los 2 primeros afos de vida en nifios nacidos por cesarea (Negele et al., 2004).
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Figura 5. Factores sensibilizantes durante el embarazo y la lactancia.

En definitiva, las enfermedades atdpicas son enfermedades multifactoriales, en las
gue existe una interaccion entre los factores medioambientales y genéticos que
influyen en la manifestacion fenotipica de la enfermedad (Torres et al., 2012;

Prescott y Nowak-Wegrzyn, 2011).

La funcién inmune en la edad temprana y la futura susceptibilidad alérgica, parece
ser el resultado de una combinacién del fenotipado materno, genotipo del lactante y
la exposicion ambiental en el Utero, que afecta la expresion génica temprana.
Cambios epigenéticos en la expresién de los genes en una generacidon pueden ser
heredados en las siguientes generaciones, amplificando el riesgo de alergia
hereditaria. La exposicidn medioambiental a factores sensibilizantes, conduce a
modificaciones en la expresion de los genes y este efecto puede ser
transgeneracional (Prescott, 2011). Agentes epigenéticos pueden también forzar
efectos transgeneracionales; asi pues, los aeroalérgenos, como el humo de tabaco,
son asociados con la metilacidon de las histonas, efectos proinflamatorios e incluso
impacto en las funciones de la placenta (Prescott, 2011). Esto significa que, aunque
la exposicion desaparezca, el efecto podria producirse debido a la exposicién en

generaciones anteriores (Prescott, 2008).

En humanos, de acuerdo con la “hipétesis de la higiene”, se ha observado que un

ambiente rural tiene efecto protector frente al desarrollo de alergias.
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Concretamente, un grupo de investigadores han estudiado el mecanismo
inmunoldgico que tiene lugar, demostrando como la descendencia de madres,
expuestas durante la gestacion a un ambiente rural, desarrollaron células Treg
distintas, cualitativa y cuantitativamente, respecto a la descendencia de madres no
expuestas. De esta forma han demostrado como la exposicidén de madres gestantes
podria influir positivamente en el desarrollo inmune del lactante y reducir las
alergias. Las células Treg de nifos nacidos de madres expuestas al ambiente rural
se caracterizan por ser mas eficientes y presentar niveles mas bajos de citocinas
Tw2 (Schaub et al., 2009).

Alergias e intolerancias
Las definiciones de atopia, enfermedad atdpica y alergia han ido cambiando a lo

largo de los afios. En el afio 2001, /a Academia Europea de Alergia e Inmunologia
Clinica, EAACI en sus siglas inglesas, publicé un documento estandar sobre la
nomenclatura relacionada con las enfermedades alérgicas (Figura 6). La posicién de
este organismo fue establecer el término de hipersensibilidad como paraguas de
enfermedades mediadas y no mediadas por IgE, reservando el término de alergia
para aquellas reacciones clinicas en los que claramente hay un mecanismo
inmunoldgico implicado. El término atopia lo definié como la tendencia familiar o
personal a desarrollar IgE especifica a un alérgeno, tras la exposicion a alérgenos

medioambientales o sufrir sintomas tipicos de alergia (Johansson et al., 2001).
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Figura 6. Esquema de Hipersensibilidad (adaptada desde Johansson et al., 2004)

Este informe, emitido por la EAACI en el afio 2001, es de nuevo revisado en el afio

2004 por la Organizacion Mundial de Alergia, WAO en sus siglas inglesas,

estableciendo una nomenclatura globalmente aceptada para las enfermedades

alérgicas. Algunos términos establecidos en este documento fueron los siguientes
(Johansson et al., 2004):

Hipersensibilidad: sintomas o sefales objetivamente reproducibles

iniciadas por la exposicion a un estimulo definido en una dosis tolerada por

personas normales.

Alergia: reaccion de hipersensibilidad iniciada por un mecanismo

inmunoldgico especifico.

Atopia: tendencia personal y/o familiar, usualmente en nifios vy
adolescentes, a sensibilizarse y producir anticuerpos IgE en respuesta a
una exposicidon ordinaria de alérgenos, generalmente proteinas. Estos
sujetos suelen desarrollar sintomas tipicos de asma, rinoconjuntivitis o

eczema.
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Alérgeno: antigeno causante de enfermedades alérgicas.

Tipos de alergias: asma, rinitis, conjuntivitis, dermatitis, urticaria,

hipersensibilidad a alimentos, hipersensibilidad a farmacos,

hipersensibilidad a picaduras de insectos, anafilaxia.

Hipersensibilidad alimentaria: alergia alimentaria es el término adecuado

siempre que medie un mecanismo inmunoldgico. Si estan implicados
anticuerpos IgE en la reaccion el término apropiado es alergia alimentaria
mediada por IgE. El resto de reacciones seran referidas como

hipersensibilidad alimentaria no alérgica.

Anafilaxia: reaccion de hipersensibilidad sistémica severa, que puede
poner en peligro la vida. Cuando la anafilaxia es mediada por IgE
hablamos de anafilaxia alérgica mediada por IgE. Cuando es causada por

mecanismos no inmunoldgicos se denomina anafilaxia no alérgica.

Dermatitis: inflamacién local de la piel (eczema, dermatitis por contacto y
otras formas de dermatitis). El eczema es un término que engloba varias
enfermedades severas de la piel con caracteristicas clinicas comunes,
implicando un determinado defecto genético en la barrera cutdnea

(eczema atdpico y eczema no atdpico).

Rinitis: sintomas de hipersensibilidad en la nariz (estornudos, aumento de
secreciones, bloqueo, picazén). Puede ser de diversos tipos: rinitis alérgica
mediada por IgE, rinitis alérgica estacional y rinitis no alérgica. A su vez la
WAO propone clasificar la rinitis alérgica como intermitente o persistente
en funcién de su duraciéon y suave o moderada a severa segun efectos de
los sintomas en el trabajo, sueno y otras actividades.

Conjuntivitis: conjuntivitis alérgica, si estda mediada por IgE, y conjuntivitis
no alérgica en otros casos. La conjuntivitis alérgica va acompanada

generalmente de rinitis alérgica.

Las alergias son reacciones de hipersensibilidad mediadas por anticuerpos o por
mecanismos celulares. En la mayoria de los pacientes con sintomas alérgicos de las
membranas mucosales del tracto respiratorio o gastrointestinal, los anticuerpos son
IgE y se dice entonces que estos pacientes sufren una alergia mediada por IgE
(Johansson et al., 2004). La Academia Americana de Pediatria, AAP, en 2008
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definié la atopia como la tendencia personal o familiar de producir anticuerpos
inmunoglobulina IgE especifica, como respuesta a dosis bajas de alérgenos. Se
engloban aqui como enfermedad atdpica, la dermatitis atodpica, las alergias

alimentarias, la rinitis alérgica y el asma (Figura 7) (Greer et al., 2008).

Alergia Dermatitis
alimentaria atopica

\ Asma F\"init_is
alérgica

Figura 7. Enfermedades reconocidas como atépicas.

El desarrollo de las enfermedades atdpicas depende de varios factores:

« Factores genéticos.
« Exposicién a factores medioambientales.

« Interaccion entre las células Tyl y T42.

Marcha atépica

Durante los primeros meses de vida, la primera respuesta mediada por IgE se
dirige hacia alérgenos alimentarios, concretamente leche de vaca y huevo, siendo la
sensibilizacion hacia aeroalérgenos de comienzo tardio, sobre los 10 afios de edad
(Figura 8). Cada vez existe una mayor evidencia sobre el papel de la programacién
temprana en el desarrollo de alergias; asi pues, el desarrollo de alergias en edades
adultas parece estar determinado durante el periodo prenatal y postnatal
temprano, mientras que la alteracion en el estilo de vida y la alimentacion tardia
son efectos secundarios de la programacién inmunoldgica, que tiene lugar durante

la gestacion y la infancia temprana (Prescott and Bjorsten 2007).
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Figura 8. Esquema de la marcha atdpica. Prevalencia de los distintos tipos de alergia en

funcion de la edad.

Se denomina marcha atoépica al historial de manifestaciones atdpicas caracterizadas
por la aparicion de anticuerpos IgE especificos y a los sintomas clinicos que
aparecen a una edad determinada, persisten durante afios y/o décadas y a menudo
tienden a remitir con la edad (Figura 8) (Wahn, 2008). La marcha atdpica comienza
en la infancia temprana con la dermatitis atdpica, relacionada a menudo con
reacciones alérgicas a los alimentos durante los tres primeros afios de vida;
contindia con una recuperacién parcial de este tipo de reacciones y es sustituida por
el asma bronquial y la rinoconjuntivitis alérgica en la infancia tardia y la
adolescencia (Figura 8) (Halken, 2004, Greer et al.,2008;, Wahn, 2008).La
dermatitis atdpica es la principal manifestacion de la marcha atdpica, con una
mayor incidencia durante los tres primeros meses de vida y mayor prevalencia
durante los 3 primeros afios de vida. La rinoconjuntivitis alérgica estacional no se
observa normalmente durante los 2 primeros anos de edad. Sibilaciones asmaticas
persistentes, relacionadas con una temprana sensibilizacién hacia alérgenos
alimentarios y posteriormente hacia aeroalérgenos, suelen observarse durante la
infancia (Wahn, 2008).
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En un estudio multicéntrico sobre alergias desarrollado en Alemania se ha
comprobado que la incidencia de sensibilizacidon hacia alérgenos alimentarios es de
un 10% al afio de edad, mientras que disminuye a un 3% a los seis afios de edad.
Por el contrario la sensibilizacién hacia alérgenos medioambientales por inhalacién
aumenta con la edad: de un 1.5% a la edad de 1 afo hasta un 8% a los 6 anos de
edad (Pali-Schéll et al., 2009). La prevalencia de enfermedades alérgicas en
Australia, Finlandia y otros muchos paises ha aumentado y el nimero de nifios en
edad escolar con asma, dermatitis atépica y rinitis alérgica es cada vez mayor
(Schernhammer et al., 2008, Bjorkstén et al., 2008). La prevalencia de
enfermedades alérgicas, excluyendo los casos en que hay un historial alérgico en la
familia, es de un 15-20%. Esta prevalencia aumenta significativamente, y puede
alcanzar hasta un 70-80%, cuando los dos padres presentan las mismas

manifestaciones alérgicas (Halken S, 2004).

Alergias alimentarias

El término de alergia alimentaria hace referencia a la reaccién inmune, mediada por
IgE u otras, que se desarrolla en respuesta a la ingestiéon de un determinado tipo
de alimentos; en este sentido representa una respuesta anormal de la mucosa
gastrointestinal hacia los antigenos recibidos por via oral (Johansson et al., 2001;
Boné et al., 2009). Este término también se utiliza para indicar respuestas inmune
adversas hacia alimentos, incluidas las reacciones mediadas por células. Sin
embargo, cuando hablamos de sensibilizacion estamos indicando que estan
presentes las inmunoglobulinas IgE especificas para determinados alimentos o
alérgenos alimentarios, sin existir necesariamente manifestacién de sintomas
clinicos (Sicherer et al., 2004). Las manifestaciones de alergia alimentaria pueden
ser desde leves hasta un nivel de shock anafilactico, pudiendo estar implicados
diferentes 6rganos: cavidad oral, tracto gastrointestinal, sistema respiratorio, piel.
etc. Las reacciones severas, e incluso fatales, pueden aparecer a cualquier edad v,
a veces, cuando tiene lugar la primera exposicion a un alimento; pero el mayor
riesgo de anafilaxia fatal inducida por alimentos suele aparecer en adolescentes y
adultos jovenes diagnosticados con asma y/o alergia a determinados alimentos,

como frutos secos y marisco (Sicherer et al., 2004).
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La alergia alimentaria es el término apropiado para definir una hipersensibilidad

alimentaria cuando existe un mecanismo inmunoldgico. Considerando el mecanismo

inmune implicado en la respuesta alérgica, las reacciones alérgicas alimentarias,

desde una perspectiva patogénica, quedan clasificadas como sigue (Johansson et
al., 2004):

Reacciones mediadas por IgE
Reacciones no mediadas por IgE

Una combinacién entre mediadas y no mediadas por IgE

Estos tres tipos de alergias alimentarias no se diferencian en funciéon de los

sintomas gastrointestinales, pues muchos son compartidos, sino en el comienzo,

severidad y duracién de los mismos (Sampson y Anderson, 2000). Ademas, en la

mayoria de los casos de alergias alimentarias con sintomatologia gastrointestinal la

naturaleza inmunoldgica de las reacciones no es demostrable.

Reacciones mediadas por IgE: Los sintomas aparecen inmediatamente

después de la ingestidn o durante las dos siguientes horas, manifestdndose
dicha reaccidon alérgica en forma de hipersensibilidad gastrointestinal
inmediata hasta sindrome oral de alergia o anafilaxia. EI mecanismo
patogénico implica la intervencién de anticuerpos especificos IgE. Estas
reacciones son facilmente identificadas y diagnosticadas mediante el test
cutdneo de prick y la cuantificacidn de anticuerpos en el suero (Boné et al.,
2009; Sicherer et al., 2004).

Reacciones no mediadas por IgE: Son desérdenes de naturaleza transitoria y

pueden tener repercusiones en el estado nutricional del paciente. A diferencia
de las reacciones mediadas por IgE, no existe un mecanismo inmunolégico
establecido y, desde la primera ingestién de la proteina causante de la
reaccion alérgica hasta la aparicion de los primeros sintomas
gastrointestinales, se produce un estado de latencia; la sintomatologia no es
inmediata. Los desérdenes digestivos (proctocolitis alérgica, enterocolitis,
enteropatias a proteinas alimentarias) suelen aparecer en los primeros

meses de vida y desaparecer a los dos afios de edad.
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o La proctocolitis se caracteriza por la presencia de sangre en las heces;
el mecanismo inmunoldgico implicado no parece muy claro, aunque se

conoce que no existe intervencién de IgE.

o La enterocolitis se caracteriza por vémitos acompafiados de diarrea,
gue puede conducir a deshidratacidon e hipotensidn, e incluso letargo y

shock. En el mecanismo inmunoldgico intervienen células T.

o Las enteropatias a proteinas alimentarias se caracterizan por diarreas
crénicas, vomitos y retraso en la ganancia de peso. Al igual que en el
caso de la enterocolitis, estdan implicados mecanismos inmune
celulares, que provocan inflamacién y dafios en las paredes del tracto
digestivo. La principal causante de las enteropatias es la leche de
vaca, aunque también pueden estar implicados la soja, huevos,
pescados y cereales. La enteropatia a la leche de vaca suele
desaparecer a los dos anos, aunque en algunos casos persiste durante

la infancia (Sampson, 2004).

Las reacciones combinadas, mediadas por IgE y no mediadas, se caracterizan

por no tener un mecanismo etiopatogénico claro, aunque son principalmente
desdérdenes gastrointestinales eosinofilicos (esofagitis, gastroenteritis y colitis
eosinofilica) por lo que se caracterizan. El diagndstico se basa en sintomas
gastrointestinales, infiltracion de eosindfilos en una o mas regiones
gastrointestinales y la ausencia de otras causas de eosinofilia en los tejidos.
En el 50% de los casos existe eosinofilia periférica. La prevalencia de este
tipo de alergia ha aumentado en los Uultimos afios en los paises
industrializados. El 81% de los pacientes afectados son atdpicos (Boné et al.,
2009).

Cualquier alimento es susceptible de provocar una reaccion alérgica; sin embargo
los alimentos responsables mayoritariamente de reacciones alérgicas son los
huevos, pescados, leche, mariscos, frutos secos, etc. (Sicherer et al., 2004).
Actualmente muchos alérgenos alimenticios han sido caracterizados a nivel

molecular. Los principales alérgenos alimenticios identificados como alérgeno clase
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I son glicoproteinas solubles en agua de tamafio molecular entre 10 y 70 kDa,
estables al calor, a la acidez y a la accién de proteasas como, por ejemplo, las
caseinas de la leche, la proteina ovomucoide del huevo, las vicilinas (Peso

Molecular: 63.5 kDa) de los cacahuetes.

El principal alérgeno del huevo es el ovomucoide (Gal d1), que es un inhibidor de la
enzima tripsina y representa el 10% del contenido proteico de la clara. Este
componente es termoestable y presenta resistencia a la accién de las proteasas,
por lo que resulta alergénico en cantidades minimas. En el pescado, el alérgeno se
encuentra en unas proteinas, las parvalbuminas, situadas en el mulsculo; se trata
de alérgenos resistentes al calor y a las proteasas. En el cacahuete se conocen
multiples alérgenos. El cacahuete tostado es capaz de unir 90 veces mas IgE de los
sueros de los pacientes alérgicos a cacahuete que el crudo y, ademas, el cacahuete
tostado es mas resistente a la degradacidon de proteasas enddgenas y la digestiéon
gastrica (SEAIC, 2004). El huevo es la principal causa de alergia, seguido de la
leche en la infancia; sin embargo, en el tercer puesto, el alérgeno varia
dependiendo de la situacion geografica; en Espafa la tercera causa de alergia en la
infancia es el pescado, en EEUU y Suiza los cacahuetes, en Alemania y Japén el
trigo (Tabla 2) (Fiocchi et al., 2010).

Tabla 2. Principales alérgenos en la infancia. (Adaptada de Fiocchi et al.2010).

) Pais 10 j20 j3o
USA Huevo Leche de vaca Cacahuetes
Alemania Huevao Leche de vaca Trigo
Espafia Huevo Leche de vaca Pescado
Suiza Huewvo Leche de vaca Cacahuetes
Israel Huevo Leche de vaca Sésamo
Japon Huevao Leche de vaca Trigo

Prevalencia e incidencia de alergias alimentarias

Las alergias alimentarias mediadas por IgE afectan al 2% de los adultos y a entre
un 4-8 % de nifos (EFSA, 2004); algunos estudios recientemente realizados en

Europa sostienen que esta prevalencia ha aumentado. En la poblacion europea, se
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estima que entre 11 a 26 millones de europeos sufren alergias alimentarias. En las
Ultimas décadas las alergias en los paises desarrollados han crecido -casi
exponencialmente. Las alergias alimentarias son mas comunes en nifios (6% en

ninos menores de 3 afos) que en adultos (Sicherer et al., 2004).

En Estados Unidos el 4% de los adultos y un 8% de los nifnos menores de 3 afos
sufren alergias alimentarias (Boné et al., 2009). En Espafia, uno de cada 10 nifios
menores de cuatro anos y el 2% de los adultos sufren alergias alimentarias (datos
del estudio Alergologica 2005). Segun datos de /la Sociedad Espafiola de Alergologia
e Inmunologia Clinica (SEAIC), la incidencia de la alergia a alimentos se ha
duplicado en sélo una década. El informe ‘Alergoldgica’, elaborado por esta
Sociedad con los datos recogidos en las consultas de alergologia espafolas, indica
gue en 1992 la incidencia era del 3,6% mientras que en 2005 esta cifra ya ascendia
al 7,4%. Es dificil establecer la prevalencia de alergias alimentarias no mediadas
por IgE, sin embargo en edades pediatricas el 50% de las APLV son no mediadas

(Maloney y Nowak-Wegrzyn., 2007)

‘Europrevall’ (FOOD-CT-2005-514000) es el primer estudio que evalla el impacto
sobre la calidad de vida de los pacientes y los costes socioecondmicos asociados a
la alergia a alimentos. A través de cuestionarios validados en 9 paises europeos,
entre los que se encuentra Espafia, se demuestra un mayor impacto en la calidad
de vida de los sujetos alérgicos en los paises mediterraneos frente al Norte de
Europa (Keil et al., 2010; McBride et al., 2012).

Diagndstico de alergias alimentarias

El diagndstico de alergias alimentarias se realiza a partir de las siguientes pruebas:

« Historial clinico.
« Test cutaneo de prick para el alérgeno alimentario.

+ Medidas de IgE especifica mediante ensayos seroldgicos.
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« Ensayo de provocacion.

En el diagnodstico clinico de las alergias alimentarias mediadas por IgE la decision
sobre que método diagndstico utilizar en la practica clinica debe considerar distintos
factores tales como el grupo de poblacidon, los test disponibles, la seguridad, los
costes asi como las caracteristicas diagndsticas (Soares et al., 2013). El ensayo de
provocaciéon oral representa el estandar de oro en el diagndstico de nifios con

sospecha de alergias alimentarias (Sicherer et al 2004, Niggemann y Beyer, 2007).

En el diagndstico la medicacién debe ser chequeada, pues a veces se enmascaran
los sintomas clinicos. Si se sospecha que un alimento es el responsable de la
aparicién de sintomas en los nifios, Niggemann y Beyer sugieren comenzar el
diagndstico con una dieta de eliminacién antes de realizar el test de provocacion.
Estos investigadores sugieren el siguiente arbol de decisiones (Figura 9). En una
dieta de eliminacion solamente es retirado el alimento sospechoso; sin embargo las
dietas oligoalergénicas son mas restrictivas (ejemplo: 1 cereal (arroz), 1 carne
(cordero o pavo), 2 vegetales (coliflores, pepinos, brécoli), 1 fruta (pera, banana),
grasas (aceite de girasol o margarina sin leche), agua y especias (sal y azucar)). La
duracién de la dieta antes de realizar la prueba de provocacién depende de los
sintomas; en el caso de sintoma de alergia mediada por IgE sdlo requiere una
semana de dieta, pero en el caso de eczema atdpico o sintomas gastrointestinales,
la duracién sera de dos semanas. Si la eliminacién o la dieta oligoalergénica no
tienen efectos en los sintomas, entonces no es necesario realizar la prueba de
provocacion y no parece necesario aplicar una dieta especifica (Niggeman y Beyer,
2007).
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Sospecha de Alergia alimentaria

Alergeno conocido

Dieta de eliminacion Dieta oligoalergéncia

Prueba de Provocacion

NO prueba. No dieta
oral

Figura 9. Arbol de decisiones para la eleccion de una dieta antes del test de provocacion.
(Adaptada de Niggemann y Beyer, 2007).

El Unico tratamiento eficaz de la alergia alimentaria, cualquiera que sea su
patogenia, es evitar el contacto y la ingestién del alimento sensibilizante mediante
una dieta de eliminacién estricta (AESAN 2007). Las dietas de eliminacidon conducen
a la pérdida de reactividad a muchos alimentos y al desarrollo de tolerancia clinica
después de uno o dos afios en nifios y adultos con alergia alimentaria mediada por
IgE. En las alergias alimentarias, la tolerancia se alcanza transcurrido un periodo de
tiempo. Son recomendables re-evaluaciones periddicas de acuerdo con el historial

clinico y el tipo de alimento (Sicherer et al., 2004).

Alergia a las proteinas de la leche de vaca

La leche de vaca (LV) es un alimento ampliamente consumido y aceptado en todo
el mundo debido a su buena palatabilidad, alto valor nutricional y disponibilidad; sin
embargo, su consumo puede causar dafos en algunos sujetos, bien por
contaminacion de la leche con algin agente danino o por el consumo de este

alimento por sujetos susceptibles de ocasionarles algin desorden en la digestion,
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absorciéon, metabolismo o reaccion inmunoldgica (Bahna, 2002). La alergia a la
proteina de la leche de vaca es una reaccidn clinica adversa, asociada a la unién de
inmunoglobulinas IgE a los antigenos, desencadenando una respuesta inmune
(Johansson et al., 2004). Las reacciones adversas a la proteina de la leche de vaca
(PLV) se clasifican en alergias a las proteinas de la leche de vaca (APLV) e
intolerancias a las proteinas de la leche de vaca (IPLV). Estas reacciones no se
diferencian en base a los sintomas sino en la respuesta mediada por
inmunoglobulinas, principalmente IgE en el caso de la APLV y en una respuesta no
mediada por inmunoglobulinas, en el caso de la IPLV. Tanto la alergia como la

intolerancia pueden inducir un amplio rango de sintomas comunes:

« Sintomas cutaneos (dermatitis atdpica, urticaria, angioedema).
« Sintomas respiratorios (rinitis, tos, asma).

« Sintomas gastrointestinales (vémitos, diarrea, coélico, reflujo gastroesofagico).

La aparicion de sintomas suele ir acompafiada de rechazo de comida, fallo de
medro e irritabilidad (Novembre y Vierucci, 2001). En la infancia, la PLV constituye
el primer alérgeno alimenticio con el que se encuentra el lactante (Host, 2002;
Vandenplas et al., 2007).

Las proteinas responsables de la APLV se distribuyen en las fracciones de caseina y
suero (Tabla 3). El suero proteico de la LV esta constituido por proteinas globulares.
En él encontramos como alérgenos a la a-lactoalbumina, B-lactoglobulina,
seroalbumina e inmunoglobulinas bovinas. Los alérgenos mas abundantes son la B-
lactoglobulina (3-4 g/l) y la alfa-lactoalbdmina (1-1.5 g/l), hecho que se repite en
la leche de muchos mamiferos menos en la leche materna, donde la B-

lactoglobulina estd practicamente ausente (Blanc et al., 2008).

« La B-lactoglobulina (Bos d 5), es una proteina sintetizada en la glandula
mamaria; es la proteina mas abundante en el suero proteico de la LV y en la
de otros mamiferos, pero no esta presente en la leche humana. Se trata de
un dimero proteico de aproximadamente 36 kDa (Blanc et al., 2008; Fiocchi
et al., 2010). Al no estar presente esta proteina en la leche humana, se

considera el alérgeno mas importante. Entre un 15-76% de los sujetos con
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APLV reaccionan a esta proteina (Restani et al., 2009) y el 73.7% de los

niflos con APLV dan positivo el test cutaneo (SPT), a esta proteina (Fiocchi et

al., 2010).

Tabla 3. Proteinas de la leche de vaca.

Proteinas | Nomenclatura Pesos Moleculares | % del total de proteinas
i (leche de vaca) Alergeno KDa
Caseinas Bosd 8 80
osl-caseina 23.6 29
gs2-caseina 25.2 8
B-caseina 24 27
k-caseina 19 10
y1-casena 20.6
y2-casehna 11.8 6
y3-casehna 11.6
Proteinas del suero 20
a-lactoalbumina Bosd 4 14.2 5
B-lactoglobulina Bosd 5 18.3 10
Seroalbuminas Bosd 6 67.0 1
Inmunoglobulinas Bosd 7 160.0 3
Lactoferrina £00.0 Trazas

La a-lactoalbumina (Bos d 4) o A-LA, es una proteina globular monomeérica

de peso molecular aproximadamente 14.2 kDa. Es un componente regulador

del sistema enzimatico galactosil transferasa responsable de la sintesis de

lactosa. Ademas posee una alta afinidad por el calcio y esta unidén estabiliza

su estructura secundaria. La secuencia aminoacidica completa de esta

proteina muestra cierta homologia con la lisozima de la clara de huevo y la
A-LA de la leche humana (Blanc et al., 2008, Fiocchi et al., 2010). Existe

controversia sobre el papel que juega esta proteina en la APLV, pues la

prevalencia de los pacientes que reaccionan frente a esta proteina varia entre

un 0 y un 80% (Bessler et al., 2002) sin embargo, el 75% de los nifios con

APLV dan positivo en el test cutaneo (SPT) a esta proteina (Fiocchi et al.,

2010).

Figura 10. Estructura de la B-lactoglobulina (izquierda) y ALA (derecha).
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Las albuminas del suero bovino (Bos d 6) son proteinas presentes en el suero
proteico, con capacidad para unirse a agua, acidos grasos, hormonas,
bilirrubina, Ca*?, K*, Na*, siendo su funcién principal la regulacién de la
presion sanguinea. La prevalencia de sujetos con APLV que reaccionan frente
a esta proteina se sitla en rangos que oscila entre el 0 al 88% y en el caso
de nifios con APLV un 62.5% estan sensibilizados (Fiocchi et al., 2010). Esta
proteina esta implicada tanto en la APLV como en reacciones alérgicas a la
ternera. La sintomatologia es inmediata, presentando episodios de edema
labial, urticaria, tos y rinitis. Nifios con alergia a la proteina de la ternera
suelen ser también alérgicos a la leche (Fiocchi et al., 2001),; sin embargo,
lactantes con APLV no tienen por qué presentar también sensibilizacion a la
proteina de ternera (Werfel et al., 1997). La carne de ternera no debe ser
excluida de la dieta de los niflos con APLV como norma general, sino que

esta exclusién debe ser evaluada caso por caso.

Las inmunoglobulinas bovinas (Bos d 7), son proteinas presentes en los
tejidos, sangre, fluidos y secreciones como la leche y rara vez causan

sintomas clinicos de alergia a la leche de vaca.

La caseina (Bos d 8), constituye el coagulo, la fraccion sélida de las proteinas
obtenida tras la coagulacion de la leche. Esta constituida por 4 componentes
(asl-caseina, as2-caseina, B-caseina y k-caseina) los cuales interaccionan
formando agregados micelares en suspensiéon en el lactosuero. Existe
también un quinto componente, las y-caseinas, subproductos de la protedlisis
de la B-caseina, presentes en la LV a muy baja proporcidon (Fiocchi et al.,
2010). Al no poseer una estructura compacta, es rapida y extensamente
degradada por enzimas proteoliticos durante la digestién (Dupont et al;
2010). Aunque no se ven afectadas significativamente por los tratamientos
térmicos severos, si son muy susceptibles a la accién de exopeptidasas vy
todas las proteasas (Blanc et al., 2008). Varias hipotesis tratan de explicar el

potencial alergénico de las caseinas (Dupont et al., 2010):
o La resistencia a la digestion por presencia de secuencias fosforiladas
o La proteccidn de las caseinas por la grasa

o La desnaturalizacion térmica del suero
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o Lainmadurez de los sistemas inmune y digestivo en el lactante

En el caso de los alérgenos de la caseina, las sensibilizaciones suelen darse
normalmente a la a-caseina (100% de los casos) y k-caseina (91.7% de
los casos) (Fiocchi et al., 2010).

Figura 11. Estructura de las caseinas.

Las proteinas lacteas de diferentes mamiferos (vaca, oveja, cabra, bufala,
dromedaria, yegua) se caracterizan por presentar secuencias similares, siendo la
homologia mas acusada entre las proteinas lacteas de vaca, oveja y cabra (Tabla 4)
(Restani et al., 1999). Las leches de camella y dromedaria no contienen [-
lactoglobulina y no presentan homologia con la leche de vaca. Estas dos
caracteristicas plantean la posibilidad de su utilizacién en el tratamiento nutricional
de la APLV (Restani et al., 2002); de hecho, las leches de mona y yegua han sido
testadas en algunos pacientes (Vita et al., 2007, Monti et al., 2007). Sin embargo,
existe incertidumbre sobre el control higiénico y la composicion quimica de las
mismas (Fiocchi et al., 2010).

La leche de cabra contiene proteinas similares a la LV y en proporciones similares,
funciones bioldgicas, estructura y funcionalidad. La concentracion del suero proteico
es de 4-5 g/l, caseina 25-30 g/l. La caseina de la leche de cabra estad constituida
basicamente de B-caseina (18 g/l) y asl-caseinas (0.6 - 3.6 g/I). La mayoria de los
pacientes con APLV, suelen presentar reactividad cruzada entre las caseinas de la
LV y la de la leche de cabra (Restani et al., 1999).
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Tabla 4. Porcentaje de homologias de proteinas lacteas de mamiferos con las proteinas
de la leche de vaca (Fiochi et al., 2010)

Proteinas Cabra Oveja Leche Humana
(leche de vaca) l l l
asl-caseina 87.9 88.3 32.4
as2-caseina 88.3 89.2 e
B-caseina 91.1 92.0 56.5
K-caseina 84.9 84.9 53:2
a-lactoalbimina 95.1 97.2 73.9
B-lactoglobulina 94.4 93.9 Ausente
Seroalbtiminas ——- ———- 76.6

En resumen, los alérgenos mas importantes encontrados en la LV son cuatro
caseinas (asl-, as2-, B y k) y dos proteinas del suero (a-lactoalbiumina y B-

lactoglobulina).

Fisiopatologia y prevalencia de la APLV

La APLV es la alergia alimentaria mas comun en la infancia temprana, debiéndose a
una inmadurez de la respuesta del sistema inmunitario local y sistémico junto a un
aumento de la permeabilidad del intestino. Este hecho conduce a la presentacion de
péptidos lacteos de cadena larga al sistema inmunitario gastrointestinal,

desencadenando una respuesta alérgica en lactantes susceptibles (Wal, 2004).
En la APLV mediada por IgE las principales manifestaciones son (Host A, 1994):

+ Sintomas dermatoldgicos (urticaria, angioedema, enrojecimiento) en el 30-
70% de los casos.

« Manifestaciones gastrointestinales (vomitos, dolor abdominal) en el 50-60 %

de los casos.

« Sintomas respiratorios (sibilaciones, disnea, cianosis) en un 20-30 % de los

casos.

En la APLV no mediada por IgE las principales manifestaciones son (Maloney y
Nowak-Wegrzyn, 2007):
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Proctocolitis alérgica.

Sindrome de enterocolitis inducido por proteinas alimentarias Food Protein
Induced Enterocolitis Syndrome (FPIES).

Gastroenteritis alérgica eosinofilica.

Dermatitis atodpica.

o La proctocolitis alérgica se suele presentar en los 6 primeros meses de

vida, en lactantes alimentados con lactancia materna o férmulas a base de
LV o soja. La sintomatologia se caracteriza por la presencia de sangre en
heces. Aparentemente el aspecto del lactante es el de un lactante sano, no
presentando pérdida de peso o retraso en el crecimiento. El diagndstico se
base en el historial clinico, test de prick y concentracion de IgE especifica
negativa. Aunque no se recomienda rutinariamente en el diagndstico una
histopatologia a partir de una biopsia, esta puede mostrar la infiltracion
eosinofilica en el epitelio del colon, lamina propia y musculatura (Maloney
y Nowak-Wegrzyn, 2007). El tratamiento consiste en la eliminacion de la
proteina de la dieta con una resolucion de los sintomas en 48-72 horas. La
tolerancia suele aparecer al afio de edad. La proctocolitis alérgica aparece
en el 60% de los casos en lactantes alimentados con lactancia materna,
siendo el contenido de B-lactoglobulina en la leche materna la causante de
esta enfermedad, por lo que se recomienda a la madre lactante la
eliminacion de la leche de vaca de su dieta. En aquellos casos en los que
los sintomas (sangrado en heces) no remiten, se aconseja la utilizacion de
una formula hidrolizada y en casos extremos una dieta elemental

(Sampson y Anderson, 2000).

o El sindrome de enterocolitis suele aparecer en lactantes alimentados con

formula de LV o soja. De hecho, el 50% de los pacientes con reacciones
debidas a la LV lo son también a la soja (Sicherer et al., 1998). La
sintomatologia se caracteriza por vémitos vy diarrea causando
deshidratacién y letargo, fallo de medro e hipoalbuminemia cuando la

exposicion es cronica. En el diagndstico el test cutdneo (SPT) y la
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concentracion de IgE especifica son negativos. Los padres deben tener un
plan de actuacion en el caso de ingestion accidental. Los sintomas suelen
aparecer dos horas después de la ingestién y puede desencadenarse una
deshidratacion. Durante el tratamiento es necesario procurar la hidratacion
aunque, si el sindrome aparece con enfermedades mediadas por IgE es
necesaria  también la  administracion de  medicamentos con
antihistaminicos. Los sintomas remiten cuando la proteina es eliminada de
la dieta. La reintroduccion de la proteina causante de la reacciones se
realizard bajo supervisibn médica. La mayoria de los pacientes con
sindrome de enterocolitis causada por la LV se convierten en tolerantes a
la edad de los tres afios (Maloney y Nowak-Wegrzyn, 2007). En las ultimos
anos se ha observado que pacientes con clinica alérgica que presentaban
el sindrome de enterocolitis inducido por proteinas alimentarias, tras
recuperarse de esta enfermedad, desarrollaban posteriormente APLV
mediada por IgE (Kessel y Dalal, 2011). La inflamacién causada en el
tracto gastrointestinal por el sindrome de enterocolitis podria aumentar la
penetrabilidad de las proteinas lacteas y su presentacién al sistema
inmunitario gastrointestinal. Parece que, en pacientes con este sindrome,
la presencia de IgE especifica hacia el antigeno, hecho que no es comun,
predice una prolongada sensibilizacidn hacia el antigeno (Kessel y Dalal,
2011).

La gastroenteritis alérgica es una enfermedad que se caracteriza por una

inflamacién eosinofilica de los tejidos gastrointestinales (esoéfago,

estdmago, intestino). La sintomatologia depende de la localizaciéon y el
grado de inflamacion; se caracteriza normalmente por falta de apetito,
nauseas, dolor, vomitos, diarrea, pérdida de peso y sangre oculta en
heces. Esta enfermedad aparece en la infancia y adolescencia. El
diagnéstico suele ser a través de una endoscopia y biopsia y de
marcadores de infiltracién de eosindfilos en la mucosa y submucosa. Los
sintomas suelen remitir a las 6 semanas de eliminacién de la proteina
causante (leche, huevo, soja, cereales, pescado). La alimentacién suele

ser a través de férmulas a base de amino acidos (formulas elementales).

62



Revision Bibliogic

o La dermatitis atopica (DA) es uno de los sintomas mas comunes tanto de
la APLV como de la IPLV; el 40% de los nifios con eczema atodpico
presentan alergias alimentarias (Niggemann y Beyer, 2007) y el 50% de
los nifios menores de un afo con APLV o IPLV tiene DA (Novembre y
Vierucci, 2001). Los nifios con DA estan predispuestos a sensibilizarse a
los alimentos en los primeros afios de vida y a los aeroalérgenos
posteriormente. Por ello, lactantes con DA al igual que lactantes con APLV,
requieren la ausencia de la PLV en su dieta al menos durante el primer afno

de vida.

Diagndstico de la APLV

El diagndstico de la APLV comienza con la sospecha y finaliza con una prueba de
provocacién oral, realizada siempre bajo la supervision de un especialista. Algunos

de los factores mas importantes a tener en cuenta en el diagndstico son:

-

Edad de aparicion de la alergia.

Naturaleza de los sintomas.

Frecuencia de las manifestaciones.

Periodo transcurrido entre la ingesta y la aparicién de sintomas.
Cantidad de leche que provoca los sintomas.

Método de preparacion de la leche.

Reproducibilidad de las reacciones.

Intervalos de tiempo desde la ultima reaccidn.

W O N o U bk W DN

Influencia de factores externos.

10. Alimentacién diaria.

11. Crecimiento.

12. Detalles de la alimentacion temprana.

13. Efectos de las dietas de eliminacion.
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En el afio 2007 se publicé una guia para el diagndéstico y manejo de la APLV en

lactantes, sugiriendo algoritmos distintos para lactantes con lactancia materna y

lactantes alimentados con férmulas infantiles, siendo ademas el diagnédstico y

tratamiento distinto, dependiendo de la severidad de los sintomas. En el caso de

sospecha suave a moderada de APLV en lactantes alimentados con lactancia

materna, como primera medida en el diagndstico se mantiene la lactancia,

eliminando de la dieta de la madre la LV durante al menos dos semanas. En la

Figura 12 se muestra el algoritmo a seguir cuando los lactantes han sido

alimentados previamente con férmulas infantiles en lugar de lactancia materna

(Vandeplas et al., 2007).

Pruebas cutaneas: SPT, Patch
En sangre: IgE total y IgE
especifica

Sospecha .
MODERADA bl ot
de APLV

Historial familiar
Historia clinica

No sintomas.
Reintroduccion de
FORMULA

Provocacion
con
FORMULA | Sintomas.
DE LV bajo Mlan@ene_r,diita ’tje
icid eliminacion hasta
Sur?,‘eérg;f;on 9-12 meses de
edad y al menos 6

: meses
Dieta de

eliminacién
con FeH

- Las dos pos'dades

Reintroduccion de
proteina lactea en dieta

Repetir
provocacion
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Pruebas cutaneas: SPT, Patch
En sangre: IgE totaly IgE especifica

Provocacién con
FORMULA DE LV

bajo supervision

Dieta de médica

Sospecha SEVERA eliminacion al

APLV menos 2-4
semanas y FeH

o Elemental

Procesos de
No Mejora G DIAGNOSTICO bajo
supervision medica

Historial familiar

Historia clinica

Figura 12. Algoritmos para el diagnéstico y manejo de la APLV moderada y severa

cuando fueron alimentados con férmulas artificiales. (Adaptada de Vandeplas y col. 2007)

Recientemente el comité de ESPGHAN ha publicado un documento sobre el
diagnodstico y manejo de la APLV en lactantes y nifios de corta edad (Koletzko et al.,
2012). El diagnostico de la APLV mediada por IgE, comprende tres etapas:

« Historia clinica compatible con las manifestaciones alérgicas tipicas.

« Demostracién o no de sensibilizacion mediada por IgE mediante pruebas
cutdneas (SPT) con el alérgeno adecuado y/o IgE sérica especifica para la

leche y sus proteinas.

« Prueba de provocacidon/tolerancia controlada, salvo contraindicacién clinica.

En pacientes con alta probabilidad de APLV mediada por IgE y un resultado del SPT
positivo (valor de diametro de la papula = 3 mm) puede ayudar a evitar el test de
provocaciéon oral en el 49-70% de los pacientes, pero el beneficio de no realizar el
test de provocacidon vendra contrarrestado por un 5-6% de riesgo de falsedad
(Fiocchi et al., 2010). Estudios recientes han demostrado que un aumento de la
concentracion de IgE especifica en suero y/o un aumento del diametro de la papula
se correlacionan con un aumento del riesgo de reaccion alérgica (Sicherer et al.,
2004).
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El test de provocaciéon oral se considera el test estdandar de referencia en el
diagnodstico de la APLV. Es un test laborioso y no esta libre de riesgos para el
paciente. En nifos con reacciones anafilacticas previas a la LV estara
contraindicado, excepto en los dos casos siguientes (Fiocchi et al., 2010):
« Situaciones en las que la anafilaxia suceda inmediatamente después de una
comida sélida que contenga proteinas lacteas y otros alérgenos alimenticios.
« En la valoracién de la tolerancia de la LV transcurrido un periodo razonable

desde la ultima reaccion anafilactica.

Sobre el test de provocacion oral no existe un consenso en cuanto a dosis y ritmos
de introduccion del alérgeno causante de la alergia. Se han sugerido dosis iniciales
de 0.1 ml pero puede variar de acuerdo al tipo de alergia (mediada o no mediada) y
al riesgo de reaccidn (Bindsley et al., 2004, Nowak-Wegrzyn et al., 2009).

Respecto al diagnostico de la APLV no mediada por IgE, se recomienda basar el

diagndstico en tres pilares:

« Historia clinica compatible.

« Demostracién de alteraciones morfoldgicas o funcionales digestivas y test
inmunoldgicos en los que no se confirma una sensibilizacién mediada por IgE.
Puede detectarse IgE pero no se demuestra relacidn causal o sélo se
demuestra parcialmente

« Prueba de provocacion/tolerancia controlada. Debe valorarse inicialmente en

el diagnéstico si la clinica es dudosa y a medio plazo en la evolucion.

El diagndstico de la APLV no mediada por IgE suele basarse en la presencia en
heces de marcadores de activacion eosindfila, esteatorrea, patch test o
determinacion de citocinas proinflamatorias en heces (IL-4, IL-5 y TNF-a) (Bousofio
etal., 2007).

Tanto la APLV mediada como la no mediada por IgE, pueden inducir una amplia
variedad de sintomas, siendo en ocasiones complicado distinguir entre la alergia y
la intolerancia:

+ Sintomas cutaneos (DA, urticaria, angioedema).
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« Sintomas respiratorios (rinitis, asma, tos)
« Sintomas gastrointestinales (vémitos, diarrea, célico, reflujo gastroesofagico)
+ Sintomas generales (fallo de medro, irritabilidad y rechazo de alimentos)

+ Anafilaxia.

Por lo tanto, no podemos diagnosticar una alergia o una intolerancia basandonos
Unicamente en la sintomatologia, al igual que no se debe diagnosticar una IPLV
cuando no existen pruebas analiticas, o dichas pruebas son negativas (Novembre y
Vierucci, 2001). No existe un Unico test para el diagndstico. La confirmacién de
APLV o IPLV se realizara siempre mediante un test de eliminacidon y provocacion de
la proteina en cuestidn. Se utilizan unos criterios de diagndstico bien definidos,
basados en la reduccién significativa de sintomas con la eliminacién de la PLV de la
dieta, reaparicion de sintomas con el test de provocaciéon y nueva eliminacién, que
da lugar a la desaparicion de sintomas. De esta manera se puede descartar la
intolerancia a la lactosa asi como infecciones de andloga sintomatologia (Host et
al., 2002). Es necesario el concurso de nuevas armas diagndsticas para el estudio
de las manifestaciones alérgicas, especialmente, las no IgE-mediadas (Tabla 5)
(Sicherer et al., 2004, Bousofo et al., 2007).

Tabla 5. Nuevos estudios diagnésticos en alergias alimentarias.

Nuevos estudios diagnosticos en alergia alimentaria

IgE mediada I IgE no mediada
Niveles de IgE especifica Patch test
Prick test Test de proliferacidn linfoblastica in vitro
Test in vitro para predecir la Liberacion de citocinas bajo estimulacion de
tolerancia oral alimentos
Empleo de alérgenos recombinantes Determinacion de citocinas proinflamatorias en

suero/heces (IL4, IL5 y TNFa)

Marcadores de activacion eosinofilica en heces

(proteina catidnica eosinofilica)

Tratamiento Nutricional de la APLV/IPLV
El mejor tratamiento es prolongar la lactancia materna. La lactancia debera ser
mantenida el mayor tiempo posible y, mientras tanto, la madre deberd suprimir de

su dieta la LV, sus derivados y otros alimentos que puedan contener proteinas de la
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leche de vaca (Vandenplas et al., 2007). La leche materna es el estandar de oro en
la alimentacién del lactante, desde un punto de vista nutricional e inmunolégico. El
ultimo informe de la Academia Americana de Pediatria sobre el tratamiento
dietético en la prevencién de las enfermedades atdpicas en la infancia sostiene que,
la lactancia materna exclusiva durante al menos los cuatro primeros meses de vida
en ninos con alto riesgo a desarrollar enfermedades atdpicas en lugar de una
alimentaciéon basada en férmulas con LV intacta, disminuye la incidencia de alergia
a la PLV y la DA durante los dos primeros afios de vida (Greer et al., 2008).
Solamente en aquellos casos en los que no sea suficiente o posible la lactancia
materna se recurrirdn a formulas especiales disefiadas para el tratamiento de la
APLV (Comité de Nutricion de la AEP, 2001, Dalmau et al., 2008).

Distintos organismos internacionales han emitido guias para el tratamiento y
diagndstico de la APLV que pueden verse en la Tabla 6. Dichas recomendaciones se

resumen en las siguientes pautas:

« Lactancia materna al menos durante los 6 primeros meses de vida con una

dieta de la madre exenta de productos lacteos.
« Foérmulas extensamente hidrolizadas (PM < 3000 Da) en aquellos casos en
los que no sea posible la lactancia materna.

« Calendario habitual de introduccién de alimentos, comenzando por los
alimentos de menor alergenicidad y retrasando la introduccién de los mas
alergénicos: huevo (hasta los 18 meses de edad), pescado y legumbres

(hasta el afio de edad).

* No introducir los frutos secos hasta los 3 afos de edad.
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Tabla 6. Recomendaciones de distintos organismos para el tratamiento de la APLV. pHF:

Formula parcialmente hidrolizada; eHF: Férmula extensamente hidrolizada; SF:Férmula de soja; HSF:

Férmula de soja hidrolizada; RHF: Férmula de arroz hidrolizada; AAF: Férmula a base de

Lactancia matema

aminoacidos

AAP
Committe on Nutrition 2000

Eliminar |3 leche de vaca de la dieta

ESPACI/ESPGHAN 1999

Se deberfa eliminar |a leche de

AEP 2001

de |z madre vaca de la dieta de la madre
Alimentacion con eHF o SF Eliminacidn de alérgenos en
formula formulas
pHF No indicada. No indicada. No indicada.
eHF Al menosel 90% de los lactantes |l Recomendada para el tratamiento.
toleran.

SF Pueden ser utlizadas a partir de los No son recomendadas para &l

6 meses de edad en nifios con APLV tratamiento inicial.

mediada por IgE

HSF No especifica nada. No especifica nada.
RHF Posterior a este documento Posterior a este documento
AAF Toleradas Recomendada para pacientes

altamente sensitivos, que no
toleran eHF,

Otras leches

Leches de cabra y otros animales o
farmulas conteniendo proteinas
intactas de animal o a base de
leche de vaca no son adecuadas.

No deben ser tratados con leches
de otras especies (cabra, oveja)
por reaccion cruzada.

La guia DRACMA, "Diagndstico y Accion Racional contra a la Alergia a la Leche de

Vaca”, recientemente publicada en la revista de la Organizacién Mundial de Alergia,

WAO en sus siglas inglesas, establece pautas para el diagndstico y tratamiento de

la APLV mediada por IgE (Fiocchi et al., 2010). En esta guia se establece un método

para la correcta eleccion de férmulas de sustitucion indicadas para paciente con

APLV mediada por IgE (Tabla 7). Para pacientes con APLV no mediada por IgE,

enterocolitis gastrointestinal o esofagitis alérgica la eleccién de la férmula serd

diferente. Esta guia se actualizara en el futuro con la inclusién de recomendaciones

para pacientes que muestren los desdérdenes anteriormente mencionados; sin

embargo, este documento menciona brevemente unas recomendaciones para estos

casos.

En el tratamiento de la APLV (Fiocchi et al., 2010):

+ La dieta de eliminacion debe ser efectiva y completa.

+ Se debe prevenir la inhalacién y contacto con la piel.

« Una adecuada

legislacién del

consumidor los ingredientes.

etiquetado que

indique claramente al
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« La alergia a la ternera implica también APLV en la mayoria de los casos, no

al contrario.

+ Todas las dietas de eliminacién deben ser nutricionalmente seguras sobre

todo en los dos primeros semestres de vida.
« Monitorizacion de las dietas de eliminacion.

Revisiones periddicas a través de test de provocacion para prevenir

innecesariamente una dieta de eliminacién prolongada.

Mientras que en nifos menores de 2 afios de edad es obligatorio la utilizacion de
una férmula de sustitucién, en nifios alimentados con lactancia materna y nifios

mayores de dos afos de edad no tiene por qué ser necesaria (Fiocchi et al., 2010).

Tabla 7. Recomendaciones de la guia DRACMA para la correcta eleccion de una formula

cuando no es posible la lactancia materna (Fiocchi et al.,2010).

} 12 Eleccion | 23 Eleccion
Anafilaxia AAF eHF
Urticaria aguda o angioedema eHF AAF/SFE
Dermatitis atopica eHF AAF/SF
Alergia gastrointestinal inmediata eHF AAF/SF
Esofagitis eosinofilica alérgica AAF
Reflujo gastroesofagico GERD eHF AAF
Enteropatia inducida por APLY eHF AAF
Sindrome de enterocolitis inducido por PLV, FPIES eHF ALNF
Gastroenteritis y proctocolitis inducido por PLV AAF
Colico eHF AAF
Estrefilmiento eHF AAF
Enfermedad pulmonar cronica inducida por leche AAF eHF
(Sindrome de Heiner)

Las formulas de sustitucidon que pueden ser utilizadas en el tratamiento de APLV

siempre y cuando no sea posible la lactancia materna, son las siguientes:

« Formulas extensamente Hidrolizadas (FeH). El uso de féormulas con
proteinas extensamente hidrolizadas es recomendado en el caso de
lactantes con APLV por distintos organismos cientificos (Comité de
Nutricion de la AEP 2001; AAP, Comité de Nutricion de la AAP, 2000;
ESPGHAN, Host et al., 1999, WAO, Fiocchi et al., 2010, ESPGHAN,
Koletzko et al., 2012). Las féormulas extensamente hidrolizadas contienen

péptidos de 2-8 aminoacidos, de tamafo molecular menor que 1200 Da,
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lactosa no contaminada con proteina de LV o que se demuestre que esa
posible contaminacién no influye en la tolerancia y evolucién a largo plazo
(Comité de Nutricion de la AEP, 2001).

Las formulas elementales estan indicadas solo en aquellos casos en los
que las formulas extensamente hidrolizadas o de soja no sean toleradas
(Comité de Nutricion de AEP, 2001). Estan constituidas por aminoacidos,
son amargas y presentan una mayor osmolaridad que las FeH.
Normalmente este tipo de férmulas estan indicadas en el caso de

malabsorcion intestinal.

Las formulas de soja no estan indicadas para el tratamiento antes de los
6 meses de vida (Comité de Nutricion de la AEP, 2001, Comité de
Nutricion de ESPGHAN, 2006, 2008; Fiocchi et al., 2010).Tienen mejor
sabor y menor precio que los hidrolizados pero no son formulas de primera
eleccion. Pueden ser utilizadas cuando el nifio no tolera las férmulas
hidrolizadas, siempre que sea mayor de 6 meses y no presente sintomas

digestivos.

Formulas de hidrolizados de arroz (Fiocchi 2003; Terraciano et al.,
2010).

Otras alternativas (leche de cabra, de oveja, de rumiantes). La leche de
cabra, bufala y oveja no deberia ser utilizada en el tratamiento de la APLV.
Para nifios con mas de dos afios de edad, la leche de camella puede ser un
sustituto y la leche de yegua podria ser valido en nifios con comienzo
tardio de la alergia (Fiocchi et al., 2010); en nifos de mas de 2 afios de
edad, en los que se haya comprobado que toleran la leche de cabra, esta
puede ser un excelente sustituto, sin embargo no se puede aconsejar su
utilizacion sin testar previamente su tolerancia bajo el control de un
especialista (Infante et al., 2003).

La utilizacion de férmulas parcialmente hidrolizadas estda contraindicada

para el tratamiento de APLV.
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En ocasiones es complicado encontrar una féormula de sustitucidon, segura,
nutricionalmente adecuada y con buena palatabilidad. Las guias publicadas por
distintos organismos sugieren la utilizacién de férmulas extensamente hidrolizadas
(Host et al., 1999) y formulas de soja (a partir de los 6 meses de vida), como
primera linea de tratamiento. En Europa, algunos estudios (Pedrosa et al., 2006;
Fiocchi et al., 2003, 2006; Reche et al., 2010) han considerado la utilizacién de
hidrolizados de proteina de arroz para el tratamiento de APLV. Concretamente en el
estudio de la cohorte de Milan de APLV, MICMAC I en sus siglas inglesas, se ha
obsevado que los nifios con APLV que eran alimentados con una formula hidrolizada
de arroz, alcanzaban la tolerancia a los 20 meses, mientras que el grupos
alimentados con eHF y SF tardaban mas en alcanzar la tolerancia (56 meses y 28

meses) (Terraciano et al., 2010).

En la Tabla 8 se recogen algunas de las férmulas que actualmente se comercializan

en Espafa y Europa para el tratamiento de APLV vy atopias.

Tabla 8. Formulas comercializadas en Espaiia para el tratamiento de la APLV y atopias

Formulas extensamente hidrolizadas | Formulas derivadas de | Formula

| proteinas vegetales elementales
Blemil Plus FH: Laboratorios Ordesa Velactin (Sanutri} Damira
Peptinaut Junior (Nutricia; Almiron) Prosobe Elemental
Nieda Plus (Abbott Laboratories) (Enfalac/Mead&Johnson) (Sanutri)
Pregestimil (Enfalac/Mead & Johnson) Nutribén s0ja (Alter; Neocate (SHS)
Alfaré (Nestlé) Nutribén) Neocate
Damira 2000 (Sanutri) Isomil (Abbott) Advance (SHS)
Damira Atopy (Sanutri) Som 1y 2 (Milupa)
Almiran Pepti con Immunofortis (Nutricia; Nutrisoja (Nutricia; Almirdn)
Almiran) Blemil 1 y2 soja (Ordesa)
Nutramigen 1 y 2 ( Enfalac/Mead & Blemil 1y 2 arroz (Ordesa)
Johnsan) Miltina soja  (Milte  Milk
Nutribén Hidrolizada (Laboratorios Alter; Technologies)
Nutribén)
Damira (Sanutri)
LactoDamira 2000 (Sanutri)

Cuando a un lactante se le diagnostica APLV y es alimentado con alguna de las
formulas anteriormente mencionadas, debe realizarse una valoracidon y seguimiento

nutricional pues, ademas de tener que evitar la sintomatologia clinica, habra que
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asegurar un desarrollo pondero estatural adecuado y evitar las deficiencias de
determinados nutrientes. La valoracidn nutricional comprende (Dalmau et al.,
2008):

« Valoracién de la dieta: Saber qué volumen de féormula ingiere y en el caso de
nifos con alimentacion complementaria realizar un recuerdo dietético para
saber si la dieta es equilibrada o deficitaria en algunos nutrientes.

« Somatometria: Peso, talla, relacion peso-talla y la curva pondero-estatural.

« Exploracion fisica: Busqueda de signos de deficiencias nutricionales.

« Examenes complementarios nutricionales: Hemograma, bioquimica sanguinea

nutricional (albumina, prealbiumina, ferritina, sideremia, calcio, fdsforo,

fosfatasas alcalinas).

Aunque el principal tratamiento de la APLV es la lactancia materna durante al
menos los 4-6 primeros meses de edad, o en su defecto las formulas disefiadas
para tales casos, en ocasiones es también necesario un tratamiento farmacoldgico

con pomadas y corticoides o antihistaminicos orales (Agostoni et al., 2007).

Prevencion de la APLV

En la Tabla 9 se resumen algunas recomendaciones para la prevencién de las

enfermedades atépicas en nifios de alto riesgo.

Tabla 9. Recomendaciones para la prevencion.

Recomendaciones para la prevencon de enfermedades atopicas
1% Lactancia Matema al menos durante los 6 primeros meses de vida

20 Formulas extensamente o parcialmente hidrolizadas (si no es posible lactancia)

39 Evitar el humo del tabaco desde el embarazo. Evitar animales

Las féormulas parcialmente hidrolizadas (FpH) contienen concentraciones de
proteina intacta entre 100-1000 veces mayor que las FeH y que provocan
reacciones adversas en la mayoria de pacientes APLV (Zeiger, 2003). Se

caracterizan por contener un mayor rango de péptidos superiores a 8.000 Da.
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Algunos autores defienden la utilizaciéon de estas férmulas en la prevencién de la
APLV y otras atopias para inducir tolerancia oral (Fritsche et al., 1997), pero aun
existen controversias acerca de la capacidad de estas formulas para promover el
desarrollo de tolerancia. Se han encontrado tres meta-analisis publicados en los
ultimos afios sobre el papel que ejercen las FpH de suero proteico. Todos ellos
concluyen que este tipo de formulas son mas eficaces en la prevencion de alergias,
especialmente la dermatitis, en comparacidn con las férmulas estandares, pero
siempre prevalece el papel en la prevencion con la lactancia materna exclusiva
(Osbon y Sinn, 2006, Szajewska y Horvath, 2009, Alexander y Cabana, 2010).

Algunos de los resultados mas interesantes son los derivados del estudio ‘German
Infant Nutrition Study (GINI)’, donde 2.252 nifos con alto riesgo de enfermedad
atopica fueron reclutados y aleatoriamente clasificados en 4 grupos distintos en las
pautas de alimentacion: férmula extensamente hidrolizada de suero, férmula
extensamente hidrolizada de caseina, formula parcialmente hidrolizada de suero y
formula con proteina de leche de vaca. El periodo de seguimiento de los nifios
reclutados se prolongd hasta seis afios; se demostré un efecto preventivo, a largo
plazo, sobre las manifestaciones alérgicas y dermatitis atopica en nifos alimentados
con férmula parcialmente hidrolizada de suero y en niflos alimentados con la
formula extensamente hidrolizada de caseina (von Berg et al., 2008); Este efecto
preventivo sobre la dermatitis atdpica persiste hasta los 10 afios de edad, aunque
no hay suficiente evidencia para continuar con los efectos preventivos en las

enfermedades alérgicas (von Berg et al., 2013).

Tolerancia

La tolerancia oral consiste en la hiporespuesta sistémica inmunoldgica que se
produce tras la administracion oral de antigenos y permite al lactante ingerir
alimentos sin presentar reacciéon adversa inmunoldgica (Dalmau et al, 2008). Las
proteinas lacteas ingeridas van a ser normalmente degradadas por la accion de los
acidos gastricos y las enzimas digestivas. Después de la exposicién de la mucosa
intestinal a los antigenos de la LV, las células presentadoras de antigenos (APCs)

interaccionan con las células B y T sub-epiteliales. Las células T y B activadas de los
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foliculos migran por el sistema linfatico y circulan hasta varios drganos del sistema
gastrointestinal, respiratorio y piel. Si no se logra la tolerancia, las células By T se
activan, dando lugar a un aumento de la respuesta inflamatoria en los drganos
diana, resultando en las manifestaciones clinicas de la APLV (Figura 13) (Fiocchi et
al., 2010). La APLV, se manifiesta en localizaciones distintas a donde ha tenido
lugar la sensibilizaciéon original en el intestino; esto pone de manifiesto que la

migracion de células es crucial para la patogenia de la enfermedad.

e ——— APCs T nativa

B .o W0
i
[Frororss | * %, /

_ 0 Em

>

Segundo contacto

con antigenos

"
»
» %

»

—\'/

\ Desgranulacion y
liberacion de

mediadores (Histamina)

Figura 13. Mecanismo de reaccion alérgica a las PLV. (Adaptada de Villoslada, 2005)

El mecanismo exacto de adquisicién de tolerancia hacia las PLV es aun desconocido.
El sistema inmunitario innato también participa modulando la respuesta inmune
adaptativa hacia las PLV, a través de las DCs y los receptores Toll like (TLRs), los
cuales influyen en la respuesta T reguladora (Treg) mediante un mecanismo aun
desconocido. Las células Treg promueven la tolerancia a los antigenos de la leche
mediante la produccion de citocinas tolerogénicas (IL-10 y TGF-B). Estas citocinas
potencian a su vez la generacion de células T reguladoras y promueven en el
linfocito B la produccién de IgA en lugar de IgE, inhibiendo de esta manera la
generaciéon de procesos inflamatorios. Altas concentraciones de IgA secretora

especifica parecen disminuir la penetracién del alérgeno, sensibilizacién y desarrollo
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de alergia. IL-10 y TGF-B son también transferidas a través de la leche materna,
poniendo de manifiesto la importancia de la leche materna en el correcto desarrollo

del sistema inmunitario (Piirainen et al., 2009).

Las células presentadoras de antigenos (APCs), células que inducen la activacion y
proliferacidon de las células T, son las que tienen un mayor impacto en la induccién
de tolerancia. Ademas estas células, las DCs de la mucosa intestinal presentan unas
caracteristicas funcionales distintas a las DCs del bazo. DCs de las placas de Peyer,
pero no del bazo, expresan RNAm para TGF-B y promueven la produccién por T42
de IL-4 e IL-10 y pueden ser exclusivamente inducidas para secretar altos niveles
de IL-10, que es el modulador de la respuesta tolerogénica (Spiekermann y Walker,
2001).

La APLV es el resultado de un fallo en el desarrollo normal del proceso tolerogénico.
En el caso de la APLV mediada por IgE, la activacion de las células T42 conduce a la
produccion de IgE especifica. En el caso de la APLV no mediada por IgE, la alergia
se puede deber a una respuesta Tyl. En ambos casos, la disminucién de la
actividad de las células Treg se ha identificado como factor determinante de la
alergia y en nifios con historial de APLV el desarrollo de la tolerancia se asocia con

una regulacion de la respuesta Treg (Fiocchi et al., 2010).

Desensibilizacion o induccién de tolerancia en casos de APLV persistente

En algunos casos se observa que nifios mayores de 2 afios no son capaces de
alcanzar tolerancia a la PLV. Tras los 5 afios de edad parece dificil la adquisicién
espontanea de tolerancia a la. Esta sensibilizacién puede ser observada incluso en
adultos. En estos casos el tratamiento mas comun es la supresion de la leche de la
dieta. Sin embargo, esta practica es complicada debido a la cantidad de alimentos
en el mercado que pueden contener leche o proteinas de leche en su listado de
ingredientes o incluso presencia por contaminacion cruzada en alimentos libres de
leche. La desensibilizacidon o induccién de tolerancia puede ser una alternativa para

aquellos nifios que no han alcanzado la tolerancia de manera espontanea. En los
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ultimos anos, la investigacion clinica se dirige hacia la inmunoterapia: induccién de

tolerancia oral especifica (SOTI), cutanea (SCIT) o sublingual (SLIT).

En cuanto a la inmunotolerancia oral especifica, SOTI en sus siglas inglesas, se ha
puesto de manifiesto la capacidad de crear tolerancia a la LV en nifios con APLV
mediada por IgE, mayores de 2 afos. La inducciéon se ha provocado mediante la
administracion de dosis incrementadas de LV durante varios dias en las unidades de
alergologia del hospital. Una vez que no observan sintomas cutaneos, respiratorios
o digestivos los sujetos son animados a consumir 200 ml de leche diaria,
registrando la aparicién de sintomas por los padres. Después de un ano de
seguimiento, el 90% de los casos adquieren tolerancia y se observa una
disminucidn significativa en el SPT frente a LV y en los niveles de IgE especifica a
LV y caseina en plasma respecto a los valores iniciales (Martorell et al., 2011). Otro
estudio ha mostrado la eliminacién de la sensibilizaciéon en el 70% de los casos
estudiados, logrando tolerancias de 200 ml al dia de LV. La tolerancia inducida
mediante este método perdura en el tiempo (Meglio et al., 2004; Meglio et al.,
2008). Este método parece bastante efectivo en el tratamiento incluso de casos

severos (Longo et al., 2008).

Los pros de este mecanismo son la seguridad frente a una ingesta accidental de la
proteina lactea y la mejora de calidad de vida. Los contras son la necesidad de
regular la ingesta y los posibles problemas a largo plazo (Staden et al., 2007). Sin
embargo, la guia DRACMA, publicada por WAO, no recomienda a los especialistas la
aplicacion de la inmunoterapia oral en pacientes con APLV mediada por IgE, a no
ser que sea en el contexto de una investigacion clinica, basdandose en una alta
probabilidad de evitar efectos adversos asociados a la SOTI y baja probabilidad de
alcanzar la tolerancia a la leche (Fiocchi et al., 2010). Recientemente un estudio
realizado en Espafia ha puesto de manifiesto que la induccién de tolerancia oral a la
APLV es un método eficaz, se logra la tolerancia pero no estd exento de posibles
efectos adversos graves en individuos cuyos niveles de IgE son elevados (Garcia et
al., 2013).
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Validacion de formulas terapéuticas

En la actualidad, la composicién nutricional de las féormulas terapéuticas, destinadas
a la nutricion de lactantes y niflos con APLV, no estd sujeta a ninguna directiva
especifica. Por esta razon se tiene en cuenta el cumplimiento de la Directiva
2006/141/CE relativa a los preparados para lactantes y preparados de
continuaciéon, donde queda establecida la composicién nutricional. Ademas, se
considera la Directiva 89/398/CEE relativa a la aproximacion de las legislaciones de
los Estados miembros sobre los productos alimenticios destinados a una
alimentacién especial y las recomendaciones de organismos cientificos para cumplir
los criterios de aseguramiento de la reduccién de alergenicidad. La validacién las
formulas hipoalergénicas destinadas al tratamiento de la APLV comprende lo
siguiente (Figura 14) (ESPGAN et al 1993; Scientific Committee on Food, 1993;
Host et al., 1999, Committe on Nutrition 2000):

« Caracterizacion fisico-quimica (distribucién de pesos moleculares, perfil de
aminoacidos, analisis quimico).
« Aseguramiento de la reduccién de antigenicidad.

« Ensayos clinicos con lactantes diagnosticados con APLV (valoracidon de la

antigenicidad y valoracién nutricional)

Figura 14. Esquema de los ensayos para la validacion de formulas hipoalergénicas.

Caracterizacion fisico-quimica del producto

La composicidon nutricional de las férmulas hipoalergéncias se ajustardn a lo

establecidos en la Directiva 2006/141/CE referente a férmulas de inicio y
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continuacion (Tabla 10). Es de vital importancia asegurar que las formulas
proporcionan cantidades seguras y adecuadas de todos los nutrientes, ademas de
asegurar su capacidad para ser utilizadas en el tratamiento de la alergia (Hernell
and Lénnerdal, 2003). Esta consideracién es de crucial importancia pues se han
observado casos de hipocrecimiento en nifilos que siguen una dieta exenta en PLV
(Seppo et al., 2005; Isolauri et al., 1998), asi como aportes insuficientes de
energia, calcio, e incluso signos bioquimicos de nutriciéon inadecuada (Moreno et al.,
2006). En la guia DRACMA se indica qué parametros nutricionales de una formula
deberian ser valorados por el pediatra cuando planifica una dieta especial para el
tratamiento de la APLV (Tabla 11) (Fiocchi et al., 2010).

Tabla 10. Composicion basica de los preparados para lactantes (Dir 2006/141/CE)

' Directiva 20067141 /CE

Energia 100 mil Kcal &0-70
MNutrientes 100 kcal
Equivalente proteico =] 1.8-2
Srasas o] 4. 4-6
A, lincleico mg 300=1200
Ao, a-linolénico g Mir, 50
Ac, araguidénico Mg
Ao, docosahexaenoico g
Hidratos de Carbono g 9-14
Lactosa g Mlim 4.5
Minerales
Sodic mg 20-60
Potasia mag &0-160
Cloro Mg 50-160
Calcio Mg 50-140
Fosforo rmig 25-90
Relacidon CafP 1-2
Magnesio mag 5-15
Hierro mg 3213
Cinc mg 2:5=1.5
Cobre [Sks| 35-100
Yodo g 10-50
Mangareso Ha =100
Selenio g 128
Yitaminas
Yitaminag & g S0=120
YWitamina D [Ble] 1-2.5
“itamina E mag Mir: 0.5
“Witamina K g 4-25
“Witaminag C mag TE=3E
Yitamina B1 g S0-300
Witamina B2 ug S80-400
Biotina [iie] 1.5-7.5
Ao, Pantoténico La 400-2000
Micronutrientes
L-carmitima g Pelim 1.2
Taurina mag Max 12
Inositol g -0
Colina mg 7-50
AIE mag MWax 1.50
CMP mg MWax 2.50
UMP mag Max1.75
SR g [¥ax 0.50
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Tabla 11. Parametros nutricionales a evaluar en una férmula en la planificacién de una

dieta especial para el tratamiento de APLV. (Adaptada de Fiocchi et al., 2010.)

Parametros nutricionales relevantes

Equivalente proteico g/l Vitaminas
Aminoacidos Minerales
Nucledtidos

AL esenciales / Total de &8 %

Distribucion de Pesos Moleculares

Otros nutrientes

Aminoacidos libres /100 g proteina

Taurina, Carmintina, Inositol, Histidina,

Carbohidratos g/l
Glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa, galactosa, maltosa,
oligogacaridos, FOS, GOS, inulina, maltodextrinas, manosa,

almidén, fibra total

Mutrientes funcionales:
Probicticos (género, espedie, ufo/g polvo)

Lactoferring

Lipidos g/l
saturados, moncinsaturados, MCTs, CLA, trans, total w-3,
ALN, ETE, ETA, EPA, DP&, DHA, total w-6, AL, vAL ARA,

fosfolipidos totales, acdograma

Informacion calérica Keal /I
Desde Carbohidratos %
Desde proteinas %
Dezdelipidos %

Desde fibra %

Cargarenal potencial del soluto mOsm/|
Osmolaridad mQsm/I

Dsmolalidad mOsm/kg

Indicaciones de la etiqueta:

Edad desdela que se puede utilizar &l producto
Fuente proteica y procesado tecnolégico de la mizma
Fuente de carbohidratos

Fuente de lipidos

Formulacion (liguide o polvo)

El equivalente proteico es importante desde un punto de vista cuantitativo

y cualitativo. Cuantitativamente debe estar dentro de los rangos establecidos

en la directiva, con el fin de cubrir los requerimientos proteicos del lactante.

Cualitativamente debe contener los aminodacidos esenciales y semiesenciales

y a las concentraciones minimas indicadas en la Directiva. Estd permitida la

adicion de aminoacidos como ingredientes en las formulas infantiles de inicio

y continuacién, siempre y cuando el motivo sea alcanzar el contenido

establecido en el anexo V de la Directiva, con el fin de garantizar los niveles
encontrados en leche materna (ESPGHAN, 2005; Directiva 2006/141/EC).

Tanto la cantidad como la calidad proteica son parametros importantes para

asegurar el correcto crecimiento y el tratamiento de la enfermedad (Fiocchi
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et al., 2010). El equivalente proteico y la calidad proteica varia en funcion de
la fuente empleada en la formulacién (hidrolizados de caseina, suero,
caseina-suero, arroz, soja...). Distintos hidrolizados de LV han sido utilizados
en férmulas infantiles, siendo distintos su contenido total (Tabla 12) asi como
la composicion relativa de aminoacidos y su biodisponibilidad (ESPGHAN,
2005).

Tabla 12. Contenido proteico en formulas hidrolizadas terapéuticas.

Contenido proteico Formulas de inicio Formulas de

continuacion
Directiva 2006/141/CE 1,8-3 1,8-3,5
Alfaré (Nestlé) (Hidrolizado) 2,95
Althéra (Nestlé) (Hidrolizado) 2,46
Sanutrn (Damira Atopy) 2,46
(Hidrolizado)
MNutramigen (Meadlonhson) 2,79 2.5
(Hidrolizado)
Pregestimil (Mead Jonhson)
Neocate (Nutricia} 271
(Elemental)
Blemil Plus Arroz ((Ordesa) 2.39 2,89
(Hidrolizada)

El aminograma de la formula es uno de los indicadores de la calidad
proteica de la proteina. El aminograma debe ser semejante al de la proteina
de referencia, la leche materna (Directive 2006/141/EC;, ESPGHAN 2005;
SCF 2003).

La distribucion de pesos moleculares en la féormula terapéutica,
ademas de caracterizar fisico-quimicamente al producto, aporta informacién
sobre la presencia de alergenicidad residual. Los productos destinados al
tratamiento nutricional de sujetos con APLV deben contener péptidos de peso
molecular inferior a 3.000 Da. Pesos moleculares inferiores a 200 Da
corresponderan a aminoacidos libres y pesos moleculares superiores a 3000
Da a peptonas, proteosas y proteinas. Conforme aumenta el peso molecular
aumenta la alergenicidad del producto (Greer et al., 2008). La distribucién de
pesos moleculares nos permitird detectar si, tras el proceso de fabricacion de

los hidrolizados proteicos que incluyen etapas tales como protedlisis,
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tratamiento térmico, ultrafiltracion e incluso aplicacion de altas presiones,
han sido eliminados los fragmentos proteicos antigénicos; no solo las PLV,
sino también todos aquellos agregados que se pueden generar tras la
hidrolisis y desnaturalizacidon térmica. (Restani et al., 1995; Restani et al.,
2004, Penas et al., 2006, Monacci et al., 2006, Fiocchi et al., 2010).

Los tratamientos tecnoldgicos también pueden generar cambios en las
estructuras de las proteinas lacteas. En el caso de la a-lactoalbumina bovina
se ha comprobado que, después de someterla a un tratamiento térmico de
100°C durante 10 minutos, aumentaban los polimeros conformacionales y
todos ellos son capaces de unirse a los anticuerpos IgE (Restani et al., 2004).
También se ha comprobado que durante los tratamientos industriales las
proteinas lacteas, concretamente la B-lactoglobulina, se pueden oxidar dando
lugar a agregados de aminoacidos oxidados que pueden ser responsables de
la formacion de nuevas estructuras inmunoldégicamente reactivas (Fenaille et
al., 2005).

+ El contenido de nitrogeno no proteico (fraccidn de nitrogeno soluble
sobre nitrégeno total en &cido tricloroacético) es un parametro
ampliamente utilizado en la caracterizaciéon de los hidrolizados. Precipitan
las proteinas y polipéptidos, permitiendo este parametro poder relacionar
el grado de hidrodlisis con el contenido de nitrdogeno soluble. A mayor grado

de hidrélisis mayor sera el porcentaje de nitrogeno soluble (no proteico).

« El porcentaje de amindacidos libres es importante en la caracterizacién
de este tipo de formulas. Esta estrechamente relacionado con parametros
como la osmolalidad y la carga renal de solutos. Un elevado contenido en
aminoacidos libres no es recomendable, pues hace que estas féormulas
puedan ser hiperosmoticas y puedan provocar secrecién intestinal y
diarrea; ademas se ha comprobado que los dipéptidos y tripéptidos se

absorben mejor que los aminoacidos a nivel intestinal (Daniel, 2004)..
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La osmolalidad mide la concentracién en miliosmoles por kilo de
disolvente y es un dato muy relevante en este tipo de productos. A veces
se emplea otra medida para la concentracién de solutos, la osmolaridad,
gque representa el nimero de miliosmoles por litro de disolucién. La
Academia Americana de Pediatria recomienda que las férmulas infantiles
no superen una osmolalidad de 400 mOsm/kg (AAP, 1976). En este tipo
de formulas el grado de hidrdlisis y el tipo de hidratos de carbono (lactosa,
glucosa, maltodextrinas) son factores determinantes de la osmolalidad de
la formula; asi pues una férmula extensamente hidrolizada de suero, que
contiene 52% de lactosa y 48% de maltodextrinas, posee una osmolaridad
de 302 mOsm/l mientras que el mismo hidrolizado, formulado con
maltodextrinas como Unica fuente de hidratos de carbono, posee menor
osmolaridad, 195 mOsm/l. Los hidrolizados proteicos utilizados en las
férmulas para lactantes con APLV deben contener un bajo contenido de
aminoacidos, pues aumentan el sabor amargo y la osmolalidad de la
formula, y un alto contenido en di y tripéptidos, que son facilmente
absorbibles en el intestino (AAP, 1976, Boza et al., 1994). Si la
osmolalidad del alimento es muy elevada puede tener lugar un flujo
masivo de liquido del intersticio hacia la luz intestinal, con posibilidad de
producir una diarrea osmotica y trastornos vasculares en la pared. En
condiciones normales, la osmolalidad urinaria es minima con la lactancia
materna y mas de 3 veces superior en la alimentacién con LV (Ziegler y
Fomon, 1989)

La carga renal de solutos (CRS) depende del contenido en sodio,
potasio, cloro, fésforo y proteinas (Fomon y Ziegler, 1995) y representa la
suma de todos los solutos que debe excretar el rifidn (componentes no
metabolizados de la dieta, electrolitos en exceso y productos de
excrecion). En lactantes menores de tres meses hay una capacidad
limitada de concentracién renal de solutos. El balance hidrico depende del
ingreso de agua, la carga renal de solutos, la pérdida extrarenal de agua y
la capacidad de concentracion renal. Si se ingiere una sobrecarga osmotica
elevada y no se administra agua suficiente la excrecidn de solutos por el

rifdn dard un balance hidrico negativo (Arguelles, 2003). Los rinones del
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recién nacido se caracterizan por una baja tasa de filtracién glomerular y
una capacidad de concentraciéon limitada. Ambas son suficientes cuando la
alimentacién aporta suficiente cantidad de agua libre y una baja carga
renal de solutos, como es el caso de la leche materna. Sin embargo, la
ingesta de LV no diluida o de férmulas concentradas, en los primeros
meses de vida, puede producir alteraciones del equilibrio hidroelectrolitico
y acido-base que resulten en hiperosmolaridad, hipernatremia, acidosis
metabdlica y en algunos casos hiperfosfemia e hipocalcemia. La capacidad
funcional renal aumenta rapidamente en los primeros meses, preparando
al nifo para el inicio de alimentos con mayor carga de solutos. Los
componentes de la leche no contribuyen igual a la CRS y a la osmolalidad.
Los hidratos de carbono contribuyen a la osmolalidad y no a la CRS,
mientras que las proteinas, por su gran tamafo, contribuyen
minimamente a la osmolalidad y si contribuyen a la CRS al formar urea y
productos de excrecidon. Las proteinas hidrolizadas a aminoacidos si

contribuyen a la osmolalidad del producto.

El contenido lipidico debe encontrarse, al igual que el contenido
proteico, dentro de los rangos establecidos en la Directiva 2006/141/CE;
de esta manera aseguramos un aporte de acidos grasos acorde con los
encontrados en la leche materna, y en las proporciones adecuadas, de
manera que la ruta de sintesis de los acidos grasos esenciales no se vea
alterada (ESPGHAN, 2005). La adiccion de acidos grasos polinsaturados de
cadena larga AGPI CL w-3 y w-6 estd contemplada y permitida en las
disposiciones legales aplicables (Tabla 10). Ademas de los efectos
demostrados que ejercen el DHA y el ARA en la agudeza visual y
desarrollo cognitivo (Agostoni, 2008, Hoffman et al., 2009), estudios
realizados en los Ultimos afos defienden el papel de los AGPI-CL en la
disminucion de la respuesta inflamatoria y su posible utilizacion en la

prevencion y tratamiento de alergias (Gottrand, 2008; Gil et al., 2010).

La lactosa es el principal carbohidrato de la leche materna (55-70 g/l). Es

fuente de energia, favorece la absorcién de agua, sodio y calcio y presenta
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efectos prebidticos. Ademas es fuente de galactosa para la formacion de
galacto-cerebrésidos. La mayoria de las férmulas para el tratamiento de

ninos con APLV han sido disefiadas sin lactosa por dos razones:

o La posible contaminacion de la lactosa con restos de proteina (De
Goicoecchea et al., 2006, Comité de Nutricion de AEP, 2001, Fiocchi
etal., 2003)

0 La existencia de sintomatologia comun (diarrea), en nifios con APLV

y nifios con intolerancia a la lactosa (Fiocchi et al., 2003).

El principal inconveniente de la utilizacidon de lactosa fue el posible arrastre
de proteinas séricas que puedan desencadenar reacciones alérgicas en
nifos sensibilizados. Este hecho provocé su exclusion de las férmulas
especiales para nifios con APLV. Recientemente se ha logrado obtener
lactosa purificada, cuya ausencia de alergenicidad se ha demostrado en
ensayos de laboratorio y estudios clinicos controlados (De Goicoechea et
al., 2009; Niggemann et al., 2008).

Verwimp y col. 1995, realizaron un ensayo clinico con lactantes menores
de 4 meses de edad, con intolerancia a las PLV, a los que les fue
administrada durante dos meses y medio una férmula sérica altamente
hidrolizada sin lactosa frente a la misma férmula con un 40% de lactosa no
observandose diferencias significativas entre ambos grupos. Ademas en el
afo 2003, Fiocchi y colaboradores publicaron los resultados de un test de
provocacién controlado doble ciego (DBPCFC), realizado en 24 nifios con
APLV y de edades comprendidas entre los 2 y 27 meses de edad, en el que
se evalla la tolerancia a la lactosa. No se observaron sintomas en ningun

paciente tras la provocacién con la lactosa procedente de leche.

Hoy en dia muchos pediatras continlan considerando mejor la ausencia de
lactosa en las formulas para nifios con APLV pues, en la IPLV puede existir
una atrofia de las vellosidades intestinales con disminucién de la actividad
lactasa (Tormo y Martin, 2010). ESPGHAN recomienda el uso de productos
libres de lactosa, o con lactosa purificada, para eliminar cualquier proteina

residual (Host et al., 1999). Sin embargo, la restriccién de la lactosa es
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una practica rutinaria para la que no se encuentra una justificacion clinica
clara (Fiocchi et al., 2003).

« El contenido en calcio es un dato analitico relevante pues, al igual que la
vitamina D, su ingesta deficiente puede conducir a la aparicién de raquitismo,
hecho observado en aquellos casos en los que se ha aplicado una dieta exenta
de productos lacteos y no se ha asegurado una correcta ingesta de calcio a
través de la alimentacién complementaria (Noimark y Cox, 2008). La ingesta
adecuada de calcio es de 200 mg/dia en el caso de lactantes de 0-6 meses de
edad y 260 mg/d de 6-12 meses de edad (Institute of Medicine, 2010).

+ El contenido en hierro se debe ajustar a los valores establecidos en la Directiva
2006/141/CE (Tabla 10). Al igual que en los lactantes sanos, en lactantes con
APLV se debe aportar hierro para prevenir y tratar la anemia ferropénica.
Deficiencias en hierro pueden aparecer en relacidn a una desnutricion proteica y
en desnutridos en recuperacion nutricional. En nifios alimentados con una
formula extensamente hidrolizada de caseina se observd que la absorcién de
hierro era menor que en el grupo de nifos alimentados con un hidrolizado de
suero (Hernell y Lénnerdal, 2003). Se han observado casos de anemia en
lactantes con APLV cuyas madres limitan la alimentacién complementaria para

evitar aparicién de sintomas (Noimark y Cox, 2008).

* El contenido de vitamina D, al igual que el resto de vitaminas, ha de estar
dentro del rango establecido por la directiva. Es muy importante asegurar un
correcto aporte de vitamina D a todos los lactantes y en especial a los lactantes
con APLV, pues se han observado algunos casos de lactantes con APLV con
deficiencias de vitamina D y consecuentemente raquitismo (Huang et al. 2000,
Davidovits et al. 1993; Yu et al. 2006, Agostoni et al., 2007). Ademas,
recientemente se ha observado cémo la deficiencia de vitamina D podria ser
también causante de alergias alimentarias (Vasallo y Camargo, 2010; Searing y
Leung, 2010). La ingesta adecuada diaria de vitamina D para lactantes de 0-12
meses de edad es de 400 Ul/d (Institute of Medicine, 2010).
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Evaluacion Nutricional

En 1993, el comité de nutricion de la comisidn europea (SCF) redacta un informe
donde se describen las condiciones que deben cumplir las férmulas infantiles para
alegar hipoalergenicidad y ser recomendadas para el tratamiento nutricional de
ninos con APLV; dicho informe destaca la importancia de demostrar la eficacia
nutricional de este tipo de féormulas mediante test clinicos disefiados de acuerdo a
protocolos reconocidos (SCF, 1993). Dicho comité propone que todas aquellas
formulas cuya fuente proteica no haya sido aprobada para su uso, o se hayan
aplicado procesos tecnoldgicos que puedan afectar la biodisponibilidad proteica,
deberian ser testadas mediante ensayos clinicos adecuados antes de su
comercializacion (SCF 2003). La evaluacion nutricional de este tipo de productos
puede realizarse mediante técnicas analiticas en el laboratorio, ensayos in vivo con
animales y, finalmente, la valoracion mediante un ensayo clinico con lactantes

diagnosticados (Figura 14).

Técnicas analiticas - evaluacion nutricional

La calidad nutricional de una proteina (o una fuente proteica) es la capacidad que
tiene para cubrir los requerimientos de nitrégeno y aminoacidos de un determinado

individuo.

« El indice quimico es uno de los pardmetros indicadores de la calidad
proteica. El indice quimico de las férmulas elaboradas a partir de
hidrolizados proteicos debe ser al menos el 80% de la proteina de
referencia (SCF 1993; SCF 2003). Este indice se calcula como Ila
proporcidn mas baja entre la cantidad de un aminoacido esencial en la
proteina de la férmula que estamos testando y el mismo aminoacido
encontrado en la proteina de referencia (leche materna) (SCF 2003).
Mediante el indice quimico podemos conocer cual es el aminoacido

limitante en la formula.

+ El aminograma nos indica la cantidad de aminoacidos esenciales y semi-

esenciales presentes en la fuente proteica seleccionada. El contenido de
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estos aminoacidos debe ser al menos igual al contenido encontrado en la
proteina de referencia para un mismo valor de energia (SCF 1993, SCF
2003; ESPGHAN 2005). Este requisito deben cumplirlo todas las férmulas
infantiles destinadas a la alimentacién del lactante (SCF 2003; ESPGHAN
2005; Directive 2006/141/EC).

El valor nutricional de una proteina puede verse afectado por su propia composicién
de aminodacidos, la hidrdlisis y el tratamiento térmico, especialmente por la
presencia en estos productos de vitamina C, hierro y lactosa. Durante el
tratamiento térmico se pueden originar productos de las reacciones de Maillard
(lisinoalanina, furosina, hidroxmetilfurfural) que disminuyen la biodisponibilidad de
los compuestos nitrogenados (SCF 2003; Martinez y Martinez 2006). Por esta
razon, parece importante conocer el perfil aminoacidico de los hidrolizados antes y
tras la fabricacion de la formula, con el fin de afadir los aminoacidos deficientes y

aquellos que durante el tratamiento térmico se puedan deteriorar (SCF 1993).

La mayoria de férmulas extensamente hidrolizadas comercializadas proceden de
caseinas o de suero (Tabla 13), alejandose en tales casos bastante su perfil
aminoacidico del de la leche materna. Una combinaciéon adecuada de proteinas
extensamente hidrolizadas de caseina y suero, con el fin de acercar el perfil
aminoacidico al de la leche materna, parece la estrategia mas adecuada (Hernell
and Lénnerdal, 2003).

Tabla 13. Relacion caseina: suero en formulas extensamente hidrolizadas.

Formula Tipo de hidrolizado de
proteinas lacteas
Alfarée (Nestlg) Suero
Althéra (Nestlé) Suero
Profylac Suero
Almiran Pepti Suero
(Nutricia)
MNutramigen Caseina
(Meadlaonhson)
Alimentum (Abbott) Caseina
Damira 2000 v atopy Caseina
(Sanutn)
Damira (Sanutri) Suerao: Caseina 60:40
Blemil Plus FH Suera: Caseina 60:40
(Ordesa)

88



Revision Bibliogic

Ensayos in vivo de los hidrolizados- evaluacién nutricional

Los indices mas utilizados para evaluar la calidad proteica son:

» Digestibilidad verdadera (CDV)
« Valor biolégico (BV)
« Utilizacion neta de la proteina (NPU).

« Coeficiente de eficacia en crecimiento (PER).

Todos ellos utilizan ratas en crecimiento y evallan la ganancia de peso por gramo
de proteina ingerido (PER). El VB valora el nitrogeno retenido frente al absorbido e
informa sobre la utilizacién metabdlica, teniendo en cuenta su aprovechamiento
digestivo. El NPU valora el nitréogeno retenido frente al ingerido teniendo en cuenta
la utilizacion digestiva y metabdlica respectivamente, pues informa de la proteina
ingerida y retenida que es utilizada (Martinez y Martinez 2006; Olza et al., 2008).
Las principales criticas a estos métodos se basan en los diferentes requerimientos
en aminoacidos de la rata y el hombre (SCF 2003). En el hombre predominan los
procesos de mantenimiento respecto al crecimiento; en ratas, los requerimientos de
aminoacidos azufrados son mayores para sustentar el crecimiento del pelo (SCF
2003; Martinez y Martinez 2006).

Existe un método AOAC para la determinacién del coeficiente de eficacia en
crecimiento (AOAC 960.48). Las proteinas y sus derivados como los hidrolizados
proteicos que demuestren un valor biolégico (BV) superior a 70% Yy una proporcion
de eficiencia de proteina (PER) mayor a 2.5 se consideran fuentes adecuadas de

nitrégeno amino para nutricidn humana (Acta Paediatric 1977).

Ensayo clinico- evaluacién nutricional

En el tratamiento de la APLV del lactante, tan importante es evitar las reacciones

alérgicas como conseguir un adecuado crecimiento; es necesario alcanzar un
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desarrollo pondero-estatural adecuado y evitar deficiencias de determinados
nutrientes, pues coincide con el periodo de maximo crecimiento en peso y talla y de
mayor vulnerabilidad nutricional. Deben hacerse sistematicamente valoraciones y
seguimientos nutricionales de los lactantes alérgicos que reciben férmulas de
sustitucion hipoalergénicas (Dalmau et al., 2008). Existen numerosos ensayos
clinicos en los que se ha investigado el crecimiento en lactantes con APLV
alimentados con distintas férmulas y, en general, todas las formulas garantizan un
adecuado desarrollo nutricional (Seppo et al., 2005; Agostoni et al., 2007, Reche et
al., 2010). También se ha observado en algunos ensayos clinicos deficiencias en la
ingesta de energia, grasa, proteina, calcio, vitaminas D y E en nifios con APLV y/o
con una dieta exenta de productos lacteos (Henriksen et al., 2000), dirigiéndose en
algunos casos a problemas de crecimiento (Agostoni et al., 2007) o malnutricién
severa (Novembre et al., 2003, Carvalho et al., 2001).

Isolauri y colaboradores (Isolauri et al., 1998). Sostienen que la causa de la
disminucion del crecimiento en lactantes con APLV puede deberse a que la cantidad
de nutrientes ingerida es inferior a la ingerida por lactantes sanos, como
consecuencia de un estado inflamatorio del intestino. Otra causa puede ser el mal
sabor de estas férmulas que conducen a una baja ingesta y deficiencia global de

calorias, proteinas y micronutrientes (Dalmau et al., 2008).

El comité de nutriciéon de la comisién europea propone que, ademas de evaluar la
antigenicidad de las formulas, se deberia demostrar la eficacia nutricional de la
féormula mediante un ensayo longitudinal con al menos 20 lactantes nacidos a

término, evaluando el peso y altura durante al menos 3 meses (SCF 1993).

El estado de nutricion del nifio estd estrechamente relacionado con su salud,
permitiendo conocer su potencial de crecimiento y desarrollo. La evaluacién del

estado nutricional debe incluir:

1. Anamnesis nutricional (historia médica y dietética).
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2. Examen fisico incluyendo antropometria.

3. Examenes de laboratorio.

1. En la anamnesis nutricional deben considerarse datos como peso y talla del
nacimiento y la edad gestacional. La omisién de la edad gestacional es un
error frecuente que conduce a un diagnédstico erréneo de desnutricion en
nifos que estan creciendo adecuadamente, pues la prematurez es un factor
frecuente de error y conduce a un diagndstico de desnutricion en nifios que

estan creciendo correctamente.

1. En la historia clinica es importante incluir datos sobre la duracidon de la
lactancia, edad de introduccion de lactancia artificial, total de formula recibida
en el dia, introduccién de alimentos no lacteos, impresién de la madre acerca
del apetito del nifio, antecedentes familiares (registro de enfermedades
cronicas, hereditarias, dedicacién profesional de los padres, etc..). Es
importante incluir también los antecedentes personales (informacién referente
al parto, gestacidon, enfermedades padecidas, cumplimiento de medidas
terapéuticas), perfil de desarrollo o curva de crecimiento. En el caso de los
lactantes, la menor variabilidad de la dieta facilita la obtencién de datos que
reflejan la ingesta habitual. Sin embargo, la informacién proporcionada por la
madre no siempre es precisa. La anamnesis nutricional es de gran ayuda en
la evaluacion nutricional, pero no se puede formular un diagndstico sélo con

los datos del historial dietético.

2. En el examen fisico, los signos clinicos de desnutricién proteica suelen ser
de aparicion tardia e inespecificos, observandose en la piel, ojos y boca. La
presentacidon clinica de la desnutricién depende del tipo de carencia. Si la
carencia es de energia, el nifio pierde masa corporal gradualmente, mientras
gue si la carencia es proteica la aparicion clinica serda menos avanzada pero
con edemas y signos carenciales graves, propios de la hipoproteinemia.

« La antropometria informa de las dimensiones corporales y la

composicion corporal; es una de las técnicas mas usadas en la

evaluacion nutricional, proporcionando informacion acerca del aporte
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de macronutrientes. Los parametros antropométricos mas utilizados en
lactantes son peso, talla y perimetro craneal. Estas mediciones
permiten hacer una valoracidn somatica y su variacion indicara
cambios en el estado nutricional. Las mediciones deben ser seriadas,
efectuadas por personal cualificado con instrumentos adecuados y
comparadas con estandares de referencia mediante percentiles o
calculando la puntuacién Z (Planas et al., 2010). Los percentiles nos
indican qué porcentaje de la poblacién de la misma edad y sexo se
encuentran por arriba o por debajo de la medicidon efectuada,
correspondiendo el Pso a la mediana; por su parte, la puntuacién Z
expresa las unidades de desviacién estandar de la mediana (Planas et
al., 2010).

El peso permite valorar la masa corporal, informando por tanto del
estado nutricional. Se mide con un pesa-bebés (precision de 10 g) y su
valor se obtiene con el nifio desnudo colocado sobre el centro de la

bascula.

La talla valora la dimension longitudinal y se ve alterada en la
desnutricion crénica. Se emplea el tablero de medicién horizontal que
mide la longitud del nifio con precisién de 0,1 cm. El lactante se situa
sobre el tablero colocado en una superficie plana, en posicidon decubito
supino. La talla también debe expresarse en funcion de la edad siendo
un parametro susceptible a errores de medicidn por lo que debe ser
repetida. Se acepta como normal una talla entre el percentil 10 y 90

para la edad.

La combinacion de peso-talla proporciona una evaluacion mas precisa,

muy Util para detectar precozmente la desnutricidon aguda.

El perimetro craneal permite valorar el desarrollo volumétrico del
sistema nervioso central. Se mide con una cinta métrica inextensible

con precision de 1 mm, pasando la cinta alrededor de la cabeza.

Los patrones de crecimiento (tablas de crecimiento) representan la

distribucién de wuna medida antropométrica en wuna poblacion,
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reflejando su estado nutricional. Son herramientas muy Uutiles para el
seguimiento longitudinal y la deteccion de riesgo nutricional. Las
Gltimas Tablas de crecimiento publicadas en Espafia son las Tablas de
Carrascosa y col. 2008, donde se puso de manifiesto la tendencia a la
obesidad infantil. Por este mismo motivo no parece recomendable
utilizarlas para hacer comparaciones, pues se trata de una poblacién
sobrenutrida. Sin embargo, las Tablas de crecimiento de Ia
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2006) incluyen datos (peso,
longitud, perimetro craneal, perimetro del brazo, pliegues tricipital y
subescapular, cdlculos de la relacion peso/talla y del IMC), de nifios de
0 a 5 anos de edad, alimentados con lactancia materna, procedentes
de diversos paises del mundo. Los datos se presentan en forma de

tablas y graficos de percentiles y puntuacién Z.

3. En la valoracion bioquimica (Tabla 14) se utilizan como marcadores

nutricionales las concentraciones plasmaticas de las proteinas de transporte

sintetizadas en el higado (albumina, transferrina, prealbumina, proteina

ligada al retinol), como medicidn indirecta de la masa proteica corporal.

La concentracién de proteinas séricas refleja el ingreso de nitréogeno,
asociandose la disminucién de sus niveles a la presencia de

desnutricion y aumento de morbilidad (Planas et al., 2010)

La albumina sérica, indice de evaluacion de las proteinas viscerales,
refleja bien el estado de la sintesis proteica. No es un buen marcador
de cambios nutritivos agudos debido a su largo tiempo de vida media
(18-20 dias) y su gran pool corporal. En el caso de las APLV, donde
puede existir enteropatia con pérdida de proteinas, puede detectarse

una disminucion de la albumina plasmatica.

La transferrina es una proteina transportadora de hierro, de vida
media mas corta (8-10 dias) y pequenio pool plasmatico; por tanto de
mayor sensibilidad, permitiendo identificar cambios agudos en el

estado nutricional. Su concentracion aumenta en situaciones de
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deficiencia de hierro e hipoxia y disminuye en las infecciones cronicas y
enteropatias.
« El hematocrito y la hemoglobina sirven para diagnosticar la carencia de

hierro y el calcio para evaluar la sospecha de raquitismo.

Tabla 14. Valores normalizados de la bioquimica del estado nutricional de 1 a 12 meses
de edad. (Adaptada del Manual de Pediatria, 2008).

Prueba Valor numérico
Proteinas
Sangre
Albumina sérica g/dl ot
Transferring mag/dl 170-250
Prealbumina mag/dl 4-2 mg/dl
Proteina fijadora de retinol mg/dl 2-3
Nitrogeno ureico en sangre mag/dl 7-22
Orina
Indice creatinina/altura > 0.9
JVitaminas
Vitamina A
Retinol plasmatica ug/di > 30
Proteina fijadora del retinol plasmatico mg/dl 2-3
Vitamina D
25-0H-D3 ng/ml = 20
Riboflavina B2
Estimulacion de la glutation reductasa de los hematies % <20
Folacina B9
Faolato sérico ng/ml =6
Folatos en los hematies ng/ml =160
Vitamina K
Tiempo de tropombina s 11-15
Vitamina E
a- tocoferol plasmatico mg/dl =0.7
Hemolisis de hematies % < 10
Viitamina C en plamsa mag/dl > 0.2
Tiamina B1
Estimulacion de la transcelotasa de los hematies % >15
Vitamina B12 sérica pg/ml = 200
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Tabla 14 Continuacidén. Valores normalizados de la bioquimica del estado nutricional de 1

a 12 meses de edad. (Adaptada del Manual de Pediatria, 2008).

T —
Hierro
Hematocrto % a5
Hemoglobina g/dl =12
Ferritina sérica ng/ml =10
Hierro sérico pg/dl > 40
Capacidad total de fijacion del hierro sérico pg/d 350-400
Saturacion de la transferrina sérica % »12
Transferrina sérica mag/dl 170-250
Protoporfiina eritrocitaria pg/dl de hematies <75
Cinc
Cinc sérico pg/dl 80-12
Cinc eritrocitario 10 veces mas que cnc en
plasma

Evaluacioén de antigenicidad
Las formulas destinadas al tratamiento nutricional de nifos con APLV, deben ser
testadas antes de su comercializacion (SCF 1993, Comité de Nutricion de AAP,
2000; ESPGAN et al., 1993). En el informe del comité de nutricidn de la comision
europea, se indican los métodos que deben ser utilizados para verificar la
hipoalergenicidad de las formulas (SCF 1993):

« Propiedades moleculares del hidrolizado.

« Valoracién de la reduccién de antigenicidad de la proteina con respecto a la

proteina nativa mediante técnicas analiticos y ensayos in vivo con animales

Sin embargo, posteriormente se observa por los resultados de ensayos clinicos

publicados que la efectividad clinica no se puede predecir Unicamente con la
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determinacion del grado de hidrdlisis y la alergenicidad residual (SCF 2003).
Actualmente el potencial de un producto para el tratamiento de lactantes con APLV
debe ser demostrado mediante la realizacién de un ensayo clinico, debiendo ser
tolerando el producto por el 90% de los lactantes con APLV con un intervalo de
confianza del 95% (Host et al., 1999, AAP 2000, Fiocchi et al., 2010).

Técnicas analiticas - evaluacion de antigenicidad

Aunque existe un amplio abanico de técnicas analiticas para la deteccién de
proteinas de la leche, la bibliografia sobre la deteccidon de proteinas especificas de
la leche en productos alimenticios a bajas concentraciones es relativamente escasa
(Monaci et al., 2006). Los métodos generalmente aceptados a los que hace
mencién la Directiva 2006/141/CE son (Host et al., 1999; SCF, 1993, Monaci et al.,
2006, Host y Halken 2004):

+ Métodos analiticos (inmunoldgicos “ELISA test, RAST, RAST inhibion test,
inmunoelectroforésis”, determinacién del ADN de alérgenos alimentarios

mediante PCR, electroforesis capilar, cromatografia, etc...)

« Métodos in vivo (SPT, test de provocacién).

La distribucion de pesos moleculares, asi como la determinacidon de alergenicidad
mediante técnicas ELISA test, pueden ser herramientas Utiles dentro del control de
calidad de los productos y del aseguramiento de la reduccién del contenido de

proteina lote por lote (Host y Halken, 2004).

Las técnicas ELISA, ensayo inmunoabsorbente de unién a una enzima, han
demostrado ser sensitivas y especificas para la deteccién de PLV, aunque ninguno
de los kits comerciales disponibles han sido validados por estudios colaborativos
(Monaci et al., 2006). Tanto las proteinas como sus epitopos de unidén a IgE pueden
ser determinados mediante técnicas ELISA directas o competitivas utilizando

anticuerpos del suero de pacientes alérgicos o de animales (Fritsché, 2003)

96



Revision Bibliogic

En la técnica de inmunodifisidon en agar, el antigeno y el anticuerpo difunden a
través de un agar y en caso de correspondencia forman en su recorrido complejos
antigeno-anticuerpo que se visualizan al originar bandas de precipitacién. No es una

técnica cuantitativa.

En inmunoelectroforésis el antigeno es sometido a una electroforesis en un gel que

contiene el anticuerpo.

La electroforésis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, SDS-
PAGE, es una herramienta rapida, simple y muy sensible para la separacidon de
proteinas. Las proteinas se separan en funcion de su tamafio. Las proteinas
separadas mediante SDS-PAGE pueden ser visualizadas en el gel por tincidon con
plata y azul de coomassie; de esta manera se puede determinar el peso molecular

de las proteinas comparando la muestra con los marcadores (Docena et al., 2002).

También son empleados métodos cromatograficos, como la cromatografia liquida de
alta resolucién con columnas de intercambio iénico o de exclusidn por tamafo. La
cromatografia de exclusién se basa en la diferencia de penetracién de las moléculas
de la muestra a través de los poros de la fase estacionaria. Las moléculas son
atrapadas en los poros y eliminadas de la fase movil. Las moléculas que son mas
grandes que el tamafio medio de los poros son excluidas, no se retienen y son las
primeras que eluyen. Las de menor tamafio penetran, por lo que son atrapadas
durante mas tiempo, siendo las Ultimas en eluir. Las moléculas de tamarfo
intermedio, dependiendo de su tamafio y forma, quedan retenidas mas o menos

tiempo (Skoog y Leary, 1994).

Actualmente el abanico de técnicas analiticas para la determinacién de proteinas de
las formulas e hidrolizados es amplio, técnicas novedosas como MALDI-TOF, HPLC-
MS, PCR, estan siendo hoy en dia utilizadas (Dreger, 2003; Ferranti, 2004).

Métodos in vivo en animales - evaluacién de antigenicidad de los hidrolizados

Mediante pruebas in vivo con animales se puede predecir la alergenicidad y
tolerancia de las férmulas infantiles hipoalergénicas (Boza et al, 1994). Mediante
estas pruebas se comprueba la capacidad sensitiva y anafilactica de los hidrolizados

en animales previamente sensibilizados (Sanz et al., 2009; Lara-Villoslada et al.,
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2004). Estos ensayos constan de una etapa de induccién, durante la cual el sistema
inmunitario del hospedador es sensibilizado por el alérgeno, alcanzando una
produccion de anticuerpos IgE especificos al antigeno que se uniran a la superficie
de los mastocitos; una segunda etapa tiene lugar cuando el alérgeno se une a los
anticuerpos IgE de los mastocitos provocando la liberacion de histamina. La primera
fase corresponde al periodo de sensibilizacidon de los animales y la segunda a la fase

de provocacion (Figura 13).

La alergenicidad de las PLV se ha estudiado utilizando distintos modelos con
animales. Las cobayas parecen ser los animales mas sensitivos a las proteinas
lacteas y son sensibilizadas oralmente sin utilizacion de adyunvantes. Existe un
inconveniente en la utilizacion de modelos murinos para el estudio de alergias
alimentarias, y es la tendencia innata que tienen a desarrollar tolerancia oral a los

antigenos ingeridos (Fritsché, 2003).

Ensayo clinico - evaluacion de antigenicidad

Dentro de la validacion de las formulas destinadas al tratamiento nutricional de
nifos con APLV, y una vez comprobado mediante determinaciones analiticas y
ensayos in vivo con animales la reduccién de alergenicidad y la calidad nutricional
de la férmula en estudio, es requisito indispensable la validacién final de la férmula.
Consiste en la comprobacion, mediante un ensayo clinico con lactantes
diagnosticados con APLV, de que la formula objeto de estudio es tolerada por el
90% de la poblacion, con un intervalo de confianza del 95% (Committee on
Nutrition AAP, 2000, Host et al., 1999, Vandenplas et al., 2007, Fiocchi et al.,
2010).

La AAP asume que el ensayo clinico debe ser doble ciego, placebo-control y de
provocacién (DBPCFC en sus siglas inglesas) (AAP, 2000). Sin embargo, el comité
de nutricion de la comunidad europea (SCF 1993) y la sociedad europea de
pediatria (Host et al., 1999) no lo creen necesario; estos comités consideran que un

ensayo abierto con suficiente nimero de sujetos es mas apropiado, pues siempre
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son posibles en sujetos altamente sensibilizados la aparicion de reacciones agudas.
El test DBPCFC es el estandar de oro en el diagnostico de alergias alimentarias,
pero los ensayos abiertos son adecuados en el screening de reactividad, la cual
puede ser confirmada por test de provocacion ciega particularmente en el caso de
sintomas subjetivos (Sicherer et al., 2004, Nowak-Wegrzyn et al., 2009; Fiocchi et
al., 2010).

Biomarcadores de alergia e inflamacion

Los biomarcadores utilizados en el diagndstico de las alergias pueden también ser
utilizados en ensayos clinicos para la validaciéon de la férmula, aportando una
valiosa informacién sobre el efecto en la evolucion y tratamiento de la enfermedad.
En el diagnostico de la APLV mediada por IgE se utilizan, como indicadores de la
enfermedad, los niveles en el suero de distintas inmunoglobulinas (IgE total, IgE
especifica, IgA, IgG...). Estas determinaciones se emplean en el diagndstico y en el
seguimiento o pruebas de tolerancia. En el caso de los lactantes, cuando los valores
de IgE total son superiores a 0,35 kU,/L se confirma la alergia. Las medidas de IgE
especifica a un alérgeno se realizan mediante test cutdaneos o medidas de IgE
especifica en suero. Estos ultimos son muy Uutiles en el diagndstico y monitorizaciéon
de las alergias alimentarias cuando los test cutdneos no pueden ser utilizados
(Stone et al., 2010).

En el caso de la APLV es bastante usual utilizar en el diagndstico la prueba cutanea
de Prick frente a LV, sus proteinas lacteas (caseinas, lactoalbimina y B-
lactoglobulina), pescado y huevo, complementando la informacién derivada de
estas pruebas con la determinacion de IgE total en plasma o IgE especificas. Altos
niveles de IgE especifica a la LV y fuertes reacciones en el SPT son indicadores de
la existencia y la persistencia de la APLV (Skripak et al., 2007). Los anticuerpos IgE
e IgG, reconocen epitopos de la LV similares. IgG4 induce tolerancia al bloquear la
union de los anticuerpos IgE al alérgeno. En pacientes que adquieren tolerancia a la
PLV, se observa un aumento de IgG4 y una disminucion de IgE en plasma (Savilahti
etal., 2010).
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El diagndstico clinico de la APLV no mediada por IgE se apoya en la deteccién en
heces de otros parametros inmunoldgicos (IgA, eosindfilos, TNF-a). La IgA es la
inmunoglobulina mas abundante en las superficies mucosales y es capaz de
neutralizar los antigenos alimentarios y prevenir la penetracidon en el epitelio de
estos y, por lo tanto, participa en la tolerancia oral. Las IgA son producidas por
células B maduras. La asociacion entre bajos niveles de IgA total e IgA especifica
con las manifestaciones alérgicas explican la importancia de esta inmunoglobulina

en la proteccién frente a enfermedades alérgicas (Kukkonen et al., 2010).

Los eosindfilos son granulocitos cuya presencia en la sangre hace que puedan ser
utilizados como marcadores de alergia, asma, desdrdenes gastrointestinales, etc.
Los eosindfilos liberan mediadores de inflamacion cuando son activados. Los
contenidos normales en sangre son de 500/mm?®. Un aumento de eosindfilos en
sangre es tipico en las enfermedades alérgicas (Stone et al., 2010). La proteina
cationica del eosindfilo (ECP) es otro marcador cuyo contenido en heces de
lactantes con APLV se correlaciona con la aparicidn de sintomas alérgicos. No es un
marcador util en el diagndstico pero si en el seguimiento para determinar el
desarrollo de tolerancia y el grado de inflamacidon del intestino (Saarinen et al.,
2002).

IL-10 es una citocina que se asocia a la maduracién de las células T y al desarrollo
de tolerancia oral (Field et al., 2000); es una citocina inmunosupresora, inhibe la
liberacidon de citocinas pro-inflamatorias; se encuentra en la leche materna,
pudiendo contribuir al desarrollo y diferenciaciéon de las células productoras de IgA

y la maduracién del sistema inmunitario intestinal (Field et al., 2005)

TGF-B también esta presente en la leche materna bajo la forma de dos isémeros
TFG-B1 y TFG-B2. La presencia de esta citocina en la leche materna parece estar
implicada en el mantenimiento de la homeostasis intestinal, regulacién de la
inflamacion y alergia, asi como en el desarrollo de la tolerancia (Oddy et al., 2010;
Penttila, 2010). Es la citocina mas abundante en la leche materna y es capaz de
prevenir una activacion excesiva de la respuesta Tyl y Ty2 y promover una
respuesta Treg frente a una exposicion de antigenos (Figura 15) (Penttila, 2010).

Se han observado diferencias en la concentracion de TGF-B1 de leche materna
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procedente de madres alérgicas y madres no alérgicas (215 pg/ml, 1059
pg/ml)(Rigotti et al., 2006). Estudios con ratones han mostrado como la
suplementacion de una leche con TGF-B2 regulaba la respuesta IgG1l especifica

para B-lactoglobulina, la IgE total y la activacidon de los mastocitos mucosales,

aumentando las citocinas Tyl (IL-18, IL-12 e INF-Y) y la IL-10 (Penttila, 2006).

Estos resultados apoyan la participaciéon de TGF-B en la programacion y desarrollo

del sistema inmunitario (Penttila, 2010).

IL-4, IL-5 e IL-13 son las citocinas tipicas de una respuesta linfocitaria Ty2, cuyos
niveles en plasma suelen ser altos en lactantes con APLV. La producciéon de
citocinas T42 (IL-4, IL-13) es mayor y menor la produccién de IL-10 (Schade et al.,
2000)

CINFY |

3 Perfil T,1

Leche -

TGF-B reguladoras

=
— Perfil T,,2

Figura 15. Modulacidén de la respuesta TH1/TH2 a través de TGF-B presente en la leche
materna. (Adaptada de Penttila, 2006).

IL-17 genera una respuesta inmune inmediata T mediada hacia patégenos
extracelulares (proteinas extranas). Las citocinas IL-17 son producidas por los
linfocitos T417, estando el grupo constituido por 6 proteinas (IL-17A hasta IL-
17F) (Commins et al., 2010). IL-17A tiene la capacidad de inducir citocinas
proinflamatorias (IL-6, TNF-a, IL1B) y quemoquinas (CXCL1l, IL-8, MCP-1)

importantes en el reclutamiento de neutréfilos (Wang y Liu, 2008, Khorn et al.,
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2009); también participa en la respuesta linfocitaria T2 (Wang y Liu, 2008). En
estudios en ratones, se ha comprobado que la IL-17A contribuye a la activacion
de linfocitos T2 alergeno especifico, acumulacion de eosindfilos y produccién de
IgE. En pacientes asmaticos se observa una correlacién entre la hipersensibilidad
de las vias respiratorias y la expresién de IL-17A (Wang y Liu, 2008; Ciprandi et
al., 2009). IL-25 (IL-17E), al igual que IL-4,IL-5, IL-9 e IL-13, deriva de los
linfocitos Ty2. Estimula la liberacion de IL-4, IL-5, IL-13 contribuyendo a la

desviacion hacia la respuesta Ty2 (Commins et al., 2010).

Virus, fungi, allergens

Epithelium

Fibrohlasts
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Currant Cpenian in Emmuncicgy

Proposed model for the role of IL-17A, IL-17F, IL-25 {IL-17E) during allergic inflammation. Invaded pathogens or allergens can frigger inflammatory
response that induce the differentiation or infitmtion of IL-17-producing T cells. IL-17A, IL-17F and IL-22 can induce structural cells and infiltrated
innate cells to produce large amount of inflammatory cytokines and chemokines, thereby augmenting inflammatory responses. During chronic
inflammation, infiltrated mast cells, eosinophils, basophils, and injured structural cells produce IL-25 that can enhance Th2 cytokines production, in
particular IL-5 and IL-13 by DC-activated ThZ memory cells.

Figura 16. Modelo propuesto para el desarrollo de IL17 durante la inflamacién alérgica.
(Adaptada de Wang y Liu, 2008).

IL-8 es una citocina proinflamatoria, que se detecta en el plasma de la mayoria de

sujetos que padecen dermatitis atdpica.

IFN-y es una citocina representativa de la respuesta linfocitaria Tyl. En las
enfermedades alérgicas existe un desequilibrio hacia la respuesta linfocitaria T2,
luego podemos encontrar bajas producciones de esta citocina en linfocitos de

sujetos alérgicos (Noh et al., 2012).
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TNF-a es una citocina proinflamatoria secretada por las células epiteliales en

respuesta a la invasion de patégenos.

al-antitripsina (AT) fecal es una herramienta util, no invasiva, para la deteccién y
seguimiento de la inflamacidn intestinal en lactantes atdpicos. En lactantes sanos se
observan concentraciones inferiores a 2 mg/g peso seco en heces. En lactantes con
APLV se han observado concentraciones superiores a 3 mg/g antes de someterlos a
una dieta de eliminacion; posteriormente a la dieta de eliminacion, la concentracién
de AT disminuye significativamente a niveles normales (p=0.028), coincidiendo
ademas con una mejoria clinica del eczema atdpico e implicando una disminucién
de la inflamacion intestinal. En este estudio solamente se ha encontrado correlacién
de AT con la APLV (Majamaa et al., 2001).

HNP (péptido de neutréfilos humanos, HNP1-3) y B defensina (HBD2) son también
parametros de inflamacion facilmente medibles en heces. Savilathi et al. han
encontrado relacion entre bajos niveles de HNP1-3 y altos niveles de HBD2 en las
heces de lactantes de 6 meses de edad y la aparicion de alergias y sensibilizacion a
los 5 afios de edad. Estos marcadores se asocian a una respuesta inmune innata

temprana con la aparicién de alergias a edades mas tardias (Savilahti et al. 2011)

La determinacidn de parametros inmunoldgicos en el diagndstico constituyen
técnicas de apoyo pues, con la aparicion de sintomas, el historial clinico y las
pruebas de provocaciéon parece suficiente para disponer de un diagndstico correcto
de la enfermedad. Sin embargo, estos parametros son Utiles en los ensayos
clinicos, con el fin de profundizar en el conocimiento del desarrollo de la

enfermedad y la adquisicion de la tolerancia.

Tabla 15. Marcadores de inflamacion.

} Biomarcadores de alergia e inflamadoén

En heces En sangre, plasma
Igh, IgA especifica a LV, TNF-a, IL-10, TGF-B, calcoprotectina, ol- Igh, IgE, IgE especifica,
antitripsina, eosindfilos, HNP1-3, HBD2, ECP, otros... 19G..1L-4,1L-6, 1L-10, TGF-§,
IL-17, TNF-a, otros...
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Nuevas estrategias en la prevencion y tratamiento de alergias. Ingredientes
funcionales

La marcha atdpica comienza en la edad temprana y continla hasta la edad adulta.
El desarrollo del sistema inmunitario es bastante vulnerable a los cambios
medioambientales y simples estrategias enfocadas en evitar los alérgenos
causantes de la enfermedad no parecen ser suficientes. Estas estrategias estan
siendo retiradas de la mayoria de guias escritas por organismos cientificos. De
acuerdo a los resultados derivados de estudios, que actualmente estan en
desarrollo, se podran incluir en estas guias recomendaciones acerca del uso de
ingredientes y la introduccién temprana de los alérgenos, para promover la
tolerancia. La mejor estrategia para reducir la creciente carga de enfermedades

alérgicas es la prevencién (Prescott y Nowak-Wegrzyn, 2011).

La evolucion de la marcha atoépica, se podria explicar formulando cuatro hipétesis
(Figura 17). Estas hipodtesis son consecutivas en el tiempo y se suceden de acuerdo

a los cambios socio-econdmicos experimentados durante las uGltimas décadas.

Es evidente que se han producido cambios en el estilo de vida que han reducido la
exposicion microbiana. La “hipotesis de la higiene” fue propuesta por Strachan en
1989 para explicar el aumento de la prevalencia de enfermedades atépicas;
Strachan demostrd, a partir de datos epidemioldgicos, una relacidn inversamente
proporcional entre la prevalencia de rinitis alérgica y el tamano familiar (Strachan,
1989). Esta hipotesis sostiene que un reducido contacto con microbios y la
reduccién de la carga de enfermedades infecciosas en la edad temprana, conducen
a debilitar la respuesta Tyl y estimular la respuesta Ty2 (Rautava et al., 2004;
Schaub et al., 2009).
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Figura 17. Hipétesis sobre la aparicion de las alergias

La elevada prevalencia de enfermedades atdpicas en los paises industrializados
encuentra su primera justificaciéon a través de la “hipdtesis de la higiene” pero
existe otra hipotesis, relacionada con el elevado consumo de acidos poliinsaturados
de cadena larga w-6, AGPI-CL w6 (Black y Sharpe., 1997; Calder, 2006;
Sausenthaler et al., 2006). En estos paises se ha producido un aumento del
consumo de acido linoleico (LA 18:2 w-6) precursor del acido araquidénico (20:4 w-
6), principal sustrato para la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos de la serie
2 (PG,, TXA;) y leucotrienos de la serie 4 (LT,;), mediadores de inflamacidon en
alergias (Calder, 2006). Asi pues, PGE, disminuye la produccion de citocinas tipo
Tul, IL-2, INF-y, aumenta la produccion de citocinas tipo Ty2 como IL4, IL-5 vy
promueve la produccion de anticuerpos IgE por las células B (Prescott y Calder,
2004). PGE, es necesario para el funcionamiento normal de las células T, sin

embargo a altas concentraciones es inmunosupresor (Gottrand, 2008).

En base a estas observaciones, son numerosos los estudios en los que se trata de
lograr un balance en el aporte w-3/w-6. Bajas ingestas de AGPI w-6 favorecen
ciertas funciones inmunes, mientras que altas ingestas las disminuyen. Los
metabolitos derivados de AA pueden limitar la inmunidad celular y pueden inducir

una respuesta del tipo Ty2 (proalérgica) (Gottrand, 2008). Un aumento en la
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proporcion de w6 hacia w3 favorece la respuesta Tyl, mientras que una
disminucion en la proporcién de w6 hacia w3, puede favorecer la respuesta Ty2
(Undurti, 2006). Actualmente hay una preocupacion generalizada en base al bajo
consumo de EPA y DHA por lactantes y nifios de corta edad (Uauy y Dangour,
2009)

Otra hipodtesis es la llamada hipdtesis dietética, basada en los cambios de habitos
alimentarios experimentados en las Ultimas décadas, caracterizada por un aumento
del consumo de grasas saturadas, sal, azlcares refinados y la disminucién del
consumo de frutas, verduras, fibra, alimentos ricos en antioxidantes y vitaminas
(Torres et al., 2012). La hipotesis dietética se sustenta en las diferencias
encontradas entre nifios que han seguido unos habitos alimentarios tradicionales
(los que viven en habitat rurales) con respecto a los habitos en sociedades
desarrolladas (Riedler et al., 2001).

En los ultimos afos, se habla también de la hipdtesis de la vitamina D. La
deficiencia de vitamina D parece estar implicada en el inicio de alergias alimentarias
y atopia en la infancia. Recientemente se ha demostrado la implicacién de la
vitamina D en el desarrollo del sistema inmunitario del lactante y su papel en la
prevencion de enfermedades atdpicas. Otros nutrientes como antioxidantes, acido

félico estan actualmente siendo investigados (Prescott y Nowak-Wegrzyn, 2011)

Actualmente no se conoce ninguna estrategia nutricional efectiva en la prevencion
terciaria. Son necesarios mas estudios longitudinales de intervencidén nutricional con

cohortes de lactantes e incluso madres gestantes (Torres et al., 2012)
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Figura 18. Ingredientes Funcionales. Nuevas tendencias en la prevencion de

enfermedades alérgicas.

AGPI-CL w-6/w-3
Se han observado bajos niveles de acido docosahexanoico (DHA) y una proporcion
elevado de AA/EPA en leche materna de madres alérgicas o atdpicas y en los
fosfolipidos del suero de sus lactantes; estos niveles bajos de DHA se relacionaron
con la aparicion de alergias a los 18 meses de edad (Duchen et al., 2000). Ademas,
dentro del estudio europeo NUHEAL, se ha demostrado cémo la suplementacién con
aceite de pescado, en madres alérgicas en edad gestacional, se traduce en una
disminucidn de IL-2 e IL-13 en sangre del cordon umbilical, asi como un aumento
de TGF-B, estando implicado este ultimo, en la tolerancia a los antigenos (Krauss-
Etschmann et al., 2008). En otro estudio multicéntrico europeo, Childhood Asthma
Prevention Study, se ha evaluado la suplementacién en las primeras etapas de la
vida con DHA, en nifios con alto riesgo de ser asmaticos, y sus consecuencias a los
18 meses y 5 afios de edad. A los 18 meses se observa como la suplementacién
con DHA y la modificacién del balance w-6/w-3 pueden tener efectos positivos en

las dificultades respiratorias (Marks et al., 2006).
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La suplementacion con AGPI-CL w-3 de las formulas destinadas al tratamiento

nutricional de los lactantes con APLV, y su posible papel en el desarrollo de

tolerancia y la modulacién del sistema inmunitario, es una linea de investigacién

novedosa, en las que estan trabajando conjuntamente nutricionistas, pediatras y

alergblogos (Tablas 162:°),

Tabla 16a. Evidencias cientificas de los AGPI-CL en la prevencion y tratamiento.

)} Autores
Field et
al.,2008. Br )
Nutr,
Ensayo Clinico

Objetivo y variables
Objetivo: Valorar la influencia de una
férmula con AGPI en la capacidad de los
linfocitos sanguineos para proliferar y
producir cKs en respuesta a un mitdogeno
(PHA)

Nifios sanos entre 7-14 dias. 3 grupos
(leche materna; Formula; Formula +
AGPI). h=186 nifios en cada grupo.
Variables: Medidas antropométricas (al
inicio y a las 4 semanas); Muestras de
sangre (al inicio v 4 semanas)
hematograma, concentracion de AGPI en
fosfolipidos, fenotipade de linfocitos,
proliferacion de linfocitos, produccion de
cks por los linfocitos.

(PHA, phytohaematogglutinin. Utllizado
comunmente para imitar antigenos
microbianos)

Condusiones
Formula con AGPI-CL (DHA 0.20% y 0.34% ARA).
Lactantes alimentados con esta formula a las seis
semanas de edad presentan una produccion de
TNF-alfa y tipo de células después de la
estimulacién con PHA similar a la encontrada en el
grupo de lactantes alimentados a pecho.

Las diferencias en el tipo de respuesta inmune
debido a peguefios cambios en la composicion
lipidica de las férmulas puede ser fisioldgicamente
importante pero reguiere mas estudios.

Furuhjelm et
al.,2009. Acta
Peadiatrica

Ensayo clinico

Objetivo: Evaluar el efecto de la
suplementacion con AGPI-CL w-3
durante el embarazo y la lactancia en el
riesgo de sensibilizacion alérgica y
enfermedad durante el primer afio de
vida.

Reclutamiento: 145 mujeres
embarazadas (n=70 suplementadas).
Seguimiento dell? nifios .

Variables: Analisis de AGPI-CL vy IgkE
especifica en plasma una semana
después del parto. SPT, IgE especifica
(huevo, pescado, tngo, leche) cuadro
clinico, testde provocacion en nifios a
los 3,6, 12 meses de edad.

Suplementacion con w-3 de madres (alérgicas o
familiar alérgico) durante el embarazo y lactancia.
La prevalencia de alergias alimentarias en nifios
de madres suplementadas fue menor (1/52) que
en el grupo placebo (10/65)alos 6y 12 meses
(p<0,05)

Nifios de madres no alérgicas (n=37), en el grupo
de madres suplementadas el 14% de los nifios dio
positivo en el SPT y en el grupo placebo el 58%
de los nifios (p<0,05).

Mo existieron diferencias significativas entre el
grupo placebo v suplementado en el caso de
nifios (n=79)de madres alérgicas en el SPT
positive vy reacciones de alergia a alimentos.
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Condusiones

Tabla 16b Continuacidon. Evidencias cientificas AGPI-CL en la prevencidn y tratamiento.

Mazurak et
al., 2008.
JPGN
Estudio doble
ciego
aleatorizado,
caso contral

Objetivo y variables

Objetivo: Valorar la suplementacion con
AA y DHA a largo plazo sobre los
fenotipos celulares y produccion de
citocinas

Reclutamiento: 37 nifios (5-7 afios)
bajas ingestas de DHA. Periodo de
ingesta 7 meses.

Se estudia la relacion entre parametros
del sistema inmune vy el contenido en
DHA v ARA en plasma vy eritrocitos.

Ensayos ex vivo de proliferacion de
linfocitos v produccion de citocinas
frente a mitogenos y alergenos

En el grupo suplementadeo, el porcentaje de
ceélulas CDB™ exoresando CD25 y/o CD8O fue
significativamente mas bajo que en el grupo
placebo despues de la exposicion a -
lactoglobulina.

El grupo suplementado presento proporcones de
células CD14+ mas bajas tras la estimulacion con
B-lactoglebulina e ibuprofenc.

Existe una correlacion positiva entre el contenido
de DHA en los fosfolipidos vy CD25 y CD28 a los 7
meses de consumo.

Krauss-
Etschmann et
al., 2008.]
Allegy Clin
Immunol.
Ensayo
multicéntrico,
doble clego,
randomizado,
placebo control

Objetivo: Demostrar como la
suplementacion con aceite de pescado
en madres gestantes modula los
parametros inmunaologicos relacionados
con alergia en madres y su
descendencia.

Reclutamiento: 315 gestantes, n=77
grupo suplementado, con falico, con
ambosy n=80 grupo placebo.

Muestra de sangre de madres y cordon.

La suplementacion con aceite de pescado fué
asociada con
aumento de TGF-pen la madre ¥ cordon umbilical
Disminucion de IL-1 e INF-y en la madre.
Disminucion de IL-13, IL-4, NK en el cordon.

La suplementacion con aceite de pescado se
traducce en una disminucion de los niveles de
mRMNA de las moléculas T2 en el feto y
disminucion de las citokinas inflamatorias en la
madre.

Tabla 16c Continuacién. Evidencias cientificas AGPI-CL en la prevencion y tratamiento

} Autores

Duchén et
al.,2000.
Pediatr Allergy
Immunol
Estudio
prospectivo

) Objetivo y variables

Objetivo: Estudiar la influencia de la

composicion en s-IgA y acidos grasos w-3 de la

leche materna en el desarrolle de

enfermedades alérgica en nifios en los primeros

18 meses de vida.

Reclutamiento de 160 madres gestantes
atdpicas (h=33), alérgicas (h=63) v no

alergicas (n=57). Seguimiento de los nifios a

los 3,6,12,18 meses de edad.

Varables:SPT en madres v nifios (6,12,18

meses), habitos alimentarios de la madre ( en
el parto, 3 y 6 meses de edad), muestras de

sangre a los 3 meses, del cordon umbilical, v
de las madres tras el parto. Muestras de leche

materna. Medidas de s-IgA contra b-

lactoglobulina y OVA y AGPI en leche. Analisis
de s-IgA y AGPI en fosfolipidos del plasma.

) Condusiones

La leche de madres alérgicas y el suero de
sus lactantes presenta contenidos de DHA
bajos y ratio AA/EPA elevado.

Bajos niveles de DHA se correlacionan
con la aparicion de alergias a los 18 meses
de edad.

Burks et
al.,2008. J
Pediatr

Formula elemental con
0.32% vy 0.64% ARA) frente a
formula extensamente hidrolizada

Estudio 1. Estudio de crecimiento y tolerancia.
DBPC
N=60 nifios en cada
perimetro
encefalico, aminograma en sangre (solo en
aceptacion
la formula 24 horas
adversos

Nifics Sanos con 14 dias de wvida.
(Durante 4 meses).
grupo. Variables: peso, talla,
15 nifios de cada grupo);
tolerancia (consumo de
antes de cada wvisita v

anotados)

efectos

Estudio 2. Estudio de hipoalergenicidad (7 dias)

DBPCFC

n=32 Nifios con APLV (8 meses a 10 afios).

Varables: reagudizacion de sintomas.

AGPI-CL (DHA
otra

En el estudio 1 los resultados de
crecimiento, tolerancia y seguridad fueran
similares en ambos grupos. No existieron
diferencias clinicamente relevantes.

En el estudio 2, los 29 sujetos que
completaron el estudio dieron positivo el
SPT para histamina y leche de vaca y
negative para las foarmulas.

¥

La adiccion de DHA puede proporcionar
efectos anti-inflamatoros potencialmente
beneficiosos para lactantes con APLV v
otras alergias.

NO EVALUA LA PRESENCIA DE LCPUFA
EN LOS ERITROCITOS
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Peptidos bioactivos

Las proteinas lacteas contienen en su estructura secuencias de aminoacidos
inactivas, capaces de ejercer determinadas actividades bioldgicas cuando son
liberadas durante la digestién gastrointestinal, mediante procesos tecnoldgicos
(enzimaticos, quimicos o térmicos) o, incluso, por fermentacidn microbioldgica
(Korhonen y Pihlanto, 2006). Estas secuencias suelen estar constituidas por
péptidos de pequeno tamafio, de 3 a 20 aminoacidos y pueden presentar una o
varias de las siguientes actividades: actividad opiacea, antitrémbica, antibacteriana,
inmunomodulante, antihipertensiva, quelatante de minerales. La fraccion proteica
de la leche humana, contiene péptidos bioactivos susceptibles a ser liberados
durante la digestién gastrointestinal (Tabla 17) (Hernandez-Ledesma et al., 2007;
Tsopmo et al., 2011).

Tabla 17. Listado de algunos péptidos bioactivos encontrados tras la digestion in vitro de
muestras de leche humana.

Fragmento
Proteico

Masa Da Secuenda l Funcion Identificado por

. A Hernandez-Ledesma et al. 2007;
B-CN f(125-129) 575,34 HLPLP Inhibidor ACE iobenas ok 5 1089
B-CN f(155-160) 654,37 SVPQPK Inhibidor ACE Hernandez-Ledesma etal. 2007
a-Lac f(19-26) 768,44 GGIALPEL Hemandez-Ledesma et al. 2007
a-Lac f{95-99) 600,38 ILDIK Hemandez-Ledesma et al. 2007
Herandez-Ledesma et al.
B-CN f(206-209) | 480,51 HNPI 2007 Tsopmo etal. 2010
Herandez-Ledesma et al.
REERGES)| | e alid 2007;Tsopmo et al. 2010
No identificado 631,35 YGYTGA Antioxidante (ORAC) Tsopmo et al, 2010
No identificado 704,34 ISELGW Antioxidante (ORAC) Tsopmo et al. 2010

Lawlor y col. han observado en nifios con edades comprendidas entre los 9 y 15
anos de edad, que habian sido alimentados durante los primeros 6 meses de vida
con lactancia materna exclusiva, una presién sistélica mas baja que aquellos ninos

gue no habian sido amamantados (Lawlor et al., 2005). La presencia de péptidos
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bioactivos antihipertensivos o inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
(ACE) en la leche materna podria ser una de las razones que justificasen este
comportamiento. Hernandez-Ledesma y col. identifican en muestras de leche
humana de distintas periodos de lactancia, péptidos bioactivos con actividad
inhibidora de la enzima ACE. La mayoria de péptidos bioactivos identificados en las
muestras de leche materna procedian de la p-caseina; concretamente el fragmento
f(125-129) de la p-caseina, secuencia HLPLP, se caracteriza por ser un potente
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina, ACE (Hernandez-Ledesma et
al., 2007).

Los péptidos bioactivos con actividad antioxidante suelen incluir en su secuencia al
triptéfano. Algunos autores sostienen que, a consecuencia de la capacidad de
atrapar radicales libres, la sintesis de estos péptidos podria destinarse al
tratamiento nutricional de lactantes con estrés oxidativo o alta produccion de

radicales libres, como son los lactantes prematuros (Tsopmo et al., 2011).

Los péptidos con actividad inmunomoduladora suelen ser fragmentos derivados de
la asl-caseina, de la B-caseina, k-caseina y a-lactoalbiumina. Se ha observado in
vitro como pequefios péptidos obtenidos por hidrélisis del suero lacteo estimulan la
proliferacion de células del sistema inmunitario (Hernandez-Ledesma et al., 2008).
Ademads, fragmentos derivados de la B-lactoglobulina, obtenidos a partir de
digestiones enzimaticas in vitro y suministrados a ratones, mejoraron la capacidad
fagocitica de los macréfagos peritoneales (Biziulevicius et al., 2006) y parece que
algunos péptidos bioactivos procedentes de la leche, podrian aliviar las reacciones
alérgicas en sujetos atépicos y mejorar la inmunidad de la mucosa en el tracto
gastrointestinal. Por lo tanto, en lactantes, estos péptidos inmunomoduladores,
podrian estar regulando el desarrollo del sistema inmunitario (Korhonen y Pihlanto,
2006).
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Los péptidos bioactivos varian en su secuencia aminoacidica, dependiente de la
enzima con la cual se produce la hidrélisis. Por esta razén, distintas férmulas

hidrolizadas hipoalergéncias, contendran distintos péptidos bioactivos.

La identificaciéon y cuantificacion de péptidos bioactivos en las formulas infantiles
hidrolizadas es complicada debido a la complejidad de las muestras; pueden
contener cientos de péptidos diferentes y a distintas concentraciones (Catala et al.,
2010). En las ultimas décadas las técnicas aplicadas para la deteccion de péptidos
bioactivos va desde la cromatografia liquida, acoplada a un detector de
espectrometria de masas, hasta la electroforesis capilar, acoplada a un detector
ultravioleta o a un detector de masas, surgiendo en los ultimos afos la utilizacion
de los analizadores de tiempo de vuelo (TOF, en sus siglas inglesas) como una de
las mejores alternativa. Tras una digestién in vitro, se ha observado la presencia en
férmulas hipoalergénicas de péptidos inhibidores de la actividad ACE (Hernandez-
Ledesma et al., 2007; Martin et al., 2008); sin embargo, aun no se ha comprobado
su actividad hipotensiva en recién nacidos (Korhonen et al. ,2006, Catala-Clariana
etal., 2010).
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MATERIALES Y METODOS
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Disefio Experimental

El objetivo principal de este proyecto fue el diseno de una nueva férmula
hipoalergénica, para el tratamiento nutricional de los lactantes con APLV. Para
ello, y como primer paso, fue necesario proceder a la seleccion de los
ingredientes proteicos mas apropiados, desde un punto de vista nutricional y
antigénico, asi como llevar a cabo la correcta formulacidn de la formula
terapéutica. El plan de trabajo se estructuré definiendo las siguientes fases

consecutivas:

Fase 2. Disefo y
Fase 1. Seleccién de ~ Caracterizacion de

los hidrolizados la formula
terapéutica y prevencién terciaria

Figura 19. Plan de trabajo

Fase 1. Seleccion de los hidrolizados proteicos

Comprobar la reduccién antigénica de los hidrolizados.

Determinar el valor nutricional de los hidrolizados.

Fase 2. Caracterizacion de la nueva formula terapéutica.

Determinar la reduccién antigénica.
Determinar el contenido en péptidos bioactivos.

Realizar un ensayo clinico - Seguridad, tolerancia y valor nutricional.

Fase 3. Funcionalidad de DHA y AA en la prevencion terciaria.
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Determinacion de DHA y AA la membrana de los eritrocitos.

Determinacion de los niveles de citocinas (IL-13, IL-4, IL-8, IL-10, IL-17A, IFN-y
y TGF-B) en plasma.

En el siguiente cronograma se refleja la evolucion de este trabajo de

investigacion (Figura 20) y los grupos de investigacion implicados (Figura 21).

| 105 18 -1 ;
Abrkdun MukSep |OctDec (Ene-Mar |Abrbun |Ju-Sep (Oct-Dec |EneMar (Abrdun ukSep  \OctDec |EneMar |Abriblun [JubSep |QctDec

Seleccidn de
Hidrolizados
Reduccion de
dlergenicidad en los

Hidralizados - In vivo
Prueha de Anaflaxia -
i

Disgfio y Fabricacidn de
la formul terapética

Ensayo clinica -
Protacalo, aprabacidn
comié éfica

Recrutamiento
Andlsis
Resultados
Discusidn

Figura 20. Cronograma del plan de trabajo

Instituto de
Nutricién y
Tecnologia de
los Alimentos,
Universidad de
Granada

Departamento
Centros de :

Hospitalarios Bromatologia y
Madrid tecnologia de
% los alimentos

de la
Universidad de

Murcia

Barcelona,
Granada

Figura 21. Grupos de investigacion implicados en el estudio
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Experimento 1. Caracterizacion antigénica y nutricional de la formula.

Caracterizacion antigénica y nutricional de los hidrolizados

Se seleccionaron dos hidrolizados proteicos, un suero extensamente hidrolizado
denominado WESOBG y una caseina extensamente hidrolizada, CE90STL. Ambos
ingredientes  fueron suministrados por DMW International con sus

correspondientes fichas técnicas (Tabla 18).

Tabla 18. Datos relevantes encontrados en las fichas técnicas

Hidrolizado de suero Hidrolizado de caseina
WESOBG CE90STL
Equivalente proteico % Bl Bh.7**
Nitrogeno total % 12.3 12.9
pH 6.5 6.9
Humedad % 4.0 5.0
Cenizas % 4.1 x5
Grasa % 0.1 <01
Lactosa % 2:6 <0.1
Carbohidratos totales % 10.1 1.7
Solubilidad g/l 700 300
Grado de hidralisis % 29 39
Aminoacidos libres % 3 15
ELISA (reduccion comparada 103 108
con prateina nativa)
Ca mg/100g 398 40
Mg mg/100g 51 o]
K mg/100g 1028 1240
Na mg/100g 1266 1230
P mg/100g 254 830
Fe mg/100g 1 4
Cl mg/100g 90 200

*factor de conversion calculado en funcion del grado de hidrodlisis (NTx6.64); **factor de conversion calculado

en funcién del grado de hidrdlisis (NTx6.72)

La caracterizacién antigénica y nutricional de los hidrolizados se realiz6 mediante

los siguientes ensayos analiticos:

« Distribucién de pesos moleculares y peso molecular medio.
« Contenido de proteina inmunoreactiva.

« Valor bioldgico de los hidrolizados.

» Prueba de anafilaxia en los hidrolizados.
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Caracterizacion de los hidrolizados

Para la determinaciéon de la distribucién de pesos moleculares de los hidrolizados
proteicos se utilizé una técnica cromatografica (Ritcher et al., 1983 y Knight et
al.,, 1985) de cromatografia de exclusion por tamafio, con algunas
modificaciones. La puesta a punto, desarrollo y validacion de este método se
encuentran descritas en la tesis de master, depositada en la Universidad de
Murcia en el curso académico 2008-2009 con el titulo ‘Control In Vitro de la
reduccion de alergenicidad en férmulas hipoalergénicas preventivas y

terapéuticas destinadas a lactantes y nifios de corta edad’.

De manera resumida, el método consistido en reconstituir, tanto los hidrolizados
como los estandares, en una concentraciéon de 10 mg/ml en la propia fase movil
(guanidina clorhidrica 6M). Posteriormente fueron homogeneizados, mediante
agitacion con agitadores magnéticos, en matraces aforados vy filtrados
posteriormente con filtros de nylon de 0.22 pm. La soluciéon fue recogida en
viales de 1.5 ml para su posterior analisis en el equipo de cromatografia, en el
gue se situaron en serie, dos columnas de exclusién por tamafio, Shodex KW
802.5, de 30 cm de longitud y con un rango de trabajo (100-50000 Da).

El peso molecular medio se calculé a partir de la distribucién de pesos
moleculares a partir de una media ponderada segun el area de cada uno de los
picos cromatograficos obtenidos:

PMiAi

PMm=)" —x 100

PMm = Peso molecular medio.
PM; = Peso molecular de un péptido i
Ai = Area del peso molecular i.

De acuerdo a la revision bibliografica se consideraron como principales proteinas
inmunoreactivas la B-lactoglobulina, proteina mayoritaria del suero lacteo, y la
caseina. Se procedidé a la determinacién de su contenido mediante la utilizacion

de kits ELISA comerciales.
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La determinacién del contenido de B-lactoglobulina, se realizd mediante un Kit
comercial denominado RIDASCREEN® [-lactoglobulina, suministrada por r-
Biopharm. Este Kit esta indicado para la determinacién de B-lactoglobulina,
nativa y procesada, en alimentos infantiles hipoalergénicos, leches hidrolizadas y
leche en polvo, mediante un analisis inmunoenzimatico competitivo. Las paredes
de los pocillos para el analisis estaban cubiertas por B-lactoglobulina. Se
adicionaron a los pocillos los patrones de B-lactoglobulina a distintas
concentraciones, las muestras objeto de estudio y los anticuerpos; en el interior
de los pocillos se genera una competencia de unién a los anticuerpos entre la B-
lactoglobulina fijada en las paredes y la B-lactoglobulina libre, presente en los
patrones y/o las muestras. Después de lavar, se adiciona la enzima conjugada
peroxidasa, uniéndose ésta a los complejos anticuerpo-B-lactoglobulina. La
enzima conjugada libre se pierde en la siguiente etapa de lavado. Se adicionan el
enzima sustrato y un cromoéforo que tife de azul las uniones (anticuerpo)-(B-
lactoglobulina)-(enzima conjugada). Posteriormente se adiciona la solucidon de
parada, H,S0,, provocando un cambio de color de azul hacia amarillo. Se midié
fotométricamente la absorbancia a una A de 450nm; la absorbancia es

inversamente proporcional la concentracion de B-lactoglobulina en la muestra.

La deteccién y cuantificacion de caseina bovina, se realizé mediante otro Kit
comercial denominado, BIOKITS Casein assay kit, suministrado por Tepnel. Dicho
kit permite mediante un inmunoensayo enzimatico competitivo indirecto,
detectar bajas concentraciones de caseina bovina y caseinatos en distintos tipos
de muestras. En los pocillos se encuentran fijados los anticuerpos de caseina y
existe una reaccién de competencia entre la caseina del kit y la caseina presente
en la muestra. De nuevo, la concentracion de la proteina inmunoreactiva, la
caseina, es inversamente proporcional a la absorbancia detectada en el lector de

placas.
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TECNICA ANALITICA - Ensayo Inmunoabsorbente de union a una Enzima Indirecto

competitivo. Placa de Pocillos con

anticuerpos policlonales

COHCD.
Formula —————» ida * -
v Muestra diluida A =450 nm

Figura 22. Esquema procedimiento para la determinacion de caseina bovina

Una vez finalizada la evaluacion de los hidrolizados, se procedié a la evaluacién

nutricional y de antigenicidad in vivo, de los mismos.

Caracterizacion in vivo- Valor bioldgico de los hidrolizados

Para la evaluacién nutricional de los hidrolizados se aplicé el método 'AOAC
960.48, Protein Efficacy Ratio. Rat Bioassay. 2002 AOAC International
considerado adecuado para la evaluacion de la calidad de la proteina. En dicho
método se evalud el incremento de peso frente a la ingesta proteica. La calidad
de la proteina de los hidrolizados (CE90STL y WEBOBG) se determind calculando
los siguientes parametros: digestibilidad de la proteina, valor biolégico de la

proteina, utilizacion neta proteica y coeficiente de eficacia en crecimiento.

Animales:

27 ratas Wistar macho al destete, 21 dias de edad. Las ratas fueron colocadas en
jaulas metabdlicas individuales, siendo facilmente determinable la cantidad de
comida ingerida por cada animal, asi como la orina y heces producidas. La
habitacién se mantuvo a una temperatura entre 22°C y 24°C, ventilada mediante

un extractor de aire y con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas.
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Dietas:

Dietas isocaldricas con un 12% de proteina. Se utilizaron los hidrolizados en
estudio (CE90STL y W80BG) como fuente proteica de dos de las dietas y caseina
+ 5% DL-metionina como fuente proteica de la dieta control (AIN93). La
composicion de las dietas asi como la de los correctores mineral y metabdlico se

muestran en las Tablas 19-22.

El ensayo fue aprobado por el comité ético de la Universidad de Granada y
llevado a cabo en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de esta
misma universidad. Se utilizoé la técnica de Thomas-Mitchell modificado (Boza et
al., 1994), empleandose 9 ratas Wistar macho al destete por grupo, alojadas en
jaulas metabdlicas individuales que permiten la recogida de heces y orina por
separado, asi como el control del alimento consumido. La orina era recogida
sobre una soluciéon de HCI 0,1N, con el fin de fijar todo el amoniaco en forma de

cloruro amonico.

Tabla 19. Composicion de la dieta durante el periodo de endégeno (g/100g).

| Ingredientes Composicion quimica
Caseinato calcico 4.76 Proteina 4.55
DL-Metionina 0.21 Hidratos de carbono 82.40
Aceite de soja 3.85 Lipidos 3.97
Celulosa 8.00 Humedad 6.02
Almidon de maiz 43.97 Cenizas 3.06
Sacarosa 35.48 * Sodio 258
Cloruro de colina 0.10 * Potasio 383
Corrector mineral 5.50 * Cloro 294
Corrector vitaminico 0.03 * Caldio 700
* Magnesio 45
* Fosforo 449
* Hierro 0.6

* Las concentraciones de los elementos minerales estan expresadas en mg/100g
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Tabla 20. Composicion de las dietas durante el periodo fundamental. Dietas isocaldricas
con un 12% de proteina, que diferian en la fuente de ésta proteina.

CASEINA

H. LACTOSUERO

H. CASEINA

g/2 kg 8/2kg
Almidon de maiz 47,75 955,00 47,75 955,00 47,75 955,00
Proteina 12,00 240,00 12,00 303,22 12,00 283,45
Almidon 13,20 264,00 13,20 264,00 13,20 264,00
dextrinado
Sacarosa 10,00 200,00 10,00 168,37 10,00 195,18
Aceite de soja 7,00 140,00 7,00 140,00 7,00 140,00
Fibra (celulosa) 5,00 100,00 5,00 100,00 5,00 100,00
Complejo 3,50 70,00 3,50 70,00 3,50 70,00
mineral
Complejo 1,00 20,00 1,00 20,00 1,00 20,00
vitaminico
L-cistina 0,18 3,60 0,18 3,60 0,18 3,60
Bitartrato de 0,25 5,00 0,25 5,00 0,25 5,00
colina
Tocoferol (mg) 0,0014 0,0280 0,0014 0,0280 0,0014 0,0280
TOTAL 99,88 1997,63 99,88 2029,22 99,88 2036,26

Tabla 21. Corrector vitaminico.

| Mezcla AIN-93-VX 1 mg/100g
Acido nicotinico 300
Pantotenato calcico 160
HCl-pridoxina 70
HCl-tirosina 60
Riboflavina 60
Acido folico 20
Biotina 2
B-12 250
Vitamina E 1500
Vitamina A 80
Vitamina D 25
Vitamina Ky Tia
Sacarosa en polvo 974655
TOTAL 100000
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Tabla 22. Composiciéon de los hidrolizados

Hidrolizado de caseina | Hidrolizado de lactosuero
CE90S5TL WESOBG

N total % 12,6 11,92
Ca mg/100g 38,18 55,98
Na mg/100g 1558,5 1185,7

K mgflOOg 230206 858,71
Mg mg/100g 3.8 61,39

P mg/100g 785,8 330,8
Cl mg/100g 355,91 156,65
Fe mg/100g 2,75 1,9

En el transcurso de la experiencia se consideraron dos periodos (Figura 23):

» Periodo endégeno de 5 dias de duracion, de los cuales los 2 primeros dias
fueron de adaptacidon a la dieta, determinandose en los tres restantes el

nitrégeno fecal y urinario.

« Periodo experimental de 10 dias de duracién, siendo los 3 primeros dias de
adaptacion a la dieta mientras que en los siete restantes se controlaron la
ingesta y se recogieron la orina y las heces. Diariamente se determind la
cantidad de comida que toma cada rata y cada dos dias las ratas fueron

pesadas, recogiéndose las heces y la orina de cada una de ellas.

La dieta administrada durante el periodo enddgeno fue igual a la dieta con
proteina patrén (caseina + 5% DL-metionina) pero, en este caso, al 4% en
proteina, concentracién ésta que se considera limite para que no exista deplecién
proteica y los contenidos de nitrégeno en heces y orina durante este periodo no
se deriven del alimento ingerido, sino de las descamaciones, enzimas liberadas
en intestino, etc.., permitiéndonos asi el calculo real de la digestibilidad, valor

biolégico y utilizacidon neta proteica de los hidrolizados.

Durante el periodo experimental, los 3 grupos de animales recibieron las dietas
con un 12 % de proteina.

Grupo 1: dieta control con caseina.
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Grupo 2: dieta con hidrolizado extenso de caseina (CE90STL).
Grupo 3: dieta con hidrolizado extenso de suero (WES0BG).

Esquema Disefio del estudio.

27Ratas Wistar

PERIODO ENDOGENO
DIAS 0-5

9 Ratas Wistar
Dieta ANRC

9 Ratas Wistar
Dieta ANRC

9 Ratas Wistar
Dieta ANRC

PERIODO EXPERIMENTAL
DIAS 6-15

9 Ratas Wistar
Dieta ANRC

9 Ratas Wistar
Dieta CE90STL

9 Ratas Wistar
Dieta WESOBG

Figura 23. Disefio experimental de la caracterizacion in vivo- Valor biolégico de los
hidrolizados.

Procesado de las muestras:
Los valores de nitrégeno en orina y heces fueron determinados en base al

método de Kjeldahl (AOAC 1990) como se describe a continuacion.

Muestras de orina:

Debajo de cada jaula metabdlica se colocd un dispositivo que permitia la recogida
de la orina y las heces de cada rata, formado por un recipiente de plastico que
contiene &acido bdrico al 4% para evitar que se evaporase el amoniaco de la
orina; ademas se afadié como indicadores rojo fenol, que en pH &cido es
amarillo y en pH basico es rojo transparente, y verde de bromotimol que es
verde en pH basico. Sobre el dispositivo de recogida de orina y heces se situdé un
cono de plastico que lleva papel de filtro encima y a la vez el papel se pone en
contacto con el acido bodrico; este sistema permite que se mantenga la
capilaridad, permitiendo la recogida de la orina. Cada dos dias la orina de cada

rata se recogia en un vaso de precipitados (Figura 24).
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Figura 24. Recipientes para la recogida de orina y heces.

Tratamiento de las muestras de orina:
El contenido de orina en cada vaso de precipitados se filtré6 en un matraz aforado
y se enrasé hasta 500 ml con acido bérico. Posteriormente, el nitrégeno de las

proteinas se determind mediante el método Kjeldahl (AOAC 1990).

Muestras de heces:

Al igual que la orina, las heces fueron recogidas cada dos dias, gracias al
dispositivo explicado anteriormente que permitia que las heces chocasen con el
cono de plastico y se recogiesen el recipiente. Estas fueron almacenadas en

bolsas de plastico y congeladas a -20°C hasta su procesado.

Tratamiento de las heces:

Las heces recogidas durante los siete dias se colocaron en placas petri y fueron
liofilizadas para eliminar el contenido de agua. Tras la liofilizacion fueron
pesadas, trituradas y sometidas a congelacién. Las cdapsulas para |la
determinacion se introducian en una estufa a 100°C durante 24 horas y
posteriormente se colocaban durante 15 minutos en el desecador. Estas eran
pesadas, se afiadian 0,5 g de muestra y colocadas de nuevo en la estufa a
100°C.

Transcurridas 24 horas, se pesaba la sustancia seca y se introducia en un tubo

de digestién, para realizar la determinacién de nitrégeno por el método Kjeldahl
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(AOAC 1990) procediendo de la misma forma que se realizé en las muestras de

orina.

Muestras de las dietas:
Se determind el contenido de nitrégeno de cada una de las dietas por
cuadruplicado. Se procedié de igual manera que en las muestras de heces y

orina, es decir mediante el método Kjeldahl.

Calculos:
Los indices de calidad nutricional de las proteinas se calcularon segun las

siguientes férmulas:

Coeficiente de digestibilidad verdadera (CDV):

Nabsorbidcgd (I -(F-Fe)
I

Ningerido

CDV= 00= x100

Valor bioldgico de la proteina (VB):

_ NreteniqloxlOO: (I -(F-Fe&-(U -Ueg)
Nabsorbido (I -(F-Fe¢)

x100
Utilizacién neta de la proteina (NPU):
(NPU=CDV*VB*100)

_ N_reten_ld0x100: (I -(F-Fe—-(U -Ue)
Ningerido I

X100

NPU

Coeficiente de eficacia en crecimiento (PER):

Incrementa.Peso.. Animalg.)

PER= — .
Proteina..ingeridgg.)

Siendo:
I = Nitréogeno
ingerido (mg/dia)

126



Materiales y Méts

F = Nitrogeno en heces (mg/dia)
Fe = Nitrogeno en heces durante el periodo enddégeno (mg/dia)
U = Nitrégeno en orina (mg/dia)
Ue = Nitrégeno en orina durante el periodo enddégeno (mg/dia)

Caracterizacion in vivo- Prueba de andafilaxia sistémica con los hidrolizados

La capacidad antigénica de los hidrolizados (CESOSTL y WEB0BG) se evalué
analizando la respuesta anafilactica a nivel sistémico. Esta prueba se llevé a cabo
con el fin de determinar las caracteristicas terapéuticas y profilacticas de los
hidrolizados, en animales de experimentacion. La administracién del hidrolizado
en animales previamente sensibilizados, frente a la presencia de proteinas en su
forma nativa, debia evitar la aparicidon de choque anafilactico. Por otra parte, la
administracion de proteinas en forma nativa por via intravenosa no debia tener
consecuencias fatales en animales a los que se ha administré previamente el

hidrolizado por via oral.

Los animales seleccionados fueron cobayas macho (200-250 gramos de peso) de
la raza Dunking-Hartey. 42 cobayas fueron colocados en jaulas suficientemente
amplias para albergar a 2-3 animales y permitir una alimentacion ad libitum. Las
jaulas se dispusieron en una habitacién mantenida a temperatura constante 22-
259C, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Estos animales tomaron una dieta

para cobayas carente de proteinas lacteas (Tabla 23).

El ensayo fue aprobado por el comité ético de la universidad de Granada y
llevado a cabo en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de esta

misma universidad.

Tabla 23. Dieta para cobayas.

Composicion quimica Unidades
Proteina 19.53 %o
Hidratos de Carbono 11.70 %o
Grasas 3.3 %Yo
Cenizas 8.29 %%
Vitamina A 12000 Ul/kg
Vitamina C 3000 mg/kg
Vitamina D3 1400 Ul/lkg
Vitamina E 60 Ul/kg
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Los animales fueron separados en 5 grupos (Figura 26):

« Grupo A (2 animales), recibié agua.

« Grupo W (10 animales), recibi6 una solucién de un concentrado de
proteinas de lactosuero (35 mg/ml).

« Grupo WH (10 animales) tomaron una solucion del hidrolizado de proteinas
séricas lacteas (WEB0BG) en una concentracién equivalente de proteina de
35 mg/ml.

e Grupo C (10 animales) recibid una solucidn de un concentrado de
proteinas de caseina (35 mg/ml).

+ Grupo CH (10 animales) recibié una solucién del hidrolizado de caseina
(CE90STL)(35 mg/ml).

El protocolo seguido fue el siguiente (Figura 25):

« Dias 1-15: Los animales ingirieron la misma dieta sélida y las diferentes
soluciones liquidas segun el grupo al que pertenecieran, periodo
considerado suficiente para provocar una inmunizacién por via oral.

« Dias 16-21: todos los animales tomaron la dieta sélida y bebieron agua.

« Dia 22: Se realizé la prueba de anafilaxia sistémica.

Los reactivos utilizados para la prueba de anafilaxia, fueron:
. Eter.
» Solucién salina (NaCl 0.9%).
« Proteinas nativas (caseina y suero).
« Hidrolizados (CE90OSTL y WESO0BG).
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Disefio Experimental. Dias 1-15 Dias 16 - 21 Dia 22

Figura 25. Disefo experimental de la prueba de anafilaxia.

Bajo anestesia con éter, se les fueron administrando por via intravenosa 0.5 ml
de una solucién de las proteinas nativas o de los hidrolizados objeto de estudio,
todas ellas en solucién salina al 0.9% y en una concentracion de 35 mg/ml,
comprobando si existia anafilaxia fatal o no (Figura 25). Para la evaluacién del

grado de respuesta se utilizé la siguiente escala (Tabla 24):
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Tabla 24. Escala de respuesta.

Sintomas Grado de
respuesta
Ausencia de reaccion 0
Dificultad al respirar o enrojedmiento del pabellon auditive o 1

pelo erizado

Los 3 sintomas anteriores 2
Pérdida de control muscular 3
Convulsiones, coma 4
Muerte a5

Caracterizacion antigénica y nutricional de la nueva formula

Una vez realizada la caracterizacién de los hidrolizados, se procedié al disefio de
la formula terapéutica. Se trata de un alimento para usos médicos especiales,
destinado a lactantes con APLV. Las principales caracteristicas de la férmula son:
« Contenido en AGPI-CL (DHA y AA, en proporcion 1:1): 0.5% de los acidos
grasos totales.
« Contiene nucledtidos.
« Contiene los hidrolizados proteicos extensos de caseina y suero en
proporcién 20:80.
» Contiene lactosa.
La proporcion 20:80 de los hidrolizados se justifica en base a varias
consideraciones:
« Aproximacion al aminograma de la leche materna.
« Disminucion del sabor amargo debido al menor contenido en péptidos

derivados de la caseina.

La reconstitucidon del producto final sera de 14 g de polvo en 90 ml de agua. La
proporcién caseina:suero (20:80) representa una novedad en el mercado de las
formulas infantiles extensamente hidrolizadas para su uso en el tratamiento de

las APLV. En la Tabla 25 se detalla la composicion nutricional de la formula.
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Tabla 25. Tabla Nutricional de la férmula terapéutica.

JFORMULA HIPOALERGENICA TERAPEUTICA - Macronutrientes

/100 g /100 ml /100 kcal
I 14,0
Valor energético
Eneraia Keal 494 69
Kjul 2066 289
Nutrientes
Proteina g 12.0 : AT 2.4
Caseina g 2.4 0.3 0.5
Seroproteina g 96 13 1.9
Grasa 8] 25,7 3.6 5.2
Aceite vegetal g 25.3 3.5 5,1
Fuente de AA g 0,2 0,03 0,04
Fuente de DHA g 0,2 0,03 0,04
Ac. linoleico ma 4,190 586 848
Ac. a-linglénico mg 385 53 77
Ac. araguiddnico mg 90 125 181
Ac. docosahexaenoico mg 90 12,5 181
Hidratos de carbono g 53,6 P 10,9
Lactosa g 46,1 6,5 9.3
Dextrinomaltosa q 7:5 1.1 1.52

‘! FORMULA HIPOALERGENICA TERAPEUTICA - Micronutrientes
J100 g /100 ml J100 kcal
Micronutrientes

|L-carnitina mag P 1.1 1,6
Taurina ma 43,3 5.1 8.8
Inositol ma 28,7 4.0 5.8
Colina ma 52,2 Tig 10.6
AMP mg 5.5 0.5 0,7
CMP mg 11,9 127 2,4
UmMp mag 6,2 0.9 1,3
GMP mg 2,0 0,3 0,4
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| FORMULA HIPOALERGENICA TERAPEUTICA - Minerales y vitaminas

Minerales /100 g S100 mli /100 kcal
Sodio mg 150 21.0 30,3
Potasio mig 500 70,0 101.3
Cloro mag 315 444 1 63,8
Calcio mg 400 56,0 81,0
Fasforo mqg 230 32,2 46,5
Relacidn Ca/P 1.7 1.7
Magnesio mg 50 7,0 10,1
Hierro mag 55 0.8 i1
Cinc mq 4.0 0.6 0.8
Cobre Lig 305 42,8 61.8
Yodo g 80,3 11.2 16,3
Manganeso Lg 54 .6 7.6 11 1
Selenio pg 7.0 1.0 1.4

Vitaminas

Vitamina A g 523 232 106
Vitamina D Lg 7.8 5 s 1.6
Vitamina E mag 7.8 14 1.6
Vitamina K Hg 52,0 i) 10,5
Vitamina C mig S | i 10,6
Vitamina Bi Lg 526 74 107
Vitamina B2 Hg 785 110 159
Niacina mg 5,2 5 7 1,1
Vitamina B6& g 525 73,6 106
Ac. Félico g 78,0 10,9 15.8
Vitamina B12 g 2.1 0.3 0,4
Biotina | Mg 16,0 2 3.2
Ac. Pantoténico ug 2347 329 475

Caracterizacion de la formula terapéutica

Una vez disefiada y formulada la nueva férmula terapéutica se procedid a
estudiar la capacidad antigénica y nutricional de la misma, mediante el desarrollo
de ensayos en el laboratorio y un ensayo clinico con lactantes con diagnédstico de

APLV. Los ensayos realizados son los siguientes:

Distribucién de pesos moleculares y peso molecular medio.
Determinacion del nitrogeno no proteico y osmolalidad de la férmula.

Identificacion de péptidos bioactivos en la formula.

a 0 T o

Ensayo clinico con lactantes con APLV mediada y no mediada por IgE.
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a) Distribucion de pesos moleculares, peso molecular medio y aminoacidos libres
Para la distribucidon de pesos moleculares en la férmula terapéutica el
método seleccionado fué una modificacion del método utilizado por
Rosendal y Barkholt, 2000. La puesta a punto y validacion del método
pueden ser consultadas en la tesis de master anteriormente mencionada.
A modo de resumen, se pesaronn 14 gramos de la férmula terapéutica en
polvo y se anadieron 60 ml de agua caliente a 40°C. Se agité durante 10
minutos hasta su completa disoluciéon. Para eliminar la fase lipidica se
centrifugd a 8.000 X G durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras
la centrifugacion la capa lipidica se desechd y el sobrenadante proteico se
filtré con filtros de 0.22 pm. La solucion fue recogida en viales de 1.5 ml
para su posterior analisis en el equipo de cromatografia, en el que se
habian situado dos columnas en serie de exclusion por tamafo

mencionadas anteriormente.

Para el calculo del peso molecular medio se procedid de la misma manera
gue para el cdlculo del peso molecular medio de los hidrolizados y el
contenido en aminoacidos libres corresponderia a la proporcién de pesos
moleculares inferiores a 200 Da encontrados en la distribuciéon de pesos

moleculares.

b) Contenido en nitrégeno no proteico y osmolalidad
El nitrogeno no proteico, fraccion de nitrdgeno soluble sobre nitrégeno
total en acido tricloroacético (TCA), es un parametro util en la
caracterizacion de los hidrolizados. El TCA precipita todas las proteinas y
una fraccion importante de polipéptidos. Cuanto mayor sea el contenido de

nitrégeno soluble en TCA, mayor sera el grado de hidrolisis.

La osmolalidad constituye la medida del numero total de moles de
solutos en un kilogramo de agua y se determind a partir de la disminucion
del punto de congelacion del agua en presencia de solutos. De acuerdo a
la ley de Raoult, |la presidon de vapor de la disolucion sera igual a la presion
de vapor del disolvente, por la fraccién molar del disolvente en Ia

disolucién. De acuerdo con esta férmula, el descenso relativo de la presion
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de vapor es proporcional a la molalidad, si la disoluciéon es diluida. La
presion de vapor depende de la temperatura, estd relacionada con la
tendencia que muestran las moléculas a abandonar el estado liquido y es

un indice de la velocidad de evaporacion.

El método utilizado para determinar la osmolalidad fue una variacién del
método descrito por Pereira da Silva et al. 2008. Se utilizé un osmoémetro
VAPRO model 5600. Vapor pressure osmometer. ELITechGroup Wescor®
Biomedical system. Se disolvieron 9.4 gramos de la formula terapéutica en
60 ml de agua ultrapura MilliQ® caliente. El peso seleccionado correspondia
al factor de reconstitucién de la formula. Se agitdé durante 5 minutos y una
vez transcurrido ese tiempo se realizd su medida en el osmdémetro. El
osmometro aspira 10 pl de la muestra. El sensor mide la disminucion del

punto de congelacién. Los resultados se expresan como mmol/kg.

c) Identificacién de Péptidos Bioactivos en la formula
De acuerdo con la revisidn bibliografica mencionada anteriormente, cabia

la posibilidad de que esta nueva féormula hipoalergénica contuviese
pequefios péptidos bioactivos (pesos moleculares < 1500 Da) y que dichos
péptidos tuviesen alguna funcién inmunomoduladora sobre la respuesta
alérgica o que dispusiesen de alguna actividad antiviral, antibacteriana y/o

antihipertensiva.

Por lo tanto, se procedid a realizar una digestion in vitro de la misma,
simulando la digestién gastrointestinal del lactante y recogiendo el
extracto soluble para la posterior identificacion de péptidos bioactivos. A
continuacion se describen brevemente las dos etapas de este

experimento:

Simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro.
Se disuelvieron 14 gramos de la formula terapéutica en 90 ml de agua
ultrapura MilliQ®. Para la simulacion de la digestidon gastrointestinal, se

aplicd el método desarrollado por Herndandez-Ledesma y col (2007). Se
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tomaron 30 ml de la formula previamente reconstituida, y se trataron con

pepsina y pancreatina.

La férmula fue hidrolizada primeramente con pepsina (E.C 3.4.23.1;
1:10000, 1750 U/mg de proteina, Sigma, Chemical St Louir , MO, USA.
Product Code No. P7000). El pH se ajusté a 3.5 y se mantuvo durante 30
minutos, con una proporcion de enzima-sustrato de 58.8 mg/g de proteina
y con agitacion a 150 rpm. Este proceso de hidrdlisis se inactivd,
ajustando el pH a 7 con NaHCO5; 0.5 M, en un bafo de agua con hielo. A
continuacion se afiadid pancreatina de pancreas porcino, Sigma, Product
Code No. P1750 y se incubd a 37°C con agitacidon durante 60 minutos. En
este caso el enzima se inactivd posteriormente a 95°C durante 15

minutos.

El extracto soluble de la digestidon, obtenido tras centrifugacion durante 30
minutos a 20.000 X g y 5°C, se filtr6 a través de papel de filtro, Whatman
no.41. A partir del sobrenadante se obtuvo la fraccién inferior a 3000 Da,
mediante ultrafiltracién con una membrana de tamafo de corte de 3000

Da Centripep® 3; Amicon, Inc., Beverly, USA

Andlisis e identificacion de los péptidos bioactivos.

Para la separacién e identificacién de péptidos, a partir del extracto soluble
obtenido tras la digestién y ultrafiltracion, se empled un sistema de
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC),
conectado a un detector de masas, cuadrupolo de trampa idnica, Bruker

Dalotnik GmbH, Bremene, Germany

El solvente A estaba constituido por una mezcla de agua vy trifluoroacético
(100:0.37, v/v) y el solvente B con una menor proporcién de
trifluoroacético (100:0.27, v/v). El gradiente de trabajo cambiaba de
manera lineal, desde el solvente B al solvente A, de 0% a 45% en 80
minutos. El volumen de inyeccion fue de 50 pl, la columna cromatogréfica,
Hi-Pore RP-318, de dimensiones 250 x 4,6 mm (Bio-Rad) y el flujo 0.8 ml/

min.
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El flujo en el interior del nebulizador del electrospray fue de
aproximadamente 20 ul/min empleando nitrégeno como gas nebulizador y
de secado. La presion de helio se mantuvo a 60 psi. El intervalo de
adquisicién (m/z) fue de 100-1500 m/z. Los iones fueron escaneados a
una velocidad de 13000 Da/segundo. Los programas informaticos
empleados en la identificacion de los péptidos bioactivos fueron los
siguientes:

Data Analysis (version 3.0; Bruker Daltoniks)

BioTools (version 2.1; Bruker Daltoniks)

Sequence Editor (version 2.1; Bruker Daltoniks)

Estos analisis se llevaron a cabo en el Instituto de Fermentaciones
Industriales (CSIC), Juan de la Cierva, 3. 28006 Madrid, Espana.

d) Ensayo clinico con lactantes con APLV

Se finalizé la validacion de la seguridad, tolerancia y la capacidad
nutricional de la nueva férmula hipoalergénica con el desarrollo de un
ensayo clinico con lactantes diagnosticados. Se disefié un estudio
prospectivo, multicéntrico y nacional con una uUnica cohorte de pacientes,
con APLV mediada y no mediada por IgE. El estudio seguia las
recomendaciones de ESPACI y ESPGHAN 1999, AAP 2000 y actualizadas
por la SEICAP y la AEP 2001, 2008. Los objetivos principales de este
ensayo fueron los siguientes:

« Evaluar la seguridad/tolerancia de la férmula mediante un ensayo de
provocacién con la formula terapéutica.

« Evaluar la seguridad/tolerancia de la férmula en base a la presencia
de episodios de reagudizacion de APLV, manifestados como clinica
cutanea y respiratoria en lactantes con APLV mediada por IgE y de
episodios de reagudizacion de APLV en lactantes con APLV no
mediada por IgE, manifestados como clinica de sindrome
malabsortivo, con esteatorrea y/o creatorrea patoldgicas.

« Evaluar su capacidad nutricional, segun ganancia pondero-estatural.

136



Materiales y Méts

Como objetivos secundarios del estudio:

« Evaluar la capacidad nutricional de la formula hipoalergénica,
mediante indicadores analiticos (hemograma completo, acido félico,
vitamina B12, ferritina, transferrina, VCM, calcio y albumina).

« Evaluar la aceptabilidad de la formula hipoalergénica.

Calculo del tamaifio de la muestra

La poblacion en estudio fueron lactantes entre 0 y 6 meses de edad,
elegidos al azar entre los que acudian por primera vez a la consulta,
sospechosos de sufrir APLV mediada por IgE y que ésta se confirmara
como tal. El tamafio de la muestra debia permitir evaluar la tolerancia
mediante la presencia de episodios de reagudizacion en lactantes con
APLV.

n = Za2xpxq/d2

De acuerdo a esta formula con Za:1.96, p: proporcidon esperada 5%
(p=0.05) ; g:1-p = 0.95; d: precision (en este caso de un 10%), nos did
una n=18. Para estimar la tolerabilidad en este grupo de pacientes con
una precision de 7, un nivel de significacion de 0,05 y asumiendo un 10%
de pérdidas de seguimiento, se requeria una muestra de 18 pacientes. Los

criterios de inclusion y exclusién son descritos en la Tabla 26.

El término “retirada” hacia referencia al hecho de que un paciente no
completase el estudio. Se documentaba el motivo de la retirada prematura
del estudio y debia completarse la valoracion final en el momento de la
retirada del paciente, asi como una explicacién del motivo de la retirada
del estudio y la fecha de abandono. Los motivos por los cuales un paciente
podia finalizar su participacion antes de lo previsto podian ser los
siguientes (Tabla 27).
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Tabla 26. Criterios de inclusiéon y exclusion.

Criterios de Indusion

Criterios de Exclusion

Lactantes que no hayan tomado antes ningun hidrolizado o lo
hayan tomado un maximo de 1 mes antes de iniciar el estudio.

Nifios que hayan retornado a la lactancia materna exclusiva y
mientras continden con ella.

Los criterios clinicos habituales en estas patologias. En alergia
de tipo inmediato, signes dinicos agudos fundamentalmente
cutdneos (urticaria, eritema, angioedema) de aparicion en
relacion con la ingesta de PLV (menos de dos horas de
intervalo), presencia de anticuerpos IgE especificos para leche
de vaca y/o sus proteinas (prick-test o anticuerpos séricos) v,
cuando no esté contraindicada,

prueba de provacacion

positiva, segin los protocolos  diagnosticos  seguidos
habitualmente, En alergia no inmediata, pacientes con cuadros

clinicos v analiticos sugerentes de estas patologias

Lactantes que, en el momento de la inclusion, presenten
signos de malnutricion o cuadro diarreico prolongade (de més
de una semana).

Es requisito imprescindible el consentimiento informado por
escrito previo de uno de los progenitores del paciente o de su
representante legal

Lactantes con otras patologias concomitantes tales como
sindromes de mala absorcion (celiagufa), hepatopatias,
enfermedadas renales (acidosis tubular renal, insuficiencia
renal cronica), hematologicas (hemoglobinopatizs: anemia
falciforme, talasemia), cardiopulmonares (cardiopatias
congénitas, asma, fibrosis guistica), enfermedad infecciosa
SIDA, endocrinopatias (hipotiroidismo) y otras
enfermedades que a juicio del investigador pudigran
enmascarar los resultados del estudio.

cranica,

Tabla 27. Motivos de retirada del estudio.

Criterios de retirada del estudio

Pérdida de seguimiento (Impaosibilidad para contactar con padres/tutares)

Decision de padres/tutares

Decision del pediatra

Reaccion adversa a la introduccion del producto o con posterioridad, manifestada
por un cuadro similar al del motivo de consulta. No es criterio de restirada la
presencia alslada de pruebas cutdneas positivas al producto

Fallecimiento

La formula en estudio se administraba como sustitutiva de la formula

basada en leche de vaca, que deberia estar incluida en la dieta del

lactante. En caso de aparicién de intolerancia al producto se suprimiria

completamente, se terminaba el estudio para ese paciente y se recurriria a

cualquier otro hidrolizado extensivo de PLV existente en el mercado o, en
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caso extremo, a una férmula de aminoacidos (dieta elemental), siempre
previa comprobacion de su tolerancia. En todos los pacientes se instauro la
alimentacién complementaria segun las normas pediatricas habituales en
la actualidad, proporcionando indicaciones de retrasar la introduccion de
aquellos alimentos potencialmente alergénicos, como huevo y pescado,
hasta después de los 18 meses de edad y siempre después de comprobar
gue no existiese hipersensibilidad, es decir, anticuerpos IgE especificos en
piel o suero, para dichos alimentos. Se proporcionaron indicaciones
respecto a evitar el contacto con otros alérgenos (mascotas, etc.) y
ambientes con humo de tabaco y se administraron las vacunas

profilacticas y complementos vitaminicos indicados en nifios normales.

Durante el periodo de seguimiento los lactantes reclutados debian acudir a
un contacto inicial (visital/basal), al mes £1 semana desde la visita basal
(visita 2), a los 2 meses £1 semana desde la visita basal (visita 3) y a los

3 meses £1 semana de la visita basal (visita 4/final).

Variables del estudio
1. Las variables principales del estudio fueron las siguientes:
« Episodios de reagudizacion relacionados y no relacionados con
transgresiones de la dieta indicada. Anotacidon de los episodios de
APLV definidos por la presencia de alguna de las siguientes
entidades clinicas relacionadas, a juicio del investigador, con
alguna de las formas de APLV y especificar las mismas (Tabla
28). El investigador recogia la informacion de esta variable a
partir de la anamnesis a los padres, de la historia clinica o del

diario del lactante.
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Tabla 28. Sintomas clinicos de la APLV

Sintomas dinicos

Erupcion cutanea

Prurnto

Angioedema labial, palpebral
Rinorrea acuosa

Hiperemia conjuntival

Diarrea

Esteatorrea

Rectocolitis hemarragica

Dolor abdominal

Colico

Estrefiimiento

Anafilaxis

Pérdida de peso
Peso estacionado

Vamito

« Ganancia pondero-estatural: Anotacion de peso (gramos), longitud

(cm) y perimetro cefélico (cm), con posterior transformacion a

percentil, segun curva de crecimiento de la OMS.

2. Las variables secundarias del estudio (variables socio-demograficas y
clinicas) fueron las siguientes:

« Variables sociodemogréaficas:

(0]

Edad a la inclusidon: meses mas dias del lactante a la
inclusién en el estudio.

Género del lactante.

Convivencia: numero de hermanos en edad escolar y
numero de adultos que convivian con el lactante en su
domicilio habitual.

Nivel de estudios de los padres

Tabaquismo pasivo: presencia de fumadores en el
domicilio habitual del lactante.

Antecedentes familiares: antecedentes en familiares de
primer grado de dermatitis atépica, urticaria de repeticion,

rinitis alérgica, asma y gastroenteropatias

140



Materiales y Méts

o Variables clinicas:

o Datos perinatales: edad gestacional (semanas), peso al
nacer (kg).

o Tiempo de lactancia materna: lactancia materna exclusiva
si/no y numero de dias que el lactante habia recibido
lactancia materna, si fuera el caso.

o Tiempo de lactancia mixta.

o Formula de lactancia artificial: férmula que estuviese
recibiendo el lactante previamente a su inclusion al
estudio.

o Alimentacidn complementaria: se anotaraba en la visita
basal la alimentacion complementaria recibida
previamente y en el diario del lactante, los alimentos
complementarios que recibian a diario.

o Fecha de diagnéstico de APLV y edad de inicio de la APLV

o Sintomas y signos recogidos en la historia clinica del
paciente: erupcidon cutdnea, prurito, angiodema labial,
palpebral, broncoespasmo, sibiliancias, rinorrea acuosa,
hiperemia conjuntival, diarrea, esteatorrea, vomito,
rectocolitis  hemorragica, dolor abdominal, cdlico,
estrefimiento, anafilaxis, pérdida de peso, peso
estacionado, etc...

o Resultados de los métodos de diagnédstico aplicados
(analitica de sangre, pruebas cutadneas, prueba de
provocacion, etc.).

o Cantidad diaria de férmula hipoalergénica: se anotaraba la
cantidad diaria consumida de férmula en el diario del
lactante.

o Aceptabilidad de la férmula hipoalergénica

Los lactantes con APLV reclutados eran evaluados por el investigador,
asegurando la confidencialidad y el rigor de la investigacién. A continuacion

se detalla toda la informacion relativa al paciente que se recogeria en el
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cuaderno de recogida de datos, CRD, del estudio en cada una de las visitas
realizadas (Tabla 29).

Tabla 29. Variables en las distintas visitas.

Variables del estudio V:;t:a’l Visitas 2y 3 Vl|?;:|214
Edad a la inclusién y género 4
Convivencia X
Nivel de estudios de los padres X
Tabaquismo pasivo X
Antecedentes familiares de alergia X
Caracteristicas clinicas ed proceso p
Fecha y método de diagnastico X
Numero y fecha de episadios de reagudizacion X X
Ganancia pondero-estatural X X
Cantidad diaria de la formula Hera en estudio X X
Lactancia materna X
Formula/Alimentacion complementaria X X X
Determinacion analitica X X
Aspecto de las heces X X X
Aceptabilidad X X
Acontecimientos adversos b4 X
Satisfaccion X X

La evaluacidn beneficio-riesgo para los sujetos de investigacion, sostenia
gue el lactante que participase en el estudio, recibiria una férmula
hipoalergénica, desarrollada con los controles previos de seguridad, con
resultados satisfactorios, realizados en estudios in vitro e in vivo de
antigenicidad, y con una composicion de la formula regulada por la
normativa de formulas de inicio y continuaciéon. Su participacién en el
estudio ayudaria a extraer conclusiones que serian de interés en el futuro

para el manejo la APLV.

En cuanto a la confidencialidad de los datos, antes de la inclusién de un
paciente en el estudio, se les informaba a los padres, acerca de los

objetivos del estudio, la metodologia a seguir durante el estudio, y la
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confidencialidad de los datos. Los padres fueron informados sobre su
derecho a poder retirarse del estudio en cualquier momento, sin que por
ello resultase perjudicada la relacion médico-paciente. Se les proporcioné
una hoja de informacion y un ejemplar del consentimiento informado. El
consentimiento informado debia ser aceptado y firmado por uno de los
progenitores del lactante o su representante legal. La informacion
referente a la identidad de los pacientes se consideraba confidencial a
todos los efectos. La identidad de los pacientes no seria desvelada ni
divulgada. Los datos de los pacientes recogidos en el CRD debian
documentarse de manera andénima, vinculandose a un cédigo y niumero de
paciente, de manera que Unicamente el investigador podia asociar tales
datos a una persona identificable. El desarrollo del ensayo, cumplia lo
establecido en la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre de ‘Proteccion
de Datos de Caracter Personal’. La base de datos que generd el estudio no
contenia identificacidon alguna del paciente, excepto un cédigo numérico
por el que no era posible desvelar su identidad. Dicha identidad quedaba
siempre entre la relacion médico-paciente y no podia conseguirse sin el
consentimiento de ambos. Se recogieron las hojas originales del CRD una
vez completado el mismo, quedandose el investigador las copias que
debeia guardar y archivar confidencialmente. El investigador principal de
cada centro fue el responsable de mantener un archivo del estudio que
contendria, al menos, los datos de identificacién del paciente.
Se consideraron acontecimiento adverso grave a toda experiencia adversa
en relacién al consumo o no de la formula hipoalergénica, que producia
alguno de los siguientes resultados:

0 Muerte.

o Acontecimiento adverso potencialmente mortal.

o Incapacidad o invalidez permanente o significativa.

o Hospitalizacién o prolongacién de una hospitalizacién previa.

También se consideraron acontecimientos adversos graves aquellos que
segun un criterio médico adecuado, podian poner en peligro al paciente o
requerian intervencion médica o quirdrgica para prevenir una de las

situaciones mencionadas. Ejemplos de tales acontecimientos fueron: el
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broncoespasmo alérgico que requiriese tratamiento intensivo en una
unidad de urgencias o en el domicilio, las discrasias sanguineas o
convulsiones que no precisasen la hospitalizacién del paciente, o el
desarrollo de una dependencia farmacoldgica o abuso de farmacos. El
investigador debia evaluar la relacion de todo acontecimiento adverso con
el uso de la férmula hipoalergénica, basandose en la informacion

disponible y en las siguientes directrices (Tabla 30):

Tabla 30. Evaluacion de la relacion consumo formula en estudio con la aparicion
de un acontecimiento adverso.

Directrices

Relacion improbable: no hay asodacion temporal o se ha identificado la causa del acontecimisnto, o
ésta no puede atribuirse al producto del estudio

Posiblemente relacionado: existe asocdacion temporal, pero la causa es probablemente de otra
etiologia; no obstante, no puede descartarse la implicacion del producto del estudio

Probablemente relacionado: existe asociacion temporal y son posibles otras causas, aungue
improbables

El investigador debia notificar al promotor todos los acontecimientos
adversos graves, se consideren o no relacionados con el producto en
estudio o esperados, utilizando una hoja de notificacion de
acontecimientos adversos graves, con la maxima brevedad posible. La
valoracion de la gravedad de los acontecimientos adversos se baso en las

siguientes definiciones (Tabla 31).

Tabla 31. Gravedad de los acontecimientos adversos.

Valoracion de la gravedad -Sintomas dinicos

Leve: Se tiene conocimiento del signo, sintoma o acontedmiento, pero éste se tolera faclmente

Moderade: Existe malestar suficiente como para interferir en la actividad habitual.

Grave: Produce incapacidad para realizar las actividades habituales o afecta significativamente al estado
clinico v justifica una intervencian. También incluye acontecmientos potencialmente mortales (riesgo

inmediato de muerte), falecimientos, hospitalizaciones o prolongacion de una hospitalizacion previa.

Métodos de diagndstico de la APLV
Los métodos de diagndstico de APLV mediada por IgE empleados, fueron
los siguientes:

« Determinacion de IgE especifica.
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« Determinacion de IgE total.

« Pruebas de provocacién oral.

La determinaciéon de IgE especifica se realizd por prueba cutanea vy,
siempre que fuese posible, por cuantificacion de anticuerpos IgE

especificos en suero.

La prueba cutanea, método de puncidon (prick test), se realizaba sobre la
cara volar del antebrazo, con lectura a los 15 minutos. Se valord segun los
criterios habituales, EAACI Position Paper. Allergen standarization and Skin
test: semisuma del didmetro maximo de la papula y de su ortogonal. Se
considerd positiva una papula igual o mayor de 3 mm de didmetro. Se
utilizaron como controles de positividad, clorhidrato de histamina (10 mg
ml) y de negatividad, solucién salina tamponada a pH 7,2 y 50% de
glicerina. Los antigenos para la prueba cutanea fueron:

+ Comerciales para leche de vaca completa, clara de huevo y pescado
(bacalao).

« Antigenos de proteinas de leche de vaca (B-lactoglobulina, a-
lactalbumina, caseina y seroalbUmina bovinas) a una concentracion
final de 10 mg proteina/ml en solucidn salina glicerinada.

« Extracto del hidrolizado estudiado, a una concentracién de N
proteico equivalente a 10 mg proteina/ml en soluciéon salina

glicerinada.

Se realiz6 la determinacion de IgE especifica en suero, para los antigenos
indicados. El método utilizado fue el sistema CAP, Phadia Immunocap o
similar. Se consideraron positivos valores superiores a 0,35 kUA/L. Si se
utilizaba un procedimiento distinto al CAP, deberian transformarse los
resultados, con el fin de que fuesen comparables entre los distintos
pacientes. La determinacién de IgE total fue prescindible. Se utiliz6 un

sistema con limites de determinacion entre 1 y 2000 kU/L de IgE.

Las pruebas de exposicidn, tolerancia o provocacién se realizaron en una

unidad de provocacion dotada de medios de tratamiento e intervencion
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apropiados. El lactante debia presentar buen estado general, sin ningun
proceso intercurrente. Se efectuaron por procedimiento abierto. La prueba
de provocacion diagnédstica o de tolerancia en la evolucion con leche de
vaca, se realizd por un procedimiento lento, con el fin de evitar al maximo
las reacciones intensas:

10 dia: férmula de leche para lactantes en dosis creciente, 2, 5y 10

ml con intervalos de 90 minutos.

20 dia, 25 ml.

30 dia, 50 ml.

40 dia, 100 ml.

En cada ocasién, el paciente permanecia en observacion un minimo de 4
horas a partir de la Ultima toma de cada dia. Si en cualquiera de estas
tomas se producia reaccidbn se interrumpia la provocacion y se
administraba el tratamiento adecuado, si era necesario. Se considerd
positiva la prueba de provocacidon cuando aparecian signos cutaneos
(urticaria, angioedema, eritema, rash), gastrointestinales (vomitos o
diarrea), respiratorios (rinoconjuntivitis, broncoespasmo) o generalizados
(anafilaxia) durante las dos horas siguientes a la toma del alimento. Si se
lograba buena tolerancia con 100 ml, el paciente continuaba con
alimentacién libre en casa en la forma habitual, confirmando la tolerancia
a los 15 dias mediante llamada telefénica. La prueba diagndstica de
provocacion o exposicion a leche de vaca no se realizd, por considerarse

contraindicada, en las siguientes circunstancias (Tabla 32).

Tabla 32. Casos en los que no se realiza la prueba de provocacion oral.

[ CONTRAINDICACIONES DE LA PRUEBA DE ANAFIL AXIA

»  Cuadros de anafilaxia generalizada o edema de glotis, en relacién con PLV

. Episadios de urticaria v/o angioedema generales, aparecidos antes de transcurrir 60 minutos de
la ingestion de PLV, repetidos dos o mas veces, sin gue hayan pasade mas de tres meses desde
el Ultimo episodio. Deben acompafiarse de pruebas cutdneas positivas (> 3 mm) y de IgE

especifica para PLV superior a 0,35 kU/L.

. Otras situaciones que se acompafien de IgE especifica para leche de vaca o sus proteinas

superior a 3 kU/L, ya que la probabilidad de que la provocacion sea positiva es del 90%
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En la valoracidon del crecimiento y desarrollo de todos los lactantes con
APLV incluidos en el estudio, se realizaron las medidas antropométricas
habituales de seguimiento de lactantes. Se utilizaron las Tablas de
crecimiento de la OMS:

« Peso (gramos) (percentil, porcentaje peso estandar, peso-edad)

« Longitud (centimetros) (percentil, porcentaje talla estandar, talla-

edad)
« Perimetro cefélico (centimetros)

« Composicién corporal (peso-talla, indice de masa corporal)

Mediante los formularios de alimentacion (Tabla 33) y el formulario de
recogida de episodios adversos (Tabla 34) encontrados en el CRD del
lactante, se completaron los datos de valoracién de tolerancia y aceptacion

de la féormula.

Tabla 33. Ejemplo formulario de alimentacion en CRD del lactante.

FECHA:—/—/— Dia/mes/ano

Cantidad de férmula Alimentacion _ Solo toma
en mil complementaria formula

Tabla 34. Ejemplo formulario de episodios adversos en CRD del lactante.

FECHA PRIMER EPISODIO: / /! (dia/mes/aiio)

Tratamient L camserre i

Epl§od|o de alergia ol Sitio o centro de atencion del
proteinas de la lecha de vaca o - *
tratamiento

o Casa o Sif

o Dermatitis atopica/ erupcion | o Consulta pediatria hospital e o No
cutanea o Consulta pediatria atencion o No o Sospecha
primmaria (no
o Urticaria aguda/ habones en el| 5 Urgencias atencién primaria cEothrtasyin)
cuerpo o Urgencias hospital
o Otros:

o Angioedema, hinchazdn
parpados, labios

o Estrefiimiento

o Diarrea

o Esteatorrea

o Vamitos

0o Dolor abdominal/ colico v
retortijones

o Broncoespasmo/ sibilancias/
pitos/ dificultad para respirar

o Rinoconjuntivitis/ mucosidad
acuosa, ojos enrojecidos

o Perdida de peso/ Sin cambios
en el peso

o Otros:
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Experimento 2. Estatus Nutricional de los AGPI-CL w-3 y -6

De acuerdo a lo expuesto en la revision bibliografica, y a nuestro interés en
ampliar la evidencia cientifica sobre el papel que podian estar ejerciendo los
AGPI-CL, DHA y AA, en el tratamiento o prevencion de las alergias, se pretendid
en este trabajo determinar el contenido en la membrana de los eritrocitos en
DHA y AA, antes y después de tratar durante tres meses consecutivos a una
cohorte de lactantes con APLV, con una férmula hidrolizada enriquecida con AA y
DHA en una proporcion 1:1 y una concentracion de 0.5 gramos de estos acidos
en 100 gramos de grasa total.

Toma de muestras en los centros hospitalarios

Para realizar estos analisis de AGPI-CL en la membrana de los eritrocitos se
disefid un protocolo de toma de muestras de plasma y eritrocitos, a aplicar por

los responsables en los centros hospitalarios.

Para obtener los eritrocitos se centrifugaba la sangre (aproximadamente 1 ml) a
1700 x g durante 10 minutos y se retiraba el sobrenadante (plasma) en un tubo
eppendorf Safe-Lock Tubes (1.5ml) y la capa blanca de células (gldobulos
blancos). El anticoagulante utilizado para las muestras fué EDTA-tripotasico. Al
precipitado de eritrocitos (si se obtenia 1 ml de sangre en realidad se obtendrian
alrededor de 0.5 ml de pellet) se debia afiadir inmediatamente después de la
centrifugacion y tras la separacién del suero, 3 ul de la disolucién de tocoferol (la
adicion de vitamina E debia ser alrededor de 1000 ppm en el pellet de
eritrocitos). Después de la adicién tenian que agitar suavemente para
homogeneizar la muestra y congelar a -80°C (o en su defecto a -30°C), hasta su
envio al laboratorio de analisis donde se extraian las membranas de eritrocitos.
Los eritrocitos se podian congelar en un tubo eppendorf o en el mismo tubo de
centrifuga, y el plasma separado en otro tubo eppendorf, para el analisis de

citocinas.

La disolucién de acetato de a-Tocoferol se prepard disolviendo acetato de a-
tocoferol en metanol al 40%, es decir, 400 pl de tocoferol acetato hasta 1 ml con

metanol. La disolucion se mantuvo en refrigeracién entre 2-6°C y se renovaba
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cada 2 meses. Esta disolucion se prepard en el Instituto de Nutricién Infantil
Hero y se distribuia a los centros hospitalarios seleccionados.
Finalmente, las muestras de eritrocitos y citocinas eran almacenadas a -80 °C

(en su defecto a -30°C) hasta su posterior envio al laboratorio de analisis.

Analisis de los AGPI-CL en la membrana de los eritrocitos
Obtencion de membranas de eritrocitos

Para obtener las membranas de eritrocitos se centrifugd la sangre a 1700 x g
durante 10 min y se retird el sobrenadante (plasma) y la capa blanca de células
(glébulos blancos). El botdén de glébulos rojos se lavd con igual volumen de
tampon isotdnico Tris 0.173 M pH 7.6, mezclandolo con cuidado por inversion
para no romper las membranas y se centrifugd a 1700 x g, durante 10 min, a
40C. Se elimind el sobrenadante y se repitié el lavado dos veces mas, de igual
manera y con el mismo tampdn isotdnico. La hemolisis de los glébulos rojos se
llevd a cabo afiadiendo 1 o 2 ml de tampdn hipoténico Tris, agitandolo vy
centrifugandolo a 20000 x g, durante 20 min, a 4°C. El precipitado que se
obtuvo se lavd sucesivas veces con 30 ml de tampdn y se centrifugd a 20000 x

g, 20 min a 4°C hasta que las membranas quedaron totalmente limpias.

Extraccion lipidica de membrana de los eritrocitos

En tubos pirex se adiciond al residuo de membranas correspondientes a 3 ml de
sangre, 4 ml de hexano-isopropanol 3:2 con 25 mg/l de BHT (opcional afadir 1
ml de HCI 0,01 N para precipitar las proteinas y 0,1 ml de MgClI2 al 0,25% como
antiemulsionante). Se agitdé en un vortex, Test tube shaker. Yellow line by IKA®,
la mezcla durante un minuto y se centrifugd a 1500 x g (3000 rpm) durante 10
minutos a 4°C. Se obtuvieron dos fases: una inferior acuosa y otra superior con
los lipidos y el hexano. Se separd la fase superior (sin agotarla). La fase acuosa
se extrajo 3 veces con 4 ml de hexano, agitando la mezcla durante un minuto y
centrifugandola a 1500 x g (3000 rpm) durante 10 minutos a 4°C, recogiendo la
fase organica sobre los tubos pirex, pudiendo conservarla a -20°C hasta

posterior manipulacion (24h).
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Determinacion de AGPI-CL en la membrana de los eritrocitos

La cuantificacion de los ésteres metilicos de los acidos grasos se realizd por
cromatografia gas-liquido. Cuando se procesaban las muestras, se evaporaba el
hexano con N, y se resuspendian en 75-200 pl de hexano: metilterbutiléter:
acido acético (100:3:0,3), inyectandose 1 pl en la columna del cromatégrafo de
gases Hewlett-Packard 5890A (USA), equipado con una columna capilar
SUPELCO PHASE SPTN2330 F.S. de 60 metros de longitud y 0.32 mm de
didmetro interno, impregnada con 0.20 uym de espesor de la fase estacionaria
biscianopropilfenil polisiloxano. El sistema de inyeccidn, debia estar en la
modalidad "spliter" y con una relacion de particion de 1:60. Las condiciones de

flujos de gases para el analisis cromatografico fueron las siguientes:

Los flujos de los gases del detector son:
Hidréogeno 30 ml/min

Aire 400 ml/min

Nitrégeno 4 ml/min

Flujo del gas portador (Nitrégeno):
Flujo de entrada 60 ml/min

Flujo en columna 1 mil/min

La separacién cromatografica se llevd a cabo en gradiente de temperatura,
durante 40 minutos:

Temperatura del inyector 200 °C

Temperatura del detector 250 °C

Programa de temperatura en el horno cromatografico:

5 min a 160°C

15 min hasta 190°C (2°C/min)

10 min hasta 220°C (3°C/min)

12 min a 230°C (15°C/min)

El calculo del factor de respuesta para cada uno de los acidos grasos se realizd a

partir de las soluciones patron de cada uno de los acidos grasos.
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Experimento 3. Biomarcadores de tolerancia antigénica

En este experimento se pretendia estudiar el papel de los AGPI-CL, DHA y AA en
el tratamiento de la APLV, mediante el andlisis de citocinas proinflamatorias,
proalérgicas y reguladoras en muestras de plasma. Para ello, y puesto que el
perfil de citocinas en plasma es un indicador del estado o evolucién del sistema
inmunitario del lactante alérgico, se determinaron los niveles de citocinas (IL-13,
IL-4, IL-8, IL-10, IL-17A, IFN-y y TGF-B) en plasma, tras el diagndstico de la
alergia y transcurridos tres meses de tratamiento nutricional. Se estudid si
existia algun efecto beneficioso atribuido al tratamiento nutricional con DHA y AA
en los lactantes con APLV, estudiando si existia correlacién entre el perfil de
citocinas en plasma y el contenido de AA y DHA en la membrana de los

eritrocitos.

Determinacion de citocinas en plasma

Para la determinacién de citocinas en plasma se establecié un protocolo de toma
de muestra proporcionado a los hospitales participantes en este ensayo clinico.
Este protocolo de toma de muestras de citocinas se ha descrito en el
experimento 2. Los tubos eppendorf con las muestras de plasma fueron

congelados a -80°C hasta su posterior envio a los laboratorios de analisis.

Posteriormente, y una vez recepcionadas las muestras en el laboratorio de
analisis, se determinaron los niveles de citocinas y factores de crecimiento IL-13,
IL-4, IL-8, IL-10, IL-17A y TGF-B en plasma, mediante deteccién simultanea de
multianalitos utilizando Kits de ensayo MILLIplex y la Tecnologia xMAP de
Luminex, el sistema completo incluyé el Luminex 200, la plataforma XY para
placas, y el sistema de suministro de fluido Luminex SD, software IS y PC.
Luminex® Corporation. Dicha tecnologia se realiz6 a través de un proceso que
coloreaba microesferas de polietileno de 5.2 pm con dos fluorocromos; la
utilizacién de diferentes proporciones de estos fluorocromos permitié colorear de
manera diferente hasta 100 tipos diferentes de microesferas a las cuales se unia
un anticuerpo de captura especifico para un biomarcador y que podian ser

identificadas con un laser. Esta metodologia permitiéd el analisis cuantitativo de
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varios biomarcadores utilizando una cantidad de muestra muy reducida (25-50 pl
de plasma o suero). Se utilizaron anticuerpos de la firma LINCOplex™

correspondientes al panel de citocinas.

El kit utiliza una curva estandar con concentraciones que varian entre 3.2 vy
10,000 pg/ml, si bien cada uno de los analitos tenian una concentracion minima
detectable caracteristica de cada uno de ellos, concentraciones que se indican a
continuacion (Tabla 35). Los valores de concentracién menores a 3.2, es decir,
por debajo del valor de concentracion del estdndar 1, se obtenina por
extrapolacion del propio aparato y si hubiera alguno inferior al limite detectable
para cada analito, que también puede suceder, seria un valor "dudoso", aunque

se obtuviese por extrapolacion.

En el caso del TGF-B, la curva tenia unas concentraciones que oscilaban entre

9.8 y 10,000 pg/ml, siendo la concentracién minima detectable de 10 pg/ml.

Tabla 35. Concentracion minima de citocinas detectable.

S g e

1L-4 &5

IL-13 13
IL-17A 0.7

1L-8 0.4

IFN-y 0.8

IL-10 14

TGF-B 10

Estos andlisis se llevaron a cabo por el grupo CTS-461 del INYTA, en el Centro de
Investigacién Biomédica, Universidad de Granada, Campus de la Salud, 18071

Granada, Espafa.
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Analisis estadistico de los resultados

Andlisis estadistico de la calidad proteica
La evaluacién de la calidad proteica de los hidrolizados, CE90STL y WESOBG, se

evalu6 mediante ANOVA de una via. Valores de p<0.05 se consideraron
significativos. Las comparaciones de medias entre grupos especificos, se
realizaron mediante un test de Bonferroni, cuando las varianzas eran iguales o
mediante el test de Tamhane, cuando fueron desiguales. Para la determinacion
de la igualdad de varianzas se realizd un test de Levene. Todos los calculos
estadisticos se llevaron a cabo usando el programa estadistico SPSS 18.0 para

Windows.

Andlisis estadistico del contenido de proteina inmunoreactiva
Los resultados obtenidos en la cuantificacion de la proteina inmunreactiva, se

expresaron como la media + desviacién estandar.

Andlisis estadistico del ensayo clinico
Caracteristicas sociodemogrdficas y clinicas de la poblacién
Se realiz6 un analisis descriptivo de las caracteristicas sociodemograficas y

clinicas de la poblacion de estudio. Para describir variables continuas se utilizé la
media, desviacién estandar, minimo, mediana, maximo y recuento de casos
validos y en el caso de variables categdricas el nimero y porcentaje para cada

categoria de respuesta.

Variable principal
Para la evaluacidn de la tolerabilidad se describi6 el porcentaje de pacientes con

episodios de reagudizacidon de APLV en cada visita de estudio y el porcentaje de
pacientes con aparicién de nuevos episodios en alguna de las visitas de
seguimiento respecto la visita basal. Para cada uno de los porcentajes se calculd
también el intervalo de confianza del 95%. También se describié el nimero y
caracteristicas de los episodios de reagudizacién de APLV, en cualquiera de sus
formas, presentados durante el periodo de seguimiento en cada una de las

cohortes de pacientes.
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Para evaluar la capacidad nutricional se describié la ganancia pondero-estatural
del lactante durante el periodo de seguimiento, mediante la mediciéon del peso,
talla y perimetro cefdlico. Estas medidas se expresaron como puntuacion
estandar o Z, que indica el numero de desviaciones estandar que se encuentran
por encima o por debajo de la media del valor de referencia utilizado para una
medida determinada en relacién con las medidas de referencia de las Tablas de

crecimiento de la OMS

Variables secundarios
Se describia el nivel de aceptacién de la formula hipoalergénica por parte de los

lactantes. La cantidad de formula hipoalergénica y la alimentacion
complementaria diaria ingerida por los lactantes. Para éste propdsito se describia
la cantidad diaria media de féormula hipoalergénica consumida y el nimero y

porcentaje de lactantes con alimentacion complementaria.

Aspectos analiticos generales
Para el analisis de los datos se utilizd el programa estadistico SPSS 18.0 para

Windows. En todas las pruebas estadisticas realizadas con las variables de
resultados se utilizard un nivel de significacidon estadistica de 0,05. Se utilizaron
técnicas estadisticas preliminares a la realizacion de las pruebas descritas en los
apartados anteriores para asegurar el cumplimiento de los supuestos
estadisticos. En el caso de que no se cumpliesen los supuestos establecidos se
utilizaron pruebas equivalentes que no presentasen dichas limitaciones, como

son las pruebas no paramétricas.
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Experimento 1. Caracterizacion antigénica y nutricional de la formula.

A continuacion se detallan los resultados obtenidos durante la validacion de la

formula hipoalergénica, desde el punto de vista antigénico y nutricional.

Caracterizacion antigénica y nutricional de los hidrolizados

Caracterizacion de los hidrolizados

La Tabla 36 representa la distribucién de pesos moleculares de ambos hidrolizados,
asi como el peso molecular medio. Se observa como todos los péptidos contenidos

presentaron pesos moleculares inferiores a 3000 Da.

Tabla 36. Distribucion de Pesos Moleculares en los hidrolizados.

o CE90STL WERDHC
e e Hidrolizado de Caseina Hidrolizado de Suero
> 3000 Da 0.00 0.00
3000-2500D3 510 0.00
2500 - 1000 Da 15.24 49.00
< 1000 Da 79.66 51.00
Peso molecular medio 607 870

El contenido de las proteinas lacteas, B-lactoglobulina y caseina, se describe en la
Tabla 37. Dichos contenidos se encontraron cerca del limite de deteccién de los
métodos ELISA empleados.

Tabla 37. Contenido en proteinas inmunoreactivas.

CE9DSTL WESOBG
% Distribucion . . . .
_Hldrullzadu de Caseina Hidrolizado de suero
B- lactoglobulina mag/kg 0.73 1.97
Caseina mag/kg 1.22 Hi5
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Caracterizacién in vivo- Valor biolégico de los hidrolizados

La Tabla 38 muestra los resultados obtenidos para los distintos indices de calidad
nutricional en cada una de las fuentes proteicas estudiadas. Los principales

resultados fueron los siguientes:

Tanto el grupo alimentado con la dieta que contenia el hidrolizado de suero
(WE80BG) como el grupo alimentado con dieta que contenia el hidrolizado de
caseina (CE90STL) presentaron un valor del indice de utilizacion neta de la proteina

(NPU) inferior al grupo de referencia.

La ingesta de proteina fue ligeramente superior (P= 0.106) en los grupos que
tomaron los hidrolizados y el incremento de peso tendié a ser menor (P= 0.087),

pudiéndose deber al menor valor bioldgico de la proteina de los hidrolizados.

Tabla 38. indices de calidad proteica.

CE90STL WESOBG CASAIN93
chV 92.44+0.52b G92.04+0.19b 94.62+0.32= < 0.001
VB 75.27+2.04b 72.99+1 850 85.64+1 .46#= < 0.001
NPU £9.55+1.79b 67.78+1.71°F 81.01+1.24= < 0.001
PER 3.69+0.09° 3.62+£0.078 4.14+0.11= 0.001
PER % 89 87 100
Ingesta 1.45£0.08 1.45+0.08 1.32+0.14 0.106
g/proteina/dia
Incremento Peso 4.853+0.52 4.85+0.56 5.47+£0.85 0.087
gfrata/dia

CDV: Coeficiente de digestibilidad verdadera. NPU: Utilizacién neta proteica. VB: Valor bioldgico.
PER: Coeficiente de eficacia en crecimiento. Los valores que no comparten una letra superindice

son significativamente diferentes p < 0,05.

El valor biolégico de la proteina (VB) para ambos casos fue superior al 70% vy el
coeficiente de eficacia en crecimiento (PER) fue superior a 2.5. En consecuencia
cumplian con los requerimientos establecidos para ser considerados como fuente

adecuada de nitrégeno amino para la nutricion humana (Acta Paediatrica, 1977).
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El coeficiente de digestibilidad verdadera (CDV) y la utilizaciéon neta de la proteina
(NPU) en los hidrolizados disminuyé respecto al grupo de la caseina, por eso se
puede decir que la hidrdlisis ejercia un efecto negativo sobre ambos,
probablemente debido a la competencia por los transportadores intestinales entre
los aminoacidos libres; también podria deberse a la alteracién de los aminoacidos
por efecto del tratamiento, pero es relativamente poco probable debido al bajo

contenido en hidratos de carbono de los hidrolizados.

Caracterizacion in vivo- Prueba de anafilaxia sistémica con los hidrolizados

Los resultados obtenidos en la evaluacion de anafilaxia sistémica se muestran en la

Tabla 39. Los principales resultados fueron los siguientes:

En el grupo de cobayas sensibilizado via oral con proteina de suero, al ser
practicada la prueba de anafilaxia sistémica con la proteina intacta (suero), todos

los animales experimentaron la muerte.

En el grupo de cobayas sensibilizado oralmente con caseina, al practicarles la
prueba de anafilaxia con la proteina (caseina), un animal resulté muerto y el resto

se caracterizaron por el enrojecimiento de las orejas y el erizamiento del pelo.

Los grupos de animales a los que se les administrd la solucidon con los hidrolizados
no experimentaron sintomas durante la administracién ni en la prueba de anafilaxia

al igual que el grupo control negativo, al que se les administrd agua.
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Tabla 39. Resultados de la evaluacién de anafilaxia sistémica en cobayas sensibilizadas por

via oral (Criterio de puntuacion).

I Grupo \ WH ‘ w l CH
I Anafilaxia l w WH W WH C CH
Animal 1 0 5 0 2 0
Animal 2 0 5 0 2 0
Animal 3 0 5 0 3
Animal 4 ] 5 0 2
Animal 5 0 5 0 5
Animal 6 0 0 0 0
Animal 7 0 0 0 0
Animal 8 0 0 0 0
Animal 9 0 0 0 0
Animal 10 0 0 ] 1]

Grupos: WH (hidrolizado de suero); W (suero); CH (hidrolizado de caseina); C (caseina); CH
(caseina hidrolizada); 0 (ausencia de reaccion); 1 (Dificultad para respirar o enrojecimiento del
pabellon auditivo o pelo erizado); 2 (los 3 sintomas anteriores); 3 (pérdida de control muscular); 4

(convulsiones coma); 5 (muerte)

Los resultados derivados de la validacidn de los hidrolizados, mostraron que se
trataba de dos hidrolizados extensos aptos para la fabricacion de formulas
extensamente hidrolizadas, destinadas al tratamiento de APLV, desde un punto de

vista nutricional y antigénico.

Caracterizacion antigénica y nutricional de la nueva formula

Caracterizacién de la férmula terapéutica

En la Tabla 40 se detallan todos los parametros analiticos relacionados con la
reducida antigenicidad de la formula. El peso molecular medio de la férmula
terapéutica fue inferior a 1000 Da, y el maximo peso molecular encontrado de un
tamano de 2150 Da. El porcentaje en aminoacidos libres, definido por la proporcion
de pesos moleculares inferiores a 200 Da, fue del 3% vy el porcentaje de péptidos
pequenos del 97%.
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Tabla 40. Parametros relacionados con la reducciéon de antigenicidad de la formula

terapéutica.

Parametros analiticos
Distribucion de Pesos Moleculares %o
> 3000 Da 0.00
3000-1000 Da 36.00
< 1000 Da 64.00
Aminoacidos libres PM < 200 Da 3.00
Peso Molecular medio Da 989
Maximo peso molecular Da 2150
Osmolalidad mOsm/kg 345
Nitrégeno no proteico (% N total) 100
Proteinas inmunoreactivas mg/kg pg/l
B-lactoglobulina 1.6 224
Caseinas 0.6 84

La osmolalidad de la formula cumplid con los criterios establecidos por AAP, es
decir, valores inferiores a 400 mOsm/kg. La osmolalidad de estas formula fue
ligeramente elevada debido al contenido en lactosa y no al de aminoacidos libres. El
porcentaje de nitrégeno no proteico sobre nitrégeno total en esta formula, era del
100%, lo que nos indica un grado de hidrdlisis elevado y sostiene la ausencia de
trazas de proteinas. El contenido en proteinas inmunoreactivas (B-lactoglobulina y
caseinas) analizado mediante ensayos ELISA, se aproxima al detectado en el

analisis de los hidrolizados utilizados en su fabricacion (ver Tablas 37 y 40).

Identificacion de péptidos bioactivos en la formula

Se obtuvo un permeado con un contenido elevado de péptidos. Se seleccionaron en
el cromatograma un total de 75 fragmentos peptidicos, de peso molecular inferior a
1000 Da (Tabla 41)(Figura 26):

Un 73% de los fragmentos procedian de proteinas séricas (51% -
lactoglobulina, 13% seroalbuminas, 12% lactoferrinas, 1% «a-

lactoalbumina)
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Un 27% de los fragmentos eran derivados de las caseinas (9.3 % asl-
caseinas, 1.3% os2-caseinas, 9.3% B-caseinas y 2.7% x-caseinas).

Un 50% de los péptidos inferiores a 1000 Da fueron fragmentos derivados
de la B-lactoglobulina, sabiendo que esta proteina que constituye el 60%
del suero (SCF 2003)

B g-lactoalbimina
B Seroalbumina

B B-lactoglobulina
B [actoferrina

B asl- caseina

B qs2- caseina

& B-caseina

k- caseina

Figura 26. Origen proteico y proporcion de péptidos (PM<1000 Da) en la formula
terapéutica - HPLC-MS.

Los fragmentos peptidicos identificados en la base de datos BioTools (version 2.1;

Bruker Daltoniks)’ se resumen en las Tablas 422 y 42°,

14 fragmentos proteicos con actividad inhibidora de la ACE.
6 fragmentos derivados de la B-caseina.
8 fragmentos derivados de la p-lactoglobulina.
Un péptido, VLNENL, que podria albergar una capacidad inmunomoduladora vy
antibacteriana (Tabla 42°)

Otros péptidos con actividad antiviral, antibacteriana, antimicrobiana (Tabla 42°)
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Tabla 41. Péptidos identificados en la férmula terapéutica - HPLC-MS.

Fragmento
Proteico

SLAMA

mfz

4931

Peso observado
Da
492 1

Proteina

B-lactoglobulina

DLIWK 6743 673,3 +1 lactoferrina
EILLO 614 4 6£13.4 +1 B-lactoglobulina
TAEVEKDAL 988 4 9874 +1 serpalbumina
SLAM 4212 4202 +1 B-lactoglobulina
IPAV 3993 3983 +1 B-lactoglobulina
PMGILR 687,4 686,4 +1 lactoferrina
KKADA 533.2 532.2 +1 lactoferrina
LDAQSAPL 814.3 813.3 +1 B-lactoglobuling
EMPFPK 7483 7413 +1 [-caseina
LSFNPTO 806,3 805,3 +1 B-lactoglobulina
ASDISL 605.3 604,3 +1 B-lactoglobulina
AASDISL 6763 6753 +1 f-lactoglobulina
NSAEER 7854 7844 +1 asl-caseina
EERLH 6834 6824 +1 0s1-caseina
ALPMHI 6814 680.4 +1 B-lactoglobulina
IPAVFK 674,3 673,3 +1 p-lactoglobuling
TPEVDDEALEKFDK 818,3 1634,6 +2 B-lactoglobulina
VAGTWY 696.3 695,3 +1 B-lactoalobuling
IPMGILR 799 4 7984 +1 lactoferrina
DKGACLL 719.3 718.3 +1 seroalbimina
MEAES 646,3 645,3 o asl-caseina
VVPPFLO 7994 798,4 +1 B-caseina
SFNPTOL 8063 805,3 +1 B-lactoalobuling
VRGPFPI 7864 7854 +1 f(-caseina
ELSKDIGS 928.5 927;5 +1 as1-caseina
PAVFKI 6754 6744 +1 B-lactoglobulina
VLVLDTDY 937 4 9364 +1 B-lactoglobulina
TALVELLK 886.5 885,5 +1 seroalbimina
LSFMAIL 6814 6804 +1 K-caseina
INTVOVT 1754 7744 +1 K-caseina
IPAVF 546,3 545.3 +1 B-lactoglobuling
YLLFCM 7893 788.3 +1 B-lactoglobulina
MGLIVN 646,3 645,3 +1 lactoferrina
EVDDEALE 919.5 918,5 +1 B-lactoglobulina
LSFNPTOL 919,5 918,5 +1 P-lactoglobuling
REKVL 6454 644 4 +1 serpalbimina
LHLPLP 6894 5884 +1 [B-caseina
NLLRFF 809,35 808,3 +1 asl-caseina
YLLFCMEN 1032.5 10315 +1 B-lactoglobulina
KFLDDDL 8654 8644 +1 a-lactoalbumina
LHLPLPL 802,5 801,5 +1 B-caseina
DKLKHL 735,3 734,3 +1 seroalbumina
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Tabla 41 Continuacion. Péptidos identificados en la formula terapéutica - HPLC-MS.

Fragmento ‘ | Peso observado | " :
Pr%teico | Da )} Carga Proteina
KQlK 516,3 5153 +1 seroalblimina
LNENK 6173 616,3 +1 B-lactoglobulina
NEINQ, 617,3 616,3 +1 as2-caseina
DTDYKK 769,3 7683 +1 B-lactoglobulina
IHAQQOK 7243 T2 +1 asl-caseina
SLSQSK 649,3 6483 +1 B-caseina
NYQEAK 752,2 751,2 +1 seroalbimina
ALNENK 638,3 637,3 +1 B-lactoglobulina
AVEGPK 600,3 5993 +1 seroalbimina
QKKCcoaw 9484 8474 +1 lactoferrina
LEPLQ 5993 5983 +1 lactoferrina
EAMAPK 6473 646,3 +1 B-caseina
ISQPE 5734 5724 +1 lactoferrina
1AEK 573,3 5723 +1 B-lactoglobulina
LDTDYKK 8824 8814 +1 B-lactoglobulina
KIIAEK 7014 700,4 +1 B-lactoglobulina
QLOGRK 7294 7284 +1 lactoferrina
TKIPA 529,3 528,3 +1 B-lactoglobulina
LVLIA 529,3 5283 +1 seroalblimina
IVTQTMEK 8204 28194 +1 B-lactoglobulina
VLDTDYKK 9314 8304 +1 B-lactoglobulina
PTAL 458,3 4573 +1 f-lactoglobulina
LEKFDK 7794 7784 +1 B-lactoglobulina
LDIQK 616,3 615,3 +1 B-lactoglobulina
IDALNENK 916,4 9154 +1 B-lactoglobulina
KIDALNENK 10445 10435 +1 B-lactoglobulina
ALPMH 568,2 567,2 +1 B-lactoglobulina
VLNENL 7014 7004 +1 asl-caseina
VLDTDYK 8534 8524 +1 B-lactoglobulina
KGLDIQ 6734 6724 +1 B-lactoglobulina
GLDIOK 6734 6724 +1 B-lactoglobulina
VASLRE 6744 6734 +1 seroalbimina
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Tabla 423, Péptidos bioactivos con actividad inhibidora de la ACE

Peso

observado Coinddencias

Proteina (BioTools)

m/z

’ Fundionalidad ’ Referenda

Fragmento Carga

J i (Da) |} § |
Fragmento del
SISQSK | 6493 | 6483 | +1 | fecaseha | PPQSVLLSLSQSKVLPVPE con | Yamamotoetal, 1994 31
actividad inhibidora de |2 ACE
EMPRRK | 7483 | 7473 | +1 | Beceseins iiidor deloAcE | PN iE00dR etal, i
Fragmento del TPVWVPPFLQP
VVPPFLQ 7994 | 7984 +1 f-caseha con actividad inhibidora dela | Abubakar atal, 1998 14
ACE
. : Fragmento del VRGPFPIIV con :
VRGPFRI 7864 | 7854 +1 f-caseina actvidad inhibidora de s ACE Miguel et al. 2006 1
LHLPLP 6894 | 6884 +1 f-caseing Inhibidor de |z ACE Kohmura et al., 1989 34
LHLPLPL 8025 8015 +1 B-casehna Inhibidor de la ACE Miguel et al. 2006 12
Lactostating Nagaoka et al.,
o : .| (hipocolesterolémico, inhibidor | 2001 ;Janssen and
Ikt A | | Hh | feictadon i de la absorcian de colesteral e |Schalk, 2004; Prak et al,, =
inhibidor de la ACE) 2006
LDIGK 6163 | 6153 +1 | [-lactoglobulina Inhibidor de |z ACE Meisel et al., 2006 11
ALPMH 5682 | 5672 | +1 | Blactoglobulina B"a”"q“’”'ﬁgfm‘b‘d“ %ela | yialy ctal, 199 5
IDTOYK | 8534 | 8524 | +1 | plactogobuina | Inhibidor dela ACE P'h'a”m'ée(fgg‘a ehal 9
aomk | 6734 | 6728 | +1 | Bctogiohia | mnbibidor delace | Piento-lepeala etal, 3
: , : 1998
: - |Fragmento del LDAQSAPLR con| Pihlanto-Leppala et al,,
LDAQSAPL. | 8143 | 8133 +1 | B-lctoglobulina sctvidad infibidora de s ACE 2000 7
upvHL | 6814 | 6804 | +1 | f-actodobuina Pos‘%‘;ﬁsgéﬁ %:al‘;t‘ﬂ”'”a' Mulal tal, 1996 2
i Pinlanto-Leppala et al.,
VAGTWY | 6963 | 6953 | 41 | Blactoglobulna A““”dada'mii’erfiag: BACEY! joog. pelegrini etal, | 29
2001
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Tabla 42°. Péptidos bioactivos con actividad antimicrobiana, antiviral, antibacteriana,

ragmento

m/z

Peso
observado

‘| Carga

inmunomodulante.

Proteina

Fundonalidad

Referenda

ul:Coillcidencias
(BinTools)

(Da)

Fragmento del

TTEAVESTVATLEDSPEVIESPPEINTVQ
VTSTAV con actividad antibacteriana

ISQPE 5734 5724 +1 lactoferrina | APRKNVRWCTISQPEW con actividad | Recio and Visser, 1999 54
antibacteriana
DLIWK 6743 | 6733 | +1 | lactofering |TIMEN de‘;ﬂ%‘g’f conacthidad|  gijans R eral, 1999 9
KQIK 516.3 5153 +1 seroalbimina Ligera actividad antfingica Ganbotto et al., 2010 18
Fragmento del
VLNENL 7014 7004 e i RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF con Lahov and Regelson, 1996; 6
actividad antibacteriana e Hayes et al., 2007
inmunomodulante
Fragmento del
NEING 617.3 616,3 +1 as52-caseina ALWKDILKNAGKAALNEINQLUNQG | Chamentier S. et al., 1998 18
con actividad antimicrobiana
EAMAPK | 6473 | 6463 | +1 | Prcaseins | Omentodel VKEAMAPK con \yoon and pitlento, 2007 14
actividad antioxidante
DTDYKK 7693 768.3 +1 | B-lactoglobulina Doucet &t al., 2003 20
ALNENK 6883 687.3 +1 | B-lactoglobulina Doucet et al, 2003 13
LDTDYKK 8824 8814 +1 | B-lactoglobulina Corzo-Marthez et al., 2009 29
KITAEK 7014 7004 +1 | B-lactoglobulina Moreno et al., 2008 37
TIPA 5203 | 583 | +1 | Pactogiobuina Hema“dez'égg‘;sma' ehabi g
LDTDYKK. | 9814 9804 +1 | Blactodobulina Corzo-Martinez et al., 2009 17
LEKFDK 7794 7784 +1 | B-lactoglebulina QOrtiz-Chao et al., 2009 13
IDALNENK 916,4 9154 +1 | B-lactodlobulina Efecto proliferativo Jacquot etal., 2010 25
KIDALNENK | 10445 | 10435 +1 | PB-lactoglobulina Pouliot et al,, 2009 29
; Fragmento del WYSLAMA con Hernandez-Ledesma, etal,
SLAMA 4931 4921 +1 | P-lactoglobulina T e 3007 25
i Fragmento del WYSLAMA con Hemandez-ledesma, et al,,
SLAM 421.2 4202 +1 | Pactoglobulina e 5007 14
PAV 3695 | amaa | e | Blacenibiie | TRomento el IPAVR conatiidad) | s et gy 6
antibacteriana
ASDISL 605,3 6043 +1 | B-lactoglobulna | Fragmento del AASDISLLDAQSAPLR Pellegrni et al,, 2001 19
AASDISL 676,3 675,3 +1 | Blactodlobuling | Fragmento del AASDISLLDAQSAPLR Pellearini et al., 2001 50
IPAVFK. 674.3 673.3 +1 | B-lactoglebulina Actividad antibacteriana Pellegrini et al., 2001 19
VWVIDTDY | 9374 | 9364 | +1 | Bactogobuing | OMentodel VLADIDK con | g eral. 2001 2
actividad antibacteriana
IPAVF sies | A | 0| i | rRamente det PAVEK conacevidad) el e 53
antibacteriana
LSFNPTOL 9195 918.5 +1 | B-lactoglobulina Rahali etal., 2000 30
(SFMAL | 6814 | 6804 | +1 | ecaseia Hema”dez'éggzsma' skl sy
Fragmento del
INTVOVT 7754 | 7744 +1 ez | CKHOOKTERTINTIASUERTS IR o et al., 2001 5
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Ensayo clinico con lactantes con APLV

Se lleva a cabo un estudio de seguridad y capacidad nutricional de la nueva formula
hipoalergénica; estudio abierto, prospectivo, multicéntrico y nacional. El protocolo
del ensayo fue aprobado por el comité ético de investigacion clinica, CEIC, del
hospital Universitario de la Paz (Madrid). El comité cientifico asesor para el disefio
del protocolo estuvo constituido por dos alergdlogos y dos gastroenterdlogos de
prestigio internacional en pediatria. El periodo de inclusién abarcé desde Enero de
2010 a Febrero de 2011 y un segundo periodo de Enero de 2012 a Diciembre de

2012. Los reclutamientos se realizaron en los siguientes hospitales:

« Hospital Gregorio Marafion (Madrid)
« Hospital Vall de Hebrén (Barcelona)
« Hospital Infanta Sofia (Madrid)

» Hospital Universitario Virgen de las Nieves (Granada)

Durante el primer periodo de inclusion fueron reclutados un total de total de 27
lactantes, de los cuales 3 se excluyeron del analisis por no disponer de datos de
seguimiento, (un caso por decision de los padres, otro caso por anafilaxia y el
tercer caso por decisiéon del médico). Se han analizado en total 24 lactantes con
APLV mediada por IgE, de los cuales 6 abandonan de manera prematura, (2 por
pérdida de seguimiento, 1 por decisidon del pediatra, 1 por negacién de ingesta, 2
por reaccién adversa) y en el segundo mes de seguimiento abandonan dos
pacientes mas (uno por pérdida de seguimiento y otro por decision del pediatra
debido a una baja ingesta). Asi pues, 16 lactantes con APLV completaron el periodo

de seguimiento de 3 meses de duracion.

Durante el segundo periodo de inclusién, Enero a Diciembre de 2012, fueron
reclutados, 20 niflos mas. A todos ellos se les practico el test de prick y la prueba
de provocacion oral con la férmula en estudio y 6 de ellos aceptaron comenzar con
el seguimiento de 3 meses de duracion. Las pruebas de provocacién oral y test de
prick con la formula terapéutica, resultaron negativos en todos los casos. Dos nifios

de 6 incluidos en el seguimiento, abandonaron una semana antes de los 3 meses;
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uno por decisién de los padres, por regurgito y otro por una reaccion de anafilaxia
tras la introduccién de la fruta. Completaron el seguimiento de 3 meses establecido
en el protocolo un total de 22 pacientes de los 30 incluidos durante los dos periodos
de inclusion (22 de 30, 73.3% la muestra) (Figura 27)

Visita 1 (reclutamiento)

33lactantes
con APLV

3 retirados
del estudio

30 lactantes
con APLV

8 22 lactantes
abandonos con APLV

Visita 4 (a los 3 meses)

Figura 27. Reclutamiento y seguimiento de lactantes con APLV durante el periodo de
seguimiento de 3 meses.

Caracteristicas sociodemograficas
Los resultados son los siguientes y corresponden a los sujetos seleccionados

durante el primer periodo de inclusién (Tabla 43):

+ La edad media al iniciar el estudio era 4.3+1.3 meses.

+ EI 62.5% de los pacientes eran nifios y el 37.5 % nifas.

+ El 62.5% de los pacientes no tenian hermanos en edad escolar.

« El 70.8% convivian en el hogar con 2 adultos.

« Mas del 3% de los padres tenian estudios universitarios.

« El 20.8% de los lactantes convivian con fumadores activos.

+ ElI 50% de los pacientes no tenian antecedentes de primer grado.

« El 20.8% tenian antecedentes de rinitis alérgica en la familia.
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Tabla 43. Antecedentes familiares del lactante.

Caracteristicas

Fumador activo Mo 19 79.2
Si o 20.8

Antecedentes familiares
Dermatitis atopica 1 4.2
Urticaria de repeticion 2 8.5
Rinitis alérgica 5 20.8
Asma/Bronguitis asmatica 2 8.3
Gastroenteropatia 1 4.2
Ausencia de antecedentes 12 50

Caracteristicas clinicas y alimentacidn antes del seguimiento

Los datos clinicos antes de la inclusién en el estudio, de los lactantes con APLV

reclutados durante el primer periodo, fueron los siguientes:

La edad gestacional media fue de 38.8+1.7 semanas y el peso medio en el
nacimiento de 3.3+0.5 Kg. El 79.2% de los lactantes habian recibido lactancia
materna exclusiva en algln momento desde su nacimiento; solo el 37.5% no
recibieron ningun tipo de lactancia artificial. El 4.2% de los lactantes habian sido
alimentados con lactancia materna exclusiva pasando a lactancia artificial exclusiva
(Figura 28).

40 ~ =
35
m===
30 A
25
20
15 %
10
5 il
y i =,
0 ‘ - r r : ' - #
Lactancia Lactancia mixta Lactancia Lactancia Lactancia Lactancia
materna artificial materna materna materna
exclusiva exclusiva exclusivay exclusiva y exclusiva,
mixta artificial mixta y artificial

exclusiva exclusiva

Figura 28. Tipo de alimentacion desde el nacimiento hasta la inclusiéon en el estudio.
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Los lactantes habian estado con lactancia materna exclusiva una media de
129.7+26.7 dias, con lactancia mixta 6.8+8.2 dias y con lactancia artificial
exclusiva 13+21.4 dias (Tabla 44).

Tabla 44. Descripcion de los dias de lactancia materna, mixta y artificial.

Duracion en dias MediatDE Maximo Minimo
Lactancia materna exclusiva 1297426, 7 120 180 S0
Lactancia mixta 6.8=8,2 < 30 1
Lactancia artificial exclusiva 1321 4 3 45

Respecto a la alimentacion complementaria, el 33.3% de los lactantes con APLV, no
habia iniciado alimentacion complementaria en el momento de iniciar el estudio. El
47.6% de los lactantes habian tomado cereales sin gluten, el 33.3% zumo de

frutas, el 28.6% puré de verduras y el 19% pollo (Figura 29).
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Figura 29. Alimentacion complementaria hasta la inclusion.

En el momento del diagndstico de APLV, la edad media (DE) de los lactantes fue
de 4.1+1.2 meses y habian transcurrido 1.6+6.7 dias entre el diagnédstico de la

APLV y el inicio del estudio.
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Los sintomas o signos de la APVL mas frecuentes fueron erupcién cutanea
(95.8%) y prurito (41.7%) (Figura 30). El 62.5% de los lactantes habian

experimentado mas de un sintoma antes de la inclusion en el estudio.

Figura 30. Descripcion de los sintomas y signos antes de la inclusion.

En el diagnédstico de la enfermedad antes de la inclusién en el estudio, se utilizd
tanto prueba clinica como cutdnea y determinacion de IgE en suero. La prueba de
provocacion oral a PLV se realizd al 79.2% de los lactantes y la prueba de

provocacion oral al hidrolizado del estudio al 95.8% de los casos (Tabla 45).

Tabla 45. Métodos para el diagndstico durante el primer periodo de inclusion.

Historia Clinica 24 100

Pruebas cutaneas/Prick Test 24 100

Determinacion de IgE especifica en suero 24 100

Prueba de provocacion oral a las proteinas de la leche de vaca 19 79,2
Prueba de provocacion oral a la formula hidrolizada en estudio 23 95,8

Las pruebas cutaneas realizadas para el diagndstico de APLV dieron positivas (=3
mm) en el 87.5% para B-lactoglobulina, en el 79.2% para LV, en el 83.3% en a-

lactalbimina y en el 70.8% para caseina (Figura 31).
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Figura 31. Resultados obtenidos en la prueba cutanea.

En la prueba para determinaciéon IgE especifica en suero, el 70.8 % de los pacientes
dieron positivo (>0,35 kUA/L) en LV, el 62.5 % en p-lactoglobulina y a-lactalbimina
y el 45.8% en caseina (Figura 32).
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Figura 32. Resultados obtenidos en la determinacion de IgE especifica en suero.

Una vez finalizadas las pruebas de diagnodstico y comprobados los criterios de

inclusion se procedié al comienzo del estudio clinico.
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Resultados de la tolerancia y seguridad de la formula

La seguridad y tolerancia de la formula en lactantes con APLV, quedd establecida al
someter a los lactantes diagnosticados, que cumplian con los criterios de inclusion,
a la prueba de provocacion con la formula terapéutica en estudio. De 44 sujetos
solo 1 presentd una reaccidon inmediata de anafilaxia. El 97.7% de los lactantes

alérgicos (43 de 44), toleraban la nueva férmula.

La evaluacién de la tolerancia también se describi6 mediante el porcentaje de
pacientes con episodios de reagudizacién de APLV en cada visita de estudio. Los
resultados derivados del estudio de tolerancia, de acuerdo al criterio médico, se
encuentran en descritos en la Tabla 46. En el primer mes de intervencion, el 3.3%
de los pacientes (1 paciente de los 30 reclutados), presentd episodios de
reagudizacién de APLV segun el criterio clinico. El 96.7% de los pacientes toleraban
la férmula. Transcurridos 2 y 3 meses desde el inicio del estudio, ninguno de los
lactantes presentaban sintomas relacionados con la APLV segun criterio médico
(Tabla 46). Existieron 8 abandonos, 6 durante el primer periodo y dos durante el

segundo periodo.

Tabla 46. Episodios de reagudizacion durante periodo de seguimiento.

Episodios de alergia segian criterio médico
I %o
Al mes Si 1 5
Mo 29 96.7
Total 30 100
Alos 2 meses Si 0 0
Mo 22 100
Total 22 100
A los 3 meses Si 0 a
Mo 22 100
Total 22 100

Durante el primer periodo de seguimiento, un lactante experimentd una reaccion

adversa (erupcion cutanea) y fue retirado del ensayo (Tabla 43). Otro lactante
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también fue retirado del ensayo, por experimentar acontecimientos adversos
durante el primer mes, aunque la relacion con el consumo de la féormula terapéutica

era posible, no quedé demostrado este hecho (Tabla 47).

Tabla 47. Listado de acontecimientos adversos durante el estudio.

Sujetos (Cadigo
mvestl%adnr - pacente

Acontedmiento Visita

6] it Intensidad | Relacon |Accion / Resultado

recluta

008-02 Eupcion cutdnea | 2(almes) | Moderada Probable | Tratamiento fuer
inmediatz ala toma del estudio/resuelto
004-01 Vimitos 2 (al mes) Leve Posible Cambio de leche/
Resuelto

Dolor abdominal | 2 (al mes) Leve Posible

La relacién posible se definio en el protocolo como la existencia de asociacién
temporal, pero la causa fue probablemente de otra etiologia; no obstante, no
podria descartarse la implicacidon del producto en estudio. En el caso de la erupcidn
cutdnea inmediata tras la toma, los padres acudieron a la consulta pediatrica del
hospital donde fueron atendidos. En el caso de vomitos y dolor abdominal, se tratd
de sintomas/episodios referidos por los padres o tutores en el CRD. Al igual que en
el caso de los resultados registrados a partir del CRD, el investigador en este caso
ha de tener en cuenta la susceptibilidad de los padres, y la posible transgresién del

tratamiento.

Las valoraciones a partir de los cuadernos de recogida de datos son secundarias,
pues no todos los CRD fueron rellenados correctamente y algunos no fueron
entregados; ademas se ha de tener en cuenta la existencia de susceptibilidad y
subjetividad de los padres. Los resultados obtenidos a partir de las evaluaciones del

CRD, durante el primer periodo de inclusién y seguimiento, son las siguientes:

El 20%, 22.2% y 14.3% presentaron episodios de APLV al primer mes, a los 2 y
3 meses respectivamente.
El sintoma mas frecuente relacionado con los episodios de APLV fueron los

vomitos.
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Existid transgresion del tratamiento en el 25.9% de los casos. Se sospecha que

hubo transgresién en el 3.7% de los casos y no existe informacion en el 29.6%

de los casos.

En cuanto a la tolerancia de la formula y su seguridad, es importante conocer el

aspecto, color y consistencia de las heces. En cuanto a las caracteristicas de las

heces, el 23.3% de los lactantes presentaron heces con consistencia normal

durante el estudio, el 18.6% color normal, el 90.7% sin sustancias extrafias y el

93% aspecto normal (Figura 33).

1 mes

H Normal
M Liquida
i pastosa

M Espesa

3meses

H Normal
M Liquida
i Pastosa

M Espesa

Figura 33. Consistencia de las heces.

Resultados de la valoracion nutricional segin ganancia pondero estatural

Los valores de peso, talla y perimetro cefdlico al iniciar la lactancia con la nueva

férmula hipoalérgenica se detallan en la Tabla 48.

Tabla 48. Peso, talla y perimetro cefalico al iniciar el estudio.

N 24 lactantes MediatDE | Minimo ‘ Maximo Mediana
Peso 7.26£1.27 4,20 7.40 9.60
Talla em 64.42+3.96 55.00 65.00 74.00
S —— 41.65:2.12 35.00 42.00 44.00
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la medida en cada visita.

seguimiento.

los 72.6 £3.5 cm a los 3 meses del inicio de la formula.

primer periodo de seguimiento.

Media + DE Mediana
Al mes 23
Peso g 650+370 700 22
Talla cm 3.59+2 .72 4.00 23
Perimetro cm i 55 1 5 o 15 1.00
A los 2 meses
Peso g 990+310 300 i8
Talla cm 0.99+£3.12 5.50 i8
Perimetro cm 5.50£1.20 2.00 1
A los 3 meses
Peso g 1420+500 1250 16
Talla cm 7.38£3.38 6.75 16
Perimetro cm 2.61£0.85 2.00 15

A continuacion en la Tabla 49, se detallan la ganancia de peso en kilogramos, talla
en centimetros y perimetro cefdlico en centimetros, al mes, a los 2 y 3 meses de

seguimiento respectivamente, calculado como la diferencia entre la medida basal y

En el primer mes de seguimiento, el peso medio ganado por los pacientes fue de
650+370 gramos, a los dos meses de seguimiento de 990+310 gramos y a los
3 meses de 1.420+£500 gramos.

En cuanto a la talla, los lactantes pasaron de 64.4+4 cm al inicio del estudio a

El perimetro cefélico de los 41.7+2.1 cm iniciales a los 44.9+0.9 cm al finalizar el

Tabla 49. Ganancia en peso, talla y perimetro cefalico respecto a visita basal durante el

En la Figura 34° y 34° se ha representado las curvas de crecimiento expresados
mediante percentiles. Los puntos representan las medidas en la visita basal, al
mes, a los dos meses y a los tres meses de seguimiento. Aunque existid
heterogeneidad en las edades de la visita basal (menores de 2 meses hasta 6

meses) y sucesivas, se observa como el crecimiento durante los 3 meses de
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seguimiento fue adecuado; en el caso de las nifias, los valores se encuentran por
debajo de la mediana o percentil 50 y en el caso de los nifios por encima del
percentil 50. Ambos casos se encontraron proximos al percentil 50, no existiendo
en ningln caso ni malnutricién (situada por debajo del percentil 10) ni riesgo de
obesidad (por encima del percentil 97). La alimentacién de los lactantes con APLV
mediante la férmula terapéutica junto con la alimentacion complementaria,
contribuyeron al correcto desarrollo y crecimiento del lactante durante los tres

meses de seguimiento.

En las figuras 34“ se muestran las desviaciones estandar en peso, talla y perimetro
cefélico, calculadas en las 4 visitas. En este caso, aunque existe heterogeneidad en
la edad en cada visita, se observa la ganancia de peso, talla y perimetro cefalico
desde la visita basal, siendo por tanto descartada toda posibilidad de estancamiento
en el crecimiento; la alimentaciéon de los lactantes con APLV mediante la formula
terapéutica junto con la alimentacion complementaria, estan contribuyendo al

correcto desarrollo y crecimiento del lactante

Weight-for-length BOYS
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Figura 34°. Evolucion del peso-talla en cada visita del estudio segiin percentiles de las
Tablas de crecimiento de la FAO-WHO. Sexo Masculino.
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Figura 34°. Evolucién del peso-talla en cada visita del estudio segin percentiles de las

Tablas de crecimiento de la FAO-WHO. Sexo Femenino.
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Figura 34°. Desviaciones estandar en peso, talla y perimetro cefalico en cada visita del

estudio. Sexo Masculino.
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Figura 349, Desviaciones estandar en peso, talla y perimetro cefalico en cada visita del

estudio. Sexo Femenino.

Resultados de la valoracién nutricional - Pardmetros bioquimicos

Se observaron valores similares tanto en la visita basal como en la visita final del
estudio, sin diferencias estadisticamente significativas (Tabla 50). Solamente la
vitamina B12 mostré un aumentd estadisticamente significativo, pasando de un
valor de 383.9+£248.2 pg/ml a los 492.6+£226.5) pg/ml al finalizar el estudio
(p=0,004).
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Tabla 50. Parametros bioquimicos y hematoldgicos correspondientes a la visita basal y a

los 3 meses de intervencion.

Visita 1 - Basal Visita 4 - alos 3 meses
Media + DE Media + DE
Hemoglobina g/dl 11.09£0.94 11.42+0.78
Hematocrito % 32.47+2.80 33.90+£2.38
VCM fL 79.19:6.32 71.66£14.19
Leucocitos cel/mm3 10560.00+2000.44 11836.3624217.07
Eosinofilos cel/fmm3 1457.54+2570.21 417.39+402.98
Ferritina ng/mi 57.59+61.91 32.45+28.3
Transferrina mg/dl 269.13+45.79 264.00+41.66
Acido fdlico ng/ml 17.31£3.62 19.68+4,92
Vitamina B12 pg/m 383.94+248.23 492.64+226.46
Albimina g/dl 4.39+0.40 4,59+0.27
Calcio total mg/d| 9.76+2.31 9.53+3.00

En el recuento de eosindfilos, parametro que aun no teniendo relacion con la
valoracion nutricional, se considera importante desde el punto de vista de la
tolerancia o recuperacién de la respuesta alérgica, se observaron al comienzo del
estudio, valores muy altos. Resultaron incluso por encima de los valores
considerados como limite maximo (0 - 700 células/mm?), presentando la mayoria
de los sujetos eosinofilia, indicando este hecho como el estado alérgico del sujeto
provoca un aumento de la respuesta eosindfila; sin embargo, tras 3 meses de
tratamiento, estos valores vuelven a encontrarse dentro del rango establecido
(Tabla 50).

Consumo medio de la formula terapéutica
Los lactantes del estudio consumieron una media de 345.4+227 ml diarios. En
algunos casos no se rellenaron todos los dias el CRD, se calculé de nuevo la
cantidad de leche consumida considerando que no habian recibido leche
hipoalergénica el dia que no se anotd en el diario. De esta manera, la cantidad
diaria media (DE) consumida por los lactantes de estudio era de 283.8+220.5 ml.
La cantidad diaria de formula real consumida estaba entre los 280 y 350 ml/diarios.
Solamente un lactante no recibié alimentacion complementaria junto a la leche
hipoalergénica durante el estudio y otros continuaron con la lactancia materna y la

formula en estudio.
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De acuerdo con estos resultados, la validacion antigénica y nutricional de la férmula
terapéutica es correcta, pues cumple los criterios exigidos por ESPGHAN y AAP. La

féormula es segura y podria ser comercializada, para el tratamiento nutricional de

lactantes con APLV.
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Experimento 2. Estatus nutricional de los AGPI-CL w-3 y w-6
Se evaluaron los contenidos de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga,
AGPI-CL, DHA y AA, en la membrana de los eritrocitos procedentes de ocho
lactantes diagnosticados con APLV, antes de comenzar el ensayo y transcurridos
tres meses de tratamiento nutricional con la férmula terapéutica. Es importante
destacar que en nuestro ensayo no existid un grupo placebo, es decir, un grupo de
lactantes con APLV alimentado con una férmula desprovista de DHA, pues no era el
objetivo principal de este estudio saber si el DHA era un nutriente condicionalmente
esencial en lactantes nacidos a término. El objetivo fue aportar DHA a través de la
férmula, para lograr unos niveles en la membrana de los eritrocitos, similares a los
encontrados en nifos amamantados y estudiar si existia una relacién con la
disminucidn de la respuesta alérgica. Los principales resultados fueron los

siguientes:

No existieron cambios estadisticamente significativos en las concentraciones de
DHA y AA en la membrana de los eritrocitos, entre el inicio del estudio y

transcurridos los 3 meses de tratamiento.

Se observé una tendencia al aumento de los contenidos de AA y DHA en la
membrana de los eritrocitos con el tiempo (AA: 5.61+£2.11 vs 7.57+1.51; DHA:
4.50+1.28 vs 5.94+1.01) (Figura 35, Tabla 51).

Tabla 51. Porcentaje de DHA, AA, EPA, LA y LNA en la membrana de los eritrocitos de

lactantes con APLV

Visita 1 - Basal Visita 4 - alos 3 meses
Mediat DEn=8 _ Mediat DE n=8
DHA 4.50+1.28 5.9441.01
Ay Ea P Es AR
AATHA 1525 1.24
EF& 1.59+0.68 1.72+0.50
LA 9,99+2 44 10.31+1.18
LA, 1.16+0,68 1.05+0.57
LIALINA 8.62 980
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Los acidos grasos esenciales AGEs, LA (18:2 w-6) y LNA (18:3 w-3) fueron
aportados principalmente a través de la formula terapéutica, en concentraciones
establecidas en la Directiva 2006/141/CE. Las concentraciones de estos acidos en la
membrana de los eritrocitos, antes del tratamiento y transcurridos los tres meses
de seguimiento, se mantiene practicamente sin variaciones (LA: 9.99+2.44 vs
10.31+1.18; LNA: 1.16+0.60 vs 1.05+0.57) (Figura 36).

il 1

AA inicial AA alos 3 meses DHA inicial DHA a los 3 meses

=
o
)

g/100g de AGs totales

S B N W & U1 O N 00 O

Figura 35. Porcentaje de DHA y AA del total de acidos grasos en la membrana de los

eritrocitos.

La proporcion LA/LNA en la membrana de los eritrocitos antes y después del

tratamiento tendié a aumentar con el tiempo (Tabla 47).
La proporciéon AA/DHA no experimentd cambios significativos en el tiempo (Tabla

47).
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Figura 36. Porcentaje de LA y LNA del total de los AGs en la membrana de los eritrocitos.

Los acidos grasos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, los contenidos con
respecto al total de &cidos grasos en la membrana de los eritrocitos no

experimentaron cambios significativos con el tiempo (Tabla 52).

Tabla 52. Porcentaje de saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, -3 y W-6 en la

membrana de los eritrocitos de lactantes con APLV.

Visita 1 - Basal Visita 4 - a los 3 meses
Media + DE Media + DE
Saturados 41.45+3,01 40.84=1,14
Monoinsaturados 23.40=2,80 23.86+3,13
Polinsaturados 33.99:4,53 34.25+3,56
Sat:Mono 1.79+0.21 1.74+£0.23
Total w-6 25.59+4.73 25.97+4.08
Total w-3 8.87+4 .96 8.99+1.51

Experimento 3. Biomarcadores de tolerancia antigénica

En nuestro trabajo, se determinaron los niveles de citocinas en plasma antes y

después del tratamiento nutricional con la formula terapéutica, en 8 lactantes con
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APLV. Los resultados, expresados como media % error tipico en pg/ml, e intervalo

de confianza para la media al 95%, se encuentran en la Tabla 53.

Tabla 53. Analisis de las principales citocinas en plasma de lactantes con APLV.

.. Visita 1 - Basal n=8 Visita 4 - Alos 3 meses n=8
Citocinas en plasma
pg/ml . s Intervalo de . o Intervalo de
Mediaterror tipico i s Mediaterror tipico i s
14 nd nd nd nd
IL-13 nd nd nd nd
IL-17A 2.3620.47 1.21-3.50 1.72:0.55 0.41-3.02
IL-8 33.78£22 58% -24.37-91.84 5.66+1 40% 2.13-9.00
IFN-y 8.88:3.70 0.13-17.6 6,76£2.07 1.18-11.68
1L-10 8.91£2.37 3.30-14.51 11.3853.21 3.79-18.96
TGF-B 30.4645.42 17.64-43.28 19.89:5.95 5.82-33.96

nd: No detectadas o por debajo del limite de deteccién del método.

Los principales resultados se encuentran descritos en la Tabla 53 y figura 37,

fueron los siguientes:

No existieron cambios estadisticamente significativos en el tiempo, debido al
tratamiento nutricional en ninguna de las citocinas estudiadas, salvo en IL-8.
Existieron limitaciones debido a la variabilidad de las medidas, las elevadas

desviaciones estandares y el pequefio tamano de muestra.

La citocina IL-8, marcador de inflamacion intestinal, disminuye significativamente
con el tiempo, es decir, a los tres meses de tratamiento (mediaterror tipico:
33.78+22.58 vs5.66+1.40 pg/ml, U de Mann Whitney U p=0.03)(Tabla 53)

Las citocinas IL-4 e IL-13, citocinas relacionadas con la respuesta linfocitaria Tq2 0

alérgica, se encuentraron por debajo del limite de deteccion, es decir, a
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concentraciones inferiores a 3.2 pg/ml. Por lo tanto, los niveles de estas citocinas
en plasma son muy bajos pudiendo ser debido a que estas citocinas no son
detectadas practicamente en plasma, al ser sujetos que comienzan a ser tratados
con nuestro hidrolizado tras haber utilizado otro hidrolizado o, al menos haber
abandonado la férmula a base de LV que les provocaba la respuesta alérgica; por lo
tanto, la reaccidén alérgica estd minimizada y asi se sigue manteniendo durante el

consumo de nuestro hidrolizado en estudio.

Desde el punto de vista analitico, las medidas de IL-4 e II-13 en plasma, mediante
la tecnologia Luminex, no fueron de gran ayuda, pues el limite de deteccién es
superior a los niveles de estas citocinas en lactantes sanos encontrados en
bibliografia: IL-4: 0.23+0.24 pg/ml; IL-13:1.3+1.0 pg/ml (datos tomados de Koike
etal., 2011)

Se observd como la interleucina IL-10, citocina potencialmente inmunoreguladora,
tiende a aumentar a los tres meses de tratamiento (8.91+2.37 vs 11.38+3.21),

aunque no asi la TGF-B.

Las citocinas IL-17A e IFN-y tienden a disminuir)(Tabla 53)

No se encontraron correlaciones significativas entre los niveles de citocinas en

plasma y la presencia de DHA en la membrana de los eritrocitos.

Se observd una tendencia a aumentar en citocina reguladora IL-10, la disminucién
de IL-8 y la tendencia al aumento de los niveles de DHA en los eritrocitos. De
nuevo, los factores limitantes fueron el tamano de muestra y la amplia variabilidad
en los valores de las citocinas, asi como la variabilidad en la ingesta de la formula
terapéutica, pues muchos de ellos mantuvieron la lactancia materna durante el

tratamiento.
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Figura 37. Niveles de citocinas en plasma, de lactantes con APLV, antes y después del seguimiento.
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Las enfermedades alérgicas son un problema global de salud publica. Entre un 30%
a un 40% de la poblacidn mundial presenta una o mas alergias, siendo el aumento
de la prevalencia mas acusado en la poblacién infantil y juvenil. Segun el libro
blanco de la Organizacién Mundial de Alergias, WAO en sus siglas inglesas, entre
250 a 300 millones de personas en el mundo sufren alergias alimentarias (WAO
2011). Por tanto es necesario disminuir la carga de esta enfermedad mediante la
prevencidn, estableciendo guias basadas en la evidencia, realizando estudios
epidemioldgicos y disefando programas de actuacién. Concretamente en el caso de
las APLV, la WAO (Fiocchi et al., 2010) y ESPGHAN (Koletzko et al., 2012) han
publicado recientemente guias de diagndstico y tratamiento. El aumento de las
alergias alimentarias pone de manifiesto la necesidad de seguir investigando, con la
finalidad de establecer una respuesta adecuada a este problema de indole mundial.
Para ello, es necesario que los gobiernos tomen conciencia de las consecuencias

econdmicas de la morbilidad y los gastos que conlleva esta enfermedad.

La marcha atépica comienza el primer afio de vida con el desarrollo de la APLV
remitiendo en la mayoria de los casos antes de los dos afios de edad. Sin embargo,
estos nifos tienden a experimentar otras formas de alergia conforme crecen y
aumenta el contacto con alérgenos alimentarios, aeroalérgenos y otros
contaminantes. La prevalencia de alergias alimentarias en Ila infancia, vy
concretamente la APLV, ha aumentado en las Ultimas décadas (Sicherer et al.,
2011; Prescott y Alleen, 2011). En el caso de la APLV el tratamiento con
hidrolizados extensos, al igual que con dietas elementales, ha sido sobradamente
demostrado. Ingredientes funcionales como prebidticos, probidticos y DHA se han
introducido, en las dos ultimas décadas, en las féormulas disenadas para el
tratamiento nutricional de lactantes con alergia. Sin embargo, parece que las
estrategias nutricionales en la prevencion terciaria no son del todo efectivas (Torres
et al.,, 2011). Actualmente la investigacion se dirige a conocer el papel de estos

ingredientes en el tratamiento y la prevencion.

Con el desarrollo de este trabajo intentamos colaborar en la prevencidn terciaria
(evitar la reaparicion de nuevos sintomas en nifios que ya los han presentado
anteriormente) y actuar directamente sobre la marcha atdpica, elaborando un

alimento especial capaz de modular y educar el sistema inmunitario del lactante,
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ademas de satisfacerlo desde el punto de vista nutritivo. Es la primera vez que se
estudia el posible efecto beneficioso de los AGPI-CL (DHA y AA) en la prevencién
terciaria, en la modulacién de la respuesta a la APLV pues, hasta ahora, los trabajos
publicados solo han tratado el papel del DHA en la prevencidn primaria de alergias

y asma.

Caracterizacién antigénica y nutricional de la férmula

El Unico tratamiento posible para la APLV durante el primer afio de vida, es evitar la
ingesta de dicha proteina mediante la lactancia materna y, en aquellos casos que
no sea posible, se recurrira a las formulas extensamente hidrolizadas o
elementales, durante los primeros seis meses de vida (Comité de Nutricion de la
AEP 2001, Vandenplas et al., 2007; Host et al., 2008; Fiocchi et al., 2010) o el
empleo de férmulas de soja a partir de los seis meses de vida. Sin embargo, sobre
la utilizacién de férmulas de soja alun existe controversia (Comité de Nutricion de la
ESPGHAN, 2006); no se debe utilizar en el caso de alergias no mediadas por IgE ni
cuando existan sintomas gastrointestinales, enteropatia o malabsorcién (Comité de
Nutricion de la AEP, 2001; Comité de Nutricion de ESPGHAN, 2006, Goicoechea et
al., 2009; WAO, Fiocchi et al., 2010)

Las férmulas extensamente hidrolizadas aparecen en las guias sobre
recomendaciones para el tratamiento nutricional de la APLV como primera opcidn
(ESPGHAN, Host et al., 1999; Comité de Nutricion de la AAP, 2000, Vandeplas et
al., 2007; Fiocchi et al., 2010, Koletzko et al., 2012). Es por ello que en este
trabajo se considerd la utilizacion de una nueva formula, extensamente hidrolizada,
como vehiculo para intervenir en la prevencion terciaria de la APLV. Antes de la
comercializacion de este tipo de férmulas es necesaria la validacién nutricional y de
antigenicidad de la férmula, segun criterios establecidos por distintos organismos
cientificos (SCF 1991, Comité de Nutricion de AAP 2000, ESPGHAN, Comité de
Nutricion 1999). Sin embargo, no todas las férmulas etiquetadas como
hipoalergénicas que encontramos en el mercado cumplen dichos criterios; se
desconocen en algunos casos los datos clinicos para sostener dicha alegacién; aun

existe un gran vacio legal (Muraro, 2011).
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Caracterizacion de los hidrolizados y la formula terapéutica

Es importante comprobar la ausencia de proteinas o agregados lacteos de elevado
peso molecular, asi como el contenido en proteina inmunoreactiva (SCF 1993,
ESPGAN 1993). Asi pues, una férmula con alto grado de hidrdlisis debe tener un
100% de péptidos con un peso molecular inferior a 5.000 Da (Goicoechea et al.,
2009); ya que, conforme aumenta el peso molecular aumenta la alergenicidad
(Comité de nutricion de la AEP, 2001). Nuestros resultados mostraron una
distribucién molecular caracteristica de este tipo de formulas hidrolizadas, con
pesos moleculares inferiores a 3000 Da. Trabajos previos al nuestro, utilizando la
misma técnica cromatografica (cromatografia de filtracion en gel o de exclusidn
molecular), observan también una distribucion de pesos moleculares inferiores a
3000 Da en los hidrolizados de alto grado de hidrdlisis, siendo en todos ellos el
porcentaje de pesos moleculares inferiores a 1000 Da, superior al 80% (Fujinari y
Manes, 1997, Boza et al., 1995).

En nuestro trabajo los hidrolizados utilizados en la fabricacién de la férmula
presentaron un grado de hidrdlisis superior al 29% y un porcentaje de pesos
moleculares inferior a 1000 Da del 64%, encontrandose el 36% restante en el
rango comprendido entre los 1000 a 3000 Da. En un trabajo anterior al nuestro,
Génzalez-Tello et al. observan que sometiendo un suero proteico a un grado de
hidrolisis superior al 20%, la distribucién de pesos moleculares, usando el mismo
método de deteccidon empleado en nuestro trabajo, se sitia por debajo de los 1000
Da (Gonzalez-Tello et al., 1994). Ademas, nuestros resultados fueron semejantes a
los observados también en un hidrolizado sérico extenso (7.42% de 1000-3000 Da
y 92.55% inferior a 1000 Da) (Boza et al., 1995) y a la distribucidon de una férmula
extensamente hidrolizada, con caseina:suero 40:60, que contiene un 89% de

péptidos con peso molecular inferior a 1000 Da (Reche et al., 2010).

Fristché (2003) analizando la distribucién de pesos moleculares en férmulas
hipoalergénicas, encuentra un peso molecular medio de 850 Da en el caso de una
formula con hidrolizado de suero, 390 Da en el caso de una férmula comercializada
de hidrolizado de caseina y un peso molecular medio de 140 Da en una formula

elemental. En nuestro estudio, el peso molecular medio de la férmula terapéutica
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fue inferior a 1000 Da, siendo el peso molecular maximo de un tamafio de 2150 Da
y el porcentaje de aminoacidos (PM<200Da) inferior al 3%. Estos resultados
pusieron de manifiesto que la distribucién de pesos moleculares dependia de la
proteina nativa utilizada, el grado de hidrdlisis, las enzimas utilizadas en la
hidrolisis, pH y temperatura, entre otros factores (Gonzalez-Tello et al., 1994;
Monaci et al., 2006, Fiocchi et al., 2010).

Otros grupos de investigadores, analizando la distribucion de pesos moleculares en
férmulas hipoalergénicas extensamente hidrolizadas del mercado, detectan
fragmentos con pesos moleculares comprendidos entre 7000 a 14000 Da, pudiendo
ser estos compuestos proteina intacta o agregados formados durante el procesado
de las formulas (Rosendal y Barkholt, 2000; Monaci et al., 2006). La distribucion de
pesos moleculares que se observd en nuestra férmula (PM<3000Da) puso de
manifiesto que durante el tratamiento térmico al que es sometida durante la
fabricacion de la misma no se originaron agregados de epitopos alergénicos. La
mayoria de trabajos publicados sostienen que la determinacion de la distribucién de
pesos moleculares en las féormulas hipoalergénicas es una herramienta atil para
conocer la alergenicidad residual de la formula; sin embargo, no es suficiente para
su caracterizacién, ya que es necesaria la utilizacién adicional de ensayos inmuno-
enzimaticos. La especificidad de los anticuerpos en la deteccion de proteinas, en
este caso de origen lacteo, hace que estos métodos sean mucho mas sensibles y

especificos (Monaci et al., 2006).

Docena et al. (2002) analizan mediante un método ELISA competitivo, el contenido
de proteina lactea en LV, leche materna, férmulas elementales e hidrolizadas. El
resultado que observan es 4730, 1.93, 0.011, 0.34 mg/Il. El contenido en proteina
inmunoreactiva de la formula terapéutica en nuestro estudio fue de 0.31 mg/I,
similar al observado en una férmula extensamente hidrolizada de caseina y 105
veces inferior al contenido que encontrado en la LV en el trabajo realizado por
Fristché (2003). Concretamente, el contenido en pB-lactoglobulina en nuestra
formula fue de 224 upg/l, mientras que en la LV es de 4x10° pg/l y en la leche
materna oscila entre 0.9 - 150 ug/l segun resultados publicados (Host y Halken,
2004).
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La osmolalidad es un parametro relevante en este tipo de productos. La AAP
recomienda que las férmulas infantiles no superen los 400 mOsm/kg (AAP, 1976).
Ademads, segun esta misma academia, los hidrolizados proteicos utilizados en las
formulas para lactantes con APLV, deben contener un bajo contenido de
aminoacidos, pues su presencia aumenta el sabor amargo y la osmolalidad; a su
vez, deben contener un alto contenido en di y tri-péptidos facilmente absorbibles en
el intestino (AAP, 1976, Boza et al., 1994). En nuestra férmula se detectdé una
osmolalidad de 345 mOsm/kg, resultando ser ligeramente mas elevada que otras
féormulas extensamente hidrolizadas (Pereira et al., 2008). En este tipo de formulas
el grado de hidrolisis y el tipo de hidratos de carbono (lactosa, glucosa,
maltodextrinas) son factores determinantes de la osmolalidad; asi pues, una
formula extensamente hidrolizada de suero que contiene 52% de lactosa y 48% de
maltodextrinas posee una osmolaridad de 302 mOsm/l mientras que el mismo
hidrolizado, formulado con maltodextrinas como Unica fuente de carbohidratos,
posee menor osmolaridad 195 mOsm/Il. Las férmulas extensamente hidrolizadas
analizadas en el trabajo de Pereira et al. (2008) no contienen lactosa; sin embargo,
en nuestra formula el principal carbohidrato fue la lactosa (86% lactosa, 14%
maltodextrinas) pudiendo ser responsable de que la osmolalidad sea ligeramente
superior a la observada en la otras férmulas extensamente hidrolizadas

encontradas en el mercado.

Cabe destacar que este tipo de formulas destinadas al tratamiento de la APLV,
enfermedad en la que no existe intolerancia a la lactosa ni problemas de
malabsorcidon, entidades todas ellas independientes a la APLV, no existe una razén
suficiente para eliminar el contenido en lactosa, puesto que la Unica razén para
eliminarla en afos anteriores ha sido la prevencion de evitar que la lactosa,
obtenida a partir de la LV como primera materia prima, arrastrase algun contenido
proteico (AEP, 2001). Actualmente no existe ese problema, la lactosa utilizada en

estas formulaciones es de calidad farmacéutica (Fiocchi et al., 2003).

Segun el SCF (2003), la lactosa es el principal carbohidrato de la leche materna y
es fuente de galactosa, necesaria para la formacion de galactocerebrosidos;
ademas, la presencia de lactosa puede mejorar la palatabilidad, cualidad

importante en este tipo de férmulas donde, como sabemos, es predominante el
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sabor amargo de los hidrolizado proteicos (Niggemann et al., 2008). En
consecuencia, no existiendo inconveniente desde el punto de vista antigénico y
presentandose beneficios desde el punto de vista nutricional y organoléptico,
parece razonable la adiccién de lactosa en las férmulas destinadas al tratamiento de
lactantes con APLV. Ademas, se han publicado los resultados de un estudio donde
un grupo de lactantes con APLV, alimentados con una férmula extensamente
hidrolizada con lactosa frente a la misma férmula sin lactosa, presentaban una
microbiota caracterizada por un predominio de lactobacilos y bifidobacterias sobre
clostridios y bacteroides y una mayor contenido de acidos grasos de cadena corta
(Francavilla et al., 2012).

Por otra parte, el porcentaje en aminodcidos libres, proporcion de pesos
moleculares inferiores a 200 Da, fue del 3% en nuestra férmula. Dicho porcentaje
es importante por su relacion con parametros como la osmolalidad y la carga renal
de solutos de la férmula. Un elevado contenido en aminoacidos libres no es
recomendable, pues hace que estas férmulas puedan ser hiperosmoéticas y puedan
provocar secrecidon intestinal y diarrea; ademds, se ha comprobado que los
dipéptidos y tripéptidos se absorben mejor que los aminoacidos a nivel intestinal
(Daniel, 2004, Boudry et al., 2010). La mayor parte de los productos de la
digestidn de las proteinas en lactantes y adultos se absorben en forma de di- vy
tripéptidos, a través del transportador PEPT1 situado en la membrana apical de los
enterocitos (Boudry et al., 2010). El porcentaje de aminoacidos libres en nuestra
férmula fue inferior al encontrado en otra féormula extensamente hidrolizada de
suero que contenia un 20% de aminoacidos libres y un 80% de péptidos pequefios
(Niggemann et al., 2008).

Identificacién de péptidos bioactivos en la formula terapéutica

Los péptidos bioactivos son fragmentos proteicos contenidos en las proteinas y
cuya actividad funcional (antibacteriana, antioxidante, inmunomodulante,
antihipertensiva) no se manifiesta hasta que son liberados de la misma, mediante
protedlisis gastrointestinal o tecnoldgica (quimica, enzimatica, fermentativa,
biotecnoldgica) (Catala et al., 2010). Asi pues, la fraccidon proteica de la leche

humana contiene péptidos bioactivos, susceptibles de ser liberados durante la
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digestion gastrointestinal (Hernandez-Ledesma et al., 2007; Tsopmo et al., 2011).
La proteina bovina también contiene péptidos bioactivos, identificados a su vez en
formulas infantiles, disefiadas a partir de estas proteinas lacteas (Hernandez-
Ledesma et al., 2007); estos péptidos también han sido encontrados en proteinas

lacteas de origen caprino y ovino.

Las férmulas infantiles hidrolizadas contienen cientos de péptidos diferentes y a
distintas concentraciones (Catala-Clariana et al., 2010). En nuestro trabajo se
identificaron, tras la digestion in vitro de la férmula terapéutica y su ultrafiltracion a
través de una membrana de corte de 3000 Da, 14 fragmentos proteicos con
potencial actividad inhibidora de la enzima convertidora de la angiotensina (ACE), 6
de ellos derivados de la B-caseina y 8 derivados de la B-lactoglobulina. También se
identifico un péptido (VLNENL) que podria tener capacidad inmunomoduladora vy
antibacteriana, asi como otros péptidos con actividad antiviral, antibacteriana,
antioxidante. En la férmula terapéutica en estudio, se identificaron dos péptidos con
posible actividad hipertensiva (LHLPLP y LHLPLPL), que contenian el fragmento
(HLPLP) derivado de la p-caseina. Estos fragmentos han sido identificados en la
leche materna, en una féormula hidrolizada y en otra formula disenada con leche
desnatada y suero proteico (Hernandez-Ledesma et al., 2008). LHLPLP también se
ha identificado y se ha mostrado su potencial antihipertensivo en un estudio con
ratas (Quirds et al., 2006 ; Kohmura et al. 1989).

Tras la digestion in vitro de la férmula terapéutica también se identificaron los
fragmentos (ALPMH y ALPMHI), derivados de la B-lactoglobulina, inhibidores ambos
de la ACE (Mullally et al., 1996, Murakami et al., 2004). Cabe destacar que en el
trabajo realizado por Murukami, se identifican, caracterizan y se aislan péptidos a
partir del hidrolizado de suero proteico (WE80BG), utilizado como ingrediente
proteico en nuestra formula terapéutica. Curiosamente, nuestra férmula contiene
también un hidrolizado de caseina (CE90STL), constituido por péptidos con
actividad inhibidora de Ila ACE, como por ejemplo (LHLPLP, LHLPLPL,
SLSQSK...)(Kohmura et al., 1989;Yamamoto et al., 1994, Miguel et al., 2006). Los
anteriores investigadores muestran que los hidrolizados (WE8S80BG y CE90STL)
presentan fuertes efectos antihipertensivos y valores normales de actividad

inhibidora de ACE. Curiosamente el fragmento (ALPMH) presente en nuestra
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formula, y caracterizado en otros trabajos por su actividad inhibitoria de ACE,
también parece tener cierta actividad hipocolesterolémica al igual que (IIAEK)
(Nagaoka et al., 2001).

Son numerosos los estudios que se han llevado a cabo con el fin de determinar la
actividad antihipertensiva de hidrolizados de proteinas lacteas. La actividad
antihipertensiva de los péptidos se ha caracterizado in vivo en ratas,
espontaneamente hipertensas, y mediante la actividad inhibidora de la enzima
convertidora de la angiotensiana, ACE. Es necesaria la realizacion de ensayos en
humanos, con el fin de conocer la biodisponibilidad y la bioactividad de estos
péptidos pues, la actividad dependerd del sustrato (péptido aislado, péptido
contenido en el hidrolizado), del vehiculo (producto lacteo, capsulas, jarabes) e
incluso, puede ser dosis dependiente. Se ha mencionado que la obtencién de
péptidos bioactivos puede producirse a partir de una hidrdlisis enzimatica de la
proteina lactea (Korhonen y Pihlanto, 2006), hecho que nosotros corroboramos en

nuestra féormula terapéutica.

Cabe pensar que algunos de estos péptidos identificados en nuestra férmula, de
acuerdo a la actividad que se les otorga al comparar en bibliotecas de péptidos
bioactivos, puedan ser aislados y utilizados como ingredientes funcionales o
suplementos dietéticos funcionales, pues existe un interés comercial creciente en la
produccion de péptidos bioactivos. De hecho, existe una patente internacional de
péptidos bioactivos, identificados en hidrolizados enzimaticos de caseinas lacteas, y
su procedimiento de obtencién, W02006131586, ademas de otras patentes de
péptidos bioactivos derivados de diversas fuentes proteicas. No obstante, la
actividad inhibitoria de ACE en las formulas infantiles hidrolizadas se ha demostrado
en varios estudios in vitro e in vivo en animales (Hernandez-Ledesma et al., 2007;
Martin et al., 2008, Catala et al., 2010), pero no existen estudios que demuestren
la disminucién de la presidén sanguinea en recién nacidos. En estudios realizados in
vitro, se observa que las férmulas hidrolizadas poseen mayor potencial inhibidor
que las formulas convencionales, e incluso que las muestras de leche materna,
antes y después de ser sometidas a la digestion in vitro; ademas identifican en las
formulas hidrolizadas, por primera vez, un di-péptido Ile-Trp con un enorme poder
inhibidor de ACE (Martin et al., 2008).
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Otra funcionalidad que se les otorga a algunos péptidos bioactivos es la capacidad
antioxidante. Generalmente esta capacidad antioxidante se mide mediante el
ensayo ORAC, capacidad de absorcidon de radicales de oxigeno libres, o incluso
ensayos de oxidacidon del acido linoléico. Esta capacidad es importante desde el
punto de vista tecnoldgico, pues estos péptidos antioxidantes pueden ser
empleados como ingrediente o aditivo conservador o protector de la oxidacién
lipidica de algunos componentes alimenticios. A su vez, se especula con el hecho de
que puedan ejercer un papel antioxidante a nivel celular en el organismo y puedan
ser utilizados en la prevencidon de enfermedades degenerativas como el cancer o
Alzhéimer, donde se producen procesos oxidativos importantes. Concretamente,
otros investigadores identificaron en muestras de leche materna, péptidos con
elevada actividad antioxidante, pudiendo ser éstos candidatos en la suplementacion
de formulas infantiles, con el fin de reducir la incidencia de enfermedades mediadas
con estrés oxidativo, en recién nacidos prematuros (enterocolitis, retinopatia, fallo

renal, disfagia broncopulmonar) (Tsopmo et al., 2011).

En nuestro trabajo, se identificaron algunos fragmentos (SLAM y SLAMA) derivados
de la B-lactoglobulina, contenidos en el fragmento (WYSLAMA), al cual se le
atribuye actividad antioxidante (Hernandez-Ledesma et al., 2007). También se
identificaron fragmentos con actividad antibacteriana, tales como: (ISQPE),
derivado de la lactoferrina, fragmento del péptido (APRKNVRWCTISQPEW) con
actividad antibacteriana (Recio y Visser, 1999) y el fragmento (IPAVF) contenido en
el fragmento (IPAVFK) con actividad antibacteriana (Pellegrini et al., 2001).

Cabe la posibilidad de que existan péptidos lacteos inmunomoduladores capaces de
aliviar reacciones alérgicas y de aumentar la inmunidad del tracto gastrointestinal,
pudiendo regular el desarrollo del sistema inmunitario del recién nacido (Korhonen
et al., 2006). De hecho, en nuestra formula terapéutica se identificd, tras la
digestidon in vitro, el fragmento (VLNENL), que se identifica a su vez en el
fragmento (RPKHPIKHQEVLNENLLRP); este Ultimo posee actividad antibacteriana e
inmunomoduladora (Lahov y Regelson, 1996, Hayes et al., 2007).
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Los analisis de péptidos bioactivos en nuestra féormula terapéutica nos permitieron
identificar numerosos fragmentos en la formula derivados de los hidrolizados de
caseina y suero (CE90STL y WEBO0BG) utilizados en la formulacion. Se podria
pensar que estos péptidos puedan ser absorbidos a nivel intestinal por el lactante
con APLV y que ejerzan algun papel funcional beneficioso. Para hacer tal afirmacién
primero tendriamos que demostrar, in vitro e in vivo en animales, la capacidad
antioxidante, antibacteriana, inhibidora de ACE, antihipertensiva, opiacea,
antitrombica, inmunomoduladora, entre otras, de nuestra férmula terapéutica.
Desde un punto de vista inmunoldgico cabria la posibilidad de trabajar en la
identificacion en nuestra férmula hipoalergénica de péptidos con actividad
inmunomoduladora relacionada con la APLV (caracterizacion, aislamiento y escalado
industrial); de esta manera, tendriamos péptidos bioactivos, disponibles para ser
ofrecidos como ingrediente o alimento funcional disponible para la industria
farmacéutica, aplicada a la prevencion o tratamiento de la APLV. Obviamente, en

todo caso se trata de una perspectiva futura de investigacion.

Desde el punto de vista del investigador, y de acuerdo a la creciente incidencia y
prevalencia de alergias, podria ser interesante afrontar este tipo de retos pues,
como hemos visto a lo largo de revisién bibliografica, las alergias son enfermedades
multifactoriales y desde el punto de vista nutricional e inmunoldgico son multiples
los compuestos funcionales (AGPI-CL w-3, péptidos bioactivos, vitamina D, etc...),

gue pueden actuar y conducir la respuesta inmunoldgica.

Caracterizacion antigénica y nutricional de los hidrolizados in vivo

Los resultados de los ensayos analiticos realizados en el laboratorio no pueden, por
si solos, garantizar la hipoalergenicidad ni el valor nutricional, en este tipo de
formulas por lo que es necesario realizar ensayos con animales antes de su
utilizaciéon en lactantes diagnosticados. Ademas, los resultados obtenidos en los
modelos animales siguen sin ser extrapolables al comportamiento en humanos;
concretamente, en la APLV seguimos sin conocer un umbral de reaccién, ya que
este dependerd de cada individuo, pues hay casos en los que los lactantes son

alérgicos incluso a las formulas extensamente hidrolizadas (Antunes et al., 2009).
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Por razones de seguridad y de acuerdo a las guias de la comisién europea, es
necesario comprobar la capacidad de sensibilizacién de las férmulas en modelos
animales (ESPGAN, 1993; SCF 1993, SCF 2003, Directiva 2006/141/CE) vy
comprobar el valor bioldgico de las proteinas mediante ensayos con animales (SCF
1993, SCF 2003, Directiva 2006/141/CE).

Caracterizacién in vivo- Prueba de anafilaxia sistémica con los hidrolizados

La sensibilizacién de las proteinas alimentarias ha sido estudiada generalmente en
modelos murinos, concretamente en cobayas (Boza et al., 1995, Boner et al.,
1992; Piacentini et al., 2003), aunque también algunos investigadores han utilizado
ratas (Fristché y Bonzon, 1990; Lara-Villoslada et al., 2005) e incluso ratas libres
de gérmenes (Xiu-Min et al., 1999; van Esch et al., 2011). Sin embargo, las
cobayas constituyen un modelo adecuado, con la ventaja de ser sensibilizadas via
oral sin coadyuvantes, de manera que se asemejaria a la manera de sensibilizacién
humana y con la desventaja de que las cobayas, al igual que las ratas, desarrollan
anticuerpos IgG1la especifica y no IgE (Fritsché, 2003; Bailén et al., 2012; van Esch
et al., 2013), mientras que los modelos con ratas suelen emplear coadyuvantes
(toxina colera) y la sensibilizacion suele ser via parenteral o a través de sonda
gastrica (Von der weid et al., 2001, Lara-Villoslada et al.,2005; Bailon et al., 2012),
siendo estos los principales inconvenientes encontrados en los ensayos con ratas.
Segun algunos autores, el inconveniente de utilizar modelos murinos es que la
sensibilizacion oral es complicada y los animales podrian desarrollar de manera
innata una tolerancia oral hacia la proteina ingerida (Fristché, 2003). El principal
inconveniente de la utilizacidon de coadyuvantes es que, aunque parecen necesarios
para evitar el potencial tolerogénico hacia el antigeno estudiado, también pueden
provocar una respuesta hacia otros antigenos alimentarios distintos al antigeno de
interés, pérdida de especificidad y podrian provocar una respuesta inmunoldgica
hacia el propio coadyuvante con el tiempo (Baildn et al., 2012); otro inconveniente
de los ensayos con ratas es el largo periodo de sensibilizacion, de 6 a 8 semanas (Li
et al., 1999, Baildn et al., 2012).

Recientemente se han publicado los resultados de la validacion de un modelo

murino en el que los animales se sensibilizan oralmente durante un periodo de 14
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dias, evitando de esta manera la posible respuesta debida al coadyuvante, y a los
18 dias realizaban la provocacién intraperitoneal (Baildon et al., 2012). En este
trabajo el tiempo necesario para la sensibilizacidon es aproximadamente igual al que
nosotros necesitamos con las cobayas y con estas tuvimos la ventaja de sensibilizar
a los animales oralmente sin necesidad de coadyuvantes. También se ha publicado
los resultados de la validacion de un nuevo modelo murino, realizada en 4 centros
distintos de investigacidon. Este nuevo modelo murino sensibiliza mediante sonda
gastrica y sensibilizacidon oral y combina la determinacidon de anticuerpos IgE, IgG;
y mMCP-1 en suero junto con la sintomatologia (shock anafilactico, caida de la
temperatura corporal, reaccion alérgica en la piel) con el fin de evitar falsos

positivos o negativos (van Esch et al., 2013)

En nuestro trabajo las cobayas destetadas que ingerian suero lacteo durante 15
dias, una vez transcurrido el periodo de lavado de siete dias y sometidas a la
prueba de anafilaxia, morian, mientras que al grupo de animales sensibilizados con
la proteina intacta y provocados con el hidrolizado extenso de suero (WE80BG) no
les sucedia nada (Matencio et al., 2010). De esta manera, en nuestro trabajo, sin
necesidad de analizar anticuerpos especificos en los animales se manifestd, la
sensibilizacion oral de los animales a través de la aparicién inmediata de sintomas,
asi como la tolerancia de los hidrolizados estudiados por ausencia de los mismos
(Matencio et al., 2010). Con anterioridad a nuestro trabajo, otro grupo de
investigacion utiliza cobayas en la determinacion de la alergenicidad de un
hidrolizado extenso de suero; nuestros resultados coincidieron con los resultados
observados en este trabajo (Boza et al., 1995). Parece relevante mencionar que la
aparicion de sintomas en el caso del modelo con cobayas es inmediata (Matencio et
al., 2010; Boza et al., 1995), mientras que en el caso de los modelos con ratones
tras la provocacidon via intraperitoneal, se evidencian los sintomas transcurridos
unos 15 a 30 minutos (Villoslada et al., 2005; Bailén et al., 2012). Las cobayas son
mas sensibles a las proteinas lacteas que las ratas, aunque los estudios son mas
costosos (Li et al., 1999).

Durante la prueba de anafilaxia sistémica nosotros observamos que, mientras las
cobayas sensibilizadas con las proteinas séricas sufrian un choque anafilactico y

muerte inmediata, las cobayas sensibilizadas con caseinas presentaban sintomas
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secundarios (pelo erizado, enrojecimiento del pabellén auditivo, dificultad en la
respiracion) y transcurrido cierto tiempo se recuperaban (Matencio et al., 2010).
Este hecho pone de manifiesto que la alergenicidad de las proteinas séricas es
superior. Nuestros resultados no coinciden con las conclusiones del trabajo de
Villoslada et al., en el que se observa que una sensibilizacion mayor de los
animales, cuando se les administra proteina de leche de vaca que en el caso de la
administracion de las férmulas con proporcidn caseina:suero 40:60 (Villoslada et
al., 2005).

Cabe mencionar que, aun estableciendo la reducida alergenicidad de los
hidrolizados terapéuticos a través de composicion molecular de los mismos y la
ausencia de sensibilizaciéon a través de modelos murinos, nunca se podra afirmar
gue un hidrolizado terapéutico sea totalmente seguro para el tratamiento de nifios
con APLV sin haber realizado previamente un ensayo clinico con lactantes
diagnosticado (Fiocchi et al., 2010, AAP 2000, Host et al., 1999); y aun asi,
continuaria sin existir el riesgo cero (Madsen et al.,2012). Sin embargo, este tipo
de ensayos preliminares son necesarios antes de seleccionar un hidrolizado para el
tratamiento de lactantes con APLV; son herramientas Utiles de screening (Cordle et
al., 2011).

Caracterizacion in vivo- Valor bioldgico de los hidrolizados

De acuerdo con las guias, ademas de la seguridad y tolerancia de las formulas, se
evidencia la necesidad de asegurar la capacidad nutricional de las mismas pues, en
algunos casos, se han encontrado lactantes alérgicos con fallo de medro o
malnutricién (Host et al., 1999, Fiocchi et al., 2010, Meyer et al., 2012). Asi pues,
el comité cientifico de la Unidn Europea considera necesario comprobar el valor
bioldgico de las proteinas mediante ensayos con animales (SCF 1993, SCF 2003,
Directiva 2006/141/CE). Las principales criticas a estos métodos se basan en los
diferentes requerimientos en aminoacidos de la rata y del hombre (SCF 2003). Un
valor de 2.5 para el coeficiente de eficacia en crecimiento (PER), es el minimo
necesario considerado para las férmulas lacteas para nutricion infantil por la
ESPGHAN vy, de igual forma, un valor bioldgico (VB), de al menos el 70% (Acta
Paediatric, 1977).
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Asi pues, cabe destacar que, tanto el hidrolizado de caseina (CE90STL) como el de
suero (WEB0BG), usados para la formulacion de la férmula terapéutica
hipoalergénica, cumplian estos requerimientos establecidos (PER: 3.69, 3.62 vs
4.14 p=0.001) (BV: 75, 73 vs 86 % p< 0.001) (Matencio et al., 2011); sin
embargo, los valores de CDV y la NPU en los hidrolizados eran inferiores respecto al
grupo de la caseina (CDV: 92, 92 vs94 % p<0.001; NPU: 70, 68 vs 81, p< 0.001),
pudiendo pensar que la hidrdlisis ejerce un efecto negativo, probablemente debido
a la competencia por los transportadores intestinales entre los aminoacidos libres
(Boudry et al., 2010).

De hecho, otros investigadores han demostrado que un grupo de ratones,
alimentados con hidrolizado extenso, ganan mas peso que los ratones alimentados
con la dieta elemental; esta ganancia de peso esta relacionada con una retencion
de nitrogeno estadisticamente superior (Boza et al., 2000). En la década de los
noventa, este mismo grupo, ha realizado ensayos con ratas para conocer el valor
nutricional de ciertos hidrolizados que, posteriormente, se han podido emplear en
férmulas infantiles hipoalergénicas. De igual manera que en nuestro trabajo, este
grupo de investigacion observa que no existen diferencias significativas en la
ingesta proteica y en la ganancia de peso, entre los animales alimentados con los
hidrolizados proteicos y la proteina intacta (Boza et al., 1994, Boza et al., 1995).
Sin embargo, ellos no observan diferencias significativas en el CDV, a diferencia de
nuestro estudio que mostrd valores inferiores al grupo de referencia (Matencio et
al., 2010). Al igual que en nuestro trabajo este grupo observa, en el grupo
alimentado con el hidrolizado de caseina, un VB y NPU inferiores a los obtenidos
con la caseina de referencia (BV: 79.8 vs 85.6 %; NPU: 78.2 vs82 %) (Boza et al.,
1994).

Ensayo clinico con lactantes con APLV

En nuestro trabajo, una vez disefada y validada la formula hipoalergénica mediante
los ensayos in vitro e in vivo con animales, se procedié a la realizacién de un
ensayo clinico con lactantes diagnosticados, requisito establecido en las guias
publicadas por AAP, ESPGHAN, WAO, actualmente solo unas pocas férmulas
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extensamente hidrolizadas comercializadas, han mostrado su validacién mediante
este tipo de ensayos (Koletzko et al., 2012; Muraro et al., 2012; Dupont et al.,
2012).

Los objetivos principales de nuestro ensayo fueron evaluar la seguridad, tolerancia
y capacidad nutricional de la nueva formula terapéutica. Para ello se establecio la
necesidad de realizar un seguimiento de 3 meses en los lactantes diagnosticados,
aunque se observé un abandono del estudio de un 27% (8 de 30). Al igual que en
el estudio realizado con un férmula comercial extensamente hidrolizada de suero
(Niggemann et al., 2008), el principal motivo para la retirada del estudio fue el
abandono del seguimiento por los padres. En nuestro caso, es muy probable que el
abandono no se debiese a razones de rechazo o intolerancia de la férmula; la
situacion mas habitual cuando aparecen problemas relacionados con la ingesta de
la formula es que los padres se comuniquen inmediatamente con los investigadores
responsables del estudio, quienes deciden la continuacién o retirada del estudio. Si
comparamos con otros ensayos recientes, también existe un abandono importante
por sensibilizacidon en el grupo alimentado con soja; en los grupos alimentados con
hidrolizados de caseina y arroz, el abandono se produce por no aceptacion de la
formula y/o ligeras complicaciones relacionadas con el consumo de éstas (Agostoni
etal., 2007).

Caracteristicas sociodemogrdficas y clinicas antes del reclutamiento

La edad media de los lactantes al iniciar el estudio correspondia a 4.3+1.3 meses
(minimo 40 - maximo 210 dias), intervalo de edad observado en la mayoria de
estudios observacionales y clinicos publicados (Garcia et al., 2001; Agostoni et
al.,2007; Niggemann et al.,2008, Reche et al., 2010); este intervalo coincide con la
edad a la cual es habitual en Espafa el cambio de la lactancia materna a lactancia
artificial (Garcia et al., 2001; Gomis et al., 2009). Antes de comenzar el estudio, el
79.2% de los lactantes habian recibido lactancia materna exclusiva en algun
momento desde su nacimiento y solamente el 37.5% no recibieron ningun tipo de
lactancia artificial. Ademas, la duracidén de la lactancia materna exclusiva antes del
reclutamiento habia sido de 129.7+26.7 dias, con lactancia mixta 6.8+8.2 dias y

con lactancia artificial exclusiva 13+21.4 dias. Como podemos observar, el
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porcentaje de lactancia exclusiva o mixta fue elevado, poniéndose de manifiesto la
falta de suficiente evidencia cientifica para afirmar que la lactancia materna tenga
efecto protector sobre la aparicion de las alergias, de acuerdo con lo expuesto en
recientes meta-analisis (Seccion de lactancia materna, AEP 2012, ESPGHAN 2009).
La duracion de lactancia materna exclusiva puede ser un factor relevante pues, en
nuestro estudio, la mayoria de sujetos reclutados eran menores de seis meses de
edad y ninguno de ellos habia sido lactado exclusivamente con leche materna
durante los 6 primeros meses. Como referencias, podemos mencionar que, en la
regidn de Murcia, la prevalencia de lactancia materna hasta los 5 a 7 meses de
edad es de un 5.5% (Gomis et al., 2009) y la duracion de lactancia materna
exclusiva en Espafa, de acuerdo a los resultados del estudio IDEFICS, es de
aproximadamente 3.2 meses (Hunsberger et al., 2012). Ademas, sabemos que los
sintomas alérgicos pueden aparecer incluso en el periodo de lactancia materna
exclusiva, aunque lo mas frecuente es que empiecen al iniciar la lactancia artificial
(Plaza, 2003).

En nuestro estudio, la edad gestacional media era de 38,8+1,7 semanas y el peso
medio al nacer era de 3,3+0,5. No se recogieron datos del tipo de parto vaginal o
cesarea, pudiendo ser este dato relevante pues algunos estudios han encontrado
cierta relacién entre el nacimiento por cesarea y el desarrollo de alergias; aunque si
sabemos, por el estudio EuroPrevall que en Espafia un porcentaje inferior al 3% de
los nacimientos son por cesarea (McBride et al., 2012). En nuestro estudio un
62.5% eran nifios y un 37.5% ninas, un 20.8% convivian con fumadores activos y
un 50% no tenian antecedentes de primer grado, mientras que un 20.8% tenian
antecedentes de rinitis alérgica en la familia; este ultimo porcentaje coincide con
los datos del ensayo EuroPrevall. En Espafa, cerca del 20% de los padres
presentan rinitis alérgicas (McBride et al., 2012). La recogida en la historia clinica
de estos datos es relevante, pues se sabe que tanto los antecedentes familiares
como factores medioambientales influyen en el desarrollo de la alergia (Cochrane et
al., 2009; Prescott y Nowak-Wegrzyn, 2011).

La exposicion al tabaco, asi como otros factores medioambientales, deben ser
evitados en medida de lo posible y asi es aconsejado por alergélogos, pediatras y

en las guias actuales del manejo y prevencidon de alergias (Dalmau et al., 2008;
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Tormo y Martin 2010; Wahn 2008, Greer et al., 2008); el humo de tabaco puede
acentuar los sintomas respiratorios y fomentar la sensibilizacion hacia
aeroalergenos y alergenos alimentarios incluso en lactantes de padres no alérgicos
(Lanneré et al., 2008; Prescott 2008).

En el estudio EuroPrevall se registra que el 17% de los nifios espafioles y griegos
han estado expuestos al humo de tabaco durante el embarazo frente al 10% del
resto de paises europeos (McBride et al., 2012). Espafia es uno de los paises con
mayor tasa de exposiciéon al humo de tabaco durante el embarazo (Hunberger et
al., 2012). El grado de evidencia sobre el humo de tabaco como factor de riesgo
para el desarrollo de alergias alimentarias y enfermedades atdpicas es alto
(Prescott y Nowak-Wegrzyn, 2011). Por otra parte, el 50% de nuestra poblacién de
estudio carecia de antecedentes de primer grado, luego cabe pensar que, aun
sabiendo la importancia de la influencia de la carga familiar en el desarrollo de

alergias, los factores medioambientales parecen tener bastante relevancia.

En el momento del diagndstico la edad media era de 4.1+1.2 meses y
transcurrieron 1.6+6.7 dias entre el diagndstico y el inicio del estudio. Respecto a
la introduccidon de la alimentacion complementaria antes del comienzo del estudio,
el 33.3% de los lactantes con APLV no habian iniciado alimentacién
complementaria, un 47.6% habian tomado cereales sin gluten, un 4.8 % cereales
con gluten, un 23.8% compota de frutas, un 28.6 % puré de verduras, un 19%
pollo y un 4.8% otras carnes magras. Como era de esperar, la introduccién de la
alimentaciéon complementaria antes del inicio del ensayo coincide con las
recomendaciones del comité de nutricién de la AEP, en relaciéon con la introduccion
entre los 4 a 6 meses de edad en los casos de lactancia mixta o artificial (Gil et al.,
2006). Ademas, el consumo de cereales sin gluten predomina, observandose la
introduccion gradual de otros alimentos sélidos, como purés de frutas, vegetales y

carnes.

Antes de la inclusién en nuestro estudio los sintomas mas frecuentes fueron:
erupcion cutanea (95.8%), prurito (41.7%). El 62.5% de los lactantes presentaron
mas de un sintoma. Nuestros datos clinicos se asemejan a los de otros estudios: En

un estudio el 100% de los sujetos experimentaron urticaria o angioedema tras la
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ingesta de LV, junto con vomitos en el 12% de los casos y diarrea aguda en el 3%
(Martin et al., 1998). Datos obtenidos en otro estudio muestran que el 78% de los
lactantes presentan dermatitis atépica (Niggemann et al., 2008) y en otro estudio
un 78.6% presentan eczema atopico, un 23.1% urticaria o angioedema, un 11.9%
asma o rinitis, 8.6% sintomas gastrointestinales y un 5.4% anafilaxia (Agostoni et
al., 2007). De acuerdo con estos ensayos podemos concluir que el sintoma mas
frecuente de la APLV mediada por IgE, a estas edades, se asocia a una

manifestacion cutanea inmediata.

Para la inclusién en el estudio y en general en las consultas de alergia, un
diagndstico correcto de la enfermedad se demuestra fundamental. En un estudio
sobre la incidencia de la APLV durante el primer afio de edad aparece una alta tasa
de casos con sospecha de APLV que, al ser sometidos al protocolo de diagndstico,
son descartados. En este estudio, de los 333 lactantes que acuden a la consulta de
alergia infantil se diagnostican como alérgicos a 179, un 54% (Garcia et al., 2001).
Este hecho pone de manifiesto que un alto porcentaje de los lactantes que acuden a
las consultas de atencién primaria en pediatria, con sospechas de APLV, son
diagnosticados erréneamente, en base a la valoracién subjetiva aportada por los
padres y al examen fisico realizado por el pediatra. El resultado es que a la mayoria
se les recomienda el uso de hidrolizados sin ser estrictamente necesarios; sélo una

minoria de los casos es remitida a la consulta de alergias.

En nuestro estudio, el diagndstico de la enfermedad antes de la inclusion se
caracterizd porque en el 100% de los casos se utilizé tanto la historia clinica, como
las pruebas cutdneas y determinacion de IgE en suero. La determinacion de IgE
especifica sérica en el diagndstico de la APLV inmediata, con valores superiores a
2.5 KUA/I, tienen un valor predictivo del 90%, pudiendo obviarse la prueba de
provocacion con leche en estos casos (Plaza, 2003). En nuestro estudio la prueba
de provocacidon con LV se realizd en el 73% de los lactantes, es decir, en aquellos
en los que dicha prueba no suponia poner en riesgo al lactante diagnosticado de
acuerdo a las recomendaciones (Garcia et al., 2001, Plaza 2003) pues, como se
notifica en la guia DRACMA (Fiocchi et al., 2010) y en la ultima guia de diagnéstico
publicada por ESPGHAN (Koletzko et al., 2012), existen circunstancias para las

cuales la prueba de provocacién puede ser omitida. Estas circunstancias se refieren
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a la probabilidad de APLV extremadamente alta y de presentarse un proceso
demasiado arriesgado, como ocurre en el caso de nifos sensibilizados con historial
de anafilaxia o edema de glotis; Sin embargo, la APLV no puede ser descartada
cuando el test de prick y los niveles de IgE especifica son negativos y existen
sintomas gastrointestinales; en estos casos es necesaria la prueba de provocacion,
pues podriamos encontrarnos con un caso de APLV no mediada por IgE. Aun asi,
niveles positivos de IgE especifica en suero parecen predecir un periodo largo de
intolerancia, comparado con aquellos nifios que no presentan niveles elevados de
IgE (Host et al., 2002).

En nuestro estudio, los resultados de las pruebas cutdneas realizadas para el
diagnodstico de APLV mostraron sensibilizacién en el 79.2% para LV, 87.5% para B-
lactoglobulina, 83.3% en a-lactalbiumina y en el 70.8% para caseina. Los resultados
encontrados coinciden con lo expuesto en la guia DRACMA, donde se pone de
manifiesto que el 80% y 76% de los sujetos con APLV reaccionan a la a-
lactoalbumina y la B-lactoglobulina (Fiocchi et al., 2010). Las pruebas de IgE
especifica frente a la proteina de la LV y sus fracciones se realizan para encontrar
caracteristicas diferenciales en los pacientes. Un estudio realizado en Espafa ha
encontrado que el aumento de IgE especifica a la caseina se relaciona con una
mayor dificultad para alcanzar la tolerancia (Plaza, 2003). Nuestros resultados
mostraron sensibilizacién a la LV en el 71% de los lactantes, siendo la B-
lactoglobulina y a-lactoalbumina sensibilizante en 63% de los casos y en el 45% la

caseina.

Los protocolos de diagndstico en pediatria recomiendan efectuar pruebas cutaneas
con los alimentos mas sensibilizantes en la infancia, pues un gran porcentaje de
nifios con APLV suelen presentar sensibilizacién a otros alimentos (Plaza, 2003).
Los resultados de este trabajo mostraron que mas del 50% de los sujetos estaban
sensibilizados al pescado (bacalao) y al huevo, segun los resultados del test de
prick. En nuestro caso, se recomendd retrasar la introduccién de los alimentos mas
alergénicos, como huevo y pescado, a todos los lactantes reclutados, de acuerdo a
las recomendaciones de la AEP de 2001. Sin embargo, las ultimas recomendaciones
de la AEP, AAP y ESPGHAN sostienen que retrasar la introduccion de estos

alimentos no tiene ningln efecto beneficioso en la prevencidén y deberia evitarse, a

209



Discusién

menos que existan pruebas de que los lactantes son alérgicos a estos alimentos
(Dalmau et al., 2008, Greer et al., 2008, Agostoni et al., 2008, Koletzko et al.,
2012).

Por tanto, parece importante conocer el porcentaje de nifios con APLV que a su vez
podrian experimentar cualquier otro episodio de alergia hacia otros alimentos, tanto
para prevenir el desenlace de la enfermedad en aquellos que son realmente
alérgicos como para evitar la retirada de alimentos de la dieta del lactante con
APLV, que potencialmente no van a provocar una respuesta alérgica, pues no se

encuentra sensibilizado hacia esa proteina.

Valoracion de la seguridad y tolerancia de la férmula terapéutica

En nuestro estudio, de los 44 lactantes con APLV seleccionados, tras la prueba de
provocacion con el hidrolizado solamente un lactante experimentd una reaccién
alérgica a la férmula hidrolizada (2.3%), poniéndose de manifiesto que dicha
formula podria ser alergénica en sujetos muy sensibles. Esta situacion se observa
en la mayoria de ensayos realizados con formulas extensamente hidrolizadas. En
un estudio realizado en lactantes con APLV, provocados con un hidrolizado de
suero, 2 de 26 (8%) resultan sensibles y con otro hidrolizado de suero, 1 de 31
(3%) presenta sintomas (Giampietro et al., 2001); en otro estudio con una férmula
de composicion similar a la de nuestro estudio (hidrolizado de caseina:suero
40:60), 1 de 22 (4.5%) presenta sintomas (Martin et al.,1998). Podemos observar
que las formulas extensamente hidrolizadas presentan cierta alergenicidad. Las
féormulas elementales, consideradas hasta hoy adecuadas para el tratamiento de las
alergias multiples y de los casos sensibles a los hidrolizados extensos, pueden
resultar reactivas en determinados casos. Este hecho ha sido descrito en estudios
recientes, donde se ha observado la aparicion de efectos adversos retardados
(Caffarelli et al., 2002, Nilsson et al., 1999).

La prueba de provocacion realizada en nuestro estudio fue un ensayo abierto y no
un ensayo doble ciego, placebo-control, DBPCFC. Aun siendo esta prueba el
estandar de oro en el diagndstico, el SCF (1993) y ESPGHAN (1999) consideran que

un ensayo abierto, con suficiente nimero de sujetos, es mas apropiado, ya que se
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evita la posible aparicidon de reacciones agudas en sujetos altamente sensibilizados.
Ademas, el ensayo DBPCFC, es un ensayo que consume bastante tiempo y dinero.
De hecho, este ensayo debe evitarse cuando en las pruebas de provocacion se
reflejan sintomas objetivos (vomitos, urticaria, obstruccion bronquial, etc.) que
correlacionan con el historial médico y con los niveles de IgE especifica en plasma
(Koletzko et al., 2012).

De acuerdo con los resultados derivados de la prueba de provocacion, el 97.7% de
los lactantes alérgicos (43 de 44) toleran la nueva formula Nuestros resultados son
semejantes a los resultados de un trabajo publicado con anterioridad, donde se
demuestra que una férmula extensamente hidrolizada caseina:suero 40:60 es
tolerada por el 94% de los sujetos (31 de 33) (Martin et al.,1998). A su vez, otro
ensayo mas reciente evalla la seguridad, mediante un ensayo DBPCFC, de una
formula extensamente hidrolizada con lactosa frente a una formula elemental, en
66 lactantes con APLV mediada por IgE. La formula es tolerada por mas del 90 %
de los lactantes, mostrando un intervalo de confianza del 95%, pues en ninguno de
los lactantes diagnosticados aparecen sintomas alérgicos durante el ensayo de

provocacién (Niggemann et al., 2008).

La seguridad de la formula se confirmé mediante el ensayo de provocacion con la
formula terapéutica en estudio. Con estos resultados, quedd establecida Ia
seguridad y tolerancia de la férmula, ya que fué tolerada por mas del 90% de los
lactantes con APLV (SCF 1993; Committee on Nutrition AAP, 2000; Host et al.,
1999; Vandenplas et al., 2007, Fiocchi et al., 2010, Koletzko et al., 2012).

Posteriormente, se continud con el seguimiento de 3 meses de duracion, evaluando
durante este periodo de tiempo la tolerancia de la féormula, en base a la aparicion
de nuevos episodios de reagudizacion, y el estado nutricional del lactante, mediante
las medidas antropométricas. Con respecto a la manera de proceder en nuestro
ensayo cabe mencionar que la valoracién de la seguridad y tolerancia de una
formula extensamente hidrolizada (Martin et al., 1998; Ibero et al., 2010) se basa
en las pruebas de diagnédstico (prick, IgE en suero y prueba de provocacién
abierta). Sin embargo, en otro estudio se realiza un primer ensayo de seguridad

basado en las pruebas de diagndstico y posteriormente un ensayo clinico abierto,
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con registro de sintomas relacionados con la alergia, tolerancia de la férmula,
crecimiento, volumen ingerido y estatus metabdlico. Posteriormente, se comparan
los resultados del grupo de intervencién (n=33) frente a un grupo control (n=32),
al que le fue suministrado una férmula elemental (Niggemann et al., 2008). Con
anterioridad, otros investigadores también han evaluado la seguridad de una
formula extensamente hidrolizada de suero, mediante un ensayo abierto de

provocacion (Halken et al., 1993).

En el primer mes de intervencion de nuestro ensayo, 1 de 30 pacientes (3.3%)
presentd episodios de reagudizacién de APLV segun el criterio clinico establecido en
el protocolo, no apareciendo sintomas a los 2 y 3 meses de seguimiento.
Basandonos en estos resultados se concluye que el 96.7% de los pacientes toleran
la féormula. En otro ensayo, cuyo principal objetivo es la valoracién nutricional de
los lactantes alimentados con distintos hidrolizados, aquellos lactantes que
desarrollan reagudizacién de los sintomas durante el primer mes de tratamiento
son retirados del estudio: 5 de 37 del grupo alimentado con una férmula de soja, 6
de 36 del grupo alimentado con un hidrolizado de arroz y 4 de 36 del grupo
alimentado con un hidrolizado de caseina (Agostoni et al., 2007). Nuevamente se
pone de manifiesto que todas las férmulas hipoalergénicas presentan cierta

alergenicidad para individuos muy sensibilizados.

Concretamente, durante el periodo de 3 meses de seguimiento un lactante
experimentd una erupcidn cutdnea y otro lactante experimenté vomitos y dolor
abdominal durante el primer mes, siendo ambos retirados del ensayo. Se observd
una asociacién temporal entre la aparicion de los sintomas y el consumo de la
formula, pero la causa es probablemente de otra etiologia. La valoracion del
pediatra se basé en el examen fisico y la informacion reportada por los padres vy
recogida en el CRD, debiéndose considerar en estos casos, la susceptibilidad vy
subjetividad de los padres. Al igual que en nuestro ensayo, en el ensayo de
Niggemann et al. (2008) se observan efectos adversos gastrointestinales,
respiratorios y cutdneos y ninguno de ellos es relacionado con el consumo de la
formula hidrolizada ni clasificados como severos segun el criterio del investigador.
Teniendo en cuenta los datos recogidos en los CRD sobre los efectos adversos, los

sintomas mas frecuentes fueron los sintomas gastrointestinales (vémitos vy
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diarrea); sin embargo, ninguno de los sintomas fue valorado como sintoma severo
por los investigadores, sin olvidar tampoco que el porcentaje de transgresion del
tratamiento fue elevado y la subjetividad de los padres afectdé directamente la

objetividad de los resultados.

Otro aspecto importante relacionado con la tolerancia de la formula y su seguridad
es el estudio del aspecto, color y consistencia de las heces. En nuestro estudio solo
disponiamos de los datos recogidos en el cuaderno de recogida de datos del
lactante, pues todos los sujetos reclutados sufrian APLV mediada por IgE, no siendo
en ese caso necesarios como prueba diagndstico los pardmetros medidos en heces,
segun protocolo establecido. En cuanto a las caracteristicas de las heces, el 23.3%
de los lactantes presentaban heces con consistencia normal durante el estudio, el
18.6% color normal, el 90.7% sin sustancias extrafas y el 93% con un aspecto
normal. De nuevo estos datos no presentan significancia médica, aunque si parece
relevante destacar la ausencia de sustancias extrafias y que a los 3 meses de
tratamiento la consistencia predominante de las heces fueron heces pastosas,

seguidas de heces normales y desaparecieron las heces liquidas.

Al igual que en nuestro trabajo, otros autores también registran las caracteristicas
de las heces, observandose en algunos casos la anotacidon de heces negras; esto
podria indicar sangrado intestinal, aunque no es confirmado por los investigadores,
no considerandose de relevancia médica (Niggemann et al., 2008). En nuestro
estudio, como en el estudio anterior, los sujetos reclutados son lactantes con APLV
mediada por IgE en los que no es usual encontrar sangre en las heces, siendo este

ultimo sintoma mas frecuente en los lactantes con APLV no mediada por IgE.

Valoracion nutricional de la férmula terapéutica
Los lactantes con APLV tienden a presentar un crecimiento mas lento que los
lactantes sanos (Isolauri et al., 1998; Agostoni et al., 2007; Menella et al., 2011),
estando este efecto relacionado con multiples factores:

+ La dieta de eliminacién y bajas ingestas de la férmula como consecuencia de
su caracteristico sabor amargo (Vandenplas et al., 1993; Dalmau et al.,
2008),
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« Una menor absorcion de nutrientes a nivel intestinal a consecuencia de una
respuesta inflamatoria intestinal (Isolauri et al., 1998; Seppo et al., 2005),
« La presencia de otros sintomas alérgicos a otros alimentos, que constituyen

también un riesgo nutricional asociado (Moreno et al., 2006).

De acuerdo con estas observaciones es necesario que los fabricantes de férmulas
infantiles hipoalergénicas, destinadas a la alimentacién de nifios con APLV, se
esfuercen en disefiar formulas que organoléptica y nutricionalmente sean aceptadas

y adecuadas para asegurar un correcto crecimiento y desarrollo.

En nuestro trabajo, ademas de asegurar la baja alergenicidad de la férmula
mediante la seleccién de ingredientes que cumpliesen los criterios establecidos para
tal caso (Acta Paediatrica 1993), se tuvo en cuenta la utilizacién de ingredientes
como la lactosa y una proporcién caseina:suero 20:80. El objetivo fue la mejora de
la palatabilidad de la misma, pues existe un porcentaje importante de rechazo
entre las férmulas extensamente hidrolizadas debido a su sabor amargo (Pedrosa
et al., 2006). En nuestro trabajo, la valoracion nutricional se basd en las medidas

antropomeétricas y los parametros bioquimicos en sangre.

Valoracién nutricional resultante de las medidas antropométricas

Curiosamente, en nuestro estudio en el caso de las nifias, los valores de puntuacion
Z para peso, se situaron 0.2 desviaciones por encima de la mediana o percentil 50
y en el caso de los nifios entre 0.4 a 0.6 desviaciones por encima. En ambos casos
se encontraron proximos al percentil 50, no existiendo en ningun caso ni
malnutricién (situada por debajo del percentil 10) ni riesgo de obesidad (por
encima del percentil 97); si comparamos nuestros resultados con el estudio de
Agostoni, en éste la puntuacién Z para el peso se encuentra por debajo de la
mediana y se aleja mas conforme aumenta la edad en el grupo alimentado con la
férmula de soja, siendo la puntuacion similar en el grupo alimentado con el
hidrolizado de caseina y el hidrolizado de arroz y en estos casos incluso con una
desviacion menor que los alimentados con leche materna (Agostoni et al., 2007);
en este estudio, el tratamiento comienza a los 6 meses de edad, edad a la que la

leche materna no es capaz por si sola de cubrir los requerimientos nutricionales de
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los lactantes, y requiere del suministro nutricional adicional de la alimentacion
complementaria, luego la ganancia pondero-estatural del grupo alimentado con
leche materna dependera en gran medida del correcto suministro de nutrientes a
través de la alimentacién complementaria y de una Optima absorcién intestinal.
Estos mismos investigadores observan en aquellos lactantes cuya aceptacién de la
formula y alimentacién complementaria es pobre, ya que no finalizan el biberén y/o
la racién de alimentacion complementaria, una tendencia a menor ganancia de peso
e individuos mas delgados y unos cambios mas bajos en la puntuacién Z para el
peso (Agostoni et al., 2007). De igual manera, en nuestro estudio, la puntuacién Z
para la relacidon peso-talla, se situd por encima de la mediana para los nifios y por
debajo para las nifias, siendo en ambos casos, muy cercana a la mediana, luego no

existid en ningun caso riesgo de desnutricién aguda.

En nuestro trabajo, se comparé la evolucién de estos parametros con las tablas de
crecimiento de la WHO. Llegados a este punto, cabe mencionar que en los trabajos
publicados, algunos utilizan las tablas de crecimiento de la WHO, otros las tablas de
crecimiento de EuroGrowth e incluso las tablas de crecimiento del CDC; este ultimo
organismo recomienda la utilizaciéon de estandares de crecimiento de la WHO para
la valoracién del crecimiento desde el nacimiento hasta los 24 meses de edad vy la
utilizacién de sus estdndares para la monitorizacidn de nifos mayores de 2 afios de
edad.

Otro grupo de investigacion, trabajando con los estandares de EuroGrowth, observa
en peso, talla y perimetro cefdlico valores también cercanos a cero en todas las
visitas, con la peculiaridad de que la puntuacion Z del peso estad préximo a -0.5
desviaciones y que en todas las visitas la puntuaciones Z son ligeramente inferiores
a los estandares (Niggemann et al., 2008). En general en nuestro trabajo, todos los
lactantes presentaron un desarrollo pondero-estatural similar al de la poblacidn
sana, apreciandose una tendencia a mejor percentil de talla que de peso. Cabe
destacar que la valoracién nutricional de nuestra férmula en cuanto a medidas
antropomeétricas, se situé mejor que los ensayos encontrados en la bibliografia,
sobre valoraciones nutricionales de féormulas hipoalergénicas; la mayoria de estos
ensayos se realizan con hidrolizados proteicos extensos de suero o caseina, sin

embargo, la formula estudiada por nosotros, contenia una mezcla de hidrolizados
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de suero:caseina completamente distinta a las formulas encontradas en el

mercado.

Si tratdsemos de relacionar estos resultados con el consumo medio de nuestra
formula, los lactantes del estudio consumian una media de 345,4+227 ml diarios,
volumen inferior al consumo medio observado en otros estudios con otras férmulas
hipoalergénicas: En el ensayo de Menella et al. (2011), el consumo medio de la
formula extensamente hidrolizada de caseina desde los quince dias hasta los 7.5
meses de edad es de 846+ 40 ml/dia; de igual manera el consumo medio de la
formula extensamente hidrolizada de suero, es de 590+213 ml/dia en el ensayo de
Niggemann et al. Cabe mencionar que en nuestro estudio, algunos lactantes
mantuvieron la lactancia materna junto con el consumo de la férmula
hipoalergénica, a edades inferiores a 6 meses, lo que explica la elevada desviacidn
tipica de la ingesta. En nuestro trabajo, el volumen de férmula ingerido fue menor
que el de otras férmulas, sin embargo la valoracidon del crecimiento fue d6ptima,
luego cabe pensar, que la introducciéon de alimentacidn complementaria también
desarrollé un papel importante, pues solo uno de los lactantes del estudio no

tomaba alimentacién complementaria.

En el estudio de Menella et al. (2011), con una n de 24 lactantes en el grupo
alimentado con la con la formula extensamente hidrolizada de caseina, la
introducciéon de la alimentacién complementaria se produce a los 3.5 meses de
edad. La puntuacién Z para peso y talla, desde el nacimiento hasta los 7.5 meses
de edad presenta un comportamiento similar al de nuestro estudio. Esta puntuacién
Z comienza con valores negativos hasta los 4.5 meses de edad y aumenta por
debajo de los 0.2 desviaciones estandar a partir de esa edad y hasta los 7.5 meses.
De nuevo, observamos como la puntuacién Z para peso y talla en nuestra féormula
fue mayor que en el caso de lactantes alimentados con la formula contemplada en

el estudio anterior.

Menella et al. (2011) observan una desviacién positiva en la puntuacién Z para los
lactantes alimentados con una férmula estandar y mucho mayor que en el caso del
hidrolizado. La menor puntuacion de Z para el peso, observada con la férmula

anterior también se observa en el resultado de otro estudio, durante los 3 primeros
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meses de edad (Savino et al., 2005). En este mismo estudio se observa como la
puntuacion Z para el peso, desde el nacimiento hasta los dos afios de edad,
presenta una desviacion negativa mas acusada en los nifos alimentados con un
hidrolizado de arroz (n=15), seguidos de los alimentados con el hidrolizado extenso
de caseina (n=26) y la férmula de soja (n=17), aunque estas diferencias no fueron
significativas (Savino et al., 2005). En un estudio retrospectivo realizado en Espafa
sobre el crecimiento de los lactantes con APLV, durante los 2 primeros afos de
vida, se obtiene una puntuacion Z para la talla mejor que la obtenida para el peso,
hecho observado también en nuestro estudio. El crecimiento de estos lactantes se
encuentra dentro de los rangos de referencia de la poblacion espafiola al afio y a los
2 anos de edad (Moreno et al., 2006).

Otro estudio realizado en Espafa, en lactantes con APLV tratados con una férmula
parcialmente hidrolizada de arroz frente a otra forma extensamente hidrolizada de
caseina, tiene en cuenta las tablas de crecimiento de la WHO, de igual forma que
en nuestro estudio. En este ensayo no existen diferencias significativas en la
valoracion del crecimiento de los lactantes entre ambas férmulas (Reche et al.,
2010). La puntuacién Z para el peso en ambas formulas desde la linea base hasta
los 3 meses desde la inclusidén en el ensayo, presenta un comportamiento similar al
observado en nuestro ensayo, con la peculiaridad de que la desviacidon estandar es
cercana a la mediana pero negativa; luego se vuelve a confirmar que nuestra
formula desde el punto de vista nutricional se comporta mejor, que las encontrada

en el mercado.

Cabe mencionar que en el ensayo de Menella se evalla el crecimiento desde el
nacimiento hasta los 7.5 meses de edad mientras que en el caso del estudio de
Agostoni se evallua desde los 6 meses hasta los 12 meses de edad. En nuestro
estudio, la edad de reclutamiento es desde los 0 hasta los 6 meses de edad,
pudiendo haber consumido una férmula hidrolizada distinta a la del estudio un
maximo de 2 meses. De esta manera se pone de manifiesto que la comparacion de
los resultados de la puntuacién Z obtenidos en nuestro estudio con los de otros
estudios es complicada, pues existen diferencias en los criterios de inclusién (edad
de inclusién, alimentacion, estado de salud...). Incluso en el tratamiento de los

datos (tablas de crecimiento de distintos organismos, recogida de datos...) nos
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puede conducir a confusiones, debido a diferencias ocurridas previamente a los
tratamientos. Sin embargo, es légico pensar que nuestra formula, de acuerdo a las
puntuaciones Z obtenidas, condujo a un crecimiento adecuado en el lactante
alérgico, a pesar de estar posiblemente cometiendo un sesgo al comparar los
resultados de la WHO de lactantes alimentados con lactancia materna exclusiva
frente a los lactantes de nuestro ensayo, cuya lactancia antes del reclutamiento
varia de un lactante a otro. Aun asi se pretendia que, con el consumo de la férmula,
el crecimiento del lactante alérgico se aproximase al crecimiento observado en los
lactantes sanos y este es un hecho objetivamente logrado a lo largo de la

intervencion.

En cuanto a las férmulas hidrolizadas de arroz, aunque en la actualidad aun no son
consideradas como primera opcion en el tratamiento de la APLV, en algunos
estudios se comprueba que los lactantes con APLV , alimentados con un hidrolizado
de arroz, alcanzan también estandares adecuados de crecimiento y, aunque no
existen diferencias significativas, alcanzan valores incluso mejores que los
alimentados con la férmula hidrolizada de caseina:suero 40:60 (Reche et al.,
2010); ademas, los hidrolizados de arroz presentan una baja alergenicidad y son
bien tolerados (Fiocchi et al., 2003, 2006, Savino et al., 2005;Reche et al., 2010).

Valoracién nutricional resultante de las medidas bioquimicas

En nuestro estudio, los pardmetros bioquimicos presentaban valores similares en la
visita basal y a los tres meses de tratamiento, sin observarse diferencias
estadisticamente significativas y estando todos ellos dentro de los rangos de
referencia; solamente la vitamina Bj;, mostré un aumento estadisticamente
significativo, pasando de un valor medio basal de 383,9+248,2 pg/ml a
492,6+226,5 pg/ml al finalizar el seguimiento de 3 meses (p=0,004). En términos
generales, son escasos los estudios en los que la valoracidon nutricional de este tipo
de féormulas incluye los parametros bioquimicos. Sin embargo, en un ensayo en el
que se incluyen estos marcadores se observa, en lactantes con APLV con reducido
crecimiento, al ser alimentados, un grupo con un hidrolizado extensivo de suero y
otro con una férmula de soja, al afno de edad existe un porcentaje de lactantes con

niveles bajos de ferritina (12% vs 7%), zinc (72% vs 60%), volumen corpuscular
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medio, VCM (2% vs 10%) y hemoglobina (19% vs 16%), sin existir diferencias
significativas entre los tratamientos (Seppo et al., 2005). Cabe mencionar que
ambos grupos alcanzan parametros adecuados de crecimiento en relaciéon a los

estandares de crecimiento de Finlandia.

Al igual que en el estudio anterior, en nuestro estudio se observd en algunos casos
niveles bajos de VCM, hemoglobina y hematocrito. En nuestro ensayo el valor
medio de ferritina, indicador de los depdsitos de hierro en los tejidos, experimentd
una disminucion desde la linea basal hasta transcurridos los 3 meses (58+62 ug/|
vs 33+29 ug/l). De la misma manera, en un ensayo de valoracion nutricional de
varios hidrolizados, 2 grupos alimentados, uno con un hidrolizado extenso de
caseina y otro con una férmula experimental, con 15 y 10 lactantes
respectivamente, observan niveles mas bajos de ferritina (3516 pg/l y 32+13
Mg/l), sin llegar a presentarse una deficiencia en hierro (Hernell and Lénnerdal,
2003). Esta disminucidon también se observa en otro estudio, tanto en el grupo
alimentado con una férmula de soja (61+50 ug/l vs 30+16 ug/l) como en el grupo
alimentado con el hidrolizado de suero (88+95 ug/l vs 44+13pg/l) (Seppo et al.,
2005).

En nuestro estudio, este hecho no es preocupante pues los niveles de transferrina
se mantuvieron constantes durante los 3 meses, indicando que no existia una
deplecién acusada de los depodsitos. Algunos investigadores sostienen que la
presencia de pequefios caseino-fosfopéptidos, en las formulas extensamente
hidrolizadas de caseina, podrian capturar el hierro disminuyendo de esta manera su
biodisponibilidad, aunque son necesarios mas estudios para sostener esta hipoétesis
(Hernell y Lénerdal, 2003).

En conclusién, desde el punto de vista nutricional, todas las féormulas que
encontramos actualmente en el mercado nacional y europeo, son capaces de
proporcionar al lactante con APLV los nutrientes necesarios para un correcto
crecimiento. Sin embargo, si observamos la puntuaciéon Z para el peso por edad vy
para el peso por longitud, la desviacion comienza siendo negativa. Con nuestra

férmula terapéutica, cuya relacién suero:caseina 80:20 no se encontrd en ninguna
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formula actualmente en el mercado, la desviacidon se situé en todo momento por

encima de la mediana.

Con respecto a la introduccién de la alimentacién complementaria durante los tres
meses del estudio, la situacién cambié de un 33.3% que no recibian alimentacién
complementaria en el momento de reclutamiento a un 4.5% a los 3 meses de
seguimiento. La alimentacién complementaria durante el ensayo estuvo exenta de
leche, huevo, pescado y frutos secos, de acuerdo a las recomendaciones de la AEP
de retrasar la introduccion de los alimentos mas alergénicos (Comité de Nutricidn,
AEP 2001). Sin embargo, las recomendaciones mas recientes sostienen que los
alimentos que forman parte de la alimentacién complementaria deber ser
introducidos uno a uno, en pequefias cantidades y nunca antes de la semana 17. El
retraso en la introduccion de la alimentacidn complementaria no ha mostrado
ningun efecto preventivo; por tanto, se recomienda que los alimentos mas
alergénicos (huevo, pescado, trigo) no se eviten, a menos que se demuestre alergia
a alguno de ellos (Dalmau et al., 2008 (AEP); Agostoni et al., 2008 (ESPGHAN);
Greer et al., 2008 (AAP); Koletzko et al., 2012 (ESPGHAN)).

Los resultados derivados de dos estudios prospectivos LISA y GINIplus que han
reclutado en total de 9088 lactantes, 2252 de ellos con riesgo de atopia, muestran
gue, una exposicion temprana (antes de las 17 semanas) y muy diversa,
ciertamente puede aumentar el riesgo de alergia y una exposicion tardia, o incluso
evitar los alimentos mas alergénicos durante el primer afo de vida, no tiene ningln
efecto preventivo sobre el desarrollo de alergias (Zutavern et al., 2008;
Sausenthaler et al., 2011). Los resultados de estos estudios apoyan las actuales

recomendaciones publicadas por la AEP (Dalmau et al., 2008).

Estatus nutricional de los AGPI-CL w-3 y w-6

Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, AGPI-CL, concretamente los
acidos docosahexaenoico, 22:6 w-3 (DHA) y araquiddnico, 20:4 w-6 (AA), estan

presentes en la leche materna y practicamente ausentes en la leche de vaca
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(Schwartz et al., 2010). Estos compuestos son fundamentales para el desarrollo
cognitivo y la agudeza visual del lactante (Birch et al., 2005; Hoffmann et al.,
2009; Innis, 2009); ademas, son precursores de eicosanoides y docosanoides
implicados en la respuesta inmunitaria (Calder, 2006,2010, Gotrand 2008) y en la
modulacién de funciones de las células T, como su proliferacion y la liberacion de
citocinas en respuesta a los antigenos (Field et al., 2000; Field et al., 2007).

Lactancia materna, lactancia artificial y AGPI-CL

El contenido en DHA y AA en la leche materna varia en funcion de la dieta de la
madre, entre paises e incluso en el mismo pais (Brenna et al., 2007; Innis, 2009;
Gibson et al., 2011, Antonakou et al., 2012); concretamente el contenido en DHA
en leche materna puede oscilar entre el 0.06 - 1.4% de los acidos grasos totales
(AGs), con un valor medio de aproximadamente 0.32+0.22% (Brenna et al., 2007;
Hoffmann et al., 2009), mientras que los contenidos en AA oscilan entre un 0.24 -
1%, con un contenido medio de 0.47x0.13% (Hoffmann et al., 2009). Se ha
observado que la leche materna de madres procedentes de paises costeros
contiene un mayor contenido en DHA, debido a un mayor consumo de pescado,
mientras que la leche materna de madres americanas y paises desarrollados se
caracteriza por un contenido alto en acido linoléico y bajo contenido en DHA
(Hoffmann et al., 2009; Gibson et al., 2011).

Aunque los lactantes nacidos a término y los prematuros son capaces de sintetizar
enddégenamente DHA y AA a partir de sus precursores, los acidos linoleico (LA) y
linolénico (LNA), es una practica habitual la introduccion de estos acidos en las
formulas infantiles y de continuacion, destinadas a la alimentacion de lactantes. La
formula terapéutica utilizada en nuestro estudio fue suplementada con DHA y AA,
en una proporcién 1:1 y una concentracidon de 0.47% del total de acidos grasos. En
el mercado nacional y europeo existen otras férmulas hipoalergénicas terapéuticas,
también con DHA y AA con distintas relaciones (1:0; 1:1; 1:2) y distintas

concentraciones, desde 0.34% a 0.98% de los AGs.

De acuerdo con la evidencia cientifica existente con respecto al papel

inmunomodulador de los derivados de DHA y AA en la respuesta alérgica, parece
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recomendable utilizar en las formulas hipoalergénicas ambos acidos pues, aunque
los derivados del acido araquiddnico (PGE2) fomentan la producciéon de IgE por las
células B (Gottrand, 2008), también median en la restriccidon de la inflamacién de la
respuesta alérgica aguda (Calder et al., 2010); ademds, ambos AGPI-CL son

necesarios para el correcto desarrollo del sistema inmunitario del lactante.

Marcadores bioldgicos de los dcidos grasos procedentes de la dieta

El contenido de acidos grasos en la membrana de los eritrocitos es un marcador
adecuado para valorar los acidos grasos suministrados a través de la dieta durante
periodos largos de tiempo, desde las 3 semanas hasta los 3 meses, debido al
tiempo de vida media de los eritrocitos (Risé et al., 2007); Sin embargo,
encontramos ensayos en los que valoran la ingesta en funcidon del contenido en
plasma, e incluso en plaquetas. En el plasma se reflejan los &acidos grasos
procedentes de la dieta, de unas horas antes o un dia como maximo (Arab, 2003).
La composicion lipidica de las células se refleja principalmente a través de la
composicion de los fosfolipidos de membrana, los cuales se veran influidos por la
disponibilidad de los acidos grasos a través de la corriente sanguinea, la cual estara
a su vez influida por la dieta y el metabolismo, pudiendo también estar influenciado

este ultimo, por la enfermedad (Sala-Vila et al., 2008).

En niflos lactados con leche materna, cuyo contenido en DHA es inferior a 0.1% de
los AGs, se observan contenidos en la membrana de los eritrocitos similares a los
encontrados en lactantes alimentados con férmulas no suplementadas con DHA vy,
al igual que sucede con el contenido en DHA en la leche materna, también existe
variacién en los contenidos de DHA en los eritrocitos de lactantes alimentados a
pecho, cuyo contenido es mayor conforme aumenta el contenido en la leche
materna (Innis, 2009).

Hoy en dia se sabe que las féormulas con alto contenido en LNA o proporciones
pequefias de LA/LNA no suponen ningun aumento en los niveles de DHA en la
membrana de los eritrocitos de los lactantes alimentados con dichas formulas
(Makrides et al., 2000, Arterburn et al., 2006, Innis 2009), siendo necesaria la

suplementacién con DHA en las férmulas para alcanzar niveles similares a los
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encontrados en nifos amamantados (Hoffman et al., 2009). Asi pues, en nuestro
estudio, tras 3 meses de tratamiento con la férmula terapéutica, el valor medio en
la membrana de los eritrocitos fue de 5.94+1.01% de AGs en DHA, valores
similares a los encontrados en los eritrocitos de lactantes amamantados 5.6+0.7%
de AGs (Makrides et al., 2000) y similares también a los encontrados en lactantes
sanos, 5.59+0.20% de AGs en DHA, alimentados con una férmula extensamente
hidrolizada de caseina, con AA y DHA (0.64 y 0.32 % del total de acidos grasos,
ratio 2:1) (Scalabrin et al. ,2009).

En nuestro estudio, los niveles de AA en la membrana de los eritrocitos, después de
tres meses de tratamiento con la férmula terapéutica, fueron 7.57+1.51% de los
AGs, mientras que en el estudio de Makrides encuentran en lactantes amamantados
un 16.1+0.8% de los AGs y en el estudio de Scalabrin 15.25+0.38%. Sabemos que
los contenidos de DHA en la leche materna cambian en funcidn de la ingesta
materna del mismo. Debemos mencionar también que distintas concentraciones de
DHA ingeridas por madres lactantes se traducen en distintas concentraciones de
DHA en la membrana de los eritrocitos de los lactantes, siendo esta concentracion
mayor cuanto mayor es la ingesta (Gibson et al., 1997). Ademas, varios ensayos
clinicos han puesto de manifiesto como la composicién lipidica en varios tipos
celulares (glébulos rojos, linfocitos sanguineos, monocitos) procedentes de
lactantes atdépicos se caracterizan, en algunos casos, por niveles mas bajos de DHA
en comparacién con nifos no atépicos e incluso otros indican niveles bajos de AA
(Sala-Vila et al., 2008). Por esta razén cabria pensar que un aporte dietético en una
correcta combinacion de AA y DHA puede ser mas eficaz y beneficioso que un
aporte Unicamente de DHA; sin embargo, podemos encontrar en el mercado

nacional e internacional féormulas terapéuticas adicionadas Unicamente con DHA.

En nuestro estudio, la formula tenia una proporcién LA/LNA de 10:1 y DHA/AA 1:1.
Se puede deducir que la similitud de los contenidos de DHA, en la membrana de los
eritrocitos de los lactantes con APLV de nuestro estudio, con los encontrados en
lactantes sanos amamantados, se deben basicamente a la suplementacidon con DHA
en la formula terapéutica, pues de acuerdo a algunos trabajos previos, la relacién
LA/LNA en las férmulas debe ser inferior a 6:1 para mejorar el estatus en los

lactantes alimentados con férmula (Makrides et al., 2000; Jensen et al., 1997) al
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favorecer la sintesis endodgena (Innis et al., 2007). Ademas, parece relevante
destacar que se adicioné AA y DHA a la formula terapéutica y se observd una
tendencia al aumento de ambos en la membrana de los eritrocitos de los lactantes
con APLV, efecto que de alguna manera podriamos pensar que repercutiria en la

presencia de ambos en las células inmunitarias y en el balance Tyl y Ty2.

Cabe mencionar que actualmente la EFSA y el Reglamento Europeo 440/2011
aprueban la alegacion ‘la ingesta de acido docosahexaenoico (DHA) contribuye al
desarrollo visual normal de los nifos hasta los 12 meses de edad’, siempre que las
formulas de continuacion contengan al menos un 0.3% de los acidos grasos como
DHA. Nuestra férmula, contenia un 0.47% de los acidos grasos totales en forma de
DHA luego, aunque no fué objeto de estudio en este trabajo, el consumo de DHA a
través de esta formula podria contribuir al desarrollo visual de los lactantes

alérgicos.

AGPI-CL y alimentacion complementaria

A partir de los 6 meses de edad, los lactantes comienzan a ser alimentados con
dietas semisdlidas, siendo mas probable una ingesta reducida de DHA desde la
dieta. La alimentacion del lactante y el nifio de corta edad, con menus donde el
aporte de LA y LNA mantenga una correcta relacion w-6/w-3, puede ser decisivo en
el correcto funcionamiento de las rutas de desaturacién - elongacion, con formacién
de DHA y AA en proporciones adecuadas para una correcta regulacién de las
membranas, establecimiento de sinapsis y el desarrollo de agudeza visual
(Matencio et al., 2012). En nuestro ensayo, la formula terapéutica, dentro de la
dieta del lactante con APLV, fue la principal fuente de DHA, AA, AL y ALN, hecho
que se reflejé en el contenido de estos acidos en la membrana de los eritrocitos de

los lactantes con APLV reclutados.

En relacion a la etapa desde los 6 hasta los 12 meses de edad y la disminucién del
aporte de DHA al disminuir o incluso desaparecer la lactancia materna, existe un
estudio en el que en un grupo se suplementa con 130 mg de DHA en 130 g de un
tarrito infantil, comparando frente a un grupo control no suplementado. Todos los

lactantes habian sido amamantados durante los 6 primeros meses de edad. Se
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observa un aumento significativo de DHA en el grupo suplementado desde los 6 a
los 12 meses de edad (4.10+0.84 vs5.50+1.57 p<0.002), mientras que disminuye
en el grupo control (3.80+£0.94 vs 3.00+1.25) (Hoffman et al., 2004). Este estudio
pone de nuevo de manifiesto la disminucion de DHA asociada al menor consumo de
leche materna durante el segundo semestre de vida. En nuestro estudio, el
contenido de DHA en la membrana de los eritrocitos pasé de 4.50+1.28 a
5.94+1.01 a los tres meses de tratamiento con la formula; el aumento en DHA en
los eritrocitos se debié fundamentalmente al contenido de DHA en la formula pues,
de acuerdo a los resultados del estudio anterior, el aporte de DHA a través de la
alimentacién complementaria es minimo entre los 6 hasta los 12 meses de edad;
ademas, en nuestro estudio al tratarse de lactantes con APLV, no consumian
pescado como parte de la alimentacion complementaria, siendo este alimento una
de las principales fuentes de DHA a través de la dieta, en el periodo de

alimentacién complementaria.

En relacion a la dieta de eliminacién a la que son sometidos los nifios con APLV,
conviene mencionar que un grupo de investigacion del Pais Vasco ha observado, en
ninos con edades comprendidas entre los 2 y 7 afos de edad y con alergias
alimentarias multiples, debido a las limitaciones de su dieta en leche, pescado,
huevos y/o vegetales, concentraciones deficientes en LA y LNA y particularmente
AGPI-CL w -3 (DHA y EPA), observando a su vez valores mas elevados de los
acidos C18:1 w-9 y C20:3 w-9 en plasma, en comparacion con un grupo de nifios
sanos (Aldamiz-Echeverria et al., 2008). Estos resultados ponen de manifiesto la
importancia de proporcionar a los lactantes con APLV u otras alergias alimentarias,
una correcta combinacion de aceites vegetales u otros alimentos que garanticen el

aporte de los acidos grasos esenciales y los AGPI-CL w -3 y w -6 en su dieta.

Las alergias alimentarias pueden causar la deficiencia de acidos grasos esenciales y
sus derivados y la deficiencia de estos, o su proporciones inadecuadas, pueden
fomentar una respuesta inflamatoria asociada a la alergias (Aldamiz-Echeverria et
aal., 2008). De hecho, el aumento del ratio w-6/w-3 en la dieta experimentado
desde el periodo paleolitico (0.79) hasta hoy en dia (15-17:1) debido al elevado
consumo de AGPI-CL w-6, se considera una de las principales razones del aumento

de la incidencia de alergias y el aumento del ratio coincide con el aumento de la

225



Discusién

incidencia de alergias alimentarias experimentada durante las ultimas tres décadas
(Thang et al., 2013). Ademas, son ya numerosos los estudios observacionales, y
también ensayos clinicos, que muestran como una suplementacién con AGPI-CL w-
3, durante el ultimo periodo de gestacion (Furuhjelm et al., 2009, Palmer et al.,
2012), la lactancia y la infancia temprana (Furuhjelm et al., 2011, D’Vaz et al.,

2012), tiene un efecto protector sobre las alergias.

Biomarcadores de tolerancia antigénica

La mayoria de los estudios que demuestran el papel inmunomodulador de los
derivados de los acidos DHA y AA son estudios en cultivos celulares y estudios con
animales; ademas, numerosos estudios en nifios y adultos sugieren una correlacién
entre la ingesta de los AGPI-CL y ciertas alteraciones en marcadores inmunoldgicos
(Calder 2008, D'Vaz et al., 2012).

La intervencidn con AGPI-CL w-3 en el periodo gestacional y neonatal, puede
alterar el perfil de citocinas (Gottrand, 2008). La mayoria de los estudios realizados
hasta ahora han demostrado que la suplementacidon con aceite de pescado durante
la gestacion y lactancia mejoran los niveles de AGPI-Cl w-3 (Furuhjelm et al., 2009;
Krauss-Etschmann et al,2008; Dunstan et al.,2003), pudiendo alterar la funcion
inmunitaria del lactante (Krauss-Etschmann et al,2008; Dunstan et al.,2003;
Furuhjelm et al.,2011), reduciendo la sensibilizacién alérgica (Furuhjelm et
al.,2009, 2011, Palmer et al.,2012). Sin embargo, son escasos los estudios sobre la
suplementacién con DHA en lactantes con riesgo de alergia (Field et al., 2010;
D'Vaz et al., 2012).

Desde el punto de vista inmunoldgico, y en relacién con las alergias, existe un
menor contenido de DHA en la leche materna de madres atdpicas y este bajo
contenido parece tener relacién con la aparicion de alergias en el lactante (Duchen
et al., 2000). Pero debemos recordar que este no es el Unico factor determinante

de las alergias, pues se trata de una enfermedad multifactorial.
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Como sabemos, la concentracion de los acidos grasos en las células sanguineas
estd influenciada por los lipidos aportados por la dieta y por los procesos
metabdlicos. Estos lipidos son distribuidos a través de la corriente sanguinea entre
los distintos compartimentos celulares, incluidas las células inmunitarias (Sala-Vila
et al., 2008). Esto nos lleva a pensar que las anormalidades encontradas, en cuanto
a contenidos en DHA y AA en los eritrocitos, pueden reflejar la situacion que nos
encontraremos en células del sistema inmunitario, con su consecuente efecto en la
respuesta inmunitaria. Sin embargo, para estudios inmunoldgicos lo ideal seria
medir los contenidos de acidos grasos en las células mononucleares sanguineas
(Witte et al., 2010), pero esto es practicamente imposible en estudios con lactantes

donde los volimenes de sangre disponibles son muy limitados.

Cabe mencionar que nuestro trabajo es el primer trabajo donde se estudid el papel
de los acidos grasos, DHA y AA, en la prevencién terciaria, es decir, en la
modulacién de la respuesta alérgica de lactantes alérgicos, con el fin de aliviar los
sintomas o contribuir a la tolerancia. Hasta ahora, los trabajos publicados hablan
sobre el efecto del DHA en la prevencidon primaria, tratdndose principalmente de
estudios con madres gestantes y lactantes suplementadas con DHA y EPA; solo un
estudio con una férmula hipoalergénica enriquecida con DHA y AA, menciona que
estos podrian tener algun efecto beneficioso, sin tratar de explicar realmente el
mecanismo de accidén (Burks et al., 2008). En nuestro ensayo hemos tratado de
averiguar si existe alguna relacidon entre la ingesta de DHA y AA presentes en la

féormula terapéutica y el perfil de citocinas en el plasma de lactantes alérgicos.

Considerando la baja frecuencia de células T especificas para alérgenos en las
células sanguineas resulta dificil investigar la funcionalidad de las células T en las
alergias (Tiemessen et al., 2004). Sin embargo, sabemos que las células T son las
responsables de la produccién de anticuerpos IgE por las células B; por lo tanto, la
activacién de las células T constituye la etapa inicial determinante de la respuesta
inmune. En nuestro estudio se observd que, tras la ingesta durante tres meses de
la formula terapéutica, el contenido en DHA en la membrana de los eritrocitos
tendid a aumentar a la vez que existid una disminucion significativa de los niveles
de IL-8, una tendencia a disminuir los niveles en plasma de IL-17A e INFy, todos

ellos marcadores de inflamacién, y una tendencia al aumento de la IL-10, citocina
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inmunosupresora inhibidora de la produccion de citocinas inflamatorias. Algunas
publicaciones indican que en la regulacion de la respuesta inmune durante la
induccién y mantenimiento de la tolerancia, es crucial la produccion de citocinas

inmunosupresoras, como IL-10, TGF-B o ambas (Tiemessen et al., 2004).

Los niveles de IL-10 en sangre del cordéon umbilical de niflos nacidos de padres
alérgicos tienden a ser mas bajos que en nifos nacidos de padres no alérgicos
(Balossini et al., 2009). Se observa una correlacién negativa entre la produccién de
IL-10 e IFN-y por linfocitos aislados de nifios con APLV persistente (n=5, edad: 6-
14 anos), tras ser provocados con PLV (Tiemessen et al., 2004). En nuestro
ensayo, se observo que la citocina IL-10 tendia a aumentar (8.91+6.70 vs
11.38+9.07), mientras que IFN-y tendia a disminuir (8.88+10.47 vs 6.76+5.88).
Cabe destacar que la disminucion de IFN-y en nuestro ensayo no fue del todo
precisa, dada la elevada desviacidon estandar de las medidas, aunque si se observd
una tendencia negativa. Como sabemos, el tratamiento con IFN-y, en alergias no
mediadas por IgE con dermatitis atépica, es una practica habitual (Kimata y Lindey,
1994, Noh et al., 2012). La inmunoterapia con IFN-y se ha utilizado en la induccion
de tolerancia oral, aunque el mecanismo por el cual esta citocina induce tolerancia

es aun desconocido (Noh et al., 2012).

La generacion de IFN- y es defectuosa en pacientes con APLV, existiendo la
hipétesis de que la suplementacién con esta citocina podria ayudar a corregir su
concentracion y por tanto el desequilibrio de la respuesta Ty1/T42, logrando una
respuesta inmunitaria normal hacia la LV (Noh et al., 2012). Nuestros resultados
indican que seria aconsejable una profundizacion en el estudio del comportamiento
de esta citocina en el tratamiento de las alergias y su posible adicién a las formulas

hipoalergénicas.

La produccién de IL-10 se relaciona con la remisidon de la alergia y juega un papel
importante en la persistencia de la APLV (Tiemessen et al., 2004). Curiosamente,
en un estudio con animales se comprobd que las alergias alimentarias podian ser
prevenidas por administracién de IL-10 secretado por Lactococcus lactis (Frossard
et al.,, 2007). Sin embargo, al igual que el IFN-y se utiliza en los tratamientos de

inmunoterapia oral, la utilizaciéon de IL-10 esta aun bajo investigacion, llevandose a
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cabo ensayos clinicos en humanos, pues su seguridad aun no se ha establecido y su
uso puede tener efectos adversos (Noh et al., 2012).

En nuestro estudio, los lactantes con APLV experimentaron una tendencia al
aumento de IL-10. Cabe pensar que este incremento podria ser debido a que se
esta generando esta citocina, pues solamente las células dendriticas (DCs) de las
placas de Peyer, y no las del bazo, pueden ser exclusivamente inducidas para
secretar altos niveles de IL-10, modulador de la respuesta tolerogénica
(Spiekermann y Walker, 2001). Esta citocina se estd aportando también a través de
la leche materna (Piirainen et al., 2009). Esto, en conjunto, favorece el desarrollo
de una inmunotolerancia. La disminucién de la actividad de las células Treg se ha
identificado como factor determinante de la alergia, asociandose el desarrollo de la
tolerancia a una regulacion de la respuesta Treg en nifios con historial de APLV
(Fiocchi et al., 2010).

En relacion a la tendencia al aumento de IL-10 observada en nuestro estudio
debemos mencionar que un grupo de investigadores observan, en un ensayo con
animales alimentados con una dieta rica en AGPI-CL w-3 y tras ser inducida una
dermatitis de contacto, un aumento de IL-10, pudiendo ser esta citocina la
responsable del efecto antiinflamatorio ejercido por los AGPI-CL w-3 (Sierra et al.,
2004). Thang y col. observan en ratones alimentados con una dieta alta en AGPI-CL
w-3 y sensibilizados con B-lactoglobulina, un aumento significativo en la produccién
ex vitro de la citocina IL-10, que no se observa cuando los ratones fueron
alimentados con una dieta rica en AGPI-CL w-6. Los AGPI-CL w-3 pueden regular
directamente la funcion de las células T a través de la fluidez de la membrana
celular, la senalizacion celular y la transcripcién génica (Calder, 2002). En nifios con
alto riesgo la suplementacion de la dieta de la madre y/o lactante con DHA y EPA
pueden regular la respuesta inmune y modular el desarrollo de alergias mediadas
por IgE (D'Vaz et al., 2012; Palmer et al., 2012, Furuhjelm et al., 2011).

En nuestro estudio también se observé un descenso en los niveles de eosindfilos
(1457,54 +£2570,21 vs 417,39 +£402,98 cel/mm?). Al comienzo del estudio los
valores son muy altos, por encima de los valores considerados como limite maximo
(0 - 700 células/mm?3), presentando la mayoria de los lactantes con APLV

reclutados, eosinofilia; sin embargo, tras 3 meses de tratamiento con la férmula
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terapéutica, estos valores volvian a encontrarse dentro del rango establecido. Un
aumento del nimero de eosindfilos en sangre es tipico en las enfermedades
alérgicas (Stone et al., 2010). De hecho, la infiltracion de eosindfilos es una
caracteristica comun de las lesiones intestinales causadas por alergias alimentarias
(Dupont y Heyman, 2000).

En nuestro estudio se observd una disminucién significativa de IL-8 en plasma. IL-8
es una citocina cuya concentracion en la leche materna de madres atdpicas se
encuentra elevada (Béttcher et al., 2003). La concentracion de IL-8 en plasma
suele estar elevada en sujetos con dermatitis atdpica, observéandose como
disminuye significativamente cuando la dermatitis mejora tras la aplicacién de un
tratamiento (Kimata and Lindley, 1994). En nuestro estudio se encontraron
lactantes con diagndstico evidente de APLV, de acuerdo a los resultados de los test
de prick, a los niveles de IgE en suero, a los resultados de las pruebas de
provocacion y a los niveles elevados de eosindfilos. Sin embargo, era de esperar
gue estos lactantes con APLV presentasen también concentraciones elevadas en

plasma IL-4 e IL-13 antes del tratamiento con la formula terapéutica.

Con respecto a este comportamiento, recientemente se ha publicado en Pediatrics
un estudio de un caso en el que se observan resultados similares a nuestros
analisis de citocinas. Se trata de un lactante nacido a término que, tras su primera
ingesta de una férmula infantil de inicio, experimenta a las 36 horas, evacuacion de
heces sanguinolentas (hematoquezia). De acuerdo con la clinica y los resultados de
laboratorio fue diagnosticado como un lactante con APLV. El diagnostico se
establecié a partir de niveles elevados de eosindéfilos en heces, aunque sus niveles
de IgE en suero no fueron elevados, al igual que sus niveles de IL-4 e IL-13, TNF-a
y IFN-Y. Sin embargo, los niveles de IL-5 en suero fueron elevados y la eliminacion
de la LV de la dieta resolvié la sintomatologia (Koike et al., 2011). En nuestro caso
los niveles de IgE y eosindfilos fueron elevados al comienzo del estudio y, aunque

concretamente IL-4 e IL-13 no fueron elevados, si lo estaba IL-8.

Existe un estudio sobre sepsis en neonatos donde se analizan citocinas de
respuesta Ty1/Ty2 e inflamatoria como IL-8, mediante la misma tecnologia utilizada

en nuestro ensayo. En este caso se detectan niveles elevados de IL-8, en nifios de
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menos de un mes con infecciones y no se detecta IL-4 (Hodge et al., 2004). Cabe
mencionar que el aumento aislado en plasma de una sola citocina no es indicador
de infecciones neonatales; por tanto, es necesario medir mas de una citocina y, en
el caso de lactantes, nos encontramos con limitaciones en los voliumenes de sangre
a extraer y requeridos en los métodos inmunoenzimaticos. Esta técnica de barrido
de citocinas, donde se emplean volumenes muy pequefios de plasma (50-100 pl),
resulta ser relativamente rdpida, sensible y eficaz en el diagndstico de

enfermedades relacionadas con alteraciones de la respuesta inmunitaria.

Koike et al. (2011) se plantean que la citocina IL-5 se deberia tener en cuenta en el
diagndstico de la APLV, durante el periodo neonatal. En nuestro caso nos
planteamos si la IL-8 podria también ser util en el diagndstico y el estudio del curso
de la enfermedad durante el periodo neonatal; ademas, en Espafa, el sintoma mas
frecuente de alergia durante el primer ano de vida es la dermatitis atépica vy
precisamente la IL-8 es un marcador adecuado en esta dolencia. Seguimos sin
resolver la cuestién sobre la interrelacion entre la dermatitis atdpica y la APLV. La
APLV se presenta en el 30% a 40% de los lactantes con dermatitis atdpica, aunque
la dermatitis atépica puede cursar con APLV y la APLV puede manifestarse a través
de una dermatitis atdpica (Schade et al., 2000).

En nuestro estudio, los lactantes con APLV tratados nutricionalmente con la formula
terapéutica experimentaron una tendencia al aumento de IL-10 a los tres meses.
Esta tendencia junto con la ausencia en plasma de IL-4 e IL-13, la disminucion
estadisticamente significativa de IL-8 y de los niveles de eosindfilos, la tendencia al
aumento de DHA y AA en la membrana de los eritrocitos y la ausencia de efectos
adversos o episodios de APLV, contribuye a la evidencia cientifica sobre los niveles
de DHA y la modulaciéon de la respuesta alérgica, previamente aportada por grupos
de investigacion de diferentes paises y de reconocido prestigio (Calder et al., 2010,
Prescott y Calder., 2004, Dunstan et al., 2003, Furuhjelm et al., 2009...), tratando

todos ellos la prevencién primaria.

Actualmente, solo hemos encontrado un ensayo publicado en el British Journal of
Nutrition en el que se plantean, al igual que nosotros, evaluar el efecto de una

féormula infantil, suplementada con DHA y AA, en la respuesta inmunitaria. En este
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caso se trata de lactantes sanos y mide poblaciones linfocitarias y la produccién de
citocinas por los linfocitos al ser estimulados estos ultimos, de manera ex - vitro
mediante un antigeno microbiano (PHA). Observan una respuesta inmunoldgica
similar a la encontrada en el grupo con lactancia materna, ademas de un aumento
claro de DHA y AA en los fosfolipidos del plasma (Field et al., 2007). Existe otro
estudio sobre los efectos en el crecimiento, tolerancia y seguridad, de una formula
elemental suplementada con DHA y AA en nifios alérgicos, en la que sostienen que,
la adiccion de DHA puede proporcionar efectos anti-inflamatorios, aunque no
analizan el contenido de acidos grasos en eritrocitos ni citocinas en plasma (Burks
et al., 2008).

Recientemente se han publicado los resultados de un ensayo clinico con un
planteamiento similar al de nuestro trabajo dirigido a la prevencion primaria. Estos
demuestran que al suministrar aceite de pescado, que contiene 280 mg de DHA y
110 mg de EPA, diariamente, desde el nacimiento hasta los 6 meses de edad a
lactantes con alto riesgo de alergia, aumentaba significativamente el contenido en
DHA en la membrana de los eritrocitos con respecto al grupo placebo (DHA: 6.82 =
1.74 vs6.22+1.59, p<0,05). Ademas, observaron que la respuesta IL-13 hacia la -
lactoglobulina es significativamente menor (p=0.002); y una respuesta mas alta de
IFN-y y TNF-o hacia el estimulo PHA (D'Vaz et al., 2012). Este estudio aporta mas
evidencias para soportar cientificamente la relacion entre el aporte postnatal de
AGPI-CL -3 y sus propiedades inmunoduladoras, siendo potencialmente

protectoras frente al desarrollo de alergias.

A su vez, otros investigadores han demostrado que la suplementacién con aceite de
pescado, durante la gestacibn de madres atdpicas, disminuye la incidencia
acumulada de alergias mediada por IgE durante los dos primeros afios de vida
(Furuhjelm et al., 2011). En otro estudio se sostiene que la suplementacién con
aceite de pescado a madres gestantes atdpicas, no disminuye la incidencia de
alergias mediadas por IgE durante el primer afio de vida, pero si se producia una

disminucion del eczema atoépico y la sensibilizacion al huevo (Palmer et al., 2012).

Nuestro ensayo es el primer ensayo que tratd de establecer o llegar a dilucidar si se

podria apoyar cientificamente la relacién entre la ingesta de DHA y AA a través de

232



Discusién

la formula con la prevencion terciaria. Para ello traté de correlacionar la presencia
de DHA y AA en la membrana de los eritrocitos con la mejora de sintomatologia y
perfil de citocinas en el plasma de lactantes con APLV. Por supuesto, somos
conscientes de las limitaciones de nuestro ensayo, en cuanto a tamano de muestra
y factores de confusion tales como, la alimentacion complementaria, lactancia
mixta y lactancia con la formula terapéutica, las distintas edades de los lactantes y
otros. Todos estos factores pudieron afectar al correcto desarrollo del sistema
inmunitario. En la actualidad no se conoce ninguna estrategia nutricional efectiva
en la prevencién terciaria, siendo claramente necesarios mas estudios

longitudinales de intervencién nutricional (Torres et al., 2012).

Independientemente de que podamos establecer una relacion basada en la
evidencia entre el perfil de citocinas en plasma y los niveles de DHA y AA en la
membrana de los eritrocitos, podemos afirmar lo siguiente:

« Existié absorcién de DHA y AA procedente de la férmula terapéutica, fue
efectiva y aumento los niveles de estos acidos grasos “semi-esenciales”,
durante esta etapa del desarrollo.

+ La deteccién de un perfil de citocinas bien establecido en el diagndstico y

durante el curso de la enfermedad, podria ser de gran utilidad.
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Primera

La nueva férmula terapéutica ha demostrado ser adecuada para el tratamiento
nutricional de los lactantes con APLV; su idoneidad se pone de manifiesto desde el
inicio, en los ensayos del valor bioldgico de los hidrolizados y posteriormente con
los resultados obtenidos en la valoracidon del crecimiento, puntuaciéon Z de peso y

talla.

Segunda

Desde el punto de vista nutricional, el consumo de la nueva férmula terapéutica,
con relacion de proteinas de caseina:suero C:S 20:80, junto con la alimentacién
complementaria, han logrado mejores puntuaciones Z del crecimiento que las
observadas en estudios anteriores al nuestro, cuyas fuentes proteicas se
caracterizan por proceder de hidrolizados de caseina (relacion C:S 100:0),

hidrolizados de suero (relacion C:S 0:100) o incluso hidrolizados de arroz.

Tercera

La caracterizacion fisico-quimica de la formula, los resultados obtenidos en la
prueba de provocacion oral con la formula terapeutica y la ausencia de episodios de
reagudizaciéon durante los 3 meses de tratamiento relacionados directamente con el
consumo de la misma, nos permiten confirmar la seguridad y tolerancia de la
férmula, para el tratamiento de nifios con alergia a las proteinas de leche de vaca,
de acuerdo con los criterios establecidos y aceptados por los distintos organismos

cientiticos.

Cuarta

El contenido de DHA y AA en la férmula terapéutica, 0.47% de los acidos grasos
totales, se traduce en un contenido en DHA y AA en la membrana de los eritrocitos

similar a los encontrados en nifios lactados al pecho. Los niveles de LA y LNA
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encontrados en la membrana de los eritrocitos antes y después del tratamiento no
experimentaron cambios significativos, ni tendencia al aumento, poniendo de
manifiesto que los niveles de DHA y AA se deben a su aporte nutricional a través de

la formula en estudio.

Quinta

La disminucion significativa en plasma en los niveles de la citocina proinflamatoria
IL-8, marcador de inflamacién intestinal, junto con la disminucién significativa en
los niveles de eosindfilos en sangre, son indicadores de que la formula terapéutica

es bien tolerada por el lactante con APLV.

Sexta

La tendencia al aumento de IL-10 en el plasma de los lactantes con APLV, tratados
con la nueva férmula terapéutica junto con el conocimiento de que esta citocina
solamente es generada por la células dendriticas de las placas de Peyer, hace
pensar que el aumento de esta citocina estd relacionado con el efecto

antiinflamatorio ejercido por los AGPI-CL w-3.

Séptima
En la nueva férmula terapéutica, se han identificado numerosos péptidos bioactivos
con funcionalidad antihipertensiva, antioxidante, inmunomoduladora. No podemos
sostener que estos péptidos ejerzan alguna de las funciones atribuidas, debido a
que no hemos realizado ensayos in vitro e in vivo para alegar tal fin. Esta es una de
las lineas de investigacion que se abre ante nosotros, pues se ha identificado un
péptido con actividad inmunomoduladora y cabria la posibilidad de estudiar su

funcionalidad en la respuesta alérgica.

238



Conclusiones

Conclusion general

Los resultados obtenidos en la realizacion de esta tesis proporcionan soporte
cientifico novedoso, a una nueva férmula extensamente hidrolizada destinada al
tratamiento de la APLV, cuya composicidon nutricional y caracteristicas alergénicas
cumple con los requerimientos establecidos por los organismos cientificos. Esta
formula ha demostrado ser un vehiculo idéneo para asegurar el aporte de DHA y AA
a los lactantes con APLV. La presencia de DHA y AA en la férmula terapéutica
podria estar ejerciendo un papel en la disminucién de la respuesta alérgica y el
desarrollo de la tolerancia. Este estudio piloto es el primer estudio que analiza el
papel de estos acidos en la disminucion de la respuesta alérgica en lactantes con

alergia a las proteinas de leche de vaca es decir, en la prevencién terciaria.
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Resumen

En las Ultimas décadas se ha observado a nivel mundial un aumento de la
prevalencia de alergias incluido las alergias alimentarias. Durante la infancia, el
primer alérgeno alimentario que entra en contacto con el lactante es la leche de
vaca. En la mayoria de los casos las formulas infantiles de inicio o continuacién
introducidas en la alimentacién infantil, son bien toleradas por los lactantes y
aseguran un estado nutricional adecuado. Sin embargo, se han descrito casos en
los que los lactantes desarrollan una respuesta alérgica tras la exposicion a este
tipo de férmulas. En Espafia, los datos de incidencia de alergia inmediata a

proteinas de leche de vaca en el lactante oscila entre el 0.4% y el 1.9%.

El dnico tratamiento de la alergia a las proteinas de la leche de vaca en lactantes
diagnosticados, es la eliminacion de leche de vaca de su dieta y la alimentacién
siempre y cuando sea posible a través de la lactancia materna. Solo en aquellos
casos en los que la lactancia no es posible, se recurrird a la alimentacion mediante
férmulas especialmente disefiadas para el tratamiento de la alergia a las proteinas
de la leche de vaca. Hoy en dia se conoce la efectividad de los hidrolizados
proteicos para el tratamiento nutricional, sin embargo exista aun un vacio con
respecto al papel que podrian desempefiar algunos ingredientes funcionales en la

prevencion terciaria de la enfermedad.

Este trabajo se llevd a cabo con el objetivo de asegurar un aporte nutricional
adecuado al lactante diagnosticado con alergia a la proteina de la leche de vaca, asi
como evitar la ingesta accidental de la proteina causante de la enfermedad
evitando la reaparicion de los sintomas relacionados con dicha ingesta. Por otra
parte y de acuerdo a la evidencia cientifica existente sobre el papel de los acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga w-3, concretamente DHA, en la prevencién
primaria de algunas alergias, se considerd la posibilidad de que la presencia de DHA
y AA en la férmula terapéutica, tuviese algun papel inmunomodulador en la

prevencion terciaria de la enfermedad.

Durante el desarrollo de este trabajo, se realizé una primera fase de validacién de
la formula hipoalergéncia terapéutica de acuerdo a los criterios establecidos por los

distintos organismos cientificos. Para ello se realizaron desde ensayos en el
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laboratorio desde un punto de vista nutricional y antigénico, hasta ensayos en
animales y finalmente un ensayo clinico con lactantes diagnosticados. Todos estos
ensayos demostraron como la nueva férmula terapéutica, era segura para el
tratamiento de la APLV, tolerada por mas del 90% de los lactantes con APLV y
aseguraba un aporte nutricional capaz de asegurar un crecimiento Optimo en
lactantes con APLV. La férmula disefada para tal fin, resultd presentar una
composicion proteica (relacion caseina: suero) distinta a las encontradas
actualmente en el mercado internacional, mostrando una puntuacién Z en peso
mejorada con respecto a las encontradas en el mercado. En esta primera fase de
caracterizacion y validacion de la formula, se llevd a cabo la identificacion de
péptidos bioactivos en dicha férmula, tras ser sometida a una digestién in vitro
gastrointestinal. Se identificaron numerosos péptidos bioactivos con tamafos
inferiores a 1000 Da. Se puso de manifiesto la posibilidad de aislar péptidos de la
formula y comprobar su papel funcional mediante el desarrollo de un nuevo
proyecto de investigacion; Aunque también cabe la posibilidad de que existan
sinergias entre los péptidos encontrados en la actual composicion de la férmula
terapéutica y la funcionalidad sea incluso mas efectiva que en el caso de los

péptidos aislados.

La leche materna es el alimento idéneo para el correcto desarrollo de los lactantes.
Contiene los nutrientes necesarios ademas de compuestos funcionales tales como
los AGPI-CL w-3 y w-6 que intervienen en el desarrollo del sistema inmune del
lactante. En lactantes con alergia se observan niveles disminuidos de DHA y AA en
la membrana de los eritrocitos. En la segunda fase de nuestro trabajo se comprobd
que la férmula terapéutica enriquecida en DHA y AA era capaz de asegurar el
estatus de estos acidos, hasta niveles similares a los encontrados en lactantes
sanos alimentados con lactancia materna. La concentracién de DHA y AA en la
formula terapéutica en estudio fue de 0.47% de los AGs alcanzando niveles en la
membrana de los eritrocitos que no se alcanzan, segun bibliografia, con
concentraciones inferiores o incluso en ausencia de estos acidos en las férmulas o
incluso con un mayor porcentaje de los precursores, LA y LNA, en dichas formulas.
En nuestro estudio se ha puesto de manifiesto que el estatus de DHA y AA en los
lactantes con APLV se debe a la ingesta de estos a través de la formula, pues el

aporte de estos acidos a través de la alimentacion complementaria es
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practicamente nulo. La fuente alimenticia mas importante de DHA a través de la
alimentacion complementaria es el pescado, y dicho consumo en nuestro estudio no
era posible de acuerdo a las recomendaciones de retrasar la introduccién de

pescado en la dieta del lactante con alergia.

El papel del DHA en la prevencion de enfermedades alérgicas, esta siendo
investigado durante las ultimas décadas. Hoy en dia se sabe que DHA y AA son
precursores de sustancias implicadas en la respuesta inmune que participan en
distintas etapas de la respuesta inmunitaria. En los ultimos afios se ha relacionado
un excesivo consumo de AA y AGPI-CL w-6 con el aumento de las enfermedades
alérgicas. Sin embargo, durante las primeras etapas de la vida AA y DHA, son
necesarios en proporciones adecuadas para el correcto desarrollo, entre otros, del
sistema inmune. Ademas derivados de AA también median en la restriccion de la
inflamacion de la respuesta alérgica aguda. En la tercera fase de nuestro trabajo,
tratamos de elucidar si existia algun efecto beneficioso relacionado con la ingesta
de estos acidos, DHA y AA, a través de la férmula terapéutica y la disminucién de la
respuesta alérgica en los lactantes con APLV. Para ello se realizé un screening de
citocinas en plasma antes y después del tratamiento con la formula terapéutica. Se
observd una disminucion significativa de la citocina IL-8, marcador de inflamacion
intestinal y citocina caracteristica de la dermatitis atdpica, y una disminucién de los
niveles de eosindfilos, cuyos niveles elevados son comunes en las lesiones
intestinales causadas por alergias alimentarias, aunque no se encontrd una
correlacién entre los niveles de DHA y AA en la membrana de los eritrocitos y los
niveles de citocinas en plasma. Cabe pensar que el tamafo de muestra es uno de
los factores limitantes de los resultados encontrados durante el desarrollo de este

ensayo.

En la investigacidon sobre la adquisicién de la tolerancia a alérgenos alimentarios, se
estan llevando a cabo terapias como la inmunoterapia oral con INF-y. Actualmente
se esta investigando la inmunoterapia oral con IL-10. En nuestro estudio se observa
una tendencia al aumento de esta citocina tras los tres meses de tratamiento con la
féormula terapéutica enriquecida con DHA y AA. Solamente los células dendriticas de

las placas de Peyer son inducidas para producir altos niveles de esta citocina. Esta
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citocina parece estar relacionada con el efecto antiinflamatorio ejercido por los
AGPI-Cl w-3.

Este trabajo se realizd con el fin de aportar soporte cientifico al papel de los AGPI-
CL w-3 y w-6 en la prevencién terciaria asi como contribuir al correcto crecimiento
y desarrollo de lactantes con APLV, mediante una férmula con una composicion
nutricional distinta a las encontradas en el mercado internacional. Como en todos
los trabajos de investigacidon, durante el desarrollo de este trabajo, se han
encontrado nuevas lineas de investigacidn para continuar y desarrollar dentro del

ambito de la alergia a las proteinas de la leche de Vvaca.
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During the last decades the prevalence of food allergies has been getting higher in
the worlwilde. For childhood the first food allergen is the cow’s milk. Infant and
follow on formulas are designed with cow’s milk protein and they are usually are
good tolerated for healthy infants, assessing an optimal nutritional status. However,
it is known that the introduction of infant formula in the infant feeding could case
allergy in infant at risk. In Spain cow’s milk protein allergy prevalence is around
0.4% to 1.9%.

The elimination of cow’s milk in the diet of cow’s milk allergic infants is the unique
effective treatment. Breast-feeding must be maintained as long as it could be
possible. In case that breastfeeding were not possible, we would resort to
hypoallergenic formulas such as extensively hydrolysed formula, hydrolysed rice
formula, amino acid formula. Nowadays there is enough scientific evidence about
the role of extensively hydrolysed formula in the cow’s milk protein allergy;
however there is still a big gap in the role of several functional ingredients in the

third prevention.

The main objectives of this work were to ensure an adequate nutritional support for
cow’s milk protein allergic infants and avoid the accidental intake of cow’s protein
by the allergic infants. Indeed, according with the current scientific evidence about
the role of long chain polyunsaturated fatty acids w-3 in the first prevention of the
atopic disease, we considered the possibility to study the effects of DHA and AA,
added in therapeutic formula, in the third prevention of cow’s milk allergy.

First phase was developed to validate the nutritional properties, safety and
tolerance of the therapeutic formula in the cow’s milk protein allergy treatment,
taking into account scientific criteria established by different international scientific
bodies. Laboartory test, in vivo murine model and clinical trial were developed and
they showed that the new therapeutic formula were safe and able to provide an
adequate nutritional status in infants with cow’s milk protein allergy. It is relevant
to mention that the new therapeutic formula contained an exclusive casein:whey
ratio, not found until now in the current market. Infants fed with this new
therapeutic formula achieved an improved z score in weight than other showed in

other studies with different hydrolysates. Bioactive peptides with molecular weight
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lower than 1000 Da, were also identified in this new therapeutic formula, after
simulated in vitro digestion. In relation with the antioxidant bioactive peptides,
immunomodulatory and ACE inhibitory bioactive peptides identified, at this
moment, we can only mention that an important new research project could be

turned up.

Human milk is the gold standard; Nutrients and functional compounds are found in
its composition, such as DHA and AA involved in the visual acuity, brain
development and even the development of the immune system. It seems that
allergic infants have low levels of DHA and AA in red blood cells membrane. In the
second phase, we tried to justify that whether the therapeutic formula was fortified
with DHA and AA in amounts close to levels found in human milk, with the intake of
this formula, cow’s milk protein allergic infants could achieve DHA and AA in red
blood cells membrane similar to levels found in breast fed infants. DHA and AA in
our formula is 0.47 % of total fatty acids. Levels of DHA and AA achieved with this
new therapeutic formula are not achieved whether the concentration is lower or in
cases with formulas withoud DHA and AA. In our study, DHA and AA status is
achieved by DHA and AA found in therapeutic formula, because it seems that
weaning food supports minimus amount of this semi-essential fatty acids. Indeed
fish could be the main source of DHA from weaning food and in our clinical trial fish

is not allowed according to delay the introduction of fish intakes in allergic infants.

There is scientific evidence about the role of DHA in the first prevention of atopic
diseases. Infants have the complete systems to synthesise DHA and AA from LNA
and LA. However the ratio is low and these fatty acids can be also provided by the
human milk and diet. DHA and AA are precursors of other compounds involved in
the immune response. During the last decades, an excessive AA and w-6 fatty acids
comsumption has been related with the allergic appearance. However infants need
AA and DHA in an adequated amount to a right immune system development.
Indeed AA is also involved in the resolution of the inflammation processes. In the
third phase, we tried to elucidate whether the comsumption of DHA and AA from
the therapeutic formula could be linked to the decrease allergic response in cow’s
milk allergic infants enrolled in our study. For this reason, we performed a

cytokines screening in plasma at the enrolment and three months later. IL-8,
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intestinal inflammatory marker and cytokine increased in atopic dermatitis,
significantly decreased before the nutritional treatment with this new formula. The
same situation was shown in the case of eosinophils. High levels of them have been
observed in intestinal damage caused by food allegies. However a correlation
between DHA and AA levels in red blood cells and levels of cytokines in plasma

were not found. But we wonder whether the small sample size could be the cause.

We observed a trend to increase IL-10 after the treatment with the therapeutic
formula. Only DCs found in peyer’s patches are induced to produce high levels of
this cytokine IL-10. It seems that this cytokine is linked to anti- inflammatory
effects carried out by LC-PUFA w-3.

This work was performed with the aim to provide scientific evidence about the role
of LC-PUFA w-3 and w-6 in the third prevention through an new therapeutic
formula with an innovative casein:whey ration. This research is not ended. We are
finding new way of research to face in the future in relation with cow’s milk protein

allergy prevention and treatment.
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