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1. Caracteristicas generales del caseinmacropéptido bovino.

El caseinmacropéptido (CMP) es el fragmento C-terminal liberado por la accién
proteolitica de la renina sobre la «-caseina durante las etapas iniciales de la
fabricacién del queso o por la accion de la pepsina durante el proceso de digestion
gastrica. La «-caseina se hidroliza por el enlace Phe'®-Met'®, formandose dos
polipéptidos muy diferentes: la para-k-caseina (que comprende los residuos 1-105),
ligeramente cationica a pH 6.6, hidrofébica y poco soluble y el CMP (residuos 106-
169), fuertemente polar por lo que difunde hacia la fase acuosa, eliminandose durante
el desuerado con el suero de queseria (Delfour y col.,, 1965). EI CMP se halla en
concentraciones relativamente elevadas (1.2-1.5 g/L) en los sueros de queseria, y
supone aproximadamente el 15-20% (p/p) del contenido total de proteinas en el suero
bovino (Marshall, 1991; Saito y col., 1991). EIl CMP es un péptido de caracter acido
debido a que posee un punto isoeléctrico en torno a 4-5, presenta una elevada
solubilidad y termoestabilidad, y puede existir en mdltiples isoformas debido a que
puede poseer un gran numero de modificaciones post-traduccionales (fosforilacion y
glicosilacion), ademas de diferentes variantes genéticas, al igual que ocurre con la
k-caseina. En la tabla 1 se recoge a modo de resumen las variantes genéticas con las
sustituciones de aminoacidos que las caracterizan, asi como los lugares de

glicosilacion y fosforilacion que contribuyen a la heterogeneidad del CMP bovino.
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Capitulo 11

En cuanto a las estructuras de los CMPs ovino y caprino, se puede encontrar
informacioén especifica en el trabajo de revision realizado por Manso & Lopez-Fandifio
(2004).

Como se observa en la tabla 1, se han descrito hasta 11 variantes genéticas
para la k-caseina, siendo las variantes A y B las mas frecuentes en leche bovina.
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Estas variantes se diferencian por dos sustituciones aminoacidicas: Thr'*® y Asp'*® en
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la variante A, por lle”™™ y Ala™™® en la variante B. Respecto al grado de fosforilacion, se
han descrito tres lugares posibles de modificacion. La Ser'*® siempre esta fosforilada,
por lo que todas las moléculas de CMP bovino contienen, al menos, un grupo fosfato
(Vreeman y col., 1986; Mollé & Léonil, 1995; Rasmussen y col., 1997). Debido a que
se han identificado formas de CMP bovino difosforilado, aunque en unos niveles
mucho mas bajos que la forma monofosforilada, se ha propuesto un posible segundo
lugar de fosforilacién en la Ser'? que, a diferencia de la Ser'*®, sélo se encuentra
parcialmente fosforilada. Ademas, Mollé & Léonil (1995) identificaron CMP bovino
trifosforilado, aunque no determinaron el tercer lugar de fosforilacion. Las formas
mono-, di- y tri-fosforiladas fueron cuantificadas y supusieron un 78%, 20% y 2%,
respectivamente.

Las formas glicosiladas representan alrededor del 50% del CMP bovino, y son
conocidas bajo el nombre genérico de glicomacropéptido (Vreeman y col., 1986). En la
k-caseina bovina se han caracterizado 5 estructuras glicosidicas de tipo-mucina
formadas por residuos de acido sialico, concretamente N-acetil neuraminico (NeuAc),
galactosa (Gal) y N-acetil galactosamina (GalNAc) (Saito & Itoh, 1992), las cuales son
descritas a continuacion: i) monosacarido GalNAc-O-R, ii) disacarido GalB1-3GalNAc-
O-R, iii) trisacarido NeuAca2-3 GalB1-3GalNAc-O-R, iv) trisacarido Galp1-3(NeuAc a2-

6)GalNAc-O-R, v) tetrasacarido NeuAca2-3GalB31-3(NeuAc a2-6)GalNAc-O-R.

225



Capitulo 11

Estos carbohidratos se unen a la cadena peptidica a través de enlaces O-glicosidicos
entre la GalNAc y los residuos de Ser o Thr. Todos los lugares potenciales de
glicosilacion de la k-caseina se encuentran en la regién perteneciente al CMP. Asi, los
residuos Thr'®', Thr'** Thr'® (variante A), y Thr'*? parecen ser los lugares de

glicosilacion mas importantes, aunque también han sido propuestos como lugares
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potenciales de glicosilacion los residuos Thr'®, Thr'®* y Ser'*' (Kanamori y col., 1980;
Pisano y col., 1994; Takeuchi y col., 1985; Zevaco & Ribadeau-Dumas, 1984). Mas
recientemente, se ha procedido a la identificacion de los lugares de glicosilacion por
técnicas proteébmicas lo que ha permitido revelar que los principales residuos
glicosilados son Thr'®', Thr'*? y Thr'*® (Holland y col., 2004). La microheterogeneidad
del CMP a nivel glicosidico no soélo engloba la diversidad de estructuras de
oligosacaridos, sino también el numero y la localizacion de estas estructuras a lo largo
de la cadena polipeptidica. Asi, Mollé & Léonil (1995), identificaron hasta 14 formas
glicosiladas diferentes de CMP bovino de la variante genética A, ademas de las formas
no glicosiladas.

El CMP es un péptido multifuncional con un gran numero de posibles
aplicaciones biolégicas como han puesto de manifiesto una serie de trabajos de
revision publicados durante la Gltima década (Abd El-Salam y col., 1996; Brody, 2000;
Dziuba & Minkiewicz, 1996; Manso & Lopez-Fandifio, 2004; Thoma-Worringer y col.,
2006). Diversos estudios que han abordado la relacién estructura-actividad del CMP
han determinado la importancia de ciertos aspectos estructurales sobre la funcién
bioloégica ejercida. Particularmente, las bioactividades basadas en las interacciones
con componentes celulares estan estrechamente relacionadas con el contenido y
estructura de los oligosacaridos, mientras que otras actividades que pueden ser

ejercidas por pequefios péptidos contenidos en la cadena aminoacidica dependen

exclusivamente de la estructura primaria. La potencial utilidad del CMP como un
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compuesto bioactivo multifuncional esta avalada por diversos estudios que han
detectado la presencia de los CMPs bovino y humano en concentraciones
fisiolébgicamente activas en el plasma sanguineo de recién nacidos y adultos
(Chabance y col., 1995; Chabance y col., 1998). En este sentido, varios estudios in
vivo han mostrado que el CMP es liberado intacto en el estomago y sélo sufre
hidrélisis parciales tras la accion de las enzimas pancreaticas (Fosset y col., 2002;
Ledoux y col., 1999), aunque el nivel de proteolisis puede variar en funcion del grado
de glicosilaciéon (Boutrou y col., 2008). Ademas, el CMP de origen ovino ha mostrado
tener una vida media en plasma muy larga tanto en humanos como en cobayas (Qian
y col., 1995). Por ultimo, se han encontrado varios fragmentos activos de la k-caseina
en el torrente sanguineo de humanos vy ratas, evidenciando la resistencia y posterior
absorcion de secuencias activas de péptidos, generados tras su digestion in vitro e in
vivo (Chabance y col., 1998; Fosset y col., 2002).

Por otra parte, al CMP también se le han atribuido una serie de propiedades
funcionales de tipo tecnoldgico que contribuyen al interés de su uso como ingrediente
en el disefio de nuevos alimentos con propiedades beneficiosas para la salud. Ademas
de su elevada solubilidad y termoestabilidad, el CMP bovino posee una buena
capacidad emulsionante, con un maximo de actividad observado a pH alcalino y un
minimo en el rango de pH entre 4.5 y 5.5 (Martin-Diana y col., 2005). Sin embargo, la
estabilidad de la emulsion del CMP tratado térmicamente disminuy6 tras 24 horas de
almacenamiento (Chobert y col., 1989; Minkiewicz y col., 1996; Moreno y col., 2002).
Resultados mas recientes han mostrado que el CMP bovino no-glicosilado tiene
mejores propiedades emulsionantes, incluyendo una mayor estabilidad de la emulsién,
que el CMP glicosilado (Kreufs y col., 2009). Estos autores indicaron que las
estructuras glicosidicas favorecen una combinacién de efectos hidrofilicos,

electroestaticos y estéricos impidiendo una adsorcion ordenada de las moléculas del
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CMP glicosilado en la interfase aceite/agua, mientras que el CMP no-glicosilado forma
una red muy estable en la propia interfase. EI CMP modificado covalentemente con
disacaridos o acidos grasos puede presentar una funcionalidad mejorada e, incluso,
aumentar su actividad biolégica (Moreno y col., 2002; Wong y col., 2006). El lector
puede encontrar informacion adicional sobre las propiedades funcionales tecnoldgicas
del CMP y su incorporacion en la matriz del alimento en el articulo publicado por
Thoma&-Worringer y col. (2006).

Se han descrito distintos métodos para la purificacion y aislamiento del CMP,
basados, principalmente, en técnicas cromatograficas o de separacion con
membranas como la ultrafiltracién, siendo esta Ultima la mas empleada por la industria
debido a la mayor facilidad de escalado y bajo coste. La mayoria de los métodos de
ultrafiltracion hacen uso del efecto que tiene el pH sobre el peso molecular del CMP,
que permite modificar su volumen hidrodinamico y separarlo de otras proteinas séricas
(Kawasaki y col., 1993a). Los cambios inducidos por el pH en el peso molecular del
CMP han sido atribuidos a asociaciones del mismo CMP a través de interacciones no-
covalentes que conducen a la formacion de oligébmeros a pH neutro, los cuales se
disocian parcialmente a pH &acido (Kawasaki y col., 1993a; Xu y col., 2000). Sin
embargo, existe cierta controversia sobre este comportamiento como puede deducirse
de otros trabajos publicados (Mikkelsen y col., 2005a; Minkiewicz y col., 1996). Otros
métodos de aislamiento utilizan la alta estabilidad térmica que presenta el CMP en
comparacioén con otras proteinas del suero, las cuales experimentan un proceso de
desnaturalizacion y posterior agregacion a 90°C, facilitando su posterior separacion
por ultrafiltracion (Martin-Diana y col., 2002; Metwally y col., 2001). Una alternativa a la
separacion del CMP de las proteinas del suero es el tratamiento de la caseina micelar
con quimosina para obtener una solucién enriquecida en CMP, como paso previo a la

concentracién por microfiltracién o diafiltracion (Thoméa & Kulozik, 2004).
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Respecto a su produccion recombinante, se ha obtenido CMP humano no-
glicosilado expresado en Escherichia coli con un elevado rendimiento (Liu y col.,
2008). Ademas, se ha obtenido CMP humano glicosilado recombinante empleando
levaduras, aunque el grado de glicosilacion resultante fue sensiblemente inferior al del
CMP bovino original (Kim y col., 2005). También, se ha experimentado con conejos
transgénicos para producir leche con niveles elevados de «-caseina con bajo
contenido en Phe. En este caso, hasta cuatro de los cinco residuos de Phe pudieron
ser mutados en la proteina recombinante, manteniendo su capacidad para formar
micelas y su digestibilidad hacia la quimosina (Baranyi y col., 2007).

Considerando los diferentes procesos disponibles para la produccién del CMP,
y la importancia de su estructura, y en particular la glicosilacion, en sus actividades
biolégicas, es necesario determinar si la metodologia empleada para la obtencién del
CMP influye en su estructura y actividad (Li & Mine, 2004a; Lieske y col., 2004;
Thomé&-Worringer y col., 2006). Finalmente, es necesario indicar que los procesos
tecnologicos, tales como el tratamiento térmico, y el posterior almacenamiento del
CMP podrian afectar a su grado de glicosilacion y/o estabilidad quimica (Lieske y col.,

2004).

2. Bioactividad del caseinmacropéptido glicosilado.

El contenido en acido sialico del CMP es muy determinante en cuanto al tipo de
actividad biolégica que pueda desarrollar. Los acidos sialicos son unos derivados de
los monosacaridos, formados como consecuencia de la condensacion aldélica entre el
acido piravico y una N-acetil hexosamina (Figura 1). Se han encontrado elevadas
cantidades de este carbohidrato formando parte de gangliésidos y glicoproteinas en el
cerebro y en el sistema nervioso central, contribuyendo al correcto funcionamiento de

los receptores de membrana, de las membranas celulares y al desarrollo normal del
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cerebro. De este modo, un experimento in vivo con lechones mostré6 que la
administracion exdgena de acido sialico produjo un aumento en la produccion de
gangliésidos con acido sialico en el cerebro, mejorando la capacidad de aprendizaje.
(Wang y col.,, 2001; Wang y col., 2004). De hecho, este efecto pudo ser también
observado tras la inclusién de CMP en la dieta de los animales como fuente de acido
sialico, y se relacion6 con una mayor concentracion de sialoglicoproteinas presentes
en la corteza cerebral frontal y con unos niveles mayores de RNA mensajero de dos

genes implicados en la capacidad de aprendizaje (Wang y col., 2007).

CH,OH

H—|——OH
H—|——OH
NH 0 COOH

0 ——=0O

OH H

- R = CHj3, N-acetil neuraminico (NeuAc)
- R = CH,0H, N-glicolil neuraminico (NeuGc)

Figura 1. Estructura de los acidos sidlicos presentes en el CMP bovino
(NeuAc), ovino (NeuGc) y caprino (NeuAc + NeuGc).

La k-caseina y el CMP interaccionan con toxinas, virus y bacterias, ejerciendo

una serie de actividades beneficiosas para la salud mediadas fundamentalmente por la
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fraccion glicosidica. Esto es debido a que un gran numero de patégenos y
enterotoxinas pueden adherirse a ciertas células tras ser reconocidos por receptores
compuestos por oligosacaridos (Dziuba & Minkiewicz, 1996). De este modo, la «-
caseina humana inhibié la adhesién de Helicobacter pylori a diferentes secciones de la
mucosa estomacal (Strémquist y col., 1995). Igualmente, el CMP es considerado como
un ingrediente con capacidad para prevenir los des6rdenes gastrointestinales
causados por patogenos tales como el Vibrio cholerae, ya que interacciona con la
toxina del célera, inhibiendo la uniébn de ésta a los gangliésidos. Esta actividad
desaparecié cuando fue eliminado el acido sialico del CMP (Kawasaki y col., 1992; Oh
y col., 2000). La presencia de acidos sialicos sobre la superficie de las células diana es
necesaria para que se produzca la infeccion del virus influenza. Por ello, sustancias
que contengan acidos sialicos pueden proteger a las células de la infeccién. Asi, se ha
comprobado que los CMPs bovinos con acido sialico impiden la hemoaglutinacion del
virus influenza (Kawasaki y col., 1993b). De una forma similar, los residuos de acido
sialico son los responsables de que el CMP interaccione con patégenos tales como la
Salmonella enteriditis y con el enterohemorragico Escherichia coli 0157:H7 (Nakajima
y col., 2005). Sin embargo, la actividad anti-adherente del CMP muestra una fuerte
dependencia con el tipo de cepa del patégeno, lo que indica que los resultados
obtenidos en este tipo de ensayos pueden estar condicionados por multiples factores
entre los que se incluyen el grado de glicosilacion del CMP empleado en los
experimentos, asi como el uso de diferentes metodologias de ensayo y/o lineas
celulares (Briick y col., 2002; Brick y col. ,2003a; Briick y col., 2006a; Rhoades y col.,
2005). Ademas, existe actualmente una falta de conocimiento a nivel molecular de
ciertos receptores celulares de diferentes cepas de bacterias patdgenas y no-
patégenas que puede dificultar la interpretacion de los resultados. Por ultimo, una serie

de estudios in vivo han demostrado que el CMP es capaz de paliar diarreas
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provocadas por Escherichia coli en monos Rhesus, a la vez que facilita un aumento en
la absorcion de zinc (Briick y col., 2003b; Kelleher y col., 2003).

Por otra parte, el CMP glicosilado humano y bovino puede fomentar el
crecimiento de bacterias del género Bifidobacterium, tales como B. breve, B. bifidum, y
B. infantis (Azuma y col., 1984; Idota y col.,, 1994; Metwally y col., 2001). La
administracién de leche con un 2% de CMP produjo un aumento in vitro de B. lactis en
comparaciéon con leches no enriquecidas en CMP (Janer y col., 2004). La capacidad
del CMP de promover una microflora intestinal saludable sefiala su potencial como
ingrediente prebidtico en alimentos funcionales, o como suplemento en férmulas
infantiles para simular los efectos bacteriolégicos beneficiosos de la leche materna;
efectos que pueden ser potenciados dada su capacidad anti-adherente frente a ciertos
patégenos descrita anteriormente (Briick y col., 2002; Briick y col., 2003a; Briick y col.,
2006a). No obstante, cuando el efecto prebiético de féormulas infantiles suplementadas
con CMP fue evaluado en nifios sanos, no se pudo demostrar que el CMP ayudara a
modular la composicion de la flora gastrointestinal para hacerla mas similar a la de los
nifios alimentados con leche materna. Una posible explicacion para estos resultados
dispares obtenidos entre los estudios in vitro e in vivo, es que el efecto prebiodtico
podria ser unicamente observado en aquellos individuos que presentaran poblaciones
inicialmente bajas de microbiota beneficiosa (Brick y col., 2006b). Ademas, un
requisito necesario para que el CMP pueda ejercer efectos deseables sobre la
microflora intestinal, seria que la actividad anti-adherente fuera selectiva para
patégenos y para organismos potencialmente perjudiciales para la flora probiotica
beneficiosa (Rhoades y col., 2005).

La ingesta de CMP como fuente de acido sialico resultd en un incremento del
contenido de este carbohidrato en la saliva de lechones, afectando a su viscosidad y
capacidad de proteccion frente a microorganismos (Wang y col., 2004). Asi, se ha

confirmado que el CMP inhibe la adhesion de bacterias cariogénicas como
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Streptococcus sanguis, Streptococcus mutans 'y Streptococcus sobrinus a la cavidad
oral (Neesser y col.,, 1988, Neesser y col., 1994; Vacca Smith y col., 2000) y de
modular la composicién de la microbiota de la placa dental (Guggenheim y col., 1999;
Schupbach y col.,, 1996). Estos datos sugieren que el CMP, formando parte de
productos de higiene personal, podria ayudar a prevenir la formacion de la caries
dental al controlar la formacién de acido en la placa dental, reduciendo la disolucién de
hidroxiapatita del esmalte dental y ayudando a su remineralizacion (Aimutis, 2004).

Las glicoformas de CMP que contienen acido sialico podrian también regular la
ingesta de alimentos, asi como ciertas funciones gastrointestinales a través de la
estimulacion de la colecistoquinina (CCK) liberada a partir de los receptores
intestinales en el duodeno de animales y humanos (Beucher y col., 1994; Yvon y col.,
1994). La CCK controla la ingesta de alimentos y su digestion mediante la regulacion
de la liberacién de enzimas del pancreas y ralentizando las contracciones intestinales
(Pedersen y col., 2000). Sin embargo, en contraste con la informacién publicada
acerca de que el CMP puede disminuir el apetito, Ney y col. (2008) indicaron que el
CMP no fue capaz de reducir la cantidad ingerida de alimentos en ratones en proceso
de crecimiento. Asi, diversas ratas Wistar alimentadas con un aislado de proteinas de
suero (WPI) experimentaron una reduccion significativa en su peso al compararse con
ratas alimentadas con caseinas; sin embargo, la inclusién de CMP en la dieta de estos
animales no produjo ningun efecto beneficioso sobre el control del peso en
comparacion con las alimentadas s6lo con WPI, aunque si pudo observarse una
disminucion en la acumulacion de grasa abdominal (Royle y col., 2008). En humanos,
un estudio realizado con adultos en un corto periodo de tiempo indico que la
administracion oral de CMP (dosis comprendidas entre 0.4 y 2.0 gramos) no tuvo
ningun efecto sobre el nivel de ingesta de alimentos o sobre indicadores subjetivos de
saciedad (Gustafson y col., 2001). Por ultimo, tampoco se encontraron efectos

relevantes tras la ingesta diaria de CMP (dosis de 0.8 gramos) sobre la liberacion de
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CCK en 10 hombres y 10 mujeres, aunque se determiné que el CMP podria jugar un
papel importante en la regulacion de la ingesta de energia (Burton-Freeman, 2008). En
otro articulo reciente, la ingesta de WPI enriquecido con CMP (con dosis diarias de 27
gramos de CMP durante 6 meses) no provoco ningun efecto adicional sobre la pérdida
de peso producida por una alimentacién con un alto contenido en proteinas (Keogh &
Clifton, 2008). En estos dos Ultimos estudios, se concluyé que la ausencia de actividad
del CMP sobre el control del peso corporal fue debida a que las dosis suministradas de
CMP fueron sensiblemente inferiores a las empleadas en los estudios con ratas
(Keogh & Clifton, 2008). Por lo tanto, en los casos en que se utilicen preparados
alimenticios con bajo contenido en proteinas, puede ser necesario emplear dosis mas
elevadas de CMP para provocar el nivel de liberacion de CCK y los efectos de
saciedad descritos en los estudios realizados con animales (Burton-Freeman, 2008).
La k-caseina también puede producir efectos inmunosupresores cuya actividad
de inhibicion depende de la fraccion del CMP (Otani y col. 1992; Otani & Monnai 1993;
Otani & Hata 1995). Se ha descrito que el CMP inhibe la concentracion de mitdbgenos
que participan en la induccion de la proliferacion de linfocitos e, incluso, puede
provocar procesos de apoptosis de ciertos linfocitos (Matin & Otani, 2000; Otani y col.,
1995). Los efectos inmunomoduladores del CMP, tales como la inhibicién de
mitdgenos que inducen respuestas de proliferacion (Otani y col., 1995) y el aumento
de la proliferaciéon y actividad fagocitica de macréfagos humanos (Li & Mine, 2004b),
dependen de la cadena polipéptidica y de la presencia de acido sialico. Sin embargo,
en contraposicion a estos resultados, Mikkelsen y col. (2005b) afirmaron que el acido
sidlico es irrelevante para la actividad inmunomoduladora de las cuatro proteinas
lacteas sialiladas: k-caseina, CMP, lactoferrina y el componente 3 de la fracciéon de
proteosa-peptona. Esta discrepancia puede ser atribuida a que estos efectos

dependen de la capacidad de respuesta inmunolégica de las diferentes lineas de
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ratones usadas para los ensayos de proliferacion celular, y del tipo de célula y
mitdégeno empleado para estimular dicha proliferacion (Gauthier y col., 2006; Mikkelsen
y col., 2005b; Otani y col., 2005).

Monnai y col. (1998) mostré que el CMP posee una considerable actividad
supresora frente a la produccién de anticuerpos IgG especificos de la ovoalbumina,
contribuyendo a la regulacion de la respuesta inmune a antigenos en mamiferos recién
nacidos. La inmunizacion o la alimentacién de ratones con k-caseina dio lugar a los
anticuerpos especificos para el CMP 1gG1, 1gG2 y IgM, mientras que el CMP per se
carecioé de inmunogenicidad independientemente de la ruta de exposicion (Mikkelsen y
col., 2006). Si bien estos resultados sugieren que el CMP no causa, probablemente,
ningun tipo de alergia, Pizzano y col. (2005) describié que, al menos el suero de un
paciente que padecia alergia a la leche de vaca, contenia anticuerpos IgE que
reconocieron exclusivamente las glicoformas de la k-caseina bovina.

La «-caseina y el CMP pueden influir en los procesos en cadena de la
respuesta inflamatoria a través de la modulacion de la produccion de citoquinas,
reduciendo la expresion de los receptores de interleuquina, o por inducciéon de los
receptores antagonistas (Monnai & Otani, 1997; Otani & Monnai, 1995; Otani y col.,
1996). Experimentos in vitro han mostrado que la k-caseina inhibi6 todas las
citoquinas proinflamatorias en las células dendriticas murinas estimuladas con
lipopolisacaridos, mientras que el efecto provocado por el CMP y lactoferrina fue
mucho menor, siendo estas actividades independientes del contenido en acido sialico
(Mikkelsen y col., 2005b). De hecho, el CMP exhibi6é una actividad anti-inflamatoria en
ratas con colitis inducida por hapteno y, consecuentemente, el empleo de CMP fue
propuesto en alimentos inmunosupresores, asi como para el tratamiento de

enfermedades inflamatorias del intestino (Daddaoua y col., 2005). Se ha descrito que
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el mecanismo de accién puede implicar la regulacién de la interleuquina 17 (Th17) y

células reguladoras T (Requena y col., 2008).

3. Bioactividad y propiedades nutricionales del CMP no derivadas de su
glicosilacion.

ElI CMP tiene un perfil de aminoacidos bastante especifico al no contener
aminoacidos aromaticos (Phe, Tyr, Trp), ni residuos de Cys, Arg o His, y poseer un
relativamente alto porcentaje de aminoacidos de cadena ramificada (lle y Thr) y bajo
en Met. Estas caracteristicas posibilitan que el CMP pueda ser un ingrediente
adecuado para ser incluido en una amplia variedad de alimentos y bebidas con bajo
contenido en Phe. Por ello, se ha recomendado la ingesta de CMP para individuos que
padezcan fenilcetonuria (PKU), que es un desorden de origen genético provocado por
la deficiencia en la enzima hepatica Fenilalanina Hidroxilasa, que implica una serie de
consecuencias neuropsicologicas. No obstante, debido a que el CMP contiene
cantidades limitadas de aminoacidos indispensables: Arg, His, Leu, Met, Trp and Tyr,
se ha recomendado su inclusién en la dieta de personas con PKU unicamente como
suplemento. Sin embargo, Ney y col. (2008) observaron unos crecimientos similares
en ratones con PKU alimentados con una dieta basada en CMP y aquellos
alimentados con una dieta tipo con un aporte completo de aminoacidos. Ademas, los
ratones alimentados con CMP presentaron concentraciones significativamente mas
bajas de Phe en el plasma y cerebro. Finalmente, y como consecuencia de su alto
contenido en Thr, una ingesta continuada de CMP podria causar hipertreoninemia
(Fanaro & Vigi, 2002; Rigo y col., 2001). Ademas, se ha indicado que la administracion
de férmulas infantiles con un bajo contenido en concentrados de proteinas de suero o
libres de CMP producen niveles de aminoacidos en plasma mas parecidos a los que
presentan nifios alimentados con leche materna; esto es, niveles mas bajos de Thry

mas altos de Trp y Cys (Mallee & Steijns, 2007; Sandstrém y col., 2008).
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Ciertas actividades biolégicas pueden ser producidas tanto por la k-caseina y el
CMP sin glicosilar, como por péptidos de pequefio tamafio que pueden ser liberados
tras determinadas hidrolisis enzimaticas in vitro o in vivo. Asi, varias secuencias con
un numero limitado de aminoacidos generadas por digestion enzimatica poseen
propiedades antimicrobianas frente a diversas bacterias Gram positivas y Gram
negativas (Lopez-Expésito y col., 2006; Malkoski y col., 2001).

La region 106-116 de la k-caseina, que corresponde a la parte N-terminal del
CMP, es analoga al fragmento 400-411 del fibrinbgeno v, lo que indica que el CMP
puede inhibir la unién del fibrinbgeno a sus receptores plaquetarios, impidiendo la
agregacion plaquetaria y la formacién de trombos (Jolles y col., 1978; Jollés y col.,
1986; Rutherfurd & Gill, 2000). Una serie de péptidos derivados de la secuencia 106-
116 de la k-caseina que pueden ser producidos tras hidrélisis con ftripsina han
mostrado su capacidad para inhibir la agregacion plaquetaria in vitro (Léonil & Mollé,
1990; Manso y col.,, 2002; Maubois y col., 1991; Qian y col., 1995). Ademas, la
actividad antitrombética de los CMPs humano, bovino y ovino, asi como los
fragmentos 106-116 y 112-116 de la x-caseina bovina ha sido demostrada con
ensayos in vivo utilizando dosis efectivas mas bajas que las obtenidas con los estudios
in vitro de agregacién plaquetaria. Asi, por ejemplo, dosis de 1 mg kg' de CMP
presentaron actividad antitrombotica en cobayas (Bal dit Sollier y col., 1996).

También se han encontrado péptidos derivados de la hidrélisis con tripsina de
los CMPs bovino, ovino y caprino con actividad inhibitoria in vitro de la enzima
convertidora de Angiotensina | (ACE) (Manso & Lopez-Fandifio, 2003). Ademas, el
CMP y su hidrolizado triptico presentaron una accion in vitro relajante sobre los anillos
aorticos con endotelio intacto, mientras que estudios in vivo revelaron que el CMP y su
correspondiente hidrolizado con tripsina produjeron una disminucién de la presién

sanguinea en ratas espontaneamente hipertensas (Miguel y col., 2007). Teniendo en
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cuenta que su eficacia debe ser previamente demostrada en humanos, el CMP y los
péptidos derivados de su hidrolisis con tripsina podrian ser utilizados en el desarrollo
de alimentos funcionales con capacidad para regular la circulacion sanguinea,

considerando sus efectos potencialmente beneficiosos sobre la salud cardiovascular.

4. Conclusiones

En los ultimos afos, el CMP bovino ha sido objeto de atencién de numerosos
estudios que le han atribuido diversas actividades biologicas en funcion de su
secuencia especifica de aminoacidos y de sus estructuras glicosidicas, siendo el acido
sialico el carbohidrato mas determinante en cuanto a su funcionalidad. Ademas, ha
demostrado poseer una serie de buenas propiedades tecnologicas y nutricionales
dotandole de un valor adicional. Todas estas cualidades asignadas al CMP bovino y a
sus péptidos derivados han contribuido a que sea un ingrediente que ha suscitado un
indudable interés en la industria alimentaria para su formulacion en alimentos
funcionales y/o en alimentos de alto valor afiadido dirigidos a grupos de consumidores

que requieran dietas especiales.
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