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Resumen

La osteopontina (OPN) es una proteina bioactiva cuya ubicui-
dad y alta variabilidad molecular determinan que asuma fun-
ciones muy diversas por todo el organismo, aunque adn no
estan totalmente establecidas.

La OPN esta presente en la leche humana, donde es capaz
de interaccionar favorablemente con otros componentes de la
leche materna, como el calcio, y potenciar la actividad de pro-
teinas como la lactoferrina y la lactoperoxidasa. Sin embargo,
también desempefia un papel fundamental en el paso del esta-
do prenatal al posnatal del sistema de respuesta inmunitaria-
inflamatoria. La OPN lactea se perfila como un componente
bioactivo capaz de emitir sefiales esenciales para la madura-
cién del sistema inmunitario del lactante y la defensa frente a
microorganismos patégenos. Por su similitud estructural y fun-
cional, la adicién de OPN de leche bavina a férmulas infantiles
puede promover una actividad fisiolégica no nutritiva benefi-
ciosa para el lactante. Se espera disponer de nuevos estudios
que consoliden la evidencia y proporcionen datos cuantitativos
de estos beneficios.
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Abstract

Title: Milk osteopontin: a new functional ingredient for infant
formulas

Osteopontin (OPN) is a bioactive protein, whose ubiquity and
high molecular variability makes it assume very different func-
tions throughout the body, although they are not yet fully es-
tablished.

Milk OPN is present in human milk and is capable to interact
favorably with other breast milk components as calcium, and
enhance the activity of proteins such as lactoferrin and lactop-
eroxidase. But it plays a key role in the change from prenatal
to postnatal state of the immune-inflammatory system re-
sponse. Milk OPN is shaped up as a bioactive component able
to send out essential signals for the maturation of the infant's
immune system and the defense against pathogenic organ-
isms. Since their structural and functional similarity, the addi-
tion of bovine milk OPN to infant formulas could promote a
non-nutritive physiologic activity beneficial to the infant. New
studies are expected in order to gain solid evidence and pro-
vide quantitative data of these benefits.
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Introduccion

La leche materna es el patrén de referencia de las férmulas
infantiles. La busqueda de una férmula infantil 6ptima consiste
en mimetizar al maximo este modelo de excelencia. Por ello, |a
formulacién de las leches infantiles esta en constante progre-
so. El primer objetivo fue descifrar la composicion de la leche
materna con el fin de replicar todos sus nutrientes. El siguiente
paso consistié en identificar funcionalidades en sus compues-
tos hioactivos, que no sélo tienen un impacto inmediato sobre
el organismo del lactante, sino que también determinan su
programacién organica de cara al futuro, con efectos sobre el
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sistema inmunitario, la funcién cognitiva y el metabolismo
del nifio”.

Vinculado al early programing nace un nuevo concepto
basado en aprender a interpretar las sefiales que emite la
leche materna. Los avances en el conocimiento de la leche
materna han constatado que no es tan s6lo un céctel de bio-
componentes, sino un fotum, un fluido nutritivo vivo, cuyas
partes, combinadas en determinadas proporciones, transmi-
ten mensajes al lactante. Se trata de informacién que mar-
cara el crecimiento y la maduracién durante la lactancia y
condicionara la salud del nifio y del futuro adulto. Por el mo-
mento tan sélo intuimos este sistema de sefiales, pero las
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investigaciones mas recientes aportan datos que sustentan
gsta hipotesis?.

Hoy sabemos que los primeros 1.000 dias —desde la concep-
cién hasta los 2 afios de vida— representan una ventana de
oportunidad para influir en el metabolismo inmediato y futuro
del nifio. En este contexto, una alimentacion adecuada y 6pti-
ma es clave para garantizar la salud del individuo a largo plazo.
La presencia o ausencia y el déficit o exceso de nutrientes es-
pecificos emiten «sefiales» en el metabolismo y también pue-
den actuar sobre la expresion génica. Por tanto, la alimenta-
cién durante las primeras etapas de la vida estaria involucrada
en eventos fisiol6gicos que pueden desencadenar en el lactan-
te enfermedades relacionadas con el sistema inmunitario, co-
mo las alergias, o alteraciones del neurodesarrollo y, en etapas
posteriores de la vida, obesidad, sindrome metabélico, patolo-
gia cardiovascular, diabetes mellitus, etc.3.

Igual que en la leche materna, en una férmula infantil no
deberfamos considerar individualmente sus nutrientes, sino el
valor que aportan al conjunto. Los componentes bioactivos de
la leche son piezas de un mismo engranaje que interactian
sumando o potenciando efectos para programar la salud futura
del lactante.

La osteopontina (OPN) es una proteina que se expresa en
miltiples tejidos con funciones muy diversas®. Contiene deter-
minadas secuencias de amino4cidos que permiten su recono-
cimiento por receptores que desencadenaran la cascada de la
respuesta inmunitaria e inflamatoria®. La isoforma presente en
la leche ha demostrado efectos beneficiosos en el desarrollo
del sistema inmunitario en estudios realizados en modelos ani-
males y en lactantes®. Este hecho, junto con su capacidad de
interaccionar con otras proteinas bioactivas presentes en la
leche materna, hace que se perfile como un biocomponente
con participacion activa en el sistema de «sefiales».

Osteopontina: aspectos estructurales

La OPN es una proteina presente en muchos tejidos (hueso,
cartilago, rifién, cerebro, médula 6sea, vasos, etc.), glandulas
(sudorfparas, conductos biliares y pancreéaticos) y fluidos (plas-
ma, semen, orina), y es especialmente abundante en la leche
materna, el cordén umbilical y el plasma del lactante. También
tiene presencia intracelular (se encuentra en macréfagos, lin-
focitos, células dendriticas y vellosidades del corion)*.

Fue identificada por primera vez como una proteina extrace-
lular ubicada en la matriz 6sea. A esta proteina se le atribuyé
una funcién puente entre las células 6seas vy la hidroxiapatita
de la matriz 6sea, que le valié su nombre’. Pero, ademés de en
el remodelado 6seo, la OPN esta involucrada en mdltiples fun-
ciones organicas, incluida la activacién inmunoldgica, la rege-
neracion de heridas y la angiogénesis®.

La OPN l4ctea tiene un peso molecular de 32 kD (las diferen-
tes isoformas oscilan entre 45y 75 kD). Esté altamente fosfo-
rilada y glucosilada. A su cadena de amino&cidos se unen unos

30 residuos de hidratos de carbono, que incluyen 10 residuos
de 4cido sidlico. Contiene la secuencia de aminodcidos argini-
na-glicina-aspartico, que permite su reconocimiento por los
receptores de numerosas integrinas, implicadas en procesos
de migracion, adhesién y supervivencia de numerosas células
de tipo inflamatorio, incluidos los macréfagos y las células T°.

Se codifica por un Gnico gen, pero en el proceso postrans-
cripcional y postraduccional, por accién de diferentes hormo-
nas, citoquinas y factores ambientales, experimenta modifica-
ciones sustanciales que dan lugar a sus diferentes isoformas,
lo que explica la alta variabilidad de la proteina resultante y las
muy diferentes actividades bioldgicas en las que puede estar
implicada'?.

Existe una variante de OPN secretada por células tumorales
en el cancer de ovario, de préstata y de pecho. Se ha identifi-
cado como un posible biomarcador, ya que sus niveles aumen-
tan con la progresion del tumor. Es importante aclarar que se
trata de una isoforma estructuralmente muy diferente a la OPN
l4ctea, y no hay ninguna evidencia de que ésta pueda estar
involucrada en el desarrollo del cancer™'.

Osteopontina lactea

En 1989 se identifico la presencia de OPN en la leche humana'?
y posteriormente en la leche bovina'. La OPN presente en la
leche materna es una isoforma que experimenta notables mo-
dificaciones postraduccionales que incluyen varias proteolisis,
un alto grado de fosforilacion y cierto grado de glucosilacion,
lo que diferencia su estructura y sus actividades respecto a
otras isoformas’™.

La OPN l4ctea humana y bovina guardan una semejanza es-
tructural, ya que comparten hasta un 61% de secuencia de
aminodcidos homdloga'' y ambas presentan un alto grado de
fosforilacién vinculada a los residuos de serina, principalmen-
te, y a los de treonina, en mucha menor proporcion' (tabla 1).

Schack et al."® cuantificaron OPN lactea en leche humana,
en leche bovina y en plasma. Tomaron muestras de leche hu-
mana procedentes de 29 mujeres lactantes y también muestras
de sangre procedentes de lactantes de 3 meses de edad, de
adultos y de mujeres gestantes y posgestantes. Observaron
que la leche humana contiene una concentracion de OPN unas
7-10 veces superior a la de la leche de vaca. También analiza-
ron diversas férmulas infantiles comercializadas internacional-
mente y producidas a partir de leche bovina. Este andlisis hall6
unos contenidos de OPN en dichas férmulas atn menores que
en la leche de vaca intacta (tabla 2). Por Gltimo, la concentra-
cion de OPN en el plasma del lactante y en el cordén umbilical
resulté mucho mas elevada que en el sujeto adulto y que en las
mujeres gestantes y posgestantes (tabla 3), lo que refuerza la
idea de que la OPN puede ejercer funciones biolégicas impor-
tantes para el lactante’®.

Recientemente, Bruun et al."” han publicado un estudio mul-
ticéntrico en el que se determing OPN lactea en muestras pro-
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Caracteristicas

Caracteristicas de la osteopontina humana y bovina
Osteopontina humana

Osteopontina bovina

Nimero de aminoécidos

298

262

Residuos fosforilados

34 ligados a serina
2 ligados a treonina

27 ligados a serina
1 ligado a treonina

Residuos glucosilados

5 ligados a treonina

3 ligados a treonina

Secuencia de anclaje de integrinas (Arg-Gly-Asp) (Arg-Gly-Asp)
Tomada de Christensen y Sgrensen'®.
Concentraciones de osteopontina en la leche

~ Osteopontina (mg/L) % sobre la proteina total
Leche humana*: 138 2.1
e China** 266 2,7
® Dinamarca™* 100 1,3
e Japon** 185 24
e Corea™™ 216 1.8
Leche bovina* 18 0,05
Férmulas infantiles® 53-13 0,1

*Schack et al.'®. **Bruun et al."”.

Concentraciones plasmaticas de osteopontina (ng/mL)

Plasma del lactante (>3 meses) (n=10) 342

Sangre de cordén umbilical (n=10) 263
Plasma del adulto (n=10) 35

*

Mujeres gestantes/posgestantes (n=7) ~

Tomada de Schack et al.™s.
*Valores no diferentes al plasma del adulto.

cedentes de 629 mujeres lactantes de diferentes pafses (tabla
2). Se hallaron importantes variaciones en el contenido de OPN
entre los paises estudiados y, aunque no esclarecieron las cau-
sas, los autores lo atribuyeron a factores ambientales, dietéti-
cos y probablemente genéticos.

El calostro no es rico en OPN, pero a los 3-7 dias del inicio de
la lactancia alcanza las mayores concentraciones de OPN en la
leche; luego va decreciendo hasta la mitad del pico méaximo, y se
mantendrd a este nivel durante el primer afio de lactancia'®.

Papel de la OPN lactea
sobre el sistema inmunitario

La OPN l4ctea es resistente al tratamiento térmico hasta 90 °C
y, por su acidez, resiste al pH gastrico del lactante y, en parte,
a la proteolisis en el tracto intestinal, lo que garantiza su paso
de forma intacta por el intestino delgado y, de este modo, pre-
servarfa una actividad biol6gica que le permitiria interactuar
con los procesos de maduracién inmunitaria que se dan en la

mucosa intestinal'®. Es una proteina sin estructura terciaria, lo
que le confiere una mayor flexibilidad estructural, que se ha
asociado también a su bioactividad?.

Los estudios experimentales, in vitro e in vivo, apoyan el
papel de la OPN l4ctea sobre la regulacién de la respuesta in-
flamatoria e inmunitaria en las primeras etapas de la vida del
lactante, concretamente sobre el balance de la respuesta in-
munitaria de tipo Th1/Th2.

Los linfocitos T tipo helper Th1 y Th2, ante la presencia de
pat6genos u otros factores agresores, responden liberando di-
ferentes citoquinas que dirigiran la respuesta inflamatoria e
inmunoldgica. Las citoquinas liberadas por Th1 tienden a dar
una respuesta proinflamatoria frente a patégenos intracelula-
res y ciertas bacterias, pero ante una respuesta Th1 excesiva
se lesionarian los tejidos y se perpetuaria una reaccion autoin-
mune. Las citoquinas liberadas por células ThZ actdan contra
patégenos extracelulares, y una respuesta ThZ inadecuada o
excesiva deriva en reacciones de tipo alérgico y atépico. En
una situacion inmunolégica normalizada hay un equilibrio entre
la actividad Th1y Th22122,

Los nifios nacen con el sistema inmunitario funcionalmente
inmaduro. Durante la gestacion, el feto mantiene una respues-
ta Th1 parcialmente deprimida?' para evitar la reaccion de re-
chazo al entorno materno v, tras el parto y durante el primer
mes de vida, se da un predominio de la respuesta Th2 sobre la
Th1%. La nueva situacion expone al recién nacido a microorga-
nismos externos, por lo que, de forma fisioldgica, es necesario
que se active la respuesta Th1 y se dé una repolarizacién del
balance Th1/Th2.

101
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La OPN intracelular actda favorablemente sobre el balance
Th1/Th2, induciendo la respuesta tipo Th1 y la produccién de
citoquinas proinflamatorias®?*. Se ha constatado experimen-
talmente su funcién a modo de citoquina activando la respues-
ta inmunitaria mediada por macréfagos frente a patogenos?2.
Del mismo modo, algunos ensayos in vitro confirman la capa-
cidad quimiotactica sobre los neutréfilos?’ y macréfagos, atra-
yendo las células inflamatorias al lugar de la agresion para
estimular la reparacion®.

También en el caso de la OPN lactea se dispone de datos
experimentales que apoyan su actividad sobre el sistema in-
munitario. Se ha comprobado que activa los monocitos e indu-
ce su migracion al foco infeccioso, y que actlia como una opso-
nina promoviendo la fagocitosis de bacterias?. En cultivos de
células intestinales humanas, la OPN lactea indujo la expre-
sién de la citoquina IL-12, que es la que activa la respuesta
Th18,

Interacciones y sinergias con
otros componentes de la leche

La OPN l4ctea es una proteina acidica, cargada negativamente,
glucosilada y fosforilada. Estas caracteristicas determinan su
capacidad de interaccién con otros componentes de la leche.

Se ha detectado la presencia de OPN en las micelas de ca-
seina de la leche humana?. Esta interaccion con la fraccion de
caseina impide la unién de caseina con fosfatos, por lo que
previene la precipitacion de cristales de fosfato céalcico en la
leche, que representa una forma no absorbible de calcio. Esta
propiedad de OPN lactea ha demostrado in vitro que favorece
la mineralizacion 6sea®.

La OPN lactea potencia la actividad inmunomoduladora y
antibacteriana de la lactoperoxidasa (LPO), la lactoferrina (LF)
y lainmunoglobulina M (IgM). En el caso de la LPO y la LF, como
son protefnas basicas, establecen una unién electroestatica
con la OPN por su caracter acidico, mientras que la IgM vy la
OPN se unen dada su elevada afinidad. Segtin datos obtenidos
in vitro, la OPN actda como transportador de LPO, LF e IgM
hasta sus sitios efectivos, potenciando sus funciones inmuno-
moduladoras y antibacterianas?.

Evidencia preclinica
de la osteopontina

En un estudio experimental realizado en ratones OPN deficien-
tes se observd que la respuesta inmunitaria frente a la infec-
cién bacteriana y viral empeoraba debido a una falta de res-
puesta de tipo Th1, y también se comprobé que sélo si estos
ratones se exponian a una isoforma de OPN fosforilada, ésta
actuaba como mediador en la respuesta proinflamatoria®. En
otro estudio, realizado en ratones OPN-/- (sin expresion del gen
para OPN) a los que se indujo colitis, la administracion por

dieta de OPN l4actea bovina reducia las manifestaciones infla-
matorias en la mucosa colénica, cuantificandose una menor
pérdida de sangre por heces, un descenso de neutréfilos plas-
maticos y en la mucosa coldnica, y una reduccién en el recluta-
miento de macréfagos y en los niveles de citoquinas proinfla-
matorias®’.

Otros estudios experimentales realizados en ratones OPN-/-
también demuestran su papel reparador sobre la mucosa intes-
tinal. En ratones con gastroenteritis aguda por inoculacién de
rotavirus, se comprobd que la infeccion estimulaba la secre-
cién intestinal de OPN y que la diarrea era mas severa en rato-
nes OPN-/-%2. Los ratones OPN-/- inoculados con Mycobacte-
rium bovis BCG presentaban una mayor carga bacteriana y
una mayor reaccion granulomatosa, y tardaban mas en erra-
dicar la infeccion que los ratones con OPN?. Entre las carac-
teristicas estructurales de la OPN, los autores destacan la
participacion de sus residuos de &cido sidlico en la capacidad
antimicrobiana, que limitan la interaccién de los patégenos
con el epitelio intestinal. Precisamente la OPN l4ctea es rica
en residuos sialicos.

Diversos estudios experimentales, in vitro e in vivo, aportan
evidencias a favor del efecto de la OPN en el sistema nervioso
central (SNC). Las lesiones isquémicas o hipdxicas inducidas
aumentaban la expresion de OPN en las células gliales, y la
administracion intranasal o intracraneal de OPN se asociaba a
una reduccion de la gravedad del dafio®-%. De estos experi-
mentos se concluye que la OPN participa en la remielinizacién
después de una lesion, y que modula la reaccién de neuroinfla-
macion de manera que protege de la pérdida neuronal y preser-
va las sinapsis. Esta actividad se ha asociado al reconocimiento
de secuencias de aminoacidos especificas de la OPN por par-
te de los receptores de integrinas que activan la respuesta in-
flamatoria en el SNC.

La OPN l4ctea puede tener un efecto protector sobre la mu-
cosa gastrointestinal, preservando su funcién barrera, segin
apuntan los resultados de Ge et al.¥’ en un estudio experimen-
tal con ratones a los que se inducfa dafio hepéatico por ingesta
de etanol. La lesién estimulaba la expresion de OPN en el es-
témago, el duodeno y el colon, y la suplementacién con OPN
lactea ejercia un papel protector frente a los efectos hepato-
toxicos.

Evidencia clinica
de la osteopontina lactea

Lénnerdal et al. llevaron a cabo el primer estudio en lactantes
sobre la adicién de OPN lactea en férmulas infantiles, aportan-
do datos prometedores acerca de los potenciales benefi-
cios39. Se trata de un ensayo clinico, aleatorizado, controlado
con una férmula convencional y con un grupo de referencia de
nifios con lactancia materna (n=80). Participaron 240 lactantes
sanos, nacidos a término y menores de 1 mes de vida, que
iniciaron la alimentacién complementaria entre los 4 y los 6
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meses. El seguimiento fue de 6 meses y los nifios del grupo en
estudio fueron alimentados con dos posibles férmulas enrique-
cidas con OPN que aportaban un 100 y un 50% de la concen-
tracion estimada de OPN en la leche materna (130 y 65 mg/L,
respectivamente). Los nifios alimentados con férmula suple-
mentada con OPN presentaron menos dias de fiebre que los
nifios con formula convencional®, y sus niveles de células Ty
de citoquinas plasmaticas mostraron un perfil mas semejante
al de los lactantes amamantados, lo que reforzaba la hipdtesis
de que la OPN ejerce efectos beneficiosos sobre la funcién
inmunitaria339,

Ademas, en los lactantes con formulas con OPN se cuantifi-
caron unos niveles plasmaticos de isoleucina, leucina y valina
menos elevados que en los lactantes con férmula convencio-
nal®. Considerando el poder insulindgeno de estos aminoaci-
dos®, éste no dejaba de ser un hallazgo interesante a favor de
los potenciales beneficios metabélicos de la OPN, sobre los
que vale la pena investigar.

Seguridad de la osteopontina lactea

Kvistgaard et al.*' realizaron diversos estudios preclinicos para
comprobar la toxicidad de la OPN lactea, asi como su potencial
mutagénico. En un test con bacterias no hallaron efectos ad-
versos relacionados con la toxicidad celular ni el poder muta-
génico. Tampoco observaron toxicidad oral en ratones con una
ingesta diaria de OPN del 0,5, 1y 2% en la dieta durante 90
dias, y descartaron efectos adversos sobre el desarrollo em-
brionario y la teratogénesis en un estudio con ratas gestantes
alimentadas con 620, 1.250 y 2.500 mg/kg/dia.

En un estudio experimental®?, realizado con macacus rhesus
lactantes, se comprobé que la administracién de OPN l4ctea de
origen bovino en concentraciones equiparables a la leche hu-
mana no comportaba diferencias significativas en el crecimien-
to de las crias alimentadas al pecho, con una férmula estandar
o una férmula con OPN.

Finalmente, Lonnerdal et al.®, en un ensayo clinico realizado
en lactantes sanos, demostraron que la administracién de una
formula infantil enriquecida con OPN l4ctea de origen bovino,
en concentraciones de 65 y 130 mg/L, logra un crecimiento
adecuado segln los pardmetros estandarizados (z-score) de
peso, talla y perimetro craneal.

Conclusiones

La evidencia cientffica acumulada hasta el momento va a favor
de considerar la OPN lactea como un componente bioactivo de
la leche, implicado en la maduracion del sistema inmunitario
del recién nacido.

La OPN bovinay la OPN humana guardan un parecido estruc-
tural y participan en el sistema de sefiales implicado en la cas-
cada de la respuesta inmunitaria temprana.

Los datos preclinicos obtenidos respaldan el papel de la OPN
l4ctea sobre el balance entre la respuesta inmunitaria Th1/
Th2, promoviendo la activacién de la respuesta inmunitaria
innata tan necesaria desde el inicio de la vida extrauterina.
Desde este enfoque, la OPN l4ctea emite las sefiales clave
para que el organismo del neonato dé el paso de un estado
inmunitario e inflamatorio propio de la vida intrauterina a un
estado adecuado en la vida extrauterina.

Aunque el primer ensayo clinico con férmulas enriquecidas
con OPN lactea aporta resultados positivos sobre su funcion
inmunomoduladora, se espera disponer de nuevos estudios
que consoliden esta evidencia y que exploren los potenciales
beneficios de adicionar esta proteina a las férmulas infantiles.

En todo caso, enriquecer las férmulas infantiles con OPN
lactea a corto plazo ha demostrado que el lactante mantiene
un crecimiento adecuado y una buena digestibilidad, y que
cumple aspectos de seguridad y tolerabilidad. Y a largo plazo
tiene efectos favorables en la maduracién del sistema inmuni-
tario y el sistema digestivo, e incluso puede tener repercusio-
nes favorables en el desarrollo metabélico y cognitivo desde
edades muy tempranas.

La OPN lactea es un componente bioactivo de la leche ma-
terna, que emite mensajes que hasta ahora no habiamos «es-
cuchado». Probablemente en un futuro en que las férmulas in-
fantiles seran cada vez mas biomiméticas a la leche humana,
la OPN lactea tendra un papel clave como ingrediente funcio-
nal en el sistema inmunitario del lactante. Il
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