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NUESTRO “ORO” BLANCO DE CADA DIA

La leche es un precioso regalo de la naturaleza, condicién que invita a considerarla como un don divino. En todas

las civilizaciones se le han atribuido propiedades milagrosas.

Hace 5000 arios, en la época mesolitica, el hombre ya habia pasado de un estadio en el que solamente recolectaba y
cazaba a otro en el que se dedicaba al cultivo y a la cria de ganado. Un buen dia descubrid el ordefio y toda su vida se
transformd. A partir de aquel momento, la leche fue considerada como alimento por excelencia, fuente de fortaleza y de

vida.

“Segiin [a mitologia grecorromana, Hércules, hijo del todopoderoso dios Zeus y de una mortal, fue llevado por
su padre para ser alimentado secretamente del pecho de su esposa, la diosa Hera, mientras ella dormia. Hércules
succionaba la leche con tanta fuerza, que al dejar de mamar, la leche surgié a borbotones y se derramd. Asi, la leche de
la diosa le otorgd a Heércules un cardcter divino, y las gotas que se dispersaron por el cielo dieron origen a la Via

Ldctea.”

Como ésta, muchas otras leyendas hacen referencia a la importancia de la leche en diferentes dmbitos, ya sea

como alimento, cosmético, medicina. ..

Tras muchos siglos de fhistoria, cada vez es mayor el interés por conocer con detalle tanto el aspecto
estructural, como el funcional, de la leche.

Este estudio trata de dilucidar algunos aspectos sobre la composicién quimica de la leche de oveja, una gran
desconocida, y la implicacion de algunos de sus componentes en la defensa del neonato frente a determinadas

infecciones.



ABREVIATURAS

» AS: acido sialico

» ASC: 4cidos sialicos unidos a caseina

» ASG: acidos sialicos unidos a glicoproteinas

» ASL: 4cidos sialicos libres

» ASO: acidos sialicos unidos a oligosacaridos

» AST: acidos sialicos totales

» ASUL.: acidos sialicos unidos a lipidos

» BSA: seroalbimina bovina

» C: cloroformo

» CHO: colesterol

» CMP: caseinomacropéptido

» ETEC: Escherichi coli enterotoxigénica

» FA: acido graso

» FAME: ésteres metilicos de &cidos grasos

» FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion

» FFA: acidos grasos libres

» Gal: galactosa

» GalCer: galactosilceramida

» GalNAc: N-acetilgalactosamina

» Gb3: globotriaosilceramida

» Gb4: globotetraosilceramida o globdsido

» GC: cromatografia de gases

» Gg: gangliésidos

» Glc: glucosa

» GlcCer: glucosilceramida

» GlcNAc: N-acetilglucosamina

» HPAEC-PAD: cromatografia de intercambio aniénico a pH alto con deteccion amperométrica
de pulsos

» HPTLC: cromatografia en capa fina de alta resolucion

» LacCer: lactosilceramida

» LCFA: acidos grasos de cadena larga

» LR: lactorreemplazante

» M; MetOH: metanol

» MAPA: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion

» MCFA: 4cidos grasos de cadena media

» MFGM: membrana del glébulo de grasa de la leche

» MAG: monoacilgliceroles



» MS: espectrometria de masas

» MUFA: &cidos grasos monoinsaturados
» NeuAc: acido N-acetilneuraminico

» NeuGc: acido N-glicoliineuraminico

» PBS: tampdn fosfato salino

» PC: fosfatidilcolina

» PE: fosfatidiletanolamina

» PI: fosfatidilinositol

» PIBMC: poliisobutil-metacrilato

» p/p: peso/peso

» PS: fosfatidilserina

» p/v: peso/volumen

» PUFA: acidos grasos poliinsaturados

» Rf: movilidad relativa

» SFA: acidos grasos saturados

» SM: esfingomielina

» TAG: triacilgliceroles

» TCA: acido tricloroacético

» TLC: cromatografia en capa fina

» Tp: tampdn

» UFC: unidades formadoras de colonias
» UPEC: Escherichia coli uropatogénicas
» VLCFA: acidos grasos de cadena muy larga

» v/v: volumen/volumen
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1.1. LA LECHE DE OVEJA

Aunque es dificil remontarse a los origenes exactos de la utilizacion del ganado
ovino por el hombre, se sabe, que el rebafio de ovejas ha acomparnado el desarrollo
de la civilizacién en el Mediterraneo. En numerosos escritos antiguos, como el Antiguo
Testamento, la lliada, la Odisea o las Bucélicas aparecen relatos pastoriles, en los
cuales el rebafio de ovejas acompafiaba al hombre de esas épocas. Se encuentran
igualmente relatos del ordefio de las ovejas y de la fabricacion del queso. La mayor
parte de los quesos fabricados hoy en dia con leche de oveja son producto de una
tradicion ancestral. Su origen es tanto mas incierto, cuanto que es muy antiguo y esta
envuelto en leyenda. La leche de oveja se ha considerado siempre como una leche de
caracteristicas especificas, y en ciertos casos, como un producto mas noble que las

otras leches (Assenat, 1991).

En Espafia, la ganaderia ovina ha estado intimamente ligada al quehacer
cotidiano, tanto por su rusticidad y capacidad de aprovechamiento del dificil medio
natural, como por su notable versatilidad productiva (carne, leche, lana, piel, estiércol),
movilidad (trashumancia) y facil manejo (docilidad y gregarismo). De ahi la amplia
tradicion ovejera en nuestro pais, donde ya existen vestigios de pinturas rupestres con
motivos ovinos (Alacon, Teruel) datados entre el V y IV milenio a.C. (figura 1) (Campo
et al., 2008).

Figura 1. Escenas variadas de arte rupestre en el barranco de Los Trepadores de Cerro Montero

(Alacon, Teruel), destacando la figura de una oveja.
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1.1.1. PRODUCCION DE LECHE

La produccion mundial de leche en 1998 segun la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), supuso mas de 550 millones de
toneladas, que equivalen a 91.6 kg por habitante. Pero al igual que ocurre con otros
subsectores pecuarios, presenta grandes diferencias entre areas geograficas y entre
las diversas especies zootécnicas utilizadas para el ordefio, o que provoca un
mercado muy intenso y diferencias en el consumo a nivel mundial. Segun las
previsiones de la FAQO, la produccién mundial de leche alcanzara los 665 millones de
toneladas en 2010.

Aunque Europa ha sido la mayor productora de leche a nivel mundial, la
tendencia esta cambiando en los ultimos anos, siendo en estos momentos Asia la
region productora mas sélida (figura 2). Espana ocupa el sexto lugar en importancia
dentro de la Union Europea.

La produccion de leche esta repartida de forma muy irregular entre las diferentes
areas geograficas del mundo, sin embargo, cada area presenta una importancia
relativa segun sea la procedencia de la leche. A nivel mundial el tipo de leche que mas
se produce es la de vaca, con el 85.3% del total, seguida de la leche de bufala
(10.8%), leche de cabra (2.2%), leche de oveja (1.5%) y en ultimo lugar leche de

camella cuya produccion supone el 0.2% (Hernandez et al., 2000).

Millnnes de taneladas
00

G500

97 98 93 00 01 02 03 04 05

- Europa Asia

America del Morte Otros

Figura 2. Produccion total de leche por regiones.
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Segun la FAO en el 2005 Espafia ocupaba el séptimo lugar a nivel mundial en la
produccion de leche de oveja. El 97.0% de la produccién espainola se obtiene en las
areas tradicionales agricolas de ganado ovino, como son Castilla y Ledn, Castilla-La
Mancha, Madrid, el Pais Vasco y Navarra.

Segun datos del Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA) la

poblacién de ovejas en 2005 era de 22.9 millones de animales (tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de la poblacién de ovejas por comunidades auténomas en Espafa.

Comunidad auténoma Numero de ovejas
Galicia 329628
Asturias 63983
Cantabria 74063
Pais Vasco 354445
Navarra 753609
La Rioja 198174
Aragon 3144790
Catalufa 947289
Baleares 336413
Castilla-Ledn 4042187
Madrid 119761
Castilla-La Mancha 3589594
Valencia 481747
Murcia 666162
Extremadura 4545955
Andalucia 3146572
Canarias 114204
Total 22908576

En las ultimas décadas se ha producido un incremento importante en la
produccion de leche de oveja en Espafia (305 a 411 millones de litros en el periodo
1992-2003) siendo Castilla y Ledn la region que mayor cantidad produce, el 59.8% del
total nacional (MAPA; Mantecén et al., 2007).

1.1.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA LECHE DE OVEJA
La leche de oveja se diferencia de la de vaca y cabra en algunas caracteristicas,

unas directamente observables y otras relacionadas con sus propiedades fisicas y

quimicas.
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» La leche de oveja es de color blanco nacarado, semejante a la porcelana,
debido a que carece de B-carotenos, que son los que confieren el color amarillento a la
leche de vaca. Su opacidad es mayor que la de la leche de vaca y de cabra.

» Su viscosidad es mayor que la de la leche de vaca, caracteristica ligada a su
riqueza.

» Tiene una resistencia especialmente elevada a la proliferacién de bacterias en
las primeras horas que se debe atribuir, en parte, a la actividad inmunolégica tipica de
esta leche. A ésto se aflade que la leche de oveja tiene doble contenido de minerales
que la leche de vaca, siendo su capacidad tamponante claramente superior, lo que
representa una ventaja de cara a su conservacion. Esto puede convertirse en un
inconveniente si se trata esta leche fresca, ya que ofrece una resistencia mayor a las
fermentaciones lacticas.

» Los productos queseros obtenidos de la leche de oveja tienen ciertas
particularidades en su aspecto y en su sabor. La pasta es, en general, mas blanca.
Estas particularidades se atribuyen a la menor proporcién de caseinas as respecto a la
caseina total. Los sabores tipicos y mas intensos que tienen la mayor parte de los
quesos de leche de oveja se deben, en primer lugar, a la materia grasa. Los
triacilgliceroles de esta leche tienen una proporcion diferente de acidos grasos. Como
ejemplo se puede indicar la proporcion particularmente alta de acido caprilico (C8:0)
de 1.7-4.0% en peso de los acidos grasos totales en la leche de oveja, frente al 1.0-
1.8% en la leche de vaca. Lo mismo sucede con el acido caprico (C10:0), de 4.0-
11.0% en oveja frente a 2.1-3.5% en vaca.

» La composicién quimica de la leche de oveja implica un rendimiento quesero
mayor que el que se produce con las leches de vaca y de cabra. La practica cotidiana
de la fabricacién de queso demuestra que con una misma cantidad de leche, se
prepara, por término medio, dos veces mas queso con la leche de oveja que con la de
vaca. Algunos tipos de quesos son muy conocidos por su alta calidad, al menos en
mercados locales o regionales, algunos de ellos incluso tienen prestigio a nivel
nacional o europeo. Su origen y calidad a menudo estan garantizados por
Denominaciones de Origen como es el caso de los quesos de ldiazabal, Roncal,
Manchego y Zamorano (Ugarte et al., 2001).

De hecho, hasta hace muy poco tiempo, la fabricacion de queso era la principal
salida para la leche de oveja. Sin embargo, en 2006, una empresa espafiola desarrollo
un procedimiento para poder comercializar esta leche en envases de tetrabrick
(también llamados de larga vida). La leche de oveja, al igual que la de cabra, se

coagula cuando se somete a altas temperaturas, por eso no se podia envasar ni
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someter a procesos de esterilizacion o UHT. Como veremos a continuacion, la leche
de oveja tiene una composicion que difiere de la de vaca en varios aspectos y que la
podria hacer mas saludable. Por ejemplo tiene niveles mas altos de proteinas, calcio y

fésforo, y es mas digestiva.

1.1.3. COMPOSICION QUIMICA DE LA LECHE DE OVEJA

La leche es una distribucion compleja de nutrientes que se encuentran

organizados en diferentes fases:

- fase acuosa: contiene en disolucion la lactosa y la mayoria de los iones.

- fase globular: formada por gotas de grasa rodeadas de una membrana
lipoproteica que se encuentra en emulsion gracias a las repulsiones
electrostaticas entre las cargas negativas de la envoltura

- fase micelar: constituida por las micelas de caseina y los coloides de otras
proteinas lacteas

- fase celular: formada por microorganismos y algunas células extravasadas

(macréfagos y linfocitos).

La composicion de la leche determina su calidad nutritiva, su valor como materia
prima para fabricar productos alimenticios y muchas de sus propiedades. Aunque en
sentido cualitativo la leche tiene una composicion y propiedades constantes,
cuantitativamente varia entre limites bastante amplios en funcién de factores tales
como la raza, estado de lactacién, niumero de partos, época del afo, clima de la
region, etc. Y la influencia conjunta de estos factores depende de las especiales
circunstancias de cada pais.

En la tabla 2 se presenta un resumen de los principales componentes de la leche
de oveja, comparada con la de vaca. Se puede observar que la leche de oveja es mas
rica en grasa, proteinas y extracto seco que la leche de vaca. El contenido de lactosa
es practicamente el mismo, pero hay diferencias en el contenido de sélidos no grasos.
La grasa y las proteinas son las que mas contribuyen al extracto seco de la leche de

oveja: un 74.0% frente a un 56.0% en la leche de vaca.
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Tabla 2. Composicion de la leche de oveja y vaca (%).

Oveja Vaca

Agua 82.1 88.6
Carbohidratos: lactosa 4.3 4.4
Lipidos 7.5 3.2

- glicéridos (98%)

- fosfolipidos (0.8%)

- insaponificables (resto)
Proteinas 5.6 3.1

- caseinas 4.3 2.5

- proteinas del suero 1.01 0.4
Nitrégeno no proteico 0.3 0.2
Sales minerales 0.9 0.7
Vitaminas, enzimas Trazas -
Extracto seco 17.9 1.4

Ya que no existen en la bibliografia muchos datos que hagan referencia a la
composicion quimica de la leche de oveja, la informacion que se expone a
continuacion se recoge en el trabajo de Gonzalez-Llano y Ramos (1989), salvo que se

indique otra referencia.

1.1.3.1. Lipidos

Los lipidos figuran entre los componentes mas importantes de la leche, siendo
fundamentales en los aspectos econdmico, nutritivo y en las caracteristicas fisicas y
organolépticas que se deben a ellos. En general, los quesos de oveja tienen un gusto
tipico y mas sabroso debido a la composiciéon de la materia grasa. La grasa se
encuentra en forma de glébulos con un diametro medio de 3.3 um en la leche de
oveja, frente a 4.55 um la de vaca (Parkash and Jenness., 1968). Cada glébulo graso
esta envuelto por una membrana lipoproteica cargada negativamente que estabiliza la
emulsion y protege a los triacilgliceroles del ataque por enzimas lipoliticas.

Los principales componentes de los lipidos son los acilgliceroles (98.7%) y los
fosfolipidos (0.8%); los acidos grasos libres, esteroles, carotenoides y vitaminas estan

en pequefias proporciones.
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- Acidos grasos

Los acidos grasos son los componentes basicos de la materia grasa, ya que
representan el 90.0% de los acilgliceroles y tienen gran importancia, puesto que el olor
y sabor caracteristicos de la leche de oveja estd muy relacionado con los niveles de
acidos grasos de 6 a 12 atomos de carbono. La leche de oveja tiene una proporcion
muy elevada de estos acidos grasos. La proporcion relativa de los diferentes acidos
grasos tiene grandes variaciones segun la época del ano y el periodo de lactacion.
Destaca su contenido en acido caprilico y caprico dos o tres veces superior al de la
leche de vaca. Basandose en estas diferencias es posible detectar mezclas de leche
de oveja con leche de vaca.

El contenido en acidos grasos insaturados de la leche de oveja (2.5-7.5%) es
inferior al de la leche de vaca. El porcentaje de acido oleico es de un 16.0-30.0%
frente a un 21.0-28.0% en vaca; sin embargo, el contenido en linoleico y linolénico es

ligeramente superior al encontrado en vaca.

- Triacilgliceroles

La distribucién de acidos grasos en los triacilgliceroles es similar al de la leche
de vaca o cabra. Los acidos grasos de cadena corta C4 y C6 estan esterificados
principalmente en las posiciones 1y 3 y los de 14-15 carbonos en la posicion 2. Los
acidos grasos C12-C16 estan esterificados con mayor frecuencia en la posiciéon 2 que

enla 1y 3y el C18 esta preferiblemente en 1y 3.

- Fosfolipidos

Los fosfolipidos estan distribuidos en la membrana del glébulo de grasa y en la
fase acuosa. El contenido en fosfolipidos de la leche de oveja es semejante al de la
leche de vaca. Los acidos grasos y su distribuciéon es muy similar en ambas leches.
Los principales fosfolipidos son fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y esfingomielina.

Se veran con mas detalle en un apartado posterior.

* Lipidos insaponificables

Desde el punto de vista cuantitativo, en la fraccion insaponificable destacan los
esteroles, colesterol fundamentalmente, con pequefias cantidades de lanosterol,
dihidrocolesterol y B-sitosterol. La cantidad de colesterol varia con el contenido graso,

oscilando entre 15-30 mg/ml.
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1.1.3.2. Compuestos nitrogenados

Los compuestos nitrogenados forman la parte mas compleja de la leche. La
leche de oveja contiene una media de 0.6% de nitrdgeno, distribuido en diferentes
fracciones de importancia variada desde el punto de vista de la tecnologia lactea y la
nutricion. Las proteinas representan aproximadamente el 95.0% del nitrégeno total y
solamente un 5.0% es nitrégeno no proteico.

Las proteinas lacteas se presentan en dos fases diferentes: una fase micelar
inestable, constituida por micelas en forma de particulas sdlidas, micelas en
suspension que difunden la luz y dan a la leche el aspecto blanco opaco; la otra fase
es soluble, constituida por diferentes polimeros proteicos hidrofilicos que forman las

seroproteinas o proteinas del suero.

- Caseinas

Las caseinas son las proteinas mayoritarias de la leche de oveja. Representan
aproximadamente entre un 76.0 y un 83.0% de la proteina total (Assenat, 1991). El
porcentaje es indicativo de la aptitud quesera de la leche.

Las caseinas se presentan en la leche en forma de un complejo organico de
proteinas unido a fosfato calcico coloidal, constituyendo la micela, que esta en
suspension estable gracias a la presencia de cargas negativas y grupos hidrofilicos. A
pH 4.6, la micela tiene una carga global nula, se agrega y coagula separandose de la
fase acuosa; sin embargo, las seroproteinas se mantienen en solucion. Observando
las micelas de leche de oveja al microscopio electronico se comprobd que son mas
pequenas que las de la leche de vaca, muchas de ellas con un diametro inferior a 80
nm. También es diferente el contenido en calcio coloidal.

Se han descrito diferentes tipos: las as-caseinas (os1, as2 Y 0s3), 1as B (B1y B2) ¥y

una k-caseina (Anifantakis, 1986).

 Proteinas solubles

Estas proteinas permanecen solubles en el suero cuando por acidificacion o por
via enzimatica coagulan las caseinas. Sin embargo, el calentamiento de la leche las
desnaturaliza y pierden su solubilidad. Representan un 17.0% de las proteinas totales
(Assenat, 1991). El lactosuero de oveja es especialmente rico en estos componentes,

por lo que en las regiones donde se utiliza la leche de oveja en la industria quesera, se
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la trata mediante coagulacién térmica para fabricar quesos como el Recuita, el Bruccio
o el Ricotta.

Las proteinas solubles son principalmente B-lactoglobulina, o-lactalbuminas,
seroalbuminas, inmunoglobulinas y la fraccion proteosa-peptona.

La leche de oveja tiene un mayor contenido en proteinas del suero que la leche
de vaca; ambas leches tienen las mismas seroproteinas pero en diferente proporcion.
Dado el elevado contenido en proteinas del suero de la leche de oveja, la utilizacion
del suero de queseria para la elaboracion de nuevos productos como el requesén o

recuperacion de proteinas es cada vez mas frecuente.

» Nitrogeno no proteico

Los compuestos nitrogenados de origen no proteico suelen ser productos del
metabolismo del nitrégeno que penetran directamente en la leche a partir de la sangre
(Kaufmann and Hagemeister, 1987).

El contenido en nitrégeno no proteico de la leche de oveja varia del 3.0 al 6.0%
del total. Es similar al de la leche de vaca e inferior al de cabra, del 8.7%. Los
compuestos nitrogenados no proteicos principales son la urea (45.0%), los
aminodacidos (16.0%) y la creatina (2.3%). La creatinina, el acido urico y el amonio

estan en cantidades inferiores al 1.0%.

1.1.3.3. Carbohidratos

El carbohidrato mas abundante en la leche de oveja, al igual que en la mayoria
de los mamiferos, es la lactosa pero ademas existen otros compuestos glucidicos,
como los oligosacaridos. Estos Ultimos seran tratados en un apartado posterior debido

a su relevancia en nuestro estudio.

- Lactosa

La lactosa es el carbohidrato principal de la leche. Su contenido en la leche de
oveja es de 45 a 50 g/kg y representa de un 22.0 a un 27.0% de la materia seca,
mientras que en la leche de vaca representa del 33.0 al 40.0%. Sin embargo, este
menor contenido en lactosa no ocasiona problemas en la elaboracion del queso, ya
que la lactosa disponible es suficiente para asegurar la fermentacion lactica.

La evolucién de la concentracion de lactosa a lo largo del periodo de lactacién

sigue la misma tendencia que en otras leches decreciendo, aunque no de forma muy
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marcada. Ademas de existir diferencias debido a los factores que influyen en la
composicion de la leche también pueden existir diferencias importantes en el

contenido de lactosa entre la leche de animales individuales (Assenat, 1991).

1.1.3.4. Minerales

El contenido en minerales de la leche de oveja es muy superior al de vaca. Los
elementos mas abundantes son K, Ca, P, Nay Mg. El Ca y P son los mas importantes,
tanto desde el punto de vista nutricional como por su papel en el estado fisico y

estabilidad de las caseinas.

1.1.3.5. Vitaminas

El contenido en vitaminas de la leche de oveja ha sido poco estudiado y son muy
pocos los datos bibliograficos existentes. En general se puede decir que la leche de
oveja es mas rica en la mayor parte de las vitaminas que la leche de otros rumiantes

domésticos.

1.1.3.6. Enzimas

En la leche de vaca se han determinado unas 50 enzimas, pero s6lo unas pocas
han sido estudiadas en la leche de oveja. Las enzimas son constituyentes de la
glandula mamaria que pasan a la leche accidentalmente e inevitablemente durante el
proceso de secrecion. A veces es dificil determinar su origen, ya que las bacterias que

frecuentemente se encuentran en la leche también producen enzimas.

1.1.4. FACTORES QUE AFECTAN A LA COMPOSICION Y PRODUCCION DE
LA LECHE

La composicion quimica de la leche de oveja varia en funcion de numerosos
factores.

La raza es uno de los factores que mas influyen en la composicion de la leche de
oveja. Las principales razas de ovejas lecheras fueron descritas por Ballester y
Mittaine en 1971. En los paises que cuentan con las condiciones geograficas vy
economicas adecuadas, se tiende a una mejora y seleccién de la cabafia ovina, para

conseguir la maxima produccion.
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Otro factor importante a tener en cuenta es que la produccion de leche es
estacional. Por tanto, las variaciones estacionales en la composicién estan
intimamente ligadas a las variaciones debidas al estado de la lactacion.

Desde que se introdujo la mecanizacion del ordefo, el método para llevarlo a
cabo es otro factor relevante. Algunos autores observaron diferencias en la
composiciéon de la leche dependiendo de si se obtenia manualmente o de forma
mecanizada.

Otro factor importante que influye en la composicion de la leche, especialmente

en el contenido graso, es la alimentacion de la ganaderia (Ramos and Juarez, 1981).

1.1.5. LA RAZA ASSAF

La oveja (Ovis aries) fue domesticada en el Periodo Neolitico, aunque no llegé a
Europa hasta el VIII milenio a.C. desde Oriente Medio. La adaptacién al medio en el
que viven hizo que con el paso de los afios surgiesen agrupaciones o razas
diferenciadas. Ello se ha debido a los efectos del clima, suelo, altitud, orografia, tipo de
pasto, sistema de explotacién orientado a la productividad, y sobre todo a la accion del
hombre a través de la seleccion (Campo et al., 2008). Segun la FAO, existirian 1408
razas ovinas diferentes a nivel mundial, siendo la especie con mayor variabilidad

racial.

El 29 de Abril de 2003 se aprobd por el Comité de Razas Espafiol la inclusiéon
como raza de terceros paises la raza Assaf (Real Decreto 1682/1997). Esta raza no
estaba reconocida en Espafa pese a que en la actualidad el numero de ejemplares
esta cercano al milldon. Hoy en dia se encuentra incluida en el Catalogo Oficial de
Razas de Ganado de Espafia.

La raza Assaf de ovejas lecheras (figura 3), originada por un cruce de las razas
Awassi y East-Friesian, se desarrollé en Israel durante los afos 1950s y 1960s. Ha
reemplazado a la Awassi en su pais de origen y se ha extendido a otros paises

Mediterraneos con gran éxito (Pollot and Gootwine, 2004).
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Figura 3. Oveja de la raza Assaf.

La raza Assaf fue introducida en Espafa en los afos 70, destacando su difusion
en la comunidad de Castilla y Ledn (figura 4). Especializada en la produccion de leche,
presenta una superioridad productiva comparada con las razas autoctonas de la
region, lo que ha supuesto un cambio racial de los rebafios de ovino (Jiménez et al.,
2005).

1977 2003
400 caberas un millon cabezas

Figura 4. Censos y distribucion de la raza Assaf en Espafia en 1977 y 2003.

La poblacion actual se estima alrededor de 700-800.000 animales (tabla 3). Esta
raza ha tenido un efecto marcado en la poblacion de ovejas Churras y Castellanas y
en la modificacion de los sistemas tradicionales de ganaderia. Mientras que en 1980
estas razas locales tenian 1.5 y 1.4 millones de ovejas, en 1998 habian disminuido

hasta 750.000 y 250.000 ovejas, respectivamente.
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En Castilla y Ledn, el 20.0% de la poblacién de ovejas son Assaf, y representan
el 49.0% de las ovejas lecheras (Martinez et al., 1999).
Como media, una oveja Assaf sometida a un manejo intensivo produce unos 334

litros de leche durante los 173 dias de lactacion (Pollot and Gootwine, 2004).

Tabla 3. Poblacion de ovejas lecheras en Espania.

Raza Numero de ovejas Porcentaje
Latxa y Carranza 452620 10.2
Churra 750000 17
Castellana 250000 57
Manchega 925000 21
Milschaff 10000 0.2
Lacaune 75000 1.7
Awassi 150000 3.4
Assaf 800000 18.1
Cruces 1000000 22.7
Total 4412620 100

1.2. LOS GLICOCONJUGADOS

Los glicoconjugados son compuestos formados por la unién covalente entre una
fraccion glicanica, con multitud de estructuras y composiciones posibles y una parte
proteica, para formar glicoproteinas, o lipidica, para formar glicolipidos. Se localizan en
la cara exterior de la célula, en la cara interna de organulos intracelulares, y también
en el citosol y en el nucleo.

Los glicoconjugados estan implicados en un gran numero de procesos Yy
funciones bioldgicas, que se pueden resumir en las siguientes (Newburg, 1999;
Hakomori, 2000):

- Reconocimiento intercelular.

- Moduladores de factores de crecimiento y receptores hormonales.

- Mediadores de la adhesion celular.

- Antigenos asociados a tumores y especificos del desarrollo embrionario.

- Receptores de microorganismos y sus toxinas.
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1.2.1. GLICOPROTEINAS

La gran mayoria de las proteinas de los organismos vivos estan glicosiladas. Las
uniones entre la parte glucidica y la parte proteica pueden ser por enlaces N-
glicosidicos o por enlaces O-glicosidicos. Los N-glicanos presentan un nucleo
pentasacarido, comun a las tres posibles estructuras con las que aparecen: tipo
manosidico, tipo complejo o tipo hibrido, que puede presentar caracteristicas de los
dos anteriores. Los O-glicanos estan sujetos a un menor numero de reglas
estructurales, clasificandose segun el nucleo oligosacaridico que posean.

La leche de oveja, como la leche de otros rumiantes, contiene varias
glicoproteinas, fundamentalmente «-caseina (O-glicosilada), lactotransferrina (N-

glicosilada) y algunas globulinas.

1.2.2. GLICOLIPIDOS

En general, podemos diferenciar tres grupos dentro de los glicolipidos: los
fosfatidilinositoles, los glicoglicerolipidos y los glicoesfingolipidos.

Los fosfatidilinositoles (GPI) estan formados por una molécula de fosfatidilinositol
unida a un oligosacarido de glucosa y manosa. Son muy importantes en el anclaje de
las proteinas a la membrana (Cole y Hart, 1997).

En los glicoglicerolipidos los monosacaridos van unidos al carbono 3 del glicerol
y pueden ser neutros o acidos (con restos sulfato). Aparecen en muchos organismos,
incluyendo los humanos, como el seminolipido o los sulfotriglicosildiglicéridos de la
secrecion gastrica. No se conoce su funcidn. Los glicoglicerolipidos y los
fosfatidilinositoles no se encuentran en la leche.

Los glicoesfingolipidos son compuestos formados por la unién de al menos un
monosacarido y una ceramida y son relativamente abundantes en la leche.

La ceramida esta compuesta por una larga cadena de tipo amino-alcohol, que
constituye la base esfingoide, unida por un enlace tipo amida a un acido graso,
generalmente de cadena larga y a veces hidroxilada. El grupo alcohol primario de la
ceramida es el punto de unidn para fosfato, fosfocolina o glucidos, formandose asi
ceramida 1-fosfato, esfingomielina o glicoesfingolipidos, respectivamente.

En las células de animales superiores el monosacarido que se une directamente
a la ceramida es la glucosa o la galactosa, originandose glucosilceramida (GlcCer) o
galactosilceramida (GalCer). En esta ultima las variaciones son limitadas, pero en el

caso de la glucosilceramida, se pueden ir afadiendo sucesivos restos de
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monosacaridos. La glucosilceramida se convierte generalmente en lactosilceramida
(LacCer) por la adicién de galactosa. Sobre esta estructura se pueden seguir
afiadiendo distintos componentes originando una serie de cadenas tipo que reciben

nombres especificos (figura 5).

Gal ", 3GIcNAc P, 3Gal_* | 4GiIc P, 1Cer LACTO

Gal —» 4GIcNAc —P» 3Gal —E— 4GIc —E— 1°Cer NEOLACTO
Gal — 3Gal —&— 4Gal—*> 4GIc —— 1°Cer MUCO

v

p o p p )
GalNAc _>3Gal 4Gal . 4Glc _ 1Cer GLOBO

GalNAc P, 3Gal___* _, 3Gal_* ,4Glc _ P, 1Cer ISOGLOBO

Gal —P & 3GaINAc —2—+ 4Gal—E— 4GIc —P— 1°Cer GANGLIO

Figura 5. Series a las que pertenecen los glicoesfingolipidos en funcién de su cadena glucidica.
Cuando el glicoesfingolipido presenta galactosa en lugar de glucosa unida a la ceramida se adscribe a la
serie GALA.

En funcién del tipo de glucidos que se unan a la base esfingoide, los
glicoesfingolipidos pueden ser de dos tipos:

» Glicoesfingolipidos neutros: son aquellos que presentan residuos de

monosacaridos no cargados en su cadena oligosacaridica.

» Glicoesfingolipidos acidos: presentan grupos cargados en su estructura y a

su vez pueden ser de varios tipos:

e Sulfatidos: la ceramida se une a mono o disacaridos sulfatados.

e Fosfoglicoesfingolipidos: la ceramida se une a una estructura
fosfodiéster.

e Gangliésidos: son glicoesfingolipidos complejos en los que la
ceramida se une a una cadena oligosacaridica lineal. Esta cadena
puede estar compuesta por glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina,
N-acetilgalactosamina, fucosa y acidos sialicos.

El hecho de que sean moléculas anfipaticas, permite que los glicoesfingolipidos
se encuentren anclados a la hemimembrana externa de la membrana plasmatica de la
célula, presentando las porciones glucidicas hacia el exterior, ocupando la matriz
extracelular. Estos dominios glucidicos son esenciales para la comunicacion de la
célula con su entorno dada su participacion en las interacciones célula-célula o como
receptores de numerosos patdégenos, siendo asi una puerta de entrada a la célula para
éstos (Newburg, 1999).
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En la leche, los glicoesfingolipidos se encuentran formando parte de la MFGM
(figura 6).

Figura 6. Estructura del gangliésido GD3, integrado en la membrana plasmatica entre dos
moléculas de fosfoglicéridos. Las partes hidrofébicas estan representadas en rojo y las hidrofilicas en

azul.

1.3. GANGLIOSIDOS Y GLICOESFINGOLIPIDOS NEUTROS

Los gangliésidos son glicoesfingolipidos acidos que presentan uno o mas
residuos de acidos sialicos en su estructura (Cabezas et al., 1989). Son moléculas
anfipaticas que tienen una parte hidrofébica, la ceramida, formada por una base
esfingoide unida a un acido graso y una parte hidrofilica que esta constituida por una
cadena oligosacaridica mono- o multisialilada (Tettamanti, 2004). Son glicolipidos

acidos, ya que a pH 7.0 los grupos carboxilo tienen carga negativa.

Los glicoesfingolipidos neutros son también moléculas anfipaticas, compuestas
por una parte hidrofébica, la ceramida, y una cadena oligosacaridica hidrofilica
(Schweppe et al., 2008) compuesta por uno o varios monosacaridos no cargados. Los
cerebrosidos se forman por la union de la ceramida y una unidad glucidica simple,
como glucosa o galactosa, formandose asi glucosilceramida o galactosilceramida. Los
globosidos se forman por la unién a la ceramida de dos o mas monosacaridos,

normalmente glucosa, galactosa y N-acetilgalactosamina.
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1.3.1. NOMENCLATURA

Los glicoesfingolipidos neutros presentes en la leche pertenecen a la serie globo
(figura 5) y de aqui deriva su nomenclatura. En la tabla 4 podemos observar la

estructura y nomenclatura de los mas habituales.

Tabla 4. Nomenclatura de glicoesfingolipidos neutros.

ESTRUCTURA NOMENCLATURA

Gal-Cer Galactosilceramida (GalCer)

Glc-Cer Glucosilceramida (GlcCer)
Galp1,4Glc-Cer Lactosilceramida (LacCer)
Gala1,4Galp1,4Glc-Cer Globotriaosilceramida (Gb3)
NAcGalB1,3Gala1,4GalB1,4Glc-Cer Globotetraosilceramida 6 Globdsido (Gba)

Prestamos mayor atencion a la nomenclatura de gangliésidos ya que a pesar de
ser moléculas minoritarias, constituyen una de las clases biomoleculares con mayor
diversidad quimica y estructural, lo cual hace de su nomenclatura un campo complejo.
El sistema mas utilizado es el propuesto por Svennerholm en 1963, que aunque no es
muy preciso, es sumamente manejable. En él se emplean una serie de letras y
numeros. Una primera letra, G, designa a todos los gangliésidos. Seguidamente se
coloca la letra M, D, T 6 Q, segun sean uno, dos, tres 6 cuatro, respectivamente, los
restos de acido sialico que contiene en su molécula. La longitud de la cadena glucidica
se representa mediante un subindice; el 1 indica que la cadena glucidica tiene cuatro
restos; el 2, que la cadena carece de la galactosa terminal, el 3, que faltan la galactosa
y la N-acetilgalactosamina; por ultimo, si es 4, la cadena glucidica consta de un solo
monosacarido, la glucosa, unido a la ceramida. Finalmente, las letras a, b 6 ¢ serviran
para distinguir entre aquellos gangliésidos que solo difieren en la posicién de los
acidos sialicos.

Desde el punto de vista técnico, la nomenclatura propuesta por la IUPAC-IUB
(1999) es mas correcta, ya que aporta una informacion mas completa que abarca a
todos los glicoesfingolipidos (mas de 300 moléculas diferentes) y permite hacer frente
al amplio espectro de estructuras identificadas en los ultimos afos. También,
basandose en la porcion glucidica de la molécula, este sistema diferencia las seis
cadenas neutras basicas, ya vistas en el apartado de glicoesfingolipidos (figura 5).

Cada cadena se nombra con su abreviatura mas un subindice que indica el nimero de
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monosacaridos que la forman (de 1 a 4). Un numero romano informa de la localizacion
de los sustituyentes, siendo el | el mas cercano a la ceramida y el IV el mas alejado.
Un superindice latino en dicho numero indica el atomo de carbono implicado en la
unioén.

Aunque la nomenclatura de Svennerholm es mas sencilla, se queda corta, ya
que se limita exclusivamente a designar la serie ganglio, dejando fuera al resto (lacto,
globo, ...) y no da informacién del tipo de acido sialico. En la tabla 5 podemos ver

algunos ejemplos de gangliosidos identificados con ambas nomenclaturas.

Tabla 5. Designacion de los gangliésidos segun las nomenclaturas de Svennerholm y de la

IUPAC-IUB. Algunos ejemplos.

Estructura

IUPAC-IB

Svennerholm

NeuAca2,3GalB1,4Glc-Cer

I1’-a-Neu5Ac-Gg,Cer

NeuGca2,3Gal1,4Glc-Cer 1P-o- Neu5Gc-Gg,Cer oM
NeuAco2,8NeuAca2,3GalB1,4Glc-Cer 118,V8 -a-Neu5Ac, Gg,Cer
NeuGco2,8NeuAca2,3GalB1,4Glc-Cer I1® -0-Neu5Ac- V8-Neu5Gc-Gg,Cer  GD3
NeuGco2,8NeuGca2,3GalB1,4Glc-Cer 11, V2-a- Neu5Gc, Gg,Cer
GalNAcB1,4(NeuAca2,3)GalB1,4Glc-Cer I1P-0-Neu5Ac-GgsCer GM2
GalNAcB1,4(NeuAca2,8NeuAca2,3)GalB1,4Glc-Cer I1-0- (NeuAc),-GgsCer GD2
GalB1,3GalNAcB1,4(NeuAca2,3)GalB1,4Glc-Cer I1P-0-Neu5Ac-Gg,Cer GM1
NeuAca2,3GalB1,4GalNAcB1,4(NeuAca2,3)GalB1,4Glc-Cer Ila,lva-a-NeUSAcz-Gg4Cer GD1a
GalB1,3GalNAcB1,4(NeuAca2,8 NeuAca.2,3)GalB1,4Glc-Cer 113 Va-a-Neu5Acz-Gg4Cer GD1b
NeuAca2,8NeuAca2,3GalB1,3GalNAcB1,4(NeuAca2,3)Galp1,4Glc-Cer 13, IV3, VIB-a-Neu5Ac;Gg,Cer GT1a
NeuAca2,3GalB1,3GalNAcB1,4(NeuAca2,8NeuAca2,3)Galp1,4Glc-Cer 113, IV3, VB-0-Neu5Acs-Gg,Cer GT1b

NeuAca2,8NeuAca2,3GalB1,3GalNAcB1,4(NeuAca2,8NeuAca2,3)Galp1,4Glc-Cer  II%, IV3, V8 VIIBaNeu5Ac,-GgsCer GQ1b

En la figura 7 podemos observar un esquema basico de la estructura de los

glicoesfingolipidos.

ESFINGOSIMNA

ACIDO GRASO

GRUPOC
SUSTITUYENTE

Figura 7. Estructura general de los glicoesfingolipidos.
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Dependiendo del grupo sustituyente obtenemos los distintos glicoesfingolipidos

neutros y gangliésidos (tabla 6).

Tabla 6. Estructura de los diferentes sustituyentes de la ceramida (figura 7) para formar

glicoesfingolipidos neutros y gangliésidos.

GRUPO

ESFINGOLIPIDO SUSTITUYENTE ESTRUCTURA
Ceramida - —H
Glucosilceramida Glucosa —@
Galactosilceramida Galactosa

Lactosilceramida Disacarido

Globotriaosilceramida Trisacarido

Globotetraosilceramida - @ @ @ GialMAL
Tetrasacarido

(Globosido)
i GT1

=03 GO

Gangliésidos Oligosacarido
ot | —@—(ea— @B~
GM3
G2
G *

* Representacion esquematica de la cadena oligosacaridica de los principales gangliésidos asi

como su nomenclatura basica. (Las flechas en gris representan la adicién de un acido sialico).

1.3.2. METABOLISMO

Tanto gangliésidos como glicoesfingolipidos neutros comparten las mismas rutas
metabodlicas, asi que hablaremos de glicoesfingolipidos en general para referirnos a

ambos grupos de compuestos.
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1.3.2.1. Biosintesis de novo

La biosintesis de los glicoesfingolipidos tiene lugar en las membranas
intracelulares (reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi) y es catalizada por enzimas
asociadas a estas membranas. El transporte de los glicoesfingolipidos sintetizados de
novo hacia la membrana plasmatica, ocurre mediante vesiculas que siguen la ruta
exocitica (Maccioni et al., 1999; Kolter et al., 2002).

El primer paso es la formaciéon de la ceramida. La serina-(palmitoil/estearil)
transferasa lleva a cabo la condensacion de palmitoil o estearil-CoA con serina para
formar B-cetohidroxi esfingosina (C:18 y C:20 son las mas frecuentes en vertebrados)
que se reduce a continuacion para dar hidroxi-dihidro esfingosina. Esta reduccion la
lleva a cabo la 3-cetoesfinganina reductasa a expensas de NADH+H". Un acil-CoA es
el donador necesario para que la dihidroceramida sintasa lleve a cabo la acilacién de
este compuesto, formandose dihidroceramida. Por dultimo la dihidroceramida
desaturasa utiliza NADH+H" y O, para introducir en este compuesto una desaturacién
en C4-C5 y formar asi la ceramida.

Todas las enzimas implicadas en este proceso se encuentran localizadas en la
membrana del reticulo endoplasmatico, orientadas hacia el citosol (Tettamanti, 2004).

Parte de la ceramida recién sintetizada queda en el reticulo endoplasmatico y se
transloca a la parte luminal de la membrana, donde es galactosilada por accién de una
ceramida galactosiltransferasa para formar GalCer.

Otra parte de la ceramida recién sintetizada en el reticulo pasa al cis-Golgi por
un mecanismo que no se conoce muy bien, y eventualmente se inserta en la cara
citosolica de la membrana. Aqui la ceramida es glucosilada por la accion de una
glucosiltransferasa. Una flipasa, todavia no caracterizada, es la responsable de la
translocacion de la GlcCer a la cara luminal del cis-Golgi. Es aqui donde tendran lugar
las sucesivas glicosilaciones. La primera de ellas es la galactosilacion de la GlcCer por
la accién de la lactosil-ceramida sintasa, para formar LacCer (Nomurova et al., 1998).
La LacCer es la unidad estructural y el precursor comun de la mayoria de los
glicolipidos que se encuentran en vertebrados (Huwiler et al., 2000).

La LacCer es sialilada a GM3, el cual es sialilado a GD3 y éste es sialilado a
GT3. Estas sialilaciones son llevadas a cabo por tres sialiltransferasas diferentes (SAT
[, SAT Il 'y SAT Ill), cada una de las cuales reconoce a su sustrato de forma especifica.

LacCer, GM3, GD3 y GT3 sirven como punto de partida para la sintesis de

gangliésidos de las series 0, a, b y ¢, respectivamente (Tettamanti, 2004) (figura 8).
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Figura 8. Esquema de la sintesis de gangliésidos a lo largo del aparato de Golgi y el TGN. Los
pasos indicados dentro de los compartimentos ocurren en el lado luminal, y sus productos parecen
moverse a la membrana plasmatica por transporte vesicular. Los pasos que aparecen fuera de los
compartimentos son reacciones catalizadas por enzimas unidas a la membrana que tienen lugar en la
cara citosdlica del Golgi y cuyos productos viajan a la membrana plasmatica mediante un mecanismo de
transporte no vesicular.

Glc-T: Glucosiltransferasa; Gal-T: Galactosiltransferasa; GalNAc-T: N-acetil galactosaminiltransferasa;

SAT: Sialiltransferasa.
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La sintesis de los gangliésidos mas complejos de las diferentes series se lleva a
cabo por la introduccién secuencial de N-acetil galactosamina (N-acetil
galactosaminiltransferasa), galactosa (galactosiltransferasa) y acido sialico
(sialiltransferasa, SAT V). Se pueden llevar a cabo otras sialilaciones posteriores por
la sialiltransferasa V (SAT V).

Los gangliosidos de la serie 0 se forman a partir de LacCer por la accion
secuencial de  N-acetil galactosaminiltransferasa, galactosiltransferasa vy
sialiltransferasas IV y V, formandose GA2 (asialo-GM2), GA1 (asialo-GM1) y los
gangliésidos GM1b, GD1c y GD1a (Tettamanti, 2004).

En los gangliésidos, como en otros glicoconjugados, los residuos de acido sialico
se unen exclusivamente en configuraciéon o. Esto puede estar relacionado con el

mecanismo de accidn de las sialiltransferasas (Huwiler et al., 2000).

K&/" £ miﬂ

GalNAc ialic aci X

B & sialic acid | |Ho . Eéé‘lﬂvw\c“m
oM

=G'M ] Galactose
Fucose
LacCe ol,3 1,4
Dy -»
|EMGP.LT 1 ¢
ol 3 P13 ol ald

B8] LacCer m LacCer| —' ald old eid
|Fww:a.n artigen| Gh3 oy Ny B
[rs ]
*1535&1‘3]
p1,3 P13 el d 13 ol ol,d ol al,d old
S8 O - S {LacCer]
Gb
{ [EsaATe]
P13 P13 atd 13 B3 ald P18p13 w14
8- {LacCer] 220 "9 1 (iacter] ——p oy AS— 3| LacCer
@2 Type v H =13
| om0 !
pl.6 f1,3 @14
1.8 a1, ;
e i i [LacCer]

B1,3
2.4.1.152{
P14

P18 p1,3 o

o288 o23 f1,3 P13 ald
u Y n LacCer p1,3

Figura 9. Esquema de la sintesis de globdsidos.
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Los glicoesfingolipidos neutros comparten la ruta de sintesis con los gangliésidos
hasta que se forma la lactosilceramida. En la figura 9 se muestra un esquema de la
sintesis de los globdsidos. Muchos de ellos son antigenos presentes en la sangre,
pero en el caso de la leche sélo se han descrito dos, el Gb3 y Gba4.

A partir de la LacCer se forma el Gb3 por accién de una galactosiltransferasa, y
el Gb3 se transforma en Gb4 mediante la accion de una N-acetil-

galatosaminiltransferasa (figura 9).

Hay evidencias que hacen pensar en la existencia de un gradiente de
distribucion de las glicosiltransferasas a lo largo del aparato de Golgi (Tettamanti,
2004), ya que las primeras glicosilaciones ocurren en la porcién cis y media del Golgi y
las Gltimas en la region trans. Esto implicaria un flujo vesicular entre las diferentes
zonas del Golgi al igual que ocurre en el caso de las glicoproteinas.

Es interesante destacar que las caracteristicas del dominio transmembrana de la
glicosiltransferasas que actuan en la sintesis de glicoesfingolipidos, permiten la
asociacion entre ellas y con otras proteinas de membrana, lo que contribuye a prevenir
su inclusion en las vesiculas favoreciendo asi su permanencia en la region del Golgi
que les corresponda (Martina et al., 1998; Giraudo et al., 2001). Ademas, se han
descrito casos en los que las glicosiltransferasas se encuentran formando complejos,
donde el producto de la primera enzima es procesado inmediatamente por la siguiente
y asi sucesivamente hasta formar el producto final. Esto apoya la hipétesis de que
cada gangliésido individual es sintetizado por un complejo multiglicosiltransferasa
(Roseman, 1970; Basu et al., 1980).

Los productos finales de la biosintesis de glicoesfingolipidos son incluidos en

vesiculas para su transporte hacia la membrana plasmatica (Tettamanti, 2004).

1.3.2.2. Degradacion

El catabolismo de los glicoesfingolipidos consiste en la eliminacién secuencial e
individual de cada monosacarido, comenzando por el extremo no reductor. Este
proceso es llevado a cabo por las exoglicohidrolasas, que son enzimas solubles. El
producto final, la ceramida, puede en ocasiones ser degradada por una ceramidasa
para dar la base esfingoide y el acido graso (Huwiler et al., 2000; Kolter et al., 2002).
El proceso de degradacioén ocurre a través de las rutas de endocitosis en endosomas y
lisosomas, y todos los pasos enzimaticos del proceso degradativo requieren un pH

acido en el interior del organulo.
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En el caso de los gangliésidos el proceso comienza con la transformacién de los
multi-sialogangliésidos mediante una sialidasa lisosémica en sus correspondientes
mono-sialogangliésidos GM1 y GM2 (no susceptibles a esta enzima) o LacCer (a partir
de GM3).

Una B-galactosidasa elimina una galactosa de GM1 para formar GM2, y una -N-
acetil-hexosaminidasa es la responsable de eliminar la N-acetilgalactosamina de GM2
para dar GM3. En algunas células los acidos sialicos se eliminan de GM1 y GM2 por
sialidasas especificas (GM1 y GM2 sialidasas), dando lugar a los correspondientes
asialoderivados GA1 y GA2, que por accion de la p-galactosidasa y B-N-acetil-
hexosaminidasa en el primer caso, o solo de la B-N-acetil-hexosaminidasa en el
segundo, dan lugar a LacCer. La existencia de GM2 y GM1 sialidasas fue descrita por
primera vez en 1971 por Kolodny et al. La LacCer se degrada hasta ceramida por la
actuacion secuencial de B-galactosidasa y B-glucosidasa. In vivo, la degradacion
intralisosémica de la mayoria de los glicoesfingolipidos requiere la actuacion de un
efector junto a las exoglicohidrolasas; estos efectores o activadores son las
denominadas proteinas activadoras de esfingolipidos (SAPs o saposinas y otras)
(Huwiler et al., 2000). Existe una ruta alternativa para la degradaciéon de gangliésidos,
que consiste en la ruptura del enlace B-glucosidico que existe entre la glucosa y la
ceramida, dando lugar a la ceramida y el oligosacarido. Las enzimas responsables de
llevar a cabo este proceso son endoglicosidasas o ceramida glicanasas (/to et al.,
1986) y requieren para su actuacion activadores proteicos especificos, solubles,

esenciales en los procesos in vivo.

En el caso de los glicoesfingolipidos neutros una hexosaminidasa elimina la N-
acetilgalactosamina terminal del Gb4 para formar Gb3, y una a-galactosidasa elimina
una galactosa del Gb3 para formar LacCer. Esta se degrada como ya se explicd

anteriormente.

Los defectos en algunas enzimas de estas rutas de degradacién suponen la
acumulacion de ciertos compuestos, dando lugar a la aparicion de diversas
enfermedades. Asi, de la misma forma que la acumulacién del gangliésido GM2 da
lugar a la enfermedad de Tay-Sachs, la acumulacion de Gb3 causa la enfermedad de
Fabry (Pintos, 2002).
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1.3.2.3. Proceso de recambio

En la célula tienen lugar una serie de procesos que permiten mantener los

glicoesfingolipidos en las proporciones y el estado adecuado.

1. Eventos metabdlicos a nivel de la membrana plasmatica.

Los glicoconjugados son susceptibles de ser glicosilados y desglicosilados in
situ, cuando se encuentran insertos en la membrana plasmatica, por la accién de
enzimas asociadas a ella. En concreto, se sabe que el acido sialico unido a membrana
puede sufrir un recambio local a este nivel. De hecho, la membrana plasmatica de
muchas células porta una sialidasa que elimina &cidos sidlicos de

multisialogangliésidos produciendo GM1 y GM2 o LacCer (Tettamanti et al., 1972).

2. Procesos de glicosilacién directa.

Existen datos que hacen pensar que los gangliésidos exdgenos, que son
internalizados por exocitosis, pueden llegar al aparato de Golgi, donde son glicosilados
y posteriormente liberados hacia la membrana plasmatica. Estos procesos de
glicosilacién son otro instrumento que contribuye a la remodelacién de la composicion

de los glicoesfingolipidos de membrana (Tettamanti, 2004).

3. Rutas de salvamento o recuperacion.

Los gangliésidos endocitados llegan, al menos en parte, a endosomas tardios y
lisosomas, donde son degradados. En estos organulos se acumulan tanto los
productos finales de su degradacion (monosacaridos, bases de cadena larga, acidos
grasos), como productos intermediarios (LacCer, GlcCer y ceramida). Estos
fragmentos dejan los lisosomas y llegan al citosol, donde pueden sufrir procesos
biosintéticos o catabdlicos. La salida de estos fragmentos de los endosomas tardios o
lisosomas podria estar basada en una difusion espontanea (Riboni et al., 1998) como
en el caso de las bases, o sometida a un sistema de transporte, como en el caso de
los acidos sialicos (Mancini et al., 1989). El uso de estos productos catabdlicos para la

biosintesis constituye los procesos metabdlicos de salvamento o recuperacion.
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4. Reciclado (sin modificaciones metabdlicas).

Existe una parte de los gangliésidos que son internalizados en vesiculas y son
devueltos a la membrana sin sufrir ninguna modificacién, a partir de endosomas

tempranos.

Resumiendo, los procesos a tener en cuenta en el metabolismo de los
glicoesfingolipidos son los siguientes (figura 10):
A. biosintesis de novo
degradacién
modificaciones a nivel de membrana plasmatica
glicosilaciones directas en el aparato de Golgi
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Figura 10. Esquema del metabolismo y trafico intracelular de gangliésidos.
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Existen estudios sobre la contribucién que cada uno de estos procesos al
metabolismo de los glicoesfingolipidos. La biosintesis de novo representa el 35.0%
(10.0-90.0%), las glicosilaciones directas suponen un 7.0% (5.0-10.0%), y las rutas de
recuperaciéon representan el 58.0% (10.0-90.0%). Los margenes de variacion son
amplios debido a que los resultados dependen del tipo de célula en el que se haga el
estudio (Tettamanti, 2004).

También se han hecho estudios para determinar la vida media de un
gangliésido, que oscila entre 6.5 horas y 2.8 dias, dependiendo del tipo celular
(Tettamanti, 2004).

1.3.3. FUNCIONES

Como ya se ha recogido en algun otro lugar de esta memoria, se cree que los
gangliésidos podrian estar implicados en numerosos procesos biolégicos. La
naturaleza anfifilica de los glicoesfingolipidos, y por tanto de los ganglidsidos, les
permite su separacién lateral en la membrana influyendo en su curvatura y asimetria y
permitiendo su segregacion junto con el colesterol y proteinas de membrana, dando
lugar a la formacidon de microdominios de membrana con una composicion y funcién
determinadas, tales como los “rafts lipidicos”, caveolas, etc. (Simons et al., 1999).
Estos microdominios  conteniendo  glicoesfingolipidos/gangliésidos,  también
denominados plataformas de unidn y sefalizaciéon, podrian participar en algunas de las
funciones de los gangliésidos, como la adhesion y reconocimiento celulares y la
transduccién de senales (Fantini et al., 2000; Hakomori, 2000; Hoessli et al., 2000).

Ciertos estimulos pueden provocar la hidrélisis de los gangliésidos de la
membrana, con la consiguiente liberacion de alguno de sus componentes que puede
actuar como segundo mensajero o biorregulador celular (Hannun and Obeid, 2002).
También modulan el comportamiento de receptores de factores de crecimiento y
proteinas de la matriz extracelular (Hakomori, 1991).

Los gangliésidos actuan como receptores para ciertas toxinas, como es el caso
de la toxina colérica, que se une a GM1 (Heyningen et al., 1971) y también se une con
algunos virus como el de la rabia, gripe y Sendai (Suzuki et al., 1985; Haywood and
Boyer, 1986; Superti et al., 1986).

Por su estructura cargada y su abundancia en el sistema nervioso, pueden
desempefar un papel en la transmision del impulso nervioso (Rahman, 1992), en la
formacion de nuevas sinapsis entre neuronas o competir eficazmente con algunas

sustancias neurotdxicas (Gupta et al., 1990; Skaper et al., 1990).
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También se ha propuesto su intervencion en procesos de aprendizaje y

modulacion del comportamiento (Popov et al., 1988).

En el caso concreto de la leche, la mayoria de los gangliésidos se encuentran en
la membrana del glébulo de grasa (Keenan et al., 1972a y b; Keenan, 1974), la cual
deriva directamente de la membrana plasmatica de la célula productora de leche de la
glandula mamaria (Heid and Keenan, 2005). Los gangliésidos pueden aumentar la
carga negativa de los glébulos de grasa y asi incrementar la estabilidad de la
suspension de lipidos en la fase acuosa (Huang, 1973). Pero en general, hay dos
lineas preferentes a la hora de explicar su funcion en la leche: la primera los considera
como factores de proteccion para el recién nacido, mientras que la segunda les otorga

un papel nutricional.

1- Los gangliésidos como factores de proteccién.

Una de las caracteristicas mas importantes de los gangliésidos es su capacidad
para unirse y bloquear cierto tipo de toxinas. Este es el caso de GM1 y la toxina
colérica (Heyningen et al., 1971). También se ha experimentado con respecto a su
unidén a toxina tetanica (Walton et al., 1988) y botulinica (Kozaki et al., 1987). Ademas
se ha descrito la union de fimbrias de Escherichia coli K99 a GM3 (Martin et al., 2003).

Existen otros muchos estudios sobre la uniéon de gangliésidos diferentes a
distintos organismos, tales como es el caso de algunos virus (ya citados
anteriormente), Actinomyces naeslundii y GM1 y GD1b (Brennan et al., 1987),
Neisseria gonorrhoeae y GM1 (Deal and Krivan, 1990) o Bordetella pertussis con
varios gangliésidos desialilados (Brennan et al., 1991).

Andersson et al. (1986), comprobaron que la leche humana inhibe la unién de
Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae a las células epiteliales bucales
y faringeas humanas. Aunque no identifican el componente responsable de esta
inhibicién, no tiene que ver con las inmunoglobulinas, sino con los glicolipidos.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, es ldgico pensar que los
gangliosidos forman parte de los mecanismos de proteccion no inmunitaria que recibe
el recién nacido. Su situacion en la parte externa del glébulo de grasa les confiere una
gran superficie de contacto con el medio (se ha calculado que 1 ml de calostro bovino

tiene unos 6000 cm? de material de membrana) (Brunner, 1974).
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Otnaess et al. (1983) encuentran que los gangliésidos contenidos en 2 ml de
leche humana inhiben completamente la accién de 0.1 ug de toxina colérica en
intestino de conejo, tanto in vivo con in vitro.

Por tanto, si estas hipdtesis son ciertas, los gangliésidos de la leche competirian
eficazmente con los receptores de toxinas y microorganismos patégenos presentes en

las mucosas epiteliales, bloqueando o atenuando la infeccion.

2- Los gangliésidos como elementos nutricionales.

En los ultimos afos ha aumentado exponencialmente la consideracion de los
esfingolipidos en general y de los gangliésidos y glicoesfingolipidos neutros en
particular como constituyentes funcionales de los alimentos, con un consumo
aproximado de 120 g/persona/afno (Vesper et al., 1999). Se ha descrito su
participacion en la reduccion de los niveles de colesterol ligado a LDL en suero y en la

inhibicion de la carcinogénesis en el colon (Vesper et al, 1999; Dewettinck et al, 2008).

La administracién de algunos gangliésidos en animales de experimentaciéon
mejora los procesos de aprendizaje y memoria de los individuos. Popov et al. (1988)
demostraron que GM1 y GT1 presentan esta propiedad cuando se administran en
forma de inyeccion intraventricular; sin embargo, no se detecta ningun efecto si se
trabaja con GD1a y GD1b.

La utilidad farmacolégica de los gangliésidos como activadores del desarrollo
neuronal también indica un posible papel en la evolucion postnatal del sistema
nervioso del recién nacido, durante el periodo en que sus propios mecanismos

metabdlicos no estan aun desarrollados.

De la misma forma que ocurre con los gangliésidos, los glicoesfingolipidos
neutros de la serie globo presentes en la leche también son capaces de unirse a
determinados patdgenos por lo que también tienen caracter protector. Gb3 es capaz
de unirse a la toxina Shiga 1 (Schweppe et al., 2008) y a las toxinas tipo Shiga1y 2,y
también a las fimbrias P de las E. coli uropatogénicas. Gb4 se une a las fimbrias P y a
la variante 2 de la toxina tipo Shiga. Parece ser que la secuencia a1-4Gal presente en
estos dos compuestos es la estructura que actia como receptor para las adhesinas de

E. coli patégenas y como receptor para toxinas (Newburg and Chaturvedi, 1992).
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En la leche de vaca, glucosilceramida y lactosilceramida son los
glicoesfingolipidos neutros mas abundantes. Por el contrario, en la leche humana el
mayoritario es la galactosilceramida seguida por lactosilceramida. La leche humana
tiene ademas pequenas cantidades de Gb3 y Gb4. En la leche de vaca aparecen en

ocasiones pequefas cantidades de Gb3, pero no tiene Gba4.

1.4. FOSFOLIPIDOS

Los fosfolipidos son lipidos complejos, que se encuentran formando parte de la
bicapa lipidica de las membranas celulares. Por eso también se les denomina lipidos
de membrana. Son compuestos anfipaticos, y en contacto con el agua se disponen
formando bicapas, en las que los grupos lipofilicos quedan en la parte interior y los
grupos hidrofilicos en la exterior, enfrentados a las moléculas de agua.

Todos los fosfolipidos de la leche pertenecen al grupo de los glicerofosfolipidos,
excepto la esfingomielina, que es un fosfoesfingolipido.

Los glicerofosfolipidos se forman por la unién de un acido fosfatidico con un
alcohol o un aminoalcohol. El acido fosfatidico es un éster de una molécula de acido

ortofosférico con un diacilglicerol que tiene un acido graso insaturado (figura 11).
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Figura 11. Estructura de un glicerofosfolipido.

En la leche de oveja podemos encontrar varios fosfolipidos diferentes:
fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (Pl) y fosfatidilcolina
(PC) (Tabla 7).
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Tabla 7. Glicerofosfolipidos presentes en la leche.

: GRUPO CARGA NETA
GLICEROFOSFOLIPIDO SUSTITUYENTE ESTRUCTURA (PH 7)
Acido fosfatidico - —H -1
Fosfatidiletanolamina Etanolamina — CHy— CHy— N*Hj3 0
Fosfatidilcolina Colina — CHy; — CH2 — N*(CHa)3 0
— CH;—CH—N"H3

Fosfatidilserina Serina | -1

COO

OH OH

H
Fosfatidilinositol Inositol i -1
H OH
OH H

Los fosfoesfingolipidos son lipidos con una estructura derivada de una
aminoalcohol insaturado, la esfingosina, que unida a un acido graso da lugar a una
ceramida. La esfingomielina se forma por la unién de una fosfocolina a esta ceramida
(figura 12).

ESFINGOSIMNA

ACIDO GRASD

(» —{ colia

Figura 12. Estructura de la esfingomielina.

Los fosfolipidos de la leche se encuentran en el suero y en la membrana que
rodea el glébulo de grasa. Son importantes tanto en la sintesis de los lipidos de la
leche como en la estructura de la membrana del glébulo de grasa. Desde el punto de
vista tecnoldgico, tienen una importancia considerable en productos derivados de la

grasa de la leche debido a su inestabilidad oxidativa.
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La distribucion de los fosfolipidos individuales en la leche es bastante regular
entre especies, y el contenido total de fosfolipidos que contienen colina es casi
constante. Parece razonable pensar que los fosfolipidos tienen funciones similares en
todas las leches (Morrison, 1968).

La leche humana y de caballo contiene mas fosfolipidos que la leche de
rumiantes. También se encontré que los fosfolipidos de la leche de vaca, oveja y cabra
incrementan con el aumento de la grasa, pero no cambian en la leche de bufalo.

La leche de rumiantes contiene cantidades significativas de acidos grasos
ramificados y de numero impar de atomos de carbono, mientras que estos acidos

grasos estan ausentes en fosfolipidos de la leche humana (Morrison and Smith, 1967).

En los ultimos afos, los fosfolipidos y esfingolipidos han recibido especial interés
por sus efectos positivos sobre la salud humana. Algunas de estas caracteristicas son
su habilidad para reducir los niveles de colesterol en sangre y mejorar las funciones
cerebrales, sus propiedades antioxidativas y sus propiedades bacteriostaticas.
También se ha estudiado el efecto inhibitorio de los esfingolipidos en el cancer de
colon. Ademas, los lipidos polares se usan comunmente por sus cualidades
funcionales y emulsificantes en varios sistemas de alimentos (Noh and Koo, 2004;
Dewettinck et al, 2008).

Los productos derivados de la leche son una buena fuente de estos fosfolipidos.
La membrana de los gldbulos de grasa de la leche esta formada por una tercera parte
de fosfolipidos y esfingolipidos, estabilizando los glébulos de grasa en la fase acuosa
de la misma (Rombaut et al., 2005).

De hecho, recientemente se han utilizado fosfolipidos de la membrana de los
globulos de grasa de la leche para la preparacion de liposomas. Los liposomas son
estructuras esféricas formadas por una o varias bicapas de fosfolipidos que encierran
un nucleo acuoso en su interior. Generalmente se obtienen a partir de extractos de
fosfolipidos muy purificados procedentes de soja o de yema de huevo. Estas
estructuras podrian tener una gran variedad de aplicaciones, entre ellas destaca su
funcién en el entrampamiento y liberaciéon controlada de drogas e ingredientes o
alimentos funcionales y como modelos celulares y de membrana. La obtencion de
fosfolipidos a partir de soja y yema de huevo tiene un coste elevado, por lo que en los
ultimos afios se ha prestado interés al aislamiento de fosfolipidos y esfingolipidos de la
membrana del glébulo de grasa de la leche (MFGM) que se obtiene a partir de
productos de desecho de las industrias lacteas. Esta seria una fuente de obtencién

con un coste menos elevado (Thompson et al., 2006a y b).
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1.5. ACIDOS SIALICOS

Acido sidlico es el término general utilizado para denominar a una familia de
monosacaridos de 9 atomos de carbono derivados del acido neuraminico. Este
compuesto es una cetosa que resulta de la condensacion del acido piravico con la D-
manosamina. El acido neuraminico no existe en estado libre en la naturaleza, sino que
siempre se presenta en forma de derivados.

Blix (1936) y Klenk (1941) descubrieron el acido N-acetilneuraminico (NeuAc)
como producto de la hidrélisis suave de los glicolipidos de cerebro. Desde entonces se
usa el término acido neuraminico para referirse al compuesto mas sencillo no
encontrado en la naturaleza, mientras que el de acidos sialicos se refiere a sus
derivados acilados.

El nombre de estos acidos procede de la palabra griega que significa saliva,
pues en principio fueron descubiertos en glandula submaxilar bovina. Su
descubrimiento estuvo intimamente ligado al de los gangliésidos, lipidos que contienen
€en su composicion uno o varios acidos sialicos.

En el caso concreto de la leche, los acidos sialicos fueron descubiertos por Kuhn
y Brossmer (1954) y por Zilliken et al. (1955), quienes los denominaron
respectivamente acidos lactamico y ginaminico. Posteriormente, Klenk y Uhlenbruck
demostraron que ambas sustancias eran similares al acido N-acetilneuraminico
descrito con anterioridad.

Hoy en dia se conocen mas de 40 representantes de esta familia y no aparecen
en plantas, ni en la mayoria de los invertebrados, aunque si se ha detectado su
presencia en algunas bacterias y virus. Por lo general su presencia se limita a los
animales deuteréstomos (Varki, 1999).

Como ya se expuso anteriormente, todos los acidos sialicos derivan del acido
neuraminico por diversas sustituciones en los grupos amino e hidroxilo. El grupo
amino puede estar acetilado (NeuAc) o dlicolilado (acido N-glicoliineuraminico),
mientras que en los grupos hidroxilo puede haber uno o varios grupos acetilo (figura
13). Ademas de encontrarse ligados por enlaces glicosidicos a oligosacaridos,
glicolipidos y glicoproteinas, los acidos sialicos también pueden encontrarse como
monosacaridos libres a bajas concentraciones en los liquidos biolégicos, como es el
caso de la leche.

Al estar formando parte de la fraccion glicanica de los glicoconjugados
(denominandose entonces sialoglicoconjugados), contribuyen a la ramificada

diversidad quimica de estas estructuras en la superficie celular. La peculiaridad de
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estos acidos sialicos reside en su carga negativa, que en la mayoria de los casos, es
la clave de su relevancia funcional. A ésto se anade, la importancia que les confiere su
localizacion, ocupando posiciones terminales de las macromoléculas y membranas

celulares (Schauer, 2000).

3
P, H, Ac, Lt JOCH2

/NH

H
H
Ac, G, GeOAC H

Figura 13. Conformacion de los acidos N-acil neuraminicos. Posibles sustituciones: Ac, acetilo;
G, glicolilo; Lt, lactoilo; Me, metilo; S, sulfato; P, fosfato.

Los acidos sialicos pueden desempenar dos funciones basicas: pueden actuar
como una mascara para prevenir el reconocimiento biolégico, o bien, pueden
presentarse como ligandos especificos para la interaccién con otras moléculas. El
efecto mascara puede ser de tipo general, como ocurre en el caso del feto humano,
rodeado por una densa capa de acidos sialicos que lo protegen del ataque por parte
de las células inmunes de la madre. También puede ser un efecto mas especifico para
proteger a las células de ataques por microorganismos y virus (figura 14).

En su papel como ligandos especificos, se conoce un amplio espectro de
lectinas y algunos anticuerpos que son capaces de reconocer secuencias
oligosacaridicas en las que el acido sialico es imprescindible. Ademas son muchas las
interacciones huésped-microorganismo que dependen del reconocimiento de ligandos
sialilados, entre los que destacan la unién de Helicobacter pilori a mucinas gastricas, la
unién de toxinas bacterianas a células de mamiferos, o el reconocimiento de eritrocitos

por Plasmodium falciparum (Varki, 1997).
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Figura 14. Esquema representativo de las posibles funciones de los glicoconjugados, tanto de la

mucosa intestinal como de la leche, en lo que a reconocimiento de bacterias, toxinas y virus se refiere.

La funcién de los acidos sialicos en la leche no esta muy clara. Se ha sugerido
que un aporte exogeno de acidos sialicos puede ser ventajoso para el lactante, sobre
todo en aquellas especies que nacen en un estado de inmadurez elevado. Esto seria
debido a la incapacidad del neonato para sintetizar los acidos sialicos que necesita
para su desarrollo. De hecho, en los primeros dias de vida de las ratas y cobayas, se
han detectado niveles de actividad muy bajos en enzimas que, como la N-
acetilglucosamina 2-epimerasa, estan implicadas en la biosintesis de los acidos
sialicos (Dickson and Messer, 1978; Gal et al., 1997).

Aunque se han encontrado pequefias cantidades en tumores humanos y
meconio fetal, se presupone que el NeuGc estd ausente en los tejidos humanos
sanos, y se ha observado que los humanos generan respuestas inmunes contra
moléculas administradas que contengan NeuGc. La mayoria de los humanos normales
tienen anticuerpos anti-NeuGc circulantes.

El NeuGc se genera por hidroxilacién del CMP-NeuAc a CMP-NeuGc. Esta

reaccion esta catalizada por la CMP-NeuAc hidroxilasa (CMAH).
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En los humanos existiria una mutacion, ocurrida hace 2.5-3 millones de afos,

que supuso la inactivacion del gen CMAH (Tangvoranuntakul et al., 2003).

1.6. OLIGOSACARIDOS

No existen apenas datos en la bibliografia acerca del contenido de
oligosacaridos de la leche de oveja aunque en calostro se ha descrito (Urashima et al.,
2001) la presencia de seis oligosacaridos, tres neutros (galactosillactosas) y tres
sialilados (tabla 8). Estos sialiloligosacaridos contienen tanto NeuAc como NeuGc,
pero al contrario de lo que ocurre con el calostro de vaca, el calostro ovino contiene
mas NeuGc que NeuAc. Estas diferencias pueden ser debidas a la diferente actividad
de la CMP-NeuAc hidroxilasa de la glandula mamaria de estas especies (Urashima et
al., 2001).

Tabla 8. Oligosacaridos del calostro ovino.

Oligosacaridos del calostro ovino

o3’-galactosillactosa

Neutros | 33’-galactosillatosa

[6’-galactosillatosa

3’-N-acetilneuraminillactosa

Acidos | 3’-N-glicolilneuraminillactosa

6’-N-glicolilneuraminillactosa

Ademas se comprobd la presencia en el calostro ovino de una forma lactonizada
de sialillactosa. Estas formas poco abundantes de oligosacaridos podrian tener una
cierta importancia en algunos procesos celulares. Asi, el virus de la gripe infecta los
bronquios o el intestino mediante hemaglutininas que se unen a los sialiloligosacaridos
que forman parte de los glicoconjugados presentes en la superficie celular. Los
sialiloligosacaridos libres ingeridos con el calostro deberian inhibir el ataque de este
virus a la mucosa intestinal, pero cuando sus acidos sialicos se liberan por accién de la
neuraminidasa del virus, los productos resultantes no sialilados no son capaces de

unirse a la hemaglutinina del virus. Sin embargo, la sialillactosa en forma de lactona



Introduccién 39

podria ser mas resistente a la accion de la neuraminidasa virica, y si se uniria a la
hemaglutinina, evitando que ésta se una a la mucosa intestinal (Suzuki et al., 1992).

Normalmente, la lactosa de la leche es hidrolizada por la lactasa de las células
de la mucosa intestinal. Los productos resultantes (glucosa y galactosa) se transportan
al interior del enterocito y pasan a la circulacién sanguinea. Sin embargo, incluso los
oligosacaridos mas simples como fucosillactosa o sialillactosa, no pueden ser
digeridos por la lactasa, necesitan enzimas especificas (a-fucosidasa vy
neuraminidasa) que no estan presentes en las células de la mucosa del intestino
delgado (Engfer et al., 2000).

Algunos de estos oligosacaridos se absorben intactos, quizas por endocitosis
mediada por receptor (Gnoth et al., 2001), y se excretan por la orina. La mayor parte
de ellos, pasan por el intestino delgado sin sufrir modificaciones y llegan al colon,
donde pueden ser fermentados por la flora microbiana (Newburg, 2000). Hay
evidencias de que en algunas especies, los oligosacaridos de la leche pasan al interior
de los enterocitos por pinocitosis, y es entonces cuando son hidrolizados por enzimas
lisosémicas, produciendo monosacaridos libres.

En el caso de la leche humana, se piensa que el elevado contenido de
oligosacaridos se debe a que existe una gran concentracién de lactosa que serviria
como aceptor para varias de las glicosiltransferasas solubles presentes en la leche
(Urashima et al., 2001).

En algunas especies en las que los oligosacaridos suponen un porcentaje
importante de los sélidos totales de la leche, tendrian importancia como fuente de
energia. Kunz et al. (1999) sugirieron que la galactosa y los acidos sialicos presentes
en los oligosacaridos de la leche podrian ser necesarios para el desarrollo 6ptimo del
cerebro de los neonatos en aquellas especies en las que el sistema nervioso central
no esta completamente desarrollado en el momento del nacimiento.

También es importante destacar el hecho de que la presion osmatica debida a
los oligosacaridos disueltos en la leche es menor que la debida a la misma cantidad de
lactosa. Esto permite que la leche contenga una mayor concentracion de glucidos y
electrolitos, sin llegar a ser hiperosmética.

En neonatos humanos, la funcién principal de los oligosacaridos de la leche es
mas protectora que nutricional (Newburg, 2000).

A la vista de lo expuesto anteriormente, los oligosacaridos podrian tener dos

funciones diferenciadas:
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1- Receptores solubles para bacterias y virus.

Los oligosacaridos podrian mimetizar receptores epiteliales para
microorganismos patégenos, actuando asi como protectores potenciales de la mucosa
intestinal (Newburg et al., 2005). Podrian constituir un mecanismo de defensa
adicional para los recién nacidos, cuyo pH gastrico es menos acido que en los adultos
y cuyo sistema inmnunitario no es todavia maduro (Martinez-Ferez et. al., 2006). Los
oligosacaridos pueden inhibir la adhesion de microorganismos patégenos al tracto
intestinal y urinario actuando como receptores analogos o falsos receptores, vy
previniendo por lo tanto infecciones gastricas y urinarias. Por ejemplo, el trisacarido
Gal(a1-3)Gal(p1-4)Glc de la leche de oveja es capaz de inhibir la unién de la toxina A
de Clostridium difficile a la mucosa intestinal de las crias (Urashima et al., 1989). A su
vez, los glicolipidos con la secuencia Neu5Gc(a.2-3)Gal(B1-4)Glc son receptores de E.
coli K99, causante de diarrea. Este trisacarido libre, presente en el calostro bovino y
ovino, podria ser un inhibidor de la unién de estos patégenos a la mucosa intestinal de
terneros y corderos recién nacidos (Urashima et al., 2001).

De hecho, parece que hay menor incidencia de diarreas, enfermedades
respiratorias, oftitis, y en general enfermedades infecciosas en los neonatos
alimentados con leche materna que en los alimentados con formulas infantiles
(Martinez-Ferez et. al., 2006).

2- Factores de crecimiento para la flora intestinal.

Los oligosacaridos presentes en la leche también pueden actuar como
prebioticos, promoviendo el crecimiento de microorganismos beneficiosos, como
Bifidobacterium bifidum, en el tracto gastrointestinal, inhibiendo asi la proliferacion de
organismos patogenos (Kunz and Rudloff, 2006). La predominancia de Bifidobacterium
bifidum en la flora intestinal de neonatos alimentados con leche materna llevé a Moro
en 1900 a concluir que la leche humana contenia un factor de crecimiento para estos
microorganismos. Gyorgy et. al. (1954) encontraron que la ginolactosa, una mezcla de
unos 10 oligosacaridos, era el factor promotor del crecimiento de bifidus.
Posteriormente se demostr6 que eran los oligosacaridos que contenian N-
acetilglucosamina en su molécula los que actuaban como factores de crecimiento para
esta especie (Kunz and Rudloff, 1993).
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1.7. ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo, clasificado
dentro de la familia de las Enterobacteriaceae que fue descubierto en 1885 por
Theodor Escherich quien lo denomind inicialmente Bacterium coli (Blanco and Blanco,
1993). Esta familia es muy heterogénea y comprende gran numero de géneros y

especies. El género tipo es Escherichia y la especie tipo, Escherichia coli (tabla 9).

Tabla 9. Clasificacion de las Enterobacterias.

Clasificacion de las enterobacterias

Dominio Bacteria (Eubacteria)
Reino Proteobacteria
Seccion y Proteobacterias
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género tipo Escherichia

Especie tipo Escherichia coli

Los miembros de esta familia se suelen denominar enterobacterias o bacterias
entéricas y se hallan ampliamente distribuidas en el agua, la tierra, las plantas y muy
especialmente en el tracto intestinal del hombre y de los animales formando parte de
la micropoblacion bacteriana normal del intestino grueso (Blanco et al., 2002). Ademas
de ser un habitante comun del tracto intestinal de humanos y de varios animales,
Escherichia coli es también un importante agente etiolégico, causante de patologias
tanto intestinales como extraintestinales (De Graaf and Mooi, 1986).

En 1947, Kauffmann propuso una forma de diferenciar E. coli en base a la
determinacion de varios antigenos superficiales (serotipificacion) (figura 15):

- Antigeno O (somatico): es un polisacarido termoestable (estable tras calentarlo
a 121° C/2 h) que forma parte del lipopolisacarido presente en la membrana externa
de la pared celular.

- Antigeno K (capsular): se corresponde con el polisacarido capsular que
envuelve la pared celular y enmascara el antigeno O.

- Antigeno H (flagelar): es de naturaleza proteica y termolabil, de forma que se

inactiva por calentamiento a 100° C/30 min (Blanco et al., 2002).
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Figura 15. Esquema de la bacteria Escherichia coli en el que se representan varios antigenos de
superficie (O, Ky H).

Aunque existen numerosas combinaciones o serotipos O:K:H, tan solo algunos
son frecuentes entre las cepas patdgenas. Algunas de estas cepas patdégenas pueden
producir infecciones entéricas (diarreas, disenteria, colitis hemorragica, sindrome
urémico/hemolitico y enfermedad de los edemas) o extraintestinales (infecciones del
tracto urinario, bacteriemias o septicemias, meningitis, peritonitis, mastitis e
infecciones pulmonares y de heridas).

E. coli provoca entre los seres humanos millones de casos de diarrea en el
mundo y muchas muertes, afectando fundamentalmente a la poblacion infantil del
tercer mundo. Ademas es el patdgeno oportunista mas frecuentemente asociado a
infecciones urinarias y septicemias en el ser humano. En los animales domésticos las
colibacilosis son muy frecuentes, afectando esencialmente a animales de pocos dias
de edad y recién destetados y ocasionan importantes pérdidas econdémicas en las
explotaciones de ganado bovino, porcino y ovino, asi como en la cria intensiva de aves
y conejos. Mientras que en terneros, lechones, corderos y gazapos E. coli suele
producir diarrea, en aves provocan fundamentalmente infecciones respiratorias y

septicemias (Blanco et al., 2002).

Las cepas de E. coli patdgenas se han englobado en diferentes grupos o
categorias:

- E. coli enteropatogénicas (EPEC)

- E. coli enterotoxigénicas (ETEC)

- E. coli enteroinvasivas (EIEC)

- E. coli verotoxigénicas (VTEC) o enterohemorragicas (EHEC)

- E. coli enteroagregativas (EAEC)
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- E. coli con adherencia difusa (ADEC)
- E. coli uropatogénicas (UPEC)

- E. coli bacteriémicas o septicémicas

Las cepas de estos grupos presentan mecanismos de patogénesis especificos,
se corresponden con serotipos distintos y producen infecciones y sindromes
diferentes.

Por ser de especial interés para nuestro trabajo, nos centraremos en dos de

estos grupos, las ETEC patégenas de terneros y UPEC patdgenas humanas.

1.7.1. E. coli ENTEROTOXIGENICAS PATOGENAS DE TERNEROS

En todas las cepas patdgenas son varios los factores de virulencia que
contribuyen conjuntamente a potenciar su patogenicidad. Asi, las cepas
enterotoxigénicas, para poder causar diarrea, ademas de secretar enterotoxinas
responsables de la deshidratacion, poseen factores de colonizacion que les permiten
adherirse a los enterocitos y colonizar el epitelio intestinal. Sin estos factores, las
bacterias enterotoxigénicas serian eliminadas mecanicamente por los movimientos
peristalticos del intestino delgado, y no podrian producir diarrea a pesar de producir

enterotoxinas.

La adherencia de E. coli se debe a la presencia de unos filamentos proteicos que
se proyectan a lo largo de toda la superficie de las bacterias y que reciben el nombre
de fimbrias o pilus. Estos filamentos son estructuras fimbricas rigidas (de 5 a 7 nm de
diametro) o flexibles (de 2 a 3 nm) que estan constituidas por unas 1000 subunidades
estructurales repetidas, y unas pocas (menos de 10) subunidades menores
funcionales, entre las que se encuentran las responsables de la adhesién, que se
situan en la punta de la fimbria, y que se denominan adhesinas (Blanco et al., 2002).
La informacion genética para la sintesis de estas adhesinas o factores de colonizaciéon
se localiza normalmente en plasmidos que suelen codificar también para la sintesis de

enterotoxinas.

Entre las adhesinas de E.coli se observd que algunas de ellas conferian a la
bacteria la capacidad de adherirse a eritrocitos o a otras células provocando su
aglutinacion; pero ademas, también se observé que en algunos casos la presencia de

manosa libre bloqueaba dicha adhesion. A este tipo de adherencia se la denomind
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sensible a la manosa (MS). Sin embargo, otras cepas de E. coli poseen un tipo de
adhesion que no se ve inhibida por la manosa, en cuyo caso el receptor celular de la
adhesina estaria compuesto por otro glucido distinto a la manosa. A este segundo tipo

de adherencia se la denominé resistente a la manosa (MR) (Blanco and Blanco, 1993).

Las fimbrias tipo 1 son agregados proteicos formados por un solo tipo de
subunidad repetida varias veces de un peso molecular de 17.000. La mayoria de las
cepas de E. coli, tanto comensales como patdgenas, producen este tipo de fimbrias y
confieren a las bacterias la capacidad de atacar a una gran diversidad de animales,
plantas, hongos y levaduras, por lo que es considerado un factor de colonizacién a

nivel general. Este tipo de fimbria es sensible a manosa.

Ademas de las fimbrias tipo 1, la mayoria de las cepas patégenas de E. coli
producen otra serie de fimbrias mas especificas, que se caracterizan por ser
resistentes a la manosa. A continuacion se describen algunas de ellas, presentes en

las cepas enterotoxigénicas de E. coli utilizadas en nuestro estudio:

- Fimbrias K99: la adhesina K99 es de naturaleza proteica, forma parte de
estructuras fibrilares de 4.8 nm de diametro y son capaces de adherirse al epitelio
intestinal y de aglutinar eritrocitos de determinadas especies en presencia de manosa.
En la sintesis y posterior ensamblaje de las fimbrias K99 se encuentran implicados 7
polipéptidos con diferentes pesos moleculares. La naturaleza de los receptores
celulares del antigeno K99 todavia no es conocida claramente, si bien existen datos
que apuntan a que dichos receptores pueden estar constituidos por glicolipidos o
gangliésidos. También se ha comprobado que el antigeno K99, al igual que F41, se
une a glicanos de glicoproteinas del calostro bovino y porcino (Blanco and Blanco,
1993). Parece que las fimbrias K99 tienen una afinidad preferente por derivados del
acido neuraminico, como el acido N-acetilneuraminico y especialmente por el acido N-

glicolilneuraminico (Seignole et al., 1991).

- Fimbrias F41: es una fibrilla de 2.3 nm de diametro que hemaglutina, de forma
resistente a la manosa, eritrocitos de varias especies. Los genes que codifican para
F41 se han localizado en el cromosoma. El antigeno F41 se expresa frecuentemente
junto a K99 en cepas ETEC porcinas, bovinas y ovinas de determinados serogrupos.

No obstante, también se han aislado cepas que expresan Unicamente F41.
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- Fimbrias Att25: algunos ETEC bovinos ademas de K99 pueden expresar otra
adhesina conocida como Att25 o FY, que ha sido clasificada como F17. Es una
adhesina de estructura fibrilar de 3 a 4 nm de diametro que esta constituida por
subunidades proteicas de 20000 Da. Se cree que tanto esta adhesina, como la F41,
pueden contribuir a aumentar el poder de colonizacion de los ETEC bovinos con K99
(Blanco and Blanco, 1993).

Otro factor de virulencia importante en estas cepas son las toxinas. Las cepas
bovinas sintetizan dos tipos diferentes:

- Enterotoxina termolabil (LT): es una proteina de elevado peso molecular (85000
Da) constituida por una subunidad A y cinco subunidades B.

- Enterotoxinas termoestables (STa y STb): son pequenos polipéptidos de 1900
a 5000 Da.

Las enterotoxinas actuan incrementando la concentracién de monofosfato ciclico
de adenosina o guanosina en los enterocitos, lo que provoca una importante salida de

agua y electrolitos a la luz intestinal (Blanco et al., 2002).

1.7.2. E. coli UROPATOGENICAS HUMANAS

Son la causa del 90% de las infecciones del tracto urinario (UTI) en todo el
mundo, incluyendo cistitis y pielonefritis (Hoonton and Stamm, 1997). Las UPEC
colonizan el tracto urinario tras ascender a la vejiga procedentes de la region perineal
0 de las heces (Kuhar et al., 1998). Mientras otras mucosas estan directamente
accesibles a los patdégenos, el tracto urinario es mas cerrado, se encuentra
normalmente estéril y bien protegido por mecanismos de resistencia (Schaeffer et al.,
2001) que incluyen fuerzas hidrocinéticas, constante exfoliacion del epitelio, factores
antimicrobianos, etc. El microorganismo colonizador debe ser muy eficaz salvando
estas barreras para que la colonizacion sea exitosa, de ahi la importancia de la
adhesion. Las UPEC codifican informaciéon para toda una serie de factores de
virulencia que les permiten colonizar y persistir en el tracto urinario, entre los que se
encuentran toxinas (como la hemolisina o el factor necrotizante citotoxico), el
sideréforo aerobactina, capsulas, lipopolisacaridos, y toda una serie de organulos
adhesivos (Mulvey et al., 2000). Una vez colonizado el tracto urinario la UPEC puede
replicarse o permanecer en un estado quiescente en reservorios para infecciones
recurrentes (Blanco et al., 1997). El intestino delgado o el tejido periuretral constituyen

dos de estos reservorios de UPEC.
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Son varias las adhesinas caracteristicas de las UPEC: P, F (también llamada P-
like), S y Afa (Johnson, 1991). Ademas de éstas, también expresan las fimbrias tipo 1
vistas anteriormente.

Las adhesinas mejor caracterizadas de las UPEC son la fimbria P y la fimbria
tipo 1. La fimbria P recibe este nombre por su capacidad de unirse especificamente al
antigeno del grupo sanguineo P, que contiene un residuo de Gal(a1-4)Gal (Johnson,
1991). Este disacarido esta también presente en la serie globo de los glicolipidos de la
superficie de las células uroepiteliales del 99% de la poblacién, y parece demostrado
que actua como receptor de las fimbrias P a nivel uroepitelial (Strémberg et al., 1990).
De hecho la presencia o ausencia de este determinante antigénico en un individuo
puede condicionar su susceptibilidad a padecer UTI (Schaeffer et al., 2001). Las
fimbrias P y las fimbrias P-like (F) estan muy relacionadas pero al estar codificadas por
diferentes genes, tienen distintos receptores. Se ha sugerido que las fimibrias P-like
podrian reconocer una estructura relacionada con el antigeno de Forssman (GalNAc-
GalNAc) (Johanson et al., 1993), pero no se ha descartado que puedan reconocer
otras secuencias (Hacker, 1992). Por su parte, las fimbrias S expresadas por E. coli
causantes de sepsis y meningitis, pero también presentes en UPEC en recién nacidos,
se unen a carbohidratos que contengan la secuencia sialil(a.2-3)galactésido (Schroten
et al.,, 1998). La menor relevancia de estas fimbrias en las UTI se debe a que la orina

posee inhibidores de su unién (Johnson, 1994).

1.7.3. LA HEMAGLUTINACION COMO MODELO DE ADHESION
BACTERIANA

La hemaglutinacién fue la primera manifestacion observada de las propiedades
adhesivas de las bacterias. La mayoria de las cepas de E. coli posee esta actividad.
Duguid et al. (1955) mostraron que la capacidad hemaglutinante estaba relacionada
con la presencia de fimbrias. Se vio que las cepas de E. coli que expresaban la fimbria
tipo 1 eran capaces de aglutinar una gran variedad de eritrocitos de diferentes
especies animales, aunque con diferente intensidad.

En la mayoria de cepas de E. coli, la actividad hemaglutinante era inhibida por D-
manosa, lo cual indicaba la presencia de fimbrias tipo 1. Sin embargo, cuando se
utilizaban cepas patégenas de E. coli, portadoras de fimbrias especificas, si ocurria la
aglutinacion de eritrocitos, de una forma no sensible a manosa. Este tipo de
hemaglutinacién, que se llamé resistente a manosa, se observaba cuando las cepas

eran crecidas da 37° C, pero no a 18° C.
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La mayoria de las cepas producen fimbrias tipo 1, pero también otras fimbrias
resistentes a manosa. Por lo tanto, una cepa puede producir distintos tipos de
hemaglutinacion.

Aunque la aglutinacién de eritrocitos estd generalmente aceptada como una
indicacion de la presencia de adhesinas bacterianas, no se puede decir que los
componentes celulares presentes en las membranas de los eritrocitos, reconocidos
por las adhesinas bacterianas, sean siempre idénticos al receptor natural de E. coli en
la célula epitelial hospedadora.

Obviamente, la adherencia de bacterias a células eucariotas es un fenémeno
muy complejo, que no depende sélo del tipo de adhesinas expresadas por una cepa
particular bajo unas condiciones de cultivo determinadas, sino también de la gran
variedad de estructuras receptoras diferentes que existen en las células eucariotas (De
Graaf and Mooi, 1986).
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1.8. OBJETIVOS

La leche es un componente fundamental de la alimentacién de los mamiferos
durante los primeros meses de vida, ya que contiene los nutrientes necesarios para el
adecuado desarrollo del recién nacido (proteinas, grasa, carbohidratos, etc.). Ademas
presenta una serie de compuestos que podrian participar en la defensa del neonato
frente a infecciones, entre los que se encuentran los glicoconjugados de los que no se
conoce mucho acerca de su funcién en la leche (Dai et al., 2000; Martin- Sosa et al.,
2003). Se ha propuesto su participacion en la defensa del recién nacido frente a
infecciones en los primeros dias de vida, cuando el sistema inmune no esta aun
completamente desarrollado, actuando como falsos receptores solubles de bacterias
y/0 sus toxinas en el tubo digestivo bloqueando su unién a las células de la mucosa
intestinal (Newburg, 1999).

La leche de vaca, debido a su utilizacion como alimento para los humanos, es un
alimento caro para el ternero. En las explotaciones ganaderas, se alimenta a los
terneros recién nacidos durante uno o dos dias con calostro para que reciban una
transferencia pasiva de inmunidad procedente de su madres, para pasar a
continuacion a ser alimentados con sustitutivos de la leche (lactorreemplazantes (LR))
(Heinrichs et al., 1995). Los LR existentes en el mercado han sido elaborados
considerando, fundamentalmente, criterios econémicos para abaratar el coste de la
cria de los terneros, por lo que no se han tenido en cuenta compuestos poco
abundantes en la leche como los glicoconjugados entre ofros (Nollet et al., 1999).

La leche de oveja es también un producto de alto valor debido a que se utiliza
para la fabricaciéon de quesos con un elevado precio en el mercado. Se caracteriza por
presentar un contenido de sélidos totales, proteinas y grasa muy altos en comparacion
con la leche de vaca o cabra.

Teniendo en cuenta lo anterior, nos parecio interesante llevar a cabo un estudio
de ciertos aspectos de la composicion de la leche de oveja, como son los
sialoglicoconjugados, pero también glicoesfingolipidos neutros y fosfolipidos y de su
contenido de acidos grasos. Ademas, hemos tratado de profundizar en el estudio de
su posible funcién en la leche. Por otro lado, existen suproductos de la leche de oveja
obtenidos en la fabricacion de quesos que son empleados en la produccion de LR para
la alimentacion de terneros. Un conocimiento exhaustivo de estos aspectos de la
composicion de la leche de oveja permitiria llevar a cabo una

formulacién/suplementacion de los LR basada en los datos experimentales obtenidos.
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Siguiendo la linea de investigacion de nuestro grupo, que pretende conocer mas
a fondo la estructura y funcién de determinados componentes de la leche, como los

gangliosidos y otros glicoconjugados, los objetivos concretos que se proponen son:

-» Determinacion de la distribucion de los sialoglicoconjugados
(oligosacaridos, glicoproteinas y caseina) de la leche de oveja y la presencia de

NeuGc en estas fracciones.

-»Estudio de la distribucion individual de gangliésidos, glicolipidos neutros

y fosfolipidos y su contenido en acidos grasos.

-+ Estudio de la capacidad de adhesion de algunos de estos
glicoconjugados a bacterias patégenas (cepas enterotoxigénicas de E. coli) para el

ternero.
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2.1. APARATOS

+ Agitadores magnéticos
+ Agitador oscilante
+ Autoclaves:
» RAYPA
» P-SELECTA
+ Balanzas de precision PRECISAy SARTORIUS
+ Banos de ultrasonidos:
» BRANSON 2210
» ULTRASONIC CLEANER, FUNGILAB
+ Barios termostatados SBS
+ Bomba de vacio LABOPORT KNF
+ Bombona de nitrégeno
- Calefactor de tubos TERMOBLOC, LIEBISCH
+ Camara friaa4°C
« Campanas de extraccion de gases
+ Centrifugas:
» BECKMAN COULTER “Allegra 21R”
» BECKMAN TJ-6(R)
» P-SELECTA
+ Congeladores de -20° C y de -80° C THERMO
+ Densitémetro SHIMADZU CS-9000
+ Destilador de vidrio para solventes organicos

« Embudos de vidrio poroso

- Equipo de purificacién de agua MILLIPORE (Filtros Milli-Ro® y Milli-Q®).

+ Espectrofotémetro LKB BIOCHROM NOVACPEC Il
« Estufa
« Filtros de acetato de celulosa CHROMAFIL CA-45125
* Incubador estatico HERAEUS
+ Homogeneizador POLYTRON PCU
« Liofilizadores:
» FLEXI-DRY FTS SYSTEMS INC.
» TELSTAR CRYODOS 50
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+ Material de cromatografia:
» Cubetas de diferentes volumenes
» Revelador de vidrio CAMAG
» Columnas de vidrio de diferentes tamafios
+ Micropipetas GILSON de diferentes volumenes
+ Multipipeta de repeticion EPPENDORF
« pHimetro CRISON, micro pH 2001
- Placa calefactora TLC PLATE HEATER Ill, CAMAG
« Rotavapor R BUCHI (R200)
+ Termosellador

+ Material de uso corriente en un laboratorio de bioquimica
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2.2. PRODUCTOS

- Acetato de butilo, Panreac

- Acetato sodico, PROBUS

+ Acetona*

- Acido acético glacial, Panreac

- Acido ascorbico, Panreac

- Acido clorhidrico, Panreac

- Acido citrico, PROBUS

- Acido formico, Panreac

- Acido N-acetilneuraminico, SIGMA

- Acido N-glicolilneuraminico, SIGMA
- Acido perclérico, PROBUS

« Acido peryédico, SCARLAU (FEROSA)
+ Acido silicico, MERCK

- Acido sulfurico, Panreac

- Acido tiobarbiturico, SIGMA

- Acido tricloroacético, Panreac

- Adenina, SIGMA

+ Agar, Bactoagar Becton Dickinson

- Agua destilada Milli-Ro®

- Agua ultrapura Milli-Q®

« Amoniaco, PROBUS

+ Anticuerpo conjugado biotinilado anti-
inmunoglobulinas de raton, SIGMA

+ Anticuerpo conjugado biotinilado anti-
inmunoglobulinas de conejo, SIGMA
+ Arsenito sédico, PROBUS

- BF3-Metanol, SIGMA

* n-Butanol, Panreac

« Casaminoacidos, DIFCO

- Citrato sodico, PROBUS

+ Cloroformo*

» Cloruro sodico, Panreac

» Cloruro calcico, Panreac

+ Cloruro potasico, PROBUS

+ Columna de Sephadex (HiPrep
26/10 Deslting)

+ Columnas Sep Pak C18, WATERS

+ Dowex 2x8, SIGMA

+ Extracto de levadura, GIBCO

+ Estreptavidina-fosfatasa alcalina,
SIGMA

- Etanol, Panreac

- Eter dietilico, Panreac

- Eter de petroleo, Panreac

+ FAST-BCIP, SIGMA

« Formiato sodico, Panreac

- Fosfato disédico, Panreac

- Fosfato monosddico, PROBUS

* Hexano, MERCK

» Glucosa, PROBUS

« Hidréxido sodico, Panreac

- Isooctano, MERCK

« |sovitale X, Becton Dickinson

- D-Manosa, SIGMA

+ Medio Mueller-Hinton, DIFCO

« Membranas de dialisis VISKING,
MEDICELL INTERNATIONAL LTD

* Metanol*

+ Metanol/HCI 0.5 N, Supelco

« Molibdato aménico, PROBUS

+ Orcinol, SIGMA

« Patrones de fosfolipidos, SIGMA

+ Patrones de glicolipidos neutros,
SIGMA y Larodan

+ Patrones de gangliésidos de cerebro
bovino obtenidos en nuestro
laboratorio

+ Phospray, Supelco
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+ Placas de HPTLC de Silicagel 60,
aluminio, MERCK

+ Placas de HPTLC de Silicagel 60,
vidrio, MERCK

+ Placas de TLC de Silicagel 60, vidrio,
MERCK

+ Placas multipocillo con fondo en V,
NUNC

- Placas Petri, JLC

« Poli-isobutilmetacrilato, Aldrich

+ Propanol, Panreac

« Resorcina, Panreac

- Seroalbumina bovina, fracciéon V,
SIGMA

« Sulfato cuprico, PROBUS

+ Taurodeoxicolato, SIGMA

* Tris [hidroximetil] aminometano (TRIS),
SIGMA

* Productos de uso corriente en un

laboratorio de bioquimica

*Solventes organicos destilados en
nuestro laboratorio antes de su

utilizacion
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2.3. LAS MUESTRAS DE LECHE

Se utilizaron ovejas procedentes de la Sociedad Cooperativa Ganadera de
Lacteos y Derivados (COGALAD) de Valderrodrigo (Salamanca). Los animales
pertenecian a las siguientes razas en las proporciones aproximadas que se indican:

- Assaf y cruces de ésta con otras razas 90%
- Churra 10%

Se tomaron varias muestras de leche de gran mezcla en tres fechas distintas:
Noviembre de 2002, Octubre de 2005 y Marzo de 2007.

La leche se transportd al laboratorio entre hielo, se congeldé y se liofilizé. El
liofilizado se mezcld exhaustivamente para asegurar una distribucion homogénea de

los componentes.

2.4. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GRASA

Para la obtencién de la materia grasa utilizamos el procedimiento descrito en la
norma FIL-1A: 1969 de la Federacion Internacional de Lecheria.

El contenido de materia grasa se determina gravimétricamente, por extraccion de
la citada materia grasa de una solucién alcohdlico-amoniacal de la leche liofilizada
reconstituida en agua destilada, mediante éter dietilico y éter de petrdleo, evaporacion
de los disolventes y pesado del residuo, segun el principio del método de Rdse-
Gottlieb.

Se partié de 1 g de leche liofilizada que reconstituimos en la cantidad de agua
correspondiente a su grado de hidratacion inicial. Preparamos la solucion alcohdlico-
amoniacal afadiendo 0.87 ml de amoniaco primero, y 6.5 ml de etanol al 96%
después, a 6.5 g de la leche reconstituida. Seguidamente anadimos 16.25 ml de éter
dietilico y agitamos durante 5 min. Afadimos entonces 16.25 ml de éter de petréleo y
agitamos durante 10 min. Centrifugamos a 1100xg durante 10 min a 4°C. Se
obtuvieron dos fases:

- fase superior, organica, que contiene la grasa y que recogimos

- fase inferior, en la que se encuentran el resto de compuestos
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LECHE LIOFILIZADA

Reconstituir en H,O

Amoniaco. Etanol 96%. Agitar.
Eter dietilico, Agitar 5 min.

Eter de petréleo. Agitar 10 min.
Centrifugar 1100xg, 4°C, 10 min

l l

Fase superior Fase inferior

Eter dietilico. Agitar 5 min.
Eter de petréleo. Agitar 10 min.
Centrifugar 1100xg, 4°C, 10 min.

l l

Fase superior Fase inferior
Repetir proceso
Fase superior Fase inferior

v
Fases superiores

Evaporar.
Calentar 100°C, 1 h.
Enfriar.

GRASA TOTAL

Figura 16. Esquema de la obtencion de la grasa total de la leche.
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Con la fase inferior llevamos a cabo una segunda extraccién. Ahdadimos 16.25 ml
de éter dietilico y agitamos 5 min. Afadimos 9.75 ml de éter de petrdleo y agitamos 10
min. Centrifugamos a 1100xg durante 10 min a 4°C. Recogimos la fase superior y con
la fase inferior realizamos una tercera extraccién repitiendo el proceso llevado a cabo
en la segunda. Tras la ultima centrifugacién desechamos la fase inferior, y las fases
superiores se evaporaron con el rotavapor. Calentamos el balén durante 1 h a 100°C
en estufa. Enfriamos y pesamos. La diferencia de pesada obtenida nos permitié

calcular el porcentaje de grasa total (figura 16).

2.5. SIALOGLICOCONJUGADOS

En la leche de oveja estan presentes diferentes compuestos que contienen en su
molécula uno o varios acidos sialicos (sialoglicoconjugados). Se estudiaron por tanto
las diferentes fracciones de sialoglicoconjugados: oligosacaridos, glicoproteinas,
caseinas, acidos sialicos libres y gangliésidos. Los gangliésidos se estudiaran en un

apartado distinto debido a su relevancia.

2.51. OBTENCION DE LAS DIFERENTES FRACCIONES DE
SIALOGLICOCONJUGADOS

Los acidos sialicos presentes en la leche de oveja se pueden encontrar de forma
libre o unidos a otros compuestos como proteinas, lipidos y oligosacaridos. Para la
determinacion del contenido de acidos sialicos de los diferentes sialoglicoconjugados,
se valoré dicho contenido en glicoproteinas (ASG), oligosacaridos (ASO) y caseinas
(ASC), asi como la cantidad de acidos sialicos totales (AST) y libres (ASL) de las

muestras.

2.5.1.1. Glicoproteinas y oligosacaridos

Reconstituimos 0.2 g de liofilizado en 4 ml de agua destilada mediante agitacion
y bafo de ultrasonidos. La leche reconstituida se centrifugdé a 3000xg durante 30 min a
4°C. La grasa de la leche, que queda en la parte superior de la muestra formando una
capa compacta, se elimind. El suero de la leche se filtré a través de lana de vidrio para

eliminar los restos de la grasa que pudieran quedar (Martin et al., 2001).
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LECHE LIOFILIZADA

l Reconstituir en H,O

Muestra reconstituida

3000xg, 30 min, 4°C
Filtrar en lana de vidrio

Grasa

l

Suero

TCA 24%, 4°C, 4 h
3000xg, 30 min, 4°C

l

Sobrenadante

l

Precipitado

Lavar con TCA 12%
3000xg, 30 min, 4°C

l

. Sobrenadante

Sobrer;

Vadante

A

y

AST

ASO/ASL

l

Precipitado

Sobrenadante

l

Precipitado

!

Precipitado

Repetir lavado

1 ml Tris HCI
10 MM pH 7.6

ASG

Figura 17. Esquema de la obtencion de las distintas fracciones de sialoglicoconjugados.
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Al filtrado resultante se le afiadié un volumen igual de TCA al 24%, se mantuvo
durante 4 h a 4°C para que precipitaran las proteinas y posteriormente se sometioé a
una centrifugacion a 3000xg durante 30 min a 4°C. El precipitado se lavd dos veces
con TCA al 12% centrifugandose a continuacién como ya se describié anteriormente,
con el fin de extraer los oligosacaridos que quedaron retenidos en la fraccion
proteica. Finalmente se reunieron los tres sobrenadantes resultantes constituyendo la
fraccion oligosacaridica que se utilizd para la determinacion de los acidos sialicos
unidos a oligosacaridos. El precipitado final, que contiene las glicoproteinas, se
resuspendié en 1 ml de Tris HCI 10 mM pH 7.6 mediante agitacién y sonicacién y se
empled para la determinacion de los acidos sialicos de las glicoproteinas (Martin et al.,
2001) (figura 17).

2.5.1.2. Caseinas

La obtencién de la caseina se lleva a cabo por precipitacién isoeléctrica a pH
4.6, consiguiendo asi su separacion del resto de proteinas de la leche (Lépez Fandifio
etal., 1993).

Se partié de 0.2 g de liofilizado que se reconstituyeron en 4 ml de agua destilada
mediante agitacion y bafio de ultrasonidos. La leche reconstituida se descremo
mediante centrifugacién a 3000xg, 30 min a 4°C y posterior filtrado en lana de vidrio. Al
filtrado se le afadié acido acético al 1% hasta pH 4.6, punto en el que se aprecia la
formacion de un precipitado que corresponde a la fraccion de caseinas. Se centrifugo
a 4500xg durante 15 min a 4°C y se elimind el sobrenadante. El precipitado se lavo
tres veces con 3 ml de tampdn acético/acetato sodico 0.1 N, pH 4.6, centrifugandose
de nuevo a 4500xg a 4°C, 15 min.

Finalmente el precipitado obtenido se resuspendié en 2 ml de Tris HCI 10 mM pH

7.6, y se utilizé para determinar los acidos sialicos unidos a la caseina (figura 18).
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LECHE LIOFILIZADA

Reconstituir en H,O
3000xg, 30 min, 4°C
Filtrar en lana de vidrio

! !

Grasa Suero

Acido acético 1% hasta pH 4.6
4500xg, 15 min, 4°C

l !

Sobrenadante  Precipitado

Lavar 3 ml Tp acético/acetato sédico 0.1 N pH 4.6
4500xg, 30 min, 4°C

l l

Sobrenadante Precipitado
Repetir lavado
Sobrenadante Precipitado

Repetir lavado

l l

Sobrenadante Precipitado

2 ml Tris HCI
10 mM pH 7.6

ASC

Figura 18. Esquema de la obtencién de la fraccion de caseinas.
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2.5.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS SIALICOS EN
CADA FRACCION

La determinacion del contenido de acidos sidlicos de las fracciones de
glicoproteinas, oligosacaridos y caseina se realizé mediante la técnica del resorcinol
de Svennerholm (1957). También se determiné mediante esta técnica el contenido de
acidos sidlicos totales. Los acidos sidlicos libres se cuantificaron mediante la técnica
del acido tiobarbiturico (Aminoff, 1961).

Para la cuantificacién de los acidos sialicos totales se parti6 de 0.1 g de
liofilizado de la muestra de leche correspondiente, que se reconstituyé en 1 ml de agua
destilada mediante agitacion y bafio de ultrasonidos. Se le afiadieron 5 ml de H,SO,
0.12N (concentracion final de 0.1N) y se mantuvo a 80°C durante una hora.

Tras dejar enfriar la muestra hidrolizada a temperatura ambiente, centrifugamos
los tubos durante 10 min a 1100xg obteniéndose un sobrenadante en el que se
encuentran todos los acidos sialicos de la muestra. Pasamos este sobrenadante por
una columna de intercambio idnico Dowex 2x8 (en forma de formiato) (Hueso et al.,
1988) y lavamos la columna con 20 ml de agua destilada para arrastrar y eliminar
todos los compuestos que no quedaron retenidos. Los acidos sialicos se eluyeron con
20 ml de acido formico 1 N. Este eluato se congeld, se liofilizd y se utilizé para la
determinacion de los acidos sialicos totales de la muestra.

Para la determinacion de los acidos sialicos de glicoproteinas, oligosacaridos y
caseina se tomd 1 ml de cada una de las fracciones obtenidas segun se describié en
los apartados 2.5.1.1. y 2.5.1.2. y se sometieron a una hidrdlisis acida (H,SO,4 0.1 N) y

purificacion a través de Dowex 2x8 como ya se ha descrito anteriormente (figura 19).
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AST ASO ASG ASC

Hidrolisis acida: 5 ml de H,SO,4, 0.12 N, 80°C, 1 h

Enfriar a T? ambiente
1100xg, 10 min, 4°C

l l

Precipitado Sobrenadante

Dowex 2x8

Eluato
(en acido férmico)

Congelar

Liofilizar
Resuspender en H,O
v

Valoracion por la Técnica del Resorcinol de Svennerholm

Resorcinol HCI
156 min, 100°C
Enfriar en agua con hielo

v
Cromoforo azul

Extraccion del
cromoforo con acetato
de butilo/butanol

v

Leer a 580 nm

Figura 19. Esquema de la obtencion y cuantificacion de los acidos sialicos a partir de las

fracciones de sialoglicoconjugados.
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2.5.2.1. Técnica del Resorcinol

La cuantificacién de los &cidos sidlicos se llevd a cabo mediante la técnica
colorimétrica del resorcinol de Svennerholm (1957) que utiliza el reactivo resorcinol
(0.1 g de resorcina + 125 ul de CuSO,4 0.1 M + 40 ml de HCI concentrado, afiadir agua
destilada hasta 50 ml). La muestra se incuba con un volumen igual del reactivo
resorcinol durante 15 min a 100°C. La reaccién se para introduciendo los tubos en un
bafio de agua con hielo. El croméforo azulado formado se extrae con 1 ml de acetato
de butilo/butanol 85:15 (v/v). Después de centrifugar los tubos se mide la absorbancia
en el espectrofotdbmetro a 580 nm. Se utilizé acido N-acetiineuraminico de

concentraciéon 1ug/ul como patron (figura 19).

2.5.2.2. Técnica del Acido tiobarbittrico

Los acidos sialicos libres se valoran mediante la técnica del acido tiobarbiturico
(Aminoff, 1961) que es especifica para estos compuestos pero en forma libre, no
conjugada.

Para ello se pasaron 5 ml de la fraccion de oligosacaridos (que contiene también
los acidos sialicos libres) por una columna de Dowex 2x8 y se procedié como ya se

indico anteriormente para este tipo de cromatografia.

A las muestras obtenidas, que contienen los acidos sialicos libres, se les afiadio
acido peryodico 25 mM en H,SO, 0.125 N, que produce una oxidacion peryodica de
los &cidos sialicos, durante 1 h a 37°C. Después de enfriar los tubos en agua con hielo
se anadio arsenito sédico al 2% en HCI 0.5 N para eliminar el exceso de peryddico,
que se libera como yodo molecular. A continuacién se afadid6 1 ml de acido
tiobarbiturico y se mantuvieron los tubos durante 7.5 min a 100°C, después de lo cual
la reaccion se pard en un bafo de agua con hielo. El croméforo formado (rosado) se
extrae con butanol &cido (HCI al 5% en butanol), se centrifuga y se mide la
absorbancia en un espectrofotémetro a 549 nm (figura 20).

Como patrén se utilizé acido N-acetilneuraminico de concentraciéon conocida.
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5 ml del sobrenadante de lavados TCA

Dowex 2x8

v

Eluato
(en acido férmico)

Congelar, liofilizar, resuspender en H,O

Ac peryédico 25 mM en H,SO,0.125 N, 1 h, 37°C
Enfriar en agua con hielo

AAfadir arsenito sédico 2% en HCI 0.5 N

1 ml &cido tiobarbiturico, 7.5 min, 100°C

Enfriar en agua con hielo

Cromoforo rosado

Extraccién del croméforo con butanol acido
(HCI 5% en butanol)

v

Leer a 549 nm

Figura 20. Purificacion y valoracion de los acidos sialicos libres.

2.5.3. SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS
DIFERENTES TIPOS DE ACIDOS SIALICOS

Los acidos sialicos de las muestras se separaron mediante HPTLC en placas de
silicagel 60 de 0.1 mm de espesor y tamano 10x10 cm. Se utiliz6 como liquido de
desarrollo N-propanol/amoniaco 0.57 M 7:3 (v/v). La cromatografia se llevé a cabo a

una temperatura constante de 20-22°C. Cuando el frente del solvente alcanzé la parte
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superior de la placa, ésta se extrajo de la cubeta y se dej6 secar a temperatura
ambiente. Para llevar a cabo el revelado se pulverizo la placa con resorcinol, se cubrié
con una placa de vidrio y se calenté durante 20 minutos a 110°C en una placa
calefactora. Las manchas correspondientes a los acidos sialicos aparecen de color
azul-morado.

La identificacion de los diferentes tipos de acidos sialicos se llevé a cabo por
comparacion de su movilidad relativa con la de los acidos sialicos de una mezcla
patron.

La cuantificacion se llevd a cabo por densitometria en un densitémetro Shimadzu
CS9000. El aparato lee las bandas de cada depdsito por reflexion a 580 nm,
obteniéndose un densitograma con diferentes picos (cada uno de ellos
correspondiente a un acido sialico) cuyas areas son proporcionales al porcentaje que

cada acido sialico representa en la muestra de partida.

2.6. GANGLIOSIDOS

El estudio de los gangliésidos comprendié varias etapas: obtencion, purificacion,

separacion, identificaciéon y cuantificacion.
2.6.1. OBTENCION DE GANGLIOSIDOS

La extraccion de ganglidsidos a partir del liofilizado de las muestras de leche se
llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Puente et al. (1992), que consta

de tres pasos sucesivos cuyos objetivos son los siguientes:

-Paso 1. separacion de los lipidos neutros, fundamentalmente
triacilgliceroles, de los lipidos polares. Esto se consigue empleando acetona fria en la
que son solubles los lipidos neutros.

-Paso 2. extraccion de los lipidos polares restantes que quedan en el
extracto seco resultante del paso 1. Con ello separamos los lipidos del resto de los
componentes de la leche, tales como proteinas y oligosacaridos. Se emplean mezclas
de solventes organicos de diferentes proporciones, que se diferencian en su polaridad.

-Paso 3: extraccion de los gangliésidos de la mezcla de lipidos polares

obtenida en el paso 2. Esto se consigue empleando el sistema de particiones de
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Folch. Los gangliésidos, de naturaleza polar, quedan en la fase superior acuosa,

mientras que el resto, de menor polaridad, permanecen en la fase inferior organica.

A continuacién vamos a detallar cada uno de estos procesos.

PASO 1: Obtencion del extracto aceténico seco.

Partimos de 30 g de leche liofilizada que homogeneizamos en 10 voliumenes de
acetona fria (-20°C) por gramo de liofilizado. Se empled un “Polytron” con el que
aplicamos tres pulsos de un minuto de duracion separados por espacios de dos
minutos, aproximadamente. La mezcla resultante se sometid a agitacion a 4°C,
durante 45 min. Transcurrido este tiempo se filtr6 la mezcla con la ayuda de una
bomba de vacio, sobre un filtro de vidrio poroso hasta su desecacion. El proceso se
repitid una segunda vez a partir del extracto seco resultante.

El residuo sodlido obtenido tras la segunda filtracion se dejé a temperatura
ambiente hasta eliminar completamente la acetona obteniéndose de esta forma el

“extracto acetonico seco”.

PASO 2: Obtencion del extracto lipidico.

Una vez que el extracto aceténico estaba completamente seco (comprobamos
que no huele a acetona), lo homogeneizabamos en 10 volimenes por gramo de
liofilizado de una mezcla de cloroformo/metanol 2:1 (v/v) mediante tres pulsos con el
“Polytron” como se expuso anteriormente. Se agitdé a 4°C durante 45 min y se filtré a
vacio con un filiro de vidrio poroso hasta que el residuo queddé completamente
desecado. Este proceso de extraccidn se repitid dos veces mas empleando mezclas
de cloroformo/metanol 1:2 (v/v) y 1:1 (v/v) respectivamente.

Después de las tres extracciones, el residuo sélido obtenido, que contiene
proteinas y oligosacaridos, se desechd, mientras que los filtrados se juntaron y se
evaporaron hasta sequedad obteniendo asi un “extracto lipidico” que contiene todos
los lipidos polares: gangliésidos, otros glicoesfingolipidos, fosfolipidos, etc.

El extracto lipidico se resuspendié en 5 volumenes por gramo de liofilizado de
una mezcla de cloroformo/metanol 2:1 (v/v) y se dejé durante toda una noche a 4°C.
Transcurrido este tiempo se observaba ya la aparicion de un precipitado en el fondo
del tubo que centrifugamos a 1100xg durante 10 min a 4°C. El sobrenadante se
evaporé hasta sequedad obteniéndose asi un “extracto lipidico” con menos

contaminantes (figura 21).
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LECHE LIOFILIZADA

Afadir acetona a -20°C. Homogeneizar
Agitar a 4°C. Filtrar a vacio

l

Filtrado Residuo
‘ Repetir el proceso
Filtrado Residuo
Evaporar acetona a
T2 ambiente

EXTRACTO ACETONICO SECO

Anfadir C/M 2:1. Homogeneizar
Agitar a 4°C. Filtrar a vacio

l l

Filtrado Residuo
Afadir C/M 1:2.
Repetir proceso
L Filtrado Residuo
Anadir C/M 1:1
Repetir proceso
Filtrado Residuo
v
Filtrados
Evaporar. Resuspender en C/M 2:1, 4°C, 1 noche
v Centrifugar 1100xg, 4°C, 10 min

Sobrenadante

Evaporar

EXTRACTO LIPIDICO

Figura 21. Esquema de la obtencién del extracto aceténico y del extracto lipidico de la leche, pasos 1y 2.
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PASO 3: Sistema de particiones de Folch-Pi.

El extracto lipidico resultante se resuspendi®é en 10 volumenes de
cloroformo/metanol 2:1 (v/v), empleando un bafo de ultrasonidos, y se sometidé a un
sistema de particiones de Folch, modificado por Vanier et al. (1971).

Para ello se afiadieron al extracto resuspendido en cloroformo/metanol 0.2
volumenes, tomando como referencia el volumen en el que se resuspendid el extracto
lipidico, de KCI al 0.2% frio (almacenado a 4°C), se agit6 durante 45 min a 4°C y se
centrifugd a 1100xg durante 10 min a 4° C. Se separaron dos fases claramente
definidas:

- fase superior, acuosa, que contiene los gangliésidos y que recogemos

- fase inferior, organica, en la que se encuentran los demas lipidos

La fase organica se mezclé con 0.2 volumenes de metanol y 0.2 volimenes de
KCI al 0.2%, ambos frios, se agitd a 4°C y se centrifugd en las condiciones ya
expuestas. La fase superior se juntd con la obtenida en el paso anterior, mientras que
a la fase inferior se le anadieron 0.2 volumenes de metanol y 0.2 volimenes de agua

destilada, ambos frios, repitiéndose el mismo proceso de agitacion y centrifugacion.

Tras esta ultima centrifugacion se deseché la fase inferior y la fase superior se
juntd con las obtenidas en las centrifugaciones anteriores y se evaporaron con el

rotavapor hasta sequedad total (figura 22).

El extracto obtenido se sometié a un proceso de didlisis con el fin de eliminar
sales, oligosacaridos y demas compuestos de pequefio tamafio molecular. Para ello se
disolvié el extracto seco en una pequena cantidad de agua destilada (de 2 a4 ml) y se
dializé frente a agua destilada durante dos o tres dias realizando periédicamente
cambios del agua de la dialisis (cuatro o cinco cambios diarios). Se recogio el

contenido de la dialisis y se liofilizo.
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EXTRACTO LIPIDICO

Resuspender en C/M 2:1. Afadir KCl al 0.2%
Agitar a 4°C. 1100xg, 10 min, 4°C

! !

Fase superior Fase inferior
Afadir Metanol y KCI 0.2%
Repetir proceso
—— Fase superior Fase inferior
Anadir Metanol y H,O
Repetir proceso
Fase superior Fase inferior
v

Fases superiores

Evaporar
Diéalisis
Liofilizar

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Figura 22. Esquema de la obtencion del extracto crudo de gangliésidos de la leche, sistema de

particiones de Folch-Pi, paso 3.
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2.6.2. PURIFICACION DE GANGLIOSIDOS

Para llevar a cabo la purificacion de los gangliésidos utilizamos la cromatografia

de adsorcion en Sep Pak C18.

El liofilizado obtenido se resuspendid en metanol/agua 1:1 (v/v) para ser
sometido a una cromatografia de adsorcion en Sep Pak C18 (Matyas and Morré,
1987). Tras pasar la muestra dos veces por la columna, lavamos con 25 ml de agua
destilada, que arrastra los compuestos no adheridos a la columna. Los gangliésidos se
eluyeron con 25 ml de metanol. El eluato se evaporé hasta sequedad en el rotavapor.

El resultado de este proceso de purificacién es una mezcla de los gangliésidos
presentes en la leche, que nos sirve como punto de partida para los estudios

posteriores.

2.6.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE GANGLIOSIDOS
INDIVIDUALES

La determinacion del contenido de gangliésidos, que se expresan como acidos
sialicos unidos a lipidos (ASUL), se realizé también segun la técnica del resorcinol de

Svennerholm ya descrita en esta memoria (apartado 2.5.2.1.).

2.6.3.1. Separacion, identificacion y cuantificacion de los

gangliésidos individuales

Los gangliésidos individuales se separaron mediante cromatografia en capa fina
de alta resolucién (HPTLC), en placas de silicagel 60 de 0.1 mm de espesor y de un
tamarno de 10x10 cm.

Se utiliz6 como liquido de desarrollo C/M/H,0O, 50:45:10 (v/v/v), conteniendo
CaCl, al 0.02%, que asciende por capilaridad por la matriz de silica gel arrastrando los
gangliésidos en funcion de su polaridad. Esta caracteristica estd determinada por la
ceramida, por el componente glucidico y fundamentalmente por los restos de acidos
sialicos que presentan. Para el desarrollo de la cromatografia se procedié de manera

similar a lo descrito anteriormente para los acidos sidlicos (apartado 2.5.3.).
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El revelado de la placa se realiz6 con el reactivo resorcinol. Las manchas
correspondientes a los acidos sialicos de los ganglidsidos aparecen de color azul-
morado.

La identificaciéon de los gangliésidos se llevé a cabo por comparacién de su
movilidad relativa (Rf) con la de los gangliésidos del patrén (gangliésidos de cerebro
bovino y de leche de vaca de composicién conocida).

La proporcién relativa de cada gangliésido individual (cuantificacion) se estimé
mediante densitometria en un densitometro Shimadzu CS9000 de manera similar a

como se ha descrito para los acidos sialicos.

2.6.3.2. Inmunodeteccion en placa de gangliésidos

La inmunodeteccién de los gangliésidos se realizé6 sobre placas HPTLC de
aluminio segun una técnica desarrollada para la deteccion de radioisétopos (Magnani
et al., 1980) y posteriormente adaptada para el uso con sustratos coloreados (Muthing,
1996).

Utilizamos distintos anticuerpos monoclonales desarrollados contra el epitopo
glicanico del gangliésido. Son muy pocos los anticuerpos comerciales contra
gangliésidos que se encuentran disponibles en le mercado, por ello algunos de los
anticuerpos utilizados en este estudio fueron generados en raton y cedidos

amablemente por el Centro de Inmunologia Molecular (CIM) de La Habana (tabla 10).

Tabla 10. Anticuerpos monoclonales utilizados.

Anticuerpo Tipo de Ig Antigeno Origen

R24 [e[€] GD3 CIM

Jones IgM O-Acetil-GD3 Sigma

Anti-A2B5 IgM GT3/9-O-Acetil-GT3 Boehringer Mannheim
14F7 [e]€] GM3-NeuGc CIM

P3 IgG Gangliésidos-NeuGc CIM

Anti-GM1 IgG GMA1 Europa Bioproducts
Anti-GM2 1gG/IgM GM2 Europa Bioproducts
Anti-GD1a IgM,k GD1a Europa Bioproducts
Anti-GD1b 1gG3,k GD1b Europa Bioproducts
Anti-GT1b IgM GT1b Europa Bioproducts

Procedimos segun el protocolo modificado por Vazquez et al. (1995) que se

detalla a continuacién. Primero se sometié una muestra de gangliésidos por duplicado
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a una cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC) en soporte de aluminio.
Se procedid de la misma forma que en la separacién de gangliésidos vista
anteriormente. Tras la cromatografia se corté la placa de manera que quedd un
depdsito en cada una de las mitades. Una de ellas (que nos servira de control) se
sometié a un revelado quimico con orcinol (50 mg de Orcinol diluidos en 39.5 ml de
agua + 10 ml de H,SO,4 96%). Para ello se pulverizé la placa con el reactivo orcinol y
se calentd durante 5 minutos a 100°C en una estufa (Svejcar et al., 1993). Las bandas
correspondientes a cada gangliésido aparecieron en color azul-morado. La otra mitad
se plastificd con PIBMC 0.1% en hexano durante 75 segundos y se dejo secar durante
1 hora. A continuacién se plastificaron los bordes con PIMBC 1% y se dejo secar
durante toda la noche.

Para bloquear las uniones no expecificas, las placas se incubaron en BSA 2%
en PBS (8.5 g de NaCl, 1.34 g de Na,HPO, y 0.34 g NaH,PO, en un litro de agua)
durante 1 hora en agitacion suave. Después se incubaron con el anticuerpo durante 1
hora en agitacion. Lavamos con PBS cuatro veces durante 5 minutos en agitacion para
eliminar el anticuerpo que no se ha unido. Posteriormente se incubaron las placas con
un 1°" conjugado preparado con anti-Ig biotinilado 1:2000 en BSA 2% en PBS durante
1 hora en agitacion. Lavamos con PBS como lo hicimos anteriormente. Incubamos en
el 2° conjugado: estreptavidina-fosfatasa alcalina 1:1000 en BSA 2% en PBS durante 1
hora en agitacion. Lavamos y dejamos secar la placa. Se afadid 1 ml de sustrato
(FAST-BCIP: una pastilla en 10 ml de agua ultrapura) sobre la placa y se esperd a que

aparecieran las bandas. Entonces se lavé con agua y se dej6 secar (Figura 23).

INMUNODETECCION

1. Bloquear la placa con BSA 2% en PBS durante 1 h con agitacion suave

2. Incubar con el 1¢ anticuerpo durante 1 h en agitacion

3. Lavar con PBS durante 5 min, 4 veces

4. Incubar con el 1¢ conjugado: anti-IgG biotinilado 1:2000 en BSA 2%
en PBS durante 1 h en agitacion

5. Repetir lavados con PBS

6. Incubar con el 2° conjugado: estreptavidina-fosfatasa alcalina 1:1000 en
BSA 2% en PBS durante 1 h en agitacién

7. Lavados con PBS

8. Revelar con el sustrato FAST-BCIP

9. Lavar con agua y secar 7

Figura 23. Protocolo de inmunodeteccion de ganglidsidos.
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2.7. GLICOESFINGOLIPIDOS NEUTROS

En el caso de los glicoesfingolipidos neutros procedimos como para los
gangliésidos: obtencion, purificacion, separacion, identificaciéon, cuantificacion y

ademas estudio de sus acidos grasos.

2.7.1. OBTENCION Y PURIFICACION DE GLICOESFINGOLIPIDOS
NEUTROS

La obtencion de los glicoesfingolipidos neutros se llevo a cabo a partir de la fase
inferior resultante del sistema de particiones de Folch-Pi que se realizé para obtener
los gangliésidos. La fase inferior se evaporé a sequedad con el rotavapor.

El extracto obtenido se resuspendié en 3 ml de cloroformo para ser sometido a
una cromatografia de adsorcién en una columna con 5 g de acido silicico en
cloroformo (Newburg and Chaturvedi, 1992). Tras pasar la muestra por la columna,
lavamos con 50 ml de cloroformo. Los glicoesfingolipidos neutros se eluyeron con
acetona/metanol (9:1). El eluato se evaporé hasta sequedad en el rotavapor.

Esta fraccion de glicoesfingolipidos se sometié a una hidrdlisis alcalina con 3 ml
de NaOH 0.6 M en metanol y 3 ml de cloroformo, para hidrolizar restos de ésteres de
glicerol y acidos grasos. Tras 1 hora a temperatura ambiente se pardé la reaccidon con
4.5 ml de HCI 0.4 M y se establecid un sistema de particiones de Folch afiadiendo 3 ml
de metanol y 9 ml de cloroformo. Se agité durante 10 minutos. Se retir6 la fase
superior, que contiene sales y productos de la hidrdlisis, y se lavo la fase inferior dos
veces con 3 ml de C/M/H,O (3:48:47), repitiendo el proceso anterior. Se evaporé a
sequedad con el rotavapor la fase inferior resultante.

El extracto obtenido se sometié por segunda vez a una cromatografia de
adsorcion en acido silicico para eliminar los posibles restos de acidos grasos (figura
24).
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EXTRACTO LIPIDICO

Resuspender en C/M 2:1. Afadir KCl al 0.2%
Agitar a 4° C. 1100xg, 10 min, 4° C

!

Fase superior

!

Fase inferior

Anadir Metanol y KCI 0.2%
Repetir proceso

i

—— Fase superior

!

Fase inferior

Anadir Metanol y H,0
Repetir proceso

l

v

Fases superiores

Fase superior

!

Fase inferior

Evaporar
Cromatografia en
acido silicico

v

EXTRACTO CRUI?O DE
GLICOESFINGOLIPIDOS
NEUTROS
Hidrdlisis alcalina

Folch

Cromatografia en
acido silicico

oooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

GLICOESFINGOLIPIDOS
NEUTROS

. o
ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Figura 24. Esquema de la obtencion y purificacion de los glicoesfingolipidos neutros.
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2.7.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE
GLICOESFINGOLIPIDOS NEUTROS

Los glicoesfingolipidos neutros individuales se separaron mediante
cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC), en placas de silicagel 60 de
0.1 mm de espesor y de un tamafio de 10x10.

Se utilizé como liquido de desarrollo C/M/H,0 60:35:8 (v/v). La cromatografia se
llevé a cabo a una temperatura constante de 20-22°C.

Para llevar a cabo el revelado, se pulverizé la placa con orcinol y se calenté a
100°C durante 5 minutos en una estufa (apartado 2.6.3.2.). Las bandas
correspondientes a los glicoesfingolipidos neutros aparecieron de color azul-morado.

La identificacion de los glicoesfingolipidos neutros se llevd a cabo por
comparacion de su movilidad relativa (Rf) con la de los glicoesfingolipidos del patrén.

La cuantificacién total y relativa de cada glicoesfingolipido neutro se llevd a cabo
por densitometria en un densitémetro Shimadzu CS9000 leyendo las bandas a una

longitud de onda de 515 nm.

2.7.2.1. Valoracion de glicoesfingolipidos neutros

Para cuantificar los glicoesfingolipidos neutros totales contenidos en la leche de
oveja se utilizé un método indirecto que fue descrito por Rosengren et al. en 1987 para
la valoracion de glicolipidos neutros en cerebro. Consistid en depositar una cantidad
conocida de patrén (glucosilceramida) y wuna cantidad de la muestra de
glicoesfingolipidos neutros a valorar en una placa de HPTLC que se desarrollo
utilizando C/MH,0O 60:35:8 (v/v). Después se revelo con orcinol, tal y como se describe
en el apartado anterior y se comparé el area de los picos de los glicoesfingolipidos

neutros de la muestra con el area del patrén, en el densitograma correspondiente.

2.7.2.2. Inmunodetecciéon de glicoesfingolipidos neutros en

placa

De la misma manera que ocurre con los gangliésidos, no es facil encontrar
anticuerpos comerciales contra glicoesfingolipidos neutros, por tanto sélo pudimos

probar un anticuerpo contra galactosilceramida (tabla 11).
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Tabla 11. Anticuerpos utilizados contra glicoesfingolipidos neutros.

Anticuerpo Tipo de lg Antigeno Origen

Anti-Galactocerebrésido  1gG3 Galactosilceramida Europa Bioproducts

Para ello procedimos como ya hicimos en el caso de los gangliésidos (apartado
2.6.3.2.).

2.7.2.3. Pruebas enzimaticas

También llevamos a cabo varias pruebas enzimaticas para la identificacion de
los glicoesfingolipidos neutros. Usamos una a-galactosidasa que deberia actuar sobre
el Gb3, hidrolizando la galactosa terminal, y formando asi lactosilceramida; y una -N-
acetilglucosaminidasa que deberia actuar sobre el Gb4 hidrolizando la N-

acetilgalactosamina terminal, formando Gb3 (figura 25).

a-galactosidasa S-N-acetilglucosaminidasa
“Tp fosfato-citrato 50 mM pH 6.5 -Tp citrato 5 0 mM pH 4.2 conteniendo 0.1%
-Enzima taurf)déoxzco&zto
-Enzima

-Glicoesfingolipidos neutros
Glicoesfingolip -Glicoesfingolipidos neutros

7 Mantener durante 24 h a 37°C 7

Mantener durante 24 h a 37°C

Figura 25. Protocolo de las pruebas enzimaticas.

Una vez llevadas a cabo las reacciones enzimaticas lavamos la mezcla de
reaccion con 4 volumenes de C/M 2:1 (v/v), formandose dos fases. Lavamos la fase
inferior dos veces con C/M/H,0 3:48:7 (v/v). La fase inferior obtenida, que contenia los
glicoesfingolipidos neutros, se evapord a sequedad y quedo lista para su utilizacion.
Se realizaron cromatografias en capa fina de alta resolucion para establecer las
diferencias en las cantidades de glicoesfingolipidos neutros presentes antes y después

del proceso de hidrolisis.
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2.7.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS

Para la determinacion del contenido de acidos grasos se partio de 50 pg de
glicoesfingolipidos neutros que se evaporaron a sequedad en un vial con cierre de
teflon. A continuacion se le afiadieron 300-400 ul de metanol/HCI 0.5 M, con objeto de
separar los acidos grasos de los glicoesfingolipidos neutros en forma de ésteres
metilicos, se resuspendieron empleando una pipeta Pasteur y un bafio de ultrasonidos,
y se mantuvieron en estufa a 80°C durante 20 h. Después de enfriar a temperatura
ambiente, se procedid a la extraccion de los ésteres metilicos con hexano. Para ello,
se anadieron al metanolizado 1.5 ml de hexano, se agitdé vigorosamente y se
centrifugd 5 min a 405xg. La fase superior, que contiene los ésteres metilicos, se pasé
a un vial pequefio y a la fase inferior se le afiadieron 1.5 ml de hexano repitiéndose de
nuevo el proceso descrito anteriormente. Las fases superiores se evaporaron con No,
se resuspendieron en isooctano y los ésteres metilicos se identificaron y se
cuantificaron mediante cromatografia de gases en un cromatdgrafo Shimadzu G17A
equipado con una columna capilar TRACSIL TR-WAX (30 m x 0.25 mm x 0.25 um)
acoplado a un espectrometro de masas Shimadzu MS QP 5000 del Servicio de
Espectrometria de Masas de la Universidad de Salamanca. Las condiciones de trabajo
fueron: T? inyector, 210°C; T2 detector, 240°C. El programa empleado: T2 inicial, 130°C
durante 3 min; de 130 a 190°C un incremento de 15°C/min; de 190 a 230° C un
intervalo de 2°C/min; finalmente 25 min a 230°C.

El sistema proporciona un cromatograma con una serie de picos que
corresponden cada uno de ellos a un éster metilico de un acido graso. Los diferentes
picos se identificaron mediante sus espectros de masas caracteristicos. Los resultados

de la cuantificacidon se expresan en % (razén molar) (figura 26).
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EXTRACTO CRUDO DE
GLICOESFINGOLIPIDOS NEUTROS

Evaporar a sequedad con N,
Anadir metanol/HCI, resuspender

20 h, 80° C
Enfriar a T? ambiente

Afiadir hexano
Y Agitar, 405xg, 5 min

l l

Fase superior Fase inferior

Afadir hexano
Agitar. 405xg, 5 min

l l

— Fase superior Fase inferior

Evaporar con N,

v

Esteres metilicos de acidos grasos (FAME)

100 pl isooctano

Resuspender

Pasar a viales de cristal

Evaporar bajo N,

Resuspender en 10 ul de isooctano

Cromatégrafo de gases/Espectrometro de masas
(GC/MS)

Figura 26. Esquema de la metanolisis de glicoesfingolipidos neutros.
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2.8. FOSFOLIPIDOS

De la misma manera que se hizo con los gangliésidos y glicoesfingolipidos
neutros, el primer paso fue la obtencién de los fosfolipidos para posteriormente

proceder a su valoracion y estudiar sus acidos grasos.
2.8.1. OBTENCION DE FOSFOLIPIDOS

La obtencion de los fosfolipidos se realizé a partir de la fase inferior resultante
del sistema de particiones de Folch-Pi que se llevd a cabo para obtener los

gangliosidos. La fase inferior se evaporo a sequedad con el rotavapor (figura 27).
2.8.2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE FOSFOLIPIDOS

La cuantificacion de los fosfolipidos totales se llevd a cabo por la técnica de
valoracion del fosforo (Rouser et al, 1970). Para ello se sometido la muestra de
fosfolipidos a una hidrdlisis acida con HCIO,4 al 70% a 190°C durante 45 minutos, para
liberar el fosforo de los fosfolipidos. Transcurrido este tiempo se paré la reaccion con
700 pl de H,O y se valoro el fésforo inorganico liberado de forma colorimétrica. Para
ello se afiadieron 100 pyl de molibdato amédnico, se agitd, se afiadieron 100 ul de
vitamina C y se agité de nuevo. Se calenté 5 minutos al bafio maria y se enfrié. Se
centrifugd para eliminar el silicagel. Se obtuvo un cromdéforo azulado cuya absorbancia
se midié en un espectrofotdmetro a 797 nm. La cantidad de fosfolipidos se obtuvo al
multiplicar por 25 el valor de fésforo obtenido en la muestra ya que 1 ug de fésforo

lipidico procede de 25 nug de fosfolipidos, tal como indicaron Barber y Jamieson (1970).

Para llevar a cabo la separacién cromatografica de los fosfolipidos individuales y
para el estudio de sus &cidos grasos, los fosfolipidos totales se purificaron
previamente mediante TLC (se eliminan restos de lipidos conteniendo acidos grasos).
Para ello sometimos la muestra a una cromatografia en capa fina (TLC)
unidimensional que se llevé a cabo en placas de silicagel 60 de un tamafo de 5x20
cm. Se utilizé6 como liquido de desarrollo éter petréleo/éter etilico/acido acético 85:15:2
(v/v) (Astaire et al., 2003). El revelado se llevé a cabo con vapores de yodo. Con esta
técnica los fosfolipidos quedan localizados en el depédsito de la placa (no se

desplazan), mientras que el resto de lipidos, como pueden ser colesterol y
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triacilgliceroles, son arrastrados por el frente. A continuacién se raspo el depésito
donde estaban situados los fosfolipidos y se realizaron sucesivos lavados con C/M 2:1

(v/v) para extraerlos del silicagel.

EXTRACTO LIPIDICO

Resuspender en C/M 2:1. Afadir KCl al 0.2%
Agitar a 4° C. 1100xg, 10 min, 4°C

l l

Fase superior Fase inferior
Afiadir Metanol y KCI 0.2%
Repetir proceso
—— Fase superior Fase inferior
Anfadir Metanol y H,0
Repetir proceso
Fase superior Fase inferior
v TLC

Fases superiores

Figura 27. Esquema de la obtencién de fosfolipidos.

Seguidamente se llevd a cabo la separacién de los fosfolipidos mediante una
cromatografia en capa fina bidimensional, que es la forma mas habitual de separar los
fosfolipidos.
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La cromatografia en capa fina (TLC) bidimensional, se llevd a cabo en placas de
silicagel 60 de un tamafio de 10x20 cm. Las placas se desarrollaron en una primera
direccion utilizando como liquido de desarrollo C/M/NH3/H,O 60:36:3.7:3.7 (v/v).
Cuando el frente alcanzé la parte superior de la placa, ésta se extrajo de la cubeta y se
dej6é secar a temperatura ambiente. Para asegurar una mejor separaciéon de los
fosfolipidos, la placa se volvié a someter al mismo liquido de desarrollo por segunda
vez, se dejo secar a temperatura ambiente hasta que desaparecio el olor a amoniaco
por completo, desarrollandose entonces en una segunda direccién perpendicular a la
anterior utilizando como liquido de desarrollo C/M/acido acético/H,O 90:40:12:2 (v/v)
(Broekhuyse, 1969). Para llevar a cabo el revelado, se pulverizé la placa con el
reactivo Phospray, y se dejo a temperatura ambiente hasta que aparecieron las
manchas azules correspondientes a los fosfolipidos individuales. La identificacion de
los fosfolipidos se llevd a cabo por comparaciéon de su movilidad relativa (Rf) con la de

fosfolipidos patrén.

Como la cromatografia en capa fina bidimensional no separa PS y PI, sometimos
una muestra de fosfolipidos purificados a una cromatografia en capa fina
unidimensional utilizando un liquido de desarrollo que permite la separacién de cada
fosfolipido individual. El liquido utilizado fue: C/M/acido acético/H,O 50:37.5:3.5:2 (v/v)
(Fried, 1996).

Posteriormente se rasparon cada una de las manchas obtenidas tanto en la
cromatografia bidimensional como en la unidimensional para obtener los fosfolipidos
de forma individual. La cuantificacion de los fosfolipidos individuales se llevé a cabo
por la técnica de valoracion del fosforo, como se hizo con los fosfolipidos totales. Los

fosfolipidos asi obtenidos se utilizaron también para el estudio de sus acidos grasos.

2.8.3. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS DE
LOS FOSFOLIPIDOS TOTALES E INDIVIDUALES

Esta determinacién esta basada en el procedimiento utilizado por Martin-
Valmaseda et al. (1998). En primer lugar se procedié a la formacion de ésteres
metilicos de los acidos grasos, que se llevo a cabo segun el método de Mefcalfe et al.
(1966), a excepcidn de la esfingomielina, para la que el procedimiento utilizado fue el
mismo que el de los glicoesfingolipidos neutros (apartado 2.7.3.) ya que ésta es un

esfingofosfolipido.
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En primer lugar se disolviéo la muestra correspondiente en 1 ml de éter de
petroleo. Se afadieron 750 ul de BFs;-metanol. Se proporciond una atmdsfera de
nitrégeno, se agitdé y se incubd a 100°C durante 45 minutos. Pasado este tiempo se
enfrid en hielo y se paré la reaccién con 500 uyl de H,O destilada. Se agité y se
centrifugd a 2500 r.p.m. La fase superior que contiene los ésteres metilicos, se paso a
un vial pequefio y a la fase inferior se le anadieron 500 pl de éter de petroleo. Se agitod
y se centrifugd a 2500 r.p.m. La fase superior se recogié en el mismo vial. Las fases
superiores se evaporaron con nitrdgeno, se resuspendieron en isooctano y se
identificaron mediante cromatografia de gases como ya se ha descrito anteriormente
(apartado 2.7.3.).

2.9. OLIGOSACARIDOS

Los oligosacaridos se obtuvieron a partir de la leche, se purificaron y se

analizaron mediante HPTLC.

2.9.1. OBTENCION DE OLIGOSACARIDOS

Para la obtenciéon de los oligosacaridos partimos de la leche liofilizada
reconstituida en agua. Se centrifugé a 6500xg durante 20 minutos a 4°C. La grasa de
la leche, que se quedd en la parte superior formando una pelicula compacta, se
elimind. El suero de la leche se filtr6 a través de lana de vidrio para eliminar los restos
de grasa que pudieran quedar. Al filtrado resultante se le afiadié un volumen igual de
etanol concentrado frio y se mantuvo durante 2 horas en hielo y en agitacion. Tras las
2 horas se centrifugd a 6500xg durante 1 hora a 4°C. Se recogieron los
sobrenadantes. El precipitado se lavd con etanol frio al 66% y se centrifugd otra vez a
6500xg durante 1 hora a 4°C. Se recogieron los sobrenadantes junto con los
anteriores. Posteriormente se evaporé el etanol en el rotavapor y se liofilizé el residuo.
Después se resuspendié la muestra en agua destilada y se filtré a través de un filtro de
acetato de celulosa de 0.45 um. A continuacion se inyecto la muestra en una columna
de Sephadex (HiPrep 26/10 Deslting). La columna se lavé con agua durante 2 horas a
un flujo de 0.60 ml/hora. Recogimos el intervalo de fracciones que contienen los

oligosacaridos y desechamos las que contenian la lactosa (figura 28).
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LECHE LIOFILIZADA
l Reconstituir en H,0O
Muestra reconstituida

6500xg, 20 min, 4°C
Filtrar en lana de vidrio

l l

Grasa Suero

Etanol conc. frio, 2 h en hielo
6500xg, 1 h, 4°C

l o

Sobrenadante Precipitado
Etanol 66% frio
6500xg, 1 h, 4°C
Sobrenadante Precipitado
v
Sobrenadante
Evaporar el etanol con
el rotavapor
V_V
Residuo
Liofilizar

v
Muestra liofilizada (oligosacaridos + lactosa)

Reconstituir en agua
Filtrar
Columna de Sephadex

l l

ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Lactosa : OLIGOSACARIDOS

.
ooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooooo

Figura 28. Obtencion de oligosacaridos
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Los oligosacéridos se congelaron para su posterior liofilizacion (Kunz et al., 1996).

2.9.2. SEPARACION E IDENTIFICACION DE OLIGOSACARIDOS

La separacion de los oligosacaridos se realizé mediante cromatografia en capa
fina de alta resolucién (HPTLC), como ya se ha descrito anteriormente, utilizando dos
liquidos de desarrollo diferentes:

- butanol/H,O/acido acético 110:45:45 (v/v)

- butanol/etanol/H,O/acido acético/piridina 5:50:15:1.5:5 (v/v)
propuesto por Kunz et al. (1996). Se obtuvieron mejores resultados con el segundo de
ellos.

La identificacion se llevé a cabo por comparacion de su movilidad relativa con la

de patrones de oligosacaridos comerciales.

La separacién de oligosacaridos también se llevé a cabo mediante cromatografia
de intercambio aniénico a pH alto con deteccion amperométrica de pulsos (HPAEC-
PAD). Estos analisis se realizaron bajo la supervision del Dr. Clemens Kunz durante
una estancia en su laboratorio en el Instituto de Ciencias Nutricionales de la
Universidad de Giessen (Alemania) a lo largo de la primavera-verano de 2007. Aqui
obtuvimos un cromatograma en el que cada pico corresponde a un oligosacarido, si
bien no pudieron ser identificados en su totalidad.

Por dltimo se intentd su identificacidon mediante espectrometria de masas, que

amablemente fue realizada por el Dr. Gottfried Pohlentz de la Universidad de Munich.

2.10. ADHESIONES BACTERIANAS

Para llevar a cabo los experimentos de adhesion bacteriana, ya fuesen las
pruebas de hemaglutinacién, o los ensayos de adhesién a glicoesfingolipidos y
oligosacaridos en placa, se utilizaron cepas enterotoxigénicas de E. coli (ETEC) y
cepas uropatogénicas de E. coli (UPEC), cedidas por el Dr. Jorge Blanco del
Laboratorio de Referencia de E. coli (Facultad de Veterinaria, Universidad de Santiago
de Compostela, Campus de Lugo). Las ETEC causan enterocolisis en terneros,
mientras que las UPEC son una causa importante de pielonefritis y cistitis en humanos
(Hull et al., 1984).

Se emplearon diferentes cepas, cuyas caracteristicas se recogen en la tabla 12.
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Tabla 12. Principales caracteristicas de las cepas de E. coli utilizadas.

Cepa Serotipo Adhesina
K99-12 08 K99
F41-15 020 F41

K99-4 0101 K99+F41 (FK)
CCB1 0101 F17/Att25

FVL3 06:H1 P
FVL25 0O2:H1 P-like

Para mayor comodidad, a partir de ahora utilizaremos, en el caso de las ETEC,

el nombre de la adhesina expresada en lugar del de la cepa.

Las bacterias se cultivaron en un incubador estatico a 37°C durante 3-5 dias en
medio liquido Mueller-Hinton (tabla 13) (Blanco y Blanco, 1993). Al ser éste un medio
rico, las bacterias no expresan las fimbrias. Posteriormente las ETEC se sembraron en
placas de agar-Minca con Isovitale X (tabla 13) (Guinee et al., 1977) y las UPEC se
sembraron en placas con agar-CFA (tabla 13) y se incubaron a 37°C durante una

noche para conseguir asi la expresion de fimbrias.

Tabla 13. Composicion de los diferentes medios de cultivo utilizados.

COMPOSICION DE LOS MEDIOS

Mueller-Hinton 21 g de medio Mueller-Hinton en 1 | de agua ultrapura. Autoclavar.

Agar-Minca 1 g de casaminoacidos + 1.36 g de KH,PO, + 17.2 g de Na,HPO,4(12H,0)
+ 15 g de agar + 1 ml de solucion de sales traza', en un litro de agua
ultrapura. Autroclavar. Dejar enfriar y cuando esté a 45-50°C afiadir 10 ml
de BBL IsovitaleX.

Agar-CFA 10 g de casaminoaciedos + 1.5 g de extracto de levadura + 20 g de agar +

1 ml de solucién de sales traza®, en un litro de agua ultrapura. Autoclavar.

'Solucion de sales traza (Agar-Minca): 1 g de MgS04(7H20) + 0.1 g de MnClIy(4H,0) + 13.5 mg de
FeCl3(6H20) + 42 mg de CaClx(3.5H20), en 100 ml de agua ultrapura.
2Solucion de sales traza (Agar-CFA): 10.2 g de MgSO4(7H20) + 0.8 g de MnCl»(4H20), en 100 ml de agua

ultrapura.
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Ademas se realizaron controles negativos para la expresion de fimbrias
incubando las bacterias a 18°C durante una noche tal y como describieron

Kyogashima et al. (1989).

La cantidad de bacterias se expresa como unidades formadoras de colonias
(UFC). Los valores aproximados de UFC utilizados en cada experimento se obtuvieron
a partir de rectas de calibrado que relacionan la absorbancia a 650 nm de una
determinada dilucion con el niumero de UFC.

Para la elaboracién de estas rectas se hicieron una serie de diluciones de las
bacterias recogidas de un cultivo en medio sdélido y tras sembrar las diferentes
diluciones se mantuvieron a 37°C toda la noche. Tras ello se contaron las colonias
correspondientes a cada dilucién y se corrigié el numero de UFC multiplicando por los

factores de correccion correspondientes (n° de dilucién y volumen inicial recogido).

Segun estas rectas establecimos las siguientes relaciones:

N° UFC (en una

Cepa
placa Petri sin diluir)
K99 5.36x10"
F41 4.49x10"
FK 2.18x10°
Att25 1.57x10"
FVL25 4.00x10"
FVL3 1.10x10"

Una de las formas mas utilizadas para comprobar que las bacterias han
expresado fimbrias es observar su capacidad para aglutinar eritrocitos (Evans et al.,
1979). La hemaglutinacién se produce debido al reconocimiento de los glicanos de la
membrana de los eritrocitos por parte de las adhesinas bacterianas.

Las cepas de E. coli utilizadas presentan pilus de tipo 1 en superficie cuya
capacidad hemaglutinante es sensible a manosa (Blanco, comunicacion personal). Por
este motivo realizamos nuestros experimentos en presencia de manosa al 3% con la

intencion de que la capacidad hemaglutinante observada fuese sélo la debida a la
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expresion de las adhesinas fimbriales caracteristicas de cada una de las cepas y no a

los pilus tipo 1.

Desde hace mucho tiempo se conoce la capacidad hemaglutinante de las
fimbrias K99 con respecto a los eritrocitos de caballo (Lindahl y Wadstrom, 1984). Por
ello decidimos utilizar para nuestros ensayos eritrocitos de caballo y dado que nuestro
estudio tiene como base la leche de oveja, decidimos utilizar también eritrocitos de

ovino.

La sangre de ovino fue proporcionada por el Matadero Comarcal ASOCARSA
S.A. (Salamanca), y recogida en recipientes conteniendo 25 ml de anticoagulante
citrato/fosfato/glucosa/adenina (CPD-A,) (15 mM acido citrico, 88 mM citrato sdédico,
16 mM fosfato monisédico, 140 mM glucosa y 2 mM adenina) (Scout y Slichter, 1980).
La sangre recogida se transportd en hielo hasta el laboratorio y se centrifugé a 600xg
durante 15 min para sedimentar los eritrocitos y separarlos del plasma, rico en
plaguetas y leucocitos, que fue desechado. Los eritrocitos se lavaron 2-3 veces
consecutivas con 5 volumenes de tampdn PBS y se centrifugaron a 1200xg durante 10
min. Tras desechar el sobrenadante, los eritrocitos se resuspendieron en solucion PBS
a una concentracion del 5%.

Los eritrocitos del caballo fueron enviados gentilmente por el Laboratorio de
Grupos Sanguineos, Servicio de Cria Caballar (Cérdoba) y fueron procesados de la
misma manera.

Las bacterias se crecieron en placas de agar-Minca (o agar-CFA, dependiendo
de la cepa) y como se describe anteriormente a 37°C durante toda la noche. Después
se recogieron en 1 ml de PBS y se realizaron diferentes diluciones dado que la
concentracién inicial de bacterias era tan grande que provocaba una hemaglutinacion

no susceptible de inhibicion.

2.10.1. ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION

Se buscé siempre la dilucién bacteriana que contenia un n° de UFC/ml
suficientes para hemaglutinar pero que también nos diese la posibilidad de realizar los
ensayos de inhibicién de la hemaglutinacién con los diferentes compuestos utilizados.
Nos parecié conveniente utilizar tres diluciones distintas de cada cepa en los ensayos,
para asi observar con mayor claridad la eficacia de los distintos compuestos a la hora

de inhibir la hemaglutinacion.
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En concreto, se estudié la capacidad de inhibicion de la hemaglutinaciéon de
oligosacaridos de leche de oveja y de dos patrones comerciales, la 3’-sialillactosa y la
galactosila1-3lactosa.

Se utilizé la cantidad de 25 pg/pocillo de oligosacaridos, 3’-sialillactosa y
galactosillactosa, respectivamente.

Para estos ensayos se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo cénico. Una vez
preparados los eritrocitos y las bacterias, el protocolo que se siguiod para realizar los

ensayos de hemaglutinacion fue el que se muestra en la figura 29.

HEMAGLUTINACIONES (Blanco y Blanco, 1993)

1. Afiadir en las placas:

a. 25 ul PBS man 9% en todos los pocillos

b. 25 ul PBS por pocillo en los controles negativos

0
25 ul del supuesto inhibidor de hemaglutinacion

2. Agitar 10 min a 4°C
3. Afiadir 25 pl de la suspension bacteriana
4. Agitar 10 min a 4°C
5. Afiadir 25 ul de la dilucion de eritrocitos al 5% en PBS
6. Agitar 10 min a 4°C
7. Mantener unas horas a 4°C hasta observar los resultados 7

Figura 29. Protocolo de hemaglutinacién.

2.10.2. ENSAYOS DE INMUNODETECCION EN PLACA

Para estudiar la posible adhesion de las distintas cepas de E. coli a
determinados compuestos de interés presentes en la leche de oveja utilizamos la
técnica de adhesién en placa, que fue desarrollada hace algunos anos y ha sido
utilizada con numerosas especies bacterianas (Karlsson y Stromberg, 1987).

En primer lugar se deposité la muestra en una placa de HPTLC de aluminio en
una cantidad aproximada de 4 ug. Seguidamente se corri6 la placa en el liquido de
desarrollo correspondiente:

-Gangliésidos: C/M/H,0 50:45:10 (v/v) conteniendo Cl,Ca 0.02%
-Glicoesfingolipidos neutros: C/M/H,0 60:35:8 (v/v)
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-Oligosacaridos: butanol/etanol/H,O/acido acético/piridina 5:50:15:1.5:5
(v/v)

La placa se plastifico tal y como se ha descrito en el apartado 2.6.3.2.

Las bacterias se sembraron en placas Petri segun lo descrito anteriormente y se
incubaron toda la noche a 37° C. Al dia siguiente se recogieron en 1 ml de PBS y se
resuspendieron en la solucion de bloqueo (BSA al 2% en PBS) hasta una densidad
bacteriana de 1x10° UFC/m.

La placa se mantuvo en solucién de bloqueo durante 1 h en agitacion suave.
Seguidamente se incubd durante 2 h con la solucién bacteriana. Se lavo 4 veces
durante 5 minutos con PBS y después se incubd durante 1 h con un anticuerpo contra
E. coli. Se repitieron los lavados con PBS y se incubé entonces con un anticuerpo anti
IgG biotinilado. Tras los lavados con PBS se realiz6 una ultima incubacién con
Estreptavidiana-fosfatasa alcalina. Se realizaron los lavados con PBS y se revel6 la

placa con el sustrato FAST-BCIP. Se lavé con agua y se dejé secar (figura 30).

ADHESION DE E. coli A Gg/GLN/OLIGOSACARIDOS

1. Depositar la muestra en una placa HPTLC de aluminio

2. Desarrollar la placa en el liquido apropiado

3. Plastificar con PIBMC 0.1%. Secar una h y plastificar los bordes con PIBMC 1%. Dejar secar toda
la noche

4. Bloquear la placa con BSA al 2% en PBS durante 1 h en agitacién suave

5. Incubar con la solucion bacteriana durante 2 h en agitacién

6. Lavar 4 veces con PBS

7. Incubar con anti-E. coli en dilucion 1:75 en BSA 2% en PBS durante 1 h en agitacion

8. Lavar 4 veces con PBS

9. Incubar con anti-IgG biotinilado en dilucion 1:1000 en BSA 2% en PBS durante 1 h en agitacion

10. Lavar 4 veces con PBS

11. Incubar con el complejo Estreptavidina-fosfatasa alcalina, en dilucion 1:1000 en BSA 2% en PBS
durante 1 h en agitacion

12. Lavar 4 veces con PBS

13. Revelar con FAST-BCIP

14. Lavar con agua y secar 7

Figura 30. Protocolo de adhesién de E. coli a diferentes compuestos en placa.
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La composicidon general de la leche de oveja, incluyendo el contenido de
proteinas, grasa, carbohidratos, iones, etc, se conoce desde hace mucho tiempo. Se
conocen también los cambios en la composicion debidos a la etapa de la lactacion, la
raza, la alimentacién, la época del afo, el numero de partos, etc. Sin embargo, no se
encuentran muchos datos en la bibliografia acerca del contenido de compuestos
minoritarios como fosfolipidos, esfingolipidos, oligosacaridos y otros. Estos
compuestos estan adquiriendo en los ultimos afios una gran relevancia por su posible
participacion como factores nutricionales y funcionales.

Por todo lo expuesto anteriormente, decidimos llevar a cabo un estudio
pormenorizado del contenido de fosfolipidos, glicoesfingolipidos y oligosacaridos de la
leche de oveja. Ademas, se ha prestado una atencidn especial al contenido de acidos
sialicos y acidos grasos de estos compuestos debido a su importante papel en
numerosos procesos bioldgicos.

Algunos de los datos que se presentan en este trabajo se describen por primera
vez en la leche de oveja por lo que no ha sido posible su comparacién con otros datos
similares de la bibliografia. Por ello, se ha hecho necesaria la comparacion de los
resultados con los obtenidos en la leche de otros rumiantes que, aunque cercanos
filogenéticamente, presentan diferencias sustanciales. Como ejemplo ilustrativo
podemos sefalar la presencia de gangliésidos de la serie b en la leche de cabra que

sin embargo no aparecen en la leche de vaca u oveja.

3.1. EXTRACTO SECO

Las muestras valoradas tienen un extracto seco que varia entre el 17.8% vy el
18.8%, con un valor medio de 18.3+0.4% expresado como gramos de extracto seco
por 100 gramos de leche (p/p). Este dato seria equivalente al 18.9%, expresado como
gramos de extracto seco por 100 ml de leche (p/v). El valor medio obtenido en nuestro
estudio coincide con el recogido por el “Cuerpo Nacional Veterinario” para la leche
producida por la raza Assaf (principal en nuestro trabajo) que es del 18.0%. Este dato
también esta en consonancia con los aportados por diferentes autores en varios
estudios con leche de oveja.

La leche de oveja es mas rica en grasa, proteinas y enzimas que la leche de
vaca, lo que contribuye a que tenga un extracto seco mayor. Juarez et al. (1984) dan

un valor del 17.9% para la leche de oveja y del 11.4% para la de vaca. Ganguli (1971)



96 Capitulo 3

recopila datos de varios autores que oscilan entre el 17.9% y el 20.7% para la leche de
oveja.

También encontramos datos en la bibliografia que varian en funcién de la raza y
del estado de la lactacion. En cuanto a la raza, encontramos valores entre 16.4% y
20.0%. Observamos de nuevo que nuestro valor se encuentra dentro de este rango y
destacamos que en la bibliografia encontramos un valor de 18.4% para la raza East-
Friesian, lo cual es coherente con nuestros resultados ya que la raza de nuestro
estudio procede de un cruce de East-Friesian con Awassi, como ya se describid
anteriormente. En cuanto al estado de la lactacién, se han encontrado algunos datos
que sugieren un aumento del extracto seco en el transcurso de la lactacion. Esto seria
debido a que a lo largo de este proceso, el volumen de leche secretado disminuye,
pero no los componentes que forman parte de ella. Para la raza Awassi se dan valores
que varian entre el 14.0% y el 18.0% entre los meses 1y 3 de lactacion.

Comparando los valores del extracto seco de la leche de oveja con la de otros
rumiantes, podemos observar que éste es superior al encontrado para la vaca por
Williams et al. (1976), un 12.1% o al 11.4% aportado por Juarez et al. (1978). La leche
de oveja también presenta un extracto seco algo superior al de la cabra, que varia
entre 11.3-15.0% segun un resumen de varios autores recogido por Parkash and
Jennes (1968). El dato obtenido por Prieto (2004) para la leche de cabra es algo
superior, 17.1%, bastante préximo al obtenido en el presente estudio para la leche de

oveja.

3.2. GRASA

Las muestras de leche valoradas presentan unos porcentajes de grasa que
oscilan entre el 7.1% y el 7.6%, con un valor medio de 7.2+0.2%, expresado como
gramos de grasa en 100 gramos de leche. Este dato seria equivalente a 7.5%
expresado como gramos de grasa en 100 ml de leche.

La grasa se encuentra en forma de glébulos, que en la leche de oveja tienen un
didmetro medio de 3.3 um. La grasa es el constituyente de la leche de oveja con un
rango de variacion mas amplio, sin embargo, tiene unas constantes fisicas y quimicas
que permiten caracterizarla y diferenciarla de la leche de vaca.

Juarez et al. (1978) encuentran un valor de 7.5% para la leche de oveja. Ganguli
(1971) describe un rango de variacion del 5.3% al 8.3%. También se encuentran datos

que oscilan dependiendo de la raza, desde 5.8% a 7.7% con un valor de 7.1% para la
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East-Friesian. Williams et al. (1976) aportan valores de 7.8% a 8.4%. Estos valores
son superiores a los descritos para la leche de vaca, para la que este mismo autor da
un valor de 3.5%. Juarez et al. (1978) aportaron un dato muy similar, 3.2%. La leche
de oveja también supera a la leche de cabra en su contenido graso, ya que ésta ultima

posee entre un 3.0% y un 5.5% (Parkash and Jenness, 1968).

3.3. SIALOGLICOCONJUGADOS

3.3.1. ESTUDIO DE LOS ACIDOS SIALICOS DE CADA UNA DE LAS
FRACCIONES DE SIALOGLICOCONJUGADOS

3.3.1.1. Acidos sialicos totales.

El valor de acidos sialicos totales de nuestras muestras varia entre 193.5y 221.1
mg/kg de leche, con un valor medio de 207.8+10.4 mg/kg de leche, que equivaldria a
215.5 mg/l. No encontramos en la bibliografia muchos datos con los que poder
comparar, ya que aunque varios autores han estudiado la leche de oveja, no hay
muchos datos sobre los constituyentes minoritarios de ésta, tales como los
ganglioésidos y otros sialoglicoconjugados. A pesar de ello, existen algunas referencias.
Morrisey (1973) apunt6 un contenido en &cidos sialicos de 100 mg/l de leche fresca
perteneciente al periodo de lactacion media, valor que se corresponde practicamente
con la mitad del obtenido en el presente estudio. Estas diferencias pueden ser debidas
al estado de lactacion, pero no podemos excluir otros factores, tales como la raza, la
alimentacion, el ordefio o la metodologia empleada en las determinaciones. En el
trabajo de Puente et al. (1995) encontramos datos mas parecidos a los nuestros, con

un valor de 228.6 mg/kg en el dia 60 de lactacion.

Si comparamos los valores obtenidos para la leche de oveja con los recogidos
en la bibliografia para otros rumiantes, aquellos son inferiores a los 302 mg/kg
encontrados en cabra en un estudio anterior llevado a cabo por Prieto (2004). Un dato
mas cercano es el dado por Puente et al. (1996), de 229 a 242 mg/kg en leche de
cabra de gran mezcla. Los valores obtenidos para la leche de oveja son ligeramente
superiores al aportado para la leche de vaca por Morrisey (1973) y que se corresponde
con 177 mg/l. Sin embargo, son ligeramente inferiores al encontrado por Martin et al.

(2001) que es de 230 mg/kg. Con respecto a la leche humana, ésta presenta un valor
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de 525.8 mg/l (Martin-Sosa et al., 2004b), muy superior al obtenido para la leche de

oveja.
3.3.1.2. Acidos sialicos unidos a oligosacaridos.

El valor de acidos sialicos unidos a oligosacaridos de las muestras de oveja
estudiadas oscila entre 43.9 y 78.9 mg/kg, con un valor medio de 57.3+14.5 mg/kg,
que equivaldria a 59.3 mg/| (tabla 14 y figura 31).

Tabla 14. Contenido de acidos sialicos en cada una de las fracciones de sialoglicoconjugados

(mg/kg).

ASO ASG ASC ASL
57.3+145 120.1:904 30.5+44 30.0+0.9
AS/AST' 27.4 58.0 14.5 15.2

Los datos representan la media de seis determinaciones.
'Los valores representan el porcentaje de los acidos sialicos de cada fraccion con respecto al

contenido total de acidos sialicos de las muestras.

140+

120+
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Figura 31. Contenido de acidos sialicos en cada una de las fracciones de sialoglicoconjugados.
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En la bibliografia no encontramos ningun estudio sobre la composicion de la
leche de oveja que refleje el contenido en acidos sialicos unidos a oligosacaridos.
Teniendo en cuenta que la cabra es un animal cercano a la oveja, si podemos
comparar estos datos con los obtenidos para la leche de cabra en el trabajo de Prieto
(2004). La cabra tiene un valor medio de acidos sidlicos unidos a oligosacaridos de
103 mg/kg, valor absoluto superior al de la oveja; pero el porcentaje de acidos sialicos
unidos a oligosacaridos con respecto a los acidos sialicos totales es de 34.4%, valor
no muy diferente al obtenido en el presente estudio para la leche de oveja, que es de
27.4%.

También encontramos datos acerca del contenido en acidos sialicos unidos a
oligosacaridos de la leche de vaca y humana. La leche de oveja se encuentra en una
situacion intermedia con respecto a las dos anteriores. Su contenido es superior al de
la leche de vaca, para la que se han dado valores de 14 mg/l (Carlson,1985), 32.5
mg/kg (Martin et al., 2001) y 33 mg/kg (Martin-Sosa et al., 2003). Sin embargo, la
leche de oveja presenta valores muy inferiores a los obtenidos para la leche humana,
para la cual Martin-Sosa et al. (2003) dan un valor de 365 mg/kg y estos mismos
autores en un trabajo posterior (Martin-Sosa et al., 2004b) aportan un dato de 411.2
mg/l.

La leche humana tiene un alto contenido de oligosacaridos, de 12 a 14 g/l en
leche madura, siendo los valores en calostro de 20 a 23 g/l (Coppa et al., 1999). La
leche de vaca tiene un contenido bastante inferior, de 0.7 a 1.2 g/l en calostro (Veh at
al., 1981). En la leche humana se han aislado mas de 130 oligosacaridos complejos
mientras que en un estudio de Gopal and Gill (2000) se han descrito 10 oligosacaridos
sialilados y 8 neutros en leche bovina y calostro. Se considera que la leche humana es
la Unica con éste elevado contenido en oligosacaridos complejos fucosilados y
sialilados (Kunz et al., 1999).

El calostro de oveja contiene oligosacaridos neutros o3’-, B3’- y p6’-
galactosillactosa, muy poco abundantes en la leche humana y de vaca y 3’-sialillactosa
(NeuAc) y 3’- y 6’-sialillactosa conteniendo NeuGc mas habituales en la citadas leches
(Urashima et al., 1989 y 2001; Nakamura et al., 1998). Este contenido es mas parecido
al del calostro de cabra que al humano o de vaca. No se han encontrado datos en la
bibliografia acerca del contenido de oligosacaridos de la leche madura de oveja.

La cantidad de lactosa de la leche de oveja es muy similar a la de vaca, en torno
al 4,3% (Juarez et al., 1984) y 4.4% (Juarez et al., 1978) respectivamente, pero inferior
a la de la leche humana, que es del 6.5% aproximadamente. Precisamente el hecho

de que la leche humana contenga mayor cantidad de lactosa podria ser responsable
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de la presencia de mas acidos sidlicos unidos a oligosacaridos en este tipo de leche.
La lactosa podria actuar como precursor de diferentes oligosacaridos que
posteriormente serian sialilados mediante las sialiltransferasas.

El porcentaje relativo de acidos sialicos unidos a oligosacaridos con respecto a
los acidos sialicos totales es del 27.4%. Como era de esperar es un dato intermedio
entre el de vaca, 9% (Carlson,1985) y el de leche humana, 80% (Martin-Sosa et al.,
2004b), y muy parecido al de la leche de cabra, 34.4% (Prieto, 2004).

3.3.1.3. Acidos sialicos unidos a glicoproteinas.

Los valores de acidos sialicos unidos a glicoproteinas oscilan entre 102.2 y
128.1 mg/kg, con un valor medio de 120.1+9.4 mg/kg, que equivaldria a 124.4 mg/l
(tabla 14 y figura 31).

Al igual que ocurre con los acidos sialicos unidos a oligosacaridos, tampoco
encontramos en la bibliografia datos correspondientes a la leche de oveja con
respecto a estos componentes. Si comparamos con los datos obtenidos para la leche
de cabra en el trabajo de Prieto (2004), la cabra tiene un valor medio de 187 mg/kg,
valor algo superior al obtenido para la oveja.

Comparando los valores obtenidos para la leche de oveja con los de leche de
vaca y humana, observamos que nuestros datos son bastante similares a los de la
vaca, 146 mg/l (Carlson, 1985), 95-139 mg/l (Nesser et al., 1991) y 132-148 mg/kg
(Martin et al., 2001). Con respecto a la leche humana, la leche de oveja presenta
valores superiores, siendo en la primera de 72.8 mg/l (Martin-Sosa et al., 2004b), 73
mg/l (Carlson,1985) y 89.6 mg/l (Wang et al., 2001).

Si analizamos el porcentaje que suponen los acidos sialicos unidos a
glicoproteinas con respecto a los acidos sialicos totales, vemos que varia entre el 48.3
y 62.1%, con un valor medio de 58.0%, valor similar al de cabra (61.7%), como se
describié anteriormente. Para la leche de vaca encontramos valores superiores, del
91.0% (Carlson, 1985), 72.0% (Nesser et al., 1991) y 80.0% (Martin et al., 2001). Para
la leche humana se han descrito valores desde 12.0-14.0% (Martin-Sosa et al., 2004b)
hasta el 35.0% (Carlson, 1985). El contenido en proteinas de la leche humana es muy

bajo, lo que explica que también el contenido en glicoproteinas sea menor.
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3.3.1.4. Acidos sialicos unidos a caseinas.

En la leche de oveja, la caseina representa alrededor del 80.0% de las proteinas
totales. A nosotros nos interesa la k-caseina, ya que es la Unica fraccion de la caseina
que contiene acidos sialicos (Jolles and Fiat, 1979). Por tanto, los resultados obtenidos
son acidos sialicos unidos a k-caseina, aunque hablemos de caseina en general. Esta
fraccion representa un porcentaje de 7.3% en oveja, 8.1% en cabra y 9.4% en vaca
(Assenat, 1991).

Se conoce tanto la secuencia completa de aminoacidos de la k-caseina ovina,
como su contenido en monosacaridos. Se han descrito tres sitios de union para
cadenas glucidicas en tres residuos distintos de treonina, y dos sitios de fosforilacion
en serinas (Moreno et al., 2000).

El caseinomacropéptido (CMP), también llamado glicomacropéptido (GMP), se
produce por hidrdlisis de la k-caseina por la accion de la quimosina y contiene todos
los carbohidratos de la k-caseina. Es uno de los componentes del suero de la leche
que se obtiene como subproducto en las industrias queseras y se le ha relacionado en
los ultimos afios con numerosas actividades biolégicas (union de enterotoxinas,
modulacion de la respuesta inmune, etc) (Miguel et al., 2007). Los principales
componentes del CMP ovino corresponden a especies asialo-aglico. La baja
proporcion de glicosilacion de las especies de CMP ovino encontrados por Moreno et
al. (2000) corrobora los descubrimientos previos del bajo contenido glucidico y de
acidos sialicos de la k-caseina ovina. La fraccion oligosacaridica del CMP ovino esta
compuesta por GalNAc, Gal y acidos sialicos, principalmente NeuGc.

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente analizamos los datos obtenidos
en el presente estudio. Los valores de acidos sialicos unidos a caseina oscilan entre
24.1 y 36.3 mg/kg con un valor medio de 30.5+4.4 mg/kg, lo que seria equivalente a
31.6 mg/l (tabla 14 y figura 31). El Unico dato encontrado en la bibliografia para la
leche de oveja es de 84 mg/l (Morrisey 1973), que seria el doble del obtenido en el
presente estudio.

Si comparamos los valores absolutos de nuestro estudio, 30.5 mg/kg, con los
obtenidos para la cabra en el trabajo de Prieto (2004), 110.5 mg/kg, vemos que son
mucho mas bajos. En otros trabajos en leche de cabra se dan valores mas similares a
los de oveja como los 32-37 mg/l de Zittle and Custer (1966) o los 28 mg/l de Morrisey
(1973). La leche de oveja tiene también un contenido mucho menor que la leche de
vaca, con valores de 120-169 mg/l (Morrisey, 1973) u 80.2 mg/kg (Martin et al., 2001).
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En leche humana se encontraron 17.3 mg/l (Martin-Sosa et al., 2004b); ésto se debe
probablemente a que en la leche humana la cantidad de caseina es mas baja.

El porcentaje relativo de acidos sidlicos unidos a caseina respecto de los acidos
sialicos de las glicoproteinas varia entre un 19.5% y un 33.1%, con un valor medio del
25.6%, mucho menor que el de cabra que es de aproximadamente un 79% (Prieto,
2004) y que el de vaca, un 48.8% (Martin et al., 2001) y similar al de la leche humana
(Martin-Sosa et al., 2004b), un 23.8%.

Teniendo en cuenta los porcentajes relativos de los acidos sialicos unidos a
caseina respecto de los acidos sialicos totales, nuestros valores oscilan entre el 12.1%
y 16.9%, con un valor medio de 14.5%, inferior al de la leche de cabra, 36.4% (Prieto,
2004) y de vaca, 48,8% (Martin et al., 2001) y 36.1% (Morrisey, 1973). En leche
humana la fraccion caseinica contiene tan sélo el 3.3% del total de los acidos sialicos
(Martin-Sosa et al., 2004b).

Si tenemos en cuenta lo descrito anteriormente, es loégico que obtengamos
menos acidos sialicos unidos a caseina, ya que la leche de oveja tiene menos «-

caseina que la de otros rumiantes y ademas esta poco sialilada.

3.3.1.5. Acidos sialicos libres.

Hemos valorado también la cantidad de acidos sialicos libres presentes en
algunas de nuestras muestras. Teniendo en cuenta la baja cantidad de acidos sialicos
libres encontrados en la leche de cabra (Prieto, 2004), entre 2.4-4.7 mg/l, y esperando
encontrar valores similares en la leche de oveja, nos sorprendié comprobar que ésta
presenta una cantidad de acidos sialicos libres bastante superior a la de cabra, con
valores que oscilan entre 29.6 y 31.3 mg/kg, con un valor medio de 30.3+0.9 mg/kg,
equivalente a 31.4 mg/l (tabla 14 y figura 31). Este valor representa un 15.2% de los
acidos sialicos totales, frente al 1.0% que representan en la cabra.

En la leche de vaca se han encontrado cantidades mas parecidas, 26-27 mg/l, lo
que supone un 12-16% del total (Martin et al., 2001). En leche humana se han
encontrado valores mas bajos, de 7-16 mg/l, un 2.0-3.5% del total (Martin-Sosa et al.,
2004b) 0 9 mg/l, un 2.9% (Wang et al., 2001).

No se conoce mucho acerca de la procedencia y funcién de los acidos sialicos
libres en la leche, pero es posible que no todos los acidos sialicos libres sean
componentes enddégenos de ésta, y que una parte de ellos se forme a partir de los
sialoglicoconjugados por accién de enzimas bacterianas (Martin et al., 2001). Por el

contrario, otros autores no consideran que los acidos sialicos libres aumenten a
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expensas de las otras formas de acidos sialicos, sino que proponen que los acidos
sialicos libres puedan ser el reflejo del estado metabdlico de los acidos sialicos de la
glandula mamaria o una reserva de acidos sialicos, ya que su concentracion disminuye
paralelamente a la de acidos sialicos unidos a glicoproteinas y a oligosacaridos (Wang
et al., 2001).

El porcentaje relativo de los acidos sialicos contenidos en cada fraccion con

respecto a los acidos sialicos totales se muestra en la tabla 14 y en la figura 32.

OASL
mASO
OASG-NC
mASC

Figura 32. Porcentaje relativo del contenido de acidos sidlicos en cada fraccién con respecto al
total. ASL: acidos sialicos libres; ASO: &cidos sidlicos unidos a oligosacaridos; ASG-NC: acidos sialicos

unidos a glicoproteinas no caseinas; ASC: acidos sialicos unidos a caseinas.

3.3.2. TIPOS DE ACIDOS SIALICOS

Para determinar los distintos tipos de acidos sialicos presentes en cada una de
las fracciones de sialoglicoconjugados de la leche de oveja, sometimos a cada una de
estas fracciones a una HPTLC. Después analizamos las placas densitométricamente
tras revelarlas con el reactivo del resorcinol. Los densitogramas obtenidos nos
permitieron comparar las proporciones relativas de cada uno de ellos.

Al analizar las placas observamos tres bandas y comparados sus Rf con los de
los acidos sialicos del patrén podemos deducir que se corresponden con el acido N-
glicolil neuraminico (NeuGc), acido N-acetil neuraminico (NeuAc) y acido 7-O-acetil N-
acetil neuraminico (7-O-acetil NeuAc) (figura 33). En la figura 34 se muestran los

densitogramas correspondientes a cada fraccion de sialoglicoconjugados.
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Figura 33. Cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC) de los acidos sialicos de

las diferentes fracciones de oligosacaridos.

A. Acidos sidlicos totales

Acidos sialicos unidos a oligosacaridos

B
C. Acidos sialicos unidos a glicoproteinas
D

Acidos sialicos unidos a caseinas

P, Patrén de acidos sialicos

1-3, Muestras de acidos sialicos totales

4-6, Muestras de acidos sialicos unidos a oligosacaridos
7-9, Muestras de acidos sialicos unidos a glicoproteinas

10-12, Muestras de acidos sialicos unidos a caseina

Figura 34. Densitogramas correspondientes a las diferentes fracciones de sialoglicoconjugados.

A. Acidos sidlicos totales

B. Acidos sidlicos unidos a oligosacaridos
C. Acidos sialicos unidos a glicoproteinas
D. Acidos sidlicos unidos a caseinas

1, NeuGgc; 2, NeuAc; 3, 7-O-acetil NeuAc
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Los datos obtenidos en nuestro estudio son muy parecidos en todas las
fracciones estudiadas, con valores que oscilan entre 70.5 y 76.0% para NeuGc, 17.2 y
26.2% para NeuAc y 3.1 y 6.8% para 7-O-acetil NeuAc y con valores medios de
73.7£2.7% para NeuGc, 21.9+4.2% para NeuAc y 4.5+1.7% para 7-O-acetil NeuAc.
Los datos se representan en la tabla 15 y en la figura 35. Estos resultados han sido
corregidos de acuerdo a los datos proporcionados por Svennerholm (1958), quien
indicd que el coeficiente de absorcién molar del NeuGc es un 15% mas elevado que el
del NeuAc. Dado que la valoracion ha sido realizada por densitometria sobre HPTLC
en la que estaban presentes los dos tipos de acidos sialicos y a pesar de ser la

variacion pequefia, juzgamos conveniente esta correccion.

Tabla 15. Contenido de los distintos &acidos sidlicos en cada una de las fracciones de

sialoglicoconjugados (%).

NeuGc NeuAc 7-O-acetil NeuAc
AST 75.8 +2.8 19.7+2.2 4.6+0.9
ASO 76.0+1.4 17.2+1.0 6.8+0.6
ASG 70.5+4.0 26.2+3.3 3.3+0.9
ASC 72.5+1.8 24.4+41.3 3.1+0.5
Media 73.7+2.7 21.9+4.2 45417

Los datos representan la media de seis determinaciones de cada muestra.
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Figura 35. Contenido de los distintos acidos sidlicos en cada una de las fracciones de

sialoglicoconjugados.
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Los datos obtenidos estan en consonancia con los descritos por Puente et al.
(1995) para la leche de oveja, quienes sefialan que la proporcion de NeuGc con
respecto a los acidos sidlicos totales es del 63.0-83.0%. Por tanto, la leche de oveja
tiene un elevado porcentaje de NeuGc, ligeramente superior al encontrado en la cabra
por Prieto (2004) que es de 68.7%; Puente et al. (1994) describieron para la cabra un
30.0-60.0% de NeuGc. Puente and Hueso (1993) encontraron un 6.0-32.0% de NeuGc
en leche de vaca, un contenido muy inferior al de la oveja. En la leche humana no
aparece NeuGc, aunque si una banda correspondiente al 7-O-acetil NeuAc (Martin-
Sosa et al., 2004b). Teniendo en cuenta todos los datos expuestos, es evidente que la
oveja, y también la cabra, tienen contenidos de NeuGc mas elevados que otros

rumiantes.

3.4. GANGLIOSIDOS

3.4.1. CUANTIFICACION DE LOS GANGLIOSIDOS TOTALES

Los gangliésidos fueron valorados como acidos sialicos unidos a lipidos. Hemos
encontrado valores que oscilan entre 347.1 y 642 ug/kg, con un valor medio de
478.2+100.8 pg/kg, valor equivalente a 495.2 ug/l de leche. Este valor es muy superior
al unico dato encontrado en la bibliografia sobre el contenido de gangliésidos de la
leche de oveja. Puente et al. (1995) encontraron unos 126.0 ug/kg. Las diferencias
encontradas pueden deberse a que estas muestras procedian de ovejas de la raza
Castellana-Awassi.

Si comparamos la cantidad de gangliésidos de la leche de oveja con la de otras
especies, encontramos que tiene un contenido mayor que la de cabra, con 225.7 ug/kg
de leche (Prieto, 2004) y 150-190 nug/kg (Puente et al., 1994), pero menor que la leche
de vaca y humana, con valores de unos 0.9 mg/kg (Martin et al., 2001) y 0.83 mg/I

(Martin-Sosa et al., 2004b), respectivamente.

3.4.2. SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS GANGLIOSIDOS
INDIVIDUALES

Tras la obtencién de los ganglidsidos, se llevd a cabo su separacién mediante

HPTLC. Los gangliésidos individuales se identificaron por comparacion de su
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movilidad relativa (Rf) con la de gangliésidos conocidos de cerebro bovino y de leche
de vaca. La figura 36 muestra una placa de HPTLC de una de las muestras de
gangliésidos. La cuantificacion de los gangliésidos se llevo a cabo por densitometria.
La figura 37 presenta un densitograma correspondiente al desarrollo cromatografico de

una de las muestras.

GM3
G1
Figura 36. Cromatografia en capa fina de alta
G2
resolucion (HPTLC) de los gangliésidos. GM1
1. Patrén de gangliésidos de cerebro bovino |63
2. Extracto crudo de ganglidsidos
gang GD1a e— G4
3. Gangliésidos purificados a través de Sep-Pak G5
G6
GD1b - G7
GT1b | wess
GQ1b G8
e — —
1 2 3

\ n

J V7N /V e | {1 ..~
A/\‘/MVVLJ ----- V\/\/* ' Figura 37. Densitograma
S obtenido a partir de una HPTLC de

ganglidsidos.
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Se han encontrado ocho gangliésidos diferentes, denominados de G1 a G8 en
orden decreciente de su movilidad cromatografica (de menor a mayor polaridad). En la
tabla 16 se recoge la distribucion porcentual de cada uno de de los gangliésidos

individuales en las diferentes muestras.

Tabla 16. Contenido de los diferentes gangliésidos individuales en cada una de las muestras.

%
G1 20.8+9.8
G2 4.3+0.8
G3 62.0+10.9
G4 3.3+1.9
G5 1.8+1.2
G6 3.7+16
G7 2.0+17
G8 2.2+13

Los datos representan la media de seis determinaciones.

El gangliésido mayoritario en las muestras es G3, con un porcentaje del 62.0%,
seguido por G1, con un 20.8%. Entre los dos suman el 82.8% de los gangliésidos
totales. Estos gangliésidos han sido identificados como GM3 (G1) y GD3 (G3) de
acuerdo con su movilidad cromatografica. El Unico dato que encontramos en la
bibliografia sobre los gangliésidos de la leche de oveja refleja unos resultados muy
distintos a los obtenidos en el presente estudio. Puente et al. (1995) describen que el
gangliésido mayoritario en leche de oveja es GM3 (aproximadamente el 80.0-90.0% de
los acidos sialicos unidos a lipidos), y que sélo existe una pequena cantidad de GD3.
Quizas estas diferencias sean debidas a los procesos experimentales y nos parece
l6gico pensar que GD3 sea el ganglidsido mayoritario en leche de oveja, ya que asi ha
sido descrito en otros rumiantes como la cabra, para la que Prieto (2004) aporta un
dato del 64.1%, muy similar al obtenido en el presente estudio. También Puente et al.
(1994) describieron GD3 como gangliésido mayoritario en la leche de cabra. Lo mismo

ocurre con la leche de vaca (Puente et al., 1992).

Se ha descrito una disminucién del contenido de gangliosidos a lo largo de la

lactacion, siendo este contenido bastante mas elevado en el calostro que en la leche
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madura. La leche de algunos rumiantes, oveja, cabra y vaca, tiene GD3 como
gangliésido mayoritario, mientras que en la leche humana es GM3 el mas abundante.
En la leche humana se ha encontrado una relacion inversa entre GM3 y GD3. En
calostro, GD3 es el gangliésido mayoritario, pero su contenido disminuye a lo largo de
la lactacion a la vez que aumenta GM3, siendo éste el mas abundante en la leche
madura (Martin-Sosa et al., 2004a).

El gangliésido GM3 aparece en nuestras placas de cromatografia como una
doble banda que queda reflejada en el densitograma como dos picos superpuestos.
Las dos bandas corresponden a formas distintas de GM3, que se diferencian en la
composicién de su ceramida, lo que da una diferente solubilidad en el liquido de
desarrollo.

El gangliésido GD3 aparece como varias bandas, al menos tres, como se puede
observar en el densitograma. En este caso, ademas de las diferencias en la
composiciéon de la ceramida, pueden existir moléculas de GD3 que difieran en su
contenido en &cidos sialicos, y que contengan NeuAc o NeuGc, o ambos a la vez. Esto
ya fue descrito por Martin et al. (2001) para la leche de vaca.

El resto de los gangliésidos presentan porcentajes mucho menores y se han
identificado de la siguiente forma: G2 como O-acetil GD3, G4 como O-Acetil GT3, G5
como GT3, G7 como GD1b y G8 como GT1b. G6 no ha podido ser identificado.

La figura 38 resume las proporciones de los diferentes gangliésidos individuales.

mG1
oG2
oG3
oG4
B G5
o G6
oG7
oG8

Figura 38. Distribucion de cada uno de los gangliésidos individuales en la leche de oveja.
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3.4.3. INMUNODETECCION DE GANGLIOSIDOS EN PLACA

Después de identificar los gangliésidos en base a su movilidad cromatografica se
llevd a cabo su deteccion mediante anticuerpos monoclonales como ya se describio en
el apartado 2.6.3.2. Se utilizaron varios anticuerpos para la deteccion de diferentes
gangliosidos. A continuacion se iran detallando uno a uno los diferentes anticuerpos
utilizados y los resultados obtenidos. Para cada anticuerpo se mostraran dos placas de
HPTLC de aluminio, cada una de ellas con un depdsito de gangliésidos de leche de
oveja. En cada caso, ambas placas se desarrollaron conjuntamente segun el protocolo
descrito anteriormente y se revelaron por separado. A la izquierda de cada imagen

aparece el revelado quimico con orcinol (A) y a la derecha el inmunoldgico (B).

- GD3

El anticuerpo R24 se une a dos especies de GD3, la que tiene dos NeuAc vy la
que tiene un NeuGc en posicidn externa, pero no se une a las que tienen dos NeuGc o

un NeuGc en posicion interna (Tai et al., 1988).

En la figura 39 podemos observar claramente las dos bandas correspondientes
al GD3 (senaladas con la flecha verde). De esta forma se confirma que el gangliésido

denominado previamente como G3 se trata de GD3.

Figura 39. Inmunodeteccion con R24.
A. Revelado quimico

B. Revelado inmunolégico

1. Gangliésidos de leche de oveja 1 1




Resultados y discusién 111

- O-Acetil-GD3

En un principio se describié que el anticuerpo JONES se unia a dos o tres
gangliésidos que migran entre el GD1a y el GM2 en placas de HPTLC cuando se
utilizaba el liquido de desarrollo descrito en el protocolo de inmunodeteccion
(Schlosshauer et al., 1988). Posteriormente se comprobd su especificidad para el O-
acetil-GD3 (Blum and Barnstable, 1987), aunque parece que también se puede unir a
O-acetil-GT3.

En la figura 40 observamos una doble banda correspondiente al O-acetil-GD3.
Esta es apenas perceptible en el revelado quimico. Se confirma que el gangliésido
denominado previamente G2 es O-acetil-GD3.

Figura 40. Inmunodeteccion con JONES
A. Revelado quimico

B. Revelado inmunolégico

1 1 1. Gangliésidos de leche de oveja

= Ganglidsidos polisialilados

El anticuerpo A2B5 reacciona con una serie de ganglidsidos de la serie ¢ (GT1c,
GQ1c, GP1c) (Saito and Sugiyama, 2000), GT3 y O-acetil-GT3 (Dubois et al., 1990).

Se ha descrito también su reactividad con GD3 (Moreno et al., 1998).

En la figura 41 podemos observar una banda muy marcada correspondiente al
gangliosido GT3, denominado anteriormente G5. Por encima de esta aparece otra

banda muy tenue, apenas perceptible perteneciente al gangliésido O-acetil-GT3,
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identificado previamente como G4. Por ultimo podemos observar, por encima del O-

acetil-GT3, una tercera banda que se corresponderia con el GD3.

A B
Figura 41. Inmunodeteccion con A2B5
A. Revelado quimico
B. Revelado inmunoldgico o~
1. Gangliésidos de leche de oveja 1 1

- GM3-NeuGc

El anticuerpo 14F7 reconoce especificamente la estructura del GM3-NeuGc
(Carr et al., 2000).

En la figura 42 podemos observar claramente la doble banda de GM3-NeuGc,

que migra a la altura del gangliésido identificado anteriormente como G1.

Figura 42. Inmunodeteccion con 14F7.
A. Revelado quimico
B. Revelado inmunoldgico

1. Gangliésidos de leche de oveja
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= Gangliésidos-NeuGc

Existen muy pocos anticuerpos que reconozcan NeuGc. El P3 es especifico de

gangliésidos con NeuGc y también reconoce los sulfatidos (Vazquez et al., 1995).

En la figura 43-B podemos observar varias bandas correspondientes a diferentes
gangliésidos que contienen NeuGc. Teniendo en cuenta su movilidad cromatografica

podriamos decir que estas bandan corresponden a GM3, GD3, O-acetil-GT3 y GT3.

A B
Figura 43. Inmunodeteccién con P3.
A. Revelado quimico
T B. Revelado inmunoldgico
1 1 1. Gangliésidos de leche de oveja

= GD1a, GD1b, GT1b, GM1 y GM2

Anteriormente habiamos especulado que G7 podria ser el gangliésido GD1b vy
G8 podria corresponderse con el gangliésido GT1b. Para poder corroborrar nuestras
suposiciones decidimos probar los anticuerpos frente a ambos gangliésidos, pero los
resultados fueron negativos. Parece que la leche de oveja, al igual que la de vaca y la
humana, no tiene ni GD1b, ni GT1b. Sin embargo, en un trabajo reciente Iwamori et al.
(2008) han encontrado que estos dos gangliésidos si estan presentes en la leche de

cabra.

Por ultimo hicimos varias pruebas con anticuerpos frente a GD1a, GM1 y GM2.

Todas ellas resultaron negativas.
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Es muy dificil por tanto precisar cuales son los gangliésidos complejos presentes
en la leche de oveja que quedan sin identificar, ya que como podemos comprobar
buscando en la bibliografia, el perfil de gangliésidos en las diferentes leches, es

distinto, a pesar de la proximidad entre especies.

En resumen, analizando de forma conjunta los resultados obtenidos tanto en la
identificacion de los ganglidsidos por comparacion de su movilidad relativa con la de
gangliésidos patron, como en la deteccion con anticuerpos monoclonales, podemos
concluir que de los ocho ganglidsidos encontrados se han identificado cinco: G1 como
GM3, G2 como O-acetil-GD3, G3 como GD3, G4 como O-acetil-GT3 y G5 como GT3.
Con el uso de los anticuerpos monoclonales pudimos comprobar que G7 y G8 no
correspondian a GD1b y GT1b, como se habia especulado en un primer momento. Por

tanto, G6, G7 y G8 quedaron sin identificar.

3.5. GLICOESFINGOLIPIDOS NEUTROS

3.5.1. CUANTIFICACION DE LOS GLICOESFINGOLIPIDOS NEUTROS

La cuantificacion de los glicoesfingolipdos neutros se llevd a cabo por
densitometria como se describe en el apartado 2.7.2.1. El valor obtenido para los
glicoesfingolipidos neutros en la leche de oveja fue de 9.6+1.2 mg/kg de leche,
equivalente a 9.7+1.2 mg/l de leche. En la bibliografia no existe ningun dato que haga
referencia a la cantidad de glicoesfingolipidos neutros de la leche de oveja. El dato
obtenido en nuestro estudio es algo superior al obtenido por Sanchez-Juanes (2007)

para la leche de vaca, que fue de 7.1 mg/l.

3.5.2. SEPARACION, IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE LOS
GLICOESFINGOLIPIDOS NEUTROS INDIVIDUALES

Tras la obtencién de los glicoesfingolipidos neutros, se llevé a cabo su
separacion mediante HPTLC. Los glicoesfingolipidos neutros individuales se
identificaron por comparacién de su movilidad relativa (Rf) con la de un patréon de
glicoesfingolipidos neutros conocidos. En la figura 44 se puede ver una placa de
HPTLC con una muestra de glicoesfingolipidos neutros de leche de oveja. La

cuantificacion de los glicoesfingolipidos neutros se llevé a cabo por densitometria. La
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figura 45 presenta un densitograma correspondiente al desarrollo cromatografico de

una de las muestras.

GalCer
Fi 44, t fi fi HPTLC) d
igura Cromatografia en capa fina ( ) de LacCer
glicoesfingolipidos neutros.
1. Patrén de glicoesfingolipidos neutros (GalCer, Gb3
LacCer, Gb3 y Gb4)
Gb4

2. Muestra de glicoesfingolipidos neutros de leche
de oveja
3. Patrén de GlcCer
GlcCer: glucosilceramida; GalCer: galactosilceramida;
LacCer: lactosilceramida; Gb3: globotriaosilceramida, Gba:

globotetraosilceramida 6 globdsido.
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obtenido a partir de una HPTLC

0.210 de glicoesfingolipidos neutros.
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Se han encontrado cuatro glicoesfingolipidos neutros diferentes, denominados
de GN1 a GN4 en orden decreciente de su movilidad cromatografica. Todos los
glicoesfingolipidos migraron en doble banda debido posiblemente a una diferente
composicion en acidos grasos. En la tabla 17 y en la figura 46 se recoge la distribucion

porcentual de cada uno de ellos.

Tabla 17. Distribucion porcentual de los glicoesfingolipidos neutros.

%
GN1 31.2+4.8
GN2 45.7+4.4
GN3 19.6+3.4
GN4 3.5+0.7

Los datos representan la media de cuatro determinaciones.

O GN1
O GN2
0O GN3
O GN4

Figura 46. Distribucidn porcentual de los distintos glicoesfingolipidos neutros de la leche de oveja.

El glicoesfingolipido mayoritario es GN2, con un 45.7% del total, seguido por
GN1 con un 31.2%. GN2 ha sido identificado como lactosilceramida. Con respecto a
GN1 su identificacion resulta mas dificil, ya que su movilidad cromatografica es similar
a la de glucosilceramida y a la de galactosilceramida. GN3 se identific6 como Gb3 con
un 19.6% y GN4 como Gb4 con un 3.5%. En la bibliografia no existen datos sobre
glicoesfingolipidos neutros en leche de oveja. Si comparamos nuestros resultados con
los obtenidos en la leche de vaca, podemos observar que en ambas leches el
glicoesfingolipido neutro mayoritario es la LacCer. En vaca éste aparece con un
porcentaje del 65.3% (Newburg and Chaturvedi, 1992), algo superior al obtenido en
nuestro estudio para la leche de oveja, que es del 45.7%. En la leche humana la

LacCer ocupa el segundo lugar con un 21.1%. Ademas de LacCer la leche de vaca
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contiene otro glicoesfingolipido neutro, la GlcCer con un porcentaje del 34.7%.
Podriamos suponer entonces que por similitud con la leche de vaca, el GN1 de
nuestras muestras se correspondiera con GlcCer. En la leche humana apenas hay
GlcCer, siendo el glicoesfingolipido neutro mas abundante la GalCer, con un 74.2%.
Hemos observado que en la leche de oveja existen otros dos glicoesfingolipidos
neutros que no estan presentes en la leche de vaca pero si en la humana, y que han
sido identificados como Gb3 y Gb4. La leche humana tiene una cantidad bastante
menor de Gb3 que la de oveja, un 2.7%, y una cantidad de Gb, ligeramente inferior, un
2.1% (Newburg and Chatuverdi, 1992).

Estos resultados son interesantes, ya que Gb3 y Gb4 contienen en su estructura
una galactosa a1-4 galactosa que parece actuar como receptor para las adhesinas de
cepas E. coli patébgenas (Newburg and Chatuverdi, 1992). Ademas se ha descrito que

el Gb3 es también el receptor de la toxina Shiga 1 (Schweppe et al., 2008).

3.5.3. INMUNODETECCION EN PLACA

Después de identificar los glicoesfingolipidos neutros en base a su movilidad
cromatografica utilizamos el anticuerpo anti-galactocerebrésido para comprobar la
presencia de galactosilceramida en nuestras muestras, ya que como hemos
comentado anteriormente, glucosilceramida y galactosilceramida tienen la misma
movilidad cromatografica. Con el uso de este anticuerpo pudimos comprobar que la
leche de oveja contiene ademas de glucosilceramida, una pequefia cantidad de

galactosilceramida, como se observa en la figura 47.

Figura 47. Inmunodeteccion de galactosilceramida.
A. Revelado quimico
B. Revelado inmunolégico
1. Patrén de GalCer

1 2 1 2 2. Glicolipidos neutros de leche de oveja
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3.5.4. PRUEBAS ENZIMATICAS

Una vez que teniamos identificados los cinco glicoesfingolipidos neutros
presentes en la leche de oveja, decidimos hacer una ultima comprobacion utilizando
unas pruebas enzimaticas descritas anteriormente (apartado 2.7.2.3.).

En la figura 48 podemos observar que, tras el tratamiento con una o-
galactosidasa la galactosa terminal del Gb3 se hidroliza formandose lactosilceramida,
por lo que desaparece la mancha correspondiente a Gb3.

Tratando la muestra con una N-acetilglucosaminidasa, la N-acetilgalactosamina
terminal del Gb4 se hidroliza, formandose Gb3 y desapareciendo la mancha de Gb4
(figura 49).

Figura 48. Cromatografia en capa fina de alta
resolucion (HPTLC) de glicoesfingolipidos neutros.
1. Muestra de glicoesfingolipidos neutros de leche
de oveja
2. Muestra de glicoesfingolipidos neutros de leche

de oveja tratada con a-galactosidasa

Figura 49. Cromatografia en capa fina de alta
resolucion (HPTLC) de glicoesfingolipidos neutros.
1. Muestra de glicoesfingolipidos neutros de leche
de oveja
2. Muestra de glicoesfingolipidos neutros de leche

de oveja tratada con N-acetilglucosaminidasa
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3.5.5. ESTUDIO DE LOS ACIDOS GRASOS

El estudio de los glicoesfingolipidos neutros se completa con el analisis
cualitativo y cuantitativo de los acidos grasos que forman parte de su estructura. La
determinacion se llevo a cabo por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas como ya se describidé en el apartado 2.7.3. Los acidos grasos se separan
mediante metanolisis con metanol/HCI. Este proceso libera los distintos componentes
de los glicoesfingolipidos neutros, como pueden ser monosacaridos, bases esfingoides
y acidos grasos.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME) formados se extraen con
hexano, se disuelven en isooctano y se inyectan en un cromatografo de gases, donde
son volatilizados a altas temperaturas y separados en una columna capilar. La
derivatizacion como ésteres metilicos es necesaria ya que los acidos grasos no
derivatizados son mas dificimente volatilizables. Finalmente se obtiene un
cromatograma (figura 50) en el que cada pico corresponde a un determinado éster

metilico, y por tanto, a un acido graso.

ﬁ:.‘ -l"-.’{“k-"“-n”- 1 ek JWJJUWLH______

7 =
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Figura 50. Cromatograma de los acidos grasos de los glicoesfingolipidos neutros.
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La identificacién de cada uno de los picos se realiza por comparacién de sus
tiempos de retencion con los de una bateria de patrones comerciales y por su espectro
de masas caracteristico. En la figura 51 podemos observar la distribucién porcentual
de los distintos acidos grasos que forman parte de los glicoesfingolipidos neutros de la

leche de oveja.
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Figura 51. Distribucion porcentual (%) de cada uno de los acidos grasos en los glicoesfingolipidos

neutros de la leche de oveja.

Podemos clasificar los acidos grasos atendiendo a dos criterios diferentes, la
longitud de la cadena hidrocarbonada, es decir, el numero de atomos de carbono, y el
grado de saturacion de la cadena. Segun el primer criterio, los acidos grasos se
clasifican en tres tipos:

- Acidos grasos de cadena media (MCFA): C10-C15

- Acidos grasos de cadena larga (LCFA): C16-C21

- Acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA): >C21
Considerando el segundo criterio, los acidos grasos se clasifican en tres tipos:

- Acidos grasos saturados (SFA)

- Acidos grasos monoinsaturados (MUFA)

- Acidos grasos poliinsaturados (PUFA)

En las abreviaturas se utiliza la terminologia inglesa, la mas utilizada en el estudio de

los acidos grasos.
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En la tabla 18 podemos ver el porcentaje de los acidos grasos encontrados.

Tabla 18. Porcentaje de los &cidos grasos de los glicoesfingolipidos neutros.

FA % Suma %
C10:0 0.2+0.0
e C12:0 0.3:0.1 35
C14:0 2.610.3
C15:0 0.4+0.1
C16:0 17.4+1.1
C16:1 0.3z0.1
C17:0 0.5:0.2
LCFA C18:0 9.9:2.2 38.1
C18:1 7.6+2.2
C18:2 1.7+1.0
C20:0 0.7:0.2
C22:0 9.8+15
LG C23:0 28.2+25 8.6
C24:0 17.6+0.6
C24:1 3.0x0.9
SFA 87.6
MUFA 10.9
PUFA 1.7

Los datos representan la media de cuatro determinaciones.
SFA: acidos grasos saturados; MUFA: acidos grasos monoinsaturados; PUFA: acidos grasos
poliinsaturados; MCFA: acidos grasos de cadena media (C10-C15); LCFA: acidos grasos de cadena larga
(C16-C21); VLCFA: acidos grasos de cadena muy larga (>C21)

Como podemos observar tanto en la figura 50, como en la tabla 18, el C23:0 es
el acido graso mas abundante en los glicoesfingolipidos de la leche de oveja, con un
porcentaje del 28.2%, seguido por el C24:0 que representa el 17.6%. El tercero mas
abundante es el C16:0 con un porcentaje del 17.4%. El resto de &cidos grasos
representa un porcentaje mucho menor.

Aunque no existen datos en la bibliografia sobre el contenido en acidos grasos
de los glicoesfingolipidos neutros de la leche de oveja, si encontramos datos acerca
del contenido de acidos grasos de la grasa de la leche de oveja en general (Ramos y

Juarez, 1986). Asi vemos que el acido graso mayoritario en la leche de oveja es el
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C16:0, con valores muy proximos a C18:1. Es normal que difiera de nuestros

resultados, ya que nosotros estamos estudiando un grupo concreto de compuestos.

Si podemos comparar nuestros resultados con los obtenidos para los
glicoesfingolipidos neutros de la leche de vaca por Sanchez-Juanes (2007). El patréon
de acidos grasos es bastante diferente. Mientras que en leche de oveja el acido graso
mayoritario es el C23:0 con un 28.2%, en la leche de vaca el mayoritario es el C16:0
con un 26.1%. El segundo mas abundante es el C24:0 en oveja con un 17.5% vy el

C18:0 en vaca con un 19.7%.

En cuanto a la longitud de la cadena de los acidos grasos, encontramos que en
leche de oveja, el 3.5% son MCFA, el 38.1% LCFA y el 58.6% VLCFA. Es un perfil
muy diferente al de la leche de vaca, con un 9.4% para los MCFA, un 73.3% de LCFA
y un 18.1% de VLCFA.

Si nos fijamos en el grado de saturacion de la cadena, el 87.35% son SFA, el
10.95% son MCFA y el 1.65% son PUFA. En este caso el perfil es algo mas parecido,
ya que en la vaca los SFA también son mayoritarios, con un 74.7%, seguidos por los
MCFA con un 22.00% y por ultimo los PUFA con un 4.1%.

3.6. FOSFOLIPIDOS

3.6.1. CUANTIFICACION DE LOS FOSFOLIPIDOS TOTALES

El valor obtenido para los fosfolipidos totales en la leche de oveja fue de
297.5+12.8 mg/kg de leche.

En la bibliografia s6lo encontramos un trabajo en el que hacen referencia a la
cantidad total de fosfolipidos en la leche de oveja, Morrison and Smith (1967), que
aportaron valores de 430 y 580 mg/kg de leche. Nuestro dato es bastante inferior al de
estos autores y podria deberse a diferencias en la raza, estado de lactacion,

metodologia empleada, etc, como ya se ha sefialado anteriormente.
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3.6.2. SEPARACION E IDENTIFICACION DE LOS FOSFOLIPIDOS

En primer lugar los fosfolipidos totales de la leche se purificaron utilizando una
cromatografia unidimensional en TLC y un liquido de desarrollo que deja los
fosfolipidos en el depdsito mientras que el resto de lipidos son arrastrados por el frente

(figura 52), como ya se explicod anteriormente (apartado 2.8.2.).

"\ TAGSs

Figura 52. TLC unidimensional para la \
purificacién de fosfolipidos revelada con yodo. El carril 1 : FFAs
contiene una muestra de fosfatidilserina, y el 2 una

muestra fosfolipidos.

PLs: fosfolipidos ':_) CHO
MAGSs: monoacilgliceroles —  |pAaGs
DAGs: diacilgliceroles -~ |MAGs
CHO: colesterol

FFAs: acidos grasos libres g 2- PLs

TAGs: triacilgliceroles

Raspando el depésito y lavandolo con una mezcla de cloroformo/metanol

obtuvimos una muestra de fosfolipidos puros.

Estos fosfolipidos se sometieron en primer lugar a una cromatografia
bidimensional en TLC como se explico en el apartado 2.8.2. De esta forma se
consiguio la separacion de cuatro manchas diferentes (figura 53), correspondientes a
distintos fosfolipidos que se identificaron por comparacion de su movilidad
cromatografica con la de patrones comerciales: fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS) y fosfatidilinositol (Pl). En este tipo de
cromatografia la PS y el Pl tienen una movilidad cromatografica similar, por lo que

aparecen formando parte de una Unica mancha.
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Figura 53. TLC bidimensional de una
muestra de fosfolipidos de leche de oveja
revelada con Phospray. ' PS+PI

PE: fosfatidiletanolamina '

PS: fosfatidilserina i

PI: fosfatidilinositol PC ‘

PC: fosfatidilcolina _’&

SM: esfingomielina o

Aunque este es el método mas utilizado para la separacion de fosfolipidos para
su posterior cuantificacion y en la mayoria de los trabajos se dan valores conjuntos
para PS+PIl, decidimos probar otra cromatografia diferente (unidimensional) para

intentar la separacion de PS y Pl y poderlos estudiar de forma individual (figura 54).

o PE
PI
. Figura 54. TLC unidimensional de una
P
muestra de fosfolipidos purificados revelada con
Phospray.
PC PE: fosfatidiletanolamina
S PI: fosfatidilinositol
e SM

PS: fosfatidilserina
PC: fosfatidilcolina

SM: esfingomielina
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3.6.3. CUANTIFICACION DE LOS FOSFOLIPIDOS INDIVIDUALES

Para valorar cada uno de los fosfolipidos individuales presentes en la leche, se
rasparon por separado las manchas obtenidas en las cromatografias anteriores y se
utilizé el método de valoracion del fosforo, de la misma manera que se hizo con los
fosfolipidos totales.

En la tabla 19 y en la figura 55 se muestran los porcentajes relativos de cada

fosfolipido individual con respecto al total.

Tabla 19. Porcentajes relativos de los fosfolipidos individuales.

%
FOSFATIDILCOLINA 27.0+0.9
FOSFATIDILSERINA 10.3+0.8
FOSFATIDILINOSITOL 6.6+0.5
FOSFATILETANOLAMINA 25.2+2.8
ESFINGOMIELINA 30.4+1.3

Los datos representan la media de seis determinaciones de cada muestra.

En la bibliografia solo encontramos un trabajo, el de Morrison (1968), que haga
referencia al contenido de fosfolipidos individuales en la leche de oveja. Los datos
aportados por este autor para la PC y la SM son bastante semejantes a los nuestros,
siendo 29.2 y 28.3% respectivamente. Sin embargo, sus valores difieren un poco mas
con respecto a los otros tres fosfolipidos valorados. Nuestro valor de PE (25.21%) es
algo inferior al obtenido en el trabajo de Morrison, que es de 36.0%. En cambio,
nosotros obtenemos valores superiores de PS y PI, siendo estos del 10.3 y 6.6%
respectivamente. Los datos encontrados en la bibliografia son de 3.1 y 3.4

respectivamente.

oPC
mPS
aPI
OPE
B SM

Figura 55. Distribucién porcentual de los distintos fosfolipidos de la leche de oveja.
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3.6.4. ESTUDIO DE LOS ACIDOS GRASOS DE LOS FOSFOLIPIDOS
TOTALES

La determinacién de los acidos grasos de los fosfolipidos se llevd a cabo por
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas como ya se describid en
el apartado 2.8.3. Los acidos grasos se separan mediante metanolisis con BF3-
metanol. En este proceso se liberan los acidos grasos como ésteres metilicos.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos (FAME) se extrajeron con éter de
petréleo, se disolvieron en isooctano y se inyectaron en un cromatégrafo de gases.
Finalmente se obtiene un cromatograma (figura 56) en el que cada pico corresponde a

un determinado éster metilico, y por tanto, a un acido graso.

C16:1

{]
isofanteiso

L C12:0 i —
A | I T 'HL}NL,.I_..\_M u\.._....\_,m)\wwﬂ"

L
5 10 15 25 30 35

Figura 56. Cromatograma de los acidos grasos de los fosfolipidos totales.

En la figura 57 podemos observar la distribucidon porcentual de los distintos
acidos grasos que forman parte de los fosfolipidos de la leche de oveja.
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Figura 57. Distribucion porcentual (%) de cada uno de los &cidos grasos en los fosfolipidos de la

leche de oveja.

En la tabla 20 podemos ver los porcentajes para los distintos acidos grasos

identificados.

Aunque no encontramos datos en la bibliografia sobre la composicién de acidos
grasos de los fosfolipidos totales de la leche de oveja, podemos comparar nuestros
datos con los obtenidos por Sanchez-Juanes (2007) para los fosfolipidos de la leche
de vaca. La principal diferencia es que mientras que en los fosfolipidos de la leche de
oveja el acido graso mayoritario es el C18:1 con un 38%, en los fosfolipidos de la
leche de vaca éste ocupa la segunda posicibn con un 24.7%. En ésta el mas
abundante es C16:0, con un 31.5%. En la leche de oveja el segundo mas abundante
es el C16:0 con un 19.5%. La cantidad de C18:0 es muy similar en ambas leches,
siendo de 18.0% en la oveja, y de 19.3% en vaca.

Si nos fijamos en la longitud de la cadena de los acidos grasos, tanto en leche
de oveja, como de vaca, los mas abundantes son los LCFA con un 87.1 y 84.4%
respectivamente. Sin embargo, la oveja tiene mas VLCFA (9.5%) que MCFA (3.4%) y
en la vaca ocurre lo contrario (0.6% de VLCFA y 15.0% de MCFA).
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Tabla 20. Porcentaje de los acidos grasos identificados en los fosfolipidos totales de la leche de

oveja.

FA % Suma %
C10:0 0.2+0.0
e C12:0 0.7+0.4 34
C14:0 2.2+0.1
C15:0 0.3:0.1
C16:0 19.5:1.6
C16:1 0.7+0.4
iso/anteiso C17:0 0.5:0.2
T C17:0 0.5:0.0 87 1
C18:0 18.0+1.0
C18:1 38.0+0.6
C18:2 9.6+0.3
C20:0 0.3x0.0
C22:0 1.6+0.6
VLCFA C23:0 5.1+0.6 9.5
C24:0 2.8+0.9
SFA 51.7
MUFA 38.7
PUFA 9.6

Los datos representan la media de tres determinaciones.

3.6.5. ESTUDIO DE LOS ACIDOS GRASOS DE LOS FOSFOLIPIDOS
INDIVIDUALES

De la misma forma que hicimos con los fosfolipidos totales, llevamos a cabo el
estudio de los acidos grasos de los fosfolipidos individuales. En las figuras 58 y 59
podemos observar los cromatogramas correspondientes a cada uno de los

fosfolipidos.
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Figura 58. Cromatogramas de los acidos grasos de fosfatidilcolina (A), fosfatidilserina (B) y

fosfatidilinositol (C).
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Figura 59. Cromatogramas de los acidos grasos de fosfatidiletanolamina (D) y esfingomielina (E).
En la tabla 21 se muestran las proporciones relativas de cada acido graso para

cada uno de los fosfolipidos estudiados y figura 60 muestra un diagrama con todos los

valores de forma conjunta.
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Tabla 21. Porcentaje de los acidos grasos de los fosfolipidos individuales de la leche de oveja.

FA PC PS Pl PE SM
C10:0 0.7+0.0 1.1+06 1.4+0.0 - 0.1+0.0
C12:0 0.8+0.5 4.3+09 3.1+0.3 0.2:0.0 0.4+0.3
C14:0 2.8+0.5 9.2:0.6 9.1+1.0 1.4:0.7 1.6+1.0
C15:0 1.0+05 0.9+0.2 2.0+0.0 1.3+0.4 0.3+0.1
C16:0 34.8+3.0 28.8+1.7 25.5+35 12.0+1.4 25.0+2.5
C16:1 0.6+0.3 - - 0.5+0.1 -

iso/anteiso C17:0 0.9+05 - - - -
C17:0 0.6+0.2 0.9:0.3 2.2+0.0 0.5:0.5 0.5+0.1
C18:0 18.9+2.2 33.9:+1.9 28.6x4.2 17.5+0.9 6.3+1.2
C18:1 32.315.8 16.7+1.9 25.213.3 53.6x2.7 0.6+0.2
C18:2 5.7+1.3 4.310.9 5.6+0.6 13.4+1.0
C20:0 0.6+0.0 - - - 0.7+0.2
C22:0 - - - - 10.6+1.0
C23:0 - - - - 32.1+4.3
C24:0 - - - - 21.0+1.0
C24:1 - - - 1.8+0.9
Los datos representan la media de tres determinaciones.
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Figura 60. Proporcion relativa de cada acido graso en cada uno de los fosfolipidos.
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Morrison y Smith (1967) identificaron y cuantificaron los acidos grasos de los
fosfolipidos individuales de la leche de oveja. Los resultados obtenidos por estos
autores son muy similares a los nuestros en el caso de PC y SM, y también muy
parecidos, aunque con pequefas variaciones en el caso de la PE. Para la PC el acido
graso mayoritario es C16:0 con un 34.8% (38.2% segun estos autores), seguido por
C18:1 y C18:0. En el caso de la SM el acido graso mas abundante es C23:0 con un
32.1% (27.2% segun Morrison y Smith, 1967), seguido por el C16:0 y el C24:0. Con
respecto a la PE, el acido graso mayoritario es C18:1 con un 53.6% (52.2% segun
estos autores). Morrison y Smith (1967) concluyeron que los siguientes en abundancia
eran C16:0, C18:0 y C18:2, mientras que nosotros encontramos que eran C18:.0 y

C18:2 y C16:0. Aunque el orden es algo diferente, los porcentajes son muy parecidos.

3.7. OLIGOSACARIDOS

Ademas del estudio de los glicoesfingolipidos y de los fosfolipidos, se procedio
también a la determinacion del contenido de oligosacaridos sialilados presentes en la

leche de oveja.

La separacién de los oligosacaridos se realizé mediante cromatografia en capa
fina de alta resolucién (HPTLC) como se ha descrito en el apartado 2.9.2. La figura 61

muestra dos placas iguales desarrolladas en distintos solventes.

En el carril 3 de la figura 61-B, correspondiente a la muestra de oligosacaridos
de leche de oveja, podemos observar cuatro bandas mayoritarias. En la figura 61-A,
los oligosacaridos se separan peor, y no se observan las cuatro bandas con nitidez.
Aunque no podemos hacer una identificacion exhaustiva por comparacion de su
movilidad relativa con respecto a la de los patrones, si podemos sacar algunas

conclusiones.

En la bibliografia no hay ningun estudio sobre oligosacaridos en leche madura
de oveja, aunque si hay algunos datos sobre oligosacaridos del calostro. Urashima et
al. (2001) describian la presencia en el calostro de oveja de tres formas distintas de
sialillactosa: 3’-N-acetilneuraminillactosa, 3’-N-glicolilneuraminillactosa y 6’-N-

glicolilneuraminillactosa.
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Figura 61. Cromatografias en capa fina de alta resolucion (HPTLC) de oligosacaridos de leche
de oveja reveladas con resorcinol. En la figura A se utilizé como liquido de desarrollo butanol/H,O/acido
acético (110:45:45) (v/v) y en la B, el liquido utilizado fue butanol/etanol/H,O/acido acético/piridina
(5:50:15:1.5:5) (v/v).

1. Lactosa
3’-sialillactosa
Oligosacaridos de leche de oveja
6’-sialillactosa

Galactosillactosa

o ok~ w DN

Disialil-lacto-N-tetraosa

En la figura 61-A podemos observar una banda coincidente con los patrones 2 y
4, confirmando asi la presencia de sialillactosa en la leche madura de oveja. En este
liquido de desarrollo 3’ y 6’-sialilactosa tienen practicamente la misma movilidad
cromatografica, por lo que no es posible discriminar entre ambas. Con el segundo
liquido de desarrollo (figura 61-B) 3’-sialillactosa queda por enzima de 6’-sialillactosa.
Nuestra banda presenta una posicion intermedia entre ambas, y no coincide
exactamente con ninguna de ellas. La diferencia en la movilidad cromatografica se
debe a que los patrones utilizados son N-acetilneuraminillactosa, y en la oveja
probablemente sean mayoritarias las formas de sialillactosa con NeuGc, por lo que
nuestra banda puede ser una sialilactosa con NeuGc. A pesar de que en el calostro
estan descritas tres formas de galactosillactosa, nosotros no hemos podido detectar su
presencia, si hubiera, la cantidad seria minima. En la figura 61-B una de las bandas de
la muestra parece coincidente con el patron de disialillacto-N-tetraosa. No es probable
la presencia de este oligosacarido complejo en la leche de oveja. De hecho, si
observamos la figura 61-A, no parece que este patron coincida con ningun

oligosacarido de la muestra.
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Las bandas no identificadas seran probablemente oligosacaridos mas complejos

que la sialillactosa, que no podemos determinar sin los patrones correspondientes.

Mediante HPAEC-PAD, tratamos de identificar la misma muestra de
oligosacaridos, obteniendo el cromatograma que se muestra en la figura 62. El perfil
cromatografico es muy similar al obtenido mediante esta misma técnica por Martinez-

Ferez (2006) también para leche de oveja.

|
3 St |

Figura 62. Cromatograma obtenido mediante HPAED-PAD de una muestra de oligosacaridos de
leche de oveja. El perfil negro corresponde a una muestra de oligosacaridos de leche de oveja. 3’' SL: 3'-
sialillactosa; 6’ SL: 6’-sialillactosa; DSLNT: disialillacto-N-tetraosa.

Como se puede observar en la figura 62 hay numerosos picos en la muestra
dificiles de identificar por la falta de patrones. El pico 1 coincide con el patrén de 3’ SL
conteniendo NeuAc. En experimentos en los que se inyectaron de forma conjunta la
muestra y el patron de 3’ SL NeuAc, esta ultima coincidia exactamente con el pico 1.
Por el contrario, no se encontré coincidencia para el patron de 6’ SL conteniendo
NeuAc que deberia estar justamente por delante del pico de 3’ SL. Hay dos picos mas,
3 y 4, que podrian corresponder a 6’ SL y 3’ SL conteniendo NeuGc respectivamente.
Martinez-Ferez et al. (2006) detectaron mediante HPAEC-PAD dos picos que
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identifican como NeuGc lactosa y cuyos tiempos de retencion practicamente coinciden

con los de estos dos picos.

Por ultimo el cromatograma obtenido por espectrometria de masas nos permitio

corroborar la existencia de NeuAcLac y NeuGclac (figura 63).

ch_sch2_071122 181 mls-nwtusg. Mso;g
NeuGcLac NEUAC':aC NeuGclac
(M+Na-) (Mebler) (M+Na)
672.22 | ®® e 672.16
NeuGclac
(M+K+)
£88.21
MeuGclLac
646.93 618, (M+K#)
666.14
2.89
689.44 745
744

Figura 63. Detalles del cromatograma obtenido por espectrometria de masas para los

oligosacéridos de la leche de oveja.

En resumen, hemos identificado la presencia de 3' SL conteniendo NeuAc y
tentativamente la presencia de 3’ SL y 6’ SL conteniendo NeuGc, siendo éste ultimo el

oligosacarido sialilado mas abundante de la leche de oveja.

3.8. ADHESIONES BACTERIANAS

3.8.1. ENSAYOS DE HEMAGLUTINACION

Los estudios de hemaglutinacién se llevaron a cabo con seis cepas diferentes de
Escherichia coli, cuatro enterotoxigénicas para terneros: K99, F41, FK y Att25, y dos
uropatogénicas humanas: FVL25 y FVL3.

Para llevar a cabo estos experimentos de hemaglutinacion utilizamos eritrocitos

de caballo, ya que desde hace mucho tiempo se conoce la capacidad hemaglutinante
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de las fimbrias K99 con respecto a estos eritrocitos (Lingahl and Wadstrém, 1984).
También decidimos probar eritrocitos de ovino, realizando todos los experimentos con
ambos tipos de eritrocitos de forma paralela.

Como ya se explicd anteriormente (apartado 2.10.) algunas aglutinaciones se
producen sélo en ausencia de manosa (sensibles a manosa) y otras se producen tanto
en presencia como en ausencia de manosa (resistentes a manosa). Nuestras cepas
presentan, en algunos casos, pilus tipo 1 cuya capacidad hemaglutinante es sensible a
manosa; por ello decidimos hacer todos los estudios de adhesion en presencia de

manosa al 3%, eliminando de esta manera la hemaglutinacion debida a los pilus tipo 1.

En primer lugar realizamos una serie de pruebas para elegir las diluciones
adecuadas de las distintas cepas bacterianas. A partir de la solucion de partida se
realizaron diluciones seriadas para encontrar la dilucion en la que se producia una
hemaglutinacion susceptible de ser inhibida, lo que se denominé concentracion
minima hemaglutinante (CMH) y fue diferente segun las cepas (figura 64).

Como podemos observar en la figura 64 todas las cepas enterotoxigéncias de
ternero producen hemaglutinacion de los dos tipos de eritrocitos. Sin embargo, FVL25
no hemaglutina ningun tipo de eritrocitos y FVL3 s6lo hemaglutina los eritrocitos de

ovino.

1 2 3 456 7 8 9
K99 “")mQO'Q@‘@
P41 00@0@@@
FK
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Figura 64. Hemaglutinacion provocada por las distintas cepas. La figura A muestra el experimento

realizado con eritrocitos de ovino, y la B con eritrocitos de caballo. El pocillo 1 es un control, que no contiene

bacterias. Los pocillos de 2 a 9 contienen diluciones seriadas de bacterias preparadas a partir de la solucion

de partida, siendo el pocillo 2 el mas concentrado (dilucion %2) y el 9 el mas diluido (dilucion 1/256). La

flecha verde sefiala la CMH de cada cepa.
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Una vez comprobada la capacidad hemaglutinante de cada cepa realizamos una
serie de experimentos para analizar el efecto de ciertos compuestos, algunos de ellos
presentes en la leche, sobre la hemaglutinacion provocada por las bacterias. Se
decidié utilizar siempre tres tipos de diluciones diferentes por cepa en cada ensayo.
Los compuestos utilizados fueron los siguientes: oligosacaridos de leche de oveja, 3'-
sialillactosa y galactosil(a1-3)lactosa.

Una vez llevados a cabo los experimentos como se describid anteriormente
(apartado 2.10.1.), los resultados obtenidos se exponen en los apartados siguientes.
En todos los estudios los resultados fueron similares para los eritrocitos de ovino y los

de caballo.

3.8.1.1. Efecto de los oligosacaridos de leche de oveja.

Se decidioé utilizar una muestra de oligosacaridos totales de leche de oveja para
analizar si tenian algun efecto sobre la hemaglutinacion provocada por las bacterias.
Los oligosacaridos se obtuvieron en el laboratorio como se describié en el apartado
2.9.1. Se utilizaron 25 ug/pocillo. Como podemos observar en la figura 65 obtuvimos
resultados similares para todas las cepas estudiadas. En los pocillos que contenian
oligosacaridos se observé una inhibicidn de la hemaglutinaciéon provocada por cada

una de las cepas.
La inhibicion de la hemaglutinacion por parte de los oligosacaridos podria

deberse a que éstos se unan a la superficie de las bacterias impidiendo asi la posterior

adhesion de éstas a los eritrocitos.

Att25

Figura 65. Ensayos de hemaglutinacién con oligosacaridos de
leche de oveja para cada una de las cepas estudiadas. Las filas 1y 2 de
cada cepa corresponden a dos n° de UFC diferentes, siendo 1 la mayor. FVL3

Los pocillos a representan la hemaglutinacion provocada por la

bacterias. En los pocillos b se afadieron 25 ng de oligosacaridos de

leche de oveia.
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Blanco y Blanco (1993) describieron que tanto K99 como F41 se unian a
oligosacaridos del calostro bovino y porcino. Ademas K99 tiene afinidad por el NeuAc
y sobre todo por el NeuGc (muy abundante en todas las fracciones de la leche de
oveja) (Seignole et al., 1991). Por su parte F41 parece ser especifica de N-
acetilgalactosamina y Att25 reconoce N-acetilglucosamina, compuestos que pueden
estar presentes en esta mezcla de oligosacaridos. Es légico por tanto pensar que las
adhesinas de K99, F41, FK (que contiene los dos tipos de adhesinas) y Att25 se unan
a los oligosacaridos de la leche de oveja. Por otra parte la cepa FVL3 expresa la
fimbria P que reconoce el residuo Gal(a1-4)Gal (Johnson, 1991) que es muy similar al

presente en los oligosacaridos [Gal(a1-3)Gal].

3.8.1.2. Efecto de la 3’-sialillactosa.

Se decidio utilizar 3'-sialilactosa puesto que es un oligosacarido descrito en la
leche en general y detectado en la leche de oveja. Se anadié a los pocillos para ver si
ejercia algun efecto sobre la hemaglutinacion.

La cantidad de 3’-sialillactosa afiadida fue de 25 pg/pocillo y no se observo
ningun efecto sobre la hemaglutinacion de las bacterias con ninguna de las cepas de
nuestro estudio. La falta de efecto inhibitorio de la 3' SL comercial podria deberse a
que contiene NeuAc como acido sialico en su molécula y su efecto inhibidor sea
pequefio o nulo. Segun esto, el efecto inhibidor de la hemaglutinacion ejercido por los
oligosacaridos totales podria deberse fundamentalmente a las formas o especies de

sialilactosa con NeuGc como acido sialico.

3.8.1.3. Efecto de la galactosil(a1-3)lactosa.

Se estudio también el efecto de la galactosil(a1-3)lactosa sobre la
hemaglutinacién bacteriana ya que es uno de los oligosacaridos descritos en el
calostro de oveja, aunque no se ha podido identificar en la leche madura.

Se utilizé la cantidad de 25 ug/pocillo, no obteniéndose resultado alguno en
ninguno de los casos para las cinco cepas estudiadas. Es posible que las cepas
bacterianas usadas en este estudio no reconozcan el epitopo presente en la
galactosila1-3lactosa o que se encuentre en cantidades muy pequefas y su efecto sea

indetectable.
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3.8.2. ENSAYOS DE INMUNODETECCION EN PLACA

Una vez realizados los ensayos de hemaglutinacion bacteriana se realizaron
ensayos de adhesion de las distintas cepas a ganglidsidos, glicoesfingolipidos neutros
y oligosacaridos de la leche de oveja en placas de cromatografia (HPTLC de aluminio)

con el fin de observar si las bacterias se adherian a alguno de estos compuestos.

El protocolo seguido se describio en el apartado 2.10.2.

3.8.2.1. Inmunodeteccion de adhesién a gangliésidos.

En primer lugar se separaron los ganglidsidos mediante cromatografia en capa
fina en placas de HPTLC de aluminio utilizando el liquido de desarrollo
correspondiente (C/M/H,0, 50:45:10 (v/v), conteniendo CaCl, al 0.02%).

Se realizaron pruebas de adhesion a ganglidsidos de las cepas K99, F41, FK y
Att25.

En la figura 66 se puede observar la placa correspondiente al ensayo de
adhesion con K99. En ella aparece una doble banda a la altura de GD3 y mas arriba la
doble banda correspondiente al GM3. Estos son los dos gangliésidos mayoritarios en
la leche de oveja. Con las otras tres cepas estudiadas no se de detecté ninguna

adhesion.

El GD3 no se ha descrito como receptor para la adhesion de ninguna de estas
cepas, quizas el hecho de ser uno de los gangliésidos mayoritarios entre nuestros
gangliésidos haga que las cepas se unan al mismo con poca especificidad. La
existencia de formas de GD3 conteniendo NeuGc como acido sialico podria ser
también responsable de esta adhesién. Sin embargo, Idota et al. (1995) describieron
adhesion bacteriana a GD3 por parte de cepas de E. coli enterotoxigénicas de
humanos.

La adhesion a GM3 resulta logica, ya que NeuGc-GM3 se ha descrito en
numerosas ocasiones como receptor natural de K99 (Teneberg et al., 1994), y

nuestras muestras tienen un alto contenido en este tipo de acido sialico.
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Figura 66. Ensayo de adhesion de la cepa
K99 a gangliosidos de leche de oveja.

3.8.2.2. Inmunodeteccion de adhesién a glicoesfingolipidos neutros.

Los glicoesfingolipidos neutros se separaron mediante cromatografia en capa
fina en placas de HPTLC de aluminio utilizando como liquido de desarrollo C/M/H,0,
60:35:8 (v/v).

Se realizaron pruebas de adhesién a glicoesfingolipidos neutros con las cuatro
cepas enterotoxigénicas de ternero y con las dos cepas uropatogénicas humanas.
Decidimos utilizar éstas ultimas, ya que en la bibliografia esta descrito que alguna de
sus fimbrias se unen a la secuencia Gala1-4Gal presente en la serie globo (Johnson,
1991).

En la figura 67 podemos observar cuatro placas HPTLC correspondientes a los
ensayos de adhesion de glicoesfingolipidos neutros con las cuatro cepas

enterotoxigénicas de ternero.
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Figura 67. Ensayo de adhesion de las cepas K99, F41, FK y Att25 a glicoesfingolipdos neutros.
En la placa 1 se muestra el revelado quimico de una muestra de glicoesfingolipidos neutros. Las otras

cuatro muestran el revelado inmunolégico de las placas que se incubaron con bacterias.

Las cuatro cepas bacterianas mostraron capacidad de adhesion a
glucosilceramida y de forma mas intensa a lactosilceramida. K99 presenta una unién
importante a Gb3. Las otras tres cepas también se unen a Gb3, pero de forma menos
intensa. En la figura 68 podemos ver con mas detalle la fuerte adhesion de K99 a Gbs,
y en menor medida a Gb4. El Gb4 es el glicoesfingolipido minoritario, representando
aproximadamente un 3.5% del total. Sin embargo F41 presenta mayor afinidad por el
Gb4, ya que aunque la doble banda correspondiente a este glicoesfingolipido neutro es
menos intensa que la correspondiente al Gb3, hay que tener en cuenta que la cantidad
de este Ultimo es bastante superior. Como ya se comentd anteriormente F41 tiene
especial afinidad por la N-acetilgalactosamina, que es precisamente el monosacarido

terminal del Gb4. Con FK y Att25 apenas se aprecia la doble banda del Gba4.

Figura 68. Detalle de la adhesion de

las cepas K99 y F41 a Gb3 y Gba4. K99 F41
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Por otra parte quisimos probar la adhesién de dos cepas uropatogénicas
humanas (FVL25 y FVL3) a los glicoesfingolipidos neutros, ya que segun la
bibliografia Gb3 y Gb4 serian receptores a nivel uroepitelial de alguna de estas cepas
(Strémberg et al., 1990).

Al igual que las cepas enterotoxigénicas, las cepas uropatogénicas se unen a
lactosilceramida y glucosilceramida. También comprobamos la unién de estas cepas a

Gbs3, corroborando asi lo descrito en la bibliografia (figura 69).

Figura 69. Ensayo de adhesién de las cepas

FVL25 y FVL3 a glicoesfingolipidos neutros.

FVL25 FVL3

Ademas, se realizaron controles negativos para la expresion de fimbrias
cultivando las bacterias a 18°C tal y como se describe en el apartado 2.10. En algunos
de los ensayos realizados se detectaron dos bandas de intensidad muy débil a la
altura de GlcCer y LacCer en las placas de control negativo. En todos los casos esta
banda presentd una intensidad mucho menor que la detectada en la placa de las
bacterias que se habian cultivado a 37°C y que expresan las fimbrias. Este fendmeno
puede ser consecuencia del tipo de cepas utilizadas, ya que al ser todas de tipo
silvestre, es posible que aun cultivandose a 18°C expresen algun tipo de adhesina en

superficie y se produzca la adhesién a glicolipidos.
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3.8.2.3. Inmunodeteccién de oligosacaridos.

Los oligosacaridos de la leche humana pueden funcionar como analogos
estructurales solubles de receptores de patdégenos, como ya vimos anteriormente
(apartado 1.6.). Por ello decidimos comprobar si alguna de las cepas de nuestro
estudio, en concreto K99, FVL25 y FVL3, se adheria a los oligosacaridos separados
en HPTLC.

En primer lugar se separaron lo oligosacaridos en placas HPTLC de aluminio
utilizando como liquido de desarrollo butanol/etanol/H,O/acido acético/piridina,
5:50:15:1.5:5 (v/v).

A pesar de que los ensayos de inhibicibn de la hemaglutinacion con los
oligosacaridos habian sido positivos, en este caso no obtuvimos ningun resultado
satisfactorio. Es posible que la disposicién en una placa de HPTLC de gel de silice de
moléculas muy hidrofilicas como los oligosacaridos produzca conformaciones
espaciales de éstos diferentes a las obtenidas en solucién y que no son reconocidas

por las bacterias.
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3.9. RESUMEN

A lo largo de estas paginas se han expuesto los resultados de nuestro estudio
sobre ciertos aspectos de la composicién quimica de la leche de oveja y la implicacion

de algunos de sus componentes en la defensa no especializada del lactante.

Lo primero que hicimos fue valorar el extracto seco y el contenido de grasa de
nuestra leche. Comprobamos que, como se describe en la bibliografia, la leche de
oveja tiene un extracto seco y un contenido graso mayor que la leche de otros

rumiantes, como la vaca y la cabra.

A continuacion se llevé a cabo un analisis del contenido de acidos sialicos
totales y de cada una de las fracciones de sialoglicoconjugados (oligosacaridos,
glicoproteinas y caseinas). También se valoré el contenido de acidos sialicos libres.
Los acidos sialicos parecen ser esenciales para el reconocimiento bacteriano. En cada
una de las fracciones estudiadas se identificaron tres especies de acidos sialicos
distintas, siendo el NeuGc el mayoritario en todas ellas, con un 74%
aproximadamente. Este resultado es muy interesante, ya que el NeuGc parece muy
importante en los procesos de adhesion de ciertas bacterias patégenas, como E. coli
K99. Ademas este valor es muy superior al de la leche de vaca. También es

importante sefalar que la leche humana no contiene NeuGec.

Después llevamos a cabo el estudio de los glicolipidos. En primer lugar se
analizaron los glicoesfingolipidos acidos, los gangliésidos, compuestos que portan al
menos un acido sialico en su molécula. Primero se cuantificaron (como acidos sialicos
unidos a lipidos), y posteriomente se separaron mediante HPTLC. Se identificaron
mediante comparacion de su movilidad relativa con patrones conocidos y con el uso
de anticuerpos monoclonales. Los gangliésidos mas abundantes resultaron ser GD3

con un 62% y GM3 con un 21% aproximadamente.

En la figura 70 estan representados los porcentajes de cada una de las

fracciones de sialoglicoconjugados incluyendo los gangliésidos.
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Figura 70. Porcentaje de cada una de las fracciones de sialoglicoconjugados de la leche de oveja.

Para completar el estudio de los glicoesfingolipidos se realizé un analisis de los
glicoesfingolipidos neutros. Se valoraron y se separaron mediante HPTLC. Se
identificaron por comparacion de su movilidad relativa con la de patrones conocidos,
utilizando anticuerpos monoclonales, y con el uso de una serie de pruebas
enzimaticas. Se identificaron cinco especies diferentes. Las mas abundantes fueron
glucosilceramida y lactosilceramida, ya descritas en la leche de vaca. También se
encontraron pequefnas cantidades de galactosilceramida, muy abundante en la leche
humana. Por ultimo pudimos detectar la presencia de Gb3 y Gb4. Estas dos especies
no aparecen en la leche de vaca, pero si estan descritas en la leche humana. Ademas
se estudié su composicién de acidos grasos mediante la formacion de ésteres
metilicos. El resultado fue un perfil muy caracteristico con un elevado porcentaje de

acidos grasos de cadena muy larga (C22-C24).

Tras realizar el estudio de los glicoesfingolipidos se llevd a cabo el analisis de los
fosfolipidos. Se separaron mediante TLC bidimensional y unidimensional, se
identificaron por comparacion de su movilidad relativa con la de patrones comerciales
y se cuantificaron tanto en conjunto como de forma individual. Se realizé también el

estudio de su composicion en acidos grasos. El perfil de los acidos grasos de los
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fosfolipidos totales resulté muy diferente al de los glicoesfingolipidos neutros, con un
porcentaje mucho menor de &cidos grasos de cadena muy larga, pero con un
porcentaje bastante superior de acidos grasos insaturados. Al estudiar el perfil de los
acidos grasos de cada fosfolipido individual pudimos observar que el de la
esfingomielina era muy diferente al del resto de los fosfolipidos y muy similar al de los
glicoesfingolipidos neutros. Hay que tener en cuenta que la esfingomielina es un

fosfolipido que comparte estructura con los glicoesfingolipidos.

Para finalizar con el estudio de la composicion quimica de la leche de oveja,
decidimos llevar a cabo algunos analisis de oligosacaridos. Tras su obtencion y
purificacion, se separaron mediante HPTLC utilizando dos técnicas diferentes y se
comparé su movilidad relativa con la de patrones comerciales. Se intentd su
identificacion mediante HPAEC-PAD y espectrometria de masas. Apoyandonos en los
datos encontrados en la bibliografia podemos confirmar la presencia de sialillactosa en

la leche madura, con predominancia de la especie que contiene NeuGc.

Una vez estudiados estos aspectos sobre la composicién quimica de la leche de
oveja, decidimos completar nuestro trabajo tratando de comprobar la implicacién de
algunos de sus componentes en la defensa del neonato, participando como falsos
receptores de patégenos. Primero se realizaron ensayos de adhesion bacteriana con
eritrocitos de caballo y de ovino. Se utilizaron varias cepas distintas de E. coli [cuatro
enteropatogénicas (ETEC) y dos uropatogénicas (UPEC)]. Una vez comprobada la
capacidad hemaglutinante de las cepas se introdujeron en los ensayos distintos
compuestos para ver si afectaban o no esta capacidad hemaglutinante. De todos los
compuestos utilizados se obtuvieron resultados concluyentes con los oligosacaridos de

la leche de oveja, que inhibieron la hemaglutinacidén con todas las cepas estudiadas.

Por ultimo se realizaron ensayos de adhesion de las distintas cepas a
glicolipidos y oligosacaridos de la leche de oveja separados mediante cromatografia
en placas de HPTLC. En primer lugar pudimos observar la adhesion de K99 a GD3 y
GM3. Como ya se ha comentado antes en esta memoria, en todos los compuestos
sialilados de la leche de oveja el NeuGc es muy abundante, y el NeuGec-GM3 ha sido

descrito como punto de adhesion para esta cepa en concreto.

Por otra parte se detecté adhesion de todas las ETEC a glucosilceramida y

lactosilceramida. K99 y F41 presentaron adhesion a Gb3 y Gb4. La adhesién a Gb3 fue
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importante en el caso de K99, mientras que F41 presenté mayor afinidad por Gb4. Con
las dos cepas uropatogénicas estudiadas también se observé adhesion a GlcCer,
LacCery Gba.

Para finalizar se hicieron ensayos de adhesion de las cepas uropatdgenicas
humanas a oligosacaridos de la leche de oveja, pero los resultados obtenidos fueron

negativos.
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CONCLUSIONES

1. La leche de oveja tiene un elevado contenido de acido N-glicolineuraminico

(NeuGc) en todas las fracciones de sialoglicoconjugados estudiadas.

2. Laleche de oveja presenta ademas un contenido de glicoesfingolipidos neutros

muy similar a la leche humana con cantidades muy significativas de Gb3 y Gb4.

3. Los glicoesfingolipidos neutros de la leche de oveja tienen una proporcién
elevada de acidos grasos de cadena muy larga (mayores de veinte carbonos),

incluso mayor que la leche de vaca.

4. Los oligosacaridos, ganglidsidos y glicoesfingolipidos neutros de la leche de
oveja son capaces de unirse a algunas cepas de Escherichia coli
enterotoxigénicas para terneros y uropatogénicas para humanos, ademas de

bloquear su capacidad hemaglutinante.
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