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RESUMEN

En este trabajo se ha planteado estudiar la interaccion de la a-lactalbimina humana y bovina
con los 4cidos grasos e investigar las condiciones estructurales de dicha interaccion asi que el
estudio del efecto de esta asociacion sobre células tumorales y inmaduras. Para ello, previamente
se aislo a-lactalbimina a partir de leche bovina o humana desnatada utilizando técnicas de
ultrafiltracion, cromatograficas y inmunocrématograficas en el caso del aislamiento de la proteina
bovina en las condiciones naturales de la leche. Se evito el uso de condiciones drasticas de pH y de
fuerza i6nica para no alterar la conformacion nativa de la proteina.

Se caracterizd en este trabajo las formas nativa y apo sin calcio de la a-lactalbumina de las
dos especies estudiadas por cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-50, por
espectroscopia de fluorescencia y por dicroismo circular. Se concluyd que la forma apo presenta
una estructura terciaria alterada y una conformacion parcialmente desplegada con tendencia de
formar polimeros.

En este trabajo se ha estudiado la interaccion de la a-lactalbumina humana y bovinas en sus
formas nativa y apo con los acidos grasos. Utilizando la técnica de equilibrio de particion y la
técnica de espectroscopia de fluorescencia se mostrd que solo la apo a-lactalbimina de las dos
especies une acidos oleico o palmitico con unas constantes de asociacion aparentes del orden de
10° My 10° M respectivamente, y un niimero de sitios de unién inferior a 1. La técnica de
cromatografia de exclusion molecular resultdé incapaz de determinar la existencia de las
interacciones entre la proteina y los ligandos grasos. Se estudio el efecto que tiene diferentes
fracciones de la leche sobre el crecimiento celular de las lineas Caco-2 y MDCK. Para ello, se
aislo de la caseina humana mediante una cromatografia de intercambio idnico una fraccion que se
caracterizd por diferentes técnicas como la a-lactalbimina parcialmente polimerizada y con una
conformacién distinta. Trabajos previos han mostrado que esta fraccion lleva asociado acido
oleico.

Los ensayos sobre el crecimiento celular de la linea Caco-2 ha mostrado un efecto letal
hasta el 50% de la caseina y de la fraccion correspondiente a la a-lactalbumina desnaturalizada.
El efecto de las caseinas sobre la linea MDCK fue del orden de 20%, mientras que no se mostrd

un tal efecto de la fraccidon de a-lactalalbimina desnaturalizada.
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Tampoco la a-lactalbumina humana y bovina en los estados nativos y apo, mostraron un
efecto inhibidor, mientras que la apo a-lactalbumina incubada con el acido oleico en una
proporcion 1/1, si que mostrd una mortalidad del orden de 15% sobre las dos lineas estudiadas.

Este resultado demuestra la importancia que tiene la asociacion del acido oleico a la a-

lactalbumina sobre sus propiedades bioldgicas.
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I. INTRODUCCION, ANTECEDENTES Y OBJETIVOS
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Las proteinas de la leche, ademas de constituir una buena fuente de nitrégeno y de aminoécidos
esenciales, pueden tener distintas actividades biolégicas especificas en la glandula mamaria o en el
recién nacido. Entre dichas actividades, que son mas o menos bien conocidas dependiendo de los
casos, y con probables diferencias segun las especies, puede destacarse la defensa frente a infecciones
bacterianas o viricas (Swart et al.,, 1996; Arnold et al., 2002; Clare et al., 2003), la mejora en la
captacion de nutrientes (Sanchez et al., 1992a; Pérez y Calvo, 1995) y la regulacion del crecimiento de
ciertos tipos de células (Zwiebel et al., 1986; Tsuru et al., 1988; Aranda et al., 1996). La relevancia de
estas actividades para el consumidor de productos lacteos, los factores que las condicionan y la
posibilidad de utilizarlas con fines practicos estain en muchos casos adn sin establecer.

Una parte significativa de estas actividades biologicas esta determinada por la interaccion de las
proteinas con ligandos de pequefio tamafio molecular. Algunas proteinas lacteas pueden actuar como
transportadoras de vitaminas (Calvo y Ena, 1989; Puyol et al, 1991; Wang et al, 1997) o de
oligoelementos (Sinchez et al., 1992a). Por otra parte, la interaccion de la B-lactoglobulina con los
acidos grasos libres puede ser un factor importante en la digestion de los lipidos de la leche en los
rumiantes recién nacidos (Pérez et al., 1992).

La a-lactalbimina es la proteina mas caracteristica del lactosuero pues esta presente en la leche
de todas las especies de mamiferos excepto en la foca, cuya leche tampoco contiene lactosa (Eigel et
al., 1984). Al pH normal de la leche se encuentra en forma monémera con un peso molecular
aproximado de 14 kDa y una concentracion que varfa entre 1 y 2 mg/ml (Walstra y Jennes, 1987). La

o-lactalbumina esta constituida por 123 aminoacidos; ocho de los cuales son residuos de cisteina que

forman cuatro puentes disulfuro que permiten estabilizar la estructura de la proteina. Ademas, la o.-
lactalbumina es una proteina considerablemente rica en triptéfano, con cuatro residuos por mol, que
constituyen alrededor del 6 % en peso de la proteina (Gordon, 1971).

La a-lactalbiumina es una metaloproteina que tiene unido un atomo de calcio (Kronman, 1989).
Esta union tiene un papel fundamental en la estabilizacion de la estructura nativa de la proteina y su
eliminacién da lugar a un cambio de conformacién que incrementa su sensibilidad frente al
tratamiento térmico y a diversos agentes desnaturalizantes (Kronman, 1989; Owusu, 1992a y 1992b).
Asimismo, la a-lactalbimina es capaz de unir otros cationes como Mn*", Mg*", Na*, K', Cd*', Sr*" y

Zn*", que regulan en muchos casos su comportamiento fisico-quimico y biolégico (Schaer et al.,

1985; Kronman, 1989).
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La a-lactalbumina presenta la propiedad de interaccionar con sustancias de naturaleza lipidica.
Se ha indicado que esta proteina interacciona con liposomas, siendo esta unién muy dependiente de
las condiciones del medio, sobretodo del pH y de la presencia de calcio unido o no a la proteina. A
pH neutro, la interaccién de la proteina con la superficie de la membrana lipidica parece ser
fundamentalmente de naturaleza electrostatica y mas fuerte para la forma apo que para la forma con
calcio unido (Hanssens et al., 1980; Dangreau et al.,, 1982). A pH 4cido, la proteina se fija a la
membrana por interacciones fundamentalmente hidrofébicas, y se inserta en la misma
comportandose como una proteina intrinseca (Bafiuelos y Muga, 1996; Cawthern et al., 1996;
Grishchenko et al., 1996). Ademas, Cawthern et al. (1997) han mostrado mediante estudios de

fluorescencia que la a-lactalbumina aislada de la leche bovina es capaz de unir acido estearico cuya
constante de asociaciéon es mayor para la forma apo que para la forma nativa. Sin embargo, la o-
lactalbumina, tanto humana como bovina, tal y como se encuentra en el lactosuero, no es capaz de
interaccionar con los acidos grasos (Puyol et al., 1991).

La funcién biolégica de la a-lactalbumina es la de participar en la sintesis de lactosa

promoviendo la transferencia de UDP—galactosa a glucosa por el enzima galactosil transferasa (Brew
y Grobler, 1992; Grobler et al., 1994).

Estudios recientemente realizados con la a-lactalbimina humana han indicado que una forma
de la oa-lactalbumina humana podia inducir apoptosis en distintas lineas celulares tumorales
(Hakansson et al., 1995). Este efecto podria deberse al paso de la proteina al nicleo celular, donde
induce la fragmentaciéon del ADN (Hakansson et al., 1999). El mecanismo clasico de la apoptosis, la
proteolisis en cadena por la activacion del sistema de las caspasas, también parece estar implicado, al
menos en ciertas células (Kohler et al., 1999a y 1999b; Svanborg et al., 2003).

La forma de la o-lactalbimina humana capaz de inducir apoptosis parece corresponder a una
mezcla de dimeros, trimeros y otros oligbmeros, que tienen una estructura tridimensional ligeramente
modificada (Svensson et al., 1999, 2003a y 2003b). En la leche humana, esta forma peculiar de la a.-
lactalbumina no se encuentra en el lactosuero, sino asociada a las caseinas, formando parte de las
micelas. Ademas, los mismos autores han indicado que la forma activa de la proteina puede
obtenerse también al pasar la proteina sin calcio por una columna de intercambio i6nico previamente
acondicionada con acido oleico (Svensson et al., 2000 y 2003b). Por tanto, la pérdida del calcio
parece ser un factor esencial para que se produzca la modificacién que hace que la a-lactalbumina

sea capaz de inducir la apoptosis de células tumorales. El tipo de acido graso también parece ser
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critico, ya que, en el caso de la a-lactalbumina humana, solamente el acido oleico parece ser capaz de
promover el cambio a la forma inductora de apoptosis (Svensson et al., 2000 y 2003b).

El efecto inductor de la apoptosis por parte de la a-lactalbumina no es unico entre las proteinas
de la leche. También se ha demostrado que los fenémenos de apoptosis inducidos en células
tumorales por proteinas lacteas pueden ser importantes tanto desde el punto de vista de la
investigacion fundamental, como de la aplicada. El papel preventivo de la leche o de otros productos
lacteos en ciertos tipos de tumores se ha discutido extensamente, aunque casi siempre a nivel de
estudios epidemiolégicos (Van't Veer et al., 1989; Semenov et al., 2001). El examen de fenémenos
como los que se han mencionado previamente podria permitir concretarlos a nivel celular y
moleculat.

El objetivo global del presente trabajo es aportar datos encaminados al esclarecimiento de
algunas de las hipotesis apuntadas anteriormente, especialmente en aquellos aspectos que se refieren
a la interaccién de la a-lactalbiumina con los acidos grasos y a su efecto sobre el crecimiento celular

de lineas tumorales e inmaduras.

Para ello, se han planteado los siguientes objetivos concretos:
* Aislar o-lactalbimina de la leche humana y bovina utilizando condiciones,
especialmente de pH y fuerza idnica, similares a las de la leche con el objeto de

mantener la estructura nativa de la proteina.

* Obtener antisueros frente a la a-lactalbumina que nos permitan detectar su presencia en

diferentes fracciones de la leche.

* Obtener la forma apo de la a-lactalbimina y estudiar sus propiedades fisico-quimicas

utilizando distintas técnicas analiticas.

* Estudiar la interaccion de la a-lactalbumina, en sus formas nativa y apo, con los acidos

grasos utilizando diferentes métodos experimentales.

* Obtener y caracterizar la forma activa de la a-lactalbumina humana capaz de inhibir el

17
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crecimiento de células tumorales e inmaduras.

=  Fstudiar el efecto de diferentes fracciones de la leche asi como de distintas

preparaciones de la a-lactalbumina sobre el crecimiento celular.
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I1.1. PROTEINAS DE LA LECHE

La leche tiene como primera funcién cubrir las necesidades nutricionales del recién nacido de
cada especie, pero también otras propiedades fisioldgicas, sobre todo debido a sus protefnas y
péptidos (Redhead et al., 1990; Harsharnjit y Cross, 2000). Entre estas funciones puede destacarse la
defensa frente a infecciones bacterianas o viricas (Sarkar et al., 1973; Sanchez et al., 1992a; Larson,
1992; Arnold et al., 2002; Clare et al., 2003), la mejora en la captacioén de nutrientes (Pérez y Calvo,
1995) y la regulacion del crecimiento de ciertos tipos de células (Aranda et al., 1996).

En muchas ocasiones, estas actividades biolégicas estan condicionadas por la interaccion de las
proteinas con ligandos de pequefio tamafio molecular. Asi, algunas proteinas lacteas pueden actuar

como transportadoras de vitaminas (Calvo y Ena, 1989; Puyol et al., 1991; Wang et al., 1997) o de

oligoelementos (Sanchez et al, 1992a). Asimismo, la capacidad de la [-lactoglobulina de
interaccionar con los acidos grasos parece ser un factor importante en la digestion de los lipidos de
la leche en los rumiantes recién nacidos (Pérez et al., 1992).

La leche varfa en su composiciéon dependiendo de los requerimientos nutritivos especificos del
recién nacido de cada especie (Blanc, 1981). En el caso del nifio, la leche humana es evidentemente
la que mejor se adapta a sus necesidades nutricionales (Lonnerdal, 2003), pero en algunos casos es
necesario su sustitucion por leches de formula (Lien, 2003; Kelleher et al., 2003). Por esta razon es
de gran interés estudiar comparativamente la leche humana y la de vaca, pues esta tltima es la que se
utiliza preferentemente para la elaboracion de dichas leches (Cheftel et al., 1977 y 1985; Lien, 2003).

La composicién general de la leche incluye una amplia variedad de sustancias entre las que se
encuentran lipidos, proteinas, carbohidratos, vitaminas, minerales, etc. La concentraciéon de estas
sustancias no es constante, sino que varfa considerablemente dependiendo de numerosos factores
tales como la especie, la etapa de lactacion, el estado fisiologico del animal, la alimentacion, factores
climaticos y estacionales, etc (Alais, 1985).

Las proteinas de la leche pueden dividirse en dos grupos: las caseinas y las proteinas del
lactosuero. Las caseinas, que se definen de forma operacional como las proteinas que precipitan por
acidificaciéon de la leche a pH 4°6, constituyen aproximadamente el 80% del total de las proteinas de
la leche bovina y el 40% de la leche humana (Walstra y Jennes, 1987). Su peso molecular es
aproximadamente de 25 kDa y se encuentran en la leche asociadas entre ellas formando micelas cuyo
didametro medio es de 600 nm en la leche de vaca y de 30 a 75 nm en la leche humana (Lénnerdal y

Atkinson, 1995).
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Las caseinas tienen la capacidad de interaccionar con iones metalicos, fundamentalmente el
calcio, que se unen a ellas principalmente a través de los grupos fosfato de los residuos de
fosfoserina, pero también a través de los grupos carboxilo de los residuos de acido glutimico y
aspartico (Blomfield y Mead, 1975; Rollema et al., 1992).

La separacién de las caseinas de las proteinas del lactosuero se puede realizar por diferentes
técnicas, como la precipitacién 4cida o salina, centrifugaciéon en presencia de una concentracion
elevada de iones calcio, coagulaciéon enzimatica con quimosina, etc. (Jennes, 1970). Las fracciones
obtenidas varfan ligeramente en su composicion segin la técnica utilizada, por lo que la definicion
operacional de “proteinas del lactosuero” no es idéntica en cada caso (Jennes, 1970).

Las proteinas del lactosuero constituyen un grupo heterogéneo de proteinas. Algunas de ellas
son sintetizadas en la propia glindula mamatria, como la a-lactalbumina, la B-lactoglobulina, las IgA,
el inhibidor de proteasas del calostro y la lactoferrina. Otras proceden de la circulacién sanguinea,

como la albimina, la transferrina, las IgG y algunos inhibidores de proteasas, como la o,—

macroglobulina y la o-antitripsina (Schanbacher y Smith, 1975; Eigel et al., 1984; Sanchez et al,,
1992a; Varnam y Sutherland, 1994). Las proteinas del lactosuero representan aproximadamente el
20% del total de las proteinas de la leche definitiva bovina y el 60% de la humana (Walstra y Jennes,
1987). Sin embargo, en el calostro, que es la secrecion obtenida durante los tres primeros dfas
postpatto, algunas de ellas, como las inmunoglobulinas, B-lactoglobulina, albumina, lactoferrina,
transferrina e inhibidores de proteasas, se encuentran en mucha mayor concentraciéon que en la leche
definitiva (Alais, 1985). Algunas de estas proteinas realizan funciones biolégicas muy importantes en
el recién nacido (Jensen, 1995).

En los rumiantes, la concentracion de inmunoglobulinas en el calostro es muy elevada, variando
entre 50 y 200 mg/ml, mientras que en el calostro humano esta concentraciéon es mucho menot,
aproximadamente de 20 mg/ml (Walstra y Jennes, 1987; Levieux et Ollier, 1999). En la leche
definitiva de ambas especies la concentraciéon de inmunoglobulinas es similar, con un valor de
aproximadamente 2 mg/ml (Jennes, 1970). Asimismo, el tipo de inmunoglobulinas es diferente en
cada especie, predominando en la especie bovina las IgG que atraviesan la barrera intestinal del
recién nacido confiriéndole una inmunidad a nivel sistémico (Schanbacher y Smith, 1975) y en la
humana las IgA que actdan a nivel intestinal protegiendo al recién nacido contra la accién de ciertos

microorganismos (Blanc, 1981).
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La B-lactoglobulina es la proteina mayoritaria del lactosuero de los rumiantes, y su concentracion
en el calostro (18-20 mg/ml) es aproximadamente cinco veces supetior a la de la leche (Pérez et al.,
1990). Esta proteina solo se encuentra en la leche de un nimero limitado de especies, estando
ausente en la leche humana y en la de los roedores (Hambling et al., 1992). Aunque su funcién
biolégica no esta clara, se ha demostrado que incrementa la actividad de la lipasa faringea de los
rumiantes, que es la principal lipasa de estos animales durante el periodo neonatal, por lo que se ha
sugerido que podria participar en la digestion de los lipidos de la leche en el recién nacido (Pérez et
al.,, 1992).

La lactoferrina es una glicoproteina fijadora de hierro con un peso molecular de 80 kDa. Se
encuentra en la leche humana en una concentracién de aproximadamente 4 mg/ml y en la bovina en
una proporciéon mucho menor, de alrededor de 0’1 mg/ml, siendo en ambos casos la concentracion
mayor durante la etapa calostral (Masson y Heremans, 1971; Sanchez et al,, 1988). Aunque su
funcién bioldgica no esta todavia aclarada, parece que participa en la proteccion del recién nacido
frente a las infecciones intestinales y en el establecimiento y seleccion de la flora bacteriana intestinal.
Inicialmente se pensaba que el efecto bacteriostatico de la lactoferrina sobre los microorganismos
que requieren hierro para su crecimiento se debfa exclusivamente a su capacidad para secuestrar este
metal. Sin embargo, se ha propuesto que este efecto esta relacionado también con la capacidad de
esta proteina para unirse a la membrana de los microorganismos, alterandola y produciendo la
liberacion de algunos de los polisacaridos presentes lo que conduce a la muerte bacteriana (Tomita et
al., 1991; Bellamy et al., 1992; Sanchez et al,, 1992b). Por otra parte, aunque la lactoferrina no
transporta cantidades significativas de hierro en la leche, se ha propuesto también que podtia
intervenir regulando la absorcion de hierro en el intestino durante el periodo neonatal (Jennes, 1982).

En numerosos trabajos se ha indicado que la lactoferrina, junto con algunos enzimas como la
lactoperoxidasa, la lisozima y la xantina-oxidasa, constituyen un sistema no especifico de defensa en
la glandula mamaria frente a las infecciones (Van Hooijdonk et al., 2000).

La leche contiene también numerosas enzimas, mas de 60. Algunas se encuentran concentradas
en la superficie de la membrana de los glébulos grasos y son arrastradas por la nata (xantin-oxidasa,
fosfatasa...), otras precipitan junto con la caseina a su pH isoélectrico (algunas proteasas, catalasa...),
aunque la mayorfa forman parte de las proteinas del lactosuero. Las enzimas de la leche tienen su
origen en las células sanguineas, especialmente los leucocitos, y a algunas se las puede considerar
como productos de excrecion de la glandula mamaria. En la leche se encuentran también diversos

activadores e inhibidores de enzimas, cuya accion depende de la concentracion (Alais, 1985).
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Algunos problemas de estabilidad de productos lacteos provienen de la actividad de enzimas
como la lipasa, la xantin-oxidasa, proteasas y fosfatasas. En cambio, otros enzimas presentan un gran
beneficio para el recién nacido, que posee un sistema de digestion incompleto (Shahani et al., 1960).
En este grupo es especialmente notable la lipasa activada por sales biliares de la leche humana.

En la leche de distintas especies se ha identificado ademas un grupo de sustancias de naturaleza
peptidica con actividad como factores de crecimiento. En la leche humana el principal factor de
crecimiento es el epidérmico (EGF) (Carpenter, 1980), pero también se ha detectado insulina,
factores de crecimiento relacionados con la insulina IGF-1) (Read et al., 1984; Baxter et al., 1984) y
el factor de crecimiento transformante (TGF) (Zwibel et al., 19806). Estos factores de crecimiento se
encuentran en mayor proporcion en el calostro que en la leche. Sin embargo, mientras que en la
leche definitiva humana se mantiene en buena medida la actividad de promocién del crecimiento
celular del calostro, en la leche bovina esta actividad disminuye rapidamente en los primeros dias
postparto. En el calostro bovino no se ha detectado EGF, y su actividad de promocion del
crecimiento se atribuye a los IGF-1 y 2 (Francis et al., 1986 y 1988), a la insulina (Ballard et al., 1982)
y a un factor de crecimiento probablemente similar al factor de crecimiento derivado de las plaquetas
(PDGF) (Brown y Blakeley, 1984).

La funcién de los factores de crecimiento presentes en la leche podria ser la de promover el
desarrollo intestinal del recién nacido, pero incluso podrian actuar en otros puntos del organismo
puesto que algunos de ellos son capaces de pasar intactos a la circulacion atravesando la barrera

intestinal.

I1.2. a-LACTALBUMINA: PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS

La a-lactalbimina es la principal proteina del lactosuero humano y la segunda del lactosuero
bovino, tras la B-lactoglobulina (Pérez et al., 1990). Su concentracién en el lactosuero bovino y
humano varfa entre 1 y 2 mg/ml (Walstra y Jennes, 1987).

El peso molécular de la a-lactalbumina es de 14’2 kDa, presenta 4 puentes disulfuro y 4 residuos
de triptéfano. Su punto isoélectrico es de 4’8 y su coeficiente de extincion es de 2°0 (Brew y Grobler,
1992). La o-lactalbimina es una metaloproteina que tiene unido un mol de Ca®* por mol de
proteina. La a-lactalbimina de algunas especies lleva unidos carbohidratos, lo que puede ser causa

de una cierta heterogeneidad (Barman, 1970). La forma glicosilada predomina en la leche de coneja y
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rata, esta presente en escasa proporcion en la leche de vaca (Slangen et al., 1999) y no existe en la
leche humana (Alais, 1985).

Los trabajos de Kronman y Andreotti (1964) mediante la determinacién de la velocidad de
sedimentacion, permitieron concluir que al pH normal de la leche la a-lactalbumina tiene una

estructura globular y se encuentra en forma monémera.

I1.2.1. BIOSINTESIS DE LA o-LACTALBUMINA

La a-lactalbiumina es sintetizada en le reticulo endoplasmico rugoso de las células de la glandula
mamaria, y de ahi es transportada al aparato de Golgi, donde se encuentra la galactosiltransferasa.

En este organulo subcelular la a-lactalbumina modula la sintesis de la lactosa, disminuyendo la
K, y aumentando asi la afinidad entre la galactosiltransferasa y la glucosa (Brew y Grobler, 1992).

Después de la sintesis de la lactosa, la a-lactalbimina se libera de la galactosiltransferasa y se
secreta en la leche junto a la lactosa mediante un proceso de exocitosis en las vesiculas secretorias
formadas a partir de las membranas del aparato de Golgi. El mecanismo hormonal de la sintesis de
la a-lactalbumina esta estrechamente relacionado con la biosintesis de la lactosa, de tal modo que
cuando cesa la producciéon de o-lactalbumina, la cantidad restante de a-lactalbumina que se

encuentra en el lumen del aparato de Golgi se secreta y deja de producirse lactosa (Brew y Grobler,

1992).

I1.2.2. ESTRUCTURA DE LA a-LACTALBUMINA

La estructura primaria de la a-lactalbimina se ha determinado en al menos diez especies (Findlay
y Brew, 1972; Brew y Grobler, 1992).

La a-lactalbumina bovina es una proteina rica en triptéfano, ya que tiene cuatro residuos por
mol, es decir, alrededor del 6 % en peso de la proteina (Gordon, 1971).

Se ha indicado que los dos residuos triptofano 104 y 118 estan expuestos en la superficie de la
proteina a pH 7 y a 25°C, mientras que los residuos de triptéfano 60 y 26, se encuentran en el
interior (Kronman y Holmes, 1965; Gordon y Kalan, 1974; Berliner y Kaptein, 1980; Kuwajima et
al., 1990; Qasba y Kumar, 1997; Xue et al., 2001; Permyakov et al., 2003).
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La figura 1 muestra la secuencia primaria de la a-lactalbumina bovina. En esta especie se ha
observado la presencia de dos variantes genéticas, denominadas A y B. En las razas bovinas indias se
dan las dos variantes, mientras que en las razas bovinas europeas sélo se encuentra la variante B
(Walstra y Jennes, 1987). Las variantes se diferencian en un aminoacido localizado en la posicién
diez, que en la variante A es glutamina y en la variante B arginina (Walstra y Jennes, 1987). La tabla
1, muestra los aminoacidos que se mantienen en la o-lactalbumina de diferentes especies y sus

papeles estructurales y/o fisiologicos.

1 Arg (Variedad genética B)
H. Glu-Gin-Len-Thr-Lys-Cys-Giu-V al-Phe- -Glu-Len-Lys-Asp-Leu-1ys-Gly-
Gin (Variedad genética A)
21
Tyr-Gly-Gly-Val-Ser-Len-Pro-Glu-Trp-1al-Cys-Thr-Thr-Phe-His-Thr-Ser-Gly-
41
Tyr-Asp-Thr-Gln-Ala-lle-V al-Gln-Asn-Asn-Asp-Ser-Thr-Glu-Tyr-Gly-Len-Phe-Gln-

Lle-Asn-Asn-Lys-1le- Trp-Cys-Lys-Asp-Asp-Gln-Asn-Pro-His-Ser-Ser-Asn-1le-Cys-
Asn-Ile-S er»CJ/J—AJp-LyJ—P/%—LiZt-AJ])-AJ])»AJ])—LM—T/Jr—AJp—AJp—I le-Met-Cys-
Val-Lys-Lys-Iie-1eu-Asp-1ys-1"al- Gé/?IZZ-AJﬂ-UV- Trp-Len-Ala-His-Lys-Ala-
Len-Cys-Ser-Glu-Lys-Len-Asp-Gln-Trp-Len-Cys- éZZZZLJ/yIijj OH

Figura 1. Secuencia de aminoacidos de la a-lactalbumina bovina (Brew y Grobler, 1992).

La estructura secundaria de la a-lactalbimina nativa presenta un 26% de hélice a, un 14% de
hoja B y un 60% de estructura desordenada. Las dreas en hélice o y en hojas B estin conectadas por
la region de unién con el calcio (Walstra y Jennes, 1987).

La estructura terciaria de la o-lactalbtimina es globular, y esta estabilizada por el Ca** unido a la
proteina y por cuatro puentes disulfuro (6-120; 61-77; 73-91; 28-111) (Brew y Grobler, 1992). La a.-
lactalbumina presenta una cierta homologia de secuencia con la lisozima. Ambas proteinas, poseen
aminoacidos terminales idénticos y tienen cuatro puentes disulfuro (Kronman, 1968; Hopper y
McKenzie, 1974; Qasba y Kumar, 1997; Xue et al., 2001).

Ahora bien, la lisozima es una enzima cuya actividad es hidrolizar los mucopolisacaridos de la

pared bacteriana por lo que los funciones biolégicas de ambas proteinas son claramente diferentes
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(Alais, 1985). Diferentes estudios han mostrado que la a-lactalbumina tiene una estructura menos

estable y mas extendida y que sus puentes disulfuro son mas faciles de reducir que los de la lisozima

(Gordan y Kalan, 1974; Qasba y Kumar, 1997; Xue et al., 2001).

Tabla 1. Residuos invariables en la secuencia de la a-lactalbumina de diferentes especies

(Kronman, 1989).

Grupo Residuos

| Cys6, 28, 61,73
77,91, 111, 120.
Gh51
GhH100
Ser34
Tyr50
Leu81

Vi Asnd4
Glns54
Lle55
Trp104
Alal06

I Glnd9
His107
Va2

v Leu81
Asp82
Asp83
Asp87
Asp88
Glu25
Lys94
1/e95
Phe31
His32
Gh35
Leull5
Gnll7
Tp118

Papel

Estructural

No se ha demostrado todavia
ninguno (ligando sustratos en la
lisogima)

Desconocido

Localizado en el sitio de union para
o Ca*

Funcionalidad

Region de contacto con la
galactosiltransferasa
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La estructura tridimensional de la a-lactalbimina humana y bovina ha sido determinada por

Acharya et al. (1991) y Pike et al. (1996).

Figura 2. Estructura tridimensional de la a-lactalbimina bovina; hélices « (azul); hojas 8
(verde); puentes S-S (amarillo); residuos de triptéfano (azul) y sitios principales de union

para el Ca(II) y el Zn(II) (Permyakov y Berliner, 2000).

I1.2.3. ESTADOS DE CONFORMACION Y ESTABILIDAD DE LA a-
LACTALBUMINA

La a-lactalbimina ha sido una proteina ampliamente estudiada por sus peculiares caracteristicas
estructurales (Ptitsyn et al., 1990; Ptitsyn y Uversky, 1994; Schulman et al., 1995; Chang y Bulychev,
2000; Canet et al., 2001; Goers et al., 2002). La interaccién con cationes en el sitio de unién del
calcio o del cinc, modifica la estabilidad de la proteina (Berliner et al., 1983 y 1991; Musci y Betliner,
1985b; Desmet et al., 1987; Kuwajima et al., 1989; Owusu, 1992a y 1992b). Los estudios realizados
por calorimetria diferencial han mostrado que la proteina con calcio unido presenta una temperatura
de desnaturalizacion de aproximadamente 60-65°C, unos 40°C mas alta que la correspondiente a la
forma sin calcio unido (Griko et al., 1994; Veprintsev et al., 1997). Por el contrario, la fijaciéon del

cinc disminuye su estabilidad térmica, induce la agregacion y aumenta su sensibilidad frente a las
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proteasas (Permyakov et al., 1991b; Hirai et al., 1992). En presencia de altas concentraciones de cinc,
la a-lactalbumina se encuentra en una conformacion parcialmente desplegada. En ausencia del calcio
y en presencia de concentraciones fisiologicas de magnesio, sodio y potasio, la transiciéon térmica de
la proteina ocutrre entre 30°C y 45°C (Permyakov y Kreimer, 1980).

La fijacion de cationes divalentes estabiliza la o-lactalbumina frente a diversos agentes
desnaturalizantes, como la urea o el clorhidrato de guanidina (Permyakov et al., 1981; Bratcher y
Kronman, 1984; Betliner et al., 1987). Es importante sefialar que cualquier desnaturalizacion de la o-
lactalbumina por efecto de la temperatura, la presiéon o por agentes desnaturalizantes, depende de la
concentraciéon de iones y especialmente de la concentraciéon del calcio (Kronman, 1989). La
presencia del calcio permite a la o-lactalbiumina resistir a un tratamiento con altas presiones de hasta
200 MPa (Dzowak et al., 1999).

A pH acido se disocia el calcio unido a la proteina y cambia su conformacién hacia un estado
que se denomind “Estado A” de estructura “molten globule” (Kuwajima et al., 1975; Dolgikh et al,,
1981; Mulqueen y Kronman, 1982; Bratcher y Kronman, 1984; Kronman, 1989; Behe et al.,, 1991;
Semisotnov et al., 1991; Uversky et al., 1992; Alexandrescu et al., 1994; Peng y Kim, 1994; Ptitsyn y
Uversky, 1994; Smith et al., 1994; Polverino de Laureto et al., 1995; Arai y Kuwajima, 1996; Murphy
et al., 1998; Mizugushi et al., 1999; Ptitsyn y Ting, 1999; Moriarty et al., 2000; Bu et al., 2001; Cornec
et al., 2001; Horng et al., 2003; Ramboarinna y Redfield, 2003).

Este estado se caracteriza por tener una estructura secundaria similar a la del estado nativo pero
una estructura terciaria muy modificada (Hanssens et al., 1984; Dolgikh et al., 1985; Shanbhag et al.,
1991; Murphy et al, 1998; Smith et al, 1999a y 1999b). Como resultado del cambio de
conformacion, este estado muestra una superficie mas hidrofébica y por lo tanto una alta tendencia a
la formacion de agregados (Robbins et al., 1965).

Asi, Kronman et al. (1964) mostraron que a bajo pH la a-lactalbimina tiene una gran capacidad
para formar dimeros, trimeros y otros agregados poliméricos. La formacion de polimeros de bajo
peso molecular (dimeros, trimeros, etc.) es rapida, reversible y dependiente de la temperatura. La
formacién de polimeros mas pesados es también reversible y depende de la concentracion y del
tiempo.

Una estructura semejante a la que se obtiene a bajo pH puede ser obtenida también en otras
condiciones tales como calentamiento de la proteina a mas de 50°C a pH neutro, por la exposicion

de la proteina a un pH superior a 9, por el tratamiento de la proteina con una solucién de baja
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concentracién de clorhidrato de guanidina (Kuwajima et al., 1976) y/o por la eliminacién del calcio
de la forma nativa, usando un agente quelante como el EDTA (Kronman, 1989; Bettoni et al., 2001a
y 2001b). La forma apo de la a-lactalbimina, originada al eliminar el Ca** a pH neutro, es mas
sensible a la desnaturalizacién por tratamiento con guanidina o por el calor que la forma nativa
(Hiraoka et al., 1980). La adicién de Ca®" a la proteina produce un retorno al estado nativo, lo que
demuestra que el cambio conformacional originado por la perdida del Ca®" es reversible (Kronman
etal.,, 1981).

Estudios estructurales usando técnicas de dicroismo circular y de protéolisis limitada han
mostrado que el estado “molten globule” de la o-lactalbumina obtenido al eliminar el calcio a pH
neutro se puede estabilizar mediante el calentamiento moderado a 45°C, o por adicién de
trifluoroetanol 6 de acido oleico en el medio (Polverino de Laureto et al.,, 2002). Lassalle et al.
(2003), indicaron que las altas presiones inducen un despliegue de la estructura del estado molten
globule de la a-lactalbumina de todas las especies.

Este estado se define como un estado cinético intermedio del despliegue de la proteina, que se
caracteriza por tener una estructura compacta con una estructura secundaria similar a la del estado
nativo (Uversky et al., 1992; Peng y Kim, 1994; Ptitsyn y Uversky, 1994; Ptitsyn, 1995a y 1995b;
Saito, 1999; Chakraborty y Peng, 2000; Wijesinha-Bettoni et al., 2001). El estado “molten globule” es
globular y esta muy hidratado (Arai et al., 2002). Su densidad de masa interior es 5% menos que el
estado nativo, mientras que su compresibilidad interior es dos veces mayor que lo de la forma nativa
(Kharakoz, 1997).

El radio de giro de la forma nativa de la a-lactalbimina es de 15’7 A mientras que el de la forma
acida y de la forma sin calcio a pH neutro es de 17°2 A (Kataoka, 1997). Se ha mostrado también que
la dimensién maxima de la proteina es de 60 A en el caso del estado “molten globule” mientras que
en el caso de la proteina nativa es de 50 A (Kataoka, 1997), lo que sugiere un estado relativamente
hinchado de la proteina en ese estado. Los puentes distulfuros intra-moleculares de la a-lactalbimina
impiden una expansion mayor del estado “molten globule” comparandolo con otras proteinas
globulares, donde la expansién puede alcanzar hasta 30% (Kataoka, 1997). Estudios estructurales
identificaron que existe en el estado “molten globule” un interior hidrofébico parecido al del estado

nativo de la proteina (Koga y Berliner, 1985; Wu y Kim, 1998).
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I1.2.4. INTERACCION DE LA o-LACTALBUMINA CON LOS CATIONES
METALICOS

La o-lactalbumina es una metaloproteina, que tiene la capacidad de unir cationes metalicos
(Bratcher y Kronman, 1984; Permyakov et al., 1985 y 2000; Musci y Betliner, 1986; Musci et al.,
1988; Prestrelski et al., 1991; Brew y Grobler, 1992; Noyelle et al., 2002). Esta unién tiene una gran
influencia sobre las propiedades fisico-quimicas de la proteina (Hirai et al., 1992; Brew y Grobler,
1992).

La o-lactalbiimina tiene un lugar de alta afinidad para unir Ca®*, y dicha unién desempefia un
papel fundamental para el mantenimiento de la estructura de la proteina (Permyakov y Burstein,
1984; Lafaut y Van Dael, 1986; Kronman, 1989; Ramakrishna y Brew, 1989; Kuhlman et al., 1997).

Los trabajos de Kronman et al. (1981) sobre la a-lactalbumina bovina mostraron la presencia de
dos sitios de unién para el Ca**, uno de alta afinidad ya indicado con una K, de 2’7 x 10° M' y uno
de baja afinidad con una K, de 3’1 x 10* M. Ademis, el lugar de unién de alta afinidad para el calcio
es capaz de unir otros iones como el Mn®", Mg”*, Cd**, Na*, K, aunque con una menor afinidad
(Kronman et al., 1981; Permyakov et al., 1981a; Murakami et al., 1982).

Esto ha llevado a estudiar ampliamente el efecto de estas interacciones sobre las propiedades
tisico-quimicas y funcionales de la a-lactalbimina (Kronman et al., 1981; Permyakov et al., 1981;
Murakami et al., 1982; Kronman, 1989). Aunque las constantes de afinidad de estos cationes son
relativamente bajas, la elevada concentracién de alguno de ellos en las células de la glandula mamatria,
podrian hacer que compitieran i vivo con la unién del Ca** (Kronman, 1989).

La medida de la constante de afinidad por el Ca** ha dado lugar a valores diferentes incluso de
dos o6rdenes de magnitud, segin los autores. Esta variabilidad es debida a muchos factores, siendo
los mas importantes el método de purificacion de la proteina y el de la eliminacién de los cationes
unidos, el estado de agregacion de la proteina y las interacciones con otros cationes presentes en el
medio (Kronman, 1989). El lugar de unién de alta afinidad para el Ca®* esta formado en las especies
bovina y humana por los grupos carboxilo de los residuos de acido aspartico 82, 87 y 88 y los grupos
carbonilo de los residuos de lisina 79 y 84 (Anderson et al., 1997; Permyakov y Berliner, 2000).

Recientemente se ha indicado que la a-lactalbumina humana posee también un segundo lugar de
unién para el Ca™, que se encuentra a una distancia de 79 A del primero, y que es ocupado

solamente en el caso de que exista una alta concentracion de calcio en el medio. Este lugar de unién
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esta formado por los residuos threonina 38, glutamina 39, acido aspartico 83 y leucina 81 localizados
en la superficie de la molécula (Chandra et al., 1998).

La unién del Ca** induce un cambio estructural en la proteina (Kronman, 1989; Permyakov et
al., 2001). Mediante técnicas de espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular se demostré que
esta union afecta fundamentalmente a la estructura terciaria de la proteina, y no a la secundaria
(Kronman, 1967; Desmet et al., 1987; Kronman, 1989; Paci et al., 2001). La constante de afinidad
para el Ca*" es practicamente constante en el rango de pH entre 6 y 8, pero es més baja a pH inferior
a 5, debido a la presencia de iones carboxilos en el lugar de unién. Ello confirma que el cambio de
conformacion de la forma nativa a la forma apo es debido a la disociacion del calcio y no a la acidez
en st misma (Hanssens et al., 1984; Kronman, 1989). Hiroaka et al. (1980) mostraron que la uniéon
con el Ca®" tiene un papel clave en la participacién de la o-lactalbimina en la biosintesis de la lactosa
en la glandula mamaria.

Permyakov y Kreimer (1986) mostraron que el enlace del Ca**, Mg*’, Na" y K" 2 37°C a la a.-

lactalbumina da lugar a un cambio en la estructura terciaria. La disociaciéon del calcio de la a-
lactalbimina en un medio que contenga Mg**, Na.”, K, en concentraciones fisiolégicas, induce un
cambio conformacional del estado nativo hacia otro que esta caracterizado por la existencia de una
mezcla de conformaciones nativa y apo. La variacion del pH entre limites fisiolégicos no tiene
influencia sobre el equilibrio entre ambos estados, mientras que el cambio de la temperatura s le
afecta (Permyakov y Kreimer, 1980).

Las transiciones de la a-lactalbumina del estado nativo al estado parcialmente desplegado por un
cambio de la temperatura, en el pH o por la adicion de agentes desnaturalizantes dependen
fuertemente de la concentracion de Ca** (Kronman, 1989). En ausencia de este catién, la transicién
térmica de la proteina ocurre en un intervalo de temperatura entre 20°C y 50°C, cerca de las
temperaturas fisioldgicas, lo que supone que los parametros tales como la temperatura, el pH y la
concentracion del calcio pueden controlar la conformacion 7z vive de la a-lactalbumina (Kronman,
1989).

Los trabajos de Owusu (1992a y 1992b) sobre la desnaturalizacion de la a-lactalbumina bovina
por efecto del clorhidrato de guanidina en un medio que contiene Ca**, permitieron concluir que la
proteina con calcio unido presenta una estructura muy compacta.

Van Ceunebroeck et al. (1985) indicaron que la variacién en la entalpia (AH®) que tiene lugar tras

la unién del Ca®" es dependiente de la concentraciéon de la apo a-lactalbumina. A 0°8 mg/ml, el AH®

31



Tesis Doctorado Chockry BARBANA — Universidad de Zaragoza - 2004

es de - 110 £ 6 kJ/mol, y la constante de afinidad es superior 2 10' M. La energfa libre de la unién
del calcio es de - 40k]/mol y la entropia es de - 235 ] K" mol .

Segawa y Sugai (1983) indicaron que la apo a-lactalbumina se une a cationes monovalentes, lo
que promueve el mantenimiento de su conformacién en el estado nativo. Mitani et al. (1986)
mostraron que la afinidad por el Ca®* de la apo a-lactalbimina bovina disminuye en presencia de
Na’, lo que ha permitido concluir que los dos iones compiten por el mismo sitio de unién. Los
resultados obtenidos para el K son menos concluyentes.

La o-lactalbimina tiene también un sitio de unién de alta afinidad para el Zn®", que puede
también fijar AI’*, Co™ y Cu®* (Murakami y Berliner, 1983; Tieghem et al., 1991; Stuart y Acharya,
1993; Permyakov y Berliner, 1994). El Zn®" tiene un papel muy interesante sobre la funcién
fisiolégica de la proteina, pero no tiene un efecto sobre su conformacién tan marcado, como es el
caso del Ca** (Murakami y Berliner, 1983; Tanaka y Kunugi, 1996; Veprintsev et al., 1997). El lugar
de unién para el Zn®>" se encuentra entre los residuos de acido glutimico 49 y 116 en la o-
lactalbimina humana, mientras que en la proteina bovina este lugar parece estar localizado cerca de
la regiéon N terminal, e implica a los residuos de acido glutimico 1, 7 y 11 y de 4cido aspartico 37.
Usando el Co®* como aceptor y el Tb** como donor, se calculé la energfa de transferencia, que
permitié determinar la distancia entre los lugares de unién del Ca® y del Zn*", que es de 14 a 18 A
(Permyakov y Betliner, 2000).

Se ha demostrado la existencia de otros sitios secundarios de unién para el Zn*", que se ocupan
de una manera secuencial dependiendo de la concentracién de i6n en el medio. Altas
concentraciones del metal conducen a la agregacion de la proteina (Permyakov et al., 1991b; Ren et
al., 1993). La unién del Zn®" a la a-lactalbimina tiene una constante de afinidad de 5 x 10° M, y
genera un cambio estructural aumentando la afinidad con la UDP-galactosa, lo que permite modular
la interaccién entre ambos componentes (Permyakov et al., 1991b).

Se ha indicado que la forma apo o-lactalbimina es capaz de interaccionar con otros iones
metalicos, incluyendo iones divalentes como Mg2+, S, Ba**, Cd*", Mn*", Co®" y Cu*™ (Permyakov
et al,, 1987; Desmet y Van Cauwelaert, 1988; Desmet et al., 1991; Van Dael et al., 1992; Permyakov y
Berliner, 1994 y 2000) e iones monovalentes, como Na' y K" (Permyakov y Berliner, 2000;
Rasmussen y Bjerrum, 2003). Los cationes divalentes favorecen la activacion del complejo lactosa-

sintetasa, mientras que el K" es inhibidor de esa reacciéon (Permyakov et al., 1993).
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La o-lactalbimina tiene varios sitios de unién para el Cu** (Tieghem et al., 1991). Estudios de
fluorescencia mostraron que la forma nativa puede unir al menos dos moles de Cu** con una
constante de afinidad de 8 x 10*'M™, y de dos a tres moles de Cu”" con una constante de afinidad de
4 x 10° M (Permyakov et al., 1988). La fijacién del Cu®* por la a-lactalbimina disminuye su
termoresistencia y su estabilidad frente a agentes desnaturalizantes como la urea. La transicion
térmica de la a-lactalbimina asociada al Ca®* y al Cu®" tiene lugar en un intervalo de temperatura
tisiologico, lo que sugiere la posible existencia de reguladores térmicos de su funcionamiento z vivo
(Permyakov et al., 1988).

Se ha indicado que la a-lactalbimina bovina es capaz de unir varios 4tomos de Co”* (Permyakov
y Berliner, 1994). El sitio principal de interaccién con el Co®" tiene una constante de afinidad de 1’3 x
10° M. Al contrario de lo que sucede en el caso del Zn*', la unién de la a-lactalbimina al Co®* no
conduce en ningin caso a la agregacion de la proteina o a su destabilizacion térmica (Permyakov y
Berliner, 1994).

El trabajo de Veprintsev et al. (1996) permitié, mediante estudios de fluorescencia, que la o.-
lactalbimina humana es capaz de fijar Pb** y Hg™", en el sitio de unién al Ca®, con una constante de
afinidad del orden de 10°M™. El Pb*" puede fijarse también en el lugar de unién de alta afinidad del
Zn®" con una constante de afinidad del orden de 10° My también en los sitios secundarios del
Zn*". En el caso del Hg™, se observé una interaccion con el sitio principal de unién al Zn** con una
constante de afinidad del orden de 10* M. La interaccién de la a-lactalbimina con ambos metales
aumenta la estabilidad térmica de la forma nativa pero puede provocar su agregacion.

La tabla 2 muestra los valores de las constantes de asociacion de la a-lactalbimina bovina para

diversos cationes metalicos:
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Tabla 2. Constantes de asociaciéon aparente de la a-lactalbimina bovina con diversos

cationes.
Constante de asociacién (M)
Cation
37°C 20-25°C

Ca* 2°0x 10’ 30 x 10°
Mn** - 21 -46)x10°
Mg2+ - 2’5 x 10°
Zn** - 50 x 10°
Cu* £0x10° -
Co** 1’3 x 10° -
Na* 36+10 10010
K* 6x3 813

2’0 x 10° en el sitio del calcio.
Pb** - )

1’0 x 10° en el sitio del cinc.
ng+ - (1°0-4°0) x 10*
Sr ** - 27 x 10°
Ba** - 90 x 10*
cd* - 4£0x10°

Permyakov et al., (1981); Segawa y Sugai, (1983); Permyakov y Kreimer, (1986); Permyakov et al., (1988); Kronman,
(1989); Desmet et al., (1991); Permyakov et al., (1991b); Permyakov y Berliner, (1994); Veprintsev et al., (1996);
Permyakov y Berliner, (2000).

IL.3. INTERACCION DE LA a-LACTALBUMINA CON LOS LiPIDOS

La oa-lactalbumina presenta la propiedad de interaccionar con sustancias de naturaleza lipidica
(Herreman et al., 1981a; Rahman y Sherman, 1982; Brown et al., 1984; Berliner y Koga, 1987; Lala et
al., 1995; Bafiuelos y Muga, 1995 y 1996; Montich y Marsh, 1995; Agasoster et al., 2003). Hanssens y

van Cauwelaert (1978) indicaron que el tipo de interaccién de la a-lactalbimina con las monocapas
de fosfolipidos es dependiente del pH, mostrando que la protefna se incluye totalmente en la

monocapa en una zona de pH entre 3 y 4. Se sugiri6 que a pH acido la interacciéon de la o-
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lactalbumina con la monocapa fosfélipidica presenta dos etapas, una primera de adsorcién y una
segunda de penetraciéon de los residuos hidrofobicos de la proteina en la capa lipidica. A pH
fisiolégico, la a-lactalbumina no penetra en la monocapa, pero se adsorbe a las regiones polares,
protegiendo a los fosfolipidos de la hidrélisis enzimatica por la fosfélipasa C. Los estudios de
Dangreau et al. (1982) permitieron concluir que la interaccion de la a-lactalbimina con las vesiculas
de dimiristoil-fosfatidilcolina y con los lipidos en general es dependiente del estado de conformacion
de la proteina, que a su vez es dependiente del pH. Usando técnicas calorimétricas, y de resonancia
magnética nuclear, se mostr6 que la forma sin calcio se inserta mejor en la capa de
monostearilglicerol (Boots et al., 2002).

En sistemas sonicados, a pH 4’0, pueden formarse complejos estables con una relacién molar
lipido/a-lactalbumina del orden de 70/1 (Hanssens et al., 1983). La formacion de estos complejos
es independiente de la fuerza idnica a pH 4°0 lo que permite concluir que la unién se debe a
interacciones hidrofébicas (Herreman et al., 1981b). Usando métodos de fluorescencia, de
microcalorimetria y de cromatografia (Hanssens et al., 1980), se mostré la interacciéon de la o-
lactalbumina con liposomas y con bicapas lipidicas en general, siendo esta unién muy dependiente
de las condiciones del medio, sobretodo del pH y de la presencia de calcio o no unido a la proteina.
A pH neutro, la interacciéon de la proteina con la superficie de la membrana lipidica parece ser
fundamentalmente de naturaleza electrostatica, y mas fuerte para la forma apo que para la forma con
calcio unido. A pH acido, la proteina se inserta en la membrana comportandose como una proteina
intrinseca de membrana, e interacciona con la fase apolar de la misma membrana, lo que permite
formar particulas de tamafio mas pequefio que la vesicula original (Dangreau et al., 1982; Ameloot et
al., 1984; Baniuelos y Muga, 1996; Cawthern et al., 1996; Grishchenko et al., 1996; Halskau et al.,
2002). Se identificé por marcado de la proteina con [*I] TID (Trifluorometil-Todofénil-Diazirina)
que la secuencia entre el residuo de leucina 81 y el de alanina 106 es el fragmento de la o-
lactalbimina que penetra en las bicapas (Kim y Kim, 1989). Este resultado podia ser util para
entender mejor el mecanismo de interacciéon de la proteina con la galactosiltransferasa en las
superficies de la membrana del aparato de Golgi.

Un mismo comportamiento de la a-lactalbumina como apolipoproteina, pero que se mantuvo a
pH neutro, fue observado después de una desnaturalizacién moderada de la proteina con clorhidrato
de guanidina. Se concluyé que la forma globular de la proteina nativa no es capaz de solubilizar las

vesiculas lipidicas, y que el despliegue parcial de la estructura terciaria de la proteina es un
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prerrequisito para la solubilizacién de los lipidos (Hanssens et al., 1985). También es necesaria la
exposicion de las zonas anfifilicas de los hélices o de la proteina para que se produzca la penetracion
en las membranas, hecho que precede al proceso de micelizacion del conjunto proteina/lipido (Kim
y Kim, 1989).

La interaccién de la a-lactabumina bovina con el acido estearico fue descrita por Cawthern et al.

(1997), quienes mostraron mediante estudios de fluorescencia que la a-lactalbumina bovina en
forma apo es capaz de unir un mol de acido estearico, mientras que no se pudo determinar el
namero de sitios de unién en el caso de la proteina nativa. Ademds, la constante de asociacion de la
o-lactalbumina con dicho acido graso fue mayor para la forma apo que para la forma con calcio
unido. Para observar esta interaccion trabajaron a concentraciones de acido graso cercanas a la
concentracion micelar critica y en presencia de etanol.

Polverino de Laureto et al. (2002) mostraron que la estructura modificada de la o-lactalbimina
bovina inducida por la eliminacién del calcio mediante tratamiento con EDTA a pH neutro se
mantiene estable en presencia de acido oleico. Se observé mediante la técnica de dicroismo circular
que la estructura de la proteina obtenida en esas condiciones es similar a la obtenida a pH 2’0, que se
ha considerado como el modelo de “molten globule”.

La interaccion de la apo o-lactalbumina humana con los 4cidos grasos ha sido estudiada por
Svensson et al. (2000, 2003a y 2003b) utilizando columnas de intercambio i6nico acondicionadas
con diversos acidos grasos. La interaccion parece ser muy diferente dependiendo de la longitud de la
cadena hidrocabonada, del grado de instauracién y del tipo de isémero. Por cromatografia de gases,
se mostré que la apo o-lactalbumina es capaz de unir un mol de acido oleico por mol de proteina

(Svensson et al., 2003b).

I1.4. OTRAS INTERACCIONES DE LA a~-LACTALBUMINA

La a-lactalbumina interacciona con varias sustancias organicas de pequefio peso molecular
(Permyakov et al., 1991a; Lindner et al., 2001; Neal et al.,, 2001; Rachel et al., 2001; Carver et al.,
2002). Generalmente estas interacciones son moduladas por la unién de los cationes a la proteina. La

o-lactalbumina interacciona con la UDP-galactosa, que es el sustrato de la galactosil transferasa.
También es capaz de unir ATP, ADP, UDP y UTP (Permyakov y Kreimer, 19806). Los parametros

de todas estas interacciones dependen del estado de conformacion de la proteina. Ha sido mostrado
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que la afinidad de la a-lactalbimina con el ATP y el UDP es mayor en el caso de la proteina con
calcio unido, mientras que la unién de la UDP-galactosa es mas fuerte en el caso de la proteina sin
calcio. La interaccion con el ADP y el UTP es similar para la proteina con o sin calcio unido
(Permyakov y Kreimer, 1986). La tabla 3 muestra los valores de los constantes aparentes de
equilibrio de las interacciones de la a-lactalbimina con el ATP, ADP, UTP, UDP y la UDP-
galactosa, a 37°C, en 50 mmol/1 HEPES a pH 8°0.

Tabla 3. Constantes de asociaciéon aparente entre la oi-lactalbimina con o sin calcio unido,

con diferentes sustancias.

a-lactalbumina + Ca** a-lactalbiimina — Ca**
Componente
K,,, (I/mol) K,,, (I/mol)

ATP 1050+100 130+50

ADP 130£50 180£50

UDP 25001500 510+50

UTP 1500x100 1100x100
UDP-Galactosa 1000100 8600x500

Permyakov y Kreimer, (19806).

La afinidad de la a-lactalbumina con los diferentes nucleétidos y sobre todo con el ADP, es
débil. Sin embargo su alta concentracion en las células mamarias hace necesario tener en cuenta
dichas interacciones.

Permyakov et al. (1991a) mostraron que la o-lactalbumina se une a la melitina, un polipéptido
hidrofébico derivado del veneno de abeja. Esta interaccion tiene lugar unicamente en ausencia del
calcio, y la interaccion altera la conformacion de la melitina hacia una estructura mas rica en hélice a.

Estudios de medida de fluorescencia, mostraron que la a-lactalbimina esterificada segun el
método de Sitohy et al. (2000), es capaz de interaccionar con el ADN, hasta una relaciéon molar
proteina / ADN de 1100. La adicién de SDS (0°1%) y/o de urea 5 M al medio, reduce el espectro de
fluorescencia lo que sugiere unas interacciones de naturaleza hidrofébica entre la o-lactalbumina

esterificada y el ADN (Sitohy et al., 2001).
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I1.5. PROPIEDADES ALERGENICAS DE LA a~-LACTALBUMINA

La alergia a las proteinas lacteas esta asociada fundamentalmente a las proteinas mayoritarias de
la leche, la o-lactalbumina, la B-lactoglobulina, las inmunoglobulinas y las caseinas. Mientras que en

muchos estudios se ha indicado que la B-lactoglobulina es la mas propensa a producit reacciones
alérgicas y la caseina la menos, en otros estudios se ha indicado que es la caseina la que tiene unas
mayores propiedades antigénicas de entre las proteinas de la leche (Savilahti y Kuitunen, 1992; Gall
et al., 1996; Maynard et al., 1997; Jarvinen et al., 2001; Sharma et al., 2001).

Por lo que respecta a la o-lactalbimina, parece ser que la alergia inducida por ella es debida
fundamentalmente al fragmento situado entre los residuos de valina 42 y el de 4cido glutamico 49.
La hidrolisis parcial de la proteina no afecta a sus propiedades alergénicas, e incluso su
inmunoreactividad aumenta, mientras que el calentamiento reduce considerablemente su
alergenicidad. ILa alergia a la a-lactalbiumina induce una reaccién de hipersensibilidad gastrointestinal

y/o cutanea (Sharma et al., 2001).

I1.6. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA a~-LACTALBUMINA

El aislamiento de la o-lactalbumina se ha basado generalmente en la combinaciéon de varias
técnicas como la precipitacion salina, la precipitacion isoélectrica y técnicas cromatograficas como el
intercambio i6nico o cromatografia de exclusion molecular (Chaplin, 1986; Law et al, 1993;
Smithers et al., 1996). Recientemente se han utilizado otras técnicas basadas en las propiedades
hidrofébicas y fijadoras de cationes de esta protefna (Blomkalns y Gomez, 1997; Imafidon et al.,
1997).

El aislamiento de la o-lactalbiumina bovina ha estado siempre estrechamente ligado al de la -
lactoglobulina (McKenzie, 1967; Maubois y Ollivier, 1997; Tupasela et al., 1997; Guiziou et al., 1999;
Cheang y Sydney, 2003).

El primer intento de aislamiento de esta proteina fue llevado a cabo por Sebelien en 1885, quien
obtuvo una fraccién proteica mediante acidificacion del lactosuero no precipitado por saturacion con
sulfato magnésico, a la que denominé “Lactoalbumina”. Posteriormente Svedberg (1937) demostrd

que esta fraccion no era homogénea, y llamé a-lactalbiumina a uno de los componentes mayoritarios,

siendo el componente principal la B-lactoglobulina aislada por Palmer (1934). De forma paralela,
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Sorensen y Sorensen (1939) obtuvieron un precipitado que consiguieron cristalizar y denominaron
"sustancia insoluble cristalina".

Afos después, Gordon y Semmett (1953) consiguieron aislar y cristalizar la o-lactalbumina tras
una serie de precipitaciones sucesivas con distintas concentraciones de sulfato amoénico, y
propusieron que la sustancia insoluble cristalina de Sorensen y Sorensen y la proteina aislada por
ellos era la misma proteina.

Posteriormente, Aschaffenburg y Drewry (1957) introdujeron un nuevo método de aislamiento,
mas sencillo que el Gordon y Semmett, aprovechando la solubilidad de la B-lactoglobulina a pH 2°0.
A este valor de pH la a-lactalbumina no es soluble y precipita. La a-lactalbimina precipitada
contiene también albumina y trazas de -lactoglobulina, por lo que debe ser repurificada mediante
precipitacién con sulfato amoénico primero a pH 3’5 para eliminar la B-lactoglobulina y luego a pH
4°0 para eliminar la albumina. Este método ha sido muy utilizado desde su introduccién debido a su
simplicidad, pero presenta el inconveniente de utilizar unas condiciones muy drasticas que pueden
alterar la estructura nativa de la proteina. Para evitar este problema Robbins y Kronman (1964)
introdujeron un nuevo método para aislar la o-lactalbimina bajo condiciones mas suaves y que a la
vez era aplicable a grandes cantidades de leche. Este método es una modificaciéon del método de
Gordon y Semmett, en el cual tras la obtenciéon de la fraccion lactalbumina mediante precipitacion
con sulfato amoénico, la o-lactalbimina es precipitada por acidificacion hasta pH 40 y
mantenimiento a 1°C durante 12 horas. La a-lactalbimina obtenida no es del todo pura pero
algunos autores han utilizado este método como punto de partida para una posterior repurificacion
de la proteina mediante otros procedimientos (Biserte et al., 1966; Ortin et al., 1992a).

Aschaffenburg y Drewry (1968) aislaron la a-lactalbimina a partir de las proteinas del lactosuero
precipitadas con sulfato amonico, disolviendo este precipitado en un tampén de amonio y
precipitando de nuevo a pH 3’5 para quitar la B-lactoglobulina y a pH 4’0 para quitar la albimina.
Aschaffenburg y Drewry (1968) describieron otro método de aislamiento de ai-lactalbumina, en el
que se utilizaba 4cido tricloracético al 3% para precipitar la B-lactoglobulina y otras proteinas del
lactosuero, mientras que Armstrong et al. (1967), usaron 264 g/1 de sulfato amoénico a 20°C y pH a
3’5. Mehrens et al. (1983), fraccionaron las proteinas del lactosuero bovino acido mediante la adicion
de acetona (de 25 a 33%) a diferentes valores de pH (de 3’0 a 7°0) consiguiendo asi la precipitacion

de la B-lactoglobulina (A y B) y la a-lactalbumina.
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Una técnica de aislamiento de la a-lactalbumina y de las otras proteinas basada en la aplicacion
de un tratamiento térmico a partir del lactosuero de queso Cheddar fue descrita por Pearce (1983).
La fraccion retenida en la ultrafiltracién del lactosuero, se calenté a 65°C a pH 4’2 durante 30
minutos. La o-lactalbumina precipité y se separé mediante una centrifugacion. La proteina
purificada con este método esta contaminada con inmunoglobulinas, albumina y agregados que no
fueron identificados.

El aislamiento de la a-lactalbumina mediante técnicas cromatograficas fue introducido
posteriormente. Groves (1965) consiguié aislar la proteina mediante cromatografia en DEAE-
celulosa. La cromatografia de filtracién en gel también ha sido efectiva en la purificacién de esta
proteina (Hill y Hansen, 1964), y otros autores han utilizado la combinaciéon de estas dos técnicas
llevando a cabo primero un fraccionamiento de las proteinas del lactosuero mediante cromatografia
en Sephadex G-100 o G-50 y una posterior repurificacion de la fracciéon enriquecida en a-
lactalbimina mediante cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sephadex (Ortin et al., 1992a;
Neyestani et al., 2003).

Armstrong et al. (1967) usaron la cromatografia en DEAE Sephadex A-50 a pH 6’3 con un
tampon imidazol-HCI y un gradiente de NaCl hasta 150 mM, para purificar la B-lactoglobulina y la

o-lactalbumina del lactosuero bovino. El uso de cromatogratias de intercambio i6nico para purificar

la a-lactalbimina directamente a partir del lactosuero fue criticado por Skudder (1985) a causa de la
precipitacion de las sales de la leche en la columna, lo que puede reducir la eficacia de la separacion,
por lo que es preferible la dialisis o ultrafiltracion previa.
Skudder (1985) usé una cromatografia de intercambio idénico en Spherosil QMA para fraccionar
el lactosuero 4cido, usando 100 mM de HCIl para la elucién de las diferentes proteinas del lactosuero.
Xiuyun et al. (2000) aislaron diferentes proteinas del lactosuero bovino entre ellas la  a-

lactalbumina, usando una cromatografia de intercambio i6nico con QAE-toyopearl, que es una

resina de intercambio idnico fuerte. La a-lactalbimina fue eluida usando un gradiente lineal de 0 a
0’15M de NaCl en tampon 0°05M Tris-HCl a pH 8’5, mientras que la B-lactoglobulina fue eluida
usando un gradiente lineal entre 0’1 a 0°25M de NaCl en tampén 0°05M Tris-HCl a pH 68.

La cromatograffa en Superdex 75 conectada en un sistema FPLC, fue utilizada por Felipe et al.
(1997), para separar las proteinas del lactosuero de vaca, de oveja y de cabra. La separacion de las

proteinas del lactosuero result6 rapida y eficaz usando este método.
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Yoshida (1990) consiguié separar las proteinas del lactosuero bovino mediante una cromatografia
en Sephacryl S-200. La 3-lactoglobulina dimera eluyé en el cuarto pico, separada de la a-lactalbimina
que eluyé en el quinto pico. La purificacion de la fraccién enriquecida en a-lactalbumina con el
método de Aschaffenburg y Drewry resultd en a-lactalbumina sin contaminar con B-lactoglobulina.
La purificacién de la o-lactalbimina por cromatografia de intercambio i6nico, fue utilizada por Manji
et al. (1985), fraccionando el lactosuero con un gradiente de acetato sédico a pH 6’3.

Se consigui6 separar la o-lactalbumina y la -lactoglobulina del lactosuero bovino combinando
una técnica de precipitacion fraccionada con polietilen-glicol (PEG) y la particién hidréfobica en
PEG-hidroxipropil almidén con sistema bifasico utilizando PEG unido al palmitato como ligando
hidrofébico (Ortin et al., 1991 y 1992b). Esta misma técnica fue usada también para separar la o-
lactalbumina de la albumina a partir del lactosuero humano (Johansson y Shanbhag, 1984). La
utilizacién del PEG palmitato como ligando de afinidad puede ser util para distinguir las diferentes
conformaciones de la proteina (Ortin et al., 1991).

Noppe et al. (1999) usaron la propiedad de interaccionar con el calcio para purificar la o-
lactalbumina bovina y caprina directamente de la leche, con un tampén que contenfa 250 mM de
EDTA. En presencia de EDTA, la apo a-lactalbiumina presenta una superficie mas apolar lo que le
permite, interaccionar con la columna de Phenyl-Sepharose. Después la a-lactalbiumina se eluyo
mediante un tampoén que contenfa 25 mM de calcio cuya presencia modifica su estructura y permite
obtenerla en su forma nativa como se comprobd por analisis de dicroismo circular. Se purificé luego
la fraccion rica en a-lactalbumina por cromatografia en Superdex 75 HR a pH 8°0.

Gurgel et al. (2001) fraccionaron las proteinas del lactosuero bovino mediante una adsorcién

selectiva usando una resina que contenia un hexapeptido unido covalentamente a un soporte de
polimetacrilato. El hexapéptido muestra una afinidad especifica por la a-lactalbumina lo que permite
separarla del resto de las proteinas del lactosuero. Este método permite separar la a-lactalbumina
utilizando una baja concentracion de NaCl para su elucion.

Blomkalns y Gomez (1997) aislaron la a-lactalbumina a partir del lactosuero bovino, mediante

una cromatografia de afinidad con Cu*' inmovilizado en una columna de Sepharose. El tampon

utilizado fue 0’1M acetato sédico, 0’5M NaCl a pH entre 5’5 y 3’8.
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Splitt et al. (1996) consiguieron separar la albimina, la B-lactoglobulina y la o-lactalbimina,
mediante una cromatograffa de membrana de adsorcién preparativa que esta constituida por celulosa

modificada con grupos funcionales de intercambio i6nico.

I1.7. DESNATURALIZACION TERMICA DE LA a-LACTALBUMINA

El comportamiento de las proteinas de la leche, especialmente las del lactosuero frente a los
tratamientos térmicos, tiene un gran interés para la industria lactea. Asi, se ha mostrado que a
temperatura de 75°C la a-lactalbumina desnaturalizada forma un complejo con la K-caseina (Doi et
al., 1985). Havea et al. (1998 y 2001), mostraron que el calentamiento del lactosuero concentrado a
75°C durante 16 minutos produce la agregacién de la B-lactoglobulina con la a-lactalbimina y la
albumina.

El efecto del tratamiento térmico sobre la a-lactalbimina depende, como en el caso de todas las
proteinas, de la temperatura y el tiempo de tratamiento, asi como de las condiciones del medio:
sustancias presentes sobre todo cationes metalicos, fuerza ioénica, pH y concentracién de proteina
(Hillier y Lyster, 1979; De Wit y Swinnkels, 1980; Park y Lund, 1984; Kella y Kinsella, 1988; Relkin y
Launay, 1990; Griko y Remeta, 1999).

La mayoria de los parametros termodinamicos de la desnaturalizaciéon térmica de la o-
lactalbumina se han obtenido mediante estudios realizados por calorimetria diferencial (Pfeil et al.,
1986; Griko y Remeta, 1999; Boye y Alli, 2000). Esta técnica se basa en la medida de la diferencia del
flujo de calor suministrado a una muestra problema y a una muestra de referencia, a lo largo del
proceso de calentamiento en funcién del tiempo y de la temperatura (Wright, 1982).

El trabajo de Grinberg et al. (1998b) sobre la termodesnaturalizacion de la o-lactalbumina
bovina nativa, usando calorimetria diferencial y trabajando a pH 8’0, mostr6é un termograma con un
pico endotérmico con un maximo entre 60°C y 65°C.

Un resultado similar fue obtenido también por Griko y Remeta (1999), que mostraron que la
temperatura de transicion es constante en un rango de pH entre 52 y 80. La entalpfa de
desnaturalizacién térmica de la o-lactalbimina bovina nativa fue del orden de 295 k] mol"' en un
tampon de pH 8’0 (Griko y Remeta, 1999).

El perfil de desnaturalizacién de la apo ai-lactalbumina bovina mediante calorimetria diferencial

es diferente del obtenido con la proteina en su estado nativo (Veprintsev et al., 1997; Griko y
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Remeta, 1999). En este caso, se observa un pico endotérmico con un maximo a 22°C a pH 8’1
(Veprintsev et al., 1997) o a 28°C a pH 8’0 (Griko y Remeta, 1999). La entalpia de desnaturalizacién
térmica fue del orden de 147 k] mol " en un tampén de pH 8°0 (Griko y Remeta, 1999).

La estabilidad térmica de la o-lactalbumina nativa no depende de las variaciones de la fuerza
i6nica a pH neutro, mientras que la estabilidad de la forma apo varfa ampliamente con la fuerza

i6nica y la concentracion de iones monovalentes como el sodio o el potasio (Griko y Remeta, 1999).

I1.8. PAPEL BIOLOGICO DE LA «-LACTABUMINA EN LA SINTESIS DE LA
LACTOSA

La principal funcioén biolégica de la a-lactalbimina es la de participar en la sintesis de lactosa de
la leche (Andrews, 1970; Berliner et al., 1984; Brew y Grobler, 1992; Sato et al.,, 1998; Van Den
Nieuwenhof et al., 1999). La lactosa sintetasa estda formada por dos componentes: el componente
catalitico, que es una  galactosiltransferasa  (UDP-galactosa-N-acetilglucosamina-31-4-
galactosiltransferasa) y el componente regulador que es la a-lactalbumina (Permyakov et al., 1993).
Esta galactosiltransferasa se encuentra, ademas de en las células epiteliales de la glandula mamaria, en
un amplio nimero de células secretoras del organismo. En la mayoria de las células, la enzima actda
aisladamente catalizando la transferencia de la galactosa a los oligosacaridos en la sintesis de
glicoproteinas (Brew y Grobler, 1992). Sin embargo, la galactosiltransferasa no es capaz de catalizar
por si sola la sintesis de lactosa debido a que no tiene una afinidad suficiente para unir la glucosa (K,
=2 M) (Brew y Grobler, 1992).

La galactosiltransferasa se encuentra en las células secretorias de la glandula mamaria. Esta
compuesta por 400 aminoacidos y posee una regién citoplasmica, una regiéon hidrofébica
transmembranaria y una regioén catalitica (Ramakrishnan et al., 2001; Ramakrishnan y Qasba, 2001;
Ramakrishnan et al., 2002). La parte soluble de la galactosiltransferasa esta compuesta por dos zonas:
la zona N terminal (150 residuos) que contiene los residuos de cisteina 134 y 247 que se une a la a-
lactalbumina y a otros aceptores; y la zona C terminal que esta implicada en la unién con la UDP-
galactosa (Yadav y Brew, 1990 y 1991). El enzima es dependiente del i6n Mn2* para la sintesis de la
lactosa (Khatra et al., 1974).

La funcién de la a-lactalbimina en esta reaccion es promover la unién de la glucosa a la enzima.

La a-lactalbamina reduce el valor de K, hasta 1000 veces, permitiendo asi la sintesis de la lactosa a
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las concentraciones fisiologicas de la glucosa en la glandula mamaria. Ademas, la o-lactalbimina
actia como inhibidor competitivo frente a las glicoproteinas o los oligosacaridos que son substratos
de la galactosiltransferasa (Bell et al., 1976; Powell y Brew, 1976). Los estudios llevados por O Keefe
(1980b) mostraron que la o-lactalbumina ejerce una influencia sobre la galactosiltransferasa via el
cambio de conformacién de la enzima o por efecto del aumento de la concentraciéon del complejo
reactivo con la enzima favoreciendo cinéticamente el equilibrio de la reaccién.

La a-lactalbumina se sintetiza en el reticulo endoplasmico de las células secretoras de la glandula
mamaria. Después, se traslada al aparato de Golgi donde se encuentra la galactosiltransferasa. En
este compartimiento se activa su papel como modulador de la galactosiltransferasa con una union
reversible con la parte catalitica de la enzima en el lumen del aparato de Golgi, donde se sintetiza la
lactosa (Brew y Grobler, 1992).

La a-lactalbumina reacciona con la galactosiltransferasa y es secretada en la leche junto a la
lactosa mediante un proceso de exocitosis en las vesiculas secretoras formadas por las membranas
del aparato de Golgi. Cuando la concentracion de lactosa en las células mamarias alcanza un
determinado nivel, un mecanismo hormonal hace que la a-lactalbimina se libere del lumen del
aparato de Golgi y la produccién de la lactosa cese (Brew y Grobler, 1992).

Muchos estudios sobre el mecanismo de la biosintesis de la lactosa mostraron que en ausencia de
ligandos (substratos o cationes), la a-lactalbimina y la galactosiltransferasa son incapaces de formar
un complejo molecular, mientras que la presencia del i6n Mn*" o algin derivado del UDP o de
algunos monosacaridos permite la formacién progresiva de un complejo 1:1 entre las dos proteinas
(Brew y Grobler, 1992). Con la galactosiltransferasa se demostré también que algunos metales como
el cobalto pueden incrementar su actividad en ausencia del i6n Mn®* (Brew y Grobler, 1992).

Ramakrishnan et al. (2001) propusieron una representaciéon del complejo entre la o-lactalbimina
y la galactosiltransferasa como se muestra en la figura 3.

Los trabajos de Powel y Brew (1976) y de O’Keefe (1980a) mostraron la existencia de dos sitios
de unién para metales en la galactosiltransferasa, que se encuentran separados por una distancia de
18 A. El primero une el i6n Mn®" y otros metales con un una afinidad alta, mientras que el segundo
sitio los une con baja afinidad pero esta implicado directamente en la unién de la transferasa con la
UDP-galactosa.

Los trabajos de Musci y Berliner (1985a), han sugerido que la o-lactalbumina que esta en

contacto con la galactosiltransferasa en el aparato de Golgi se encuentra en una conformacién apo.
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alpha-LA

Figura 3. Representacion del sitio activo de la galactosiltransferasa bovina y su interaccion

con la a-lactalbimina (Ramakrishnan y Qasba, 2001)

La galactosiltransferasa bovina posee al menos dos sitios de unién para el magnesio, con unas
constantes de afinidad de 2 x 10° M y 1 x 10° M respectivamente (Powell y Brew, 1976). Los
trabajos de Andree y Berliner (1980), mostraron que el Zn*" y el Co® también actian como
activadores de la sintesis de la lactosa. Permyakov et al. (1993) concluyé que la unién del Zn** a la o
lactalbumina es moduladora de la actividad de la sintesis de la lactosa y que esta modulaciéon depende
de la concentracién de Mn™".

Estudios cinéticos mostraron que con los monosacaridos existe una sinergia entre la unién del
azucar y la de la a-lactalbimina con la galactosiltransferasa. Concretamente la unién de la o-
lactalbumina mejora la del monosacarido y al revés. Con los oligosacaridos y los substratos
glicoproteicos, la a-lactalbimina se comporta como inhibidora competitiva de la reacciéon de
transferencia (Brew y Grobler, 1992).

La interaccién de la a-lactalbumina con la galactosiltransferasa incluye una region hidrofébica de
la proteina que contiene los residuos de tirosina 306, fenilalanina 31, triptéfano 118 y histidina 32
(Warme et al., 1974; Bell et al., 1975; Prieels et al, 1979). Un modelo de unién entre las dos

proteinas fue sugerido por Brew et al. (1979). En este modelo el sitio de unién aceptor de la
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galactosiltransferasa presenta dos zonas que son capaces de unir los monosacaridos. Uno de estos

lugares denominado “S,” se une a la N-acetilglucosamina libre o a la glucosa con baja afinidad,

mientras que el otro lugar denominado “S,” es capaz de unirse a otros azuicares (Brew y Grobler,
g »

1992). El sitio de unién para la a-lactalbumina recubre el sitio “S,”, por lo que la proteina y los
oligosacaridos unen de manera excluyente al enzima.

En este modelo, la unién de la a-lactalbumina a ese sitio de la galactosiltransferasa adjunto al
sitio de los substratos monosacaridos, permite considerar otro sitio de unién en la o-lactalbumina

llamado “S"”

que se encuentra muy cerca del sitio “S,” (Brew y Grobler, 1992). Parece que el nuevo
sitio “S'*” permite estabilizar las interacciones con los monosacaridos unidos en el sitio “S,”, lo que
explicaria la sinergia entre la a-lactalbumina y los monosacaridos para la formacién del complejo con
la galactosiltransferasa (Brew y Grobler, 1992).

La figura 4 muestra el modelo de interaccién entre la galactosiltransferasa y la a-lactalbumina

descrito antetiormente.

46



Tesis Doctorado Chockry BARBANA — Universidad de Zaragoza - 2004

Galactesyltransferase

a-Lactalbumin

Galactosyltransferase

Figura 4. Modelo de interaccion de la Galactosiltransferasa bovina con la ot-lactalbimina segin Brew y Grobler
(1992).

El papel que los lipidos pueden tener sobre la actividad de la galactosiltransferasa fue estudiado
por Mitranic et al. (1983, 1985 y 1988), quienes observaron que la fosfatidilcolina y la
fosfatediletanolamina estimulan la sintesis de la lactosa, mientras que los fosfolipidos acidos como la

fosfatidilglicerol inhiben la actividad enzimatica.
I1.9. OTRAS FUNCIONES BIOLOGICAS DE LA «-LACTABUMINA
Es un hecho bien conocido que la lactancia materna protege el recién nacido frente a infecciones

respiratorias y gastrointestinales, debido a la presencia en la leche humana de distintas moléculas con

actividad antimicrobiana como las inmunoglobulinas, la lactoferrina y la lisozima (Sarkar et al., 1973;
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Readhead et al., 1990; Juvonen et al., 1994; Swart et al., 1996; Yoo et al., 1997) y los glicoconjugados
que inhiben la adherencia de las bacterias en las células epitéliales (Andersson et al., 1983; Svanborg
etal., 1991).

Los trabajos de Hakansson et al. (2000) mostraron un efecto letal de la caseina humana sobre
Streptococcus pneumoniae con una reduccion del nimero de bacterias hasta siete ciclos logaritmicos. El
efecto letal fue atribuido a la fraccion de o-lactalbumina polimérica “Multimeric Alpha-
Lactalbumin” (MAL) que se encuentra asociada a las caseinas, mientras que la protefna nativa no
mostré ningun efecto. La transformacion de la proteina a una forma activa se puede realizar también
mediante un tratamiento con EDTA seguido de la unién de un cofactor lipidico como se indicara
mas adelante.

Pelligrini et al. (1999 y 2003) identificaron en la a-lactalbimina bovina, tres fragmentos con
actividad bactericida obtenidos después de su hidrolisis con tripsina y quimotripsina, lo que puede
indicar una posible produccién de estos fragmentos en el tracto intestinal de los mamiferos durante
la digestion. Se identificaron ocho fragmentos después de la digestiéon con la tripsina, pero solo dos
presentaron un efecto letal. El primer fragmento activo esta compuesto por los 5 primeros
aminoacidos de la secuencia de la a-lactalbumina y el segundo fragmento activo por dos péptidos
asociados por un puente disulfuro correspondiendo por orden de secuencia a los aminoacidos de la
o-lactalbumina (17-31)-S-S-(109-114). Se estudiaron también los fragmentos de la digestiéon con
pepsina, pero no presentaron ningun efecto bactericida.

La digestion con quimotripsina de la a-lactalbimina produjo otro fragmento con efecto letal, y
muchos otros que no tienen ningun efecto sobre las bacterias. El fragmento letal fue identificado
basandose en el orden de los aminoacidos de la secuencia de la a-lactalbimina, como el fragmento
(61-68)-S-S-(75-80).

El efecto letal observado fue frente a bacterias Gram (+) mientras que no hubo ningin efecto
sobre bacterias Gram (-). La actividad bactericida fue observada sobre las bacterias: B. bronchiseptica,
B. subtilis, M. luteus, S. epidermidis, S. lentus y S. zooepidemicus, siendo B. subtilis el mas sensible de los
microorganismos ensayados. El segundo fragmento obtenido en la digestion con tripsina, resultd ser
el mas activo de todos los fragmentos peptidicos ensayados.

Las propiedades hidrofébicas y la carga positiva de los péptidos a pH neutro, eran aspectos

importantes para explicar el efecto bactericida de estos péptidos.
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Por otra parte, algunos estudios sugieren también que la lactancia materna tiene un efecto
protector contra el cancer tanto en la madre como en el recién nacido (Svensson et al., 2002).
Diversos estudios epidemiolégicos han mostrado que las dietas ricas en productos lacteos estin
relacionadas con una menor tasa de incidencia de cancer (Reddy et al., 1973 y 1983; Tsuru et al,,
1988; Sternhagen y Allen, 2001).

Estudios sobre el efecto de la leche como agente anticancirégino han permitido concluir que en
la leche de diversas especies existe uno o varias factores que poseen una actividad anticancerigena
(Jacquet et al., 1968). Algunos trabajos realizados con sustancias quimicas cancerigenas como el
dimetilaminoazobenceno (DAB), han mostrado que algunos componentes de la leche como las
caseinas y la riboflavina, tienen la capacidad de inhibir la acciéon del DAB. Asi, la suplementaciéon con
riboflavina y caseinas a la dieta de ratas tratadas con DAB da lugar a una reduccién en la incidencia
de tumores. Experimentos realizados con ratas en las que se habia implantado un epitelioma
indicaron que las que se alimentaban con leche, tenfan un menor crecimiento de tumores en
comparacion con ratas a las que se les suministraban otros alimentos (Jacquet et al., 1968).

Bourtouraullt et al. (1991) mostraron que el lactosuero tiene un efecto inhibidor sobre el
crecimiento de las lineas tumorales MCF-7 (cancer de mama) y PC-3 (cancer de prostata). Al afiadir
lactosuero esterilizado por filtraciéon en el medio de incubacién, las células de las dos lineas
inhibieron su crecimiento. La linea MCF-7 lo hizo después de 24 horas de incubaciéon usando una
concentracién de 4’6 mg/ml. La linea PC-3 no mostré ningin efecto a la misma concentracion, pero
disminuy? el crecimiento hasta un 50% usando una concentracion de tres veces mayor.

Estudios realizados recientemente con la a-lactalbiumina humana han mostrado que una forma,
al parecer peculiar, de esta proteina puede inducir apoptosis en distintas lineas celulares tumorales e
inmaduras pero no en células normales (Hakansson et al., 1995 y 1999; Kit et al., 1998; Svensson et

al.,, 1999).
En la leche humana, esta forma peculiar de a-lactalbumina no se encuentra en el lactosuero, sino
asociada a las caseinas, formando parte de las micelas. Se ha dado a esta forma de la a-lactalbimina

la denominaciéon de MAL (Hakansson et al., 1999). Dicha forma puede obtenerse pasando la caseina

humana por una columna de intercambio i6nico de la que se eluye utilizando una alta concentracion

de NaCl. La forma activa de la o-lactalbumina humana asi obtenida parece corresponder a una

mezcla de polimeros con una estructura tridimensional ligeramente diferente de la mondémera

(Svensson et al., 1999).
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Se ha observado también que la a-lactalbimina del lactosuero humano, inactiva frente a células
tumorales en cultivo, puede convertirse en la forma inductora de apoptosis. Esta conversion
requiere un tratamiento con EDTA de la proteina (que produce un despliegue parcial de la misma al
eliminar el calcio asociado) y va seguido por el paso a través de una columna de intercambio i6nico
previamente acondicionada con caseina (Svensson et al., 2000). Sin embargo, si se pasa la proteina
nativa por la columna acondicionada con caseinas o la forma apo por una columna sin acondicionar
no se obtiene la forma apoptotica. Estos hechos sugieren que debe existir algun cofactor en la
casefna que se transfiere a la apo o-lactalbimina convirtiéndola en activa. Por extraccién con
solventes organicos y por cromatografia de gases, se identifico el cofactor como el acido oleico.

Posteriormente, los mismos autores obtuvieron la forma activa al pasar apo o-lactalbumina por
una columna de intercambio i6nico previamente acondicionada con 4cido oleico. A la forma activa

asi obtenida que produce apoptosis en células tumorales, se denominé fraccion HAMLET (Human

a-lactalbumina Made Letal to Tumor cells) (Svensson et al., 2000, 2002, 2003a y 2003b).

El estudio realizado sobre la linea tumoral 1.1210, mostré que la fraccion HAMLET induce una
fragmentacion del ADN. El analisis por espectroscopia mostrd que su estructura es similar al estado
“molten globule” (Svensson et al., 2000).

Se ha indicado que las células linfoides son mas sensibles a la fraccion HAMLET que las de
carcinomas, mientras que las células normales son totalmente resistentes (Svanborg et al., 2003).

La fraccion HAMLET ha mostrado tener también un efecto apoptotico . vivo (Svanborg et al.,
2003). Asi, en ratones a los que se les habfa implantado un tipo de glioblastoma humano, se observé
que la administracion local de la fraccién activa inhibia el crecimiento de las células tumorales sin
afectar a las células diferenciadas circundantes. Este hecho permite abrir unas perspectivas muy
esperanzadoras para los pacientes que sufren este tipo de tumores. La dificil accesibilidad a la zona
en que se encuentran estos tumores asi como su caracter invasivo hace que su tratamiento sea muy
dificil y de poco éxito conduciendo a la muerte de la mayoria de los pacientes afectados en un
petiodo de aproximadamente un afio. Ademas, la fraccion HAMLET ha mostrado ser activa en
papilomas cutaneos humanos produciendo una reduccién del mismo en los pacientes estudiados
comparado con el grupo placebo. Si esta fraccion resulta activa frente a otros tipos de papilomas o
en otros tumores de mucosas (Svanborg et al., 2003).

Se han realizado muchos estudios para conocer el mecanismo de acciéon de la fraccion

HAMLET vy asi poder comprender las diferencias que existen en la sensibilidad entre las células
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tumorales y las normales. Es conocido que las células normales poseen mecanismos de resistencia,
basados en fenémenos apoptoticos, para evitar que el crecimiento celular se produzca de una forma
desordenada. Asimismo, se conoce que muchas células tumorales presentan mutaciones puntuales
cuyo efecto en la célula es actuar como mecanismo de resistencia frente a dicha apoptosis,
permitiendo una elevada tasa de crecimiento celular. La fraccion HAMLET ha sido probada en
células tumorales cuyos genotipos presentan dichas mutaciones, tales como la p53 y la bcl-2. Los
resultados obtenidos han mostrado que el complejo es activo en ambos genotipos mutados dando
lugar a una fragmentacion del ADN en ambas lineas tumorales (Svanborg et al., 2003).

Se ha estudiado la localizaciéon subcelular de la fraccion HAMLET mediante microscopia
confocal y se ha observado que dicha fraccién se une a la superficie tanto de las células tumorales
como de las normales, y penetra en el citoplasma dando lugar a la apariciéon de agregados. Este
hecho confirma que la disponibilidad de receptores celulares no es limitante para la accién de esta
fraccion. Sin embargo, en las células tumorales la fraccion HAMLET se dirige hacia el nucleo celular
y finalmente penetra en el mismo, mientras que este efecto no se observa en las células normales.

Este hecho indica que la localizaciéon subcelular de la forma activa tiene consecuencias en la
susceptibilidad entre los distintos tipos de células existiendo probablemente en las células normales
algun mecanismo que inhibe el transporte del complejo en el interior celular (Svanborg et al., 2003).

El estudio de las bases moleculares de la acumulacién de la fraccion HAMLET en el nicleo ha
sido estudiado usando células sensibles en las que se habia separado los distintos componentes
celulares. Las moléculas con las que interacciona la fraccion HAMLET pertenecen a la familia de
proteinas denominadas histonas, principalmente la histona 3. Dicha interaccién impide la unién de
las histonas al ADN nuclear, inhibiendo la transcripcién, replicaciéon y recombinacion. Este
mecanismo es independiente de la via apoptdtica clasica y permite explicar porqué la fraccion
HAMLET produce la muerte celular en tipos tan diferentes de células tumorales (Duringer et al.,
2003).

Otra via de apoptosis incluye la participacion de las mitocondrias (Kohler et al., 1999a, 1999b,
2001 y 2002; Svensson et al., 2002). Se ha indicado que la fraccion HAMLET interacciona con la
superficie mitocondrial alterando su potencial de membrana (AWm). Esta alteracién induce la
liberacion del citocromo C, lo que da lugar a la activacion de cascada de las caspasas (Kohler et al.,
2002; Svensson et al., 2002). Estos resultados se han mostrado en las lineas celulares JURKAT y
A549 (Kohler et al., 2001).

La figura 5 representa el mecanismo de apoptosis inducido por las fracciones MAL y HAMLET
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propuesto por Kohler et al. (2001).
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Figura 5. Mecanismo de apoptosis inducido por las fracciones MAL y HAMLET propuesto
por Kéhler et al. (2001).

Se mostré que la a-lactalbumina aislada a partir de las leches bovina, humana y de cabra, por
intercambio i6nico, tiene un efecto citotoxico sobre las células de bazo de ratén (Matin et al., 2001).
Ademas, se mostré que la a-lactalbumina bovina tratada a pH entre 2°0 y 40 y equilibrada a pH 7°2
produce citotoxidad en los linfocitos T y B del ratén, mientras que la a-lactalbumina nativa no
muestra ningun efecto. Estos resultados indican que esta ultima forma activa corresponde a la forma
apo polimerizada. El estudio propone una conversiéon de la a-lactalbumina nativa 7z vive por la
acidez del estomago hacia una forma polimera activa (Matin et al., 2001).

Se han observado efectos biolégicos sobre células normales o tumorales producidos por la .-
lactalbumina nativa. Asi, Thompson et al. (1992) aislaron de la leche humana un factor llamado MIA
(Mammary inhibitor activity), por precipitacion con acido acético de las caseinas a pH 4°6, seguida de

una cromatografia de electroenfoque. Frente a células de rifion de raton NRK, se observo una
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inhibicién importante de la division. Una concentraciéon del factor MIA de 10 ng/ml inhibié hasta
un 70%, el crecimiento de las células epiteliales mamarias, mientras que frente a los fibroblastos del
tejido mamario humano no hubo ningun efecto. Un resultado de inhibicién del orden de 40%
usando la misma concentracién de 10 ng/ml de MIA fue observado con las células epiteliales
mamarias normales del raton. Los resultados con las células en cultivo AIN4 (células mamarias
humanas) y MCF-7 (células mamarias tumorales), mostraron una inhibicién del orden de 80% y 40%
respectivamente, usando una concentracion de 10 ng/ml de MIA (Thompson et al.,, 1992). El
analisis por electroforesis del MIA, mostré una banda mayoritaria de peso molecular 14 kDa. Dado
que su secuencia N-terminal es la misma que la de la a-lactalbimina, se concluyé que el MIA es o-
lactalbumina.

Los mismos efectos inhibidores sobre células epiteliales fueron obtenidos a partir de la o-
lactalbumina de diferentes especies, incluyendo la humana, la bovina, la de cabra y la de camello. La
actividad inhibidora desaparecia tras un tratamiento con pepsina o quimotripsina, o por un
tratamiento de carboximetilacion de los residuos de cisteina. Esto sugiere que durante la lactacion, la
o-lactalbumina podia ser un inhibidor incorporado en el sistema de regulacién del crecimiento de las
células mamarias (Thompson et al., 1992).

Por otra parte, Sternhagen y Allen (2001) indicaron que la a-lactalbumina bovina nativa tiene un
efecto inhibidor del crecimiento en células de adenocarcinoma del colén humano. Ultilizando el
método del colorante Tripan Blue y la medida del enzima deshidrogenasa mitocondrial para
determinar el crecimiento celular, dichos autores observaron que bajas concentraciones de o-
lactalbumina bovina, entre 10 y 25 pg/ml, estimulaban el crecimiento celular de las lineas Caco-2 y
HT-29 crecidas en monocapa, durante los primeros tres dias. Sin embargo, a partir del cuarto dia de

cultivo se reducia la proliferaciéon celular, sugiriendo la induccién por la a-lactalbimina de un
mecanismo de muerte celular. Las concentraciones de a-lactalbumina utilizadas en este estudio,
serfan similares a la concentraciéon que dicha proteina tiene en el suero de nifios alimentados al
pecho una hora después de ingerir la leche (Juvonen et al., 1994). Estos resultados indican que las
interacciones entre la o-lactalbumina y las células intestinales 7z vivo pueden ser relevantes desde un
punto de vista bioldgico.

Rejman et al. (1992) mostraron un efecto inhibidor de la a-lactalbumina bovina nativa sobre el

crecimiento de la linea epitelial bovina MAC-T, usando unas concentracién de 625 pg/ml. Se
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obtuvieron también, resultados similares por Ellis et al. (1993) con unas concentraciones de o-
lactalbumina entre 0°0625 y 0°25 mg/ml.
Se estudi6 el efecto de la a-lactalbumina bovina sobre el crecimiento de las lineas MCF-7 (linea

de cancer de mama) y MCF-10 (linea mamaria normal), y se mostré que la  a-lactalbumina bovina
nativa es mas efectiva para la inhibicién del crecimiento de la linea MCF-10 que de la linea MCF-7.
El maximo de inhibicién del crecimiento de MCF-10 fue del orden de 39% para una
concentracién de a-lactalbumina bovina nativa de 40 ng/ml y el minimo de inhibicién fue del orden
de 21% usando una concentracién de proteina de 30 ng/ml. En el caso de la linea MCF-7 la
inhibicién fue del orden de 8% como maximo (Alston et al., 1998). En el mismo trabajo se indic6
también que la hidrélisis enzimatica de la o-lactalbimina reduce su efecto inhibidor sobre las lineas
celulares, lo que demuestra la importancia de mantener la integridad estructural de la proteina para

ejercer dicho efecto.

11.10. ABSORCION DE PROTEINAS

La absorcion intestinal de proteinas se produce principalmente en el duodeno y en el yeyuno
(Gardner, 1988). La permeabilidad intestinal frente a las proteinas varfa en funciéon de diferentes
factores y depende de las propiedades fisico-quimicas caracteristicas de cada proteina (Warshaw et
al., 1974; Tagesson et al., 1978; Pantzar et al., 1992; Kuitunen et al., 1994a y 1994b). La digestién de
las proteinas se efectia por los enzimas protéoliticas en el tracto gastrointestinal: primero por la
pepsina presente en el jugo gastrico y después por proteasas secretadas por el pancreas (tripsina,
quimotripsina, carboxipeptidasa A y B, elastasa, ...) y por las células de la mucosa intestinal
(aminopeptidasas y dipeptidasas) (Cheftel et al., 1985).

El transporte de las proteinas a través del epitelio intestinal se lleva a cabo mayoritariamente por
la ruta degradativa transcelular. Esta via comprende la internalizaciéon de la proteina en la célula por
un mecanismo de endocitosis, su transporte a través del citoplasma en el interior de vesiculas, la
degradaciéon proteolitica en el interior de los lisosomas, y finalmente la exocitosis de los péptidos
formados a través de la membrana basolateral (Heyman et al., 1982; Gardner, 1988; Caillard y Tomé,
1992; Heyman y Desjeux, 1992; Wheeler et al., 1993; Sanchez et al., 1992b). La hidrolisis intracelular
de las proteinas completa la digestion realizada en el lumen intestinal por los enzimas proteoliticos

pancreaticos y las peptidasas de las microvellosidades, y evita el paso de la proteina intacta a la
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circulaciéon sanguinea. Sin embargo, en condiciones fisiolégicas, una parte de la proteina ingerida
puede ser capaz de atravesar la membrana intestinal de los mamiferos adultos y llegar a la circulacion
sanguinea sin ser degradada (Heyman et al., 1982; Gardner, 1988; Caillard y Tomé, 1992; Heyman y
Desjeux, 1992; Kuitunen et al., 1994a y 1994b).

I1.11. LOS LIPIDOS DE LA LECHE

Los lipidos de la leche representan la principal fuente de energfa para el recién nacido, y ademas
le proporcionan una serie de componentes que son esenciales para la formacién de sus estructuras
celulares (Christie, 1995). El contenido en lipidos de la leche bovina y humana es de unos 35 g/1. La
composicion de los lipidos de la leche depende de la especie considerada, y sobretodo de la fisiologia
de su aparato digestivo. Ademas, la composicién se ve también afectada por factores externos
destacando entre ellos el tipo de alimentacién que recibe el animal (Christie, 1995).

La grasa de la leche incluye varios tipos de lipidos. Los mas abundantes son los triglicéridos, que
representan mas del 98% de los lipidos totales. El resto esta compuesto por pequefias cantidades de
diglicéridos, monoglicéridos, colesterol y sus esteres, acidos grasos libres, fosfolipidos, ...etc (Alais,
1985). La gran mayoria de los lipidos de la leche se encuentran formando parte del glébulo graso,
constituyendo los triglicéridos el nucleo central. Este nicleo esta rodeado de una membrana,
derivada de la membrana plasmatica celular, donde se encuentran los lipidos polares y diversas
proteinas. El didmetro medio de los glébulos grasos oscila entre 3 y 6 nm. En condiciones normales,
solamente se encuentran fuera del glébulo graso menos del 0°5% de los lipidos totales de la leche
(Alais, 1985; Christie, 1995).

La leche contiene una gran variedad de acidos grasos, habiéndose detectado la presencia de mas
de 400 diferentes, si bien sélo quince de ellos se encuentran en cantidades significativas. Estos acidos
grasos tienen una longitud de cadena que varfa entre 4 y 24 atomos de carbono, con un nimero de
instauraciones entre 0 y 6 (Jensen y Clark, 1988; Christie, 1995).

Los acidos grasos mayoritarios de la leche de la mayoria de las especies son los acidos palmitico y
oleico, y en la leche de los animales no rumiantes y en la humana destaca también un elevado
contenido en 4acido linoleico. Ademas, la leche de los rumiantes contiene una elevada proporcion de
acidos grasos de cadena corta, como butirico y caproico, y la de los lagomorfos acidos grasos de

cadena media, caprilico y caprico (Christie, 1995).
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Las tablas 4 y 5 muestran respectivamente la composicioén de los lipidos de la leche de diferentes

especies y la composicion en acidos grasos de la leche.

Tabla 4. Composicion de los lipidos de la leche de diferentes especies.

Cantidad (% en peso de los lipidos totales)
Tipo de lipidos Humana Bovina Cerda
Triacilgliceroles 98’2 97’5 96’8
Diacilgliceroles 07 0’36 07
Monoacilgliceroles trazas 0027 0’1
Esteres de Colesterol trazas trazas 0’06
Colesterol 0725 0’31 0’6
Acidos grasos libres 04 0°027 02
Fosfolipidos 0726 0’6 1’6

Christie (1995).

Tabla 5. Composicion de los acidos grasos de la leche de diferentes especies.

Acido graso (% en peso del contenido total en acidos grasos)
4:0/6:0 |8:0 |10:0 |12:0 |14:0 |16:0 |16:1 |18:0 |18:1 |18:2 |18:3 | C20_C22
Vaca 33116 3 |30 |31 |95 |263 (23 |146 (298 |24 |08 |trazas
Oveja (40|28 |27 |9 54 111’8 |25°4 |34 |90 |20 |21 |14
Cabra [2°6(29 |27 |84 |33 |103 (246 |22 |12°5 285 |22

Leche

Humanag trazas |trazas | 1’3 |3’1 |51 2002 |57 |59 [464 |13 |14 |trazas

Cerda 07 |05 [4  [329[113 (35 [352 (119 |07

Coneja trazas | 224 2001 (29 [177 [142]2 [38 [136 |14 |44 [trazas

Yegua trazas 1’8 |51 |62 |57 [238 |78 |23 [20°9 [149 [12°6
Christie (1995).

La mayoria de los acidos grasos insaturados de la leche poseen una configuraciéon cis, que es la
que se encuentra en las grasas naturales (Molkentin, 2000). Los acidos grasos trans de la leche bovina
proceden de la hidrogenaciéon parcial de los acidos grasos poliinsaturados por las bacterias del

rumen, por lo que sus niveles estan muy influidos por la dieta. Los acidos grasos trans mayoritarios
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en la leche de vaca son isémeros del 18:1, que representan un 20% de los acidos 18:1 totales, y los
isomeros del 18:2, que se encuentran en mucha menor proporciéon. En la leche humana, el
contenido en acidos grasos insaturados de configuracion trans varfa entre 0 y 10%, dependiendo de
la dieta (Christie, 1995).

La presencia de acidos grasos trans en la leche se ha relacionado con un mayor riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares, dado que producen un incremento de la concentraciéon plasmatica
de las lipoproteinas de baja densidad y un descenso de las de alta densidad (Molkentin, 2000). Sin
embargo, recientemente diversos trabajos han mostrado que el acido linoleico cis-9 trans-11 de la
leche bovina tiene un potencial efecto beneficioso como agente anticancerigeno, ya que tiene la
capacidad de inhibir el crecimiento de diversas lineas tumorales humanas (Ip et al., 1991, 1994, 1995
y 1996; Ip y Scimeca, 1997; Harsharnjit et al., 2000; Molkentin, 2000).

Los acidos grasos requeridos para la sintesis de los lipidos de la leche pueden ser o bien
sintetizados en la glandula mamaria, en general los de 16 atomos de carbono o menos, o bien ser
captados de la circulacién sanguinea, los de 16 atomos de carbono o mas. La contribucion relativa de
la sintesis y la captacion para cada acido graso varfa dependiendo de la especie considerada (Christie,
1995).

Los acidos grasos de la leche se encuentran formando parte del globulo graso, y s6lo menos de
un 10% se encuentran en el lactosuero. Estos acidos grasos presentes en el lactosuero se encuentran
en formas libres o unidos a proteinas, especialmente a la B-lactoglobulina y a la albumina, que en
conjunto tienen unidos mas del 80% de los 4cidos grasos presentes en el lactosuero bovino (Pérez et
al., 1989). La cantidad de acidos grasos ligados por cada molécula de albimina es mayor que la ligada
por cada molécula de PB-lactoglobulina (2°0-4°0 y 0°7-1"1, respectivamente). Sin embargo, la elevada
proporcion de B-lactoglobulina de la leche de vaca comparada con la de albumina hace que la -
lactoglobulina sea cuantitativamente la principal proteina fijadora de acidos grasos del lactosuero
bovino.

Resultados similares se han obtenido tras incubacion del lactosuero bovino con acido palmitico
marcado con '“C y separacién de las proteinas por filtracién en gel o electroforesis seguida de

autorradiografia. En la filtracion en gel, mas del 90% del acido graso se encuentra asociado al pico de
la B-lactoglobulina. En la autorradiografia, se observo la presencia de dos manchas, una mayoritaria
asociada a la B-lactoglobulina y una minoritaria asociada a la albimina. El mismo estudio realizado

con lactosuero humano, cuya leche no contiene B-lactoglobulina, mostré que la radiactividad se
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encuentra asociada exclusivamente a la albimina. En ninguna de las leches estudiadas se observo la
presencia de radiactividad y por tanto de acido graso asociado a la a-lactalbumina en condiciones

fisiologicas (Pérez et al., 1993).

I1.11.1. DIGESTION DE LOS TRIGLICERIDOS

La digestion de los lipidos se inicia en el estomago (Carey et al., 1983; Tso, 1985) por acciéon de
las lipasas preduodenales (DeNigris et al., 1988; Moreau et al., 1988). Las lipasas preduodenales,
también denominadas pregastricas, resisten la accion de la pepsina (Fink et al., 1984; Hamosh, 19806)
y tienen un pH 6ptimo de actividad entre 4 y 6 (Hamosh, 1986; Bernback et al., 1987), por lo que su
actividad 6ptima en el estomago e incluso en la primera parte del duodeno, cuando la concentracion
de sales biliares es muy baja (Hamosh, 1984). Estas lipasas hidrolizan los triglicéridos, actuando
preferentemente sobre la posicién 3, independientemente del acido graso que ocupe este lugar
(Carey et al., 1983; Tso, 1985; Hamosh, 1986). Los productos de la lipolisis gastrica son acidos
grasos libres y diglicéridos (Carey et al., 1983; Tso, 1985; Hamosh, 1986). Cuando los acidos grasos
liberados son de cadena corta o media pueden ser absorbidos directamente por la mucosa gastrica
(Hamosh, 1984).

En los animales adultos, la digestion gastrica de los lipidos se completa en el intestino por la
lipasa pancreatica, que es secretada en el duodeno, tiene un pH 6ptimo de actuacion entre 7y 8 y
requiere para su accion la presencia de sales biliares (Carey et al., 1983; Tso, 1985). Esta lipasa
hidroliza las posiciones uno y tres de los triglicéridos, de tal forma que los productos formados son
acidos grasos libres y 2-monoglicéridos (Carey et al., 1983; Tso, 1985; Hamosh, 1986). Los acidos
grasos liberados en la digestién de los triglicéridos inhiben la actividad de la lipasa preduodenal y de
la pancreatica (Bernback et al., 1990). La leche humana, de primates y carnivoros tiene ademas una
lipasa denominada lipasa de la leche activada por las sales biliares que favorece la hidrolisis de la
grasa de la leche en el intestino del recién nacido (Hamosh, 1982 y 1988).

Los productos de la digestion gastrica e intestinal de los triglicéridos de la leche son absorbidos
eficientemente por la mucosa intestinal (Tso, 1985; Bugaut y Bentéjac, 1993). La presencia de sales
biliares, fosfolipidos o insulina en el lumen intestinal influye en la captacion de los acidos grasos por
los enterocitos (Tso, 1985; Carlier et al., 1991; Khalifa et al., 1992; Levin et al., 1992). Se ha sugerido
que el transporte de los 4acidos grasos al interior de las células se lleva a cabo por un mecanismo de

difusion pasiva que depende de la concentracion de acidos grasos en el contenido intestinal (Ockner
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y Manning, 1974; Tso, 1985; Carlier et al., 1991; Baugaut y Bentéjac, 1993). Este paso es mayor para

los acidos grasos de cadena larga y saturados (Carlier et al., 1991).
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II1. MATERIALES
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II1.1. MATERIALES PARA ELECTROFORESIS Y CROMATOGRAFIA

Los geles Sephadex G-100, G-50 y G-25 fueron suministrados por Sigma (Poole, Reino Unido). El
Dietilaminoetil (DEAE)-Trisacryl M procedia de Biosepra (Villeneuve, Francia) y la Sepharose 4B de
Pharmacia (Upsala, Suecia).

La columna de TSK 3000 SWXL fue suministrada por TosoHaas (Montgomeryville, PA, USA) y la
de C18 (15cm x 75 um) por Waters (Midford, USA). La cromatografia liquida de altas resolucion
(HPLC) se realizo en un aparato “Waters system Alliance 2695 con un detector “Photodiode array
detector” Waters 996 (Midford, USA).

Los geles de electroforesis Phastgel 8-25%, el patron de pesos moleculares (14’4, 20’1, 30°0, 45°0,
670 y 97°0 kDa) y el colorante Azul de Coomassie fueron suministrados por Pharmacia.y el dodecil

sulfato sédico (SDS) por Sigma.

II1.2. MATERIALES PARA INMUNOQUIMICA

La agarosa procedia de Sigma, el 5,5-dietilbarbiturato sédico (Veronal) de Panreac (Barcelona,
Espafa) y el bromuro de cianogeno y el 4-cloro-1-naftol de Merck (Darmstad, Alemania). Los
adyuvantes completo e incompleto de Freund asi como las IgG anti-IgG de conejo obtenidas en cabra
y marcadas con peroxidasa fueron suministrados por Sigma (Poole, Reino Unido). Las hojas de

nitrocelulosa (Trans Blot Transfer Médium) fueron suministradas por Bio-Rad (California, USA).
III.3. PRODUCTOS RADIOACTIVOS
El 4cido oleico oleico (56 uCi/mmol) y el acido palmitico (250 pCi/mmol) marcados con "“C

fueron suministrados por Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, Reino Unido). El céctel

de centelleo biodegradable “Formula-989” procedia de Du Pont (Nemour, Alemania).

61



Tesis Doctorado Chockry BARBANA — Universidad de Zaragoza - 2004

II1.4. PRODUCTOS PARA CULTIVO CELULAR

La linea tumoral de adenocarcinoma de colon humano Caco-2 fue cedida amablemente por la
Unidad de Farmacologia y Fisiologia de la Facultad de Veterinaria, (Universidad de Zaragoza) y la linea
de rifién canino MDCK por la Unidad de Patologia Animal de la misma Facultad.

El medio “Dubelcco’s Modified Eagle’s Médium” (DMEM), el “Modified Eagles’s Médium”
(MEM), la penicilina, la insulina, la tripsina-EDTA, la glutamina, el suero fetal bovino y los
aminoacidos no esenciales procedian de Boehringer (Mannheim, Alemania) y el colorante Naftol-Azul-
Negro compuesto de Negro Amido 10B y de Negro Buafalo NBR (NBB) de Sigma. El material plastico

estéril utilizado para los cultivos celulares (frascos, tubos,..etc.) fueron suministrados por TTP

(Feltham, Inglaterra) y los filtros de 0’22 pm para la esterilizacion (Milex GV) por Millipore (Espaa).

II1.5. OTROS MATERIALES

La a-lactalbumina bovina, la B-lactoglobulina, el 4cido palmitico, el 4cido oleico y el EDTA fueron
suministrados por Sigma (St Louis, USA). Los cartuchos de fibra hueca de puntos de corte 3 y 100
kDa y las membranas de ultrafiltracion YM3 y PM10 procedian de Amicon (Beverly, USA). Los
conitos de ultrafiltracion de punto de corte 3 kDa fueron suministrados por Millipore (USA), las
membranas de dialisis de punto de corte 6 kDa por MFPI (Texas, USA) y las de punto de corte 3’5
kDa y 8 kDa (Cellu-Sep T1) por Vertex (Espafia).Los filtros de 0’45 pm procedian de Pall Gelman
Laboratory (Ann Arbor, USA).

E resto de los productos no sefialados especificamente se han obtenido de diferentes fuentes y

corresponden a reactivos de grado analitico.
I11.6. MANEJO ESTADISTICO DE LOS DATOS
El manejo de los datos se hizo mediante el programa Microsoft Excel, versiéon 2000 para PC y el

analisis de varianza ANOVA se determiné con un intervalo de confianza de 95% y se efectud con el

Software SPSS version 10.
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III. 7. MUESTRAS

Las muestras de leche bovina fueron cedidas amablemente por la industria lactea CLESA S.A.
(Utebo, Zaragoza) y las de leche humana por la Unidad de Gastroenterologia y Nutricién del Servicio

de Pediatria del Hospital Universitario Miguel Servet de Zaragoza.
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IV. METODOS
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IV.1. METODOS ELECTROFORETICOS

IV.1.1. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

Las muestras que se analizaron por electroforesis se diluyeron con un tampoén Tris 10 mM, pH
8’0 que contenia EDTA 1 mM, hasta una concentracion de 1-2 mg/ml. Posteriormente, a 100 pl de

muestra, se le afiadieron 10 pl de SDS al 25% (P/V, en agua destilada) y se mantuvieron en un bafio
a 100°C durante 5 minutos.

Las muestras se aplicaron en geles comerciales de 8-25% de acrilamida. En todos los geles, se
aplic6 ademas un marcador de pesos moleculares y para visualizar el frente electroforético se utilizo
azul de bromofenol. Las electroforesis se realizaron en un equipo Phast System (Pharmacia, Uppsala,
Suecia) siguiendo las recomendaciones que el fabricante establece para ese tipo de geles.

Una vez concluida la electroforesis, los geles se tifieron con un colorante compuesto de 0°65 g de
Azul de Coomasie tipo R, 300 ml de metanol, 500 ml de agua destilada, 100 ml de acido acético y
100 ml de glicerol. Los geles se cubrieron totalmente con el colorante y se pusieron en agitacion
durante una hora. Después de este tiempo, se retir6 el colorante y se afiadié una mezcla decolorante
para aclarar los geles. El decolorante se prepar6 con 250 ml de metanol, 80 ml de acido acético, 20
ml de glicerol y 650 ml de agua destilada. Los geles permanecieron en la mezcla decolorante hasta

que quedaron incoloras las zonas del gel donde no habia bandas de proteina.

IV.2. METODOS INMUNOQUIMICOS

IV.2.1. OBTENCION DE ANTISUEROS

Los antisueros empleados en este trabajo (anti-B-lactoglobulina bovina, anti-o-lactalbumina
bovina y humana) se obtuvieron en conejos, segun el procedimiento descrito por Pifieiro et al.
(1975). El protocolo seguido fue el siguiente: a cada conejo se le inyecté 1 mg de a-lactalbumina o
B-lactoglobulina cometciales, disuelta en 0’5 ml de solucién salina fisiologica (SSF: tampén fosfato
potasico 10 mM, NaCl 0’15 M, pH 7’4) y emulsionada con un volumen igual de adyuvante completo
de Freund. Transcurridas tres semanas, se repitié la misma inoculacién, pero utilizando adyuvante
incompleto. A los 15 dias se realizé una sangria de prueba y se determiné la presencia de anticuerpos

por inmunodifusién doble e inmunoblotting. Si la sangtia resultaba positiva, los animales se
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sangraban por incision en la vena auricular externa, utilizando el xileno como vasodilatador y si era
negativa se repetia la inoculacién de la proteina con adyuvante incompleto.

Para las sangrias sucesivas los animales se dejaron recuperar durante 15 dias, repitiéndose la
inoculacién cada 30 dias. La sangre se dejé coagular espontaneamente a temperatura ambiente, tras
lo cual se centrifugd a 1.000 x g durante 15 minutos y el antisuero se guardé a -25°C hasta su

utilizacion.

IV.2.2. INMUNODIFUSION DOBLE

La inmunodifusiéon doble se realizo segun el método de Ouchterlony (1948), en geles de agarosa
de 2 mm de espesor al 1% en tampdn veronal sédico (Sodio Dietilbarbiturato) 0°03 M, NaCl 0’1 M,
pH 7’4 preparados sobre portas de microscopio. Las muestras se dejaron difundir durante 24 horas
en una camara humeda en la que se introdujeron algunos cristales de timol como conservante.
Después, los geles se lavaron al menos durante 48 horas con SSF, que se cambi6 varias veces y
finalmente con agua destilada.

Terminado el lavado, los geles se secaron y los inmunoprecipitados se tifieron con el colorante
compuesto por 0’25 g de Azul de Coomassie tipo G en 450 ml de metanol, 490 ml de agua destilada
y 60 ml de acido acético. Después de dos horas en agitacion, se retiré el colorante y se afiadié una
mezcla decolorante de igual forma a la que se describe para las placas de electroforesis. Los geles
permanecieron en la mezcla decolorante hasta que quedaron incoloras las zonas del gel donde no

habia inmunoprecipitados.

IV.2.3. INMUNODOTTING

Este método se realizo segun el procedimiento descrito por Aranda et al. (1996). Se aplicaron 2-
3 pl de cada muestra sobre una hoja de nitrocelulosa y se dejaron secar. La hoja de nitrocelulosa se
incub6 con una soluciéon de ovoalbumina al 5 % en SSF, a 37°C durante 30 minutos, con objeto de
saturar todos los puntos de uniéon de proteinas. A continuacién, la hoja de nitrocelulosa se lavoé tres
veces con SSF y se incubd con distintas diluciones de los antisueros correspondientes en una
solucion de ovoalbumina al 3 % en SSF, a 37°C durante 30 minutos. La hoja se lavé 5 veces con
SSF, con el objeto de eliminar los anticuerpos que no hubiesen reaccionado con los antigenos y se

incub6 con IgG anti-IgG de conejo conjugadas con peroxidasa, diluidas 1/2000 en ovoalbumina al
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3% en SSF, a 37°C durante 30 minutos. Finalmente la hoja se lavé de nuevo con SSF, y para el

revelado se incub6 con 6 mg de 4-cloro-1-naftol disuelto en 2 ml de metanol, 8 ml de suero

fisiolégico y 10 pl de H,O, (30%).

IV.2.4. INMUNOTRANSFER

Una vez finalizada la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa utilizando para ello un equipo de transferencia MilliBlot-SDE Transfer System
(Millipore, Bedford, USA). Para ello se recortaron tres laminas de papel de filtro Whatmann 3MM
(Millipore, Bedford, USA) y una membrana de nitrocelulosa de similares dimensiones al gel de
electroforesis. Cada uno de los papeles de filtro permanecié sumergido en uno de los siguientes
tampones: tampon Tris 0’3 M, pH 10’4 (anodo I), tampoén Tris 25 mM, pH 10’4 (anodo II) y
tampon Tris 25 mM, glicina 4 mM, pH 10’4 (catodo). La membrana de nitrocelulosa se humedecié
en agua destilada.

En el sistema de transfer se colocaron encima de la unidad del anodo y en este orden el papel de
filtro del anodo 1, el del anodo 11, el gel de electroforesis, la membrana de nitrocelulosa y el papel de
filtro del catodo.

Después, se colocd la unidad del catodo y la transferencia se realizé utilizando una intensidad de
55 mA durante 10 minutos. Una vez transferidas las proteinas a la membrana, la nitrocelulosa se
incub6 con una solucién de ovoalbumina al 5% en SSF, a 37°C durante 30 minutos para bloquear
los puntos de unién a proteinas de la membrana. Después, la membrana se lavo tres veces con SSF y
se incubd con una dilucién adecuada del antisuero correspondiente en ovoalbimina al 3% en SSF, a
37°C durante 30 minutos. A continuacion la hoja de nitrocelulosa se lavé cinco veces con SSF y se
incub6 con IgG anti-IgG de conejo conjugadas con peroxidasa, diluidas en ovoalbumina al 3% en
SSF, a 37°C durante 30 minutos. La hoja se lavé de nuevo con SSF y el revelado se realiz6 como se

indica en el apartado anterior.

IV.2.5. PREPARACION DE UN INMUNOADSORBENTE CON ANTICUERPOS
ANTI-f-LACTOGLOBULINA

Este inmunoadsorbente se prepard con anticuerpos anti-B-lactoglobulina que se aislaron

utilizando una columna de B-lactoglobulina insolubilizada en Sepharose 4B. Para insolubilizar la f3-
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lactoglobulina, la Sepharose 4B se activé previamente por el método de Cuatrecasas et al. (1970),
afladiendo a cada 25 ml de gel, lavado con agua y escurrido, 3 g de BrCN disuelto en 3 ml de
acetonitrilo. El pH del medio se mantuvo alrededor de 11 por la adicion de NaOH 2 M, con
agitacion suave y la temperatura se mantuvo alrededor de 20°C en un bafio de agua al que se afiadia
hielo picado cuando era necesario. Cuando el pH se estabilizé, la reaccion de activacion se dio por
concluida y el gel se lavé en una placa filtrante con abundante agua destilada a 4°C. Finalmente, se
equilibré con tampon borato sédico 0°1 M, NaCl 0°5 M, pH 8°0.

A continuacioén, se anadieron a 20 ml de la Sepharose 4B recién activada, 20 ml de una solucién
de B-lactoglobulina (5 mg/ml) disuelta en el mismo tampdn borato sédico. La mezcla se incubd a
4°C durante una noche, con agitacién moderada y, después, el gel se lavé en una placa filtrante con
alicuotas del mismo tampon, que se recuperaron para medir la cantidad de proteina no ligada al gel.
El gel se incub6 con 20 ml de etanolamina 1 M, pH 8’0 durante 30 minutos para bloquear los grupos
activos que no habian reaccionado con la proteina y, finalmente, se lavé para eliminar la etanolamina
no unida y se equilibré con tampoén fosfato potasico 0°025 M, NaCl 0’5 M, pH 7°4.

Para aislar los anticuerpos anti-B-lactoglobulina, un volumen entre 20 y 30 ml del antisuero anti-

B-lactoglobulina se aplicé al inmunoadsorbente de B-lactoglobulina bovina. La columna se lavé con
tampon fosfato potasico 0’025 M, NaCl 0°5 M pH 7’4 hasta que la absorbancia a 280 nm del
excluido fue menor a 0’°02. Después, los anticuerpos se eluyeron con tampédn glicina-HCl 01 M,
NaCl 0’5 M, pH 2’8.

Las fracciones eluidas fueron neutralizadas con volumenes previamente calculados de Tris 0°5
M, pH 80, que se colocaron en los tubos antes de recoger el eluido. Por dltimo, el eluido se dializ6
frente a SSF y se concentré en células de ultrafiltraciéon equipadas con membranas Amicon PM-10.
Después, los anticuerpos anti-B-lactoglobulina aislados se insolubilizaron en Sepharose-4B activada
con BrCN siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Se afadieron a 6 ml de Sepharose, 6

ml de los anticuerpos aislados concentrados (3 mg/ml).

IV.3. AISLAMENTO DE a-LACTALBUMINA A PARTIR DE LECHE HUMANA Y
BOVINA

La a-lactalbimina se aisl6 a partir de leche bovina y humana. Para ello se han utilizado técnicas

de centrifugacion, de ultrafiltraciéon y cromatografia de exclusion molecular.
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Todos los lotes de la leche se procesaron inmediatamente después de ser recogidos para prevenir
la posible lipélisis que se produce por almacenamiento prolongado por accién de la lipoproteinlipasa

de la leche. El procedimiento se describe en detalle a continuacion:

IV.3.1. OBTENCION DE LOS LACTOSUEROS BOVINO Y HUMANO

Las leches bovina y humana se desnataron por centrifugacion a 2000 x g durante 30 minutos, a
4°C. El lactosuero bovino se obtuvo por ultrafiltracion en un sistema Amicon DC 2A, utilizando
fibras huecas Diaflo H1P100. Con esta operacion se obtuvieron las proteinas del suero con un peso
molecular menor de 100 kDa. A la leche humana desnatada se le afiadi6 CaCl, hasta una
concentracion del 1% vy el lactosuero se obtuvo por ultracentrifugaciéon a 105.000 x g durante 2
horas a 4°C. A continuacién, los lactosueros se concentraron en células de ultrafiltracién utilizando

membranas PM-10 o se liofilizaron.

IV.3.2. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Se aplic6 a una columna de Sephadex G-100 (90 x 5 cm) equilibrada con tampén acetato sdédico
0025 M, NaCl 0°05 M, pH 6’5, un volumen de 25-30 ml del lactosuero bovino o humano
concentrado (50-60 mg/ml). El flujo se mantuvo a 50 ml/hr con una bomba peristaltica y el eluido
se recogi6 en fracciones de 8 ml cada una. La absorbancia de las fracciones obtenidas se determiné

por espectrofotometria a 280 nm y su composicion se analizé6 por SDS-PAGE para seleccionar las
que contenfan a-lactalbumina.

La fracciéon enriquecida en o-lactalbimina se concentré y se cromatografié en las mismas

condiciones en una columna de Sephadex G-50 (3 x 75 cm). La pureza de las fracciones obtenidas se

analiz6 por SDS-PAGE.

IV.3.3. INMUNOADSORCION EN COLUMNAS DE B-LACTOGLOBULINA
INSOLUBILIZADA

Esta etapa se ha utilizado para eliminar las trazas de B-lactoglobulina contenidas en las fracciones

de a-lactalbumina bovina purificada en las cromatografias de filtracion en gel. Para ello, la fraccion
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enriquecida procedente de la etapa anterior se aplic6 a un inmunoadsorbente que contenia
anticuerpos anti-f-lactoglobulina bovina insolubilizados en Sepharose 4B (1 x 6 cm). Tras pasar la
muestra, la columna se lavé con tampoén fosfato potasico 0°025 M, NaCl 0°5 M pH 7’4 hasta que la
absorbancia del eluido a 280 nm era menor a 0’02. La pequefia cantidad de -lactoglobulina unida se
eluy6 con tampén glicina-HCI 0’1 M, NaCl 0°5 M, pH 2’8 hasta que la absorbancia del eluido a 280
nm fue menor a 0’02. Tras la elucién, la columna se equilibré inmediatamente con el tampon

fosfato.

IV.4. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LA FORMA APO a-
LACTALBUMINA

IV.4.1. OBTENCION DE LA FORMA APO o-LACTALBUMINA

Para eliminar el calcio unido a la a-lactalbumina humana y bovina se ha seguido el
procedimiento descrito por Blum et al. (1977) y Murakami et al. (1982). Para ello, 12 mg de proteina
se disolvieron en 1’2 ml de tampoén Tris 10 mM, pH 85 que contenia 100 mM de EDTA, y la
mezcla se incub6 durante una hora a temperatura ambiente.

Para separar la proteina del EDTA vy sus sales de calcio, la muestra se aplicé a una columna de
Sephadex G-25 (1 x 25 cm) equilibrada con el mismo tampén y el eluido se recogié en fracciones de
1 ml. Las fracciones enriquecidas en proteina se recogieron conjuntamente y se concentraron hasta

10 mg/ml utilizando membranas YM3.

IV.4.2. CARACTERIZACION DE LA FORMA APO 0o-LACTALBUMINA

La forma apo de la a-lactalbumina humana y bovina se ha caracterizado por filtracion en gel,

electroforesis, espectroscopia de fluorescencia y dicroismo circular.

IV.4.2.1. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

El espectro de fluorescencia de las proteinas se ha determinado a 20°C en un

espectrofluorimetro Aminco SLM 4800C (SLM-Aminco, Rochester, USA) utilizando una cubeta de
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cuarzo de 1 cm de longitud de paso. La fluorescencia intrinseca del triptéfano se registré entre 300 y
400 nm con una longitud de onda de excitaciéon de 287 nm. LLa anchura de la banda de excitacion fue
de 3 nm y la de emisiéon de 5 nm. La concentraciéon de proteina usada fue de 20 uM en tampon Tris

10 mM, pH 8.

1V.4.2.2. DICROISMO CIRCULAR

La concentracion de proteina utilizada fue de 70 uM en tampén Tris 5 mM, pH 7°0. Las cubetas
cilindricas utilizadas fueron de 0’01 cm de longitud de paso para la regién del ultravioleta lejano y de
1 cm para la del ultravioleta cercano. El analisis se realizé en un Dicrégrafo Jobin Yvon Mark CD6
(Jobin Yvon Spex Dilor, Longjumeau, Francia) a 20°C. El espectro en la regién del ultravioleta
cercano se determiné en un intervalo de longitudes de onda de 250 a 300 nm y el de la region del
ultravioleta lejano entre 180 y 260 nm. El paso de longitud de onda fue de 1 nm, el tiempo de
respuesta de 4 segundos y la tasa de barrido de 10 nm/min. El espectro de la linea base se registr6
usando tampoén sin protefna en cada cubeta y se sustrajo del obtenido con proteina. Cada espectro es
la media de tres barridos.

En algunas muestras, los resultados se han expresado en elipticidad media (6,,; mdeg cm® dmol™)
que se ha calculado a partir de la elipticidad registrada (0) mediante la relaciéon matematica siguiente:

0,=0/ (cnl)

donde c es la concentraciéon de proteina en M; n el nimero de aminoacidos de la proteina (123

en este caso), 1la longitud de paso de la cubeta en cm y 0 la elipticidad en grados.

IV.5. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LAS PROTEINAS DEL LACTOSUERO
Y DE LA «-LACTALBUMINA BOVINA Y HUMANA CON LOS ACIDOS GRASOS

En este apartado, se incluye el estudio de la interaccion de la a-lactalbumina en su estado nativo
y en la forma apo, con el acido oleico y el acido palmitico utilizando las técnicas de cromatografia de

exclusion molecular, equilibrio de particion y espectroscopia de fluorescencia.
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IV.5.1. TECNICA DE CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

IV.5.1.1. CROMATOGRAFIiA EN SEPHADEX G-50 DE LOS LACTOSUEROS
HUMANO Y BOVINO INCUBADOS CON ACIDOS GRASOS

Se colocaron 6 nmoles de 4cido oleico o dcido palmitico marcados con '“C disueltos en 0°6 ml de
tolueno en conos Eppendorf. Después de evaporar el tolueno bajo una corriente de nitrégeno, se
adicionaron 600 pl de lactosuero concentrado por ultrafiltracion hasta 20-25 mg/ml y los conitos se
incubaron a 37°C durante toda la noche. Tras la incubacion, el lactosuero se aplicé a una columna de
Sephadex G-50 (1’5 x 75 cm) equilibrada con tampoén Tris 10 mM, pH 85 o con tampén fosfato
potasico 0°025 M, NaCl 0’5, pH 7’4. El flujo se mantuvo a 15 ml/h y el eluido se recogi6é en
fracciones de 1’5 ml. La concentraciéon de proteina en las fracciones del eluido se determiné
midiendo la absorbancia a 280 nm. Se tomaron 0’5 ml de cada fraccién y se le adicionaron 2 ml de
coctel de centelleo, determinandose la radiactividad de la mezcla en un contador . Con el fin de
eliminar cualquier traza de acido graso que pudiera haber quedado en la columna, después de cada

cromatografia se pas6 1 ml de albimina sérica bovina (50 mg/ml).

IV.5.1.2. CROMATOGRAFIiA EN SEPHADEX G-50 DE LA o-LACTALBUMINA
INCUBADA CON ACIDOS GRASOS

Se colocaron 6 nmoles de 4cido oleico o acido palmitico marcados con C disueltos en 0°6 ml de
tolueno en conos Eppendorf. Después de evaporar el tolueno bajo una corriente de nitrégeno, se
adicionaron 600 pl de una solucién de a-lactalbumina humana o bovina (formas, nativa o apo),
todas ellas de concentraciéon 0°7 mM en tampon Tris-HCI 10 mM pH 8’5. La soluciéon de proteina se
incub6 a 37°C durante toda la noche. Después, la muestra se aplicé en una columna de Sephadex G-
50 (1’5 x 75 cm) equilibrada con el mismo tampodn y se procedié como se ha indicado en el apartado

anteriotr.
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IV.5.2. TECNICA DE EQUILIBRIO DE PARTICION

La interaccién entre los acidos grasos palmitico y oleico, y la o-lactalbumina humana y bovina
(formas, nativa y apo) se ha estudiado utilizando un método de particion entre una fase de heptano
que contiene inicialmente el acido graso y otra acuosa que contiene la proteina. El método estd
basado en el procedimiento descrito por Spector et al. (1975), en el que la concentracion de proteina
se mantiene constante, mientras que varia la concentracion de acido graso presente en la fase
organica.

En cada vial con tapon de rosca perforable se introdujeron 0°6 ml de la fase acuosa que contenia
la proteina y 0’6 ml de heptano con el acido graso disuelto. Para cada 4cido graso, se prepararon dos
series de tubos, una con protefna y otra sin proteina. L.a concentracion de proteina utilizada fue de

178 uM disuelta en tampon Tris 10 mM, pH 8°5. La concentracién de acido graso en la fase organica
estaba comprendida entre 2 y 300 uM para el acido oleico y entre 10 y 250 uM para el acido
palmitico.

Los viales se nitrogenaron y se mantuvieron en una estufa a 37°C, con agitaciéon durante 24
horas. Transcurrida la incubacién, los viales se centrifugaron en posicién invertida a 2000 x g
durante 15 minutos y se extrajeron, con una jeringuilla, aproximadamente 400 pl de la fase acuosa,
que se trasvasaron a un cono Eppendorf del que se tomaron 200 pl. A continuacién, los viales se
colocaron en posiciéon normal durante 10 minutos y se tomaron 200 pl de la fase organica. A las
alicuotas de las fases organica y acuosa se les afiadieron 2 ml de céctel de centelleo y la radiactividad
se determiné en un contador P. La concentracion de 4cido graso presente en la fase organica y en la

fase acuosa se calcul6 a partir de las medidas de radiactividad obtenidas.

IV.5.2.1. CALCULO DE LAS CONSTANTES DE ASOCIACION APARENTE

El calculo de las constantes de asociaciéon requiere previamente la determinacion de la
concentracion de acido graso que no esta unido a la proteina en la fase acuosa. Para ello, se
realizaron una serie de graficas del reparto del acido graso entre las dos fases, una de heptano y otra
acuosa con el tampoén utilizado en el estudio en ausencia de proteina. Las concentraciones de acido
graso no ligado presente en la fase acuosa en los experimentos de reparto en presencia de proteina se

calcularon por interpolacién en estas graficas.

73



Tesis Doctorado Chockry BARBANA — Universidad de Zaragoza - 2004

La concentracién de acido graso unido a la proteina se calculé mediante la diferencia entre el
valor obtenido de la medida de radiactividad presente en la fase acuosa y el valor calculado de acido
graso no ligado, en equilibrio con el presente en la fase organica. El peso molecular de la o-
lactalbumina se ha considerado de 14’2 kDa. Las constantes de asociacion y el nimero de lugares de

unién de la protefna para los acidos grasos se calcularon matematicamente por el método de

Scatchard (1949).

IV.5.3. TECNICA DE ESPECTROSCOPIiA DE FLUORESCENCIA

La interaccion de las formas nativa y apo de la o-lactalbumina humana y bovina con los acidos
oleico y palmitico se ha estudiado por la técnica de espectroscopia de fluorescencia. Por esta técnica,
se han determinado las constantes de disociacion aparente y el nimero de sitios de unién de la
proteina para estos acidos grasos.

Para ello, a 1 ml de la muestra de proteina disuelta en tampoén Tris 10 mM, pH 85 a una
concentracion de 20 pM, se le anadieron varias alicuotas de 5 pl de etanol que contenia disueltos los
acidos grasos en una concentraciéon adecuada para obtener una relacion final entre 0°25 y 2’5 moles
de acido graso por mol de proteina. Para eliminar el efecto de dilucion asi como los cambios de
fluorescencia inducidos por la presencia de etanol, se preparé un blanco que contenia la proteina sin
acidos grasos pero con la misma proporcion de etanol.

Los espectros de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorimetro Aminco SLM 4800C
(SLM-Aminco, Rochester, USA) a 20°C, utilizando un rango de longitudes de onda entre 300 y 400

nm y siendo la longitud de onda de excitacién de 287 nm.

IV.5.3.1. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE DISOCIACION
APARENTE

Para realizar este experimento, a 1 ml de proteina disuelta en tampoén Tris 10 mM, pH 8’5 a una
concentracion de 20 pM, se le anadieron 5 pl de una solucién de acido graso 2 uM disuelto en
etanol hasta alcanzar la saturacion, la cual viene indicada porque no se produce un incremento de
fluorescencia al anadirle mas acido graso. Se prepar6é un blanco cuyos valores de fluorescencia se

sustrajeron a los determinados en las soluciones de proteina que contenia los acidos grasos.
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La unién de los acidos grasos se determiné a partir de las medidas del incremento de la
fluorescencia del triptéfano en su maximo de absorcién. Los cambios en la intensidad de
fluorescencia del blanco se sustrajeron a los determinados en las soluciones que contenfan la
proteina con los 4cidos grasos. En todos los casos, antes de efectuar esta correccion, la intensidad de
fluorescencia del triptéfano de la proteina sin acidos grasos se normalizé a un valor de 1.

Para determinar las constantes de disociacién aparente y el numero de sitios de unién de la a-
lactalbumina para los acidos grasos, se representaron las diferencias en la intensidad de fluorescencia
del triptéfano entre las muestras de proteina con y sin acido graso por el método de Cogan et al.
(1976). En este método se asume que el cambio en la fluorescencia de la muestra depende de la
cantidad del complejo ligando-proteina formado. Cuando se representa (Py.a) frente a B.[a/(1-a)],
donde P, es la concentracién molar de proteina, a la fraccion de sitios de unién de la proteina no
ocupados por el ligando y B la concentracion molar de ligando, se obtiene una recta cuya
interseccion con el eje de ordenadas es -K;/n y cuya pendiente es 1/n. En esta representacion, K, es
la constante de disociacién aparente y n la relacion molar aparente entre el ligando y la proteina en
condiciones de saturacion.

El valor de a se calcula, para cada punto de la curva de incremento de fluorescencia, usando la
relacion a = (F,, - F)/(F,. - 1) donde F representa la intensidad de fluorescencia relativa
(corregida con respecto al blanco y la proteina) para cada concentracion de ligando B y F_ . la
intensidad de fluorescencia tras la saturaciéon de las moléculas de proteina (Frapin et al.,, 1993). A
partir de la constante de disociacién obtenida, se calcula la constante de asociacion aparente K, por

la relacién matematica K, =1/K,.

IV.6. FRACCIONAMIENTO DE LA CASEINA DE LA LECHE HUMANA

La caseina humana se obtuvo por precipitacion isoeléctrica a partir de leche desnatada y se aplico

a una columna de DEAE-Trisacryl M. Las proteinas se eluyeron con un gradiente de NaClL

IV.6.1. OBTENCION DE LA CASEINA

La caseina de la leche se obtuvo mediante precipitacion isoeléctrica segun se indica en el trabajo
de Svensson et al. (1999). Para ello, previamente la leche se desnaté por centrifugacion a 2000 x g

durante 15 minutos. A continuacién, se anadié a un litro de leche desnatada, oxalato dipotasico hasta
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alcanzar una concentracién final del 10% (P/V) y se mantuvo a 4°C durante toda la noche en
agitacion. Después, se ajusto el pH a 4’3 afiadiendo HCI 0’1 N y se dej6 de nuevo en agitacion a 4°C
durante 12 horas. La caseina precipitada se separd por centrifugaciéon a 5000 x g durante 15 minutos
a 4°C y el precipitado se lavo tres veces mediante resuspension en agua destilada y postetior
centrifugacion. Finalmente, la caseina se resuspendié en agua destilada, se liofiliz6 y se mantuvo a -

18°C hasta su uso.

IV.6.2. CROMATOGRAFIA EN DEAE-TRISACRYL M

Aproximadamente 150 mg de caseina disuelta en 10 ml de tampén Tris 10 mM, pH 8’5 se
aplicaron a una columna de DEAE-Trisacryl M (1’5 x 9 ¢cm) equilibrada con el mismo tampén. Tras
aplicar la muestra, las proteinas se eluyeron mediante un gradiente de NaCl. Para ello, se utilizaron
los tampones A y B cuya composiciéon fue 10 mM Tris-HCI, pH 8’5 y 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl,
pH 85, respectivamente. El gradiente aplicado fue: 60 minutos, 15% a 30% de tampén B; 30
minutos, 30% de tampo6n B y 10 minutos, 100% de tampén B. El flujo se mantuvo a 60 ml/hr y las
fracciones recogidas fueron de 3 ml. La absorbancia de las fracciones eluidas se determind por
espectrofotometria a 280 nm y su composicion se analizé6 mediante SDS-PAGE. Los picos eluidos
en esta cromatograffa se recogieron separadamente, se dializaron frente a agua destilada y se

liofilizaron.

IV.6.3. CARACTERIZACION DEL PICO ELUIDO CON NaCl 1 M DE IA
CROMATOGRAFIA EN DEAE-TRISACRYL M DE LA CASEINA HUMANA

Este pico se caracteriz6 usando técnicas cromatograficas, elecroforéticas, inmunoquimicas,

espectrofotometria ultravioleta y dicroismo circular.

IV.6.3.1. CROMATOGRAFIA EN GEL TSK 3000

Las fracciones correspondientes al pico eluido con NaCl 1 M se disolvieron en tampoén Tris 10

mM, NaCl 0’1 M a pH 7’8 a una concentraciéon de 1 mg/ml, y se aplicaron en una columna TSK-
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3000 equilibrada con el mismo tampoén. El volumen de muestra aplicada fue de 25 pl, el flujo se

mantuvo a 36 ml/h. La absorbancia del eluido se determiné a 220 nm.

1V.6.3.2. ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA

Los eluidos correspondientes a los maximos de absorbancia de los picos obtenidos en la
cromatograffa en gel TSK 3000 se colectaron separadamente y se analizaron por espectrofotometria
ultravioleta a 20°C usando una cubeta de 1 cm de longitud de paso. Los experimentos se llevaron a
cabo en un espectrofotéometro Ultravioleta-Visible Cary (Varian, USA) registrando la absorbancia

entre unas longitudes de onda de 220 y 350 nm.

1V.6.3.3. ESPECTROMETRIA DE MASAS

La o-lactalbumina humana y el pico eluido con NaCl 1 M de la cromatografia en DEAE-
Trisacryl M de la caseina humana se aplicaron a una columna de C18 conectada en linea con un
espectréometro de masas (Electrospray lonisation Mass spectrometer) modelo Perkin-Elmer Sciex
model API III Mass Spectrometer (Thornhill, Ontario, Canada). El flujo en la columna se mantuvo
a 15 ml/h.

Una cantidad de 35 pmoles de cada muestra se disolvié en un tampdn acuoso que contenia un
5% de acetonitrilo y un 0’1% de acido férmico y se aplicé a la columna equilibrada con el mismo
tampon. A continuacion, las proteinas se eluyeron mediante un gradiente compuesto por el tampon
de equilibrio (A) y un tampoén acuoso que contenia un 80% de acetonitrilo y un 0°1% de acido
térmico (B). El gradiente aplicado fue: 5 minutos, 2% de tampén B; 70 minutos, 2 a 60% de tampén
B; 8 minutos, 60% de tampo6n B. El flujo se mantuvo a 10 ml/hr. El eluido se detecté mediante el
sistema Q-TOF (Quadruple Time Of Flight). El rango de deteccion seleccionado m/z estuvo

comprendido entre 500 y 4000 y el tiempo de registro fue de 90 minutos.
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IV.7. CROMATOGRAFIA EN DEAE-TRISACRYL M DE LA o-LACTALBUMINA
HUMANA

Las formas nativa y apo de la o-lactalbumina humana se aplicaron a una columna de DEAE-
Trisacryl M previamente acondicionada con caseina humana y se eluyeron aplicando un gradiente de
NaCL

El acondicionamiento de la columna (1’5 x 9 c¢m) se llevé a cabo aplicando 150 mg de caseina
humana disuelta en 10 ml de tampén Tris 10 mM, pH 85 y lavando la columna con 50 ml del
mismo tampo6n a un flujo de 60 ml/h. A continuacién, 8 mg de proteina (forma nativa y apo)
disuelta en 10 ml del mismo tampén se aplicaron a la columna acondicionada y las proteinas se

eluyeron con un gradiente de NaCl como se ha indicado en el apartado IV.6.2.

IV.8. ESTUDIOS DE CRECIMIENTO CELULAR

Las lineas celulares usadas en este trabajo han sido la linea Caco-2 y la linea MDCK vy las

muestras ensayadas fueron diversas fracciones obtenidas a partir de la leche humana y bovina.

IV.8.1. CULTIVO DE LAS LINEAS CELULARES

Las células utilizadas crecen en monocapa y se cultivaron rutinariamente en frascos de cultivo de
25 cm’ de superficie. El medio de cultivo utilizado para la linea Caco-2 fue DMEM suplementado
con L-glutamina (1%), penicilina (100 U/ml), aminoacidos no esenciales (1%), insulina (5 mg/ml),
Hepes (1 M), glucosa (1 M) y 20% de suero fetal bovino. El medio usado para el cultivo de la linea
MDCK fue MEM suplementado con L-glutamina (1%), aminoacidos no esenciales (1%), piruvato
sédico 1 M (0°1%), penicilina (100 U/ml) y 10% de suero fetal bovino.

Los frascos se mantuvieron a 37°C en una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO, en un
incubador modelo Haereus (Alemania). Las células sembradas en estas condiciones con una
densidad de 20.000 células/ml alcanzan la confluencia aproximadamente a los tres dias de
crecimiento.

Para el subcultivo de las células, se eliminé el medio de cultivo por aspiracion y se lavo el tapiz
celular con 1 ml de una solucién de tripsina al 0°025%, EDTA al 0°025% en tampo6n Na,HPO, 20
mM, K,HPO, 15 mM, KCI 2’7 mM, pH 7°2.
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Tras el lavado, se afadié de nuevo a las células 0’1 ml de la misma solucién y se incubé durante
5 minutos a 37°C. A continuacién, se afiadieron 2 ml de medio completo con suero y se
resuspendieron con una pipeta para desagregarlas hasta conseguir una suspensiéon celular
homogénea. Para contar las células, se tomaron 20 pl de dicha suspension y se aplicaron a una
camara de Thoma. Una vez determinada la densidad celular se procedio a la siembra de un volumen
adecuado de la suspension para obtener la densidad celular deseada en los frascos de cultivo.

Todas las manipulaciones de las células, excepto el recuento celular al microscopio, se realizaron
en un ambiente estéril, en una campana de flujo laminar vertical (Telstar, Espana). El material de
vidrio utilizado fue esterilizado por calor seco en una estufa de desecaciéon durante 1 hora a 160°C.

El material de plastico fue suministrado ya esterilizado previamente por irradiacion.

IV.8.2. ENSAYOS DE CRECIMIENTO CELULAR

Para realizar los ensayos de proliferacion, las células se cultivaron en placas de cultivo de 24
pocillos de 15 mm de didmetro, con una densidad inicial similar a la sembrada en los frascos de
cultivo. Las muestras a ensayar (200 pl) se afladieron a los pocillos que contenfan 800 ul de medio.
Segun el experimento, las muestras se afladieron a los cultivos a las 48 horas de crecimiento o en el
momento de la siembra.

En el primer caso, a las 48 horas se realizé un lavado previo con tampén Na,HPO, 7°5 mM,
KH,PO, 1’5 mM, KCI 2’6 mM, NaCl 0’125 M, pH 7°4. Después, las células se incubaron con medio
sin suero durante 30 minutos a 37°C.

Una vez finalizada esta incubacion, las células se lavaron con medio sin suero y se les afiadieron
las muestras para evaluar su efecto sobre la proliferacion celular. La incubacion con las muestras se
realiz6 durante 30 minutos y pasado este tiempo se afiadié suero fetal bovino para llegar al
porcentaje habitual de cultivo. La viabilidad celular se determiné a las 24 horas cuando las muestras
se afladieron filtradas (0’22 wm) o a las 4’5 horas cuando se afiadieron sin filtrar, utilizando el
método de incorporacion del colorante NBB.

En el segundo caso, las muestras filtradas se afadieron a los cultivos en el momento de la
siembra y transcurrido 30 minutos, se suplementaron con suero fetal bovino. Las muestras se
incubaron durante 72 horas y pasado ese tiempo se determind la viabilidad celular por el mismo

método.
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IV.8.2.1. INCUBACION DE LAS CELULAS CON APO a-LACTALBUMINA
INCUBADA CON ACIDO OLEICO

Un volumen de 100 pl de apo a-lactalbimina disuelta en tampén Na,HPO, 7’5 mM, KH,PO,
1’5 mM, KClI 226 mM, NaCl 125 mM pH 74, se incubé con el mismo volumen de una
concentracion equimolar de acido oleico disuelto en etanol al 30% en el mismo tampén. La
incubacion se realiz6 a 37°C durante 1 hora con agitacion.

A continuacién, la mezcla se afladié a las células para obtener una concentracion de
proteina/acido graso final en el cultivo de 36 uM. La concentracion final de etanol en el medio de

incubacién fue del 3%.

IV.8.3. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO CELULAR

La proliferaciéon celular se ha determinado por el método descrito por Everitt y Wohlfart (1987).
Este método consiste en la tincién de las proteinas celulares, previamente fijadas, con el colorante
“Naphtol Blue Black” (NBB).

Una vez finalizada la incubacion de las células con las muestras a estudiar, los tapices se lavaron
dos veces con SSF y se realiz6 una primera fijaciéon con una solucién de glutaraldehido al 0’1% en
SSF, durante 10 minutos. Seguidamente, se incubaron con glicina al 0°5% en SSF durante 5 minutos
y tras realizar un lavado con SSF, se incubaron con el fijativo de Carnoy (metanol/4acido acético:
3/1) durante 10 minutos.

Después las células se tifieron con el colorante NBB al 0’1% en una mezcla de metanol, agua
destilada y 4acido acético (5/5/1) durante 45 minutos. Tras la eliminacién del colorante, se llevaron a
cabo dos lavados con 4cido acético, manteniéndose el ultimo durante 2 horas. Se realizé un ultimo
lavado con acido acético y finalmente se solubilizé el colorante con NaOH 2 M. La absorbancia se

determiné por espectrofotometria a 620 nm.

80



Tesis Doctorado Chockry BARBANA — Universidad de Zaragoza - 2004

V. RESULTADOS Y DISCUSION
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V.1. OBTENCION DE ANTISUEROS

La inmunoreactividad de los antisueros anti-o-lactalbimina humana y bovina y anti-f3-
lactoglobulina bovina obtenidos en conejo se comprobé por la técnica de inmunodifusién doble y
por la técnica de inmunodotting. En las figuras 6 y 7 se muestra una inmunodifusiéon doble y un
inmunodotting, respectivamente, utilizando uno de los antisueros obtenidos frente a la B-

lactoglobulina bovina.

Figura 6. Inmunodifusiéon doble para comprobar la reactividad del antisuero anti-p-

lactoglobulina bovina:

1.- B-lactoglobulina bovina (0.25 mg/ml) 4.- B-lactoglobulina bovina (1.5 mg/ml)
2.- B-lactoglobulina bovina (0.5 mg/ml) 5.- B-lactoglobulina bovina (2 mg/ml)
3.- B-lactoglobulina bovina (1 mg/ml) 0.- a-lactalbumina bovina (1 mg/ml)

7.- Antisuero anti-B-lactoglobulina bovina

.1 .2

3 4

Figura 7. Inmunodotting para comprobar la reactividad del antisuero anti-B-lactoglobulina bovina:
1.- B-lactoglobulina bovina (2 mg/ml) 3.- a-lactalbumina bovina (2 mg/ml)
2.- Lactosuero bovino 4.- Albamina bovina (2 mg/ml)

En la inmunodifusién doble, la presencia de una banda de precipitacion en el pocillo
correspondiente a la B-lactoglobulina bovina y la ausencia de reaccién en el pocillo que contiene o-

lactalbumina indica que el antisuero obtenido es especifico frente a la B-lactoglobulina bovina. En el
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inmunodotting, técnica que presenta una mayor sensibilidad que la inmunodifusién doble se obtuvo
un resultado similar. La presencia de una mancha coloreada en el punto de aplicacién de la B-
lactoglobulina y la ausencia de reaccién en el correspondiente a la o-lactalbumina 6 la albumina
indica la especificad del antisuero frente a la -lactoglobulina bovina.

En el caso de los conejos inoculados con la a-lactalbimina bovina se obtuvieron unos resultados

similares. Para la a-lactalbumina humana, los antisueros sélo dieron reaccién por la técnica de

inmunodotting, lo que indica que dichos antisueros no son precipitantes.

V.2. AISLAMIENTO DE LA a-LACTALBUMINA BOVINA Y HUMANA

V.2.1. AISLAMIENTO DE LA a-LACTALBUMINA BOVINA

La a-lactalbimina se ha aislado a partir del lactosuero bovino por el procedimiento cuyos
detalles se han descrito en la secciéon de métodos. En este apartado se describen los resultados
obtenidos y se justifica la utilizacién de este procedimiento como el mas adecuado para los fines para
los que se requiere utilizar esta proteina en experimentos posteriores.

La a-lactalbumina de los rumiantes se encuentra en la leche en forma monémera de peso

molecular aproximado 14’2 kDa mientras que el peso molecular de la B-lactoglobulina al pH
utilizado (pH 6°6) es de 36 kDa por encontrarse ésta en forma dimera. Por esta razon, la filtraciéon en
Sephadex G-100 del suero de la leche bovina a este pH proporciona una buena separacion de estas
dos proteinas mayoritarias del lactosuero, que son las que tienen un peso molecular mas préximo
(Brew y Glober, 1992).

El perfil de esta cromatografia asi como la electroforesis de algunas de las fracciones obtenidas se

muestran en las figuras 8 y 9, respectivamente.
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Figura 8. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-100 del suero de leche bovina. Las fracciones
recogidas fueron de 8 ml. Las fracciones 165 a 190, conteniendo a-lactalbumina mayoritariamente,

se recogieron conjuntamente y se concentraron para la purificaciéon posterior por cromatografia en

Sephadex G-50.

En el primer pico, muy pequefio, se eluyen las protefinas de mayor peso molecular cuya
concentraciéon en el lactosuero bovino obtenido por ultrafiltracion es muy baja: las
inmunoglobulinas, la lactoferrina y la mayor parte de la albumina. En el segundo pico se encuentra
mayoritatiamente la B-lactoglobulina y pequefias cantidades de albumina y o-lactalbimina. En el
tercet pico se eluye la o-lactalbimina y una cantidad de B-lactoglobulina y en el cuarto los péptidos
de bajo peso molecular, que no son detectables por métodos electroforéticos, y la riboflavina, que
absorbe fuertemente a esa longitud de onda. La cromatografia en Sephadex G-50 de la fraccion
enriquecida en o-lactalbimina procedente de la cromatograffa anterior, permitié obtener una
cantidad considerable de a-lactalbumina de alta pureza. El perfil de esta segunda cromatografia asi

como la electroforesis de algunas de las fracciones obtenidas se muestran en las figuras 10 y 11,

respectivamente.
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Figura 9. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones de la cromatografia en

Sephadex G-100 del lactosuero bovino. Las fracciones corresponden a la cromatografia representada

en la figura 8.

1.- Estandar de pesos moleculares
2.- Fraccién 120
3.- Fraccién 135
4.- Fraccion 145

5.- Fraccion 155
6.- Fraccion 170
7.- Fraccion 180
8.- Lactosuero bovino

El estandar esta constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97’0 kDa), albumina sérica bovina (67’0 kDa),
ovoalbumina (45’0 kDa), anhidrasa carbénica (30’0 kDa), inhibidor de tripsina (20’1 kDa) y a-lactalbumina bovina (14’4

kDa).
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Figura 10. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 de la fraccién enriquecida en o-lactalbumina

procedente de la croamtografia en Sephadex G-100. Las fracciones recogidas fueron de 3 ml. Las

fracciones 48 a 57 se recogieron conjuntamente para la purificacion posterior por inmunoadsorcion.
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Figura 11. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones de la cromatografia

en Sephadex G-50 de la fraccion enriquecida en o-lactalbamina.

1, 7- Estandar de pesos moleculares 4.- Fraccién 51
2.- Lactosuero bovino 5.- Fraccion 54
3.- Fraccién 44 6.- Fraccién 57

El estandar esta constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97’0 kDa), albiumina sérica bovina (67°0 kDa),
ovoalbumina (45’0 kDa), anhidrasa carbénica (30’0 kDa), inhibidor de tripsina (20’1 kDa) y a-lactalbumina bovina (14’4
kDa).

Las fracciones enriquecidas en o-lactalbumina se recogieron conjuntamente y para eliminar la
pequefia cantidad de P-lactoglobulina que pudiera quedar todavia se aplicaron a un
inmunoadsorbente que contenfa anticuerpos anti-B-lactoglobulina bovina insolubilizados en
Sepharose 4B.

En las figuras 12 y 13 se muestra el perfil de esta cromatografia as{ como la electroforesis de las

fracciones obtenidas.
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Figura 12. Perfil de la cromatografia en Sepharose-4B, conteniendo anticuerpos anti-f3-

lactoglobulina bovina insolubilizados, de las fracciones enriquecidas en o-lactalbumina procedentes

de la cromatografia en Sephadex G-50. Las fracciones recogidas fueron de 3 ml.

1.23 45

Figura 13. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones obtenidas en la

cromatografia de Sepharose-4B  que contenfa anticuerpos anti-B-lactoglobulina  bovina

insolubilizados.
1, 5.- Estandar de pesos moleculares. 3.- Fraccién excluida (2 mg/ml)
2.- Muestra aplicada a la columna (2 mg/ml). 4.- Fraccién eluida (2 mg/ml)

El estandar esta constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97’0 kDa), albumina sérica bovina (67°0 kDa),
ovoalbumina (45’0 kDa), anhidrasa carboénica (30’0 kDa), inhibidor de tripsina (20’1 kDa) y o-lactalbumina bovina (14’4
kDa).
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El cromatograma muestra dos picos, el primero corresponde a las fracciones eluidas con el
tampon fosfato, pH 7’4, que contienen la a-lactalbumina (fracciéon excluida). El segundo pico
corresponde a las fracciones eluidas con el tampén glicina, pH 2’8, que contienen la B-lactoglobulina
(fraccion eluida). Estos resultados demuestran que la cromatografia de inmunoadsorcion resulta muy
eficaz para eliminar la pequefia cantidad de B-lactoglobulina que se encuentra contaminando la

fraccion de a-lactalbimina tras su obtencién por cromatografia de exclusion molecular.

V.2.2. AISLAMIENTO DE LA a-LACTALBUMINA HUMANA

La o-lactalbumina se ha aislado a partir del lactosuero humano mediante dos filtraciones en gel
consecutivas como se ha indicado en la secciéon de métodos. El perfil de la primera cromatografia en
Sephadex G-100, asi como la electroforesis de las fracciones obtenidas se muestran en las figuras 14

y 15, respectivamente.
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Figura 14. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-100 del lactosuero humano. Las fracciones
recogidas fueron de 8 ml. Las fracciones 150 a 195 se recogieron conjuntamente y se concentraron

para la purificacién posterior por cromatograffa en Sephadex G-50.
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Figura 15. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones de la cromatografia
en Sephadex G-100 del lactosuero humano. Las fracciones corresponden a la cromatografia

representada en la figura 14.

1, 8.- Estandar de pesos moleculares 5.- Fraccién 150
2.- Lactosuero humano 6.- Fraccion 160
3.- Fraccion 85 7.- Fraccion 197

4.- Fraccién 100

El estandar esta constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97’0 kDa), albumina sérica bovina (67’0 kDa),

ovoalbumina (45’0 kDa), anhidrasa carbénica (30’0 kDa), inhibidor de tripsina (20’1 kDa) y a-lactalbumina bovina (14’4
kDa).

En el primer pico, se eluyen las proteinas de mayor peso molecular entre las que se incluyen las
casefnas, que proporcionan un color blanco al eluido, asi como las proteinas del lactosuero de mayor

peso molecular tales como las inmunoglobulinas, la lactoferrina y la mayor parte de la albumina. En
el segundo pico se encuentra mayoritariamente la a-lactalbumina y en el tercer pico, los péptidos de
bajo peso molecular y la riboflavina.

La a-lactalbimina humana se encuentra en la leche humana, al igual que en la bovina, en forma
monoémera, con un peso molecular de 14’2 kDa. Al no existir B-lactoglobulina en la leche humana, la
cromatografia en Sephadex G-100 del lactosuero resulta una técnica mas eficiente que en el caso del
lactosuero bovino, para aislar a-lactalbimina.

Las figuras 16 y 17 corresponden al perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 de la fraccion
enriquecida en a-lactalbimina y a la electroforesis de las fracciones de dicha cromatografia,

respectivamente.
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Figura 16. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 de la fraccién enriquecida en o-lactalbumina

humana procedente de la filtraciéon en Sephadex G-100. Las fracciones recogidas fueron de 3 ml.

Figura 17. SDS-FElectroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones de la filtracién en
Sephadex G-50 de la fraccién enriquecida en a-lactalbumina humana. Las fracciones corresponden a
la cromatografia representada en la figura 16.

1, 6.- Estandar de pesos moleculares 4.- Fraccion 45
2.- Lactosuero humano 5.- Fracciéon 52
3.- Fraccidon 38

El estandar esta constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97’0 kDa), albiumina sérica bovina (67’0 kDa),

ovoalbumina (45’0 kDa), anhidrasa carbénica (30’0 kDa), inhibidor de tripsina (20’1 kDa) y a-lactalbumina bovina (14’4
kDa).
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La cromatografia en Sephadex G-50 de la fraccion enriquecida en o-lactalbimina procedente de
la cromatografia en Sephadex G-100, mostré un solo pico cuyas fracciones comprendidas entre 35 y

55 resultaron puras por electroforesis sin necesidad de realizar ninguna otra etapa posterior.

V.2.3. DISCUSION

En este trabajo, el lactosuero bovino se ha obtenido por ultrafiltraciéon de la leche desnatada y el
lactosuero humano por ultracentrifugacion. La técnica de ultrafiltracion utilizando fibras huecas de
punto de corte 100 kDa ha resultado muy efectiva para separar las micelas de caseina ya que su
didmetro medio es de aproximadamente 600 nm (Lonnerdal y Atkinson, 1995). El lactosuero
obtenido por este método resultd en un liquido amarillento completamente transparente indicando asi
la ausencia de caseinas.

Sin embargo, esta técnica no resulté adecuada para separar las micelas de caseina de la leche
humana dado su pequefo tamafno, entre 30 y 75 nm (Lonnerdal y Atkinson, 1995). La adiciéon de
CaCl, seguida de ultracentrifugaciéon permitié separar una gran parte de las casefnas aunque algunas
permanecieron todavia en el lactosuero por lo que éste resultd en un liquido opalescente y blanco. La
presencia de estas caseinas se pone de manifiesto también en la filtracion en Sephadex G-100 en la
que el cromatograma obtenido muestra un primer pico de considerable tamafio que corresponde a
las proteinas de elevado peso molecular, entre las que se encuentran las caseinas. Este pico, por el
contrario, es muy pequefio en el lactosuero bovino.

En el caso del lactosuero humano, la realizaciéon de dos cromatografias de filtracion en gel
permiti6é obtener a-lactalbumina pura. La eficacia de esta técnica para obtener esta proteina se debe a

que la leche humana no contiene B-lactoglobulina, que es la proteina del lactosuero que tiene un
peso molecular mas proximo al de la a-lactalbumina.

Por el contrario, en el caso del lactosuero bovino, la cromatografia de filtracién en gel resulta
mucho menos eficiente dada la presencia de B-lactoglobulina que se encuentra en una concentraciéon
entre tres y cuatro veces mayor que la de la a-lactalbumina. Por ello, en este caso, para obtener un
alto grado de pureza de la o-lactalbimina fue necesario realizar una etapa posterior, utilizando un

inmunoadsorbente con anticuerpos anti-B-lactoglobulina insolubilizados. Esta etapa tresulté muy

eficiente para eliminar esta proteina.
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Las condiciones de pH y fuerza idnica utilizadas en las diferentes etapas de este trabajo para el
aislamiento de la a-lactalbimina humana y bovina han sido las que se encuentran en la leche, un pH
de 6’5 y una fuerza iénica de 75 mM (Alais, 1985).

Los métodos clasicos mas utilizados para el aislamiento de la a-lactalbumina de la leche de los
rumiantes se basan principalmente en la precipitacion salina con sulfato sédico o aménico y en la
precipitacion acida a pH entre 2 y 4 (Gordon, 1971). Recientemente, se ha aplicado una técnica de
cromatograffa de afinidad con Cu (II) insolubilizado para aislar a-lactalbimina bovina a partir del
lactosuero. La proteina es retenida en el gel y se eluye a pH 3’8 (Blomkalns et al., 1997). En general,
estas técnicas conllevan la utilizaciéon de condiciones drasticas de pH/fuerza idnica que pueden dar
lugar a cambios en la conformacion de la o-lactalbumina.

En nuestro método de aislamiento se ha evitado la utilizacion de estas condiciones ya que este
trabajo tiene el objetivo de estudiar distintos aspectos fisico-quimicos y biologicos de la o-
lactalbumina que requieren una cantidad considerable de proteina de alta pureza, con la estructura
nativa lo mas intacta posible. La estructura de las proteinas purificadas por los procedimientos

seguidos en este trabajo se muestra y se discute en apartados posteriores de esta memoria.
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V.3. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE LA FORMA APO DE LA o-
LACTALBUMINA HUMANA Y BOVINA

La forma apo de la a-lactalbimina humana y bovina se ha obtenido mediante tratamiento con
EDTA y posteriormente se ha realizado una filtraciéon en Sephadex G-25 para separar la proteina del
EDTA y sus sales de calcio.

La proteina as{ obtenida se ha caracterizado por diversas técnicas: cromatografia de exclusion
molecular, electroforesis, espectrometria de fluorescencia y dicroismo circular, cuyos resultados se

muestran a continuacion.

V.3.1. CROMATOGRAFiA EN SEPHADEX G-50 Y SDS-ELECTROFORESIS

Las formas, nativa y apo de la a-lactalbumina humana y bovina se han sometido a una
cromatograffa en Sephadex G-50. La a-lactalbimina nativa de la leche humana mostré un unico pico
simétrico con un maximo de absorbancia en la fracciéon 24 que corresponde a un peso molecular. de
14 kDa. La a-lactalbumina bovina eluy6 en dos picos. El primero con un volumen de elucién menor
que representa entre un 2 y un 4% de la absorbancia total y el segundo con un maximo de
absorbancia en la fraccion 24.

Para la forma apo, el perfil de la absorbancia mostré en ambas especies dos picos, uno con un
volumen de elucion similar a la forma nativa y otro con un volumen de elucién menor que representa

entre un 30 y un 40% de la proteina total. En la figura 18 se muestra el perfil de las cromatografias de

las formas nativas de la a-lactalbumina humana y bovina y el de la forma apo humana.
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Figura 18. Perfil de la absorbancia de la cromatografia en Sephadex-50 de las formas nativas de la
o-lactalbumina humana (a) y bovina (b) y de la forma apo humana (c). Las fracciones recogidas

fueron de 1°5 ml.
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Las electroforesis en SDS de las fracciones de la cromatografia de la a-lactalbumina bovina

nativa y de la apo o-lactalbimina humana se muestran en las figuras 19 y 20, respectivamente.

1254

Figura 19. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones de la cromatografia
de la a-lactalbumina bovina nativa. Las fracciones corresponden a la cromatografia representada en
la figura 18b.

1.- Estandar de pesos moleculares 3.- Fraccién 24
2.- Fraccién 17 4.- B-lactoglobulina

El estandar estd constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97’0 kDa), albumina sérica bovina (67°0 kDa),
ovoalbumina (45’0 kDa), anhidrasa carbénica (30’0 kDa), inhibidor de tripsina (20’1 kDa) y a-lactalbimina bovina
(14°4).

Como puede observarse, los dos picos eluidos en la filtracién en Sephadex G-50 de la a-
lactalbumina bovina nativa presentan una tunica banda de 14 kDa, si bien fue necesario concentrar el
primero varias veces para poder visualizarla.

La hipétesis de que el pico de menor volumen de eluciéon contenga B-lactoglobulina resulta
improbable ya que el maximo de eluciéon de esta proteina corresponde en esas condiciones a la
fraccion 21, que no coincide con el maximo del primer pico obtenido. Ademas, la a-lactalbumina
utilizada en estos ensayos fue aislada por dos cromatografias de exclusiéon molecular consecutivas y
finalmente por una cromatografia de afinidad utilizando un inmunoadsorbente que contenia
anticuerpos anti-B-lactoglobulina insolubilizados por lo que la B-lactoglobulina contaminante que
pudiera existir habria sido eliminada en este ultimo paso.

La heterogeneidad de la a-lactalbumina ha sido observada en diferentes especies atribuyéndose

fundamentalmente a la presencia de diferentes variantes genéticas y de formas minoritarias
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glicosiladas (Préaux et al., 1964; Schmidt y Ebner, 1972; Hopper, 1973; Pricels y Schlusselberg,
1977). Las formas glicosiladas eluyen, por cromatografia de exclusién molecular, antes que las no
glicosiladas dando lugar a la presencia de dos picos en el perfil cromatografico (Hopper y Mckenzie,
1973; Slangen y Visser., 1999).

Por otra parte, la tendencia de la a-lactalbumina a autoasociarse formando agregados podria ser
otra causa de la heterogeneidad observada en esta proteina. Asi, la filtraciéon en gel de la proteina
bovina pura da lugar a dos picos, uno mayoritario de proteina mondémera y otro minoritario que
eluye antes, ambos mostrando por electroforesis en SDS la presencia exclusivamente de una banda
de peso molecular de 14 kDa, como se ha observado en nuestro trabajo y en el de otros autores
(Mckenzie, 1971; Qi et al., 2001; Farell et al., 2002). Esta tendencia a agregarse es dependiente de las
condiciones del medio, siendo mayor a pH acido que a pH neutro y a altas concentraciones de

proteina (Kronman et al., 1964; Kronman y Andreotti, 1964).

. -—

- -2-3.4.5-6-7
Figura 20. SDS-Electroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones de la
cromatografia en Sephadex G-50 de la apo a-lactalbumina humana. Las fracciones corresponden

a las de la figura 18c.

1.- Estandar de pesos moleculares 5.- Fraccion 20
2.- Fraccién 17 6.- Fraccion 21
3.- Fraccion 18 7.- Fraccion 25

4.- Fraccion 19

El estandar estd constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97’0 kDa), albumina sérica bovina (67°0 kDa),
ovoalbumina (45’0 kDa), anhidrasa carbénica (30’0 kDa), inhibidor de tripsina (20’1 kDa) y a-lactalbimina bovina (144
kDa).

Los resultados de la electroforesis de la cromatografia de la apo o-lactalbumina humana (figura

20), muestran que el primer pico contiene mayoritariamente tres bandas, una de peso molecular
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similar al de la a-lactalbimina mondémera (14 kDa) y dos de peso molecular mayor, entre 25 y 40
kDa. El segundo pico sélo contiene la proteina en forma mondémera.

Existen varios trabajos en los que se ha indicado que las condiciones que producen la
eliminacién del calcio unido a la a-lactalbumina tales como un pH 4cido o la presencia de agentes
quelantes etc., dan lugar a un cambio en la conformacién de la proteina. Ese cambio favorece la
exposicion al medio de grupos hidrofébicos que estaban localizados en el interior de la proteina. La
presencia en la forma apo de la a-lactalbimina de una regiéon altamente hidrofébica favorece su
interaccién con sustancias apolares en soluciéon como el anilinnaftaleno sulfonato (ANS) (Musci y
Betliner, 1985b) o con ligandos hidrofébicos insolubilizados (Lindahl y Vogel, 1984). Asimismo, el
aumento del caracter hidrofébico de la proteina favorece la formacion de agregados (Permyakov et

al., 1981; Banuelos y Muga, 1995; Kronman, 1989).

V.3.2. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

El espectro de emision de fluorescencia de las formas nativa y apo de la o-lactalbumina de
ambas especies se muestra en la figura 21.

Como puede observarse, el espectro de las formas nativas es similar en ambas especies con un
maximo de fluorescencia a 325 nm. El tratamiento con EDTA para eliminar el calcio unido a la
proteina da lugar en ambos casos a un desplazamiento del maximo de fluorescencia a 332 nm para la
proteina humana y de 336 nm para la bovina.

El mayor incremento en la fluorescencia de la apo «-lactalbumina bovina se debe
probablemente a que esta proteina posee cuatro residuos de triptéfano mientras que la humana sélo
contiene tres (Harushima et al., 1988; Ostrovsky et al., 1988). El incremento en el maximo de la
fluorescencia observado refleja un cambio del ambito de los residuos de triptéfano a un medio
interno mas polar (Permyakov et al., 1981; Grinberg et al., 1998a y 1998b; Muresan et al., 2001). Este
cambio va a la vez unido a un incremento en la intensidad de fluorescencia de aproximadamente un

95% y de un 140% para las formas apo de la proteina humana y bovina, respectivamente.
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Figura 21. Perfil de fluorescencia del triptofano de la a-lactalbumina humana (a) y bovina (b) .
Forma nativa (—) y forma apo (—). La concentracién de proteina utilizada fue de 20 uM. (U.A.)

Unidades Arbitrarias.

Este incremento en la fluorescencia indica, como se ha mencionado anteriormente, una
alteraciéon sustancial de la conformacién de la proteina hacia un estado parcialmente desplegado
(Permyakov et al., 1981; Schmid, 1989; Noyelle y Van Dael, 2002). Estos resultados son similares a
los indicados en otros trabajos en los que la formas apo humana y bovina obtenidas mediante

tratamiento con agentes quelantes, mostraron un aumento en el maximo de fluorescencia del
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triptofano entre 12 y 14 nm (Kronman et al.,, 1981; Murakami et al., 1982; Kronman y Bratcher,
1983; Noyelle y Van Dael, 2002) y un aumento de la intensidad de fluorescencia de
aproximadamente un 100% (Permyakov et al., 1981). Estos cambios son reversibles tras la adicion de
calcio al medio, lo cual refleja que no es una desnaturalizaciéon irreversible sino un cambio
conformacional inducido por la eliminacién del calcio. Ademas, similares variaciones en la
fluorescencia del triptéfano han sido observadas en el tratamiento de la a-lactalbumina a pH 7°5
(Kronman et al., 1981).

En este sentido, la apo a-lactalbiumina se comporta de forma distinta a otras proteinas fijadoras

de Ca** como la calmodulina o la troponina C, que exponen una superficie mas hidrofébica cuando

presentan el calcio unido (Lindahl y Vogel, 1984; Shanbhag y Backman, 1989).

V.3.3. DICROISMO CIRCULAR

En las figuras 22 y 23 se muestran los espectros de las formas nativa y apo de la a-lactalbimina
humana y bovina, obtenidos por dicroismo circular en las zonas del ultravioleta lejano y cercano.

Para las formas nativa y apo de ambas especies, el espectro obtenido en el UV lejano muestra un
minimo a 208 nm y otro a 228 nm, caracteristico de las proteinas ricas en hélice a (Kelly y Price,
2000). Estos resultados indican que no ha habido cambios en la estructura secundaria de las formas

apo con respecto a las formas nativas (Dolgikh et al., 1981 y 1985; Segawa y Sugai, 1983).
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Figura 22. Espectro obtenido por dicroismo circular en el UV lejano para la a-lactalbiumina humana

nativa (—), apo (—) y la a-lactalbamina bovina nativa (=) y apo (—). (U.A.) Unidades Arbitrarias.
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Figura 23. Espectro obtenido por dicroismo circular en el UV cercano para la a-lactalbimina
humana nativa (—), apo (—) y la a-lactalbimina bovina nativa (—) y apo (—). (U.A.) Unidades

Arbitrarias.
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En el espectro correspondiente al ultravioleta cercano, la a-lactalbumina nativa mostré un
minimo a 270 nm debido a los residuos de tirosina y un maximo a 294 nm debido a los residuos de
triptéfano (Robbins y Holmes, 1970; Nozaka et al., 1978; Dolgikh et al., 1981 y 1985). El espectro de
las formas apo, mostré una elevada pérdida de sefial en ambos picos, lo que indica que la estructura
terciaria esta considerablemente modificada y que por lo tanto, la uniéon del calcio es indispensable
para el mantenimiento de la estructura de la proteina. Estos resultados son similares a los obtenidos
por Segawa y Sugai (1983) para la apo a-lactalbumina humana y bovina. Asimismo, los cambios de
conformacién observados en la forma apo son similares a los que tienen lugar al tratar la proteina a
pH 2°5 para eliminar el calcio unido (Segawa y Sugai, 1983). Algunos autores han indicado que el uso
de agentes quelantes para eliminar el calcio unido a la a-lactalbumina podria dar lugar a problemas al
quedar en el medio EDTA o complejos Ca*-EDTA que pudieran interaccionar con la proteina
(Kronman y Bratcher, 1983). Sin embargo, este hecho parece poco probable ya que en nuestro
trabajo se ha demostrado en un experimento en el que se ha utilizado EDTA marcado
radiactivamente que dicho agente, asi como sus sales de calcio, eran efectivamente separadas de la
forma apo por cromatografia de filtraciéon en gel. Ademas, la unién de los agentes quelantes a la apo
proteina es muy débil e indetectable a concentraciones menores a 3 mM (Kronman, 1989; Brew y

Grobler, 1992).
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V.4. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LAS PROTEINAS DEL LACTOSUERO

Y DE LA o-LACTALBUMINA BOVINA Y HUMANA CON LOS ACIDOS GRASOS POR
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

V.4.1. PROTEINAS DEL LACTOSUERO

Para estudiar las proteinas del lactosuero humano y bovino con capacidad de fijar acidos grasos,
se han incubado con 4cido oleico o palmitico marcados con "“C y las proteinas se han separado por
cromatografia de exclusiéon molecular. La radiactividad asociada a cada fracciéon se ha determinado
por centelleo liquido como se ha indicado en el apartado IV.5.1.1.

Previamente a la realizacion de este estudio, los acidos grasos marcados se cromatografiaron en la
columna de Sephadex G-50 para determinar su volumen de eluciéon. El cromatograma obtenido
mostré la presencia de un solo pico que comenzaba a eluir a partir de la fraccion 40.

Los cromatogramas de la filtracién en Sephadex G-50 de los lactosueros humano y bovino
incubados con los acidos oleico y palmitico se muestran en las figuras 24 y 25.

Las graficas que se muestran corresponden a un unico experimento, aunque todas las muestras
se analizaron al menos en dos experimentos independientes.

En la cromatografia del lactosuero humano obtenido por ultracentrifugacion, el perfil de
absorbancia mostré tres picos (figura 24). El primer pico corresponde a las proteinas del lactosuero
de mayor peso molecular, tales como las inmunoglobulinas, la lactoferrina y la albumina. En este
pico se encuentran también restos de micelas de caseina que no han sido eliminadas durante la
ultracentrifugacién de la leche desnatada. El segundo pico, mayoritario, corresponde al volumen de
elucién de la a-lactalbamina y en el tercer pico se eluyen los péptidos de bajo peso molecular y la
riboflavina. El perfil de la medida de la radiactividad fue similar para los dos acidos grasos estudiados
mostrando dos picos. El primer pico esta asociado a las proteinas de mayor peso molecular,
probablemente a las caseinas dado el caracter hidrofébico de éstas y a la albumina por ser una
proteina fijadora de acidos grasos. El segundo pico de radiactividad corresponde al acido graso libre.
En ambos casos, la cantidad de acido graso afiadido fue mayor que el que estas proteinas pueden

fijar, como demuestra la elevada concentracion de acido graso libre que es eluido de la columna.
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Figura 24. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 del lactosuero humano a pH 8’5 incubado

con los acidos oleico (a) y palmitico (b). Las fracciones recogidas fueron de 1’5 ml. Absorbancia a

280 nm (). Radiactividad en cpm (A).
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Figura 25. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 a pH 8’5 del lactosuero bovino incubado
con el acido oleico. Las fracciones recogidas fueron de 1’5 ml. Absorbancia a 280 nm (¢).

Radiactividad en cpm (A).

El perfil de la absorbancia del lactosuero bovino obtenido por ultrafiltracién mostré también

tres picos, que corresponden por orden de elucién a las proteinas del lactosuero de mayor peso
molecular en el primer pico, a la B-lactoglobulina y la o-lactalbimina que eluyen en la primera y
segunda mitad del segundo pico, respectivamente, y a las sustancias de bajo peso molecular en el
tercer pico. El perfil de la radiactividad mostré dos picos, el primero asociado a la B-lactoglobulina
que representa mas del 97% de la radiactividad total y el segundo de acido graso libre. Cuando esta
misma cromatografia se realizé a pH 7’4, la B-lactoglobulina y la a-lactalbimina eluyeron en picos
separados. Este hecho se debe a que a pH 7’4 la B-lactoglobulina se encuentra en la leche en forma
dimera, de peso molecular 36 kDa, peso considerablemente mayor que el de la a-lactalbimina
mientras que a pH 85, dicha proteina se encuentra en forma mondmera. En la cromatografia
realizada a pH 7’4, mis del 95% de la radiactividad total estaba asociada al pico de la B-

lactoglobulina y el resto eluyé como acido graso libre (resultados no mostrados).
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En las dos especies estudiadas, no se observé la presencia de radiactividad asociada a la -
lactalbumina, lo que sugiere que la forma nativa con calcio unido, tal y como se encuentra en la

leche, no es capaz de unir acidos grasos.

V.4.2. a-LACTALBUMINA HUMANA Y BOVINA

V.4.2.1. o-LACTALBUMINA HUMANA

El perfil de la absorbancia a 280 nm y de la radiactividad correspondiente a la filtracién en
Sephadex G-50 de la a-lactalbimina humana nativa y apo incubadas con los 4acidos oleico y
palmitico se muestran en las figuras 26 y 27, a y b, respectivamente.

El perfil de absorbancia de la forma nativa incubada con acido oleico muestra un solo pico de
proteina. En el perfil de la radiactividad, mas del 95% del acido graso eluye como libre.

El cromatograma de la a-lactalbumina nativa incubada con acido palmitico muestra un perfil de
absorbancia diferente, ya que estd compuesto por un pico mayoritario correspondiente a la forma
monoémera y un pico minoritario de peso molecular aparente mas alto, que lleva asociado una
cantidad considerable de radiactividad. Asi, este pico supone menos del 4% de la absorbancia total a
280 nm y tiene asociada aproximadamente un 40% de la radiactividad.

Para la forma apo incubada con acido oleico, el perfil de la absorbancia mostré dos picos, el
correspondiente a la a-lactalbumina mondémera y otro con un volumen de eluciéon menor, como ya
se ha indicado anteriormente. En el caso del acido palmitico, sélo se observa la presencia del pico de
menor volumen de elucién. El perfil de la radiactividad indica que practicamente todo el acido graso
eluye en forma libre, no existiendo por este método interaccion entre la forma apo de la proteina y

los dos acidos grasos estudiados.
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Figura 26. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 de la o-lactalbimina humana nativa (a) y
apo (b) incubadas con 4acido oleico. Las fracciones recogidas fueron de 1’5 ml. Absorbancia a 280

nm (*). Radiactividad en cpm (A).
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Figura 27. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 de la a-lactalbimina humana nativa (a) y

apo (b) incubadas con acido palmitico. Las fracciones recogidas fueron de 1’5 ml. Absorbancia a 280

nm (*). Radiactividad en cpm (A).
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V.4.2.2. a-LACTALBUMINA BOVINA

Los cromatogramas de exclusion molecular de las formas nativa y apo de la a-lactalbumina
bovina incubadas con los acidos oleico y palmitico se muestran en las figuras 28 y 29, a y b,
respectivamente.

El perfil de la absorbancia de la o-lactalbumina nativa (figuras 28a y 29a) muestra dos picos, uno
de proteina mondémera mayoritario y otro muy pequenio (4%) con un volumen de elucién menor,
como se ha indicado anteriormente. Este pico minoritario tiene asociada una proporcion
considerable de radiactividad, aproximadamente el 30% y el 15% de la radiactividad total para los
acidos oleico y palmitico, respectivamente.

Para la forma apo, el perfil de la absorbancia mostré dos picos, el correspondiente a la -
lactalbumina monémera y otro con un volumen de elucién menor. El perfil de la radiactividad
indica, como en el caso de la proteina humana, que practicamente todo el acido graso eluye en forma
libre.

Los resultados expuestos anteriormente se han obtenido con la proteina bovina aislada en

nuestro laboratorio. Con la proteina bovina comercial, se obtuvieron unos resultados similares.
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Figura 28. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 de la a-lactalbumina bovina nativa (a) y apo

(b) incubadas con el acido oleico. Las fracciones recogidas fueron de 1’5 ml. Absorbancia a 280 nm

(*). Radiactividad en cpm (A).
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Figura 29. Perfil de la cromatografia en Sephadex G-50 de la a-lactalbumina bovina nativa (a) y apo

(b) incubadas con el acido palmitico. Las fracciones recogidas fueron de 1’5 ml. Absorbancia a 280

nm (*). Radiactividad en cpm (A).
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V.4.3. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LA o-LACTALBUMINA CON LOS
ACIDOS GRASOS POR LA TECNICA DE EQUILIBRIO DE PARTICION

Para la determinacion de las constantes de asociacion de la a-lactalbumina humana y bovina
en sus formas, nativa y apo, con los acidos oleico y palmitico, se han efectuado una serie de
experimentos de equilibrio de particion cuyos detalles experimentales se han indicado en el apartado
IV.5.2. Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

Para calcular las constantes de asociacion aparente por equilibrio de particién, es necesatrio
conocer la concentracion de acido graso libre presente en la fase acuosa, que a su vez depende de la
cantidad de acido graso en la fase organica. La concentraciéon de acido graso libre en la fase acuosa
se ha determinado usando los coeficientes de particion en ausencia de proteina. Para ello se ha
incubado en las mismas condiciones que se han usado para las muestras que contenian proteina, una
serie de tubos con el mismo tampén sin proteina. La correlacién entre los distintos valores
obtenidos se ha ajustado matematicamente por regresion lineal y la recta tedrica obtenida se ha
utilizado para calcular la concentracion de acido graso no ligado a la proteina en la fase acuosa para
cada concentracion de acido graso.

El analisis de los datos experimentales de la interaccion entre los acidos grasos y las diferentes
formas de la a-lactalbumina se ha efectuado por el método de Scatchard (1949), representando v
(moles de 4cido graso ligado por mol de proteina) frente a v/c, donde ¢ es la concentracion de acido
graso libre en la fase acuosa. El calculo de las constantes de afinidad y el nimero de puntos de uniéon
se ha determinado a partir de la pendiente y la interseccion de la recta con el eje de abcissas,
respectivamente (Goodman, 1958; Anel et al.,, 1989). Los valores son la media de al menos dos
determinaciones independientes, analizadas cada una por duplicado.

Las graficas de Scatchard obtenidas para la interaccion de la a-lactalbumina humana y bovina

en sus formas nativa y apo con los acidos oleico y palmitico se muestran en las figuras 30 a 33.
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Figura 30. Representacion de Scatchard para la interaccion de la o-lactalbumina humana nativa (a) y
apo (b) con el acido oleico. En el eje de abcisas se representa el valor de v (numero de moles de
acido graso unido por mol de proteina) y en el eje de ordenadas v/c, siendo ¢ la concentracién de
acido graso en la fase acuosa no unido a la proteina. Cada punto es la media de dos determinaciones.

K, es la constante de afinidad aparente y n el numero de sitios de union.
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Figura 31. Representacion de Scatchard para la interaccion de la a-lactalbumina humana nativa (a) y
apo (b) con el acido palmitico. En el eje de abcisas se representa el valor de v (nimero de moles de
acido graso unido por mol de proteina) y en el eje de ordenadas v/c, siendo ¢ la concentracién de
acido graso en la fase acuosa no unido a la proteina. Cada punto es la media de dos determinaciones.

K, es la constante de afinidad aparente y n el nimero de sitios de union.
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Figura 32. Representacion de Scatchard para la interaccion de la a-lactalbimina bovina nativa (a) y
apo (b) con el acido oleico. En el eje de abcisas se representa el valor de v (numero de moles de
acido graso unido por mol de proteina) y en el eje de ordenadas v/c, siendo ¢ la concentracién de
acido graso en la fase acuosa no unido a la proteina. Cada punto es la media de dos determinaciones.

K, es la constante de afinidad aparente y n el numero de sitios de union.
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Figura 33. Representacion de Scatchard para la interaccion de la a-lactalbiumina bovina nativa (a) y
apo (b) con el acido palmitico. En el eje de abcisas se representa el valor de v (nimero de moles de
acido graso unido por mol de proteina) y en el eje de ordenadas v/c, siendo ¢ la concentracién de
acido graso en la fase acuosa no unido a la proteina. Cada punto es la media de dos determinaciones.

K, es la constante de afinidad aparente y n el numero de sitios de union.
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Como se observa en las graficas obtenidas (figuras 30 a 33), la a-lactalbimina nativa de las dos
especies, bovina y humana no muestra la capacidad de interaccionar con los acidos oleico y
palmitico. Sin embargo, la forma apo de las dos especies interacciona con los acidos grasos. En las
dos especies estudiadas, la interacciéon parece ser mas fuerte con los acidos grasos. La interaccion
parece ser mas fuerte con el acido oleico que con el acido palmitico, con unas constantes de
asociacion aparente del orden de 10° y 10° M, respectivamente. El nimero de puntos de unién es,
en todos los casos, menor de la unidad, lo que indica que la proteina no une mas de un mol de acido

graso por mol de proteina.

V.4.4. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LA o-LACTALBUMINA CON LOS
ACIDOS GRASOS POR LA TECNICA DE ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La interaccién de las formas nativa y apo de la a-lactalbumina humana y bovina con los 4cidos
grasos se ha estudiado por la técnica de espectroscopia de fluorescencia. Esta técnica se basa en el
hecho de que la interaccién de la proteina con los acidos grasos generalmente da lugar a un cambio
de conformacién en la misma que se manifiesta por un cambio del espectro de la fluorescencia
(Schmid, 1989; Frapin et al., 1993; Lakowicz, 1999; Muresan et al., 2001).

Para llevar a cabo este estudio, una solucién de concentraciéon constante de proteina (20 uM) se
incub6 con concentraciones crecientes de acido graso, en una proporcion entre 0°25 y 2’5 moles de
acido graso por mol de proteina. Previamente, se determiné el espectro de emisiéon de fluorescencia
de las formas nativa y apo de la a-lactalbumina de ambas especies cuyos resultados se han mostrado
en la seccion V.3.2.

Los resultados obtenidos en la interaccion de la a-lactalbimina bovina en sus formas nativa y

apo con el acido oleico se muestran en la figura 34.
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Figura 34. Espectro de emision de fluorescencia del triptéfano de la a-lactalbiumina bovina en
sus dos formas nativa (a) y apo (b) incubada con el acido oleico. La longitud de onda de

excitacion fue de 287 nm. (U.A.) Unidades arbitrarias. Concentracion de acido oleico afiadido en

mol / mol de proteina: 0 (—), 0°25 (), 0°5 (), 1 (), 1’5 (—), 2 (—), 2’5 ().
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Como puede observarse, para la forma nativa de la o-lactalbimina bovina no se observa
incremento de la fluorescencia del triptéfano ni cambios en el maximo de emisién a ninguna de las
concentraciones ensayadas, lo que indica la ausencia de interaccion entre esta forma de la proteina y
al acido oleico. Sin embargo, con la forma apo, aunque no se observa cambio en el maximo de
fluorescencia, se observa un aumento de la intensidad de fluorescencia que es mayor cuanto mayor es
la cantidad de acido graso anadido.

Los mismos resultados fueron observados en el caso de la interaccidn de la o-lactalbimina

bovina con el acido palmitico y en el caso de la interacciéon de la a-lactalbumina humana con los
acidos oleico y palmitico.

El incremento de la intensidad de fluorescencia inducido por la interaccién con los acidos grasos
refleja probablemente una disminucién en la polaridad del entorno de los residuos de triptéfano
causada por un desplazamiento de las moléculas de agua del lugar de unién por los acidos grasos
(Muresan et al., 2001).

De estos resultados se deduce que el cambio de conformacién inducido por la disociacién del
calcio unido, permite a la proteina adoptar una conformacién que le permite interaccionar con los

acidos grasos.

V.4.41. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES DE DISOCIACION
APARENTE Y DEL NUMERO DE SITIOS DE UNION

Los valores de las constantes de afinidad aparente y del nimero de sitios de unién de la forma
apo de la oa-lactalbumina humana y bovina para los acidos grasos oleico y palmitico se han
determinado a partir de los resultados obtenidos en los espectros de emision de fluorescencia del

triptofano tal y como se indica en la seccion 1V.5.3.1.

Para ello, una cantidad de constante de proteina (20 pM) se incub6 con cantidades crecientes de
acido graso hasta obtener un valor constante en la emisiéon de fluorescencia de la proteina a 332 nm
(apo o-lactalbumina humana) o a 336 nm (apo a-lactalbumina bovina). En la figura 35 se muestran
los resultados obtenidos con la apo a-lactalbumina humana y bovina y los acidos grasos oleico y

palmitico.
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Figura 35. Efecto de la concentracién de acido graso en la intensidad de la fluorescencia a 332 nm
de la apo a-lactalbumina humana (a) y a 336 nm de la apo o-lactalbimina bovina (b). La

concentracién de proteina usada fue de 20 UM vy la longitud de onda de excitacién de 287 nm. Acido

oleico (A). Acido palmitico ().
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Como puede observarse, el incremento de fluorescencia obtenido es mayor para la forma apo de
la a-lactalbimina bovina que para la humana y mayor a su vez para el acido oleico que para el
palmitico en ambas especies. Asi, en el caso de la interacciéon de la apo o-lactalbumina humana y
bovina con el acido oleico, la fluorescencia se incrementé hasta una concentraciéon de 12 y 22 uM, lo
que significa que la estequiometria de la unién es de alrededor de 0°6 y 1’0 moles de acido graso por
mol de proteina, respectivamente. Para la a-lactalbumina bovina incubada con acido palmitico, la
saturacion se alcanzé a una concentracion de acido graso de 18 uM, dando una estequiometria de
unién de aproximadamente 0’9 moles de acido graso por mol de proteina. El pequefio incremento
observado en el caso de la apo a-lactalbiumina humana con el acido palmitico no ha permitido

determinar los parametros de union.

La determinacién de la constante de asociacion aparente y el numero de sitios de unién para la
interaccion de la apo a-lactalbumina con los acidos grasos se ha realizado segin el método de Cogan
et al. (1976) como se ha descrito en el apartado de Métodos 1V.5.3.1.

La representacién grafica de la variacién de P,.a en funcién de B.[a/(1-a)] de la apo o-
lactalbumina humana y bovina se presenta en las figuras 36 y 37.

De estas graficas, se deduce que las constantes de asociacion aparente de la apo a-lactalbumina
para la unién del 4cido oleico son del orden de 10° M en ambas especies. Sin embargo, por el
método de Cogan et al. (1976) no se han podido determinar las constantes de unién para el acido

palmitico.
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Figura 36. Representacion grafica de P..a en funcién de B.[a/(1-a)] correspondiente a la

interaccion de la apo o-lactalbumina humana con el acido oleico.

14 .

Ka=33x10°M"’
10 - n=0.86

B.[a/(1-a)]

Figura 37. Representacion grafica de P,.a en funciéon de B.[a/(1-a)] correspondiente a la

interaccion de la apo a-lactalbumina bovina con el acido oleico.
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V.4.5. DISCUSION

La interacciéon de la o-lactalbumina con los lipidos ha sido extensivamente estudiada,
fundamentalmente en los aspectos relacionados con la interacciéon con fosfolipidos en monocapas o
en bicapas lipidicas (Brown et al., 1984; Berliner y Koga, 1987; Bafiuelos y Muga, 1995 y 1996;
Montich y Marsh, 1995; Agasoster et al., 2003). Sin embargo, existen muy pocos trabajos sobre la
interaccion de la a-lactalbumina con los acidos grasos (Cawthern et al., 1997; Svensson et al., 2000;
Polverino de Laureto et al., 2002; Svensson et al., 2003b).

En esta memoria, se presentan los resultados que se han obtenido al estudiar la interaccion de las
formas nativa y apo de la a-lactalbimina humana y bovina con los acidos grasos utilizando
diferentes técnicas: cromatografia de exclusion molecular, equilibrio de particién y espectroscopia de
fluorescencia.

Los ensayos con ligandos marcados radiactivamente se emplean muy a menudo para estudiar las
interacciones entre proteinas y ligandos. Estos ensayos pueden asociarse con una amplia variedad de
técnicas como didlisis, cromatograffa, electroforesis o particién con solventes, ...etc (Puyol et al.,
1991; Pérez et al.,, 1993). En la cromatografia de exclusion molecular, las proteinas son detectadas al
coeluir con el ligando marcado, por lo que es un método muy util para detectar en una muestra que
contiene varias proteinas, cuales de ellas son capaces de formar complejos con el ligando (Fellows y
Hird, 1981; Pérez et al., 1989).

La técnica de equilibrio de particiéon se basa en el reparto de los acidos grasos entre una fase
acuosa y una organica (Spector, 1975). La presencia de heptano no desnaturaliza la proteina que se
encuentra en la fase acuosa, y evita la interferencia producida por la formaciéon de asociaciones
micelares de acidos grasos en la fase acuosa (Spector y Fletcher, 1970).

En la técnica de espectroscopia de fluorescencia, los cambios en el maximo o en la intensidad de
fluorescencia del triptéfano pueden ser utilizados para analizar el medio que rodea estos residuos en
la proteina, proporcionando informacién sobre sus interacciones (Frapin et al, 1993). La
espectroscopia de fluorescencia es un método rapido, simple y de muy alta sensibilidad. Sin
embargo, esta elevada sensibilidad es a veces una desventaja ya que pequefias modificaciones del
medio pueden dar lugar a una interpretaciéon errénea de los resultados, por lo que se recomienda que
sus resultados sean comparados con los obtenidos por otros métodos (Muresan et al., 2001).

Los resultados obtenidos en la cromatografia en Sephadex G-50 de los lactosueros incubados

con los acidos grasos indican que la a-lactalbumina humana y bovina, tal y como se encuentran en el
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lactosuero, no son capaces de unir acidos grasos, como ya se habia observado previamente en otros
trabajos (Puyol et al., 1991; Pérez et al., 1993). Ademas, en experimentos realizados recientemente en
nuestro laboratorio, no se ha observado por cromatografia de gases la presencia de acidos grasos
unidos a la a-lactalbumina, purificada de la leche humana o bovina utilizando unas condiciones no
desnaturalizantes.

Sin embargo, cuando la proteina bovina nativa se incuba con los acidos grasos, se observa que el
pico que eluye antes que la forma monémera mayoritaria, aunque cuantitativamente muy pequefo,
une una cantidad considerable de acido graso. Asimismo, la a-lactalbimina humana nativa incubada
con acido palmitico presenta un pico similar, que no se habia observado antes de incubar con los
acidos grasos, con una cantidad considerable de radiactividad asociada. Estos resultados sugieren
que la presencia del acido graso en el medio pudiera ser otro factor que favorece la agregacion de
esta protefna. Por el contrario, en ninguna de las muestras estudiadas, la forma mondémera de la
proteina nativa mostré la presencia de acidos grasos unidos.

La influencia del grado de polimerizaciéon de una proteina sobre la capacidad de interaccionar
con los acidos grasos ha sido observada en algunas proteinas de la leche como la B-lactoglobulina.
La forma dimera de los rumiantes es capaz de unir acidos grasos pero la forma monémera de la
yegua y la cerda carecen de dicha propiedad (Pérez et al., 1993). Ademas, la disociaciéon de la forma
dimera de la B-lactoglobulina bovina por acidificacién hace perder a esta proteina la capacidad de
interaccionar con los acidos grasos (Ragona et al., 2000).

Por otra parte, ni los monémeros ni los oligbmeros de la forma apo de la a-lactalbumina
humana y bovina han mostrado la presencia de una cantidad significativa de acidos grasos unidos
cuando se someten a una cromatografia de exclusion molecular.

La interaccion de la o-lactalbumina con los acidos grasos se ha estudiado también por las
técnicas de equilibrio de particion y espectroscopia de fluorescencia. Por ambos métodos, las formas
nativas de la o-lactalbimina humana o bovina no parecen ser capaces de interaccionar con los
acidos grasos. Sin embargo, las formas apo de la proteina interaccionan con mayor o menor afinidad
dependiendo del acido graso y de la especie. Por la técnica de equilibrio de particién, el nimero de
sitios de unién de la a-lactalbumina para los acidos grasos ha sido en todos los casos menor de la
unidad lo que indica que no hay mas de un mol de ligando unido por mol de proteina. Ademas, las
constantes de asociacion aparente de la apo a-lactalbimina bovina y humana han sido del orden de

10° y de 10° M para los 4cidos oleico y palmitico, respectivamente. Las constantes obtenidas por el
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método de espectroscopia de fluorescencia para el acido oleico son del mismo que las determinadas
por el método de equilibrio de particion en las dos especies.

La diferencia en los parametros de uniéon obtenidos para la unién de ligandos hidrofébicos a
proteinas segun la metodologfa utilizada ha sido puesta de manifiesto en diversos trabajos llevados a
cabo con otras proteinas fijadoras de acidos grasos como la albimina (Spector, 1975) o la B-
lactoglobulina (Pérez et al., 1993; Muresan et al., 2001). Esta variabilidad refleja las diferencias que
existen entre las condiciones experimentales y la metodologfa utilizada en los diferentes estudios.

Los resultados obtenidos utilizando la técnica de equilibrio de particion y de espectroscopia de
fluorescencia contrastan con los obtenidos por cromatografia de exclusion molecular. Asi, la
interaccion observada entre los agregados presentes en la proteina nativa y los acidos grasos en la
cromatograffa de exclusion molecular no se ve reflejada en los parametros de unién determinados
por las otras dos técnicas. Estas diferencias podrian deberse a la baja proporcién que existe de estos
agregados en la muestra de proteina.

LLa comparacién de los resultados obtenidos con las formas apo, resulta sorprendente ya que por
cromatograffa de exclusion molecular, la cantidad de 4cido graso asociado a la proteina es
insignificante, mientras que las otras técnicas indican la existencia de una interaccion
cuantitativamente importante. Este hecho podria ser debido a las diferentes condiciones
experimentales que se utilizan en los distintos métodos. En las técnicas de equilibrio de particion y
de espectroscopia de fluorescencia, la proteina y los acidos grasos se encuentran en el medio de
incubacién durante todo el ensayo, mientras que en la cromatografia, tras la incubaciéon son
sometidos a una etapa cromatografica relativamente larga. Asi, durante el recorrido a lo largo de la
columna los acidos grasos podrian disociarse de la proteina y eluir separadamente. Sin embargo, este
hecho resulta también dificil de explicar teniendo en cuenta el valor elevado de las constantes de

asoclacion obtenidas. Ademas, en experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio en los que se
estudi6 la interaccién de la B-lactoglobulina bovina con los acidos grasos por equilibrio de particién,
las constantes de asociacién obtenidas fueron del mismo orden que las de apo la a-lactalbumina con

el acido oleico y la cromatografia exclusiéon molecular revel inequivocamente la existencia de dicha
interaccion (Pérez et al.,, 1989 y 1992).
En 1997, Cawthern et al. estudiaron la interaccién de la o-lactalbiumina bovina con el acido

estearico mediante espectroscopia de fluorescencia y mediante la técnica de resonancia de spin

electrénico. En su trabajo, indicaron que la unién del ligando producia un incremento tanto en el
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maximo como en la intensidad de fluorescencia de la proteina. Estos resultados contrastan con los
obtenidos en nuestro trabajo en el que la unién de los acidos grasos mostrd un incremento en la
intensidad pero no en el maximo de fluorescencia, similar a lo observado en la interaccion de la B-
lactoglobulina bovina con diversos acidos grasos utilizando el mismo método de espectroscopia de
fluorescencia (Frapin et al., 1993; Muresan et al., 2001). Asimismo, el grupo de Cawthern indicé que
la forma apo de la a-lactalbumina bovina tiene un lugar de unién para el acido estearico con una
constante de disociacion del orden de 2’2 x 10° M. La forma nativa mostré una constante de
disociacién un orden de magnitud mayor que la forma apo, pero no fue posible determinar el
numero de puntos de unién.

Los mismos autores, usando una técnica de competicién entre la proteina fijadora de acidos

grasos intestinal y la a-lactalbimina bovina por la unién con el acido estearico, determinaron que la

forma apo de la a-lactalbimina une 1 mol de acido graso por mol de proteina. Sin embargo, no
observaron competicion por la unioén del acido estearico al usar la forma nativa de la proteina.

La interacciéon de la forma apo de la oa-lactalbumina humana con los acidos grasos ha sido
indicada también en los trabajos de Svensson et al. (2000, 2003a y 2003b) utilizando columnas de
intercambio i6nico acondicionadas con diversos acidos grasos. La interaccién parece ser muy
diferente dependiendo de la longitud de la cadena hidrocabonada, del grado de instauraciéon y del
tipo de isomero. Asi, la interacciéon es mayor para los acidos grasos con una longitud de cadena de
18 atomos de carbono, con una o varias insaturaciones y éstas en una conformacién cis. Por el
contrario, no observaron interaccion de la d-lactalbumina cuando utilizaron columnas
acondicionadas con acidos grasos insaturados en posicién trans o acidos grasos saturados. Estos
resultados indican que existe una marcada estereoespecificidad en la interaccién de la apo o-
lactalbumina con los acidos grasos (Svensson et al., 2003b). La estequiometria de la uniéon de acido
oleico a la o-lactalbumina determinada por cromatografia de gases (Svensson et al., 2003b) estuvo
comprendida entre 0’6 y 1 mol de acido graso por mol de proteina, similar a la obtenida en nuestro

trabajo.
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V.5. FRACCIONAMIENTO DE LA CASEINA HUMANA

La casefna humana fue obtenida segun el método descrito por Svensson et al. (1999). Este
método consiste en tratar la leche desnatada con oxalato dipotasico para desagregar las micelas de
casefna (Alais, 1985) y va seguido de un ajuste del pH a 4’3 para precipitar las caseinas.

Las caseinas obtenidas se aplicaron a una columna de DEAE-Trisacryl M y se eluyeron con un
gradiente de NaCl como se indica en el apartado IV.6.2. El perfil de la absorbancia a 280 nm de esta

cromatograffa, se muestra en la figura 38.
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Figura 38. Perfil de la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la caseina humana. El volumen de

cada fraccion es de 3 ml. (@) Absorbancia a 280nm. (-) Gradiente de NaCl.

En esta cromatografia se han obtenido tres picos, los dos primeros eluyen con un gradiente de
NaCl entre 0’15 y 0°30 M y el tercero eluye cuando se aplica una concentraciéon de NaCl 1 M. Un
perfil similar se ha obtenido en el fraccionamiento de la caseina procedente de tres leches humanas
diferentes aunque la cantidad de proteina obtenida en el tercer pico ha variado segun la leche.

El perfil de elucién obtenido en este trabajo es similar al obtenido por Hakansson et al. (2000)
para la caseina humana, si bien estos autores habfan indicado en un trabajo previo la presencia de

cinco picos en la elucién con el gradiente 0°15-0’30 M de NaCl (Hakansson et al., 1995).
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V.5.1. CARACTERIZACION DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS EN LA
CROMATOGRAFIA EN DEAE-TRISACRYL M DE LA CASEINA HUMANA

V.5.1.1. TECNICAS ELECTROFORETICAS

La electroforesis en SDS en gel de poliacrilamida de las fracciones obtenidas en la cromatografia
en DEAE-Trisacryl M de la caseina humana se muestra en la figura 39. Las fracciones 53 a 60
correspondientes al tercer pico se recogieron conjuntamente, se dializaron frente a agua desionizada,
y se concentraron por ultrafiltracién en una membrana de punto de corte de 3 kDa antes de realizar

la electroforesis.
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Figura 39. SDS-FElectroforesis en gel de poliacrilamida 8-25% de las fracciones obtenidas en la

cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la caseina humana.

1.- Estandar de pesos moleculares 6.- Pico 1
2.- Caseina humana 7.- Pico 2
3,4.5 - Pico 3 8.- a-lactalbumina humana

El estandar esta constituido por las siguientes proteinas: fosforilasa B (97°0 kDa), albumina sérica bovina (67°0 kDa),
ovoalbumina (45’0 kDa), anhidrasa carbénica (30°0 kDa), inhibidor de tripsina (20’1 kDa) y o-lactalbumina bovina (144
kDa).

La electroforesis revel6 la existencia en el tercer pico de una banda mayoritaria en la region de 14
kDa y varias bandas en el rango de pesos moleculares entre 30 y 90 kDa. Un perfil de bandas similar
se ha obtenido en la electroforesis de las muestras tratadas con B-mercaptoetanol, lo que indica que
las formas oligbmeras no estan unidas por puentes disulfuro. Los resultados obtenidos en nuestro

trabajo son similares a los indicados por Hakansson et al. (1995, 1999 y 2000) y por Svensson et al.
(1999).
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V.5.1.2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

El tercer pico se analizé por cromatografia de filtracién en gel usando una columna de TSK 3000

y el perfil obtenido se compard con el de la a-lactalbumina humana nativa (figura 40).
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Figura 40. Perfil cromatografico de la cromatografia en TSK 3000 de la a-lactalbumina humana

nativa (—) y del tercer pico de la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la caseina humana (—).

Como puede observarse, la proteina nativa eluye en un solo pico con un tiempo de retencioén de
15 minutos. Sin embargo, el pico tres de la cromatogratia en DEAE Trisacryl M eluye en dos picos,
uno mayoritario que tiene el mismo tiempo de retencion que la proteina nativa y uno minoritario que
eluye en el volumen de exclusion de la columna, a un tiempo de aproximadamente 8 minutos. La
determinacion de los espectros de absorcion en la region ultravioleta de ambos picos mostré un

maximo a 279 nm, que corresponde con el maximo de absorciéon de las proteinas (figura 41).
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Figura 41. Espectro de absorcion de los picos obtenidos en la cromatografia en TSK-300. (a) pico
de tiempo de retencién 8 minutos; (b) Pico de tiempo de retenciéon 15 minutos. (A.U.) Unidades

arbitrarias. (nm) Longitud de onda.

Estos resultados apoyan los resultados obtenidos en la electroforesis e indican que el primer pico
esta compuesto por agregados de proteina y descartan la presencia de componentes de otra
naturaleza.

En la filtracién en Sephadex G-50 del pico tercero de la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de
la caseina humana, otros autores han indicado la presencia de dos picos, como se muestra en nuestro
trabajo (Svensson et al., 1999). Sin embargo, utilizando un gel de Superose 12 la misma fraccién se

resolvi6 en cuatro picos (Svensson et al., 1999).
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V.5.1.3. TECNICAS INMUNOQUIMICAS

Las fracciones obtenidas en la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la casefna humana se
analizaron por las técnicas de inmunodotting (figura 42) e inmunotransfer (figura 43) utilizando un

antisuero anti-o-lactalbumina humana.

() (b)
Figura 42. Inmunodotting frente a antisuero anti-o-lactalbumina humana de:

(2)

1.- a-lactalbumina humana 2.- Caseina humana

3.- B-lactoglobulina bovina 4.-o-lactalbumina
bovina

(b)

1.- a-lactalbumina humana 2.- Pico 1

3.- Pico 3 4.- Pico 2

1 2 3 4 5

Figura 43. Inmunotransfer frente a antisuero anti-o-lactalbimina humana a partir de una

electroforesis nativa de:

1. Picol
2. Pico 2
3. Pico3
4. a-lactalbumina humana
5. P-lactoglobulina bovina
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Por la técnica de inmunodotting se observa una reacciéon positiva con la caseina humana y con el
pico 3, mientras que no existe reaccién con los picos 1 y 2. Asimismo, se observa una reaccion
positiva con la a-lactalbumina bovina, lo que indica que existe reaccion cruzada entre las proteinas
de ambas especies, hecho que es de esperar dada su alta homologia de secuencia.

Por la técnica de inmunotransfer se obtuvo un resultado similar. El pico 3 de la cromatografia

di6 un resultado positivo mientras que los picos 1 y 2 no dieron respuesta.

V.5.1.4. DICROISMO CIRCULAR

El pico 3 se ha analizado también utilizando la técnica de dicroismo circular en las zonas del
ultravioleta cercano y lejano, comparando los resultados con los obtenidos para la a-lactalbimina

humana (figuras 44 y 45).
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Figura 44. Espectro obtenido por la técnica de dicroismo circular en el ultravioleta lejano de las

forma nativa de la o-lactalbumina humana (—) y del tercer pico de la cromatografia en DEAE-

Trisacryl M de la caseina humana (—).

10000

-10000

© (deg cm? dmol™)

-20000

-30000
Longitud de onda (nm)

Figura 45. Espectro obtenido por la técnica de dicroismo circular en el ultravioleta cercano de las

formas nativa de la o-lactalbumina humana (—) y del tercer pico de la cromatografia en DEAE-

Trisacryl M de la caseina humana (—).
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Los espectros obtenidos en el ultravioleta lejano de la a-lactalbumina nativa y del tercer pico del
fraccionamiento en DEAE-Trisacryl M de las caseina humana, son similares lo que indica que la
estructura secundaria de estas dos proteinas es la misma. Sin embargo, el espectro del ultravioleta
cercano mostré una pérdida significativa de la sefial en ambos picos (270 y 290 nm) indicando que
existe un movimiento menos restringido de los residuos aromaticos (Dolgikh et al.,, 1981 y 1985;
Kelly y Price, 2000). Este resultado indica que el tercer pico del fraccionamiento de la caseina
humana tiene una conformacién distinta de la a-lactalbumina nativa. Sin embargo, si se compara con
la grafica obtenida para la forma apo de la proteina humana, se deduce que la modificacién en la
conformacion de la proteina eluida en el pico 3 es menor al que ha sufrido la forma apo. Estos
resultados coinciden con los indicados por Svensson et al. (1999). Ademas, estos autores analizaron
por dicroismo circular los cuatro picos obtenidos en la filtracién en Superose 12 del pico 3 y
observaron que las formas de mayor peso molecular (picos uno a tres) muestran una estructura
parcialmente alterada, igual a la que se obtiene para la proteina a pH 2, mientras que la estructura del

cuarto pico es similar a la de la forma nativa.

V.5.1.5. ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS

El pico 3 de la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la casefna humana fue analizado por
espectrometria de masas ESI (Electrospray lonization Mass Spectrometry) con detecciéon Q-TOF
(Quadruple Time Of Flight). LLos cromatogramas obtenidos para este pico y para la o-lactalbumina
nativa se muestran en la figura 40.

Los resultados del calculo de las masas de la a-lactalbumina humana y del pico 3 del
fraccionamiento de la caseina humana, indican que las dos moléculas tienen un peso molecular por

monomero similar, de 14’067 kDa.
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Figura 46. Cromatograma iénico obtenido por espectrometria de masas en el modo Q-TOF de la a-
lactalbimina humana nativa y del pico 3 de la cromatogratia en DEAE-Trisacryl M de la caseina

humana.

Del conjunto de los resultados obtenidos en la caracterizacion del tercer pico de la cromatografia
en DEAE-Trisacryl M de la caseina humana se deduce que dicha fraccién esta compuesta por o-
lactalbumina. Esta hipétesis esta basada en sus propiedades fisico-quimicas: tiene un peso molecular
de aproximadamente 14 kDa, reacciona con el antisuero anti-o-lactalbumina humana y tiene una
estructura secundaria similar a la de dicha proteina. Sin embargo, la proteina presenta algunas
peculiaridades con respecto a la forma nativa como son la de encontrarse tanto en forma monémera
como en forma de oligbmeros de mayor peso molecular y poseer una conformacioén tridimensional
parcialmente modificada. Estas observaciones han sido expuestas en trabajos previos como se ha

indicado anteriormente (Svensson et al., 1999; Hakansson et al., 2000).
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V.6. CROMATOGRAFIA DE LAS FORMAS NATIVA Y APO DE LA a-
LACTALBUMINA HUMANA EN UNA COLUMNA DE DEAE-TRISACRYL M
ACONDICIONADA CON CASEINAS

Las formas, nativa y apo, de la a-lactalbumina humana se pasaron por una columna de

DEAE-Trisacryl M previamente acondicionada con caseinas humanas (figuras 47).

0.8
0.7
E
=06
&
30'5
<
‘5 04
g
< 0.3
1
2
= 0.2
<

0.1

0
0 10 2q\hime?i‘oo de i‘r‘*gcci(’)nSO 60 70

0.8

T
N
o
S
ES

80%

60%

40%

Gradiente (%B)

Absorbancia (280 nm)

20%

- 0%
0 10 20 30 40 50 60 70

Numero de fraccion

Figura 47. Perfil de la cromatografia en una columna de DEAE-Trisacryl M, acondicionada con

casefna humana, de la a-lactalbimina humana nativa (a) y apo (b). El volumen de cada fraccion
es de 3 ml. (@) Absorbancia a 280 nm. (-) Gradiente de NaCl.

La forma apo se une fuertemente a la columna y mas del 90% de la proteina eluye cuando se
aplica una concentracién de NaCl 1 M. En el caso de la forma nativa, la mayor parte de la proteina

no es retenida en la columna y eluye con un gradiente de NaCl entre 0’15 y 0’30 M de NaCl.
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Los resultados obtenidos en este apartado son similares a los obtenidos por Svensson et al.
(2000) y por Hakansson et al. (2000) para ambas formas de la proteina humana. Ademas, dichos
autores analizaron los picos procedentes de ambas cromatografias por dicroismo circular y por
espectroscopia de fluorescencia y observaron que el segundo pico retenia la estructura originaria, apo
o nativa, respectivamente. En ensayos de viabilidad celular, la forma nativa antes y después de pasarla
por la columna asi como la forma apo antes de pasarla por la columna no mostraron efecto
apoptotico sobre las células en cultivo (Svensson et al., 2000).

Sin embargo, la forma apo se convertfa en activa tras su paso por la columna. Por otra parte, si la
forma apo se pasaba por la misma columna pero no acondicionada con caseinas, no era retenida,
revertia a su estado nativo y era inactiva frente a las células en cultivo. Estos hechos permitieron
plantear como hipoétesis que debia existir algun cofactor en la caseina que se transferfa a la forma apo
de la o-lactalbumina y que le permitia mantener la conformacién modificada de dicha forma,
convirtiéndola en una proteina con capacidad de inducir apoptosis. El cofactor implicado en dicha
conversion fue identificado como el acido oleico. A esta forma activa se le denominé “human o-
lactalbumin made letal to tumor cells” (HAMLET) (Hakansson et al., 2000; Svensson et al., 2000,
2003a y 2003b; Svanborg et al., 2003).

V.7. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR.

En este trabajo, se ha estudiado el efecto que tienen diferentes fracciones de la leche humana y
bovina sobre el crecimiento de las lineas celulares Caco-2 y MDCK. Los experimentos se han
realizado en distintas condiciones que incluyen: el momento en que se afiade la muestra a las células
(a las 48 horas de crecimiento o en el momento de la siembra) y la adiciéon de muestras esterilizadas o
no por filtracion (0’22 pm).

Los resultados obtenidos en los experimentos en los que se afladieron las muestras filtradas a las
48 horas de crecimiento se muestran en la figura 48. Como puede observarse, los picos 1 y 2 de la
cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la caseina humana, asi como la a-lactalbumina nativa no
tienen ningun efecto sobre la proliferacion de la linea Caco-2. Por el contrario, el pico 3 de dicha
cromatograffa, eluido con 1M de NaCl, es capaz de inhibir el crecimiento celular a las
concentraciones usadas en una proporcion que varfa entre el 12 y el 28%. La casefna mostré un

efecto inhibidor muy bajo, de aproximadamente un 5%. El analisis de variancia con un intervalo de
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confianza de 95%, mostr6é que las diferencias de crecimiento entre el control y las células incubadas
con el pico 3 de todos los lotes de leche analizados son significativas.

En otra serie de experimentos, se ha ensayado el efecto que tienen las muestras filtradas
correspondientes al pico 3 de de la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la caseina humana sobre
la linea celular Caco-2 utilizando varias concentraciones y tiempos de siembra diferentes (figura 49).
En ambas condiciones, se observé inhibicién del crecimiento celular que fue mayor en las muestras
de concentracién mas alta. Sin embargo, el analisis de los datos mostré que no existen diferencias
significativas entre el control y las muestras a todas las concentraciones ensayadas excepto en el caso
de la concentraciéon mas alta. Por ello, dado que los resultados son similares en las dos condiciones
de ensayo, los experimentos posteriores se realizaron afiadiendo las muestras filtradas a las 48 horas
de crecimiento.

En la figura 50 se muestra el efecto del pico 3 de la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la
casefna humana sobre el crecimiento de la linea celular Caco-2, utilizando concentraciones mayores a

las del experimento anterior.
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Figura 48. Efecto de diversas fracciones de la leche humana sobre el crecimiento de la linea celular
Caco-2. Los valores correspondientes a los picos 1, 2 y 3 proceden de la cromatogratia en DEAE-
Trisacryl M de la caseina humana. Los resultados de los picos 1 y 2 son la media de los valores de
tres leches diferentes (I, II y III) analizadas a su vez por triplicado. Los resultados del pico 3
corresponden al valor medio de cada leche analizada por triplicado. I.as muestras se filtraron por 0°22
um y se anadieron al cultivo a las 48 h de crecimiento. El crecimiento celular se determiné a las 24
horas de incubacién y se expresa como porcentaje del crecimiento correspondiente a los pocillos
cultivados con medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino (20%), determinado por el

método del colorante NBB. P, Pico; L, Leche; LaH, a-lactalbimina humana; CasH, Caseina humana.
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Figura 49. Efecto del pico 3 de la cromatograffa en DEAE-Trisacryl M de la caseina humana
sobre el crecimiento de la linea celular Caco-2. Las muestras se filtraron antes de su adiciéon al
cultivo que se realizé a las 48h de crecimiento (M) o en el momento de la siembra (). El
crecimiento celular se expresa como porcentaje del crecimiento correspondiente a los pocillos
cultivados con medio suplementado con suero fetal bovino (20%). Los valores corresponden a la
media de dos experimentos independientes, en los que las muestras se analizaron a su vez por

triplicado.
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Figura 50. Efecto de la concentracion del pico 3 de la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la
casefna humana sobre el crecimiento de la linea celular Caco-2. Las muestras se filtraron antes de
su adicién al cultivo que se realizé a las 48 horas de crecimiento. El crecimiento celular se
determiné a las 24 horas de incubacién y se expresa como porcentaje del crecimiento
correspondiente a los pocillos cultivados con medio suplementado con suero fetal bovino (20%).
Los valores corresponden a la media de dos experimentos independientes en los que las muestras

se analizaron a su vez por triplicado.

Como puede observarse, existe un menor crecimiento celular para todas las concentraciones
del pico 3 analizadas siendo en todos los casos las diferencias significativas, con un intervalo de
confianza del 95%, al compararlas con el control. Sin embargo, este efecto no parece depender
de la concentracion de la muestra afiadida. Asi, a una concentracién de 025 mg/ml el
crecimiento obtenido fue del 83% y a 2 mg/ml fue del 79%.

Por otra parte, con el objeto de comprobar el efecto que tiene la filtracion de las muestras
sobre la inhibiciéon del crecimiento celular, se realizaron una serie de experimentos con las

muestras sin filtrar. En estos experimentos, las células se incubaron con las muestras durante 30

140



Tesis Doctorado Chockry BARBANA — Universidad de Zaragoza - 2004

minutos y tras afladir el suero fetal, se dejaron crecer durante un tiempo mas corto que en los
experimentos anteriores, de 4’5 horas, en lugar de 24 horas, para evitar problemas de
proliferacién microbiana que pudieran aparecer al usar muestras no estériles. La observacion al
microscopio de las células durante el tiempo que durd la incubacién no mostrd la presencia
evidente de contaminacién por hongos, levaduras o bacterias.

En la figura 51 se muestran los resultados obtenidos con las diferentes fracciones de leche
humana o bovina. Todas las muestras humanas analizadas provenian de la leche humana IV.
Como puede observarse, la a-lactalbimina humana y bovina, la caseina bovina y la “fraccion
HAMLET” no inhiben el crecimiento celular. Por el contrario, la caseina humana muestra un
fuerte efecto de inhibicién que ademas parece ser dependiente de la concentracion. Asi, el
crecimiento se ha reducido a un 76% y un 47% al afiadir caseina humana a una concentraciéon de
1y 2’5 mg/ml, respectivamente. El pico 3 de la cromatografia en DEAE-Trisacryl M de la
casefna humana inhibe el crecimiento de las células reduciéndolo a un 72%, valor que no varfa al
aumentar la concentraciéon de 0’25 a 0’75 mg/ml. El anilisis de los resultados obtenidos con la
casefna humana y con el pico 3 mostro la existencia de diferencias significativas con respecto al
control. La inhibicién del crecimiento que produce la muestra del pico 3, anadida sin filtrar, es
mayor que la inhibiciéon de la misma muestra cuando se afiade filtrada, lo que indica que en el

proceso de filtracion podria perderse algun componente inhibidor del crecimiento.
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Figura 51. Efecto de diversas fracciones de la leche humana sobre el crecimiento de la linea
celular Caco-2. Las muestras se afiadieron sin filtrar a las 48 h de crecimiento y se incubaron
durante 4’5 horas. El crecimiento celular se determiné a las 4’5 horas y se expresa como
porcentaje del crecimiento correspondiente a los pocillos cultivados con medio suplementado
con suero fetal bovino (20%). Los valores corresponden a la media de dos experimentos
independientes en los que las muestras se analizaron a su vez por triplicado. P, Pico; CasH,
Caselna humana; CasB, Caseina bovina; LaH, o-lactalbiumina humana; LaB, o-lactalbimina

bovina.
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Por otra parte, se ha estudiado el efecto que las formas apo de la a-lactalbumina humana y
bovina incubadas o no con 4cido oleico tienen sobre el crecimiento de las células Caco-2 (figura 52).

Los resultados indican que las formas apo de la a-lactalbumina humana y bovina no tienen
ningun efecto de inhibiciéon sobre las células Caco-2. Sin embargo, las muestras previamente
incubadas con acido oleico inhiben la proliferacién entre un 15 y un 20%, mostrando la existencia de
diferencias significativas comparadas con el control correspondiente. El efecto de inhibicion
observado no se debe a la presencia en el medio de etanol o de acido graso libre ya que no existen
diferencias significativas entre estos y el control.

Los ensayos de viabilidad se han llevado a cabo también en la linea celular MDCK utilizando las
mismas muestras ensayadas en la linea Caco-2. Los resultados obtenidos con las muestras de o-
lactalbumina humana y bovina (0’4 y 0’75 mg/ml), caseina bovina (2’5 mg/ml), la fraccion
HAMLET (025 mg/ml) asi como con las fracciones procedentes del pico 3 (Leche IV) de la
cromatografia en DEAE-Trisactyl M (desde una concentracién de 0’25 a 1°5 mg/ml) no han
mostrado ningun efecto inhibidor del crecimiento en esta linea celular. Estos resultados se han
obtenido tanto con las muestras afiadidas a las 48 horas de crecimiento, filtradas y sin filtrar, como
para las muestras filtradas afiadidas en el momento de la siembra. Sin embargo, la caseina humana sin
filtrar ha mostrado un efecto inhibidor significativo, de aproximadamente un 20% a las dos
concentraciones estudiadas (1 y 2’5 mg/ml) (figura 53). Este efecto ha sido menor al obtenido con
las mismas muestras de caseina en la linea Caco-2.

Ademas, se ha estudiado el efecto que las formas apo de la a-lactalbimina humana y bovina
incubadas con 4cido oleico tienen sobre la linea MDCK (figura 54). Este experimento se ha realizado
en las mismas condiciones al realizado con la linea Caco-2.

Como puede observarse, al igual que sucedia con la linea Caco-2, las formas apo de ambas
especies sin acido graso no inhiben el crecimiento celular mientras que las formas incubadas con

acido oleico lo inhiben de forma significativa en una proporcion de aproximadamente un 15%.
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Figura 52. Efecto de las formas apo de la a-lactalbumina humana y bovina incubadas o no con
acido oleico sobre el crecimiento de la linea celular Caco-2. Las muestras se afladieron sin filtrar a las
48 h de crecimiento. El crecimiento celular se determiné a las 4’5 horas y se expresa como porcentaje
del crecimiento correspondiente a los pocillos cultivados con medio suplementado con suero fetal
bovino (20%) (formas apo) o los cultivados con medio suplementado con suero fetal bovino (20%) y
conteniendo etanol al 3% (acido oleico y formas apo incubadas con acido oleico). Los valores
corresponden a la media de dos experimentos en los que las muestras se analizaron a su vez por

triplicado. LaH, a-lactalbimina humana; LaB, a-lactalbimina bovina.
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Figura 53. Efecto de la caseina humana sobre el crecimiento de la linea celular MDCK. Las
muestras se afiadieron sin filtrar a las 48 h de crecimiento. El crecimiento celular se determiné a
las 4’5 horas y se expresa como porcentaje del crecimiento correspondiente a los pocillos
cultivados con medio suplementado con suero fetal bovino (10%). Los valores corresponden a la
media de dos experimentos independientes en los que las muestras se analizaron a su vez por

triplicado.
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Figura 54. Efecto de las formas apo de la a-lactalbimina humana y bovina incubadas o no con
acido oleico sobre el crecimiento de la linea celular MDCK. Las muestras se afiadieron sin filtrar a las
48 h de crecimiento. El crecimiento celular se determind a las 4’5 horas y se expresa como
porcentaje del crecimiento correspondiente a los pocillos cultivados con medio suplementado con
suero fetal bovino (10%) (formas apo) o los cultivados con medio suplementado con suero fetal
bovino (10%) y conteniendo etanol al 3% (acido oleico y formas apo incubadas con acido oleico).

Los valores corresponden a la media de dos experimentos independientes en los que las muestras se

analizaron a su vez por triplicado. LaH, a-lactalbimina humana; L.aB, o-lactalbimina bovina.

146



Tesis Doctorado Chockry BARBANA — Universidad de Zaragoza - 2004

V.7.1. DISCUSION.

En 1995, Hakansson et al. indicaron que la leche humana tenia la capacidad de inducir apoptosis
en varias lineas celulares tumorales e inmaduras pero no en lineas diferenciadas. Entre las diversas
lineas estudiadas, estaban incluidas las lineas Caco-2 y MDCK, con las que obtuvieron una
mortalidad de practicamente el 100%, al afadir leche humana diluida 1/10. Al fraccionar la leche,
dichos autores observaron que la fracciéon responsable del efecto apoptotico estaba asociada a las
casefnas obtenidas por precipitacion a pH 4’3. El fraccionamiento posterior de las caseinas en una
columna de DEAE-Trisacryl M mostré que la fraccion activa era retenida en la columna y elufa
cuando se aplicaba una concentraciéon de NaCl 1 M. La caracterizacion de esta fraccién activa mostrd
que el principal componente era la a-lactalbumina, que se encontraba tanto en forma mondmera
como en diversas formas polimeras cuyo peso molecular estimado por electroforesis en SDS, variaba
entre 30 y 100 kDa. La cromatografia de exclusion molecular de esta fraccion mostréd que la actividad
letal estaba asociada al pico de proteina polimera y no a la monémera. A esta fracciéon polimera se le
denominé MAL de las siglas en inglés Multimeric Alfa Lactalbumin (Svensson et al., 1999).

La forma activa de la proteina puede obtenerse también al pasar a-lactalbimina humana o
bovina , a la que se ha eliminado previamente el calcio mediante tratamiento con EDTA, por una
columna de DEAE-Trisacryl M por la que previamente se ha pasado caseina humana. Sin embargo,

si la apo a-lactalbumina se pasa por la misma columna sin acondicionar con caseina, la proteina que
se obtiene resulta inactiva. Igualmente, si se pasa o-lactalbumina nativa, con el calcio unido, por la
columna acondicionada con caseinas, tampoco se obtiene la proteina con actividad apoptotica
(Svensson et al., 2000; Svensson et al., 2003a).

Estos resultados permitieron plantear como hipoétesis que debe existir algin componente que se
transfiere de la caseina a la apo a-lactalbumina, convirtiéndola en una forma activa. A la forma activa

asf obtenida se le denominé HAMLET (human a-lactalbumin made letal to tumor cells) o BAMLET

(bovine a-lactalbumin made letal to tumor cells). Estas formas son mondmeras, por lo que la
formacion de formas polimericas no parece ser esencial para el efecto letal de la proteina como se
pensaba al principio.

El estudio estructural de la forma HAMLET mediante dicrofsmo circular y espectroscopia de
fluorescencia indicé que dicha forma mantiene la estructura secundaria pero tiene modificada la

estructura terciaria, presentando ésta una superficie con propiedades mas hidrofébicas (Svensson et

al., 2000).
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Ademas, la forma HAMLET parcialmente desnaturalizada, es estable a pH neutro y en presencia
de calcio, al contrario que la forma apo que revierte al estado nativo en presencia de calcio. Este
hecho apoya la hipétesis de nuevo de que debe existir un cofactor que estabiliza la estructura de la
forma HAMLET desnaturalizada.

El cofactor responsable parece ser un acido graso, concretamente el acido oleico, ya que
unicamente una columna acondicionada con este acido graso es capaz de convertir la forma sin
calcio inactiva en activa (Svensson et al., 2000 y 2003b). Ademas, se ha sugerido que el acido oleico
podria interaccionar en la interfase entre los dominios a y B de la proteina, estabilizando la
conformacion alterada de la misma (Svensson et al., 2003b).

El mecanismo por el cual la forma HAMLET de la a-lactalbumina induce la muerte de las
células sensibles se inicia con la interaccién de la proteina con la superficie celular y va seguido de la
penetracion en la célula, acumulandose en el nucleo. En el nucleo, la proteina activa interfiere con
componentes que participan en el mantenimiento de la integridad del ADN produciéndose una
fragmentacion del mismo. El mecanismo de accién incluye también, entre otros, la interacciéon con
las mitocondrias en las que da lugar a la activacion del sistema de las caspasas, proteasas que
participan también en el fenémeno apoptético (Svensson et al., 2002; Svanborg et al., 2003).

El efecto letal de la forma HAMLET varfa segun el tipo celular, siendo mas sensibles las células
de linfomas (LD, 0 0’15 mg/ml) que las células de carcinoma (LD, 0’7 mg/ml). Por el contratio las
células primarias de cualquier origen son resistentes a este efecto (Svanborg et al., 2003).

En nuestro trabajo, se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad celular por
el método del colorante NBB utilizando las lineas Caco-2 y MDCK sobre las que se ensayaron
distintas fracciones procedentes de leche humana y bovina.

En la linea celular Caco-2, la fraccién de caseina humana obtenida por precipitacion isoeléctrica
mostré un efecto inhibidor sobre el crecimiento de aproximadamente un 50% a una concentracion
de 2’5 mg/ml cuando se afiadi6 sin filtrar. Sin embargo, el efecto fue del orden de diez veces menor
cuando la misma muestra se afiadio filtrada.

En el trabajo de Hakansson et al. (1995), la caseina humana produjo un efecto letal del 100% en
varias lineas de carcinoma, aunque en dicho trabajo no se especifica si las muestras fueron o no
filtradas previamente ni tampoco la concentracion afiadida.

En nuestro trabajo, no se ha observado ningun efecto en el crecimiento celular de la linea Caco-2
incubada con caseina bovina o o-lactalbimina humana o bovina. Estos resultados concuerdan con

los obtenidos por Hakansson et al. (1995).
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El fraccionamiento de la caseina en una columna de DEAE-Trysacryl M dio lugar a tres picos.
Los dos primeros picos, que eluyen cuando se aplica un gradiente de 0’15 a 0’30 M de NaCl, no
produjeron inhibicién del crecimiento en la linea Caco-2, al igual que en el trabajo de Hakansson et
al. (1995). Sin embargo, el pico que eluye a una concentracion de NaCl 1 M (fraccién denominada
MAL) produjo una inhibicién que varié entre un 20% y un 30% dependiendo de la leche humana
utilizada en el ensayo. Ademas, al incrementar la concentracion de la fraccion MAL afiadida a las
células en un rango entre 300 ng/ml y 2 mg/ml sélo se observé un ligero incremento en la muerte
celular, del orden de un 5%. La inhibicién del crecimiento celular inducido por la fraccion MAL
obtenida en nuestro trabajo es mucho menor que la que obtuvieron Hakansson et al. (1995) y
Svanborg et al. (2003) en la misma linea celular, que produjo la muerte del 50%, a una concentracion
de MAL de 1 mg/ml.

En la linea MDCK, la fraccién de caseina humana tesulté en una disminucion de la viabilidad
celular, del orden del 20%. No se ha observado inhibicion del crecimiento celular en la linea MDCK
con el resto de las muestras ensayadas con las células Caco-2 como la a-lactalbimina humana y
bovina o la fraccién de MAL (de 0’25 a 1’5 mg/ml) habiendo utilizado las mismas fracciones que
habian producido inhibicién del crecimiento en las células Caco-2. Estos resultados contrastan con
los obtenidos por Hakansson et al. (1995) quienes observaron inhibicién del crecimiento de la linea
MDCK al incubarla con la fraccién MAL, produciendo una inhibicién del 50% a una concentracion
de 0’75 mg/ml.

En ninguna de las dos lineas celulares estudiadas en nuestro trabajo se ha observado tampoco
inhibicién del crecimiento al afiadir la fraccion HAMLET a una concentraciéon de 025 mg/ml. No
existen resultados en trabajos anteriores respecto a la actividad de la fraccion HAMLET en dichas
lineas, aunque se ha indicado que dicha fracciéon reduce el crecimiento en un 50% en células de
linfomas y de gliomas cuando se aflade a una concentracién entre 0’14 y 0’56 mg/ml,
respectivamente.

Por otra parte, dado que el efecto de inhibicién del crecimiento celular de la o-lactalbumina
parece ser debido a la unién del 4cido oleico a la proteina en forma apo, en nuestro trabajo se ha
estudiado también el efecto que sobre el crecimiento celular tiene la proteina tratada previamente con
EDTA e incubada después con acido oleico. Los resultados obtenidos han sido similares en las dos
lineas estudiadas. Mientras que la adicion de la proteina apo o del 4cido oleico independientemente
no tiene ningun efecto, la proteina sin calcio incubada con acido oleico produjo una inhibicién del

crecimiento de aproximadamente un 15-20%. Aunque este efecto no es cuantitativamente muy
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importante, indica que la unién del acido oleico a la a-lactalbimina apo juega un papel esencial en la
actividad letal de esta proteina sobre las células.

El conjunto de los resultados obtenidos en nuestro trabajo indica que el efecto de inhibicién del
crecimiento celular de la fraccion MAL humana es mucho menor al observado en otros trabajos.
Esta diferencia podria deberse a los diferentes métodos utilizados para determinar la viabilidad
celular. Merece la pena destacar aqui que en experimentos que se estan llevando a cabo en nuestro
laboratorio, se ha observado que el efecto de inhibicién del crecimiento celular que produce la leche
y las caseinas humanas es muy diferente dependiendo de la leche ensayada, variando entre un 10 y un
95%. Este hecho podria explicar también que los resultados obtenidos en este trabajo difieran de los
obtenidos en otros trabajos. Es posible que las leches humanas estudiadas en los experimentos que
se muestran en esta memoria se encuentren entre aquellas que poseen una actividad inhibidora sobre
el crecimiento celular relativamente baja. Para aclarar estos aspectos, habria que fraccionar las leches
que poseen un mayor y menor efecto inhibidor y estudiar el efecto que dichas fracciones tienen sobre

el crecimiento celular.
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VI. DISCUSION GENERAL

151



Tesis Doctorado Chockry BARBANA — Universidad de Zaragoza - 2004

La o-lactalbumina es la proteina mas caracteristica del lactosuero de la leche, ya que existe en
todas las especies de mamiferos estudiados excepto en la foca, cuya leche tampoco contiene lactosa
(Eigel et al., 1984). Su concentracion en el lactosuero bovino y humano varfa entre 1 y 2 mg/ml,
encontrandose en una concentracion ligeramente superior durante la etapa calostral. Desde un punto
de vista cuantitativo, la a-lactalbimina es la principal proteina del lactosuero humano y la segunda

del lactosuero bovino, tras la B-lactoglobulina (Pérez et al., 1990; Brew y Grobler, 1992).

Una de las propiedades mas interesantes de la o-lactalbumina es su capacidad para interaccionar
con cationes. En condiciones fisiolégicas, esta proteina tiene unido un ién Ca®*. Esta unién aumenta
la estabilidad de la protefna frente al tratamiento térmico y a la accién de diversos agentes
desnaturalizantes como la urea o el clorhidrato de guanidina (Kronman et al., 1981; Murakami et al.,
1982; Segawa y Sugai, 1983). En el lugar de unién del Ca** también pueden interaccionar otros iones
metalicos como el Mn*", Cd*" y St**. Ademas, la o-lactalbimina tiene varios lugares de unién para el
Zn*" en los que también interaccionan otros metales tales como el Mg®* y el Co®" (Desmet et al,,
1991; Permyakov et al., 1991b; Noyele y Van Dael, 2002)

La eliminacién del Ca®" unido a la a-lactalbimina da lugar a un cambio de conformacién en la
proteina que se manifiesta en una modificacion de sus propiedades espectroscépicas y en una
tendencia a la agregacion (Permyakov et al., 1981; Murakami et al., 1983; Kronman, 1989). Estas
modificaciones se producen en determinadas condiciones tales como pH acido (<4) o alcalino (>9),
calentamiento a temperaturas por encima de 50°C a pH neutro, tratamiento con agentes
desnaturalizantes o tratamiento con agentes quelantes. La forma de la proteina obtenida en estas
condiciones corresponde a un estado intermedio de desnaturalizacién, en el que se mantiene la
estructura secundaria de la protefna nativa pero esta modificada su estructura terciaria. A este estado
se le ha denominado “molten globule” (Kuwajima et al., 1976; Alexandrescu et al., 1993; Polverino
de Laureto et al., 2002).

En nuestro trabajo hemos observado que la eliminacién del Ca**, mediante la adicién de EDTA,
produce cambios importantes en las propiedades fisico-quimicas de la o-lactalbiumina humana y
bovina. Estos cambios incluyen un incremento en el maximo de emisién y en la intensidad de la
fluorescencia del triptéfano y una elevada pérdida de sefial en el espectro obtenido por dicroismo
circular en la region del ultravioleta cercano. Sin embargo el espectro obtenido en el ultravioleta
lejano no se modifica. Ademas, existe una marcada tendencia a la formacién de agregados como se

observa por cromatografia de exclusion molecular y por electroforesis (Kronman et al.,, 1981;
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Murakami et al., 1983; Segawa y Sugai, 1983; Kronman, 1989; Kelley y Price, 2000). El conjunto de
estos resultados indica que la forma apo de la proteina, aunque mantiene la estructura secundaria,
tiene considerablemente modificada su estructura terciaria, mostrando una superficie mas
hidrofébica comparada con la proteina nativa.

Otra propiedad interesante de la a-lactalbumina es su capacidad para interaccionar con sustancias
de naturaleza lipidica (Brown, 1984; Hanssens et al., 1985; Bafiuelos y Muga, 1995; Lala et al., 1995).
Los estudios llevados a cabo hasta el momento se han centrado fundamentalmente en la interaccion
de la proteina con fosfolipidos en monocapas o en bicapas lipidicas, existiendo muy pocos estudios
sobre su interacciéon con los acidos grasos. La naturaleza de la interaccion de la o-lactalbumina con
los fosfolipidos de membrana es muy dependiente de las condiciones del medio, sobretodo del pH.
A pH neutro, la a-lactalbimina es adsorbida en la superficie de las vesiculas lipidicas mediante
interacciones electrostaticas, comportaindose como una proteina periférica de membrana. La adicion
de agentes desnaturalizantes o quelantes del calcio aumenta la penetracion de la a-lactalbimina en las
membranas a pH neutro (Hanssens et al., 1985; Bafiuelos y Muga, 1995; Lala et al., 1995). A pH
acido, la adsorcién en la membrana va seguida de una penetraciéon en la vesicula. En estas
condiciones, la o-lactalbumina expone una superficie mas hidrofébica e interacciona asi con las
cadenas hidrocarbonadas de los 4cidos grasos de los fosfolipidos solubilizando las micelas y
comportandose como una proteina intrinseca de membrana (Hanssens et al., 1985).

La propiedad de la a-lactalbimina para interaccionar con sustancias de naturaleza lipidica ha
permitido utilizar esta proteina como agente emulsionante en la industria alimentaria (Brown, 1984).

Los experimentos realizados en este trabajo han estado dirigidos a estudiar diversos aspectos
tisico-quimicos y biologicos de la a-lactalbumina humana y bovina. Se ha estudiado por diferentes
métodos la interacciéon de las formas nativa y apo de la a-lactalbimina humana y bovina con los
acidos grasos. Ademas, se ha estudiado el efecto que tienen las distintas formas de la a-lactalbumina
asi como diversas fracciones de la leche sobre el crecimiento de las lineas celulares Caco-2 y MDCK.

El posible significado de los resultados obtenidos se ha discutido en los apartados
correspondientes de la seccion anterior. A continuacion, se discuten en conjunto los resultados que
parecen mas importantes para esclarecer los posibles efectos fisico-quimicos y biolégicos de la
interaccion de la a-lactalbumina con los acidos grasos.

Nuestros resultados sobre la interaccion de la a-lactalbimina humana y bovina con los 4cidos

grasos indican que la forma nativa no es capaz de interaccionar con los 4cidos oleico y palmitico. Por
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el contrario, la forma apo tiene un sitio de alta afinidad para unir dichos acidos grasos. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Svensson et al. (2003a y 2003b) en los que se indica que la
apo o-lactalbumina humana une un mol de acido oleico por mol de proteina, unién que no se observa
con la forma nativa. Sin embargo, contrastan con los obtenidos por Cawthern et al. (1997) en los que
se indic6 que tanto la forma nativa como la forma apo de la oa-lactalbimina bovina unen acido
estearico, en una relaciéon de un mol por mol de proteina, en ambos casos. Por la técnica de equilibrio
de particion, las constantes de asociacion determinadas en nuestro trabajo han sido mayores para el
acido oleico que para el acido palmitico en las dos especies estudiadas, dichas constantes han sido del
orden de 10° M"' y 10° M, respectivamente. Cuando se utiliz6 la técnica de espectroscopia de
fluorescencia, los valores de las constantes de asociacion aparente de la apo a-lactalbumina de las dos
especies bovina y humana con el acido oleico, fueron similares a la constante determinada para el
acido estearico por el mismo método (Cawthern et al., 1997).

La apo a-lactalbumina presenta una mayor afinidad por los acidos grasos de 18 atomos de
carbono e insaturados en posicion cis como ha sido sefialado recientemente (Svensson et al., 2003b), y
también se refleja en nuestros resultados. Estos hechos indican que la o-lactalbimina muestra una
marcada estereoespecifidad en su interaccion con los acidos grasos al igual que se ha observado con
otras proteinas (Ena et al., 1989; Frapin et al., 1993).

Es un hecho conocido que la interaccion de la mayoria de las proteinas con los acidos grasos tiene
lugar en bolsillos hidrofébicos en los que hay algiin aminoacido cargado positivamente en la parte mas
externa (Frapin et al., 1993; Spector et al., 1975). En base de estudios estructurales realizados con las
formas nativa y apo de la a-lactalbimina, se ha sugerido cual podria ser el lugar de unién de esta
proteina para los acidos grasos. La proteina nativa tiene una superficie hidrofilica pero también posee
dos regiones hidrofébicas localizadas en el interior de la estructura globular. De estas dos regiones, la
conversion a la forma apo, por eliminacion del calcio unido, da lugar a un marcado cambio en la
region que existe entre los dominios o y B de la proteina (Chrysina et al., 2000). En ese lugar, existe un
bolsillo hidrofébico, que podtia interaccionar con la cadena hidrocarbonada del acido graso y en la
superficie, los aminodacidos arginina y lisina cargados positivamente con los que podria interaccionar el
grupo carboxilo del 4acido graso (Cistola et al., 1998; Svanborg et al., 2003, Svensson et al., 2003b).

Ademas, se ha indicado que la unién del acido oleico a la forma apo de la a-lactalbimina

humana y bovina parece ser una condicién necesaria para mantener la conformacién modificada de la
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proteina inducida por la eliminaciéon del calcio (Polverino de Laureto et al.,, 2002; Svensson et al.
2000, 2003a y 2003b).

La funciéon principal de la o-lactalbumina es la de actuar como moduladora del enzima
galactosiltransferasa, incrementando la afinidad del enzima por la glucosa y favoreciendo asi la
sintesis de lactosa (Brew y Grobler, 1992).

Pellegrini et al. (1999) observaron que algunos péptidos derivados de la proteolisis de la -
lactalbumina por los enzimas tripsina y quimotripsina tienen una accion bactericida frente a bacterias
Gram positivas. Hakansson et al. (2000) determinaron que la a-lactalbimina humana parcialmente
desnaturalizada mostraba un efecto bactericida frente a bacterias del género Streptococcus
(Hakansson et al., 2000).

Por otra parte, varios autores han observado que la «a-lactalbumina bovina nativa, a
concentraciones bajas, tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento de diversas lineas tumorales y
normales (Rejman et al., 1992; Thompson et al., 1992; Ellis et al., 1993; Sternhagen y Allen, 2001).
Ademas, Matin et al. (2001) observaron que la a-lactalbumina aislada a partir de leche de cabra,
bovina y humana, mediante una cromatografia de intercambio i6nico, tenfa un efecto letal sobre las
células de bazo de ratéon. Un efecto similar fue mostrado sobre los linfocitos T y B del ratén, cuando

se anadio al cultivo la forma apo o-lactalbumina bovina obtenida por tratamiento a pH 2’0, mientras

que la a-lactalbumina nativa no muestra ningun efecto inhibidor sobre las mismas células.

En 1995, el grupo de Hakansson indicé que la leche humana tenfa la capacidad de inhibir el
crecimiento de diversas lineas tumorales e inmaduras pero no de células diferenciadas. El efecto
apoptotico estaba asociado a la fraccion de caseinas obtenidas por precipitacion isoeléctrica. El
componente activo era retenido en una columna de intercambio iénico y eluido a una alta
concentracion de sal. El analisis de la fraccion activa, utilizando diferentes técnicas experimentales,
demostré que estaba compuesta por la proteina o-lactalbimina, la cual se encuentra tanto en forma
monémera como formando oligdbmeros de mayor peso molecular. A esta fraccion activa se le
denominé MAL (Multimeric Alpha Lactalbumin). El analisis de esta fraccion demostré que la
proteina mantenia la estructura secundaria de la forma nativa, pero tenia modificada la estructura
terciaria, como también se ha mostrado en nuestros resultados. La similitud mostrada en los
espectros obtenidos por dicroismo circular y por espectroscopia de fluorescencia entre la forma
activa y el estado “molten globule” llevé a plantear como hipotesis que este estado de la proteina

podia tener una funcién biolégica determinada, distinta a la de la proteina nativa. La principal
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diferencia entre la forma activa de la proteina y el “molten globule” era la estabilidad de la primera a
pH neutro y en presencia de calcio. Por el contrario, el “molten globule” formado por tratamiento a
pH acido o por eliminacién del calcio revertia a la forma nativa a pH neutro o en presencia de calcio,
respectivamente. Estos resultados sugerfan que debfa existir un cofactor que estabilizaba la
conformacion alterada de la forma activa.

La forma activa de la a-lactalbimina puede obtenerse también al pasar la forma apo de la
proteina humana o bovina por una columna de intercambio i6nico acondicionada con caseinas. Sin
embargo, la forma apo sin pasar por la columna no mostré ninguna actividad sobre el crecimiento
celular. El cofactor que transforma la forma apo en activa al pasarla por la columna fue
posteriormente identificado y resulté ser un acido graso. En experimentos realizados con diversos
acidos grasos se concluyé que el unico capaz de inducir el efecto apoptético de la apo a-lactalbimina
era el acido oleico y al complejo activo proteina-acido oleico se le denominé HAMLET “human
alpha-lactalbumin made lethal to tumor cells” (Svensson et al., 2000, 2003a y 2003b).

Las fracciones MAL y HAMLET han sido probadas en mas de 40 lineas celulares tumorales o
inmaduras y han mostrado ser activas en mas del 80% de las células ensayadas con una mortalidad
proxima al 100%. Entre las células sensibles se encuentran numerosos tipos de células tumorales
humanas como carcinomas, melanomas, glioblastomas y leucemias asi como diversas lineas
tumorales bovinas, murinas, caninas y de primates (Hakansson et al., 1995; Svensson et al., 2000,
Svanborg et al, 2003). Ademas, la fraccion HAMLET ha mostrado ser efectiva zz wvivo en el
tratamiento de glioblastomas en ratas y en papilomas cutaneos humanos (Svanborg et al., 2003).

Se han realizado muchos estudios para conocer el mecanismo de accién de la fraccion HAMLET
y asi poder comprender las diferencias que existen en la sensibilidad entre las células tumorales y las
normales. Asi, la fraccion HAMLET ha mostrado ser activa en células tumorales cuyos genotipos
presentan mutaciones, tales como la p53 y la Bcl-2, que las hace resistentes a la apoptosis (Svensson
et al., 2002; Svanborg et al., 2003). Ademas, se ha observado que en las células tumorales la fraccion
HAMLET penetra en el nucleo e interacciona con la cromatina, inhibiendo la transcripcion y
replicacion del ADN. Por otra parte, el complejo interacciona con otros organulos celulares tales
como los ribosomas y las mitocondrias, induciendo en éstas la liberacion del citocromo c y la
activacion de la cascada de las caspasas (Svensson et al., 2002; Svanborg et al., 2003).

En esta memoria, se han presentado los resultados obtenidos al incubar la fraccién de caseina
humana asi como las fracciones MAL y HAMLET con las lineas celulares Caco-2 y MDCK. La

fraccion MAL obtenida en nuestro trabajo ha sido caracterizada utilizando diversas técnicas analiticas
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y los resultados son similares a los obtenidos por Svensson et al. (1999). Estas lineas habfan sido
ensayadas previamente y mostraron una elevada sensibilidad a la incubacién con la fraccion MAL ya
que producia un porcentaje de mortalidad superior al 95% (Hakansson et al., 1995).

En los experimentos de viabilidad celular que hemos realizado con la linea Caco-2, cultivada en
condiciones similares, el porcentaje de mortalidad alcanzado con la fraccion de caseina humana no ha
superado el 50% y con la fraccion MAL, no ha superado el 30%. Con la linea MDCK, la mortalidad
obtenida con la fraccién de caseina ha sido menor que con la linea Caco-2, de un 20% y con la
fraccion MAL no hemos observado ningtn efecto. Cabe destacar aqui, que en experimentos que se
estan realizando actualmente en nuestro laboratorio, se ha observado que existe una gran variabilidad
en el efecto apoptético mostrado por las distintas leches humana y la caseina obtenida de las mismas.
Este efecto ha variado entre un 10 y un 100% de mortalidad en las dos lineas celulares ensayadas. Es
posible que las leches usadas en los experimentos que se muestran en esta memoria, se encuentren
entre aquellas que poseen una actividad letal relativamente baja. Al respecto, queda por demostrar si
se mantiene un efecto similar en la fraccion MAL obtenida de cada leche.

Por otra parte, hemos incubado las formas apo de la a-lactalbimina humana y bovina con acido
oleico y las hemos afadido a las células. L.a mortalidad observada en ambas casos ha sido de
aproximadamente un 15-20% en las dos lineas. Sin embargo, la forma apo y el acido oleico no
produjeron ningun efecto al afiadirlos por separado en las mismas condiciones. Estos resultados
indican que es necesaria la presencia de un cofactor para que la apo a-lactalbumina tenga un efecto
apoptotico sobre las células en cultivo. Por el contrario, con la fraccion HAMLET obtenida al pasar
la forma apo de la a-lactalbimina humana por una columna de intercambio i6énico acondicionada
con caseina, no hemos observado ningun efecto en ambas lineas.

Del conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo y en los de otros autores, queda por
establecer todavia si la a-lactalbumina tiene una relevancia biolégica como mecanismo de proteccion
frente al crecimiento de células tumorales en el organismo. Las condiciones de acidez del estémago
podrian favorecer la eliminacién del calcio de la proteina y por lo tanto su conversion a la forma apo.
La lipolisis de los lipidos de la leche por las lipasas digestivas resulta en un incremento en la
concentracion de acidos grasos libres, de los que el acido oleico representa mas del 50% de los acidos
grasos totales de la leche. Por lo tanto, parece probable que en el sistema digestivo puedan darse las

condiciones necesarias para que esta proteina se transforme en una forma apoptotica activa.
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Esta nueva funcién biologica propuesta para la a-lactalbimina abre nuevas perspectivas en la
utilizacién de la proteina bovina como ingrediente potencial en la elaboracién de alimentos

funcionales.
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VII. CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido llegar a las siguientes conclusiones:

La a-lactallbumina se ha aislado a partir de lactosuero humano y bovino. El procedimiento,
basado en la combinaciéon de técnicas de ultrafiltracion, centrifugacién y cromatograficas, y
utilizando unas condiciones de pH y fuerza i6nica similares a las de la leche, ha permitido obtener
ambas proteinas con un elevado grado de pureza manteniendo la conformacién nativa de la

proteina.

La forma apo de la a-lactalbumina humana y bovina, obtenida al eliminar el calcio unido
mediante tratamiento con EDTA, mantiene la estructura secundaria pero tiene alterada la
estructura terciaria como se deduce de los resultados obtenidos por las técnicas de espectroscopia
de fluorescencia y de dicroismo circular. Ademas, esta forma de la proteina tiene tendencia a
autoasociarse formando agregados, como se ha observado cuando se somete a una cromatografia

de exclusién molecular o a electroforesis.

Cuando se fracciona el lactosuero, incubado con 4acidos grasos radiomarcados, por
cromatografia de exclusién molecular, la B-lactoglobulina es la proteina detectada con capacidad de
fijar acidos grasos en el lactosuero bovino. En la especie humana, los acidos grasos afiadidos al

lactosuero se unen a las proteinas de mayor peso molecular, la albimina y los restos de micelas de

caseina. En ambas especies, el pico de la a-lactalbimina no tiene asociados acidos grasos.

Por las técnicas de equilibrio de particiéon y de espectroscopia de fluorescencia, las formas
nativas de la a-lactalbimina humana y bovina no han mostrado la capacidad de interaccionar con
los 4cidos grasos. Por el contrario, la forma apo de la proteina si ha mostrado dicha capacidad en

las dos especies.

Los valores de las constantes de asociacién aparente entre los acidos oleico y palmitico y la
apo a-lactalbimina bovina, obtenidos por el método de equilibrio de particién, son del orden de
10° y 10> M, respectivamente. Resultados similares se han obtenido con la o-lactalbimina de la

especie humana. En ambos casos, la proteina une menos de un mol de acido graso por mol de

proteina.
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Los valores de las constantes de asociacion aparente entre el acido oleico y la apo a-
lactalbumina de las dos especies, obtenidos por la técnica de espectroscopia de fluorescencia, son
del orden de 10°. La cantidad de 4cido graso unido ha variado entre 0°7 y 0°9 moles por mol de

proteina.

El fraccionamiento de la caseina humana por cromatografia de intercambio iénico ha
permitido obtener diversas fracciones. La fraccion eluida con una concentraciéon de NaCl 1 M,
denominada MAL, estd compuesta por una proteina de peso molecular aproximado 14 kDa y por
agregados de peso molecular entre 30 y 90 kDa. Esta fraccién muestra una reaccion positiva con el
antisuero anti-o-lactalbumina humana. Ademas, dicha fraccion tiene una estructura secundaria

similar a la a-lactalbimina y una estructura terciaria parcialmente modificada. El conjunto de estos

resultados indica que esta fraccion corresponde a la a-lactalbumina.

El perfil de la cromatografia de la a-lactalbumina humana en una columna de intercambio
i6nico previamente acondicionada con caseina humana fue diferente para las formas nativa y apo.
La proteina nativa eluye mayoritariamente a una concentracion de NaCl de 0’15 M, mientras que la

forma apo eluye a una concentraciéon de 1M. Esta tltima fraccion se ha dominado HAMLET.

La caseina humana, obtenida por precipitacion isoeléctrica, tiene un efecto inhibidor sobre
el crecimiento de las células Caco-2 y MDCK de aproximadamente un 50% y un 20%,
respectivamente. Este efecto se ha observado a una concentraciéon de 2’5 mg/ml y cuando se
afiade a las células sin filtrar. Por el contrario, la caseina bovina, obtenida en las mismas

condiciones, no ha mostrado ningun efecto en ambas lineas celulares.

La fraccion denominada MAL tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento de la linea
celular Caco-2 que es variable segun la leche humana estudiada y varfa entre un 12% y un 28%.
Este efecto inhibidor se muestra a una concentracién de 0’25 mg/ml y se mantiene practicamente
constante al incrementar la concentracién de proteina hasta 2 mg/ml. Por el contrario, la fraccion

MAL no es activa sobre la linea MDCK.
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11. La fraccion denominada HAMLET no ha mostrado ningin efecto inhibidor sobre el

crecimiento de las lineas Caco-2 y MDCK.

12. Las formas nativa y apo de la a-lactalbumina humana y bovina, asi como el acido oleico no
inhiben el crecimiento de las lineas Caco-2 y MDCK. Sin embargo, la forma apo de ambas especies
tras su incubacién con el acido oleico, produce la inhibicién de un 15 a un 20 % del crecimiento de

las células en las dos lineas estudiadas.

13. El conjunto de los resultados obtenidos en este trabajo indica que para que la o-
lactalbimina humana y bovina tengan un efecto inhibidor sobre el crecimiento celular de las lineas
Caco-2 y MDCK es necesaria la desnaturalizacion parcial de la proteina, que tiene lugar al eliminar
el calcio unido mediante tratamiento con un agente quelante, y la interaccién con el acido oleico,

interacciéon que ha quedado demostrada en este trabajo para la forma apo de la proteina.
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