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RESUMEN

Este trabajo monografico es una revision de los
aspectos bioldgicos mas salientes de la estructura y
funcion de las caseinas lacteas. Se describen los pro-
cesos evolutivos que habrian acaecidos desde los Ci-
nodontes a los mamiferos placentarios actuales. Asi-
mismo se detallan las variaciones interespecifica e
intraespecificas que se encuentran en estas proteinas,
como asi también los mecanismos regulatorios que
determinan su expresion en la leche.

Palabras clave: Proteinas lacteas; caseinas; lacta-
cién; evoluciéon de mamiferos; ganado lechero.

ABSTRACT

This monographic work constitutes a review of
the most relevant biological characteristics of the
structure and function of milk caseins. The evolu-
tionary processes from the Cynodonts to present-day
placental mammals are described. Moreover, inter-
specific and intraspecific variations found in these
proteins are also presented, as well as the regulatory
mechanisms that determine their expression in milk.

Keywords: Milk proteins; caseins; lactation; mam-
malian evolution; dairy breeds.
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Prefacio

Las caseinas conforman el grupo mas conspicuo de proteinas
que llevan a cabo una funcién concreta en la alimentacién de
las crias en el reino animal. Nos ha parecido necesario dar for-
ma a una publicacién que englobe los aspectos mas salientes de
los origenes, evolucion, funciones, estructura, sintesis y polimor-
fismos de las caseinas, con la idea que sea de utilidad para bid-
logos ¢ ingenieros zootecnistas que se interesan por el tema de
la lactacion y la alimentacion neonatal.

En los aspectos comparativos de este tema la evolucién es im-
portante y tratindose de proteinas existen conceptos suficiente-
mente aceptados que conviene adelantarlos porque estdn implici-
tos en la mayor parte de las hipdtesis que explican los hechos
asociados a la evolucion de las caseinas. Gran parte de la evolu-
cion de las funciones de los organismos vivos se basa en la diver-
sificaciéon de una funcién bésica de forma tal que ésta da lugar a
una nueva la cual coexiste, y en algunos casos interactda con la
primera. Cuando se trata del nivel molecular un nuevo mecanismo
que corresponde a la funcién de una estructura se origina en la
aparicion de una nueva proteina. El proceso empieza con la du-
plicacion génica de un gen ancestral y la posterior mutacion del
nuevo gen de forma tal que la nueva proteina llega a tener una
funcion distinta a la original. De manera que el estudio compara-
tivo actual recapitula a grandes rasgos la historia de la diversifica-
cion. De los dos grupos mas importantes de proteinas presentes
en la secrecion lactea de los mamiferos, las caseinas conforman el
conjunto mas homogéneo tanto desde el punto de vista de su es-
tructura como en lo relacionado con su funcién.

Las caseinas, si bien tienen funciones de nutricién en forma
casi excluyente, muestran varias facetas distintas: la literatura
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abunda en informacion acerca de efectos de tipo nervioso, hormo-
nales, cardiovasculares, por nombrar los més citados, que poseen
los péptidos derivados de la hidrélisis de estas proteinas. Gran
parte de esta informacion se origina en datos obtenidos en anima-
les de laboratorio y otro tanto en estadisticos-epidemioldgicos.

Probablemente sea necesario e ineludible hacer referencia a
varios componentes de este tema que entrafian hechos, mecanis-
mos y situaciones que no estan completamente resueltos, obvia-
mente por falta de informacion precisa. Parte del problema radi-
ca en el hecho que existen numerosas caracteristicas atribuidas a
las caseinas, las cuales no han sido hasta ahora comprobadas en
la generalidad de las especies de mamiferos. Es interesante men-
cionar que no solamente la informacién existente es incompleta,
sino que también se ignora qué tipos de espacios vacios existen
en esta informacion. Esta situacion es derivada fundamentalmen-
te de la circunstancia que la informacién existente corresponde
a especies como las bovinas, caprinas, nuestra propia especie, y
menos de media docena de especies de laboratorio, lo cual res-
ponde a un evidente y comprensible interés practico.

Fuerza es reconocer que el estudio de las caseinas convoca la
atencion de especialistas de variados campos de la biologia expe-
rimental. Entre ellos, los genetistas han contribuido en forma
decisiva en la solucion de los grandes problemas tedricos. Su
tarea ha demostrado que la investigacion en este campo necesita
de una inevitable vision integradora. La profusion de alelos y de
variantes, la sorprendente interaccion génica, y los variados pro-
cesos epigenéticos involucrados da un nuevo sentido a toda una
historia de conceptos, hipodtesis y predicciones de la genética.
Los conceptos y definiciones de multialelismo, epistasis, polige-
nia, corresponden a palabras que nacieron magicas y elusivas,
que fueron generadas a partir del asombro de lo percibido y con
una certidumbre que tenia mas de fe que de evidencia. Después
de cien anos ellas estdn arribando a su increible mundo real,
multiple en su estructura, maravilloso en su funcionamiento e
impredecible en su aplicacion. Pero es necesario recalcar que ese
mundo, del que estamos hechos los seres vivos, exige inclaudica-
ble responsabilidad en su manejo.

Esta revisiéon que presentamos trata de exponer una descrip-
cién relativamente abarcativa de la informaciéon mdés saliente
vinculada a las caseinas desde un punto de vista biolégico. No
se trata de una revisiéon de los aspectos técnicos lactologicos, lo
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cual corresponde a un campo muy desarrollado de la industria y
la investigacién, ni abarca aspectos médicos relacionados con el
consumo de leche en la sociedad moderna.

Desde esta posicion, el objetivo de esta publicacion consiste en
proporcionar informacién respecto a una serie de tépicos que re-
presentan aquellos temas que tienen una reconocida vinculacion
con los temas mads generales de la biologia: fisiologia, y evolucion.
Dentro del primero, se hace referencia a los aspectos de la sinte-
sis, su regulacién y las estructuras moleculares comprometidas en
estos mecanismos. La evolucién estd implicita cuando se mencio-
nan las hipdtesis mdas aceptadas sobre su origen y el de los grupos
de Vertebrados en que se generé la lactancia.

Podemos plantear algunas preguntas que no han sido plena-
mente contestadas hasta ahora, y a las cuales solamente una
mayor tarea de investigaciéon podrd dar respuesta. ¢Es imprescin-
dible la accién de una quimosina para digerir la leche? ¢Esta
enzima, se encuentra en el estbmago de todos los mamiferos re-
cién nacidos? ¢La estructura de las micelas de caseinas es simi-
lar en todas las especies? ¢Se limitan las diferencias a las en-
contradas entre la especie humana y las de los artiodactilos?
¢Dada la condicion notoriamente hidrofébica que domina en el
interior de las micelas, por qué otras proteinas del lactosuero
con reconocidas caracteristicas que involucran porciones hidrofé-
bicas en su estructura nunca forman parte de las micelas? ¢Cua-
les son las ventajas de expresar varios tipos de caseinas? ¢No es
suficiente con una caseina calcio-sensible y otra que proteja la
dispersion de las micelas en medio acuoso? ¢Por qué hay tanta
variabilidad interespecifica en la expresién de los tipos de casei-
nas? ¢La gran cantidad de variantes genéticas en las especies
estudiadas es una caracteristica general de las caseinas?

Creemos que el sdlo planteo de preguntas ayuda a una interpre-
taciéon global de este mecanismo tan especial. Es en parte derivado
de lo anterior que creemos que el estudio de los aspectos compara-
tivos se encuentra en un momento de transicién y que se necesi-
tard mas de una década para tener una vision conceptualmente
completa de este parte de la fisiologia de la lactacién.

Gran parte de lo expuesto en esta obra se basa en resultados
obtenidos por los autores a partir de ensayos, determinaciones y
analisis de muestras biolégicas. En lo que se refiere a las mues-
tras de leche de numerosas especies, silvestres y domesticadas,
queremos aprovechar para agradecer la generosidad de profesiona-
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— Primera parte —
Generalidades sobre la Lactacion
y los Componentes Lacteos

Los mamiferos constituyen el grupo de Vertebrados mas exi-
toso, entendiendo como tal atributo la capacidad de adaptacion a
variados nichos ecoldgicos. Es significativo que la Clase Mammalia
desciende de otro grupo, los Cinodontes, que también llevaron a
cabo una notable radiacién, quizds no tan exitosa como la de sus
descendientes, pero constituyeron la fauna dominante desde fines
del Pérmico hasta comienzos del Jurasico (Oftedal, 2002a). La base
de estos logros, sobre todo lo correspondiente a este tltimo millon
de anos, se encuentra muy relacionada con varias caracteristicas
del grupo. Algunas de estas caracteristicas, como es el caso de la
endotermia y su funcién asociada la termorregulacién, la compar-
ten con otros grupos de Vertebrados extintos y existentes. L.o mis-
mo debe decirse sobre la capacidad excepcional de contrarrestar
los ataques microbianos, basada en la respuesta inmunolégica,
cuyo desarrollo, complejidad y eficiencia es equivalente a las fun-
ciones homodlogas que se encuentran en las aves. Pero sin duda
que su caracteristica distintiva, y que tuvo enormes consecuencias
en la evolucion, fue el desarrollo de un nuevo tipo de alimenta-
cién neonatal, la lactacidn.

Esta especialidad constituye la principal innovaciéon de la re-
produccién de los mamiferos, y es la mas importante por las
consecuencias que tuvo sobre su exitosa radiacién. La lactacion
es una funcién que se presenta solamente en esta Clase de Verte-
brados y en todas sus especies.

Uno de los rasgos diferenciales de la lactacién consiste en
que la produccién del alimento para el recién nacido se lleva a
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cabo en un o6rgano especializado: la glandula mamaria. Hay que
mencionar que la existencia de una estructura destinada exclusi-
vamente a la alimentacidon extracorpdrea de las crias es un caso
unico entre los animales. Con un objetivo adaptativo similar
existen otros grupos de Vertebrados que fabrican alimento para
las crias, tal como se conoce que se lleva a cabo en flamencos,
el pingiiino emperador y varias especies de palomas (Shetty et
al., 1992; Horseman y Buntin, 1995). Sin embargo en estos ani-
males, que proporcionan a sus crias la “leche del buche”, no se
han desarrollado 6rganos especializados a tal propésito.

Otro aspecto destacable consiste en que la glandula mamaria
sintetiza leche a partir de sustratos derivados de la dieta o de
reservas fisiologicas del organismo. Mas adelante nos referiremos
a ello como mecanismo de interconversion especializado. Estos
aspectos constituyen una funcién importante que tiene un fuerte
componente adaptativo dado que mantiene una compleja interre-
lacién con el metabolismo energético especifico. Esta variable
metabdlica, que estd referida al peso del animal, varia en forma
no lineal con la masa de manera tal que es directamente pro-
porcional a la masa elevada a un exponente que varia, segin la
especies, alrededor de 0,75. O dicho de otra manera, el consumo
de energia por gramo de peso es mayor en un animal pequefo
en relacion al mas pesado. Ello explica que los animales peque-
nos al tener un metabolismo energético elevado consumen pro-
porcionalmente mayor cantidad de alimento que los animales de
mayor peso que tienen un metabolismo relativamente mads bajo.
Al ser mayores las exigencias energéticas para los mas pequeiios,
éstos no pueden acumular reservas como lo hacen los animales
méas grandes. Lo mencionado significa que en las situaciones fi-
sioldgicas de prefiez y lactacion los mamiferos mas pequefios es-
tan obligados a un esfuerzo metabdlico mucho més grande que
los de mayor masa corporal. Si se tiene en cuenta que, tomados
como masa, entre el 80 y el 90% (segin la especie) de los compo-
nentes de la secrecion lactea es fabricado en la glindula mama-
ria, se comprende el trabajo adicional que significa la funcién de
amamantamiento (cria) en los mamiferos cuanto mas pequefno es
el tamano de la especie.

A lo relacionado con la masa de los componentes fabricados en
la propia glandula hay que agregar la especificidad de estos com-
puestos. Estos constituyen, en una gran proporcion, moléculas
que solamente se encuentran en esta secrecion, es decir que no
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se encuentran en el resto del organismo. Esta caracteristica se
nota particularmente en las proteinas, las cuales constituyen una
proporcién sustancial de la materia seca de la leche. Por ejem-
plo, entre los glucidos, la lactosa y los oligosacaridos (los cuales
incluyen generalmente en sus moléculas a los grupos lactosilos)
constituyen el 98% de los carbohidratos de la leche. Para el tema
que nos ocupa hay que senalar que las caseinas son un grupo de
proteinas privativo de la secrecién lactea.

Desde la 6ptica referida al origen de los componentes que se
encuentran en la leche podemos clasificar a éstos en tres tipos:
a) los que se sintetizan exclusivamente en la glandula mamaria,
b) los que sintetizdndose en la glandula mamaria son idénticos a
los elaborados por otros 6rganos de la economia, y c) aquellos
que no se sintetizan en esta glandula, sino en tejidos extrama-
marios pero pasan a la secrecién lactea.

Esto ultimo se lleva a cabo mediante la captacidon, a partir de
la circulacién, de estos componentes, y su pasaje mediante meca-
nismos paracelulares o varias rutas transcelulares hacia la luz
alveolar (Shennan y Peaker, 2000). Cabe acotar que los compo-
nentes organicos de la leche guardan una especial semejanza in-
terespecifica. Si bien este aspecto serd tratado en profundidad
mas adelante, debemos mencionar que algunos de ellos, como es
el caso de las proteinas, y para el objetivo de este trabajo, el de
las caseinas, tienen una gran semejanza en varios aspectos es-
tructurales, incluidos alguno no convencionales.

La leche contiene todos los nutrientes, plasticos y energéticos,
requeridos para el crecimiento y desarrollo del neonato. Asimismo
contiene factores destinados a la defensa contra microorganismos y
parasitos, que protegen el tracto gastrointestinal de la cria. Debido
a la reconocida mayor importancia nutritiva de las caseinas, en
este trabajo trataremos sobre todo lo relacionado con este campo.
Sin embargo, hay que sefalar que numerosos trabajos de fisiologia
de la nutricién han revelado el papel que pueden jugar los pépti-
do derivados de las caseinas en los mecanismos de defensa, la ac-
tividad neural, y algunas funciones enddcrinas.

Los componentes organicos principales de la leche compren-
den proteinas, glicidos y lipidos. Asimismo se encuentra una
gran cantidad de moléculas menores derivadas de estos compo-
nentes. Walstra y Jenness (1989) estiman que en la leche existen
mas de 100.000 compuestos distintos, lo cual incluye una gran
proporciéon de metabolitos muy relacionados estructuralmente.
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LAS PROTEINAS DE LA LECHE

Las proteinas que son sintetizadas exclusivamente por la glan-
dula mamaria, y las caseinas en particular, constituyen la parte
central de un sistema adecuado y casi privilegiado para los estu-
dios sobre genética, genomica y proteémica. Ello se debe a la
funcién que cumplen (casi exclusivamente nutricional en el caso
de caseinas), a los mecanismos celulares que desastan su sintesis,
claramente dependientes de vias de sefnalizacidon activadas por un
grupo conspicuo de hormonas y factores de crecimiento —y el
efecto activador/permisivo de interacciones celulares—, y por ha-
llarse todo el sistema en un O6rgano especializado, la glindula
mamaria, la cual es prescindible para el animal desde el punto
de vista de su supervivencia. Es por ello que, ya sea por los es-
tudios en los cuales la lactacién es un objetivo concreto, o su
mecanismo es una herramienta para dilucidacion de otros proce-
sos o estructuras, la informacién sobre la fisiologia molecular de
las proteinas lacteas y el conocimiento asociado, o relacionado,
es uno de los que mas rapidamente estd creciendo en la biologia
experimental.

Las proteinas lacteas, como es sabido, han sido clasificadas
en dos grupos, las caseinas (Cns) y las proteinas del lactosuero
(PLS), atendiendo a su precipitacion o solubilidad, respectiva-
mente, a un rango de pH entre 4,2 - 4,6.

Las caseinas corresponden a cuatro tipos: o4 Cn, o,Cn, f—Cn
y k—Cn. Las tres primeras son las caseinas denominadas “calcio
sensibles” por el hecho de precipitar en presencia de calcio i6ni-
co entre 2 y 6 mM (Farrell et al., 2004). Ademds de esta caracte-
ristica estas caseinas son hidrofdbicas y como tales no podrian
mantenerse en solucién acuosa sin agregarse y precipitar.

Debemos agregar que las caseinas tienen masas moleculares
bastantes parecidas (25 a 32 kDa, con menor frecuencia a 40
kDa) si se tiene en cuenta el amplio rango (14 a 250 kDa, las
mas importantes) que abarcan el resto de las proteinas licteas.

La x—Cn no es sensible a la precipitacion por calcio. Ademas
de esta caracteristica fisicoquimica, la k—Cn tiene una secuencia
de aminoacidos, determinada por la secuencia de nucledtidos de
la regién codificante del gen, que la distingue del resto de las
caseinas.

Las caseinas calcio sensibles estan comprendidas dentro de
un grupo mas grande de proteinas del organismo en los Verte-
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brados. Esta macrofamilia de proteinas tienen dos caracteristicas
generales: a) unirse al calcio y b) actuar en el espacio extracelu-
lar (Kawasaki y Weis, 2003; Kawasaki ez al., 2004).

Como se ha mencionado, las caseinas calcio sensibles tienen
una funcidén esencialmente nutricional en la cria. La x—caseina
en cambio, si bien va a tener un destino de beneficio alimenta-
rio, su funcién mds importante consiste en mantener en suspen-
sion al resto de las caseinas y constituir con ellas las micelas de
caseina. Estas estructuras multimoleculares, que poseen un muy
alto porcentaje de caseinas sensibles al calcio, tienen la particu-
laridad de mantenerse en la leche en forma dispersada, sin pre-
cipitar. Ello es posible porque la estructura de las micelas tiene
una disposicién en la que la k—Cn recubre, en el lado externo
de esta estructura multimolecular, al resto de las caseinas, que de
esta manera se encuentran sobre todo en el nucleo de la micela.

Las micelas también pueden contener otras moléculas, las
proteinas asociadas a las micelas, que varian entre distintas es-
pecies animales (Hernidndez de Sanchez, 2008).

El otro grupo de proteinas, las proteinas del lactosuero, con-
forman un conjunto muy variado de péptidos y proteinas, las
cuales poseen diversas funciones y caracteristicas moleculares.

Como ya se ha mencionado, las caseinas son sintetizadas en
la glandula mamaria y guardan una gran semejanza entre ellas,
sobre todo si se las compara con la heterogeneidad que represen-
tan las proteinas del lactosuero. Es en éstas donde se observan
las mayores variaciones, tanto estructurales como funcionales.
Ello pone en evidencia, por otra parte, la diversidad de los me-
canismos utilizados por la evolucion para que el organismo de
la madre pueda proveer a su utilizaciéon por parte de la cria.

Las distintas proteinas del lactosuero pueden ser sintetizadas
en las siguientes localizaciones:

a) en el tejido epitelial secretor en la glandula mamaria, como
ocurre en caso de la a—lactalbimina y de la B-—lactoglobulina,

b) en células residentes en la glindula mamaria, como es el
caso de los linfocitos B y células plasmaticas productoras de in-
munoglobulinas en la época de lactacidn,

¢) fuera de la glandula mamaria, como ocurre con la seroalbu-
mina,

d) tanto en la glandula mamaria como en otros tejidos de la
economia, como sucede con la lactoferrina en muchas especies,
que es sintetizada en otras glandulas secretoras, como también
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en los leucocitos fagocitarios. La sintesis en la glindula mamaria
implica la captacion de aminodcidos y péptidos a partir de la
circulacién (Groneberg et al., 2002), lo cual es muy dependiente
de los tipos de lactacion y tamafno de la especie.

Cabe hacer mencion a la variabilidad interespecifica de la
expresion de las proteinas lacteas. Respecto a ello hay que dis-
tinguir por lo menos dos modalidades.

1) En primer lugar, aquellas proteinas de la leche que se han
encontrado hasta ahora en todas las especies estudiadas, tal es el
caso de las inmunoglobulinas, la seroalbimina y las caseinas k y f.

2) En segundo término, las proteinas que se han hallado so-
lamente en ciertos grupos de mamiferos, como ejemplo la B-lac-
toglobulina, que se encuentra en la leche de boévidos, équidos y
otras especies que no guardan especial relacion taxondémica con
éstos. Dentro de este grupo se encuentra también la proteina
acidica del suero lacteo (WAP) que ha sido identificada en algu-
nos roedores, lagomorfos, perisodactilos y camélidos.

La historia de la investigacién sobre este tema parece indicar
que es improbable que exista una proteina lactea cuya presencia
estuviera restringida a una sola especie o un grupo filogenético
restringido. En este sentido, la experiencia de las tltimas déca-
das ha mostrado varios casos en los cuales se habia supuesto en
un primer momento algo parecido a la expuesto pero luego las
observaciones, extendidas a otros grupos de mamiferos, mostra-
ron la presencia de proteina(s) ortéloga(s) en varias especies o
grupos de mamiferos diferentes y no especialmente relacionados
desde un punto de vista evolutivo. Asi ocurrié con la B-lactog-
lobulina y con la WAP.

Las funciones de las distintas PLS son variadas. En general
pueden agruparse en funciones de defensa contra microorganis-
mos y pardsitos, funciones nutritivas pldsticas, nutritivas energé-
ticas, funciones enddcrinas, protectoras de la homeostasis de la
leche —como es el caso del mantenimiento de las uniones sul-
fhidrilos en otras proteinas—, funciones de transporte de vitami-
nas u otras moléculas activas, etc.

Un aspecto particularmente importante de las proteinas lacteas
es el correspondiente a sus variaciones genéticas intraespecificas.
Estas variaciones, que dependen de la presencia de alelos de ge-
nes mendelianos mayores, han recibido particular atencidén por
parte de los genetistas interesados en la produccién lechera. De
hecho, el descubrimiento, hace varias décadas, de variantes gené-



Las caseinas de la leche. Aspectos comparativos 23

ticas electroforéticas y su posible relaciéon con caracteres de pro-
duccién ha sido el motor mds importante que hizo avanzar la
genética molecular de las especies lecheras y la caracterizacion
de sus razas en los afios sesenta y setenta del reciente siglo. Para
el caso, el estudio de la genética de las variaciones de los dife-
rentes tipos de caseinas han creado condiciones que han permi-
tido conocer en profundidad no solamente la estructura sino
también los mecanismos genéticos moleculares que gobiernan la
expresion de los diferentes genes y el papel que juegan las hor-
monas, la matriz extracelular y las interacciones intercelulares.

Probablemente la gran cantidad de estudios existente sobre las
variantes genéticas de las caseinas sea uno de los cuerpos de
informacion mds amplio que se han generado sobre la genética
molecular de un grupo funcional y estructuralmente especifico de
proteinas.

El aspecto de la variacion interespecifica en la expresion de
las proteinas lacteas posee caracteristicas y alcances al que no
escapan las caseinas: dos de ellas (f—Cn, k—Cn) parecen estar en
todas las especies; tres de ellas (o,Cn, f—Cn, k—Cn) se encuen-
tran en las muestras de especies en las cuales se las ha buscado
y han sido identificadas, y hay razones para suponer que la
o,;Cn y la k—Cn siempre serdn encontradas puesto que hay in-
formacién que induce a pensar que, Si no se expresaran en las
células epiteliales del alvéolo mamario, la secrecion de todas las
caseinas estaria dificultada o impedida (Chanat et al., 1999; She-
kar et al., 2006).

Ademads de las formas monoméricas, las caseinas en la leche
pueden encontrarse también en forma de oligdmeros o polime-
ros. Ello es debido a la formacién de uniones covalentes a tra-
vés de puentes disulfuros entre los mondémeros. Ademads de los
hallazgos en la leche de cabras, ovejas y vacas, que ya se cono-
cian, esta caracteristica se ha comprobado en la leche de otras
trece especies de mamiferos (Hernandez de Sanchez, 2008).

Estos oligémeros involucran a la a4 Cn, la o4,Cn, y la k—Cn,
las cuales pueden formar homo-oligdmeros o hetero-oligémeros.
Los primeros involucran a un solo tipo de caseina, ya sea o Cn,
os;—Cn 0 k—Cn. Los hetero-oligémeros son de dos categorias: los
que estan integrados por dos o tres tipos de caseinas y los que
incluyen también a otras proteinas distintas de las caseinas. De-
bido a que la B—Cn no tiene grupos sulfhidrilos libres, no inter-
viene en la formacién de estos oligémeros.
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También debe hacerse mencidon a la existencia de proteinas
asociadas a las micelas de caseinas. Estas proteinas, si bien no
son caseinas, tienen la particularidad de integrar las micelas y se
las ha encontrado en casi todas las muestras de leche en las
cuales se han separado las micelas por distintos métodos. Curio-
samente, pero no inesperadamente las proteinas asociadas varian
segln las especies de mamifero estudiadas, pero presentan regula-
ridad dentro de la misma especie (Hernandez de Sanchez, 2008),
aspectos que seran descritos mds adelante.

Por ultimo, debe hacerse referencia a una caracteristica de las
caseinas que involucra a las proteinas del lactosuero, aspecto que
parece ser menor, pero es importante desde el punto de vista
nutricional y de la fisiologia del desarrollo, y sobre el cual, afor-
tunadamente, hay suficiente informacién: la cantidad absoluta y
relativa de las proteinas en la secrecion lactea de diferentes espe-
cies. Ello esta vinculado a la relacién existente entre estas varia-
bles y las caracteristicas bioldgicas del desarrollo neonatal tales
como el aumento medio de peso y la maduraciéon del sistema
nervioso.

LOS COMPONENTES LIPIDICOS
DE LA LECHE

El organismo de la madre reprocesa los lipidos, fundamental-
mente triglicéridos, contenidos en la alimentacién o los que se
encuentran en sus reservas y los convierte en grasas con caracte-
risticas especiales que van a formar parte principal de los glébu-
los grasos que se exportaran por la leche para la alimentacion
de la cria. En este sentido hay dos formas en que la glindula
mamaria puede llevarlo a cabo: mediante la utilizacion de los
mismos acidos grasos de la dieta o mediante la sintesis de novo
de 4acidos grasos. Para este proceso la glandula mamaria cuenta
con un mecanismo que es idéntico, en la parte enzimdtica, al
mecanismo que poseen todos los Organos de la economia, tanto
de los mamiferos como de los Vertebrados en general. La dife-
rencia estriba en la via de sefalizaciéon que lo pone en marcha.
En este aspecto los mamiferos cuentan con un sistema, que es
activado por los carbohidratos y las hormonas tiroideas, los cua-
les inducen, en las células epiteliales secretoras, la sintesis del
factor denominado Spot 14, que es una proteina pequefia con
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capacidad de unirse a los sectores promotores de los genes co-
rrespondientes a las enzimas lipogénicas en la glandula mamaria
(Zhu et al., 2005). Esta via de sefializacion es propia de los ma-
miferos y de la glindula mamaria. Es pertinente mencionar que
la sintesis de novo de acidos grasos en la glindula es inhibida
por el acido linoleico conjugado (CLA) (trans-10 cis-12) y otros
dos isémeros. El (los) CLA proviene de la dieta y, en el caso de
los bovinos, de la actividad de los simbiontes del rimen. Como
se ha mencionado, el efecto regulador mencionado se lleva a
cabo a través de la via de senalizacion del Spot 14 (Bauman et
al., 2008).

La mayor parte de los lipidos de la leche (98%) son triacilgli-
ceroles, mientras que los fosfolipidos alcanzan un 1%, y los este-
roles, incluidos los ésteres del colesterol, un 0,35%. El resto co-
rresponde a gangliésidos, esfingomielina, plasmalégenos y cere-
brésidos (Jensen, 2002). En su mayor parte, estos lipidos de la
leche tendran una utilizacidon claramente energética, y una parte
minima pero cualitativamente importante asumirdn funciones
plasticas (Nakamura et al., 2003) ya que entrardn a formar parte
de las membranas celulares, tal es el caso de los fosfolipidos y
los esteroles. Los fosfolipidos proporcionan a la cria la mayor
parte de los 4cidos grasos de cadena larga poli-insaturados (Jen-
sen et al., 1990). Respecto a algunas cualidades salientes de los
acidos grasos que forman parte de los triacilglicéridos, se sabe
que los acidos grasos de cadena mediana (C 10:0 y C 12:0) tie-
nen efectos bactericidas, como asi también, antivirdsicos y anti-
micéticos. La capacidad antimicética también ha sido reconocida
en los acidos grasos de cadena muy corta. Por otra parte existen
derivados de esfingomielina que, después de la digestiéon en el
tracto gastrointestinal del lactante, tendrian funciones bacterioli-
ticas (Sprong et al., 2001). Los gangliésidos que estdn presentes
en pequenas concentraciones han sido mencionados como inhi-
bidores de algunas toxinas bacterianas (Laegrid et al., 1986).

Un papel muy importante de un par de 4cidos grasos satura-
dos (palmitico y miristico) consiste en la formacién de proteinas
aciladas que se encuentran ancladas en los raft de las membranas
a través de estas cadenas hidrofdbicas a las que estdn covalente-
mente unidas (de Souza et al., 2002). De esta forma, los grupos
miristoilo y palmitoilo contribuyen especificamente a la estructu-
ra de la membrana. Si bien algunas de estas cadenas pueden ser
generadas en el organismo de la cria lactante, dada la gran can-
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tidad proporcionada por la alimentacién materna, la mayoria
proviene de ésta. No cabe decir lo mismo de las proteinas que
estan unidas a grupos farnesilos y geranilos, los cuales provienen
de isoprenoides que son sintetizados por el neonato.

Sobre los lipidos y su papel en la leche existen varias revi-
siones interesantes (Jensen et al. 1990; Jensen, 2002), incluido lo
relacionado con los glébulos grasos de la leche (Mather, 2000;
Keenan, 2001; Cavaletto et al.,, 2004) tema que es central en la
fisiologia de los lipidos de la leche.

Desde el punto de vista de la presente revisiéon, uno de los
aspectos que relaciona los lipidos con las caseinas tiene que ver
con la naturaleza hidrofébica de los primeros y la caracteristica
anfipatica de las micelas de caseinas. Estas estructuras tienen una
cubierta exterior dominada por la presencia de la k—caseina,
mientras que el resto de las caseinas, que son claramente hidro-
fobicas, se encuentran en el interior de las micelas. Las micelas
tienen una estructura ligeramente “esponjosa”, con espacios y
nanocanaliculos que permiten la entrada de otros péptidos y pro-
teinas. Ello permite que algunas de éstas, que tengan una parte
de su molécula con dominio(s) hidrofébico(s), se asocien con la
micela a través de estos espacios. El resultado conduce a la par-
ticular situacion en la que la distribuciéon de algunas proteinas
anfipaticas se repartan entre los dos compartimientos menciona-
dos: el correspondiente a los glébulos grasos y el de las micelas
de caseinas. En este sentido, ello estd relacionado a lo que nues-
tro grupo ha observado respecto a la distribucidon de la y-gluta-
mil-transpeptidasa en la leche de numerosas especies de mamife-
ros, en los cuales la mayor parte de la actividad de esta enzima
se encuentra en los compartimientos caseinico y lipidico (Saad
et al., 2002). Incidentalmente debemos hacer mencidén al hecho
que la ausencia o inhibicién de esta enzima en la glandula ma-
maria provocaria la supresion de la sintesis proteica (Johnston et
al., 2004).

A partir de la mayor informacion actualmente disponible acer-
ca del papel regulador de las acidos grasos sobre la transcrip-
cion génica (Duplus et al., 2000), seguramente la aplicacion tec-
nolégica proveera que los aspectos nutricionales en el neonato se
vean favorablemente beneficiados. Lo relacionado con los glébu-
los grasos de la leche sera mencionado mas adelante.
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LOS GLUCIDOS DE LA LECHE

A partir de las teorias existentes sobre el origen de la lacta-
cién en los antecesores de los mamiferos actuales, hay razones
para pensar que los glicidos se encontraron entre los primeros y
principales componentes de la secrecion lactea en los Cinodon-
tes de finales del Pérmico y principios del Jurasico (Oftedal,
2002a; 2002b). Estos carbohidratos, en forma de oligosacaridos o
glicoconjugados habrian cumplido funciones de defensa inespeci-
fica, tal como actualmente se les ha comprobado a los oligosa-
caridos lacteos (Chaturvedi et al., 2001; Newburg et al., 2004).
Estos ultimos pueden bloquear la unién de factores de adheren-
cia bacterianos a receptores de membrana de las células intesti-
nales, protegiendo al tracto gastrointestinal de la cria de la inva-
si6on microbiana.

En la gran mayoria de las especies estudiadas la lactosa es el
glicido lacteo que se presenta en mayor concentracion. Por otra
parte, los oligosacaridos se encuentran en variable concentracién,
lo cual depende de los grupos de mamiferos que se trate. Asi-
mismo los glicidos integran numerosos glicolipidos y glicoprotei-
nas (Martin et al., 2001) de la leche que tendrian funciones simi-
lares a las de los oligosacaridos (Nakamura et al., 2003).

Es pertinente senalar que la cantidad relativa en que se pre-
sentan los dos tipos principales de carbohidratos, disacaridos y
oligosacaridos, es marcadamente dependiente de la Familia zoo-
logica a la que pertenecen los animales estudiados. Cabe mencio-
nar que en la leche materna de nuestra especie, éstos ultimos
tienen una concentraciéon mas alta que en la mayor parte de los
mamiferos en los que se los ha determinado.

Hay que indicar que el disacdrido lactosa forma parte de la
mayoria de los oligosacaridos de la leche en forma de restos lacto-
silos. Independientemente de esta caracteristica estructural que
puede ser calificada de oportunista, son llamativos dos hechos
que coexisten con lo mencionado: el nimero grande de oligosaca-
ridos distintos en una misma especie y la variabilidad entre espe-
cies en lo que respecta a estas estructuras de carbohidratos presen-
tes en la leche.

El hecho que algunos oligosacaridos lacteos sean idénticos a
los marcadores moleculares que constituyen los grupos sangui-
neos y que sigan las variaciones genéticas entre diferentes indivi-
duos (Chaturvedi et al., 2001) refuerza la hipoétesis, por otra parte



28 F. M. FERNANDEZ & M. HERNANDEZ DE SANCHEZ

ampliamente aceptada, de su capacidad bloqueante de la adheren-
cia de los microorganismos patégenos. Hay que agregar que se
ha comprobado, adicionalmente, su actividad como inmunomodu-
ladores (Klein er al., 2000). Es interesante el hecho que la capa-
cidad bloqueante de la adherencia no se ejerce de la misma
manera frente a los microorganismos benéficos como es el caso
de varias especies de lactobacilos.

Como se ha dicho previamente, la lactosa es el carbohidrato
predominante en la leche de la mayoria de las especies mamife-
ras. Su concentracién varia considerablemente; mientras que en
algunos mamiferos marinos es muy baja o incluso indetectable,
en la leche humana y de algunos perisodactilos alcanza unos
200 mM (7 g/dl) (Faulkner et al., 1987).

En la mayoria de las especies, la concentracion de lactosa
contribuye a mantener la osmolaridad de la leche. Este es un
mecanismo en el que estan asimismo involucrados el transporte
de potasio y sodio y la permeabilidad al agua de las células se-
cretorias epiteliales y de las células de los canaliculos galactéfo-
ros de la glandula mamaria. Es llamativo que no haya mayor
informacioén sobre el papel de las acuaporinas en esta funcién de
regulacion en la glandula mamaria. Debido a que la glucosa es
la Gnica precursora de la lactosa en un doble sentido, directa-
mente y través de transformacién previa en galactosa, aquel mo-
nosacarido juega un papel central en la funcién de la glandula
mamaria.

La sintesis de lactosa se lleva a cabo en varios pasos, el alti-
mo de los cuales implica la formacién de un enlace covalente
entre la galactosa (a partir de UDP-galactosa) y la glucosa, con la
formacién del disaciarido lactosa y la liberacion de UDP. Este
paso es catalizado por la galactosil-transferasa, para lo cual esta
enzima cuenta con la colaboracion de la o—lactalbimina, una
proteina presente en el lactosuero lacteo. En la reaccion mencio-
nada, la presencia de la a-lactalbimina hace disminuir el K
de la unién de la glucosa a la galactosil-transferasa por un factor
cercano a 1000. De otra manera, en ausencia de a—La, la sinte-
sis de la lactosa por la galactosil-transferasa es practicamente im-
posible. La galactosil-transferasa se encuentra en muchos tejidos
involucrados en la sintesis de glicoproteinas, glicolipidos, polisa-
caridos y mucinas y estd asociada con fracciones de las membra-
nas mas internas de las vesiculas del aparato de Golgi. Solamen-
te en la glandula mamaria, la galactosa es aceptora de la glucosa
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libre. En otros sitios, los aceptores de la galactosa son los resi-
duos de N-acetil-glucosamina. Este cambio en la especificidad de
la galactosil-transferasa se produce por la interacciéon de la enzi-
ma con la o—lactalbimina, la cual, como se ha dicho, incremen-
ta la afinidad de la galactosil-transferasa por la glucosa.

Debido a que la glandula mamaria no sintetiza glucosa, ésta
debe ser obtenida de la circulaciéon sanguinea. Durante la lacta-
cion el tejido mamario capta glucosa por medio de un sistema
de transporte que recibe el nombre de las proteinas de membra-
na encargadas de la funcién: GLUT-1. A partir de estudios de
inmunofluorescencia se ha visto que este sistema transportador
se encuentra en la membrana basal de las células secretorias del
epitelio mamario (Shennan y Peaker, 2000). Se han descrito dos
glicoformas de la proteina transportadora GLUT-1, una de ellas
tiene una masa de 45 kDa y la otra de 55 kDa. Esta ultima con-
tiene mayor cantidad de glicidos (Brown, 2000). Durante la épo-
ca de lactacion, en los animales lecheros de gran produccién,
méas del 85 % de la glucosa total de la sangre que irriga la glan-
dula mamaria es incorporada por las células secretorias. Esta ca-
racteristica ejemplifica uno de los casos en los cuales existe una
mayor diferencia arteriovenosa de la concentracion de glucosa.
La cantidad de glucosa captada por la glandula mamaria es con-
siderada como el paso limitante de la velocidad de produccién
de la leche (Shennan y Peaker, 2000; Zhao et al., 2004). Es obvio
que este efecto no incluiria a las especies que tienen una baja o
nula concentracién de lactosa en la leche, como es el caso de
los mamiferos marinos.

Existen también otros sistemas transportadores de pequenas
moléculas en la membrana basolateral del epitelio mamario. El
transporte de aminoacidos desde la sangre al interior del epitelio
secretor se lleva a cabo por medio de diferentes transportadores
especificos de acuerdo a la clase de aminodacido.

El pasaje de inmunoglobulinas desde la sangre se realiza por
transcitosis. Este transporte implica varios mecanismos a los cua-
les haremos referencia mas adelante. Hay que sefalar que gran
parte de las inmunoglobulinas provienen de células plasmaticas
ubicadas en los espacios intersticiales de la glandula mamaria
(Neville, 1995).
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DISTRIBUCION EN COMPARTIMIENTOS

Los componentes mencionados y otros a los cuales haremos
referencia mas adelante, se distribuyen en compartimientos en la
leche: los lipidos estan contenidos en globulos grasos, la mayoria
de las proteinas con cierto grado de hidrofobicidad, entre las
cuales son dominantes las caseinas, forman las dispersiones co-
loidales denominadas micelas, y casi todos los minerales, la tota-
lidad de la lactosa y el resto de las proteinas se encuentran en
solucion verdadera (Jensen et al., 1995).

Desde esta perspectiva la sintesis y la secrecion de leche in-
volucran la formacién de moléculas y estructuras inexistentes en
el resto de los Vertebrados, entre las cuales hay que distinguir
tres principales. En primer lugar, la estructura representada por
los globulos grasos, luego, las micelas de caseina y, en tercer tér-
mino, el sistema de la lactosa sintetasa, al que ya hicimos refe-
rencia.

Un aspecto interesante es el referido a la formacién del glé6-
bulo graso, lo cual ha sido estudiado con bastante detalle a nivel
celular. El inicio de la formacién del glébulo graso se lleva a
cabo en la célula epitelial secretora a partir de microgotas lipidi-
cas que empiezan a formarse adheridas al reticulo endoplasmati-
co rugoso (RER). Estas gotas, rodeadas por material denso for-
mado por proteinas, empiezan a coalescer entre si aumentando
su tamafno. En general, el proceso es tal que el aumento de ta-
mano de las gotas se debe a la fusion de estas microgotas con
gotas progresivamente mas grandes, pero el mecanismo de incre-
mento del tamafio incluye tanto la fusién de pequefas gotas
como también el aporte de microgotas a las gotas lipidicas de
gran volumen.

La cubierta de los glébulos grasos en crecimiento, que se ase-
meja a una membrana, contiene ademdas de las proteinas, una
significativa cantidad de fosfolipidos, colesterol y cerebrésidos. La
proporcién de estos compuestos lipidicos aumenta, respecto a las
proteinas, a medida que crece el globulo graso. La secreciéon del
globulo graso hacia la luz alveolar se efectiia por un mecanismo
de re-ensamblaje estructural de membranas en el que intervienen
por lo menos tres proteinas, la butirofilina, la xantina-oxidasa y
la adipofilina.

La butirofilina se encuentra en grandes concentraciones en la
membrana apical de la célula secretora, mientras que la xantina-
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oxidasa se encuentra en el lado citoplasmatico. La adipofilina,
por su parte, se encuentra en la periferia de las gotas de lipidos
intracelulares (Mather, 1987; 2000). La butirofilina estd insertada
en la membrana celular y a través de su prolongacidén citoplas-
matica, se une a proteinas del citoplasma que estan en contacto
con el glébulo graso intracelular, entre las que se encuentra la
xantina-oxidasa. La butirofilina y la xantina-oxidasa se unen a
los granulos secretorios por interaccién con la adipofilina que
estd en la periferia de los mismos, facilitando la envoltura del
globulo con la membrana plasmatica (Nielsen et al., 1999; Robe-
nek et al., 2006).

El glébulo graso que ha tomado contacto con la membrana
apical se protruye progresivamente hacia la luz del alvéolo.
Dada la afinidad demostrada entre la membrana celular, mediada
por las proteinas mencionadas, y la cubierta del gléobulo graso en
el proceso de englobamiento, éste se lleva a cabo por un meca-
nismo de “cierre relampago” en el cual la membrana celular ter-
mina de rodear al globulo graso que sale a la luz alveolar por
un proceso similar a la exocitosis, desprendiéndose de la célula.
En este proceso puede quedar incluido parte del material cito-
plasmatico que se evidencia como “creciente”, en referencia a la
fase lunar (Keenan y Patton, 1995; Keenan, 2001).

Las micelas de caseinas constituyen complejos proteicos espe-
cializados que contienen la totalidad de las caseinas y de otras
proteinas, los cuales no tienen entre los animales ninguna estruc-
tura que pudiéramos considerar ni homdloga ni andloga. Sobre la
estructura de las micelas vamos a hacer un analisis mas adelante.

DIFERENCIAS INTERESPECIFICAS
EN LA COMPOSICION DE LA LECHE

Las diferencias interespecificas involucran: a) a las proporcio-
nes relativas de los componentes principales (proteinas, lipidos y
glicidos); b) a las estructuras moleculares de cada uno de estos
componentes, sobre todo proteinas (y en menor grado oligosaca-
ridos) todos los cuales generalmente poseen una variacién inte-
respecifica mayor cuanto mas distantes es la relacion filogenética;
y ¢) al grado en que contribuyen algunos componentes especifi-
cos relacionados con los principales, tales como los fosfolipidos,
proteinas menores del lactosuero y oligosacaridos. Hay que men-
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cionar que el conocimiento detallado de los constituyentes de la
leche estd restringido a unas pocas especies de mamiferos. El
grueso de la informacién existente sobre otras especies, especial-
mente no domésticas, que sirve de base a los estudios comparati-
vos estd a menudo limitado a los datos de los constituyentes
mayores.

En todas las especies estudiadas hasta el momento la compo-
sicion de la leche también varia de acuerdo al estado de la lac-
tacion. Ello significa que los tiempos absolutos y relativos respec-
to a la edad de la cria, y la direccidon y el grado de los cambios
que en las concentraciones pueden acaecer, suelen diferir —y a
veces en grado notable— entre las especies de los distintos gru-
pos taxonémicos. Para dar un ejemplo extremo pero real se pue-
de citar el caso de algunos mamiferos marinos donde los tiem-
pos de lactacion son cortos y las concentraciones de la leche
no cambian significativamente en su desarrollo. En cambio, en
la mayor parte de los bovidos, la concentracion y naturaleza de
los componentes de los primeros dias (calostro) son claramente
distintas respecto a la leche madura que a su vez va cambiando
paulatinamente.

Los procedimientos de muestreo empleados para la extraccién
de la leche también pueden influir en el grado de variabilidad
que se observa al analizarla. En la mayoria de los casos, los es-
tudios comparativos que se han realizado y que se presentan en
la bibliografia se han efectuado con pocas muestras, lo cual
constituiria una causa de variacion ya que la informacidon obser-
vada podria estar sesgada respecto a la poblaciéon. No ocurre lo
mismo con los estudios genéticos y productivos que se llevan a
cabo en las especies lecheras: vacas, cabras, y ovejas. En este
grupo hay que incluir numerosos estudios llevados a cabo en
camélidos del viejo mundo.

La razén de la discrepancia es claramente explicable: los estu-
dios con animales silvestres, de especies cada vez menos nume-
rosas, muchas de ellas en vias de extincidn, exige especiales cui-
dados y dada las dificultades, también el costo se incrementa.
Todo ello tiene como consecuencia dos hechos, que las muestras
son escasas y que los estudios estin necesariamente volcados a
aspectos cualitativos en desmedros de los enfoques poblacionales,
los cuales son poco menos que impensables.

La leche de distintos grupos zooldgicos presenta diferencias
en cuanto a la concentracion de los componentes. Como una
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aproximacion al tema debemos mencionar que la secrecion lac-
tea con menor contenido de materia seca es la de los primates.
Siguen la de los équidos entre los perisodactilos, y tienen valores
mas cercanos a las medias los contenidos de materia seca de
bovinos y caprinos entre los artiodactilos. En otro extremo, la
leche con mayor contenido de materia seca corresponde a la se-
cretada por los lagomorfos, varios roedores y algunos carnivoros
(muy especialmente pinnipedos).

Dentro de algunos niveles taxondémicos definidos existe un
notorio grado de constancia en la composicién. Las diferencias
existentes entre representantes de distintos Ordenes, en las pro-
porciones de los componentes principales, tienden a ser mayores
que las diferencias interespecificas dentro de cada Orden. Parte
de la informacién existente en la bibliografia sobre valores de
concentracién de componentes difieren mucho, ya sea intraespe-
cificamente o entre especies, es decir, que tienen una amplia
dispersiéon y que configuran resultados que pueden considerarse
aparentemente atipicos. Ello pone en evidencia que se necesita
mayor informacién para conocer si los valores aparentemente
atipicos representan la media de la poblacion (lo cual significa-
rian tendencias adaptativas), o si en realidad obedecen a proble-
mas de muestreo.

Es obligado mencionar una publicacion escrita por Ben Shaul
(1962) sobre los componentes principales de la leche de 90 espe-
cies de mamiferos, la cual data de hace casi medio siglo y es una
de las pocas que contenian informacién sobre un grupo tan ex-
tenso de animales. Su importancia no es anecddtica, puesto que
fue practicamente la primera de su tipo y que sirvié para las
conjeturas iniciales sobre los aspectos comparativos de la secre-
cion lactea.

AISLAMIENTO Y TECNOLOGIA

Las proteinas del lactosuero y las caseinas difieren en cuanto
a caracteristicas fisicoquimicas, lo que permite separarlas por
medio de distintas técnicas, entre las que se pueden mencionar
sucintamente:

a) Precipitacién isoeléctrica: las caseinas son insolubles en la
zona de su punto isoeléctrico correspondiente a un pH (para la
leche de vaca) cercano a 4,6 y a una temperatura superior a 8
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°C. El pH puede variar ligeramente entre distintas especies.
Kunz y Lonnerdal (1990) comprobaron una mejor precipitacion
de las caseinas humanas a pH 4,3.

b) Coagulacién: las micelas de caseinas son mantenidas en
suspensiéon debido a la propiedad anfipatica de la x—Cn. Es por
ello que la ruptura de esta molécula por la quimosina gastrica en
dos segmentos, uno claramente hidrofébico y otro hidrofilico, el
glucomacropéptido, produce la separaciéon de este tltimo que se
disuelve en el lactosuero. La precipitacion del resto de las casei-
nas es una consecuencia de la desaparicién de la capacidad pro-
tectora/solubilizante de la k—caseina. La quimosina, enzima que
actia sobre la k—caseina produciendo este efecto, es segregada en
el estomago de la cria mientras dura la alimentacion lactea. En
la utilizacién practica tecnoldgica, la quimosina, conocida tam-
bién como rennina, de la cual se dispone en el mercado, tiene
variado grado de pureza, presentaciéon y diferente denominacidn,
como por ejemplo, el cuajo (que proviene del estémago de los
rumiantes) y rennets que son purificadas a partir del mismo ori-
gen. Si bien en la pared del estomago del lactante de la mayor
parte de las especies estudiadas se sintetiza y libera esta enzima
hidrolitica hacia la luz gastrica, no es seguro que el mecanismo
actie de la misma forma en todas las especies de mamiferos.
Existe la posibilidad de que algunas de éstas no sinteticen esta
enzima y que la funcién hidrolitica la llevan a cabo las protea-
sas tipicas del estomago. Relacionado con ello, en nuestro labo-
ratorio hemos observado que algunas muestras comerciales de
quimosina purificada a partir de estémago de ternero no actdan
sobre la leche de algunas especies silvestres (Hernandez y Fer-
nandez, inédito), a pesar que si lo hace perfectamente sobre las
preparaciones de leche de artiodactilos (cabra, vaca, oveja, llama,
vicuna). La amplia experiencia del sector de lactotecnologia ha
demostrado que las caseinas pueden coagular por medio de pro-
tedlisis dirigida en la cual se emplean preparaciones de otras
proteasas. Ademads de las conocidas enzimas de origen gastrico
también se emplean proteasas extraidas de vegetales. Los efectos
de las enzimas proteoliticas sobre las caseinas serdan tratados mads
adelante.

¢) Ultrafiltracion: por este procedimiento, se pueden separar
las micelas de caseinas de las proteinas del lactosuero en base a
la diferencia de tamafio. Dado el gran desarrollo de la tecnolo-
gia en este campo, se cuenta con una enorme gama de tipos y
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formas de membranas que pueden separar casi todo el espectro
existente de masas moleculares en casi todas las cantidades re-
queridas. Los diferentes tipos de filtraciéon por membranas son
poco utilizados en los laboratorios experimentales, salvo aquellos
dedicados a investigacién en tecnologia de alimentos.

d) Ultracentrifugacion: los métodos de centrifugacion a alta
velocidad son muy eficientes en la medida en que se tenga en
cuenta la velocidad y las caracteristicas de la leche de la especie
en estudio. Las especies con micelas de caseinas mds pequenas
necesitan mayores velocidades para que las micelas puedan preci-
pitar. Las caseinas de varias especies, incluida la humana, pue-
den ser precipitadas utilizando centrifugas de mediana a alta ve-
locidad, aspecto que serd tratado mads adelante.

e) A los anteriores métodos preparativos hay que agregar la
gran cantidad de técnicas analiticas que se han generado y si-
guen perfeccionandose en la instrumentologia bioquimica. Entre
ellos se destacan los diversos tipos de filtraciéon por columnas, de
intercambio idnico, de afinidad especifica, y la gran cantidad de
versiones de HPLC que se han vuelto imprescindibles en la in-
vestigaciéon bioldgica experimental actual.






— Segunda parte —
Origen, estructura y funcién
de las proteinas lacteas

LAS PROTEINAS DEL LACTOSUERO

El término proteinas del lactosuero ha sido usado para descri-
bir el grupo de proteinas que permanecen solubles en la leche
después de la coagulaciéon de las caseinas por la quimosina, o
después de la precipitacion de las caseinas a pH acido. Las pro-
teinas del lactosuero (PLS) se encuentran en la leche en concen-
traciones que difieren entre distintas especies. No obstante hay
que mencionar que la proteina que se encuentran en mayor
concentraciéon siempre es una de las cinco generalmente més
abundante: seroalbiumina, o-lactalbumina, p-lactoglobulina,
proteina acidica del suero (WAP), o la lactoferrina. Esta altima
es dominante en la leche de nuestra especie en los primeros dias
de la lactacién (Ronayne et al., 2000). En la generalidad de los
animales todo lo anterior es valido para la leche madura o de
transicion, porque en el caso del calostro siempre son dominan-
tes las inmunoglobulinas.

En lo que sigue no efectuaremos particular referencia a la
estructura molecular secundaria/terciaria de aquellas proteinas
lacteas que se sintetizan también en otros Organos de la econo-
mia puesto que ello constituye informacién muy conocida en
casi todas las disciplinas vinculadas a esos temas.

Seroalbumina.— Esta proteina es sintetizada en el higado don-
de pasa desde el reticulo endoplasmico rugoso hacia el Golgi en
forma de proalbtimina. En este compartimiento celular es hidroli-
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zado un péptido N-terminal antes de ser excretada hacia la sangre
donde mantiene una concentracién cercana al 40% del total de
proteinas. La albimina o seroalbimina, tiene una masa molecular
de aproximadamente 65 kDa. La albimina de la leche es la misma
proteina que se encuentra en el suero sanguineo. La seroalbimina
es una proteina monomérica, globular y no estd glicosilada ni fos-
forilada. Como excepciones se ha encontrado que, en la leche de
algunas especies, o en algunas patologias humanas, pueden aparecer
formas glicosiladas de esta proteina. Las funciones de la albimina
estan relacionadas con el mantenimiento del equilibrio hidrico
por la capacidad de adsorber agua y por la consiguiente presién
oncética que desarrolla. Asimismo tiene capacidad de unir y trans-
portar a los principales cationes, como asi también acidos grasos,
esteroides, bilirrubina, y hormonas tiroideas.

Su semejanza en la secuencia de aminoicidos con la a—feto-
proteina hizo que se las considerara pertenecientes a una misma
familia. La similitud entre la seroalbimina humana y del chim-
pancé es de un 99% en la secuencia nucleotidica y ligeramente
menor en la de aminoacidos, mientras que con distintas especies
de roedores, esta similitud se encuentra entre un 73 y un 77%.
En nuestra especie se han encontrado por lo menos media doce-
na de variantes genéticas.

Las concentraciones en que se encuentra en la leche son re-
lativamente constantes en condiciones normales, pero aumenta
significativamente en casos de mastitis. Se considera a esta pro-
teina como una de las principales formas, junto con las caseinas,
en que se transfiere una fuente significativa de aminoacidos al
lactante. Al particular, existen observaciones acerca de su fun-
cién como proveedora de aminoacidos para la sintesis de protei-
nas lacteas que demuestran que existen entre los mamiferos dis-
tintas estrategias para la utilizacién de aminoacidos. Asimismo se
ha comprobado que la dieta influye en forma importante sobre
las maneras en las que la madre sintetiza las distintas proteinas
lacteas (Ronayne y Sambucetti, 1993).

oa—Lactalbimina.— Si a la seroalbiumina podemos atribuirle va-
rias funciones posibles en la leche, ninguna de las cuales parece
ser imprescindible en el estado actual del conocimiento, excepto
la reconocida funcién nutricional pléstica, en el caso de la a-—
lactalbimina podemos asegurar que la funcién que cumple en el
interior de la célula secretora es, en la inmensa mayoria de los



Las caseinas de la leche. Aspectos comparativos 39

mamiferos, imprescindible para que se lleva a cabo la lactacion.
La o—La forma parte, junto con la galactosiltransferasa, del siste-
ma enzimatico que sintetiza la lactosa. Se la denomina también
proteina reguladora de la lactosa sintetasa, y proteina B de la lactosa
sintetasa. Esta proteina, de una masa molecular de unos 14 kDa,
puede ser considerada como una metalo-proteina dado que nor-
malmente une dos moléculas de calcio. Esta union la lleva a
cabo en dos sitios, y en uno de ellos con una muy alta afinidad.

Una variante de la a—Lactalbimina que incluye acido oleico
y a partir de ello posee una conformacién distinta a la normal,
tiene la capacidad de inducir apoptosis en células tumorales
(Hakansson et al., 1995; Diiringer et al., 2003; Svensson et al.,
2003; Fast et al., 2005). Es significativo que otra forma de la pro-
teina, una o—lactalbimina multimérica también tiene esta capaci-
dad antitumoral (Williams et al., 2004).

La o-La es una proteina que solamente se expresa en la
glandula mamaria. Ya se ha hecho referencia al hecho que en
los mamiferos marinos que producen muy poca lactosa o que no
la producen, la a—La se encuentra en muy pequeinas concentra-
ciones o es indetectable.

La expresiéon de la a-lactalbimina esta bajo el control hor-
monal por parte de hormonas lactogénicas, prolactina, cortisol e
insulina y de factores de crecimiento que llevan a cabo sus efec-
tos en forma autocrina o paracrina. Junto con la f—caseina, esta
proteina es sin duda la mas estudiada en los trabajos sobre los
efectos enddcrinos en las células secretoras de la glandula mama-
ria, sobre todo utilizando técnicas in vitro. La a—La puede pre-
sentarse glicosilada en la leche de algunas especies. La estructu-
ra de la a—La es muy parecida a la de la lisozima y se ha de-
mostrado que se origind a partir de esta enzima (Shewale et al.,
1984; Qasba y Kumar, 1997).

B-Lactoglobulina.— Como se ha mencionado anteriormente
esta proteina se encuentra en la leche de gran parte de los ma-
miferos, pero no tiene una distribucién que parezca seguir una
ordenacion filogenética. Por ejemplo, se encuentra en varios pri-
mates pero no en nuestra especie, también forma parte de las
proteinas lacteas de numerosos ungulados pero no en los caméli-
dos. En este sentido, no ha podido ser detectada en la leche de
los camélidos sudamericanos. Aunque su estructura guarda gran
similitud con la proteina portadora de retinol y con las lipocali-
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cinas, lo cual constituiria un fuerte indicio en el sentido que su
funcién seria el transporte de acidos grasos, grupos acilos o cade-
nas hidrofébicas, ninguna funcién concreta se le ha podido asig-
nar. Igualmente que lo que ocurre con la o-lactalbimina, esta
proteina se expresa solamente en la glandula mamaria. Es sabido
que la B-lactoglobulina no se encuentra en la leche materna de
nuestra especie. En nuestro genoma no hay un gen activo que
lo codifique, pero si hay pruebas en el sentido que el gen se
encontraba en nuestros antecesores hominidos. La prueba en
este sentido lo constituye la presencia de la proteina en otros
primates y el hecho que existe un pseudogen de esta proteina en
la region q34.3 del cromosoma 9 humano (Data Bases Entrez
Gene y Ensembl).

La regulacion de la expresion de la f—lactoglobulina es depen-
diente de la estimulacion celular por parte de hormonas lactogé-
nicas y de factores de crecimiento. Esta estimulacion depende de
la accion sinérgica de prolactina, glucocorticoides e insulina.

Proteina acidica del suero (WAP).— Constituye una de las pro-
teinas dominantes en numerosas especies. En un interesante tra-
bajo sobre la existencia del pseudogen de la WAP en las células
epiteliales de la glandula mamaria en la vaca, oveja y cabra, es-
pecies que se sabe no expresan la proteina, Hajjoubi et al. (2006)
efectdan un listado de las especies mamiferas en las cuales se ha
demostrado la presencia de esta proteina en la leche. La secre-
ciéon de la WAP se ha demostrado en las siguientes especies:
ornitorrinco y equidna (Monotremas), el possum cola de cepillo
y el wallaby (Marsupiales), y entre los placentarios, en la rata,
raton doméstico, camello, conejo, y cerdo. En nuestro grupo de
trabajo, se ha encontrado en los camélidos sudamericanos (Medi-
na de Caceres, 2009) una proteina con caracteristicas vinculadas a
la WAP.

Tiene una masa molecular bastante variable entre distintas
especies, que va desde los 16 kDa hasta los 25 kDa. Se distin-
gue de otras proteinas lacteas en el hecho de poseer un dominio
caracteristico rico en cisteinas el cual forma parte de un grupo
diferenciado de proteinas conocido como niicleos de cuatro disulfu-
ros. La WAP de los mamiferos euterios tiene dos de estos nu-
cleos de 4 disulfuros. Como en el caso de las dos proteinas ante-
riores, ésta solamente se expresa en la glandula mamaria. Las
WAPs de los marsupiales tienen tres ntcleos 4 disulfuros, lo
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mismo que el ornitorrinco, mientras que el equidna tiene dos.

Sobre la funcidon de esta lactoproteina no hay ninguna hipé-
tesis que goce de generalizada aceptacion. En la ya citada publi-
cacion de Hajjoubi er al. (2006), se efectiia una revision de las
hipdtesis sobre la posible funcién de la WAP. La més difundida
fue la de una funcién inhibidora de una proteasa presente (o
contaminante) en la leche; otra hipotesis se basa en una posible
accion relacionada con la morfogénesis de la glaindula mamaria
basada en su capacidad de alterar el ciclo celular en cultivos de
lineas celulares de ratén, lo cual se efectivizaria por disminucion
de la expresion de la ciclina D. Esta hipétesis recibe el intere-
sante apoyo de haberse encontrado un receptor para la WAP en
lineas celulares de ratén. Por ultimo, se ha propuesto que la
WAP pudiera haber tenido una funcién antimicrobiana dada la
presencia de su estructura con 4 disulfuros. En otros contextos,
estas funciones son mencionadas mas adelante en relacién a los
aspectos evolutivos y generales de la WAP.

Hay que mencionar que estas estructuras repetitivas de algu-
nas proteinas, consistentes en varios sectores idénticos o casi
idénticos, se presentan no solamente en la WAPR sino también
en varias otras proteinas. Hay una gran cantidad de informacién
acerca de proteinas que se han originado y han evolucionado a
través de mecanismos de duplicaciéon génica y posterior muta-
cion en una de las copias que pasa a constituir un nuevo gen.
Asimismo la duplicacién intragénica de un exdén explica las es-
tructuras repetitivas de las proteinas a las que nos referimos.
Una consecuencia de ello es que estas estructuras, tal como se
las observa actualmente, contienen generalmente la historia evo-
lutiva de todo un grupo de proteinas actuales que conforman fa-
milias conspicuas a las que pertenecen. Estos aspectos son parti-
cularmente importantes en la evolucion de las caseinas.

El cuadro evolutivo presuntivo se perfecciona a través del
estudio de las estructuras de sus genes, sean éstos activos o si-
lenciosos. Si son activos la expresion en sus productos proteicos
nos proporcionan informacién sobre la funcién (eventual, si
nuestro conocimiento no es completo) que llevan a cabo. Aun
si los genes son silenciosos, y por lo tanto no existe una protei-
na que proporcione pistas acerca de su funcién, la similitud de
su estructura puede informar sobre la funcién probable y sobre
el tiempo transcurrido desde su silenciamiento. Como veremos,
las caseinas presentan estructuras repetitivas y genes silenciosos.
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Conviene mencionar que los cambios evolutivos descansan no
solamente en la apariciéon de nuevos segmentos, sino también en
la pérdida de algunos de ellos. No solamente se pueden ganar
nuevos exones por duplicacidon, sino que se pueden perder por
un proceso de mezclado que involucra a dos genes, en los cua-
les uno de ellos pierde un ex6én que puede incorporarse al otro.
Para el caso de los genes de las WAP, este proceso explicaria las
diferencias encontradas entre los monotremas, marsupiales y el
resto de los euterios.

De los ya mencionados sectores de la secuencia de amino4ci-
dos a los que se denomina motivos, muchos se distinguen por
caracteristicas especiales. Por ejemplo, algunos que son ricos en
cisteinas, y que caracterizan a la WAP, han sido encontrados en
varias otras proteinas o péptidos. Estas proteinas pertenecen a
dos grupos de acuerdo a sus funciones: uno de ellos tienen la
capacidad de inhibir proteasas y el otro se caracteriza porque
son proteinas que actdan en los casos en que se lleva a cabo
una remodelacién de tejidos.

Se sabe que la regulacién de la expresion de la WAP estd
claramente relacionada con la estimulacidon celular por parte de
hormonas lactogénicas. Esta estimulaciéon depende de la accién
sinérgica de prolactina, hidrocortisona e insulina.

Lactoferrina (Lf).— Esta proteina se encuentra en la sangre y
en varios tejidos. En el caso de la glaindula mamaria, su expre-
sion varia seglin la especie. Tiene una masa molecular de 80
kDa aproximadamente y posee varios dominios distintos. La le-
che de algunas especies contiene transferrina en lugar de lactofe-
rrina. La transferrina pertenece a la misma familia que la lacto-
ferrina y ambas tienen una gran semejanza. La lactoferrina tam-
bién se expresa en los neutréfilos donde estd contenida en sus
granulos secundarios. Es conocida la capacidad de la esta protei-
na de unir hierro, y en este sentido es la proteina liactea con
mayor capacidad para esta funcidn.

La lactoferrina tiene reconocida actividad antimicrobiana, lo
que ha sido atribuido en parte al secuestro de hierro que produ-
ce su deplecion en el medio en que se encuentra, lo que condu-
ce a su vez a la anulacién de su utilizacién por las bacterias.
Esta proteina capta los iones Fe3*, generalmente en forma con-
junta con el i6n bicarbonato.

Otro efecto antimicrobiano probable puede estar relacionado
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con la existencia en su estructura molecular de un dominio con
efectos cataliticos de serina-proteasa. Este dominio se encuentra
también en la molécula de la transferrina (data: UPKB/SP). Se
le atribuye asimismo efectos antiinflamatorios y capacidad de
contribuir a la regulacién del crecimiento celular y la diferencia-
cion.

La similitud de la lactoferrina de nuestra especie con la del
chimpancé es de un 99%, mientras que con distintas especies de
roedores la similitud estd entre un 62 y un 76%.

Entre otras numerosas funciones (Extracto de PubMed, 2009)
que se ha comprobado que la lactoferrina lleva a cabo, se en-
cuentran:

1) Una serie de efectos primarios o asociados relacionados
con la regulacion de la actividad celular y tisular. Por ejemplo,
el incremento de la formaciéon de hueso, y la capacidad de inhi-
bir la apoptosis de osteoblastos; la proteccién a los macréfagos
mediante la disminucién de la formaciéon de radicales hidroxilos
evitando el dafo a sus membranas; la modulacién de la prolife-
racion y la diferenciaciéon celular intestinal, asimismo la estimu-
lacién de curacién de heridas y modulacién de la inflamacién;
el control de los niveles y actividad de la proteina retinoblasto-
mica; la regulaciéon de activacion del gen pS53 a través de la in-
duccion de la cascada NF-kB; la proteccion de los glébulos rojos
contra el estrés oxidativo y la regulaciéon de su metabolismo gli-
colitico; la inhibicién de la actividad de serina-proteasas en la
leche, juntamente con la f—Cn; una expresiéon proteica depen-
diente de estrégenos; capacidad (o necesidad) de responder a
cambios de la morfologia celular y de la actina del citoesqueleto
para consumar su expresion.

2) En lo relacionado con actividades inmune innatas y con
respuestas especificas de defensa encontramos: promocién y re-
clutamiento de células presentadoras de antigenos en las respues-
tas inmunes especificas; un papel definido en la capacidad de los
polimorfonucleares en la inhibicién del crecimiento de conidios
de Aspergillus fumigatus, y efectos directos sobre la membrana de
Candida albicans; actividad contra el virus de la hepatitis C a
través de su unién a proteinas de membrana; efectos hidrolitico
sobre proteinas de membrana especificas de Haemophilus; asisten-
cia en la actividad de la microglia en la sustancia negra del
tronco cerebral, para lo cual depende del factor de necrosis tu-
moral (TNF); asimismo se han encontrado aumentos de sus con-
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centraciones en el liquido cerebro raquideo en casos de menin-
gitis, como asimismo en el liquido amnidtico en las infecciones
correspondientes; inhibicidon in vitro del virus del papiloma hu-
mano; también la capacidad de impedir la citoadherencia de
Plasmodium falciparum a los eritrocitos; actividad antiparasitaria,
conjuntamente con la lactoferricina, contra Entamoeba histolytica;
inhibicién de la penetracién de citomegalovirus en fibroblastos;
respuesta positiva, conjuntamente con la lisozima, a las bronqui-
tis créonicas en las vias aéreas; se ha observado una relacidon,
muy probablemente causal, entre los polimorfismos genéticos de
esta proteina y la susceptibilidad a las periodontitis, al herpes
simple y a las diarreas; inmunomodulacién de células cebadas en
la piel de equinos con hipersensibilidades a insectos micropreda-
dores.

Como se puede observar, la mayor parte de las funciones y
los efectos descritos corresponden a acciones que se llevan a
cabo en la sangre, liquidos intersticiales y tejidos, de manera que
su consideracion y extrapolacion a la leche o la luz gastrointes-
tinal del lactante estdn limitadas. Incidentalmente y como infor-
macion indicativa, se sabe que algunas de ellas podrian llevarse
a cabo en la pared intestinal.

Inmunoglobulinas.— Los tres tipos de inmunoglobulinas (Igs)
de mayor abundancia en el suero sanguineo, IgA, IgG e IgM,
también se encuentran en la secrecién lactea. Las diferencias
consisten sobre todo en que, varian sus presencias relativas a
través de la lactacion, como también es variable su concentra-
cion entre distintas especies. En este ultimo caso, a diferencia
con lo que pasa con otras proteinas de la leche, por ejemplo la
B—lactoglobulina, de la cual su distribucién taxondmica sigue un
patrén hasta ahora dificil de interpretar —como lo es la existen-
cia en algunos primates y no en la especiec humana—, la pre-
sencia de los tipos de Igs en distintas especies esta claramente
relacionados con caracteristicas bioldgicas constitutivas de cada
una.

Los mecanismos de defensa mas complejos, y en funciéon de
ello podemos decir mas evolucionados, los presentan los mamife-
ros. En este contexto, las Igs representan las estructuras molecu-
lares mas avanzadas en cuanto a reconocimiento de sustancias
que sean extranas o potencialmente dafinas.

Cuando nace la cria, su sistema inmune no ha tenido expe-
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riencia con las sustancias del mundo exterior y no ha generado
moléculas especificas para enfrentarlas. Si posee, en cambio, una
serie de moléculas y mecanismos inespecificos que reconocen los
patrones moleculares estructurales que caracterizan a los distintos
tipos de microorganismos. En este sentido son conocidas las
funciones de péptidos antimicrobianos y de enzimas antibacteria-
nas que también se hallan en la secrecidon lactea, tal es el caso
de las B—defensinas entre los péptidos y de la lactoperoxidasa y
lisozima entre las enzimas.

Las inmunoglobulinas que se encuentran en la sangre de los
recién nacidos provienen de la madre, quien las transfiere a la
cria en dos momentos distintos segin los grupos zooldgicos. La
forma en que se transmiten las Igs, ya sea antes del nacimiento,
o después del parto, depende del tipo de placenta que es propio
de la especie. Las caracteristicas que tienen las placentas entre
los mamiferos siguen una distribucién taxonémica muy clara.
Los artiodactilos tienen placentas epitelio-corial; los primates tie-
nen placentas tipo hemocorial; los roedores las tienen de tipo
endotelio-corial, etc. Las placentas de distintos tipos tienen dis-
tintos numero de membranas y diferentes grados de permeabili-
dad para el paso de las grandes moléculas. Cabe aclarar que la
permeabilidad a la cual nos referimos no estd basada solamente
en una cuestion fisica, sino también en un atributo bioldgico
que necesita de mecanismos de transferencia celulares que impli-
can la presencia de marcadores (transportadores) de membranas
a los que se unen especificamente las Igs a través de sus fraccio-
nes Fc.

Aquellas especies que tienen placentas con menos capas em-
brionarias y son mdis permeables, transfieren las Igs a través de
la placenta hacia la circulacién de la cria durante la dltima par-
te de la gestacion. Tal es el caso de nuestra especie y de otros
primates que tienen placenta hemocorial permeable al paso de
las Igs de tipo IgG. En estas especies, la secrecion lactea es rica
en IgA.

En el caso de las especies que poseen placentas con mayor
nimero de membranas, y no son permeables a las inmunoglobu-
linas, éstas son transferidas al neonato en las primeras horas
después del nacimiento y lo hacen a través del calostro que es
mamado por la cria. Tal es el caso de los ungulados, por ejem-
plo los bévidos y los équidos. En estas especies, la secrecion
lactea perinatal contiene una muy alta concentraciéon de IgG.
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Esta inmunoglobulina es absorbida en el intestino de la cria por
un mecanismo que tiene caracteristicas de pinocitocis y que cap-
turan las Igs a través de su unidén a receptores especificos a los
cuales se une la fraccion Fc de las Igs. Estas Igs pasan a la
sangre del recién nacido. En estas especies, la leche madura con-
tiene como inmunoglobulina dominante a la IgG. Las inmunog-
lobulinas de la leche provienen de la sangre o son producidos
por linfocitos B o células plasmaticas residentes en la glandula
mamaria.

Lisozima.— Como ya se ha mencionado, esta enzima se en-
cuentra en la leche de algunos mamiferos y ausente en otros. En
el caso de los camélidos, esta proteina no se expresa en las célu-
las secretorias de la glandula mamaria, aun cuando el gen corres-
pondiente estd presente. Cuando se encuentra actividad de lisozi-
ma en la leche de animales en los cuales esta proteina no se
expresa en la glaindula mamaria es porque proviene de polimor-
fonucleares que han penetrado a la luz alveolar.

La lisozima es una enzima ampliamente distribuida en los
animales y las plantas. Su principal actividad consiste en la hi-
drolisis de los enlaces glicosilicos existentes entre los residuos
alternantes que forman parte de la estructura de peptidoglicanos
de las paredes bacterianas, actividad denominada también mura-
midasica. Esta hidrdlisis conduce a la lisis de las células bacte-
rianas. La enzima ha sido estudiada en virus, bacterias, plantas,
protozoos, invertebrados y vertebrados. Dentro de éstos ultimos
ha sido especialmente investigada en los mamiferos. En éstos
forma parte de los sistemas de defensa inespecifica de la secre-
cioén lactea (Jolles y Jolles, 1984; Fernandez y Saad de Schoos,
1999; Ibrahim et al., 2001) en la mayor parte de las especies estu-
diadas. Es pertinente mencionar que esta proteina también puede
eliminar a las bacterias mediante un mecanismo no enzimatico
que consiste en la alteraciéon funcional de la membrana celular,
efecto que es independiente de la destruccién de la pared de
péptidoglicano (Diiring et al., 1999; Ibrahim et al., 2001; Gandhe
et al., 2007). Ademadas de lo mencionado también se han identifi-
cado proteinas de una alta similitud con las lisozimas que tienen
actividad bacteriostatica pero sin efectos liticos sobre las bacte-
rias Gram positivas y Gram negativas (Gandhe et al., 2007).

La determinacion de la actividad muramidasica en los labora-
torios se efectda en la inmensa mayoria de los casos mediante el



Las caseinas de la leche. Aspectos comparativos 47

método turbidimétrico o sea midiendo la lisis de una suspension
de bacterias susceptibles, habitualmente Micrococcus luteus, me-
diante la lectura de la disminucién de la densidad optica. La
simplicidad y rapidez del método lo ha convertido en uno de
los mas utilizados, con gran variedad de propoésitos (Jenzano et
al., 1986; McKenzie y White, 1986; White et al., 1993; Bachali et
al., 2002; Gandhe et al., 2007; Tyagi et al., 2007; Jiménez-Cantiza-
no et al., 2008), en diferentes aplicaciones de la biologia experi-
mental y aplicada. Este método presenta problemas especiales
que limitan su aplicacién segin se ha observado en nuestros la-
boratorios (Castro et al., 2009).

Esta enzima también ha sido estudiada y medida utilizando
sustratos solubles (hexa-metil-glucosamina; methylumbelliferyl-
triacetyl-chitotriose, etc.) (Banerjee et al., 1973; Yang y Hamagu-
chi, 1980; O’Brein y Colwell, 1987; Tsai, 1997; Eisenthal y Dan-
son, 1993; Viallet e al., 2002; Chongqiu y Luo, 2004). Con estos
métodos se respetan los postulados de Michaelis-Menten, deri-
vandose licitamente los valores K., V.., K ete.

La lisozima es, probablemente, una de las mas antiguas enzi-
mas bacterioliticas, segin lo prueba su amplia distribucién en
los seres vivos. Es pertinente mencionar que varias de las lisozi-
mas existente en distintas especies de plantas poseen actividad
de quitinasa. En este sentido hay que mencionar que existen va-
rias familias de quitinasas, y que solamente algunas de ellas estan
funcionalmente y estructuralmente relacionadas con las lisozimas
(Suibroto et al., 1999). Esta actividad estaria destinada a combatir
a insectos, sus larvas, y sobre todo a hongos fitopatégenos (Mar-
tin, 1990). Las quitinasas hidrolizan la unién p-1,4 entre los res-
tos de N-acetil-f—glucosamina de la quitina que se encuentran
en los hongos y el exoesqueleto de los insectos. En cambio,
como se sabe, las lisozimas hidrolizan las uniones p—1,4 entre N-
acetil-D-glucosamina y acido muramico de los peptidoglicanos
bacterianos. Adicionalmente debemos mencionar que existen en
diversas especies de plantas varias isoenzimas con actividades
quitinasa/lisozima; algunas mayormente inclinadas a los efectos
sobre quitinas y otras actian con mayor eficiencia sobre las pa-
redes bacterianas.

En los mamiferos existen por lo menos dos genes distintos
que codifican para lisozima. En el ratén se encuentran los dos,
denominados M y P, mientras que en nuestra especie se encuen-
tra la forma M. Desde el punto de vista de la estructura se han
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clasificado a las lisozimas animales en tres grandes familias: liso-
zima c (chicken), g (goose) y lisozima i (invertebrate), siendo
esta ultima particularmente variada (Xue et al., 2007).

Ademads de las actividades destinadas a la defensa contra mi-
croorganismos, hongos e insectos, la lisozima tiene en numerosas
especies la funcién de formar parte de los mecanismos digesti-
vos. Con este sentido es segregada por el epitelio intestinal en
animales que poseen una dieta fundamentalmente herbivora la
cual mantiene una amplia y variada poblacién simbidtica micro-
biana intestinal, constituida sobre todo por bacterias y protozoos,
que colabora en la digestiéon de las hojas y frutos ingeridos. Esta
poblaciéon estd en continuo y activo crecimiento y es digerida
casi integramente en sectores mads distales del tracto gastrointesti-
nal del organismo para aprovechar los aminodacidos, glicidos y
otros compuestos sintetizados por los simbiontes a partir de los
vegetales. La lisozima segregada con los jugos entéricos juega un
papel central en la destruccion de las bacterias simbidticas.

Ademas de los rumiantes tipicos, este mecanismo se encuentra
en monos y aves herbivoras, e incluso debe haber sido utilizado
por los dinosaurios (Dobson et al., 1984; Mackie, 2002). Es inte-
resante mencionar que la lisozima ortdloga del chimpancé es
idéntica 100% en su secuencia de aminodcidos a la enzima hu-
mana (data HomoloGen); las correspondientes de los roedores tie-
nen una similitud media de un 75% con la de nuestra especie.

La lactoforina o Componente 3 de las proteosas peptonas.— Esta
proteina que fue conocida por el nombre resultante de un pro-
cedimiento de aislamiento de lactoproteinas, ha sido hallada y
estudiada en la leche de vaca (Anderson, 1981) donde forma par-
te de la fraccién de las proteosas peptonas. También fue hallada
en la leche de cabra (Lister et al., 1998). Asimismo ha sido en-
contrada en leche de camella (Beg et al., 1987) y de oveja. Nues-
tro grupo de trabajo ha detectado en la leche de vicufia una
proteina que tiene caracteristicas que inducen a pensar que se
trata de la lactoforina.

Es una proteina que en la leche bovina tiene una masa mole-
cular de unos 15 kDa, estd unida a través de serinas a cinco
grupos fosfatos y estd glicosilada en tres lugares. Se ha comproba-
do que tiene una cierta accién inhibidora de la lipdlisis y que
forma parte de la membrana de los globulos grasos. A partir de
la informacién de la literatura sobre proteinas de la leche se
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desprende que, si bien es una proteina que se presenta en con-
centraciones facilmente detectables, solamente ha sido mencio-
nada en pocas especies.

LAS CASEINAS

Las caseinas han sido ampliamente descriptas y estudiadas en
la leche bovina. De este origen es en gran parte la informacién
existente y, en general las caseinas de leche de vaca se toman
como referencia para homologar las caseinas de las otras especies
de mamiferos (Eigel et al., 1984). En la ultima década la infor-
macion sobre genética molecular concerniente a este grupo de
proteinas se ha acumulado principalmente a partir del estudio de
las especies animales de laboratorio.

Dentro del estudio de las caseinas interesan varios aspectos,
estructurales, fisiolégicos, evolutivos, y ecoldgicos, en este ultimo
punto, sobre todo en lo que incumbe a influencia del medio en
la lactaciéon y sobre los componentes de la leche. Dentro del
campo fisiolégico, incluimos lo relacionado con la sintesis y se-
creciéon de los componentes lacteos.

Las caseinas son proteinas relativamente poco estructuradas.
Su elevado contenido de prolina hace que las cadenas polipepti-
dicas no puedan adoptar ficilmente las conformaciones espacia-
les necesarias para formar las a—hélices y hojas f—plegadas ca-
racteristicas de la estructura secundaria de la mayor parte de las
proteinas.

En la leche bovina se han descrito cuatro caseinas principa-
les: ag;-caseina, og,-caseina, B—caseina y k—caseina. De hecho,
todo parece indicar que en los mamiferos euterios placentados
solamente existen cuatro genes distintos que codifican para este
grupo de lactoproteinas. Esta aclaraciéon de referencia a los eute-
rios placentarios es pertinente porque el conocimiento de las ca-
seinas es insuficiente en las especies pertenecientes al grupo de
los marsupiales y los monotremas. Es necesario mencionar que
entre los placentados, la informacién existente sobre insectivoros
y edentados tampoco es muy amplia.

En los marsupiales, la f—caseina, si bien es una caseina cal-
cio sensible, no seria homéloga de la f—caseina de los euterios
(Kawasaki y Weiss, 2003). Por otra parte, en la leche de los ar-
madillos y de osa hormiguera hemos encontrado caracteristicas
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distintas a las correspondientes a otras especies de mamiferos
(Hernandez de Sanchez, 2008).

Aun dentro de los Euterios, el conocimiento de las caseinas
muy probablemente se limite a no mas de un 2% de todas las
especies existentes, y aun dentro de este porcentaje, solamente
un 20% corresponderia a la informacién sobre homologias cons-
tatadas mediante secuenciacion de los genes involucrados. De
ello se deduciria que unicamente sobre un 0,5 % de las especies
conocidas de mamiferos existe informacion relacionada con los
genes de caseinas que sea utilizable en los analisis filogenéticos.

Dentro de este panorama, y ain suponiendo una homologia
estructural de las caseinas de un 100% dentro de los Géneros, lo
cual es aceptable dadas las circunstancias, quedaria seguramente
mas de un 95% de informacidon sobre los tipos de caseinas y sus
relaciones que es desconocida.

Ademas de las proteinas intactas que se encuentran en la se-
crecion lactea es necesario mencionar algunas formas menores
que se originan a partir de la protedlisis de las caseinas prima-
rias por acciéon de proteasas presentes en la leche, y sean éstas
indigenas o pertenecientes a microorganismos invasores. Entre
estas proteasas se encuentra la plasmina, derivada del plasminé-
geno, componente normal en la leche de gran ndmero de espe-
cies. La plasmina se origina por activaciéon de dicha proenzima.
La plasmina ataca a la B—caseina y a las a—caseinas. Los poli-
péptidos resultantes de la protedlisis incluyen a la g-caseina, a
las proteosas peptonas, derivadas de la B—caseina (Egito et al.,
2002), y a la l-caseina, derivada de la ag;-caseina (Fox, 1982).
Nuestros trabajos con caseinas de vicufia demuestran la presencia
practicamente constante de estas bandas menores correspondien-
tes a péptidos de la B—caseina (Ruiz de Bigliardo et al., 2007).

Las caseinas pueden presentar heterogeneidad debida a varias
causas, entre las cuales se distinguen:

a) la variacién en el grado de fosforilacién, circunstancia que
afecta a las caseinas calcio-sensibles;

b) glicosilacién, variacion que se presenta casi exclusivamen-
te en la k—caseina;

¢) la polimerizacién por medio de uniones disulfuro, situacion
que no involucra a la B—caseina segin se vera mds adelante;

d) el polimorfismo genético debido a la existencia de alelos,
variaciéon que puede encontrarse en todos los tipos de caseinas.

Cabe aclarar que hasta ahora los polimorfismos genéticos que
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se han estudiado en este grupo de proteinas corresponden en un
90% a las especies domesticadas y de laboratorio. Estas variacio-
nes genéticas se conocen en profundidad entre los bévidos le-
cheros, no asi en los mamiferos silvestres, lo cual se basa en la
circunstancia, bastante obvia y ya mencionada, de que la obten-
cion de los datos poblacionales que se necesitan estd obstaculiza-
da por la accesibilidad al objeto de estudio. En este sentido la
mayor parte de los datos existentes corresponden a la informa-
cién que se consigue en los zooldgicos, o en reservas bioldgicas
con adecuada infraestructura. Esta Gltima condicidon solamente se
cumple para unas pocas especies de mamiferos.

Por otra parte, los datos que se obtienen a partir de tomas de
muestras a campo tienen la desventaja de desconocer la infor-
macioén acerca del parentesco entre los animales de los cuales se
obtienen las muestras.

Como se ha dicho, salvo la x—caseina que tiene un fosfato,
todas las caseinas estdn fosforiladas en grado variable. En los
bovinos, la ag;-caseina tiene ocho moles de fosfato por mol de
proteina. En la ag,-caseina, esta relacion molar se encuentra en-
tre diez y trece, y en la P—caseina puede ser hasta cinco moles
de fosfato por mol de proteina.

Sorensen et al. (2003) han encontrado un patréon de fosforila-
ciéon de la ag-caseina de la leche humana marcadamente diferen-
te a la correspondiente de los bovinos. La mencionada caseina
humana posee tres variantes en cuanto a la fosforilacién: una
forma no fosforilada, una monofosforilada y otra bifosforilada.
Es interesante el hecho que los sitios en que se encuentran los
fosfatos no se corresponden en su secuencia con aquellos de los
de la caseina bovina homoéloga. La f—caseina humana presenta
seis bandas electroforéticas que corresponden a seis péptidos que
tienen de cero a cinco grupos fosfatos por molécula cada uno
(Sood y Slattery, 2001).

La k—caseina es la menos fosforilada de los cuatro tipos, en
todas las especies en las que se la ha estudiado. Esta contiene
solamente 1 mol de P por mol de proteina. Los grupos fosfatos
de las caseinas constituyen el nexo de unién y retencién al cal-
cio y fosfato de calcio inorginico (Rasmussen et al., 1997), lo
cual permite que las micelas de caseinas tengan la cantidad mads
importante de fosfato de calcio entre las estructuras bioldgicas,
con excepciéon de las proteinas que forman parte de la matriz
Osea.
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En la seccidn referida a los origenes filogenéticos de las mo-
léculas de caseinas, volveremos a la relacién existente entre los
genes de caseinas y los correspondientes a otras proteinas fijado-
ras de calcio.

LOS POLIMEROS DE CASEINAS

Tres tipos de caseinas, o4 Cn, oy,Cn, v ¥—Cn, tienen la capaci-
dad de formar puentes disulfuro intermoleculares debido a la
presencia de cisteinas en su secuencia aminoacidica. La ag,-casei-
na de los bévidos contiene dos cisteinas por molécula y puede
aparecer en la leche en forma de dimeros formando puentes di-
sulfuro intermoleculares (Fox, 1982; Farrell et al., 2004). El ali-
neamiento de las cadenas puede ser tanto paralelo como antipa-
ralelo (Rasmussen et al., 1999). Esta circunstancia sobre la posi-
cion de las moléculas que se unen en dos disposiciones distintas
pone de manifiesto que no existen limitaciones rigurosas en la
conformacién respectiva al momento de establecerse la unidn.

La existencia de una sulfhidril-oxidasa en la leche explica la
tendencia a formar los oligdmeros de caseinas que se encuentra
en la mayor parte de las especies estudiadas (Herndndez de San-
chez, 2008). Talbot y Waugh (1970) y Slattery (1978) ya habian
atribuido la existencia de polimeros de k—caseina, cuyos mono-
meros estan unidos por puentes disulfuro, a dos causas que pue-
den o no ser concurrentes. LLa primera, a la que podemos lla-
mar tecnoldgica, se referia a la oxidacién por exposicion al aire
después del ordene. La segunda causa, que naturalmente produce
sus efectos en la secrecion lactea, se debe a la accién de —por
lo menos— una enzima, la sulfhidril-oxidasa (SOX). Esta enzima
ha sido purificada a partir de la leche de vaca (Janolino y Swais-
good, 1975) y de la leche humana (Hamosh, 1995). Es una meta-
lo-proteina que contiene hierro, y aparentemente se encuentra
vinculada a la membrana del globulo graso. Se sabe que cataliza
la oxidacién de los grupos sulfhidrilos usando O, como oxidante,
produciendo cantidades equimolares de H,0, y el disulfuro intra-
molecular correspondiente. Esta enzima denominada también
Quiescin Q6, tiene una masa molecular de aproximadamente 81
kDa. Como una ampliacién de los conocimientos en el tema,
Jaje et al., (2007) han descrito otra enzima presente en la leche
de vaca que tiene actividad de sulfhidril-oxidasa. Esta forma en-
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zimatica tiene una masa de 62 kDa, pertenece a la familia de
sulfhidril-oxidasa, pero no es una metalo-proteina, sino flavina-
dependiente. La actividad de la sulfhidriloxidasa se expresa en
varios tejidos de la economia de los Vertebrados cumpliendo
funciones relacionadas con la formacién de puentes disulfuro in-
tracatenarios.

La SOX ha sido estudiada en la piel humana (Yamada ez al.,
1987; Yamada et al., 1994), en las células testiculares humanas
(Aumuller et al., 1991) y en la clara de huevo de gallina (Hoober
et al., 1996; Hoober et al., 1999).

La secuenciacion de las aminoacidos de la ag-caseina de la
leche humana ha demostrado que ésta posee tres cisteinas (Cisys,
Cisgg y Cisjg4). Dos de ellas permiten que puedan formarse poli-
meros de ag; por medio de puentes disulfuro intercatenarios de-
jando una cisteina restante que podria unirse con la k—caseina
(Johnsen et al., 1995).

La k—caseina bovina contiene dos cisteinas por molécula
(Cisyy y Cisgg). La informacién existente indica que esta caseina
se presenta en bdovidos en la forma de polimeros de longitud va-
riable, en una distribucion de tamafno que va desde dimeros a de-
cameros (Talbot y Waugh, 1970). Cabe recordar que practicamente
toda la bibliografia sobre los oligdmeros de caseinas se restringe
a lo conocido en cuatro especies, de las cuales tres son bévidos
(vaca, cabra oveja), y la especie humana.

A partir de la informacion existente cabia suponer que la
multimerizacién de las caseinas podria llevarse a cabo mediante
procesos que impliquen:

a) distintos modelos en la misma especie, o bien

b) un patron que genere oligomeros con variado nimero de
mondémeros, o

¢) siguiendo una secuencia de polimerizacién que conduzca a la
aparicion de oligémeros con un numero creciente de unidades, o

d) que genere oligémeros con un numero fijo de moléculas
de caseinas.

Otra cuestiéon no resuelta consistia en determinar si existen
tendencias a formar los oligdmeros con uno, o mdas tipos de ca-
seinas.

Como veremos mdas adelante y a partir del estudio que hemos
llevado a cabo sobre los oligomeros de caseina, lo que parece
claro es que cada especie tiene un patréon propio en lo que res-
pecta a la estructura y constitucién numérica de cada oligémero.
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Segin Rasmussen et al. (1999), los grupos sulfhidrilos de las
cisteinas que no estdn involucrados en la formacién de polime-
ros no estan libres, ni unidos a otros compuestos tidlicos peque-
nos, sino que se encuentra formando uniones intracatenarias. La
aclaracion es pertinente porque ello demostraria que existe un
oportunismo por parte del sistema en aprovechar, dentro de cada
molécula, todas las posibilidades de establecer uniones.

Cabe sefialar que otras proteinas de la leche también pueden
intervenir en la formacion de los oligémeros, los cuales para el
caso corresponderian a hetero-oligémeros. En la vaca, la k—casei-
na ademds de formar homopolimeros, también puede formar
puentes disulfuro con la a-lactalbimina y con la og,-caseina
(Fox, 1982).

La medida en que lo hicieran y en cuales condiciones era
una cuestiéon abierta. Relacionado con lo anterior cabe mencio-
nar que los procedimientos tecnoldgicos en lactologia han permi-
tido conocer que, cuando la leche es sometida a calentamiento,
la k—caseina puede unirse a la f—lactoglobulina (Euber y Brun-
ner, 1982; McLean y Schaar, 1989). En todas las especies en las
que ha sido estudiada, la P—caseina carece de cisteina, por lo
que no puede formar puentes disulfuro con ninguna otra protei-
na (Fox, 1982).

De los cuatro tipos de caseinas, la k—caseina es la tnica que
estd glicosilada. Esta proteina es hidrolizada por la enzima qui-
mosina, la cual cliva la molécula en el enlace Fenilalanina;ys—
Metioninaog (Fio5- Mjgs), generando dos polipéptidos, uno hidro-
fobico N-terminal, denominado para-x—caseina y otro hidrofilico,
C-terminal que estd fosforilado y glicosilado, el caseinomacropépti-
do (CMP).

El CMP es muy heterogéneo y contiene todos los sitios en los
cuales se producen modificaciones postraduccionales de glicosila-
cién y fosforilacion de la k—caseina original (Malkoski et al., 2001).
Se ha visto que hay variacidn en el grado de glicosilaciéon que exhi-
be el CMP de las distintas variantes genéticas de k—caseina, tanto
en la leche de vaca como en la de cabra (Robitaille er al., 1991).

También existen diferencias entre especies (humana, vaca, ca-
bra y oveja) en cuanto a la estructura de los glicidos unidos a
la x—caseina (Robitaille et al., 1991; Brody, 2000). Por ejemplo,
en la especie humana no se encuentra N-glicolil-neuraminico,
uno de los tipos de acido sialico, el cual si se encuentra presen-
te en otros mamiferos. Aparentemente ello se ha producido a
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partir de una mutacién de la enzima CMP-acido sidlico hidroxi-
lasa que cataliza la conversiéon del N-acetilneuraminico a N-glico-
lilneuraminico (Brinkman-Van der Linden et al., 2000). Este
cambio de la especificidad de la enzima debe haber ocurrido en
el tronco de la Familia de los Hominidos porque si se la en-
cuentra en los grandes monos.

LAS MICELAS DE CASEINA

Las micelas de la leche son particulas multimoleculares com-
plejas constituidas en su mayor parte por proteinas, fundamental-
mente las caseinas, y por una parte importante de calcio y de fos-
fato de calcio. Su funcién principal es la de proporcionar a la cria
lactante los aminoacidos correspondientes y los nutrientes inorga-
nicos mencionados necesarios para la formacion del esqueleto.

Segun Walstra y Jenness (1989), la dificultad de “diseniar” las
micelas de caseinas radica en que deben contener una parte de
material, que aislado es muy insoluble (el fosfato calcico), por
una parte y, al mismo tiempo, que las caseinas calcio-sensibles
deben ser estables, es decir que no deben precipitar, y no deben
ser demasiado grandes. La tendencia a precipitar se debe a la
presencia de gran cantidad de calcio en el medio acuoso del
lactosuero, por una parte y a la naturaleza hidrofébica de las
caseinas [, O, V Og-

Por otro lado, cuando se encuentran en el estémago de la
cria, las caseinas forman un codgulo por la accién de la quimo-
sina y el medio acido. Existe un consenso general en suponer
que tal coagulacién es asimismo importante. A nuestro criterio,
este es un problema que permanece abierto; fuerza es mencionar
que, para cualquier otro tipo de proteina se acepta la situacion
mas bien contraria, que a partir de componentes que son inso-
lubles en primeras instancias se van generando durante la diges-
tion componentes que son mdas dispersos y solubles. Las condi-
ciones antes mencionadas a las que debe atender la micela de
caseina son bastante conflictivas y pueden explicar lo complica-
do de su estructura.

Si bien ha sido estudiado con bastante profundidad en la le-
che bovina y humana, el mecanismo preciso de formacién de las
micelas de caseina no ha sido completamente dilucidado. Ade-
mas, un modelo general del arreglo espacial de las caseinas en



56 F. M. FERNANDEZ & M. HERNANDEZ DE SANCHEZ

las micelas no ha sido atin completamente establecido. Probable-
mente una de las razones estriba en el hecho que los modelos
se construyen a partir de ensayos y datos experimentales que se
llevan a cabo sobre las micelas de especies determinadas de ma-
miferos (como no podia ser de otra forma), y las diferencias de
origen complican la solucidn.

La agregacion de las caseinas en las micelas se inicia dentro
del aparato de Golgi y continta durante el transporte hacia la
membrana apical de la célula secretoria del alvéolo mamario. A
partir de los trabajos de Chanat et al. (1999) se sabe que la o -
caseina es requerida para el transporte eficiente de las otras ca-
seinas desde el reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi. Se-
gln estos investigadores, la anulaciéon de la sintesis de esta ca-
seina en la glandula mamaria en la cabra produce supresiéon de
la secrecion y de la lactacion. Este hallazgo del efecto permisivo
de la o4 -caseina sobre la adecuada expresion de las otras casei-
nas ha significado un paso importante en la comprensiéon de la
interdependencia que guardan los procesos de sintesis de varias
proteinas lacteas con el mecanismo general de la lactacidon, pero
para poder generalizar sobre esta funcion es necesario un conoci-
miento méas acabado respecto a lo que ocurre en un espectro
mas amplio de especies.

Se han propuesto varios modelos sobre la estructura de las
micelas de caseina basados en las propiedades quimicas y fisicas
de las caseinas aisladas. La existencia de varias hipdtesis al res-
pecto proporciona una idea de la complejidad del problema.

En lo que sigue presentamos los modelos més difundidos en
la literatura sobre el tema estructural. El modelo de Parry y Ca-
rroll (1969) es el mas controvertido. En él se propone la existen-
cia de grandes agregados de k—caseina, unidos por interacciones
disulfuro, en dos localizaciones dentro del sistema l4dcteo: una
cierta proporcion de la x—caseina oligomérica estaria libre en el
lactosuero asociada a pequenas cantidades de ag;- caseina y B—ca-
seina. De esta manera, estas moléculas serian las mas accesibles
para el ataque de la quimosina y por lo tanto las responsables de
la iniciacion de la coagulaciéon de la leche. El resto de la x—ca-
seina actuaria como agente de nucleacién para las caseinas sen-
sibles al calcio, formandose grandes conglomerados. El calcio
insoluble uniria todo el sistema de las caseinas dando cierta rigi-
dez a las micelas formadas. En este modelo, la mayor parte de
la x—caseina estaria concentrada en el centro de la micela.
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El modelo propuesto por Talbot y Waugh (1970) representa la
micela como la distribucion en un agregado central de ag;-casei-
na y B—caseina unido por medio de las interacciones con el cal-
cio, y en la cual la k—caseina actuaria como coloide estabilizador
en la superficie del conglomerado, recubriendo toda la micela.
Este modelo tiene el mérito de haber colocado a la k—caseina en
el exterior de la micela, patréon de configuracién que se ha utili-
zado en la mayor parte de las hipotesis posteriores.

Dalgleish (1998) propuso que las micelas se comportan como
coloides y las compar6 con sistemas coloidales (tales como micro-
gotas de emulsiones y particulas de latex), cuyas superficies esta-
ban cubiertas por monocapas de proteina adsorbidas, ya sea por un
solo tipo o una mezcla de ellas. En este modelo las moléculas de
k—caseina se encontrarian en la superficie pero no la cubririan en
forma homogénea. El modelo sostiene que las moléculas de esta
caseina forman polimeros, unidos por puentes disulfuro, de dife-
rentes tamanos, de tal manera que quedan poros por los que pue-
den penetrar, o salir, otras moléculas. Esta capacidad de intercam-
bio entre las micelas y el lactosuero incluye también a la B—casei-
na, de la cual se ha observado que puede salir y entrar de la mice-
la, segiin descienda o aumente la temperatura.

En el sistema humano, la fraccién de caseinas sensibles al
calcio contiene muy poca cantidad de oy;-caseina (Rassmussen et
al., 1995), constituyendo la B—caseina el 99 % de las caseinas cal-
cio sensibles. Durante un tiempo se consideré que aparte de la
k—caseina, la B—caseina era la Gnica presente en la leche mater-
na de nuestra especie. El hallazgo de la og;-caseina y la completa
secuenciacion de su gen aportaron una informacién capital en la
comprensiéon de los mecanismos de la sintesis proteica de la cé-
lula epitelial secretora. A partir de la informacién actual sobre la
composicién caseinica de las micelas en nuestra especie no pare-
ce que la agj-caseina juegue un papel decisivo en el manteni-
miento de la estructura de las micelas.

La P—caseina es una proteina con diferentes grados de fosfo-
rilacion: desde 0 (B—caseina OP) a 5 (B—caseina SP). Dado que
mas de un 90% de las proteinas de las micelas correspondia a la
B—caseina, la importancia eventual que esta variacidon podria te-
ner con la estructura micelar o a su estabilidad, constituyé una
especie de enigma. Debemos mencionar que la f—caseina no es
la dnica que posee un grado variable de fosforilacién, las ag-ca-
seinas también lo exhiben. El posible efecto del grado de fosfo-
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rilacion de la B—caseina y del grado de glicosilacion de la x—ca-
seina sobre la formacién de la micela en la leche humana, ha
sido estudiado por varios grupos de investigadores (Dev et al.,
1994; Sood et al., 1992; Sood y Slattery, 2001; Sood et al., 2003).
Todos ellos llegaron a la conclusiéon que la k—caseina ocupa una
posicién superficial en la micela y por lo tanto puede regular el
tamano de la misma por su abundancia relativa. De hecho, al
disminuir el tamafo de la micela aumenta en forma relativa la
superficie respecto al volumen.

Actualmente, los resultados de estas investigaciones y otras vin-
culadas con el tema sugieren que el alto grado de glicosilaciéon de
la k—caseina humana puede proteger una gran superficie y permite
la formacion de las micelas mdas pequenas. Por otra parte las in-
vestigaciones mencionadas también revelaron que, aparte de las
interacciones hidrofébicas entre las dos caseinas (B y k), los gru-
pos cargados positivamente de la k—caseina pueden interactuar
con los fosfatos cargados negativamente de la f—caseina.

Segtin Ould Eleya et al. (1995), quienes ponen el acento sobre
la existencia de submicelas integrantes de las micelas, se observa
que en la leche de vaca, cabra y oveja, las submicelas parecen
ser similares, pero las micelas que éstas conforman son diferen-
tes. Las micelas caprinas tienen un espectro de tamafios mayor
que las bovinas y ovinas. Las micelas ovinas tienen una distri-
bucién de tamano mads estrecha y las particulas son mdas peque-
nas (alrededor de 80 nm de didmetro).

Todas las leches de los mamiferos estudiados hasta el momen-
to tienen por lo menos una caseina homoéloga a la k—caseina
bovina y otra homédloga a la B—caseina bovina. Con respecto a
esta circunstancia conviene recordar que si se comprobara en un
namero amplio de especies que la presencia de la ag;-caseina es
necesaria para la exportacion del resto de las caseinas es una
condicion imprescindible, entonces seran, por lo menos, tres las
caseinas que se expresan en la secrecion lactea de los euterios.

Se sabe que las interacciones caseina-caseina en la formacion
de las micelas probablemente sean el resultado de un balance
entre la repulsion electrostdtica y las interacciones hidrofébicas.
Las moléculas de caseina contienen un ndmero significativo de
ésteres fosfatos y si bien tienen una carga neta negativa, tienen
una gran cantidad de distintas cargas (+ y -) y todo un rango de
valores de electronegatividad, debidas a los aminoacidos, como
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asi también varios tipos de uniones (hidrofébicas, de Van der
Wall, electrostaticas, uniones de hidrégenos etc.)

Todo ello les permite una interesante interaccién con otros
péptidos y moléculas a partir de lo cual el conjunto gana en es-
tabilidad. Sobre estos otros péptidos y moléculas volveremos en
la secciéon en que trataremos sobre las proteinas asociadas a las
micelas de caseina.

El sistema permite que las cargas netas negativas sean neutra-
lizadas por la unién con Ca?* o por una disminucién en el pH.
En este caso, las interacciones hidrofébicas adquieren mayor re-
levancia y ello explica que las moléculas de caseinas sean “cal-
cio-sensibles”. En ausencia de un factor estabilizante estas casei-
nas sensibles al calcio forman grandes particulas y precipitan.

Un incremento en el pH aumenta la carga neta negativa y
previene su precipitacion. Una disminucion de la temperatura
por debajo de la correspondiente a la de la glandula mamaria
produce el mismo efecto porque reduce las interacciones hidrof6-
bicas.

Las micelas se forman cuando estd presente un factor estabi-
lizante, para el caso en la forma de una proteina glicosilada,
que contiene una porciéon hidrofébica. Ademads requiere que no
sea precipitada por el calcio y se encuentre en una concentra-
cion tal que, cuando interactia con el complejo caseinico para
formar una superficie no reactiva, el conjunto pueda constituir
una suspension coloidal. Como es sabido, este papel lo cumple
la k—caseina.

En lo que se refiere a la presencia de los distintos tipos de
caseina en la leche de diferentes especies hay indicios para con-
siderar que la ag-caseina podria ser constitutiva como ya se ha
mencionado en cierto nimero de especies, puesto que se ha visto
que se la necesita para que se produzca la (proporcionada) ex-
portacion de las micelas de caseina fuera del reticulo endoplas-
matico rugoso (Chanat et al., 1999).

La necesidad de contar con una adecuada cantidad de o, —ca-
seina, se pondria en evidencia claramente en aquellas especies
que, en virtud de la presencia de algunos de sus alelos (Null, 0)
son muy deficitarias en esta proteina, y ven claramente compro-
metida la exportaciéon del resto de las caseinas calcio-sensibles.
No esta claro si esta condicién de presencia de la citada caseina
aparentemente tiene la exigencia de un tamano molecular condi-
cionante dado que en la cabra existen variantes genéticas de este
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tipo de caseina con distintas masas moleculares (Bevilacqua et
al., 2002). Esta caseina interactia con las otras caseinas en el
RER formando un complejo que resulta necesario para el trans-
porte eficiente a través del Golgi (Chanat e al., 1999). Probable-
mente lo mencionado sea un caso especial inherente a la espe-
cie, que puede involucrar una dependencia cuantitativa del efec-
to observado, puesto que en la especie humana la concentracion
de o4 —caseina es muy pequefia y sin embargo la exportaciéon de
B—caseina es adecuada.

LAS MICELAS
Y LOS POLIMEROS DE CASEINA

Histéricamente, las uniones disulfuro no fueron consideradas
de importancia primaria en la estructura y estabilidad de las mi-
celas de caseina. Este concepto proviene de trabajos como el de
Talbot y Waugh (1970) que sugirieron que la polimerizacion de
la k—caseina estaba limitada por sus niveles de glicosilacién,
mostrando ademas que las k—caseinas SH (reducidas) monoméri-
cas eran igualmente efectivas en la formacion de micelas. Farrell
y Thompson (1988) sugirieron una relacién inversa entre el tama-
no de la micela de caseina y el contenido de k—caseina y encon-
traron que las micelas mds grandes contenian los polimeros més
grandes de k—caseina. Ello podria indicar que las interacciones
k—k son mayores en las micelas que tienen menos concentracién
de este tipo de caseina, lo cual parece un problema abierto.

La distribucién de la x—caseina en la superficie micelar no es
homogénea debido a que esta caseina se presenta como una
mezcla de polimeros con diferentes grados de polimerizacion,
por lo menos en algunas de las teorias y algunas de las especies.
De esta manera la superficie micelar probablemente contenga is-
las de k—caseina intercaladas con otras caseinas. Tal descripcion
de la superficie de la micela sugiere una posible explicacion
para un ndmero de reacciones que se producen en las mismas.
Por ejemplo, una distribucién predominantemente superficial, o
sea periférica, explicaria un acceso relativamente facil de la qui-
mosina a los sitios de las micelas en que se encuentra la k—casei-
na. Ello ocurre en el tracto intestinal del lactante durante el
proceso de la digestion.
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Segin veremos mds adelante, la variabilidad llama la aten-
cién: nuestros hallazgos demostraron que en algunas especies
solamente se presentan dimeros o trimeros de las caseinas que
forman los oligdmeros, en otras especies solo se expresan oligo-
meros de gran peso molecular. Es decir que no existe una ex-
presién generalizada de una mezcla de oligémeros con distintos
grados de polimerizacion.

Asimismo, a partir de la idea de esta distribucién de los poli-
meros de x—caseina en forma de islas en la superficie de la mi-
cela, se ha encontrado explicacién para algunas reacciones que
tienen importancia desde el punto de vista tecnolégico. Ello es
interesante por el hecho que la teoria coincide con lo que se
encuentra en la leche de las tres especies de bovidos lecheros.

Durante el calentamiento de la leche, para asegurar su calidad
en lo referente a destrucciéon de microorganismos, se producen
varios procesos. El efecto méds obvio es la desnaturalizacién de
las proteinas del lactosuero, las cuales sufren cambios conforma-
cionales. En la leche de vaca, la f-lactoglobulina se despliega y
exterioriza un grupo tiol reactivo que puede formar uniones di-
sulfuro con los grupos tioles expuestos de la k—caseina y a tra-
vés de puentes disulfuro realizar reacciones de intercambio con
la misma (Vasbinder et al., 2003). Por ello, el calentamiento de
la leche resulta en la formacién de una compleja mezcla de
agregados de proteinas del lactosuero y caseinas que le otorga a
la leche mayor estabilidad.

Si la capa molecular de “pelos” —constituidos por las cade-
nas de glicidos de la k—caseina— en las micelas es difusa o tie-
ne hendiduras, debido a la distribucién de la x—caseina sobre la
superficie micelar, la difusion de otras proteinas, entre ellas las
del lactosuero, puede ser facil y sin obstdculos.

Ademas en la leche de vaca, durante el enfriamiento (alrede-
dor de los 4°C) la PB—caseina puede salir de la micela por las
hendiduras de la superficie, lo cual es permitido por la mencio-
nada distribuciéon periférica de la k—caseina. Esto, por el contra-
rio, no sucede en la leche porcina, en la cual se disocia muy
poca o ninguna P—caseina de la micela al disminuir la tempera-
tura (Gallagher et al., 1997).

Como se puede apreciar la teoria de base y de aplicacién tecno-
légica es correcta toda vez que tiene en cuenta lo que se sabe so-
bre las leches pertenecientes a las especies de utilidad industrial.
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ACERCA DE LAS ESTRUCTURAS SECUNDARIA
Y TERCIARIA DE LAS CASEINAS
Y DE SUS ASOCIACIONES MUTUAS

La experiencia y el constante (y relativamente lento) avance
sobre el conocimiento de la estructura de las caseinas han con-
ducido a una situacién actual en la cual se puede intentar vali-
damente una descripcién de estas proteinas y de las micelas que
explique su particular naturaleza. Como veremos, la creciente
informacion sobre las estructuras de las proteinas en general au-
toriza a afirmar en este momento que la innegable relaciéon exis-
tente entre estructura y funcién en estos polimeros no significa
necesariamente suponer que la denominacidén (para el caso es-
tructuras secundarias y terciarias) implica la existencia de una
estructura concreta, ordenada, y plegada.

Las caseinas son proteinas no estructuradas, insuficientemen-
te plegadas, en las que no ha sido posible conocer su disposi-
cién tridimensional por la imposibilidad de lograr cristalizarla.
Ademads tienen una fuerte tendencia a asociarse entre ellas de di-
ferentes maneras, e incluso a formar oligémeros en forma cova-
lente (salvo la B—caseina) siguiendo patrones no identificados.
Una de las peculiaridades de las caseinas ligadas con las mencio-
nadas caracteristicas es la gran cantidad de prolina existente en
su secuencia aminoacidica.

Todo ello ha impedido la dilucidacién de una estructura per-
manente que permita atribuir funciones diferenciales a los dife-
rentes tipos de plegamientos eventualmente existentes (hélices o,
laminas P, giros B cortos, o largos) y a los dominios identifica-
bles. En este sentido, los mayores, y casi Unicos, aportes han
surgido de los campos de investigacion relacionados con la deter-
minacién de estructuras (secundarias, terciarias y asociaciones) a
partir de algoritmos que toman como base la estructura primaria
y la informacién derivada de las determinaciones espectroscopi-
cas (NMR, dicroismo circular UV-lejano, transformada de
Fourier del espectro infrarrojo, etc.). Respecto a los algoritmos
que se utilizan y la creacién de nuevos, los éxitos de su aplica-
cion son variables a juzgar por los estudios posteriores (Ginalski
et al., 2005; Helles, 2008) y probablemente estdn sujetos a una
seleccién natural de su eficiencia.

En lo que respecta a las caseinas, entre los trabajos sobre la
estructura secundaria que responden a la concordancia entre las
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principales caracteristicas bioquimicas antes mencionadas citare-
mos los de Kumosinski et al. (1991; 1993a; 1993b). A estos traba-
jos se han sumado decenas de otros que toman como validas las
hipotesis de estructuras propuestas y sostienen la explicacion de
otros tipos de relaciones moleculares de las caseinas (Curley et
al., 1998; Caessens et al., 1999; Farrell et al., 1999; Qi et al., 2005;
Chakraborty y Basak, 2008). Para comenzar, hay que mencionar
que es reconocida la naturaleza no-globular no-fibrosa de las ca-
seinas, denominada a veces globulo fundido.

Kuosinski et al. (1993q) atribuyen a la x—caseina bovina varias
caracteristicas entre las cuales se distinguen: a) la existencia de
dos laminas P antiparalelas en la principal region hidrofébica de
la molécula, el sector aminoterminal; b) la existencia de una
fuerte asociacidon entre la alta cantidad de giros y la cantidad de
prolina; ¢) la muy probable posicion de los giros en la superfi-
cie de la molécula; d) la ubicacion de estos giros en el extremo
de laminas B de caracteristica fundamentalmente hidrofébica; e)
la relacion entre estas laminas B y la auto asociacién de la k—
caseina, como asi también con las regiones hidrofébicas de las
otras caseinas que se encuentran hacia el interior de la micela;
f) la posible formacién de motivos que serian propios de las ca-
seinas consistentes en estos giros hidrofobicos basados en proli-
na. Vista desde un angulo adecuado la molécula semejaria un
caballo y su jinete, siendo el caballo (a grandes rasgos) la por-
cion hidrofébica, y las dos laminas [ las patas del caballo, de la
misma manera el jinete corresponderia a la porcién carboxitermi-
nal, hidrofilica. El sector que incluye la unién peptidica suscep-
tible a la quimosina (Phe;ys-Mte;os) se encontraria muy probable-
mente en una zona de o—hélice que tiene el minimo de ami-
noacidos necesarios para que ésta sea estable, la hidrodlisis por la
quimosina desestabilizaria la hélice contribuyendo a la separa-
cion del sector del glicomacropéptido.

Segin los autores mencionados (Kumosinski et al., 1993b), la
B—caseina bovina, a diferencia de xk—caseina, tiene un sector hi-
drofébico carboxilo-terminal, siendo hidrofilico el amino-termi-
nal. Esta proteina tiene un peso molecular de 23980 y tiene cin-
co péptidos (serinas) fosforilados. La molécula tiene una clara
distribucién asimétrica hidrofébica-hidrofilica. Tiene un alto con-
tenido de prolina las que estin distribuidas en la molécula en
forma no ordenada, pero mds abundante en la regién hidrofébica
carboxilo terminal. Asimismo esta parte hidrofébica tiene un giro
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mayor que permitiria el paso de agua en la molécula. Ello cons-
tituye parte de una caracteristica general que consiste en una
molécula poco empaquetada.

Segun estos autores (Kumosinski et al., 1991), en la estructura
de la oy;-caseina bovina (MW = 23619) pueden distinguirse, por
lo menos, cinco regiones. Empezando desde el extremo amino ter-
minal hay un segmento (I) corto hidrofilico; luego una lamina 3
de caracteristicas predominantemente hidrofébica (II); a continua-
cion, una region (III) donde se encuentran ocho péptidos fosfori-
lados. Este sector contiene doce grupos carboxilicos 4acidos, una
porcioén corta tipo a—hélice que conecta con los sectores siguien-
tes. En los sectores II y III existen dos sitios susceptibles al ataque
por quimosina. Los sectores IV y V son claramente hidrofébicos
y con hebras B extendidas, presentan tres sitios de enlaces en que
puede atacar la quimosina, pero por su ubicacién estin menos
expuestos que los otros. Los residuos comprendido entre 100 hasta
199 son claramente hidrofébicos y serian los responsables de la
auto-asociacién espontidnea que presenta esta caseina, como asi
también de la afinidad y vinculo a las otras caseinas en las mice-
las. La region carboxilo terminal presenta hebras B extendidas que
se asociarian con laminas f de la k—caseina.

Este y otros trabajos en los cuales se acentda la necesidad de
profundizar la informacion sobre las estructuras secundarias co-
nocidas no son incompatibles con un nuevo enfoque que privi-
legia los aspectos relacionados con la falta de una estructura fija
y determinada para estas proteinas. En este sentido, son particu-
larmente interesantes los trabajos sobre el tema que consideran
como constitutivo y eficiente para su funcion la falta (ausencia)
de un orden total en la constituciéon de la estructura secundaria y
terciaria de algunas moléculas proteicas. Tales proteinas ya han
sido reconocidas como proteinas (o péptidos) intrinsicamente no
estructuradas (IUPs) o proteinas intrinsicamente desordenadas
(IDPs) (Fuxreiter et al., 2007). Las regiones desordenadas de estas
proteinas pueden contener cortos motivos lineales de reconoci-
miento que pueden unirse a otros péptidos que especificamente
los reconozcan y a partir de esta unién pueden producir el ple-
gamiento (o sea el ordenamiento) del sector desordenado de la
molécula. Es decir, se trata de un proceso de plegamiento asocia-
do a la unién con el ligante. Ello ocurre con numerosas molé-
culas de las vias de sefnalizacion intracelular. Para dar un ejem-
plo dramitico de la funcién de este tipo de proteina puede ci-
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tarse el caso de la proteina p53, reconocida como supresora tu-
moral. Esta proteina tiene las caracteristicas de: falta de rigidez,
capacidad de asociacidon con varias proteinas que conjuntamente
constituyen factores de transcripcién de unién al ADN y de ser
inactivada en su funcién por mutaciones que afecten su secuen-
cia (Bell et al., 2002, citado por Prosinecki et al., 2007). Ello in-
cluye a las mutaciones que conviertan a la proteina en mas orde-
nada. Este es un ejemplo de una proteina no plegada, no orde-
nada, que exhibe la exigencia de conservar este estado para ser
funcional. Con un adecuado enfoque funcional, Prosinecki et al.
(2007) distinguen entre las proteinas que permanecen desordena-
das en estado fisiologico y aquellas que luego de la unién a sus
ligandos llevan a cabo un cambio conformacional que las torna
mas ordenadas.

La existencia de proteinas desordenadas, y parcialmente des-
ordenadas ha llevado a la construccion de herramientas destina-
das a descubrir y distinguir los desordenes estructurales en las
moléculas proteicas (Csizmok et al., 2007) puesto que las predic-
ciones sobre su existencia en el genoma humano sugieren que
probablemente alcancen un millar. Asimismo se ha propuesto un
nuevo tipo de asociacion entre proteinas que involucra a la
union de proteinas a través de regiones no ordenadas (Tompa et
al., 2009). Estas asociaciones (funcionalmente bindings) se pueden
llevar a cabo de dos maneras, las cuales (basindonos en lo ya
mencionado) pueden consistir en: a) uniones en las que a medi-
da que se lleva a cabo el reconocimiento y el acoplamiento, se
genera un cambio de conformacién tal que el sector se torna
ordenado, o sea que se lleva a cabo una transicién de estado
desordenado a estado ordenado; o b) aquellas en las que el esta-
do de desorden persiste después del reconocimiento y unidn.
Tompa et al. (2009) citan mas de una docena de ejemplos de do-
minios desordenados en otras tantas proteinas que tienen funcio-
nes de reconocimiento. Uno de los aspectos mds importantes en
este campo es el hecho que los sectores homélogos con funcio-
nes de reconocimiento/sefializaciéon tienen la caracteristica de
poseer un gran ndmero de secuencias con un altisimo grado de
similitud, es decir de ser evolutivamente muy conservativos, a
pesar de la falta de ordenamiento de las regiones. Estos aspectos
son importantes para comprender algunos de los problemas que
se presentan en la interpretacion de las micelas de caseinas, se-
gin veremos mas adelante.






— Tercera parte —

La evolucion de la lactacidon

La informaciéon que se desprende de las investigaciones y de
las opiniones de Fedorov er al. (1998), Oftedal (2002a; 2002b),
Peaker (2002), Kawasaki y Weiss (2003), Kawasaki et al. (2004), y
Neville (2005), llevan a elaborar un cuadro que nos parece bas-
tante 16gico sobre la forma en que se habria desarrollado la evo-
lucion de las caseinas sensible a la precipitacion por calcio, y en
consecuencia, de la evolucién de las micelas, salvo algunos po-
cos aspectos puntuales que no seguimos, pero se aclaran en lo
que contintia. Todo el cuadro es inseparable del proceso evoluti-
vo de la apariciéon de los mamiferos y de la lactacidn.

Las lineas filéticas definidas que llevaron a la consolidacion
del mecanismo de la lactaciéon en las distintas formas en que se
presentan en la actualidad en los Euterios se esbozaron hace
mas de 300 millones de afios, durante el final del Pérmico cuan-
do se generaron, a partir de un antecesor comun, dos grupos,
Sauropsidos y Sindpsidos. Ambos compartian la novedosa estruc-
tura del huevo amniota, y llegaron a constituir los grupos mds
complejos, por sus estructuras y funciones, en la evolucién de
los Vertebrados.

El huevo amniota fue un avance significativo y con una
enorme potencialidad, en la evolucién. A diferencia de las otras
formas de zigoto desarrollado, éste poseia, conjuntamente, mem-
branas extraembrionales y capas externas adicionales, para el in-
tercambio gaseoso, para el manejo de nutrientes que tiene alma-
cenados, para el depdsito de desechos, y para la retencién de
agua. Entre otras ventajas, ello significaba la independencia de la
postura de los huevos con respecto al agua.

A partir del “grupo amniota”, por una parte, se diferenciaron
los Sauropsidos, que incluian a los didpsidos (cocodrilos, dino-
saurios, aves y escamosos), a las tortugas y sus antecesores, y a
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otros grupos extintos (Protothyridae y Captorhinidae). Por otra
parte, se originaron los Sindpsidos que radiaron en media docena
de grupos definidos a nivel de Familia. Debido a la ausencia de
huevos fésiles en estos grupos, desde fines del Carbonifero hasta
el Triasico Inferior, se supone que los huevos que ponian y que,
de diversas maneras incubaban, tenian una cdscara apergaminada,
no calcarea. Para no incurrir en un error de falso negativo, es
necesario sefialar que, si bien la mencionada falta de hallazgos
de huevos con cubierta calcarea puede estar indicando una gene-
ralizada ausencia, no se puede descartar que algunos grupos me-
nores pudieron haber poseido huevos con este tipo de cubierta,
los cuales hasta ahora no han sido descubiertos. Es interesante
que se han encontrado huevos con una muy delgada cubierta
calcdrea, lo que estd indicando que la susceptibilidad a la ruptu-
ra no era un problema limitante.

Uno de estos grupos di6 origen a los Terapsidos, dentro de
los cuales se generaron los Cinodontes que vivieron desde fines
del Pérmico hasta mediados del Triasico. Estos también habrian
tenido huevos apergaminados (pergaminoides). Fueron los Cino-
dontes los que constituyeron el grupo que mas innovaciones pre-
sentaron como dote de caracteristicas que luego serian constituti-
vas de los mamiferos.

Esta larga existencia de cuarenta millones de anos de las dis-
tintas y sucesivas especies que conformaron el grupo de los Ci-
nodontes permitié la generacion de caracteres novedosos y espe-
ciales, parte de los cuales podemos solamente inferir, los que
fueron la base del desarrollo de los mamaliformes.

Las caracteristicas que revelarian las tendencias evolutivas
mencionadas (de las cuales algunas pueden ser probadas y otras
surgen por evidencias indirectas) habrian sido:

a) la incubacién de los huevos (aumento de la temperatura en
varios grados);

b) la bolsa marsupiode, la cual aparecié varias veces en las
lineas que condujeron a los mamiferos; esta caracteristica esta
relacionada con gran frecuencia con la siguiente;

¢) la presencia de huesos epipibicos que han sido encontra-
dos en varias especies fosiles que pertenecen a grupos relaciona-
dos con las vias evolutivas que conducen a los mamiferos;

d) las secreciones de la piel para humedecer y proteger los
huevos, lo cual ya debe haberse presentado en los predecesores
Terapsidos.
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En lo que se refiere a caracteres morfolégicos que aparecieron
desde los Sinapsidos, pasando por los Terapsidos hasta los Ma-
maliformes (antiguamente denominados “reptiles mamiferoides”),
se encuentran:

a) la adquisicion de las camaras nasales anteriores con los
maxiloturbinales,

b) las funciones asociadas a estas formaciones nasales dado
que permiten conservar agua y probablemente contribuir a la
regulacion de la temperatura, y ya eran conspicuas en los Cino-
dontes; esta regulacion, para ser mds precisos, se lleva a cabo en
algunos mamiferos modernos en casos de hipertermia mediante
el enfriamiento de la sangre que se dirige al cerebro;

¢) la apariciéon de huesos bien vascularizados, los cuales tie-
nen crecimiento continuo, no estacional, y se observan en los
Dicinodontes, Terocefalidos y Cinodontes;

d) la aparicién de un paladar secundario, que se muestra en
los Dicinodontes, los terocefdlidos y los Cinodontes; este rasgo
indica que contaban con un metabolismo energético mas alto al
permitir un intercambio gaseoso continuo, y de alli la posibili-
dad de mantener una cierta homeotermia, lo cual implicaria la
capacidad de regular la temperatura, por lo menos dentro de
ciertos limites;

e) la reduccion de las costillas lumbares, que se observa en
los Cinodontes, lo cual estd asociado a la presencia de un dia-
fragma entre la cavidad pulmonar y abdominal e indica una
mecanica respiratoria mas eficiente que permite la endotermia y
muy probablemente la homeotermia;

f) cambios en la pelvis y los miembros, que permiten que la
forma del paso en la locomocion se base en movimientos de las
extremidades en el sentido adelante/atras, estando el arco de giro
en situacion vertical, y no en situaciéon horizontal donde el
movimiento circular se realiza al costado, como es el caso de los
anfibios y reptiles actuales;

g) hay que mencionar que los Cinodontes mostraron reestruc-
turacion de huesos mandibulares, lo cual mejoraba la capacidad
de la masticacion, atributo que debe haber incrementado enor-
memente el abanico de presas posibles y un posible procesamien-
to més eficiente del alimento ingerido.

Es necesario enfatizar que el listado de caracteristicas que se
presenta tiene valor en la medida que, como conjunto, indican
la posibilidad cierta de acceder a una condicidon bioldgica avan-
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zada que sustente y exija una forma distinta de alimentacidén
neonatal. Sin embargo cabe mencionar que otros grupos de Ver-
tebrados amniotas también lograron algunas de estas caracteristi-
cas aisladamente, por ejemplo, numerosos géneros de dinosaurios
han poseido huesos vascularizados, de crecimiento continuo,
como asi también algunos de ellos desarrollaron cambios en las
pelvis y el fémur tales que les permitian el movimiento de giro
en un plano vertical para la locomocién.

Cabe indicar que una circunstancia fortuita, probablemente
astronémica, provocé al final del Pérmico, una extincién en
masa que acabd con la mayor parte de los Terapsidos salvo algu-
nos Cinodontes que se diversificaron luego al final del Triasico.
Los descendientes de estos Cinodontes originaron el grupo de los
Mamaliformes, sobre los cuales existe general consenso que de-
ben haber tenido caracteristicas que, por una parte, no solamen-
te eran compatibles con, sino hasta necesarias para el desarrollo
de la lactacion, en esa etapa de la evolucion.

Por el tipo de dentadura se puede sostener que eran insectivo-
ros. El tamano de los restos fosiles revelan que las distintas espe-
cies pesaban entre unos tres gramos, hasta unos 300 gramos las
grandes, y unas pocas especies alcanzaban un peso mayor. Segura-
mente eran agiles y podian trepar por los arboles. Asimismo se
puede afirmar que eran endotermos y que, muy probablemente,
tenian un metabolismo energético similar a la de los Insectivoros
actuales. Los aspectos comparativos hacen suponer que eran ani-
males nocturnos y tenian el cuerpo cubierto de una densa pelam-
bre (Oftedal, 2002). Se ha demostrado que poseian huesos epipibi-
cos, los cuales ya estaban presentes en los Cinodontes avanzados.
Este detalle hace presumir que tenian una bolsa marsupiode que
permitia el transporte y proteccion de las crias.

Existe otro detalle, que no es menor, que coincide con el
cuadro expuesto sobre el origen de la lactacion y de los mamife-
ros. Corresponde a los cambios estructurales vinculados al huevo
y su gestacion durante estos periodos. Tales cambios deben haber
acaecidos concomitantemente con los genéticos. Segin Brawand
et al. (2008), los genes que regian la expresion de las vitelogeni-
nas (VTGs) propias de la yema de los huevos propios de los
antecesores de los mamaliformes deben haber ido desapareciendo
del genoma de los descendientes de estos grupos mads primitivos.
Estos autores consideran que este es un proceso que se inicid
hace 200 millones de anos y que concluy6é hace 50 a 75 millones
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de anos. Los estudios de la presencia de los tres genes de VTG
posibles demostraron que solamente queda uno que se expresa en
los prototerios. En los marsupiales y euterios placentados actua-
les solamente quedan restos de exones e intrones o de pseudoge-
nes que revelan su origen pero que no son activos. El pseudogen
presente en los marsupiales demostraria una desaparicion mas
reciente.

Dada la existencia de distintas concepciones sobre el alcance
de la definicién paleontolégica del tax6n Mammalia, es conve-
niente en este punto hacer una breve digresion. Kemp (2005) ha
propuesto una definicién clara y practica que contempla todos
los caracteres de los sucesivos grupos relacionados con la evolu-
cion de los mamiferos, privilegiando algunos caracteres a los fi-
nes de delimitar el grupo. En este sentido considera que deben
denominarse mamiferos a los sinapsidos que poseen una articula-
cién mandibular dentario-escamosal y que llevan a cabo una
oclusion entre los molares inferiores y superiores con un compo-
nente transversal al movimiento. De esta manera conformarian
un clado en el que estarian incluidos el antecesor comin de Si-
noconodon, los mamiferos vivientes y todos sus descendientes.
Los animales pertenecientes a este género vivieron hace 205 mi-
llones de anos en el Tridsico.

Todos los caracteres antes mencionados, y los propios de las
especies mamaliformes que se generaron a partir de ellos, autori-
zan a pensar que lactaban y que esta secrecion lactea poseia
propiedades nutritivas y antimicrobianas. En este sentido es al-
tamente probable que la leche contuviera lactosa, pero no gluco-
sa. Este disacdrido tendria la doble finalidad de proporcionar
energia y de regular la osmolaridad de la secrecion en los con-
ductos galactéforos. En lo que se refiere a los mecanismos de
defensa inespecificos, la secrecion lictea de los mamaliformes
debe haber poseido oligosacaridos antimicrobianos en gran canti-
dad, asi también lisozima y, muy probablemente lactoperoxidasa.

La lactoperoxidasa por su parte, es una variante paraloga de
la mieloperoxidasa, y de la peroxidasa de los eosindéfilos. La
lactoperoxidasa tiene una masa molecular de unos 70 kDa; la de
origen bovino estd glicosilada en un 10%. De acuerdo a los estu-
dios sobre la filogenia de estas enzimas, la lactoperoxidasa seria
mas antigua que la mieloperoxidasa y la peroxidasa de los eosi-
néfilos (Loughran et al., 2008). Ello es compatible con la presen-
cia de la lactoperoxidasa en aquellas secreciones de los Vertebra-
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dos que son mds antiguas que la secrecion lactea. Las tres estdn
relacionadas con la tiroperoxidasa y la peroxidasa de la glindula
tiroidea. Todas ellas son hemoproteinas y la estructura de sus
genes guardan una gran similitud, lo que hace pensar que tienen
un antecesor comtn (O’Brien, 2000). Estos genes se encuentran
en la especie humana en sitios cercanos en el cromosoma 17.

En cuanto a la funcién enzimdtica, la lactoperoxidasa necesita
de un par de moléculas que deben estar presentes para producir
sus efectos: el peroxido de hidrégeno ( H,0,) y el i6n tiocianato
(SCN—). El agua oxigenada puede generarse en la secrecion lac-
tea, ya sea a partir de los leucocitos presentes o, en muchos ca-
sos, producida por el metabolismo de la misma bacteria que seria
su victima. El i6n tiocianato es un compuesto de la leche pre-
sente en concentraciones variables, pero que no guarda necesa-
riamente correlacion cuantitativa con la actividad de lactoperoxi-
dasa (Saad de Schoos e al., 1999). Este compuesto se lo encuen-
tra en la leche cuando ésta contiene lactoperoxidasa. En presen-
cia de per6xido de hidrégeno, la enzima se “oxida”. Este es un
estado que la proteina puede transferirlo al tiocianato, el cual se
oxida a hipotiocianito. La molécula de hipotiocianito es alta-
mente reactiva y puede a su vez oxidar facilmente a algunos
componentes de la membrana bacteriana, produciendo su anula-
cion funcional. La lactoperoxidasa se encuentra en la secrecién
lactea de la mayoria de las especies conocidas.

La lisozima, a la cual ya nos hemos referido en la parte de
proteinas del lactosuero, es una enzima muy ubicua: es significa-
tivo que se la encuentra en todos los animales donde se la ha
buscado; tiene efectos bacterioliticos y bacteriostaticos, de mane-
ra que su presencia es un hecho seguro en una secrecion desti-
nada a mantener un espacio libre de bacterias en estos animales
durante la evolucién de la lactacién. Por lo tanto, es logico su-
poner que debe haber formado parte de los componentes de la
secrecion lactea desde los primeros tiempos de su evolucion.

Los oligosacaridos actuales de la leche tienen variadas estruc-
turas, la mayor parte de los cuales guarda relaciéon con los mar-
cadores presentes en las membranas epiteliales que corresponden,
en el epitelio intestinal, a receptores con distintas funciones.
Como una consecuencia no querida, estos receptores pueden ser-
vir para el anclaje de bacterias potencialmente patégenas. A par-
tir de ello, se explica que en forma absolutamente generalizada,
en todos los mamiferos se cumple la presencia de oligosaciridos
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de la leche que bloquean los sitios bacterianos que pueden servir
para penetrar el epitelio gastroentérico. De esta manera, el con-
tar con una coleccion de moléculas capaces de unirse a sitios
especificos de las bacterias, se proporciona una manera eficiente
de bloquear la invasién microbiana.

ORIGEN DE LA GLANDULA MAMARIA

Segtin Oftedal (2002a), quien apoya sus opiniones en una inte-
resante bibliografia con que acompana su revisién, es muy proba-
ble que las glandulas mamarias constituyan estructuras derivadas
de glandulas apdcrinas. Sobre este tema existen por lo menos
dos opiniones dominantes, habiendo recibido la hipdtesis alter-
nativa —el origen de las glandulas mamarias a partir de las glan-
dulas sudoriparas— un extendido apoyo por parte de cientificos
que opinaron sobre la cuestion. El origen apodcrino de las glan-
dulas mamarias es sustentable por varias razones basadas en las
similitudes existentes entre ellas:

a) las glandulas de las especies antecesoras habrian estado
asociadas a los foliculos pilosos como lo estin actualmente las
glandulas mamarias de los marsupiales y los monotremas;

b) ambos tipos de gliandulas tienen epitelio simple;

¢) tanto las glindulas mamarias como las glindulas apdcrinas
poseen células mioepiteliales, o sea que pueden vaciar su conte-
nido sincronizadamente,

d) la secrecion lactea tiene componentes apocrinos y de exo-
citosis;

e) la maduracion de la actividad secretoria esta asociada con
cambios enddcrinos que se llevan a cabo durante el desarrollo
del individuo;

f) el volumen celular secretorio sufre poco incremento duran-
te el periodo de actividad.

EVOLUCION DE LAS CASEINAS

Actualmente se tiene informacién sobre la estructura de los
genes y de las proteinas presentes en la secrecion lactea de un
grupo reducido de especies. Afortunadamente los estudios siem-
pre son dirigidos, y para el caso los principales objetivos siem-
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pre han estado centrados en proteinas que representan la parte
mas importante de las funciones de la lactaciéon. En ellas se des-
tacan: a) las que por su estructura y abundancia explican su pa-
pel en la nutricion, como es el caso de las caseinas, b) las que
por su especificidad sirven a las funciones de defensa o de ho-
meostasis como son las inmunoglobulinas y las enzimas antibac-
terianas, y c¢) las que por su expresion absolutamente restringida
a la glandula mamaria aseguran su absoluta dependencia de los
mecanismos moleculares vinculados a los genes que intervienen
en tiempo y forma en la funcién de lactacién.

Los estudios de la secuencia de nucleétidos de los RNAm de
caseinas de rata, ratén, cobayo y vaca, han revelado cierta diver-
gencia especifica entre las secuencias de nucleétidos. Este anali-
sis ha sido afinado cuando se completaron las secuencias com-
pletas de los genes, lo cual comprendia, ademas del sector codi-
ficante, lo relacionado con los intrones y otros sectores no tra-
ducidos en la proteina madura. Esta divergencia no es extrana ya
que las caseinas representan una de las familias de proteinas en
las cuales la evolucién molecular, representada por la tasa de
sustituciéon de aminoacidos por unidad de tiempo, es una de las
mas riapidas que se ha estudiado (Rosen, 1987). Sin embargo ac-
tualmente, a partir de la informacién existente y de los nuevos
criterios que se han generado basados en esta informacidn, exis-
ten herramientas y razones mdas amplias para establecer las ho-
mologias y las similitudes que expliquen los origenes filogenéti-
cos de las actuales proteinas.

Volviendo al sector traducido de los genes debemos mencio-
nar algunos hechos (para el caso estructuras, algunas de ellas en
sectores no traducidos) que compensan la mayor variabilidad
encontrada en algunos sectores de las secuencias mencionadas.
Estas estructuras conservadas son: a) regiones de RNAm de las
caseinas sensibles al calcio (o4 -caseina, ag,-caseina y B—caseina)
que son altamente similares y que involucran a las secuencias
correspondientes a las zonas de la molécula donde se lleva a
cabo la fosforilacién, b) las estructuras de los exones e intrones,
especialmente la zona limitrofe entre éstos que tiene caracteristi-
cas especiales que muestra un origen comun para, por ejemplo,
las caseinas calcio-sensibles, ¢) la region no codificante 5, y d)
las secuencias de las zonas del péptido senal las cuales son muy
conservadas en todos estos genes. Es destacable que todas ellas
son bioldgicamente importantes, incluida la conservacion de los
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sitios de fosforilacion que es de critica importancia para su fun-
cion en el transporte y union al fosfato cilcico de la leche. Por
otra parte, la tinica caseina no sensible al calcio, la k—caseina,
muestra en su secuencia que el lugar donde actiia la quimosina
(Fi95s Mjgs), es altamente conservado en casi todas las especies
estudiadas.

El conocimiento de las secuencias de las distintas partes de
los genes de las caseinas (los exones, incluyendo las regiones no
traducibles, las correspondientes al péptido senal y los intrones)
es ineludible por motivos que tienen que ver con la relacién
que guarda su origen filogenético con el correspondiente de otras
proteinas. Respecto a este punto cabe adelantar que las tres casei-
nas calcio-sensibles tienen origenes comunes, a lo cual vamos a
referirnos en esta seccion. Respecto al origen de la x—caseina, si
bien hay argumentos en el sentido que pudiera estar relacionada
con las otras tres, el problema todavia parece estar abierto.

ORIGEN DE LAS CASEINAS
CALCIO-SENSIBLES

Entre las hipoétesis sobre el origen de las caseinas calcio-sensi-
bles se encuentra la que sostenia que aquellas pudieran haberse
originado a partir de un gen ancestral correspondiente a una cha-
perona o a una proteina de shock térmico. La idea parecia haber
encontrado un cierto grado de consolidacién a partir de los resul-
tados de trabajos de Bhattacharyya y Das (1999) sobre algunas pro-
piedades de la ag;-caseina. En base a ensayos experimentales, los
mencionados autores sostenian que estas proteinas tienen la capa-
cidad de actuar como chaperonas. Asimismo, en cuanto al origen,
se argumentaba alrededor de una secuencia de etapas, las cuales
por si mismas deben ser consideradas como muy probables. El
desarrollo se concebia como un proceso en el que una duplicacién
de un gen inicial (una chaperona original) y la ocurrencia de que
una posterior diferenciacion en una de las copias del gen original
habria permitido que el gen se activara especificamente en las cé-
lulas epiteliales de la glandula mamaria. Ello habria abierto la
posibilidad de que la(s) proteina(s) (una protocaseina) se
sintetizara(n) en grandes cantidades y se exportara(n) por las se-
creciones de la (proto) glandula mamaria. Las duplicaciones y
cambios posteriores en los genes habrian llevado a la generacion
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de los distintos tipos de caseina (o), 0s; ¥ B). En cuanto al tiem-
po de su aparicidn, el primer paso en este camino se habria pro-
ducido en la base del origen de los mamiferos, con la apariciéon
del gen primitivo. Luego se habrian producido duplicaciones in-
tragénicas y se habrian originado, antes de la radiacién de los
mamiferos, los miembros individuales de las familias de genes de
las otras caseinas (Rosen, 1987). Es adecuado reconocer que la ca-
pacidad tipo chaperona de la B—caseina tiene respaldo en ensayos
experimentales (Zhang, et al., 2005).

No obstante lo expuesto, debemos mencionar que debido a la
distribucién actual de los genes comprometidos en la sintesis de
caseinas, de los numerosos genes filogenéticamente relacionados,
y a otras razones que expondremos, las micelas de caseinas ha-
brian aparecido mucho antes del Cretdcico. Conviene mencionar
que el detalle temporal no afecta en si la teoria sobre los genes
originales, puesto que el mismo mecanismo génico podria haber
ocurrido antes.

Sin embargo, la hipétesis del origen a partir de una chapero-
na poseia aspectos no resueltos, tales como, a) el relacionado
con la falta de explicacién sobre la naturaleza hidrofébica de las
caseinas actuales, y b) el mecanismo para mantenerlas en sus-
pension, lo cual actualmente estd a cargo de la k—caseina. Estas
discordancias impedian cerrar el problema.

Evitar la precipitacién de las caseinas es una necesidad en
todo el trayecto de la leche, desde el alvéolo y los conductillos
de la glaindula mamaria hasta llegar al estomago de la cria. Hay
que considerar que la lactancia implica el paso de la leche du-
rante un tiempo variable de segundos, y seguramente minutos en
aquellas especies, a través de un ambiente de temperatura relati-
vamente baja, como lo es la boca de la cria. Asimismo estas ne-
cesidades fisioldgicas quizds hayan sido més imperiosas en los
mamiferos primitivos en los cuales la secrecién a nivel de la
piel no estaba organizada como en los mamiferos modernos, sino
mas probablemente como en los monotremas, donde la cria lame
la secrecion de la madre. Si en el tiempo y nivel evolutivo estas
proteinas tenian caracteristicas de una chaperona probablemente
hubiera sido muy conveniente. Pero para el caso, ello es mas
que improbable si se tienen en cuenta los datos que actualmente
se manejan sobre las estructuras correspondientes y se hace una
lectura retrospectiva de la evoluciéon génica supuestamente reco-
rrida. Mas bien este papel le habria correspondido a la k—casei-
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na, la cual actualmente lleva a cabo una funcién de protecciéon
analoga, con la cual evita la precipitacion de las otras caseinas.

Actualmente se conocen algunos hechos que permiten otra
hipotesis. Uno de los primeros aspectos a considerar consiste en
que los genes de todos los tipos y subtipos de las caseinas se
encuentren en una misma regiéon de un solo cromosoma conjun-
tamente con la mayoria de los genes que codifican para protei-
nas portadoras de calcio en todos los mamiferos estudiados. En
segundo lugar, hay que mencionar que, por razones estructurales
de los genes y de las proteinas, en las especies estudiadas hasta
ahora, se hace evidente que todas las proteinas fosforiladas por-
tadoras de calcio secretoras (SCPP) pertenecen a una amplia mis-
ma familia (Kawasaki et al., 2004).

Las proteinas que integran esta familia son:

a) Las proteinas de la matriz de enamel que dirigen la crista-
lizacion extracelular de la hidroxiapatita: tales son la amelogeni-
na, la ameloblastina y la enamelina.

b) La caseinas, sean calcio-sensibles o no, oy -caseina, o,-ca-
seina, f—caseina y k—caseina.

c) Las proteinas salivales que pertenecen estructuralmente a
la familia génica de SCPP la estaterina, la histatina 1, y la hista-
tina 2.

También estdn relacionadas con estas proteinas las siguientes,
que forman parte de la matriz de los huesos y de los dientes: la
sialoproteina de la dentina, la fosfoproteina acidica de la matriz
de la dentina, la sialoproteina de unién a la integrina, la fosfo-
glucoproteina de la matriz extracelular y la osteopontina, las
cuales parecen pertenecer a un cluster mas alejado (Kawasaki y
Weiss, 2003). La informacion actual hace pensar que los prime-
ros animales que han poseido proteinas de la matriz de enamel
son los Conodontes (Smith y Coates, 2001, citado por Kawasaki
et al., 2004).

Los tres primeros grupos anteriormente mencionados parecen
haberse originado en una proteina secretoria mineralizante, la
osteonectina, (Kawasaki et al., 2004) que se encuentra, en diver-
sas formas, tanto en Invertebrados como en Vertebrados. Esta
proteina constituye una estructura rica en cisteina, es acidica y
secretoria (SPARC).

Uno de los argumentos més fuertes en que se respalda la hi-
potesis del origen comin de las caseinas y las otras proteinas
indicadas descansa en la estructura de los intrones, los cuales
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son todos de fase 0 (cero). Ello significa que sus limites no inte-
rrumpen los codones de los exones, todo lo cual es un fuerte
argumento a favor de, a) la forma en que se originaron los exo-
nes, y b) la relaciéon entre los genes actuales que conservan la
estructura. Varios trabajos han remarcado la importancia de estas
estructuras en la evolucién y la filogenia (Fedorov et al.,1998;
Fedorov et al., 2001; Fedorov et al., 2002).

Debemos mencionar que los genes activos de las proteinas
mencionadas se encuentran en la especie humana en el cromo-
soma 4, sector ql3.3 (Cytogenetic band segin Ensembl. GeneCards:
Genes CSN3, CSN2, CSN1S1). En el mismo cromosoma 4 y sec-
tor ql3.3, se encuentran dos genes silenciosos correspondientes a
los genes ortélogos en otras especies de las ag,-caseinas. Como
sabemos estos no se traducen en proteinas en nuestra especie,
pero los hemos heredado y se encuentran en los cromosomas.

Cabe agregar que de la o,Cn derivaron las proteinas estateri-
nas y la histatina, las cuales se encuentran en la saliva. En los
ratones la estaterina se encuentra como pseudogen. En cuanto a
la histatina, esta proteina ha perdido la parte de la secuencia
que contiene los fosfatos que unen el calcio (Amerongen y Veer-
man, 2002, citado por Kawasaki y Weiss, 2003).

En la siguiente lista, hemos resumido la informacidon sobre
las proteinas mencionadas y el cromosoma humano en que se
encuentran.

Fosfoproteinas secretoras calcio portadoras — SCPP

1) Proteinas de matriz Enamel:

— Amelogenina (AMEL) CtXY

— Ameloblastina (AMBN) Cr. 4q13

— Enamelina (ENAM) Cr. 4q13

2) Caseinas:

— 04Cn Cr. 4ql13.3

- 0g,Cn L1 Cr. 4ql13.3 pseudogen
- a,Cn L2 Cr. 4ql13.3 pseudogen
- B Cn Cr. 4ql13.3

- k-Cn Cr. 4q13.3
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3) Proteinas salivales:

— Estatherina — (STATH) Cr. 4q13.3
— Histatina 1 — (HTN1) Cr. 4q13.3
— Histatina 2 — (HTN2) Cr. 4q13.3

4) Proteinas de la matriz dsea y relacionadas:
— Proteinas de la matriz extracelular (ECM-P)
— Fosfoproteina extracelular de unién al calcio (SCPP)
— Proteina secretoria rica en cisteina (osteonectina)
(SPARC)
— Proteina secretoria rica en cisteina (simil)-1 (SPARCL-1)
— Osteopontina (SPP1)

Como se ha dicho anteriormente es probable que los compo-
nentes de la leche hayan surgido como principios activos de la
secrecion cutdnea para proteger los huevos pergaminoides del
ataque de los microorganismos. Es casi seguro que las propieda-
des nutricionales se agregaran inmediatamente después por el
hecho que para proporcionar este tipo de componentes primero
habia que contar con un ambiente que estuviera protegido de la
proliferaciéon bacteriana.

El panorama que ahora se maneja autoriza a senalar que todo
ello seguramente debe haber ocurrido mucho antes de la apari-
cion de los monotremas, a diferencia de lo que se habia creido
razonable suponer hasta hace un par de décadas. En este sentido
la edad de la lactacion ha retrocedido casi doscientos millones
de afnos en la concepcion actual.

Hay que mencionar que los marsupiales tienen dos caseinas
calcio-sensibles: o y B. La o—caseina se parece a la a—Cn de los
euterios, mientras que su B—caseina no parece homoéloga a las
caseinas beta de los placentarios, sino que es propia de los mar-
supiales. Este es un hecho interesante puesto que mostraria que
en lo que respecta a la lactacion, las divergencias entre los pla-
centarios y los marsupiales son mayores a lo supuesto y confir-
ma que los mecanismos que dieron lugar a esta funcion son més
elasticos de que se habia supuesto en lo referido a la evolucion
de los sectores de las caseinas que no corresponden a las regio-
nes conservativas. Otro aspecto que surge a partir de esta diver-
gencia de las caseinas es que los marsupiales deben haber lleva-
do a cabo una evolucién independiente por un tiempo suficien-
temente largo que explicaria las diferencias con la herencia de
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los euterios. Este es probablemente uno de los puntos mas pro-
blematicos.

ORIGEN DE LA K-CASEINA

Una forma de acceso al problema consiste en suponer que los
genes primitivos originales de las caseinas se encontraban en los
mamaliformes. Si bien esta suposicién es légica, y seguramente
cierta, es incompleta a la luz de los conocimientos actuales. Exis-
ten dos problemas que hasta ahora no sabemos si corresponden a
dos situaciones diferentes: el origen de las caseinas calcio-sensible,
que parece estar resuelto, y el origen de la k—caseina.

La existencia de homologia en la secuencia aminoacidica de
la k—caseina y de la cadena de y-fibrin6geno habia llevado a su-
gerir que la k—caseina y el g-fibrindgeno podrian estar vincula-
das filogenéticamente. Hay razones para suponer que el fibriné-
geno estd presente en todos los Vertebrados desde hace 450 mi-
llones de anos. Como la k—caseina debe haber aparecido mucho
tiempo después durante el advenimiento de la lactacién en los
Cinodontes, segin nuestro conocimiento actual, parecia razonable
apoyar la hipdtesis que esta caseina hubiera evolucionado a par-
tir de la cadena y del fibrin6geno, dada una cierta homologia
encontrada entre ellas (Jolles et al.,1978; Rosen, 1987; Rutherfurd
y Gill, 2000). Actualmente se considera que esta hipdtesis tiene
que ser revisada puesto que las regiones homodlogas de los genes
correspondientes tienen una estructura muy distinta: en la cade-
na gamma del fibrinégeno esta region estd codificada por seis
exones distintos, mientras que la regién (supuestamente) homolo-
ga de la x—caseina esta incluida en un solo exon. Ademadas se ha
comprobado que la k—caseina tiene similitud con el gen de la
mucina 10 (en el ratén) en la secuencia del sector UTR (no tra-
ducible), en el péptido sefial y en una porciéon del exén 3
(Kawasaki y Weiss, 2003; Kawasaki et al., 2004), lo cual convierte
en mas improbable la hipétesis del y-fibrindgeno.



— Cuarta parte —

Sintesis de las proteinas lacteas

LA DEPENDENCIA HORMONAL

La ciencia experimental ha tenido, a lo largo de cinco siglos,
un notorio éxito con la aplicacién de un criterio analitico en la
observacion y la evaluacidon de las funciones que determinan los
procesos fisicos, quimicos y biolégicos. En el caso particular de
la biologia experimental, su nacimiento como disciplina cientifi-
ca puede fijarse con absoluta confianza a mediados del siglo
XIX, a partir de los trabajos de Claude Bernard, quien en su li-
bro Introduccion al estudio de la medicina experimental (1878 en
Bernard, 1959), introdujo y armonizé el cometido de la ldgica, el
criterio y el rigor en la investigacién bioldgica.

Con ello, se plasmé una forma de encarar los problemas fun-
cionales que no era nueva en si misma porque los cientificos ya
habian conseguido la mayor parte de sus logros derivandolos de
la capacidad de separar los factores (causales) que se encuentran
en la base de todos los procesos estudiados. De esta manera, se
reducian las variables a un minimo y era posible estudiarlas ais-
ladamente. Haciéndolo asi se comprendia su naturaleza y se co-
nocia la influencia de cada una en los procesos involucrados.
Para el caso que nos ocupa se puede mencionar un par de as-
pectos generales referido a las dificultades con que se enfrenta la
investigacion cientifica en el manejo de la complejidad, de la
comprensiéon que tenemos de la realidad, y de las herramientas
estratégicas que se han puesto en practica para desembrozarla.

En todas las épocas, los procesos biolégicos analizados han
sido complejos y dificiles por la comprension limitada y las he-
rramientas insuficientes, debido a la situacion limitrofe del objeto
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estudiado. La estrategia analitica en la investigacion fue lo mads
criterioso y eficiente que se tuvo a mano, y de alli sus logros.
Una consecuencia casi légica fue el cargo de reduccionismo re-
prochado por algunas corrientes de opinidon de la posteridad. En
las ciencias bioldgicas, el éxito del criterio analitico casi no ha-
bia tenido excepciones en el siglo XX. Separar las variables y
otorgarles un valor agregable siempre fue una regla. Los aspectos
analiticos se fortalecieron y el cargo de reduccionismo fue atem-
perado por la aplicacién de instrumentos mads eficientes derivados
sobre todo de las matematicas y la estadistica de los sistemas
complejos.

Es interesante senalar que, para beneplacito de los anti-reduc-
cionistas, existen numerosas funciones bioldgicas en las cuales,
hasta hace relativamente poco, no ha sido facil mantener un cri-
terio a partir del cual se pudiera otorgar, a cada variable com-
prometida, un valor agregable y cualitativamente distinguible.
Este el caso de la influencia de las hormonas cldsicas de los
mamiferos sobre la lactaciéon. Si bien siempre hubo acuerdo so-
bre el hecho que un cierto nimero de hormonas tenia influen-
cia sobre esta funcién y su 6rgano responsable, la glindula ma-
maria, nunca hubo demasiado consenso sobre el papel de cada
una. Una de las grandes dificultades fue la incapacidad de esta-
blecer un esquema general sobre el mecanismo subyacente que
abarcara todas las especies en estudio. Para colmo, las especies
en estudio no llegaban a una docena, lo cual equivalia a sospe-
char que, si con lo poco hay problemas, con lo mucho seria
cadtico. Probablemente la mayor dificultad (y un menor acierto)
se originaba en la bdsqueda de un efecto tnico, directo y simple
para cada una de las hormonas comprometidas.

El actual conocimiento sobre las funciones bioldgicas tanto
de aquellas que son sistémicas, como de las diversas y heterogé-
neas funciones intracelulares, ha cambiado sus perspectivas y estd
generando nuevos campos de estudio los cuales son claramente
transdisciplinarios. Ello estd conduciendo a la individualizacién
de los aspectos que dificultaban la solucién de los interrogantes,
los cuales se generaron en gran medida debido a la creaci6n de
esquemas generalizadores que para las épocas eran inmaduros por
falta de informacidn.

La situacién esta siendo superada notoriamente y los endocri-
nélogos moleculares pueden decir con aceptable confianza que no
habra mas penas ni olvidos. Los mayores aportes sobre el tema lo
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constituyen los avances que se han llevado a cabo en el conoci-
miento de: a) los mecanismos de sefnalizacién intracelular y la
fuerte interaccidon existente entre las respuestas celulares a las
hormonas, b) los mecanismos genéticos interactuantes al nivel de
conjunto de genes intervinientes en cada proceso, c) los cambios
ontogenéticos que acaecen en cada especie y que son (heterogé-
neamente) diferentes entre distintos grupos de mamiferos.

En el estudio del mecanismo de la lactacidon es pertinente no
perder de vista dos hechos histéricos: en primer término, que la
lactacién es una adquisicidon relativamente reciente y propia de
este grupo de Vertebrados. Evolutivamente esta funcién general
es mucho mis joven que todas las hormonas y factores de creci-
mientos conocidos. También es, obviamente, mdas reciente que
todas las formas de reacciones enzimaticas. Casi como una con-
secuencia de lo anterior, es mucho mas reciente que todos los
sistemas de regulacion (Fernandez, 2006), incluido el de la tem-
peratura, el cual se ha desarrollado varias veces y en varios gru-
pos zooldgicos. La lactacién tan solamente parece ser anterior a
una funcién que se distingue y considera superior: la funcién
intelectual, la cual, a criterio de numerosos estudiosos del tema
coinciden en senalar que es hija de la lactacidon, puesto que se
desarroll6 con ésta y gracias a ésta.

En segundo lugar, como una consecuencia de lo senalado, en
la lactacion muchas de sus estructuras, y las funciones que éstas
sostienen, son funciones antiguas, las cuales servian a otros me-
nesteres y formaban parte de conjuntos de funciones que tenian
objetivos distintos. Es notorio que, muchas veces, tales funcio-
nes estaban originalmente asociadas a mecanismos regulatorios y
tenian el objetivo de modular procesos sistémicos. Para el caso,
se puede mencionar el papel sistémico de hormonas que actual-
mente también estan comprometidas en la lactacién: las hormo-
nas tiroideas en el metabolismo energético; la insulina en el
mantenimiento de la glucemia; la hormona del crecimiento que
directamente o en forma mediada por otras hormonas determina
la generacidn, ciclos celulares y diferenciacién celular en varios
tipos de tejido y en distintas épocas del desarrollo; la prolactina
que lleva a cabo directamente o colabora en medio centenar de
funciones en todas las Clases de los Vertebrados.

Las claras discrepancias en el comportamiento de algunas
hormonas en diferentes especies seguramente se deben a grandes
diferencias fisioldgicas entre grupos de mamiferos determinadas
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por adaptaciones no compartidas. Por ejemplo, las diferencias
existentes entre roedores y bovidos en lo que respecta al metabo-
lismo energético, seguramente tiene su correlato en las diferen-
cias existentes en los efectos hormonales. Observaciones recientes
han demostrado que estas diferencias existen, y en el listado de
ellas, el diferente comportamiento de la leptina o de la insulina
son solamente ejemplos. Consideramos que es pertinente sefalar
que el estudio de los mecanismos que determinan, modulan y
regulan la funcién de la lactacién demuestra que ellos son extre-
madamente complejos y la sensacion de lo incompleto del cono-
cimiento respectivo siempre rondé alrededor de este tema.

Uno de los maximos exponentes de la investigacion en este
campo, el Dr. R. Michael Akers, escribi6 en una revisién sobre
la endocrinologia de la lactacion en 1985: “Both mammary growth
and initiation of milk synthesis are intimately dependent upon com-
plex interaction among hypophyseal, adrenal, ovarian and placental
hormones. Mechanisms in hormonal control of these processes, particu-
larly in dairy ruminants, are understood poorly”. Veintidés anos mas
tarde, en una excelente actualizaciéon sobre el mismo tema
(Akers, 2006), escribidé en la seccion de esta revision dedicada a
los factores de crecimiento (a la que denomindé Growth Factors
Soup), “This is a time of astonishingly rapid advancements and accu-
mulation of enormously detailed information. Unfortunately, it is also
confusing as more details emerge to force reclassification or new un-
derstanding of these messengers”. Para ubicar esta frase en su con-
cepcién de todo el tema, citamos una de las Conclusiones de la
mencionada revision: “Despite the rich history that identified the
classic mammogenesic and lactogenic hormones, their receptors, and
now some of the pieces of their signaling cascades, comprehensive un-
derstanding of mammary development and function, particularly in
economically important dairy animals, is in its infancy”.

En lo que sigue se describird parte de la informacién actual
sobre los aspectos enddcrinos de la lactacion, teniendo siempre
en cuenta que, en muchos casos, los detalles conocidos poseen
excepciones. En primer lugar, se mencionaridn y describirdn su-
cintamente las principales hormonas que se conocen que estin
relacionadas con el desarrollo de la glandula mamaria. Luego se
expondra lo pertinente a la sintesis, produccién y regulacion de
la secrecion lactea.

En gran modo coincidente con lo expresado en el parrafo
anterior, la lista de los factores comprometidos no es exhaustiva,
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pero tampoco seria exacta y generalizada la mencién de un con-
junto mayor puesto que también son mayores las excepciones y
variaciéon cuando la lista se alarga. La historia de la investiga-
cion acumulada en el tema es coincidente con la importancia de
cada hormona. Las principales entre éstas y que dan cuenta de
los aspectos substanciales de la lactacién son: la progesterona,
los estrégenos, los glucocorticoides, la prolactina, el lactégeno
placentario, la somatotropina, la insulina, las hormonas tiroideas
y la oxitocina. Estas hormonas tienen desigual contribuciéon en
dos etapas funcionales de la lactacidon, cuales son:

a) el desarrollo de la glandula mamaria (mamogénesis) y,

b) las funciones de sintesis y producciéon de leche (lactogéne-
sis y galactopoyesis).

Al listado anterior agregaremos los factores de crecimiento, las
interacciones celulares y las hormonas de accién local.

MAMOGENESIS

La glandula mamaria empieza a esbozarse durante el desarro-
llo embrionario de la hembra con una ramificacién incipiente
de los cordones epiteliales que formaran los conductos. Después
del nacimiento se lleva a cabo un lento desarrollo determinado
por los efectos de senalizaciéon producidos por las interacciones
tisulares y la necesaria presencia de los estrogenos. Asimismo
son imprescindibles las hormonas metabdlicas relacionadas con la
lactacion: somatotropina, corticoesteroides, hormonas tiroideas e
insulina (Neville et al., 2002). Luego, en la pubertad, se produce
el alargamiento y mayor ramificacién de los conductos. Este
proceso descansa sobre todo en la proliferaciéon epitelial en los
extremos de los ductos debido a una activa mitosis en estas ye-
mas de crecimiento. Este progreso estd claramente determinado
por factores hormonales, como asi también por la influencia de
las interacciones celulares.

Las etapas siguientes necesitan para llevarse a cabo, ademds
de las hormonas metabdlicas, de la actividad de las hormonas
reproductivas relacionadas a la lactacion, los estrégenos, la pro-
gesterona, la prolactina, el lactégeno placentario y la oxitocina.
Como se observa no estdn incluidas las hormonas adenohipofisa-
rias luteinizante y foliculoestimulante.

Durante la prenez se lleva a cabo una tercera ronda de rami-
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ficacién, formandose, en los extremos de los conductos, los aci-
mulos celulares que daran lugar inmediatamente a los alvéolos.
Una etapa, variable segin las especies, a la que se ha denomina-
do de proliferaciéon (Neville et al. 2002), se continiia insensible-
mente con la que corresponde a la formacién de los alvéolos, lo
cual también estd comprendido, segin sean los criterios de clasi-
ficacidn.

LACTOGENESIS

La etapa siguiente se produce en dos fases denominadas lac-
togénesis I y lactogénesis II (Bussmann et al., 1996). Si bien es-
tas etapas han sido descritas en los roedores, son aplicables a
otras especies de mamiferos (Neville et al., 2002). La lactogénesis
I ocurre a la mitad de la prefiez y en los roedores se correspon-
de con el comienzo de la sintesis de P—caseina y de WDNMI.
El gen de esta dltima proteina fue descubierto a partir de inves-
tigaciones sobre la expresion del caracter no metastasico de li-
neas celulares de raton. La WDNMI1 ha demostrado tener un
papel importante en el desarrollo (Dear et al., 1988).

La udltima etapa (lactogénesis II) empieza al final de la gesta-
cion con la disminucidén de la secrecion de progesterona, hecho
que hace caer la inhibicién ejercida por esta hormona sobre la
sintesis de proteinas lacteas. Durante la lactogénesis II empiezan
a sintetizarse la o—lactalbimina, y la WAP (en los animales que
la expresan).

Asimismo es el momento en que se produce la clausura tisu-
lar que asegura el aislamiento de los alvéolos y canaliculos res-
pecto a los espacios intercelulares, de manera que el contenido
de la secrecion en los alvéolos se vuelque exclusivamente al ex-
terior. También es el periodo en el que las gotas lipidicas (glo-
bulos grasos) empiezan a pasar desde las células secretoras a los
alvéolos. Gran parte de los efectos se llevan a cabo debido a la
actividad desarrollada por factores de crecimientos u otros facto-
res extracelulares. Algunas de estas acciones en la glandula se
efectivizan de manera paracrina, por ejemplo, por las proteinas
Wnt que son segregadas por las células epiteliales y que actian
sobre células vecinas. Las proteinas de este grupo tienen a su
cargo funciones morfogénicas y actiian como reguladoras de fun-
ciones enddcrinas (Mulholland ez al., 2005). En las células epite-
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liales la via de senalizacién intracelular activada por esta protei-
na parece estar mediada por la f—catenina.

En lo que sigue expondremos los efectos o acciones de las
principales hormonas en la mamogénesis y la lactogénesis. Esta
forma de describir los procesos que les atafen es casi obligada
para circunscribir los médulos de informacion, pero tiene la des-
ventaja que se repiten fases de las secuencias de las actividades
fisioldgicas.

LLAS HORMONAS REGULADORAS

Progesterona.— Esta hormona esteroidal producida por el ova-
rio induce el desarrollo, en forma conjunta con los estrégenos,
de 16bulos y alvéolos de la glandula mamaria (Robinson, et al.,
2000). Los receptores de progesterona se encuentran tanto en las
células epiteliales secretoras como en las células del estroma
(Humphreys et al., 1997). Las células de los tejidos de las yemas,
brotes y conductillos en crecimiento tienen receptores para pro-
gesterona en sus membranas y su unidén produce un aumento en
la sintesis de DNA y de RNAm. Se sabe que los estrogenos pro-
ducen un aumento en el nimero de receptores para progestero-
na en las células en crecimiento y diferenciacién, lo cual consti-
tuye un buen ejemplo de un mecanismo endécrino que tiene fa-
ses en las cuales la anterior prepara y asegura la actividad de la
siguiente.

Los efectos que lleva a cabo la progesterona promoviendo la
ramificaciéon de los conductos mamarios (Brisken et al., 1998;
Atwood er al., 2000) en la fase final del desarrollo de la gliandula
estdn orquestados por la secrecién de factores, para el caso las
proteinas Wnt (Robinson, et al., 2000) que efectivizan estas ac-
ciones en forma paracrina sobre receptores transmembranas (Fz)
que a su vez activan una via de sefalizacién que conduciria a la
estabilizacion de la f—catenina. Esta proteina se une, activindo-
lo, a un factor de transcripcién el cual produce los efectos géni-
cos. Varios de estos efectos se producen en forma sinérgica con
los impulsados por el IGF-I (Ruan e al., 2005).

Los estudios de los efectos morfogéneticos han demostrado
que para que éstos se lleven a cabo en forma normal el meca-
nismo de unién de la hormona con su receptor debe funcionar
adecuadamente. En este sentido se conoce de la existencia de
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por lo menos dos isoformas (A y B) del receptor de progestero-
na, que difieren por la longitud de la cadena proteinica. Es ne-
cesario que la isoforma B esté presente para que el proceso de
morfogénesis sea adecuado y produzca la ramificacién y la alveo-
logénesis normal (Mulac-Jericevic et al., 2003).

La progesterona inhibe la sintesis de caseinas y de o—Lac-
talbumina, lo cual tiene como consecuencia que inhibe la lacta-
cién. Desde hace mas de medio siglo se sabe que la supresion
de la secreciéon de progesterona induce el comienzo de la pro-
duccién de leche. Entre los efectos inhibidores que tiene la pro-
gesterona sobre la secrecion lactea, algunos parecen llevarse a
cabo en formas concurrentes similares, por ejemplo, inhibe la
formacion de receptores de prolactina y bloquea asimismo a los
receptores de glucocorticoides en la glandula mamaria, con lo
cual se bloquea la sintesis de proteinas. Los receptores para pro-
gesterona solamente se expresan en las células de la glandula
mamaria hasta el momento del nacimiento de la cria, luego des-
aparecen. Por otra parte, uno de los efectos complejos de la pro-
gesterona es la capacidad de inhibir la apoptosis actuando en
forma conjunta con los glucocorticoides (Feng et al., 1995). Ello
se mencionara nuevamente mas adelante.

Asimismo, actualmente se sabe que la progesterona se expresa
en otros tejidos. Entre estos sobresale su sintesis por las células
de la glia en el sistema nervioso. Su capacidad de intervenir en
la reparacion de los nervios periféricos se evidencia por su papel
en la estimulacién del crecimiento de las neuritas, la maduracion
de los axones que han sido criolesionados y la remielinizacion
de las fibras nerviosas regeneradas (Koening et al., 2000),

Estrogenos.— Es un hecho conocido desde hace mas de medio
siglo que para el desarrollo del tejido mamario se necesita de la
conjuncion enddcrina de estrogenos, progesterona, prolactina y
somatotropina, para todos los cuales existen receptores en las
células de la glandula. El estrégeno mas utilizado en los ensayos
es el estradiol. Ademads es conocido que los estréogenos estimulan
la liberacién de factores de crecimiento por el rinén, por la hi-
pofisis y a partir de células de la propia glindula mamaria. En
este altimo caso, los factores mencionados actuarian localmente
de forma paracrina y autocrina. La secuencia de las acciones de
esta hormona a nivel tisular seria: en primer lugar, la estimula-
cion del crecimiento del estroma y, a continuacion, el correspon-
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diente a las células epiteliales que formaran los conductos.

Hay diferencias entre los bovidos y los roedores en el senti-
do que los efectos sobre aquellos grandes mamiferos no incluyen
la estimulacion del crecimiento del estroma, de manera que es
probable que la progesterona estimule la secreciéon de factores de
crecimiento por parte de estas células. Los factores de crecimien-
to que intervendrian en este mecanismo incluyen: Factor de
crecimiento insulinoide 1 (IGF-I), Factor de crecimiento del he-
patocito, Factor de crecimiento epidermal, Factor de crecimiento
de fibroblasto, Factor de crecimiento transformante-o, y Factor
estimulante de colonia de macréfagos. Por otra parte, se conoce
que el Factor de crecimiento transformante-f tiene efectos sobre
la glindula mamaria que dependen de las dosis que se apliquen.

En el caso de los estréogenos, se ha comprobado que éstos
inhiben la sintesis del receptor del Factor de crecimiento de fi-
broblasto 7 (FGF-7; también denominado receptor del Factor de
crecimiento de queratinocitos, KGFR). La progesterona en cam-
bio estimula la sintesis de este receptor (Imagawa y Pedchenko,
2001). Los nombres de los factores de crecimiento tienen mads
relaciéon con el tejido donde fueron encontrados que con una
especificidad de accién tisular. Es un hecho conocido, y los
ejemplos crecen, que los factores de crecimiento tienen un es-
pectro mas o menos amplio en lo que atafie a los tejidos sobre
los cuales tienen efecto.

El estradiol tiene participacién en la iniciacién de la lacta-
cion. Es conocido que tanto los glucocorticoides, como el estra-
diol incrementan su concentracion en el suero sanguineo en
pocos dias que preceden al nacimiento de la cria. El efecto seria
en parte directo en las células mamarias y determinaria la sinte-
sis de receptores para prolactina, pero en forma mds importante,
el efecto seria mediado por la induccién de la secrecion de pro-
lactina por la adenohipdfisis.

Una vez instalada la lactaciéon la administraciéon de estrdégeno
puede suprimirla, mediante la anulaciéon del reflejo secretor neu-
roenddcrino. Conviene mencionar que los estrégenos no tienen
participacion en la etapa de la lactogénesis.

Prolactina.— La prolactina es una hormona peptidica que de-
sarrolla numerosas funciones en los diferentes grupos de Verte-
brados. Si bien es producida principalmente por la adenohipéfi-
sis, también es sintetizada por varios tejidos, lo cual ha sido
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comprobado en nuestra especie. Los efectos ligeramente distintos
en diferentes especies constituye un tema que amerita cautela en
las extrapolaciones tedricas, como lo es también en lo referido a
la utilizaciéon practica de la informacién en nuestra propia espe-
cie (Ben Jonathan et al., 2008).

La prolactina tiene en los mamiferos, ademas de las funciones
asociadas a la lactacion que es la mas notoria, conocida y estu-
diada, varias otras actividades relacionadas con la reproduccion
(Bachelot y Binart, 2007). Entre éstas se incluyen el manteni-
miento del cuerpo liteo, que parece estar limitado a los roedores,
la conducta maternal, y la fertilidad en el macho. Durante la
gestacion los niveles de prolactina se incrementan mdas de diez
veces y permanecen altos durante el posparto.

En la mamogénesis tiene una accién permisiva, sin la cual la
progesterona y los estrogenos no pueden inducir el crecimiento
mamario. En roedores, puede estimular directamente, durante la
prefnez, el crecimiento l6bulo-alveolar y también puede estimular
la ramificaciéon de conductos mamarios en roedores hembras no
prenadas.

La forma en que se llevan a cabo los efectos celulares de la
prolactina involucran los siguientes pasos: union de la hormona
al receptor de membrana y dimerizacion de éste; acciéon de la
porcién intracelular del receptor sobre la quinasa Janus 2 (JAK2)
de manera que ésta fosforila, activindolos, a factores de trans-
cripciéon (STATS) de la familia STAT. El receptor de prolactina
estaria constitutivamente unido al JAK2. El STAT5a se transloca
hacia el nudcleo, y actia sobre los elementos promotores de los
genes especificos comprometidos en la respuesta lactogénica (Yang
et al., 2000). Es conocido que el Factor de Crecimiento Insuli-
noide I estimula la unién del STATS a los elementos promoto-
res del DNA.

La interrelacion entre la prolactina y los IGFs es compleja: en
los mencionados procesos de desarrollo de la glindula mamaria
parte de los efectos de la prolactina se llevan a cabo mediante la
induccién de la sintesis de IGF-II por células de la glandula ma-
maria (Hovey et al., 2003). Los efectos lactogénicos son los mas
conocidos y los mas importantes de esta hormona. Si se bloquea
la via de activacion descrita de iniciacion de la lactogénesis me-
diante derivados del cornezuelo del centeno que inhiben la libe-
racion de prolactina, la lactogénesis no se inicia. Asimismo, en los
roedores, la prolactina es necesaria para el mantenimiento de la
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lactacion. Por otra parte, en los bovidos la prolactina no influye
demasiado en la continuacién de la lactacién. En este sentido, en
estos animales, es mds importante el efecto de la somatotropina y
de las hormonas que esta activa, como las IGFs.

Ademads de los efectos mencionados sobre las células epitelia-
les, la prolactina puede, en ciertas circunstancias, promover la
sintesis de reguladores intracelulares supresores de la sefializacion
por citoquinas (SOCS) (Akers, 2006). Estos llevarian a cabo una
funcion de modulacién de los efectos de la propia prolactina o
de citoquinas co-reguladoras. Ademdas de lo mencionado, la pro-
lactina puede activar las vias de senalizacion de la quinasa Akt y
de la MAPK quinasa (Bachelot y Binart, 2007).

Somatotropina.— Esta hormona polipeptidica tiene, ademas de
las acciones sistémicas conocidas, claros efectos sobre la mamo-
génesis y la lactogénesis. La hormona del crecimiento o somato-
tropina tiene una masa de 25 kDa, se sintetiza en la adenohipo-
fisis, y presenta varias isoformas de distintos pesos debido a me-
canismos de corte-empalme alternativos.

El mecanismo transductor de la somatotropina es similar al de
la prolactina: dimerizacién del receptor, acciéon sobre JAK2, y
activacion por ésta del STATS (Yang et al., 2000). Pero, por otra
parte, los efectos de esta hormona son por lo menos duales si se
los observa desde el punto de vista de la influencia sobre el de-
sarrollo mamario y de las acciones sobre los mecanismos meta-
bélicos. Estas dos modalidades de efectos en la lactacién estdn
bajo distintos mecanismos de regulacion y sefalizacion intracelu-
lares. Ello ha sido comprobado a partir de los estudios en rato-
nes portadores de anomalias en la expresiéon del receptor de
hormona de crecimiento (Allan et al., 2002).

Gran parte de los efectos de esta hormona se llevan a cabo a
través de los factores de crecimiento, antiguamente las “interme-
dinas”, denominacion ya en desuso entre otras razones porque:
a) la hormona del crecimiento no necesita imprescindiblemente
de ellas, b) porque la IGFs I y II que eran las principales inter-
medinas, pueden actuar independientemente respecto a la soma-
totropina, y c) porque los IGFs tienen una gran similitud con la
insulina.

Entre los factores de crecimiento, se distingue principalmente
el mencionado Factor de Crecimiento Insulinoide I (IGF-I), que
es producido en el higado y, para el caso, también en las células
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del estroma de la glindula mamaria. LLa somatotropina no tiene
un papel desencadenante de la iniciacién de la lactogénesis, he-
cho sobre lo cual hay numerosas pruebas. Si posee, en cambio,
clara influencia entre los bévidos en la estimulacién de la lacta-
cién (galactopoyesis). Los receptores para somatotropina se en-
cuentran en los hepatocitos y en los adipocitos, pero no parece
haber una cantidad importante de receptores de somatotropina en
las células alveolares. Empero, si existen receptores I y II para
IGF-1, lo cual explica la accién mediada de la somatotropina.

La presencia de proteinas de unién y transporte de somato-
tropina en el suero sanguineo también es importante para com-
prender la actividad de esta hormona, puesto que la unién de la
hormona a ellos la mantiene en los espacios vasculares e impide
su unioén a receptores celulares. Con las proteinas de unién a la
IGF-I ocurre algo ligeramente distinto. Estas proteinas de unién
tienen efectos propios, algunas aumentan la actividad de la IGF-
I y otras las inhiben. Hay que mencionar que el factor de libera-
ci6on de somatotropina (growth hormone-releasing hormone,
GHRH) parece tener por si mismo actividad galactopoyética, la
magnitud de la cual no es suficientemente conocida. La familia
de las IGF serd mencionada mas adelante en relaciéon a la fun-
cion de lactancia.

Lactégeno placentario.— Esta hormona estd constituida por 191
aminodacidos, es producida por el sinciciotrofoblasto de la pla-
centa y tiene caracteristicas que la asemejan a la prolactina.
Forma homodimeros con actividad hormonal, estimula la lactogé-
nesis, y se une al receptor de somatotropina en los roedores.
Entre otros efectos, se ha mencionado que estimula la sintesis de
glucégeno, el transporte de aminodacidos, la proliferacion celular
y la sintesis de IGF-I.

En los bévidos, la concentraciéon en la sangre de la vaca es
muy pequefia y no parece tener una funcién muy importante en
la lactacion. En los ovinos se ha comprobado un efecto parado-
jal entre la nutricién y la respuesta placentaria (Lea et al., 2007),
dado que los aumentos en la alimentacién se acompanan de dis-
minucién del tamafno de la placenta y disminucién de la sintesis
de progesterona y de la hormona lactégeno placentario, obte-
niéndose como consecuencia crias de menor peso al nacer.

No es inesperado, dada su estructura, que el lactégeno placen-
tario tiene la particularidad de unirse a los heterodimeros de re-
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ceptores de prolactina y hormona del crecimiento, para llevar a
cabo algunos de sus efectos (Herman et al., 2000). Asimismo el
lactégeno placentario tiene un fuerte efecto, aparentemente junto
a las otras hormonas estructuralmente relacionadas (la hormona
del crecimiento, la prolactina, y la proliferina) en la vasculariza-
cién de nuevos tejidos (Corbacho et al., 2002). Esta capacidad
angiogénica no es compartida por otra proteina integrante de la
misma familia, la proteina relacionada a la proliferina, la cual inhi-
be la angiogénesis.

Entre otros efectos, el lactégeno placentario promueve la pro-
liferacion y migracién de las células epiteliales mamarias, actuan-
do en forma sinérgica con la lisil-oxidasa una enzima que catali-
za la unién de coldgeno y elastina (Polgar et al., 2007). Curiosa-
mente, los polimorfismos de esta hormona y de la hormona del
crecimiento han sido vinculadas, en nuestra especie, con proble-
mas de sindrome metabdlico en la edad adulta y con problemas
de crecimiento en la nifiez (Day et al., 2004).

Glucocorticoides.— En los bévidos, el cortisol es el mds impor-
tante de los glucocorticoides que se relacionan con la lactacion.
Hay coincidencia en que producen diferenciacion lébulo-alveo-
lar, y posteriormente provocan, en forma sinérgica con la prola-
ctina, la iniciaciéon de la lactogénesis en los bovidos (Neville et
al., 2002; Akers, 2006). Durante la gestacién su concentracién en
la sangre es baja.

Unas horas antes del nacimiento, los niveles sanguineos au-
mentan enormemente, para descender luego del parto. Se ha ob-
servado que el efecto de sustentabilidad de la funcién de la glan-
dula mamaria durante la lactacién tiene una representacién con-
creta en la prevencion de la apoptosis por parte de los glucocor-
ticoides y la progesterona. En ausencia de estas dos hormonas, la
glandula mamaria comete apoptosis y empieza a involucionar, de
la misma forma que lo hace en el periodo de secado. Cuando se
reemplazan externamente las hormonas faltantes la apoptosis no
se produce (Berg et al., 2002).

Los glucocorticoides generalmente estan unidos a una protei-
na transportadora (corticosteroide binding globulin, CBG), la cual
les reduce su actividad. Cuando disminuye la concentracion de
CBG se produce un aumento de la fraccién libre de los gluco-
corticoides y de su actividad. La CBG disminuye durante un cor-
to periodo perinatal.
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Los glucocorticoides se unen a receptores especificos del cito-
plasma y luego a elementos génicos nucleares que promueven la
sintesis proteica. En este sentido existe una sintesis diferencial
de a-lactalbimina y de P—caseina. Se considera que los glucocor-
ticoides con sus receptores actian mediante dos vias diferentes
segln intervengan sobre la sintesis de proteinas lacteas, para lo
cual interactuarian con proteinas de la via de STATS, o que
ejerzan sus efectos sobre el crecimiento epitelial, lo cual realiza-
rian directamente a través de la unién a los elementos especifi-
cos de ADN (Reichardt et al., 2001). En los roedores, el cortisol
es mas galactopoyético que en los bdvidos.

Hormonas tiroideas.— Como es conocido, la forma activa entre
las hormonas tiroideas es la triiodotironina (T3), formada a partir
de la més conocida y abundante tiroxina (T,) mediante la accién
de una deiodinasa en el rindn, en el higado, y en la glandula
mamaria. Normalmente la conversién de T, a T3 se lleva a cabo
solamente en los tejidos extramamarios, pero durante la lacta-
cion, esta conversion se hace principalmente en la glandula ma-
maria. Ello permite que esta glandula tenga un mayor aporte, e
influencia, de esta hormona. Todo parece indicar que la unién a
los receptores citoplasmaticos, su translocacion al ntcleo y su
unién a los receptores promotores, tiene un efecto necesario y
permisivo para la actividad de la glandula mamaria.

Insulina.— Esta hormona no tiene mucho efecto sobre el de-
sarrollo y la diferenciacién de la glandula mamaria, pero si en
las etapas de lactogénesis I y II. En roedores, la insulina incre-
menta la utilizaciéon y captacién de glucosa y de lipidos por el
tejido mamario durante la lactaciéon. Por otra parte, en la misma
época, el tejido adiposo disminuye su respuesta a la insulina.
Ello pone a disposicién de la glandula mamaria el sistema de
captaciéon de nutrientes circulantes en detrimento de los depodsi-
tos usuales de la economia.

En los bévidos, en cambio, el tejido mamario no responde a
la insulina para la captaciéon de glucosa, acetato y triglicéridos.
En cambio, en estos animales, el tejido adiposo si responde a la
insulina aumentando la captaciéon de acetato para la sintesis de
lipidos. Los aumentos de insulina en la sangre de la vaca no se
corresponden con aumentos de la produccion de leche.
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Es interesante el efecto que lleva a cabo la insulina sobre la
expresion de la lipoproteinlipasa (LPL) durante la lactacién en
roedores. Esta enzima se presenta con actividades altas en el te-
jido adiposo, pero también en el musculo esquelético, corazén, y
en la glandula mamaria. En este 6rgano, se sintetiza en las célu-
las adiposas del estroma. La regulacién de su actividad se efec-
tia a través de varios mecanismos, sistémicos y locales. Uno de
estos mecanismos estd a cargo de la insulina (Ramos et al.,
1999), a la cual responde aumentando la actividad de LPL y la
cantidad del RNAm correspondiente.

Inhibidor de Lactacion por Retroalimentacion (FIL).— Este pépti-
do de 7600 Da es capaz de inhibir la sintesis lactea en una forma
localizada y especifica en el tejido mamario. Es producido por la
misma glandula mamaria, donde actiia de manera paracrina. El
estimulo para su secrecion es la falta de excreciéon del volumen
lacteo fuera de la glandula (Wilde ez al., 1995). La permanencia de
la leche produce replecion y debida a ésta, en horas, se empieza a
sintetizar este péptido. El efecto se produce sobre la misma parte
de la glandula que lo sintetiza. Si hubiera vaciamiento de una de
las glandulas, esta deja de producir el péptido y sigue produciendo
leche. Esta molécula, que actiia como una hormona local, ha sido
estudiada en las cabras y vacas, también se la ha encontrado en
canguros (Hendry ez al., 1998).

La diferenciaciéon de la glandula mamaria se lleva a cabo en
la pubertad bajo la influencia de varias hormonas, principalmen-
te la prolactina y los estrégenos. A los efectos hormonales hay
que agregar la influencia de las interacciones tisulares, en el
caso de la glandula mamaria se destacan la interaccidon entre el
epitelio que dara lugar al tejido secretor, por una parte y los
adipocitos por otra. Esta interacciéon serd importante para el de-
sarrollo de los conductos mamarios y la morfogénesis de la glan-
dula. El FIL no parece tener, por lo que se conoce, otros efec-
tos que los de regulacion local. El efecto se generaliza y afecta
toda la glandula si se separan las crias de la madre.

Leptina.— Esta hormona es producida por los adipocitos. Tie-
ne una masa de 18,6 kDa. Interviene en la regulacion del peso,
aumentando el metabolismo basal y, en el mismo sentido, la sa-
ciedad. Lleva a cabo efectos lipoliticos, estimula la oxidacién de
acidos grasos y la captacion de glucosa. El receptor de leptina se
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encuentra en los tejidos periféricos donde tiene los efectos meta-
bdlicos mencionados y en el sistema nervioso central donde,
ademads, afecta el comportamiento alimentario. En el hipotilamo,
regula el apetito, disminuyendo la ingesta. Por otra parte, la lep-
tina estd comprometida en la regulaciéon de la respuesta inmune
y los procesos inflamatorios. Interviene igualmente en la hemato-
poyesis y la angiogénesis. La leptina se expresa ademas de los
tejidos adiposos pardo y blanco, en la placenta, los tejidos feta-
les, la glandula mamaria, musculos, y el estomago. El RNAm del
receptor de leptina fue encontrado en el tejido mamario de ovi-
nos y de bovinos (Silva et al., 2002). El receptor de leptina es
una proteina transmembrana que pone en funcionamiento el sis-
tema de senalizaciéon JAK2/STATS3. Este receptor tiene varias iso-
formas que parecen originarse mediante corte-empalme alternati-
vo. La expresion de las isoformas depende del tejido (UPKB/SP:
UniProtKB/Swiss-Prot). La leptina inhibe el crecimiento inducido
por el IGF-I, y para ello actuaria en forma paracrina.

La expresion del receptor de leptina puede ser incrementada
por la prolactina en mas del doble en tejido mamario de anima-
les en lactacién, también en animales prefados (Feuermann et
al., 2004). Esta expresion cambia a medida que transcurre el pro-
ceso de manera que, al principio de la prefiez, el receptor se
sintetiza en las células adiposas de la glandula, luego en las cé-
lulas epiteliales durante la diferenciacion de éstas y después que
se ha producido el nacimiento de la cria, se expresa en las célu-
las mioepiteliales (Bonnet et al., 2002). Asimismo, en animales
lactantes, la leptina aumenta la sintesis de acidos grasos en pre-
sencia de prolactina, y lo mismo ocurre en explantes de tejido
mamario para la sintesis de a—caseina y B—lactoglobulina. Estos
efectos parecen llevarse a cabo mediante una estimulacién auto-
crina (Feuermann et al., 2004).

Uno de los aspectos més llamativos de los efectos de la rela-
ciéon de la leptina con la lactacion es el que corresponde a la
regulacion de la accién termogénica durante este periodo. Ello
ocurre de manera tal que la accion termogénica es disminuida
para ahorrar energia que serd encauzada a la sintesis de compo-
nentes de la leche. Esta intervencién se lleva a cabo, entre otros
efectos celulares, mediante la inhibicion de la sintesis y funcion
de las proteinas desacoplantes (UCP) de la fosforilacion oxidati-
va (Xiao et al., 2004). Parte de las causas se originan en una hi-
poleptinemia. La misma causa produce una hiperfagia depen-
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diente de las necesidades que enfrenta la madre segin el nime-
ro de crias, entre otras variables moduladas (Denis et al., 2003).

LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

Es digno de mencién el hecho que la mayor parte de los fac-
tores de crecimiento conocidos tienen, en algin momento de la
mamogénesis o la lactogénesis, participacion en la funcién de la
glandula mamaria. Asimismo se da la circunstancia que la mayor
parte de los efectos que estos factores llevan a cabo, lo hacen a
través de los mecanismos de secreciones paracrinas o autocrinas.
Estos mecanismos de accién local poseen notorias ventajas, en
primer lugar que al no ser sistémicos, el efecto de cada uno de
ellos se asegura la respuesta circunscripta de la zona. Ello es
muy eficiente y funcional por el hecho que no interfiere con
sus posibles efectos sobre otros 6rganos para los cuales pudiera
ser (circunstancialmente) inconveniente la estimulacién hormo-
nal correspondiente. Otra ventaja notoria es la economia de
mensajeros quimicos.

En lo que sigue se describirdn los efectos de los factores de
crecimiento acerca de los cuales existe informacién que los rela-
cionan con la glandula mamaria.

Los factores de crecimiento insulinoides.— Ademds de ser sinteti-
zadas y liberadas por el higado, con lo cual llevan a cabo efectos
sistémicos, las IGFs se producen en distintos tejidos y pueden
en estos casos actuar en formas paracrina, autocrina e incluso
sistémicas (Akers, 2006). Uno de los casos particularmente intere-
santes es la sintesis de IGF-I por las células del estroma de la
glandula mamaria, llevando a cabo efectos locales, particularmen-
te actuando sobre las células epiteliales vecinas. Varios de los
efectos de la hormona del crecimiento son efectivizados por la
sintesis en la glandula mamaria del IGF-I y de sus proteinas de
uniéon (Weber et al., 2000). Los efectos de los IGFs se han men-
cionado varias veces al describir las acciones que directa o indi-
rectamente llevan a cabo tanto las hormonas metabdlicas como
las reproductivas. Como se ha dicho, en el organismo también
se sintetiza proteinas de unién a las IGFs, las IGF binding pro-
teins (IGFBP), las cuales pueden servir de transporte, como asi
también pueden inhibir o amplificar sus efectos.
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La activacion del receptor de IGF-I puede senalizar a través
de varias vias intracelulares: a) por activaciéon de las proteinas
RAS que inducen proliferaciéon celular, b) por activacion de la
B—cateninas que producen efectos similares, c) por activacién de
proteinas de la familia 14.3.3 uno de cuyos efectos estd relacio-
nado con la supervivencia celular, y d) por activacién de IRS-1
que tiene funciones que se superpondrian con la anterior.

La mencionada familia de proteinas 14.3.3 tiene por lo menos
seis integrantes (Yang et al., 2006) ampliamente distribuidos en
animales y plantas en los que tienen gran nimero de funciones:
regulacion del metabolismo, transducciéon de sefales, ciclo celu-
lar, apoptosis, y respuestas al estrés. Se ha observado que el IGF-
I también influye en la via de activacion del STATS cuando se
utilizan las dosis propias de los ensayos de cultivos de explantes
(Yang et al., 2000).

Los efectos de las IGFBP se extienden mads alld de la inhibi-
cion de los efectos de la IGF-I. Cuando se llevan a cabo ensa-
yos de explantes de tejido mamario en los que no se han in-
cluido la prolactina, la somatotropina y el IGF-I se produce un
aumento en la expresiéon de la IGFBP-5, como asi también de la
apoptosis del tejido mamario (Accorsi et al., 2002). Ello pone de
manifiesto la intervenciéon de esta IGFBP en los procesos de
involucion de la glindula mamaria.

Los factores de crecimiento epidermal.— Si bien los primeros
hallazgos demostraron su influencia en la estimulacion del creci-
miento y proliferacién de células epiteliales, la informacién pos-
terior sobre sus efectos amplié el espectro tisular de su actividad
(Hynes et al., 1990; Doppler et al., 1991). Esta familia incluye
varios factores de crecimiento: a) el EGE b) el factor de creci-
miento transformante o, c) el factor de crecimiento epidermal de
unién a la heparina, d) la anfirregulina y e) la neurorregulina.

Estos factores se unen a receptores de membrana del tipo de
las tirosina-quinasas. En general, estos receptores se encuentran
en las células de la glaindula mamaria de las zonas de rapido
crecimiento, sean epiteliales o del estroma circundante.

Los factores de crecimiento de fibroblasto.— Como ya se ha men-
cionado, gran parte de los nombres de proteinas y péptidos acti-
vos provienen del tejido en los cuales se los ha descubierto.
Este factor FGF tiene afinidad por polimeros de la matriz extra-
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celular, por ejemplo, los glicosaminoglicanos, actian de una ma-
nera paracrina sobre las células epiteliales estimulando su creci-
miento y la ramificacién de los conductos. Se conocen algunas
variantes que actiian sobre la glandula mamaria: FGF-1, FGF-2
y FGF-7. Entre sus funciones generales se destacan la regulacion
del crecimiento y la diferenciaciéon celular.

En la adenohipoéfisis, actian sobre las células que sintetizan pro-
lactina promoviendo su desarrollo y su diferenciacién. Asimismo
estimulan la sintesis y secrecidon de esta hormona (Yu et al., 2002;
Jackson et al., 2003). Para hacerlo actdan sobre una via de senaliza-
cion especial que activa la MAPK quinasa (Jackson et al., 2003).

Los factores de crecimiento transformantes p.— Estos factores de
crecimientos se presentan en, por lo menos, tres formas: TGF-
Bl, TGF-B2 y TGF-B3, los cuales estimulan el crecimiento del
tejido conectivo. El TGF-B1 actta también sobre el epitelio glan-
dular. En general, este factor inhibe el crecimiento epitelial, ac-
tuando como modulador del crecimiento incontrolado. Este es
un efecto que también lo lleva a cabo la leptina. En varios as-
pectos, los efectos que lleva a cabo el TGF-B son contrarios a
los que ejercen la prolactina y los factores de crecimiento aso-
ciados sobre la morfogénesis. Ello se debe a la activaciéon del
factor Akt por la prolactina y su inhibicion por el TGF-B (Bailey
et al., 2004). El factor Akt (protein kinase B/PKB) es un impor-
tante nudo en las vias intracelulares de sefalizacion.

LA INFLUENCIA DE LAS PROTEINAS
DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

Este es un campo en activo crecimiento, no solamente por la
influencia que estas proteinas tienen en el 6rgano de la glindula
mamaria sino también por las que ejercen sobre todos los 6rga-
nos y sistemas de la economia. A su vez, estas moléculas actian
en forma interdependiente con las hormonas que operan sobre
el epitelio glandular. Se sabe que la molécula de adhesion celular
dependiente de glicosilacion 1 (GlyCAM 1) depende de la presencia
y la estimulacion producida por la prolactina, y que la progeste-
rona a su vez, inhibe su expresion (Hou et al., 2000).

Los factores de transcripcién que se activan por la influencia
de la(s) senal(es) de la matriz extracelular son varios. Entre es-
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tos, se pueden mencionar STATs, NF-1, proteinas de dominio Ets,
Factor octamérico, y amplificador de CCAAT, todos los cuales
actuarian como activadores sobre las regiones promotoras de los
genes. Asimismo los factores de transcripciéon YY-1 y el mismo
amplificador de CCAAT, en ciertas condiciones, se desempefia-
rian como represores (citados por Doppler et al., 2000). Es nece-
sario mencionar que los péptidos Ets constituyen una familia
muy grande de factores de transcripcién que tiene a su cargo
una gran cantidad de funciones de co-regulacion génica (Oettgen,
2006).

En el caso particular de la glindula mamaria se ha comproba-
do que practicamente todas las estructuras proteicas extracelulares
mas importantes (por su distribucién en todo el organismo) tie-
nen influencia moduladora sobre su actividad. Incluso esta in-
fluencia es determinante en las respuestas de las células asociadas
en lo que respecta a la proliferaciéon inducida por hormonas ta-
les como EGE IGF-I, estrégenos y progesterona. En este sentido,
se evidencia la capacidad de inducir respuestas por parte del co-
lageno I, el coldgeno II, la fibronectina, y la laminina (Wodward
et al., 2000). De esta forma, la capacidad del estroma de influen-
ciar sobre las células que soportan se puede efectuar ya sea segre-
gando factores de crecimiento o cambiando los tipos de proteinas
que forman la matriz extracelular la cual es comlin a ambos tipos
celulares.

La transcripcion y los genes de las principales proteinas ldcteas.—
Cuando nos referimos a las principales proteinas licteas, en este
caso, lo hacemos teniendo en mente a los genes de las cuatro
caseinas, al de la a—lactalbimina y al correspondiente de la p—
lactoglobulina. Para todas ellas se ha mencionado la alta correla-
cién existente entre los niveles de proteinas sintetizadas y los
correspondientes a la cantidad de RNAm presentes en las células
del epitelio secretor. Mercier y Vilotte (1993) mencionan que du-
rante la lactacion (galactopoyesis) se produce un aumento de la
transcripciéon de dos a cuatro veces sobre lo normal y una esta-
bilizaciéon de los RNAm tal que representa un incremento de
unas veinte veces el valor de la vida media de los RNAm.

En lo que sigue, se detallara lo relacionado con los genes de
las caseinas y se hara referencia a las dos proteinas del lactosue-
ro cuando su activaciéon se haga en forma conjunta con las ca-
seinas.
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La estructura de los genes de caseina no difiere demasiado de
las correspondientes al resto de proteinas que son especificas de
algunos tejidos. La unidad de transcripcién que serd representa-
da en el RNAm desde el extremo 5’ hasta el extremo 3’ contie-
ne: el sitio de la secuencia destinada al casquete metil-guanilato-
trifosfato (M;Gppp), los sitios identificadores que se requieren
para el proceso de corte y empalme, el sitio senal para la polia-
denilacién de la cola y una secuencia de nucleétidos rica en GT
relacionada con el fin de la transcripcidon.

Ademsds, en el extremo 5’ se encuentra la caja ATA y los
motivos que indican el sitio de transcripcion para la RNA poli-
merasa II y para el factor de transcripcion TFII D. Asimismo,
en el extremo 5°, existen varios sitios que contienen elementos
que son reconocidos por factores que modulan la expresion de
estas proteinas. Los factores, y los motivos reconocibles, se co-
rresponden con el tejido y al estado fisioldgico, para el caso el
estadio de la prefiez y de la lactacion. Algunos de estos motivos
se encuentran en el propio extremo 5°, otros son distales, otros
se encuentran dentro de la propia unidad de transcripcion y
otros en el extremo 3’.

Una de las caracteristicas de los genes de las caseinas corres-
ponde a la estructura de la relacion topoldgica de los intrones y
exones: la inserciéon de los intrones estd localizada de forma tal
que practicamente ninguno de ellos interrumpe un exén, situa-
cion denominada de fase 0 (cero). Esta situacién, que correspon-
de a una historia evolutiva en la que se destacan los procesos de
duplicacién de los exones, permite deducir la relaciéon entre dis-
tintos genes que tienen un origen (antecesor) comun y la época
(edad, en el sentido histérico) en que se han producido las di-
versificaciones que llevaron a la situacion actual.

En las secuencias reguladoras del extremo 5’ se han identifica-
dos los elementos de reconocimiento de receptores de glucocorti-
coides, receptores de progesterona y de varios otros factores que
son necesarios para iniciar las transcripcidon.

El RNA mensajero.— La estructura general de el RNAm inclu-
ye: un casquete 5’ (M;Gppp); luego la regién correspondiente al
marco de lectura, que tiene una extension cercana a dos tercios
del total de RNAm, delimitado por un codén de iniciacién y otro
de terminacién; y el extremo 3’ con regiones no traducidas en el
cual se encuentran: la secuencia senal de reconocimiento para la
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poliadenilacion del extremo 3’, el sitio de la sefal de reconoci-
miento que se encuentra entre 13 a 20 nucledtidos corriente arriba
del correspondiente al comienzo de la cola de poli(A).

Desde el punto de vista evolutivo, se considera como regiones
muy conservadas: a) las correspondientes a los extremos 5’ y 3’,
b) los péptidos senales, y c¢) las secuencias de los sitios donde se
lleva a cabo la fosforilacién de las proteinas. Se estima que estos
sitios tienen importancia en los mecanismos de traduccion y de
mantenimiento de la estabilidad del RNAm (Mercier y Vilotte,
1993). Es significativo que los péptidos sefial de las caseinas son
practicamente iguales en ocho especies de mamiferos placentarios
y un marsupial (Mercier y Vilotte, 1993).

Regulacion endocrina de la transcripcion en la sintesis de proteinas
ldcteas.— En general, las hormonas producen la activacién de
factores de transcripcién que se unirdn a elementos especificos
de las regiones de activaciéon y represion de los genes. Ello se
lleva a cabo en forma mediada, y en varios pasos en los que los
factores de las vias de sefnalizacion pueden interaccionar con el
producto de la accién de otras hormonas o factores de creci-
miento. Existen dos regiones promotoras, una proximal y otra
distal. Esta altima estd ubicada entre los 1000 y 4000 nucledtidos
corriente arriba, segin la especie. La regién 5’ inmediata proxi-
mal (y corriente arriba) del gen contiene, en un espacio de no
mas de 300 nucleétidos, los sitios de uniéon de los factores de
transcripcion.

En la Figura 16 (como se citarda mas adelante), se muestran
estas dos regiones en los genes de la f—caseina de vaca y huma-
no. Uno de los propésitos del grafico es exponer la gran simili-
tud que demuestra la conservaciéon de la estructura de estos ge-
nes entre especies que se han separado hace mas de 60 millones
de afios. Estas regiones, denominadas en este caso regiones de res-
puesta hormonal lactogénicas, tienen varios componentes en comun
con las regiones homodlogas de otros genes, y otros elementos
que les son propios. Como se ve, poseen uno o mds sitios para
la unién de los STATSs, tanto en la region proximal como en la
region distal. Asimismo tiene sitios CCAAT para proteinas am-
plificadoras de unién a estos. Algunas de éstas, las C/EBP se
unen también en las dos regiones, proximal y distal.

El factor YY1 reprime al unirse al sitio especifico, la sintesis
de la P—caseina. Este sitio ha sido localizado y estudiado muy
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bien en roedores. Aparentemente la uniéon de STATs a los sitios
correspondientes (cercanos) impide la unién de YY1, de manera
tal que se impide la represidén por este factor.

Los receptores de los glucocorticoides se unen a elementos de
la zona proximal. Aparentemente se unen en forma previa al
STATS, lo que aumenta la afinidad del complejo por algunos de
los sitios de unidn correspondientes en el DNA. Los receptores
de glucocorticoides se unirian a medios-sitios de secuencias palin-
drémicas y esta unidn seria impulsada por la unién previa a
STATS. Ademas de lo descrito, los receptores de glucocorticoides
promueven la fosforilaciéon final de STATS, lo que termina de
activar a este factor. La mutua necesidad de dos factores de
transcripciéon para su union a los sitios especificos es una intere-
sante demostracion de la interaccion entre los efectos de dos
hormonas, para el caso los glucocorticoides, que activan el re-
ceptor de glucocorticoide, y la prolactina que activa, mediada-
mente, el STATS.

En forma contraria a la descripta, otro factor de transcrip-
cion, el NF-éB que es resultante de la activacién por el Factor
de Necrosis Tumoral o (TNF-a), tiene la capacidad de inhibir un
paso previo a la activacion final, consistente en la fosforilacion,
del STATS. El NF-éB se une a su propio sitio e impide la sinte-
sis de la B—caseina.

Otro sitio de unién en la regidén proximal corresponde a la
Proteina octamérica, la cual actia en forma co-regulante con los
otros factores de transcripcion. En la region distal, se encuentra
asimismo un sitio de unién para Ets.

Influencia endécrina sobre la traduccion en la sintesis de proteinas
ldcteas.— Una gran cantidad de trabajos se han escrito sobre los
varios pasos que culminan en la sintesis de proteinas lacteas. El
altimo paso en el que estin comprometidos los acidos nucleicos
es el que corresponde a la traduccion desde el RNAm a la molé-
cula proteica. En las proteinas lacteas, como ocurre con otras
proteinas, la regulacién de la sintesis se efectiia, con distinta efi-
cacia, en todos sus pasos. La regulacion de la transcripcidn,
como se ha expuesto, constituye una etapa importante y una de
las mas delicadas y complejas. Un paso importante, ain cuando
se lo aprecia mas como un estado que como un mecanismo, es
el correspondiente a la estabilizacion del RNAm. Ahora ya es
casi obvio el hecho que es necesario que el RNAm tenga una
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vida media prolongada para ser mas eficiente en la sintesis pro-
teica. Ello se logra con los mecanismos de estabilizacién, los
cuales permiten incrementar su traduccién, puesto que una vida
media muy corta no garantiza la sintesis de la suficiente canti-
dad final de proteina.

Otro aspecto es el correspondiente a la sintesis diferencial de
proteinas. Por ejemplo, es sabido que la k—caseina se sintetiza en
cantidades mucho menores que la B—caseina. La informacion ac-
tual autoriza a pensar que tanto la estabilizacién del RNAm
como la sintesis diferencial estin bajo los mismos mecanismos
de modulacién (Rhoads y Grudzien-Nogalska, 2007). Desde luego
que la actividad de estos mecanismos difiere en lo que se refiere
a una y otra proteina, residiendo esta diferencia en los sectores
génicos reguladores.

Como se ha dicho anteriormente, la sintesis de lactoproteinas
exige la presencia de insulina, glucocorticoides y prolactina. Cada
una de estas hormonas, aisladas o en pares no son suficiente
para inducir la sintesis. Los glucocorticoides potencian la accién
de la prolactina, aumentando la cantidad de RNAm, pero aisla-
damente no tienen efecto. Por otra parte, la inyeccion de proges-
terona detiene la sintesis de estas proteinas y de los RNAm co-
rrespondientes (Houdebine et al., 1985).

Hay ensayos en los que se demostré que la administraciéon de
prolactina, estradiol e hidrocortisona a animales ovariectomiza-
dos aumenta la cantidad de RNAm de caseina. Para el caso, el
estrogeno tiene un efecto permisivo, lo cual es evidente cuando
se trata con animales ovariectomizados.

Para que se lleve a cabo una sintesis activa de caseina es
necesario que se incremente la sintesis de RNAm y que ésta sea
estabilizada: se sabe desde hace muchos anos que la prolactina
incrementa a mas del doble la sintesis de RNAm de caseina, y
que, lo mas importante, la vida media de este RNAm aumenta 20
veces (Guyette et al., 1979). Este aumento de la vida media expli-
ca el aumento de la sintesis de caseina.

Los glucocorticoides y la insulina, por otra parte, aumentan la
transcripcion del RNAm, pero actian en forma menos importante
sobre la estabilidad de éste. Sobre este aspecto parecen existir dife-
rencias entre especies (Rhoads y Grudzien-Nogalska, 2007).

Los trabajos existentes sobre la importancia relativa de la
sintesis de RNAm, por una parte, y el aumento de la estabilidad
de éste por otra, parecen indicar que existen dos vias y que
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ambas dependen de los mecanismos de poliadenilacién. Estos
mecanismos residen estructuralmente en el casquete, en la cola
de poli-A del RNAm y en elementos que se encuentran en el
lado 3’ no traducible, los cuales interactian con factores (protei-
nas) trans-actuantes. Algunas de estas proteinas promueven la
estabilidad y otras estimulan la degradacion de las colas de poli-
A del RNAm.

Otro hecho que afecta la sintesis de lactoproteinas es el produ-
cido por la desaparicién del estimulo que es producido por la pre-
sencia de la cria. Ello produce una disminucién de la traduccidn.

En lo que respecta a la traduccién, dos hormonas juegan un
papel central; por una parte, la insulina (o alguno de los facto-
res de crecimiento relacionada con ésta, que actiie en forma pa-
racrina o autocrina), y por otra parte, la prolactina. Estas hor-
monas actuarian sinérgicamente sobre la quinasa Aurora A, la
cual fosforilaria al factor de union del CPE (elemento citoplasma-
tico de poliadenilacién). Esta fosforilacién de la proteina de
union estimularia la traduccidén, permitiria la actividad de la po-
limerasa, e impediria la accién de la ribonucleasa que es la en-
cargada del acortamiento del poli-A.

Otro aspecto muy interesante consiste en la estimulacion de
la sintesis de lactoproteinas por aminodacidos libres de la sangre,
reconocida en la leucina, a través de un sistema que involucraria
a mTOR y a la fosfatidil-inositol 3 quinasa (Moshel et al., 2006).
Estos efectos de la leucina habian sido demostrados por Kimball
et al. (1999) en ensayos en los cuales la leucina estimula la fos-
forilacion de un factor de traducciéon del RNAm (eIF4E) en mio-
citos.

Lo relacionado con la poli-A-adenilacién del RNAm parece
tener varias vertientes. Por ejemplo, se conoce desde hace algu-
nos anos que el RNAm de la o—lactalbimina se encuentra en la
glandula mamaria en dos formas: con y sin la cola de poli-A-
adenilacion (Hall e al., 1981).






— Quinta parte —
Los oligémeros de caseinas
y las proteinas micelares asociadas

Como se ha mencionado anteriormente, existen dos aspecto
estructurales de las caseinas que no han sido desarrollados en la
bibliografia y que consideramos que son importantes en una re-
vision comparativa sobre el tema: la presencia de polimeros de
caseinas de diferentes tamanos entre los cuales son dominantes
los oligémeros, y la existencia de proteinas no caseinicas asocia-
das a las micelas de caseinas en la leche de diferentes especies.
En esta parte de la revision que presentamos hacemos referencia
a estos temas, incluyendo resultados obtenidos en nuestro grupo
de trabajo, en especial a los correspondientes a la Tesis Doctoral
de Marcela Hernandez de Sanchez, parte de cuya informacion
utilizamos aqui. En el presente trabajo, se muestran en esquemas
los resultados de las electroforesis efectuadas.

En el marco descrito y explicitado en las secciones previas y
con el objetivo mencionado se exponen resultados obtenidos
con muestras de caseinas de distintas especies, los cuales tratan
sobre la identidad comprobada o presuntiva de las bandas elec-
troforéticas de proteinas a partir de diferentes tipos de ensayos.
La informacion obtenida incluye a los oligomeros de caseinas y
a las proteinas asociadas a las micelas de caseinas.

En la primera parte, se muestran y analizan, para cada espe-
cie, los resultados de electroforesis de proteinas correspondientes
a las estructuras mencionadas. Para una mejor comprensiéon y a
los fines comparativos se analizan cada una de las especies por
separado.

Las especies estudiadas fueron las siguientes: corzuela (Maza-
ma gouazoubira), venado de las pampas (Ozotocerus bezoarticus),
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ciervo europeo (Dama dama), cabra (Capra hircus), oveja (Ovis
aries), alpaca (Lama pacos), llama (Lama lama), tapir (Tapirus terres-
tris), yegua (Equus equus), lobo marino (Otaria flavescens), elefante
marino (Mirounga leonina), armadillo (Chaetophractus vellerosus),
0so hormiguero (Myrmecophaga tridactyla), humano (Homo sa-
piens). Ademas de lo mencionado, en algunas de las determina-
ciones sobre glicosilacién se analizaron caseinas y proteinas mi-
celares de leche de perra y de coati.

Para un mas adecuado ordenamiento y comprensiéon haremos
una sucinta referencia a los aspectos metodoldgicos del tema. Las
caseinas de muestras de leche fueron precipitadas llevando el
pH de ésta a 4,6 o 4,3 segin la especie. El precipitado fue lava-
do repetidas veces, primero con agua destilada y luego con solu-
cion tamponada sin detergentes a pH 7,2. Luego el precipitado
fue disuelto en la solucién utilizada para electroforesis.

Las electroforesis, que en todos las casos se llevaron a cabo
en geles de poliacrilamida (PAGE) se efectuaron en dos condi-
ciones: sin agentes reductores (S/ar) y con agentes reductores (C/
ar). Los agentes reductores a los cuales hacemos referencia son
el p—mercaptoetanol y el ditiotreitol. Como consecuencia de las
condiciones no reductoras correspondiente a las PAGEs realiza-
das en ausencia de agentes reductores (S/ar), las uniones disulfu-
ro originales existentes entre las cadenas proteicas son conserva-
das y, por lo tanto, se mantienen también, en caso que los hu-
biera, los oligomeros de caseinas de diferentes pesos moleculares.
De esta manera, después de efectuarse las electroforesis se pue-
den poner en evidencia bandas adicionales y de mayor peso
molecular que aquellas que corresponden a los mondémeros.

De la misma forma, cuando se trabajé en presencia de agen-
tes reductores (C/ar), los oligdmeros se reducen por la ruptura de
los puentes disulfuro que unian las cisteinas de los péptidos —o
las uniones intracatenarias— y se observan solamente los monoé-
meros que constituian los oligémeros, lo cual hace que disminu-
ya el nimero de bandas presentes en el gel.

Como se verd mads adelante, el hecho que disminuya el nt-
mero de bandas observables en las electroforesis con agentes re-
ductores se debe a que los oligémeros de distintos pesos molecu-
lares estan formados por no més de tres, generalmente uno o
dos “especies” de monoémeros. En casi todos los casos los oligé-
meros estdn formados por solamente tres tipos de caseinas, segin
se ha expuesto en las secciones anteriores, y los mondmeros
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mencionados corresponden: k—caseina, o-caseina o o-caseina.

Las electroforesis se fotografiaron o se escanearon, y se con-
feccionaron diagramas de las bandas presentes. Para todos los
casos, las distancias de migracion se dibujaron proporcionales a
las de los geles y, de la misma manera, las intensidades de las
bandas de estos graficos son indicativas de las correspondientes
a la tincién de cada banda electroforética. La informacién de las
fotografias digitales o la imagen digital escaneada fue analizada
densitométricamente mediante un software (QuantiScan, Biosoft)
que permite cuantificar la cantidad relativa de proteina en cada
banda electroforética. La identificacion tentativa de las distintas
bandas se llevé a cabo en base a: el desplazamiento relativo de
cada una, a la presencia de glicidos, y al cambio relativo de in-
tensidad de las bandas antes y después del tratamiento con agen-
tes reductores.

También se describen los resultados correspondientes a la se-
paraciéon de las caseinas por Sephacryl S-200, en los cuales los
picos de elucion obtenidos de las distintas caseinas se sometie-
ron ulteriormente a electroforesis en SDS-PAGE en presencia o
ausencia de agentes reductores. En algunos casos durante el frac-
cionamiento por Sephacryl S-200, ciertos tipos de proteinas elu-
yeron conjuntamente, ain cuando poseian masas moleculares dis-
tintas, demostrando asociaciones que seguramente también co-
rresponden a uniones establecidas en la propia leche. El com-
portamiento de estas asociaciones de proteinas de diferentes pe-
sos moleculares se analiza mas adelante. El fraccionamiento de
las caseinas por Sephacryl S-200 se realiz6 en condiciones no
reductoras, en las cuales se conservan los enlaces disulfuro entre
cadenas proteicas.

En lo que se describe a continuacién se incluyen los datos
correspondientes a concentraciones de proteinas totales, proteinas
del lactosuero y caseinas de todas las especies en que fueron
determinadas (Tabla 1). Los resultados que se presentan en esta
Tabla corresponden a las muestras que fueron utilizadas en los
ensayos que se llevaron a cabo para investigar la presencia de
los ya mencionados oligodmeros de caseinas y de las caseinas
asociadas a las micelas. Las muestras de cabras correspondian a
la raza Criolla.

En lo correspondiente al niimero de caseina (el porcentaje del
total de proteina que les corresponde a las caseinas), los valores de
los ungulados son, en general, mayor a un 50%, salvo el caso del
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ciervo, lo cual coincide con los antecedentes conocidos al respec-
to. En general, los datos obtenidos son congruentes con la infor-
macién contenida en la bibliografia. Hay algunos casos en que
nuestros resultados se apartan de las medias conocidas; pero nin-
guna de ellas se aleja mas de un desvio estindar de los datos po-
blacionales que nuestro grupo ha obtenido en experiencias ante-
riores, o de la informacidn existente en la bibliografia.

Con los resultados de los analisis densitométricos de todas las
PAGEs realizadas, se obtuvo la informacién que se presenta en
la Tabla 2. Como se puede apreciar, al promediar los valores
obtenidos en diferentes especies, el valor medio que representan
los monémeros de caseinas, respecto al total de las proteinas en
las micelas, es un 77%, mientras que para los oligdmeros de ca-
seinas es de un 11%. Para las proteinas asociadas a las micelas,
encontramos un valor muy alto, pero ello se debe a la fuerte
influencia, probablemente distorsionante, que tiene sobre la me-
dia el valor que corresponde a la especie humana.

En la lista presentada, el valor mas alto corresponde a la lla-
ma y el mas bajo al armadillo. En las determinaciones llevadas a
cabo con numerosos animales de la misma especie, como hici-
mos con muestras de leche de cabra, hemos observado que los
porcentajes correspondientes a los oligdmeros de caseinas tenian
un coeficiente de variacion muy pequeiio. Este coeficiente repre-

. Prot. tot. PLS Caseinas N° de caseinas
Especies (g %) (g %) (g %) (g %)
corzuela 6,50 1,65 4,84 74
venado de las pampas 9,26 2,64 6,62 72
ciervo europeo 8,07 4,92 3,15 39
cabra 3,28 0,7 2,58 78
oveja 5,35 0,72 4,64 86
alpaca 5,71 0,87 4,84 84
llama 4,24 1,01 3,16 74
tapir 8,76 4,1 4,66 53
yegua 1,82 0,89 0,93 51
lobo marino 8,76 4,76 4,00 45
elefante marino 14,38 7,35 7,03 49
armadillo 7,83 4,14 3,69 47
0s0 hormiguero 4,79 2,86 1,93 40
humano 0,96 0,66 0,30 31

Tabla 1. Proteinas totales, proteinas del lactosuero, caseinas y nimero de
caseinas existentes en la leche de las especies estudiadas.
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. Mondémeros Polimeros PAM
Especies (%) (%) (%)
corzuela 83,76 3,04 13,20
venado de las pampas 78,81 9,22 11,97
ciervo europeo 72,74 14,1 12,77
cabra 90,69 9,31 PAM = Polim.
alpaca 83,87 16,13 PAM = Polim.
llama 60,40 29,85 9,74
tapir 60,60 17,83 21,60
yegua 83,90 3,21 12,89
lobo marino 96,00 1,92 2,07
elefante marino 89,61 10,39 PAM = Polim.
armadillo 82,80 2,8 14,40
0so hormiguero 73,20 18,35 8,46
mono cai 73,11 5,37 21,00
humano 49,33 12,98 37,69
media 77,1 11,0 15,1
desvio estandar 13,1 7,9 9,2

Tabla 2. Porcentaje que, del total de las micelas de caseinas, corresponde
a los monoémeros de caseinas, sus polimeros y a las proteinas asociadas a las
micelas.

sentaba un 11% respecto a la media de los oligomeros y un 1,8%
respecto a la media del total de caseinas. Esta dispersion relati-
vamente baja demuestra que la proporciéon de oligdmeros que se
forman estd regulado de alguna manera tal que, seguramente las
medias encontradas representan un punto de equilibrio. Ello es
compatible con la comprobacion estadistica obtenida de la distri-
bucién normal de los datos correspondientes.

Los porcentajes correspondientes a las proteinas asociadas a
las micelas de caseinas, tienen, como se esperaba, una presencia
cuantitativa mucho menor que las caseinas, pero siguen siendo
importantes (Tabla 2 y 3). En los casos particulares de la leche
de alpaca y de elefante marino, la banda de una proteina asocia-
da a las micelas de caseinas se desplazaba a la misma velocidad
que una de las bandas de los oligomeros, o sea que se superponia.
De manera que no se pudieron calcular los valores correspon-
dientes a la proteina asociada. Pero, para el caso, estos valores
eran proporcionalmente pequeiios, lo que disminuye la importan-
cia cuantitativa de estos solapamientos.

En lo que sigue se describen por separado las caracteristicas
de cada especie.
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Especies Cn tot. Monom. Polim. PAM
corzuela 4,84 4,05 0,15 0,64
venado de las pampas 6,62 5,22 0,61 0,79
ciervo europeo 3,15 2,29 0,44 0,40
cabra 2,58 2,34 0,24 PAM= Polim.
alpaca 4,84 4,06 0,78 PAM= Polim.
llama 3,16 1,91 0,94 0,30
tapir 4,66 2,82 0,83 1,01
yegua 0,93 0,78 0,03 0,12

lobo marino 4,00 3,84 0,08 0,083
elefante marino 7,03 6,30 0,73 PAM= Polim.
armadillo 3,69 3,05 0,10 0,53

0s0 hormiguero 1,93 1,42 0,35 0,163
mono cai 1,00 0,74 0,05 0,21
humano 0,32 0,15 0,04 0,11

Tabla 3. Valores absolutos en g/dL. que corresponden a los monémeros de
caseinas, sus polimeros y a las proteinas asociadas a las micelas.

CORZUELA PARDA (Mazama gouazoubira)

La Figura 1 muestra los esquemas donde aparecen las bandas
de proteinas de las electroforesis efectuadas en las dos condicio-
nes antes mencionadas. En ambas se nota la presencia dominan-
te de dos bandas de caseina cercanas a los 30 kDa. La de mayor
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kDa 1 D)
Figura 1: SDS-PAGE: Caseinas de corzuela parda.
Caseinas totales

1: c/ag. red

2: s/ag. red
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masa molecular aparece como desdoblada cuando se analiza la
imagen digital y por ello figura asi en el esquema. En la zona
de los 60 kDa (PAGE C/ar), se evidencian algunas bandas que
podrian corresponder a proteinas asociadas a las micelas de ca-
seina. En el gel sin agentes reductores aparecen ademas de las
bandas mencionadas anteriormente, dos bandas de 58 y 64 kDa
aproximadamente. Esta ultima encubriria a las bandas de protei-
nas asociadas.

VENADO DE LAS PAMPAS (Ozotocerus bezoarticus)

La Figura 2 corresponde al esquema de las electroforesis de
este otro cérvido sudamericano. En los geles tratados con agentes
reductores aparecen: a) tres bandas de caseina de intensidad bas-
tante similar con masas moleculares entre 30 y 37 kDa, b) entre
60 y los 63 kDa, dos bandas de proteinas, las cuales estaban
asociada a las micelas de caseina. En el gel sin agentes reducto-
res, ademas de las bandas de 30 kDa mencionadas anteriormente,
aparecen bandas ubicadas entre los 50, 75 kDa y 200 kDa en la
entrada del gel separador. Corresponderian a polimeros de casei-
na, puesto que no se las observa en el primer esquema. Como
resultado de someter las caseinas de esta especie al pasaje por
Sephacryl S-200, se obtuvieron 3 picos principales. Cada uno de
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Figura 2: SDS-PAGE: Caseinas de venado de las pampas.
Caseinas totales Cromatografia de particion:

1: c/ag. red : Pico I: s/ag. red

2: s/ag. red : Pico I: c/ag. red

: Pico II: s/ag. red

: Pico II: ¢/ ag. red

: Pico III: c/ag. red

: Pico III: s/ ag. red
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los picos se sometié a electroforesis en las dos condiciones men-
cionadas y se constatd que, la banda de los 200 kDa estaba cons-
tituida por moléculas de x—caseina y o, -caseina, como asi tam-
bién una tenue banda de unos 15 kDa que no hicimos figurar
en el esquema. Para el segundo pico del eluido aparece una sola
banda de masa molecular cercana a los 60 kDa cuando no se
utiliza el tratamiento reductor y de dos bandas 30 y 35 kDa
cuando se reducen y que corresponderian a la og,-caseina mono-
mérica y la k—caseina, respectivamente. En el tercer pico no se
encuentran diferencias entre los dos tratamientos, se observan
dos bandas principales de aproximadamente 30 kDa y 35 kDa.
Seguramente se trata de la B—caseina, y la oy -caseina, la primera
de las cuales encubre a la k—caseina. Estimamos que, en base al
desplazamiento, la presencia de glicidos y al cambio relativo de
intensidad de las bandas, que la banda mas rapida corresponde a
una B-—caseina, la de migracion intermedia a la og-caseina, y que
la tercera banda corresponde a la superposiciéon de la k—caseina
con una f—caseina.

TAPIR (Tapirus terrestris)

En la Figura 3, se puede observar que en presencia de AR
aparecen: a) las bandas monoméricas de las caseinas, dos en
este caso de gran intensidad, b) una banda de peso molecular
cercano a los 60 kDa, que corresponde a una proteina asociada
a las micelas, y c) otra de 20 kDa, cuya naturaleza no hemos

75-
50-
——
25- ——
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Figura 3: SDS - PAGE: Caseinas de tapir.
Caseinas totales

1: ¢/ ag.red.

2: s/ ag.red.
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determinado. En ausencia de agentes reductores aparecen cuatro
bandas adicionales, una de ellas superpuesta con la proteina aso-
ciada a las micelas, de entre los 50 y 70 kDa, las cuales conside-
ramos que son caseinas unidas por puentes disulfuro, puesto que
desaparecen con el tratamiento reductor. Estimamos que la banda
mas intensa corresponde a la f—caseina y las dos de menor in-
tensidad corresponden a la og-caseina, la k—caseina se superpo-
ne en parte con la banda mayor de PB—caseina. Esta interpreta-
cién es coincidente con lo que ocurre en otros perisodactilos
(Tametti et al., 1997; Egito et al., 2002).

ELEFANTE MARINO (Mirounga leonina)

Los porcentajes de caseinas monoméricas es de un 90 %, un
8% corresponde a las poliméricas y un 2% a una proteina asociada
de 60 kDa que se superpone en los geles S/ar con una de las ban-
das poliméricas. El anailisis electroforético (Figura 4) de los elui-
dos de la cromatografia de particién mostré que la banda de ma-
yor peso molecular, unos 150 kDa, es un oligbmero que esta cons-
tituido por proteinas de 60 kDa que coprecipitan con las caseinas.
El resto de los picos de elucion demostré la presencia de cinco
bandas, dos de ellas coincidian con lo esperado para las bandas la
B—caseina, y la ag-caseina, otra corresponde a la ya mencionada
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Figura 4: SDS - PAGE: Caseinas de elefante marino.
Caseinas totales: Cromatografcia de particion:
1: ¢/ ag.red. : Pico I s/ ag.red.

2: s/ ag.red. Pico I ¢/ ag.red.

Pico II s/ ag.red.

Pico III s/ ag.red.

Pico IV s/ ag.red.
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proteina de 60 kDa, una cuarta mostré una masa de 14 kDa y la
restante de 30 kDa. Esta especie muestra una caracteristica especial
que es la presencia de la banda de 60 kDa.

LOBO MARINO (Otaria flavescens)

A diferencia de lo que ocurre con el otro mamifero marino
estudiado, las caseinas de Otaria flavescens tienen una composi-
ci6on simple (Figura 5), dos bandas de monémeros, una banda de
una proteina de unos 60 kDa que subsiste al tratamiento reduc-
tor, y un oligémero de unos 150 kDa que se divide en mondme-
ros de oy -caseina y k—caseina en PAGE-SDS C/ar. Los resultados
de la cuantificaciéon del andlisis densitométrico de geles S/ar
mostraron que 96 % de caseina se encuentra en forma monomé-
rica, un 2% corresponde a las poliméricas y alrededor del 2 %
para la proteina asociada a las micelas de caseina.

ARMADILLO (Chaetophractus vellerosus)

Esta especie posee siete bandas (Figura 6) dos de las cuales
desaparecen con el tratamiento reductor, de manera que: a) una
corresponde a un oligémero de unas 150 kDa, y otra de entre 55
y 60 kDa que desaparecen en el tratamiento reductor; b) cuatro
principales correspondientes a caseinas monoméricas, tres de es-
tas bandas pesan alrededor entre 28 y 37 kDa, otra de algo mas
de 40 kDa; y ¢) una mas liviana de unos 20 kDa, que es una
proteina asociada a la micela. Salvo una de las bandas, la que
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Figura 5: SDS-PAGE: Caseinas de lobo marino.
Caseinas totales

1: ¢/ ag.red.

2: s/ ag.red.



Las caseinas de la leche. Aspectos comparativos 117

75-
50-
| |
| ]
| |
25- SN N NENSSOSNEN
kDa
1 2

Figura 6: SDS-PAGE: Caseinas de armadillo.
Caseinas totales

1: c/ag.red

2: s/ag.red.

corresponde a la k—caseina, que se comporta como una proteina
de unos 37 kDa, no pudimos identificar tentativamente a las
otras bandas de caseina. De hecho, las caseinas de esta especie
se comportan de forma distintas a las correspondientes a los
otros mamiferos estudiados.

MONO CAI (Cebus apella)
Los anilisis electroforéticos demostraron que posee ocho pro-
teinas que constituyen la micela (Figura 7). Estas ocho proteinas
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Figura 7: SDS- PAGE: Caseinas de mono cai.
Caseinas totales

1: ¢/ ag.red.

2: s/ ag.red.



118 F. M. FERNANDEZ & M. HERNANDEZ DE SANCHEZ

se distinguen porque: a) tres poseen masas moleculares y caracte-
risticas que corresponden a las caseinas conocidas, k—caseina, B—
caseina, y og-caseina; b) una corresponde a un oligdmeros mayor
(200 kDa); c) otra es un dimero (45 kDa) en el cual uno de los
componentes es la k—caseina y el otro una proteina menor de
unos 17 kDa; y d) tres son proteinas asociadas. Curiosamente
parece que una de las proteinas no caseinicas forma parte del
oligbmero mayor mencionado, puesto que solamente aparece des-
pués del tratamiento reductor.

CIERVO EUROPEO (Dama dama)

En la Figura 8, se esquematiza la distribucion de las caseinas.
De las ocho bandas que se observan en los electroforesis S/ar,
dos son muy tenues (58 y 60 kDa), y una de éstas es un dimero.
De las seis restantes, las dos de mayor masa molecular (mas de
100 kDa) son oligémeros que desaparecen en el tratamiento re-
ductor. Las cuatro bandas restantes corresponden a la f—caseina,
o, -caseina, k—caseinas y (probablemente) la oy,-caseina.

LLAMA (Lama glama)

De las seis bandas principales presentes en las electroforesis
S/ar, tres corresponden a proteinas asociadas a las moléculas, una
corresponde a un oligomero de unos 200 kDa y las otras dos a
monémeros de caseina (Figura 9). Cabe aclarar que cuando se
llevan a cabo electroforesis con concentraciones mayores de pro-
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Figura 8: SDS -PAGE: Caseinas de ciervo europeo.
Caseinas totales

1: ¢/ ag.red.

2: s/ ag.red.
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Figura 9: SDS -PAGE: Caseinas de llama.
Caseinas totales

1: ¢/ ag.red.

2: s/ ag.red.

teina sembrada se pueden observar un par de bandas monoméri-
cas adicionales.

ALPACA (Lama pacos)

Las caracteristicas electroforéticas de sus caseinas (Figura 10)
son muy parecidas a las correspondientes a la llama, tan sola-
mente se debe mencionar que, en las condiciones en que se lle-
varon a cabo las PAGE, algunas de las bandas resuelven mejor
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Figura 10: SDS-PAGE: Caseinas de alpaca.
Caseinas totales

1: ¢/ ag.red.

2: s/ ag.red.
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en esta especie. Por ejemplo, se pueden observar las tres bandas
principales de las caseinas monoméricas que tienen una masa
aproximada de 30 kDa. También aparecen bandas de proteinas
asociadas a las micelas (» 45 kDa, 60 kDa, y 90 kDa).

CABRA (Capra hircus)

En esta especie, de la cual hemos analizado tres razas (Crio-
lla, Nubias y Saanen), la mayor parte de las bandas no monomé-
ricas corresponden, en lineas generales a oligdmeros que se divi-
den en mondémeros cuando son tratados por agentes reductores.
Es notorio que la raza Criolla presenta mayor variabilidad en
cuanto al nimero de bandas poliméricas con respecto a las dos
razas europeas. Las proteinas asociadas a las micelas de caseina
se encuentran en un rango de peso molecular entre los 55 y 70
kDa aproximadamente y se superponen con algunas bandas de
oligéomeros.

En la Figura 11, se presenta el esquema correspondiente a
esta informacién. Como se puede observar, la k—caseina se uniria
por puentes disulfuro con la ag- caseina y también consigo mis-
ma en una gradacion de tamanos que va desde dimeros a deca-
meros. También se han encontrado uniones de este tipo con una
proteina del lactosuero, la a—lactalbimina, en la cual se produci-
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Figura 11: SDS-PAGE: Caseinas de cabras criollas.

Caseinas totales Cromatografia de particion

1: ¢/ ag.red. Pico I, s/ ag.red.

2: s/ ag.red. Pico I, ¢/ ag.red.

Pico II, s/ ag.red.

Pico III, ¢/ ag.red.

Pico III, s/ ag.red.

Pico III, ¢/ ag.red.
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ria una reorganizaciéon de las uniones S-S intracatenarias que
pasarian a ser intercatenarias formando dimeros u oligémeros
heteromoleculares. Esto habia sido observado en la leche de
vaca donde se vi6 que la ag-caseina puede existir en forma de
dimeros y también puede formar oligémeros con la k—caseina
(Rassmussen y Petersen, 1991). Ello ocurre en forma similar al
proceso de homooligomerizacién en el que la k—caseina de la
vaca puede formar polimeros consigo misma, desde dimeros a
decameros (Talbot y Waugh, 1970).

Homo sapiens

De las cinco bandas mayores de proteina que se observan en
las electroforesis C/ar, una de ellas es una proteina asociada
(aprox. 60 kDa), otras son mondmeros correspondientes a: la B—
caseina, la k—caseina y la og-caseina (Figura 12). Debe mencio-
narse que a la B—caseina corresponde mas del 90% de las casei-
nas monomeéricas, seglin mostraron los analisis. Las proteinas
asociadas, y una en particular, constituyeron una parte importan-
te del total de las proteinas que componen las micelas. Es me-
nester mencionar que los resultados presentan una significativa
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Figura 12: SDS-PAGE: Caseinas humanas.
Caseinas totales Cromatografia de particién
1: ¢/ ag.red. 3: Pico I, s/ ag.red.
2: s/ ag.red. 4: Pico II, s/ ag.red.

S: Pico III, s/ ag.red.
Tincién de PAS
6: s/ ag.red.
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relacién con otras variables, entre las cuales es importante el
tiempo de lactacidon, detalles que no se muestran en este trabajo
(M. Hernandez de Sanchez y G. Silenzi, com.pers.).

La cuantificacién arrojé los siguientes resultados: 49 % de las
caseinas se encuentran en forma monomérica, el 13 % en forma
de polimeros y las proteinas asociadas constituyen el 38 % del
restante total de proteinas micelares. En la cromatografia de par-
ticion en Sephacryl S-200 eluyeron en tres picos principales,
cada uno de los cuales fue sometido a electroforesis. En estos
tres picos se distribuyeron los componentes de las micelas en
orden a sus masas moleculares, las de mas de 200 kDa, luego otra
banda de 65 kDa, después una banda de 22 kDa, aproximada-
mente. Las bandas de 22, 65 y levemente una de las de 200 kDa
se tineron con PAS indicando la participacién de la x—caseina.
La participaciéon de la x—caseina y la og-caseina en la forma-
cion de oligémeros de caseinas ha sido registrada en parte de la
descripcién de la primera proteina por UniProKB/SwisProt en su
base de datos: “Subunit: Heteromultimers composed of alpha-sl
casein and kappa casein linked by disulfide bonds”.

Durante el transcurso de los experimentos con leche materna,
observamos una proteina de caracteristicas especiales que se pre-
sentaba tanto en el lactosuero como también asociada a las mi-
celas. Las circunstancias en las que se presentaba en una u otra
forma se discute mads adelante. Se pudo aislar esta proteina a
partir de su afinidad por las caseinas. Su caracterizacion demos-
tr6 que es una fosfoglicoproteina de unos 70 kDa. A partir de
ello consideramos que se trata de la osteopontina, cuya presencia
en la leche humana ha sido mencionada.

OSO HORMIGUERO (Myrmecophaga tridactyla)

Las electroforesis S/ar mostraron diez bandas proteicas. De
éstas, las mas pesadas correspondian a oligémeros de 200, 60 y 55
kDa. Cuatro de las restantes pertenecian a mondémeros de pesos
entre 39 y 25 kDa, por una parte, y laa otras tres (47, 22 y 19
kDa) a proteinas asociadas a las micelas. Se destaca en esta espe-
cie la intensidad de las bandas monoméricas. La banda de 47
kDa es comin a todos los Edentados. Parte de este hallazgo
constituye informaciéon sobre la cual no encontramos anteceden-
tes en publicaciones periddicas. En la Figura 13, se presenta el
esquema que contiene la informacién correspondiente a los dos
geles anteriores. No estamos en condiciones de identificar las
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Figura 13: SDS-PAGE: Caseinas de oso hormiguero.
Caseinas totales

1: ¢/ ag.red.

2: s/ ag.red.

distintas bandas, pero sabemos que la banda de 35 kDa corres-
ponde a la k—caseina.

PROTEINAS ASOCIADAS CON LAS MICELAS
DE CASEINAS DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS

En la Figura 14, se muestran dos electroforesis (C/ar y S/ar).
Es notoria la desapariciéon de las bandas de los oligémeros debi-
da a los agentes reductores. También se notan las bandas que
subsisten a este tratamiento y que corresponden a las proteinas
asociadas a las micelas. Estas son menos evidentes que los oligo-
meros pero son perfectamente cuantificables mediante el andlisis
densitométrico. En los geles con agentes reductores de las casei-
nas de todas las especies estudiadas aparecen bandas de protei-
nas cuyas masas moleculares son mayores o menores que los de
las caseinas. En general estas proteinas, que forman parte de las
micelas, son diferentes en las distintas especies. Pero se observa
una influencia filogenética dado que existe cierta similitud entre
especies relacionadas dentro del mismo Orden y més ain de la
misma Familia. Tales son los casos de las especies que integran
el grupo de los camélidos, de los quirquinchos (armadillos) y de
los cérvidos.

Los pesos moleculares de estas proteinas asociadas tienen
masas que varian entre 15 kDa y 150 kDa. Las més frecuentes,
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Figura 14: Caseinas de la leche de varias especies de mamiferos.

A) SDS- PAGE con agentes reductores

B) SDS-PAGE sin agentes reductores

1: corzuela; 2: venado de las pampas; 3: tapir; 4: lobo marino; 5: elefante
marino; 6: mono cai; 7: armadillo.

que se presentan en la mayoria de las especies, corresponden a
masas que son algo menores a 20 kDa y mayores a 60 kDa. Las
proteinas asociadas se encuentran en distintas concentraciones
entre las diferentes especies y no guardan una relaciéon de pro-
porcionalidad con las concentraciones de caseina de cada espe-
cie. Por otra parte, todas tienen un cierto grado de hidrofobici-
dad, puesto que se separan de las caseinas en presencia del de-
tergente dodecil-sulfato de sodio. Estas proteinas no forman enla-
ces covalentes (disulfuro) con otras proteinas. En algunas espe-
cies tales como en corzuela, venado de las pampas, tapir, yegua,
lobo marino, armadillo, mono cai y humano, superan en concen-
tracion a los polimeros de caseina, cuyos mondémeros se encuen-
tran ligados por enlaces covalentes.

EL PAPEL DE LA K-CASEINA

Los ensayos de western-blottings con anticuerpos anti k—casei-
na bovina demostraron que en todas las bandas de alto peso mole-
cular, en los geles sin agentes reductores, los anticuerpos recono-
cian moléculas de k—caseina. Se pudo constatar que en todos los
casos la k—caseina entraba en la estructura de los oligémeros. En
los geles con agentes reductores se pudo observar las k—caseinas
monoméricas de las diferentes especies formando una banda.



Las caseinas de la leche. Aspectos comparativos 125

Por otra parte, nuestro grupo llevé a cabo ensayos sobre el
contenido de carbohidratos de las caseinas en distintas especies
de mamiferos. A este tema se hard referencia més adelante por-
que consideramos que aporta datos interesantes a los problemas
del papel de la k—caseina.

LA SEPARACION POR CROMATOGRAFIA
DE PARTICION

Cuando los constituyentes de las micelas de caseinas son so-
metidos a cromatografia de filtracion por gel en Sephacryl S-200
aparecen en los sucesivos tubos del eluido una serie de picos
que varian en magnitud entre las especie analizadas. En general
en todas las especies, los polimeros de caseina eluyen en el pri-
mer pico, lo cual es esperable debido a su mayor masa molecu-
lar. En los estudios electroforéticos posteriores, sin agentes reduc-
tores, realizados con estos eluidos aparecen una serie de bandas
que van desde los ~ 50 kDa hasta mas de 200 kDa. Sin embargo,
y como era previsible, cuando se realizan las electroforesis de
los mismos picos en presencia de agentes reductores que rom-
pen los puentes disulfuro, los mondmeros resultantes migran for-
mando las bandas del peso molecular menor correspondiente.
En todos los casos aparece la k—caseina monomérica como uno
de los constituyentes de los oligémeros.

GLICOSILACION DE LAS CASEINAS
DE LAS DIFERENTES ESPECIES

El contenido de glacidos de las caseinas determinado por el
método del orcinol sulfirico mostré diferencias en el contenido
de glacidos de las caseinas de las distintas especies, lo cual se
muestra en la Figura 15. Las caseinas de los artiodactilos contie-
nen los menores contenidos de glicidos (16 mg de glicidos/mg de
caseina [ug/mg Cn] para el venado de las pampas; 19,8 ug/mg Cn
para la corzuela y 11 pug/mg Cn para la cabra). El grupo de los
carnivoros present6 los valores de glicidos mas elevados: 44 ug/
mg Cn, para el lobo marino, 53 ug/mg Cn para el elefante marino
y 71 pug/mg Cn para el coati. Uno de los perisodactilos estudiados,
el tapir, también presenté un valor importante (57 ug/mg Cn).
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Contenido de glucidos unidos a caseinas
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Figura 15: Cantidad de glacidos unidos a caseinas de once especies de ma-
miferos placentarios, expresadas en ug de glicidos por mg de caseina.

En las electroforesis (SDS-PAGE, S/ar) con tincién de PAS se
pudo observar que en las caseinas de corzuela, venado de las
pampas, ciervo europeo y yegua, no aparecen bandas. Lo mismo
ocurre con las proteinas asociadas a las micelas, las cuales tam-
poco pudieron evidenciarse por medio de esta tinciéon. En las
muestras de tapir y oso hormiguero aparecen bandas notorias de
glicoproteinas. En el tapir se pueden apreciar formas monoméri-
cas y una proteina de alrededor de 60 kDa, que podria ser una
proteina asociada a las micelas de caseina. En el caso del oso
hormiguero, aparecen 4 bandas de polimeros glicosilados de
aproximadamente 60 y 200 kDa y una banda de muy bajo peso
molecular (~ 6-10 kDa).

Los casos mas interesantes corresponden a los carnivoros. En
SDS-PAGE sin agentes reductores con tincién de PAS las casei-
nas glicosiladas de coati se presentan en forma de un polimero
de alto peso molecular en el borde del gel separador. En la le-
che de perra hay, en cambio, cuatro bandas de caseinas glicosila-
das, dos monoméricas (una de ~ 25 kDa y otra de ~ 38 kDa) de
mayor intensidad y dos bandas poliméricas de ~ 60 kDa y ~ 200
kDa de menor intensidad de color. En cuanto a las glicoprotei-
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nas de los dos mamiferos marinos estudiados se puede ver que
hay diferencias entre ambas especies, con mayor ntimero de ban-
das en el elefante marino que en el lobo marino. En el elefante
marino aparece una banda de ~ 60 kDa, que podria ser una pro-
teina asociada y polimeros de peso molecular mas elevado de
aproximadamente 80 kDa. En el lobo marino solo se pueden
ver bandas bastante tenues en la zona de los mondmeros.

En la especie humana las proteinas asociadas a las micelas de
caseina estan fuertemente glicosiladas como pudo apreciarse por
la intensidad de color.

Los resultados mostraron que en las muestras de caseina pre-
viamente reducidas a sus formas monomeéricas y luego sometidas
a la incubacidon con lactosuero se llev a cabo la reconstitucion
de polimeros de caseina. De acuerdo a sus pesos moleculares (>
de 50 kDa) se trata de dimeros y polimeros de alto peso molecu-
lar (> de 200 kDa), siendo estos ultimos los més abundantes.
Mediante el ensayo de western-blotting, con anticuerpos anti-k—
caseina bovina, se determiné que el principal constituyente de
estos polimeros es la k—caseina.

ASPECTOS COMPARATIVOS DE LOS OLIGOMEROS
Y LAS PROTEINAS MICELARES ASOCIADAS

El cuadro encontrado en el estudio de las caseinas de catorce
especies es heterogéneo y no siempre fue ficil de asignar las
homologias. Estas se establecieron en forma tentativa teniendo
en cuenta los siguientes elementos:

1) La movilidad electroforética.

2) La deteccion mediante anticuerpos anti-k—caseina bovina
los cuales han presentado reaccién cruzada con las proteinas de,
por lo menos, una de las distintas bandas de caseina presentes
en las especies estudiadas.

3) La relacion cuantitativa que guardan entre si las caseinas
de las distintas especies de mamiferos es variada, sobre todo en-
tre las ag y B— caseinas.

4) El hecho que la B—caseina no forma puentes disulfuros, im-
plica que no forma agregados como la k—caseina y las dos 4,-casei-
nas. O sea que las bandas correspondientes a la B—caseina no au-
mentaban su densidad relativa cuando se trataban los geles C/ar,
lo que proporcionaba una pista confiable sobre su identidad.
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En los perisodactilos como yegua y burra también han sido
estudiadas las principales caseinas. En la leche de yegua se pue-
den encontrar también los cuatro tipos de caseinas conocidos en
la vaca (Iametti et al., 1997; 2001; Egito et al., 2002).

Hasta donde hemos podido comprobar, no existen datos en la
bibliografia sobre las caseinas de las siguientes especies silvestres
que han sido estudiadas en nuestros laboratorios: corzuela, vena-
do de las pampas, ciervo europeo, tapir, mono cai, elefante mari-
no, lobo marino, armadillos y oso hormiguero.

COMPOSICION DE OLIGOMEROS DE CASEINA
PRESENTES EN LAS DIFERENTES ESPECIES

Cuando las caseinas son sometidas a cromatografia de parti-
cidén en presencia de urea se separan en todos sus componentes,
a menos que estén unidos en forma covalente. En todas las
muestras de las especies estudiadas en los primeros picos de elu-
cién eluyen los polimeros de caseina de mayor tamano. Estos
estdan formados por la unidn, a través de puentes disulfuro ya sea
de los mon6émeros entre si, o puntualmente con otras proteinas.

Cuando se rompen estas uniones por medio de los agentes
reductores, aparecen en las electroforesis, como bandas indivi-
duales y homomoleculares, las proteinas que las conforman. Es-
tas proteinas integrantes de los polimeros son diferentes en las
especies estudiadas. En la cabra, la k—caseina se une por puentes
disulfuro con la og,- caseina y también consigo misma en una
gradacion de tamanos que va desde dimeros a decadmeros. Tam-
bién se han encontrado uniones de este tipo con una proteina
del lactosuero, la o—lactalbiumina, por medio de la reorganiza-
cion de las uniones S-S intracatenarias que pasan a ser interca-
tenarias formando dimeros u oligémeros heteromoleculares. Esto
habia sido estudiado solamente en la vaca donde se vi6 que la
op-caseina puede existir en forma de dimeros y también puede
formar oligémeros con la k—caseina (Rasmussen y Petersen, 1991).
Ello ocurre en forma similar al proceso de homo-oligomerizacion
en el que la k—caseina de la vaca puede formar polimeros consi-
go misma, desde dimeros a decdmeros (Talbot y Waugh, 1970).

En la leche de cabra también existen oligomeros de caseina,
tal como se comprob6 en el presente trabajo. La disponibilidad de
muestras de varias razas de esta especie dié la posibilidad de ex-
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tender el estudio sobre ellas. Las razas estudiadas fueron: Saanen,
Nubia y Criolla. Se encontraron, por lo menos, cinco bandas de
oligémeros que segin los pesos moleculares aparentes corresponde-
rian a dimeros, trimeros y polimeros de mayor peso. Los mdas gran-
des de estos polimeros caian en los limites de la capacidad de
discriminacion de los métodos utilizados en este trabajo. Estos ti-
pos de oligdmeros se observaron en animales de las tres razas,
aunque diferian en cuanto a la intensidad de cada banda.

El analisis de las intensidades de las bandas de polimeros
demostré que habia diferencias en los patrones correspondientes
a los animales Criollos por una parte y a los de razas Saanen y
Nubias por otra. En este sentido se pueden considerar dos he-
chos destacables. En primer lugar, se observé que los animales
Criollos tenian mayor cantidad de caseinas en forma de polime-
ros con respecto a los animales de las otras razas (Tabla 4). En
segundo lugar, se observé que entre los animales no Criollos la
cantidad relativa de cada banda homoéloga de oligomeros guarda-
ba cierta constancia. En cambio, en los Criollos se pudo obser-
var una notoria variabilidad. Dicho de otro modo, las intensida-
des de las bandas homoélogas de oligomeros en Criollos variaban
entre los distintos animales, teniendo una mayor dispersion en
sus valores que los correspondientes a las otras razas. De los
hechos que se destacan a partir de los resultados encontrados en
el estudio de las diferentes razas de cabras, si bien algunos eran
esperables, no habian sido demostrados hasta el momento, por
ejemplo, la presencia de oligomeros de caseina en las tres razas
estudiadas.

Otro resultado novedoso es el hecho que haya diferencias
cuantitativas entre las razas. En este sentido, lo que mas se des-
taca es que los animales Criollos tienen mayor cantidad relativa

Nubias / Saanen Criolla
Oligémeros Monoémeros Oligémeros Monémeros
% de Cn Tot. 12,25 87,75 17,05 82,95
STD % deCn T 0,77 1,81
Cn(g/L) 4,24 22,61 7,43 28,11

Tabla 4. Porcentajes que del total de las caseinas corresponden a los mo-
némeros de éstas, y sus polimeros en la leche de dos grupos de cabras:
Criollas vs. Saanen + Nubias.
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de oligémeros y ademads presentan un cierto polimorfismo en su
expresion cuantitativa. Probablemente, lo que estamos observan-
do, la mayor cantidad de oligémeros en animales Criollos, esta
demostrando una ventaja bioldgica vinculada a una mayor capa-
cidad de establecer uniones disulfuro intercatenarias.

El objetivo concreto de aquellos mecanismos que producen
(o restauran) las uniones disulfuros entre las moléculas suscepti-
bles, para el caso los mondmeros de k—caseina, por ejemplo, se-
ria preservar la integridad de las moléculas cuya estructura de-
pende de estas uniones —por ejemplo, de las inmunoglobulinas
y las enzimas que participan en los mecanismos de defensa ines-
pecificos— a través de su mayor capacidad para restablecer los
puentes disulfuro.

Por otro lado, se ha observado una mayor variabilidad en
Criollos en lo que respecta a la cantidad de proteina en las dis-
tintas bandas de oligémeros, siendo probable que esta situacion
pueda estar reflejando polimorfismos de las caseinas (incluido el
grado de glicosilacion de la k—caseina) lo que haria que la enzi-
ma sulfhidril-oxidasa tenga distinta afinidad frente a los distintos
componentes de una “variedad” de substratos, produciendo en
consecuencia, diferente cantidad de cada uno de los oligémeros
de caseinas.

En el venado de las pampas, aparentemente no se forman
polimeros con ninguna proteina del lactosuero. Ademas no hay
gradacion de tamafio de los mismos, s6lo aparece una banda de
muy alto peso molecular. Al descomponer los polimeros de la
leche de esta especie ya sea por cromatografia o por SDS-PAGE
con agentes reductores se puede observar por el peso molecular
que hay una ogcaseina que forma parte de los polimeros mayo-
res junto con la k—caseina y también que esta misma caseina
forma dimeros por autoasociacién.

El Orden Carnivora tiene dos subérdenes que difieren en los
patrones de composicion de la leche: Fissipeda (terrestres) y
Pinnipeda (marinos). Como se sabe, algunas de las diferencias
entre ambos estdn dadas por el contenido de lipidos de la leche,
que es mucho mayor en los marinos, y el contenido de aztcares
lacteos que estdn en cantidades muy reducidas en estos ultimos
(Oftedal, 1984). En cuanto a las caseinas hemos observado que
en los animales marinos estudiados (elefante marino y lobo ma-
rino), las bandas de las caseinas monoméricas tienen un peso
molecular similar.
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Por otra parte, en el perro, aparece una banda que migra
mucho mas rdpido y que no se vié en los otros grupos. En la
leche de perra esta banda se tifie con la tincién de PAS, o sea
que esta glicosilada. Se sabe que una de las caseinas del perro
ha sido secuenciada y se ha visto que tiene una secuencia de
aminodcidos muy similar a la o -caseina de bovino (Jenness,
1982). A partir de los presentes resultados se evidencia que dicha
proteina tiene la capacidad de formar puentes disulfuro, puesto
que se presenta en forma monomérica, s6lo después de romper
los mismos. Las bandas correspondientes a los mondémeros de
los otros tipos de caseinas no participan en la formacién de los
polimeros.

En lo que respecta a los oligémeros, los tamafnos son diferen-
tes en las dos especies de mamiferos marinos estudiadas. Parte
de estos oligdmeros presentaron un peso molecular de aproxima-
damente el doble del correspondiente a los monémeros, lo que
hace suponer que se trata de dimeros de caseina.

En los elefantes marinos, s6lo se evidencian polimeros de
muy alto peso molecular, que cuando son descompuestos por los
agentes reductores se resuelven en una banda de un peso mole-
cular alto (aproximadamente de 60 kDa). El hallazgo de esta pro-
teina es otro hecho novedoso pues no hemos encontrado en la
bibliografia ninguna referencia a una proteina de este peso que
coprecipite con las caseinas y que forme polimeros reducibles por
agentes de tipo ME y DTT. Al respecto, cabe hipotetizar sobre la
existencia de una caseina de peso molecular mayor al resto de
las caseinas conocidas.

En las muestras de micelas de caseina humana, se observé una
banda de proteina de ~ 70 kDa, que no desaparecié después del
tratamiento con agentes reductores y que se evidencia como glico-
silada por su reaccién con tincién de PAS. Estos dos hechos nos
llevaron a pensar que probablemente se trataria de una glicofosfo-
proteina descripta por Azuma y Yamauchi (1987), quienes la deno-
minaron fosfoproteina altamente glicosilada (HGPP) y que poste-
riormente fue identificada como la osteopontina. Esta proteina,
como ya fue expuesto, fue aislada del lactosuero. Para ello, se rea-
lizaron pruebas con varios tratamientos: NaCl, EDTA y detergen-
tes noidnicos como el tritén X-100. El método que dio mejor re-
sultado fue la cromatografia de particién utilizando urea y SDS,
con el cual se pudo separar esta glicoproteina del resto de las ca-
seinas. De esta manera, se pudo deducir que esta proteina esta



132 F. M. FERNANDEZ & M. HERNANDEZ DE SANCHEZ

unida a la caseina por uniones electrostaticas y hidrofobicas que
son eliminadas por la urea. En trabajos posteriores de los mismos
autores (Azuma et al., 2006), se ha propuesto que esta proteina —la
osteopontina— previene la interaccion del calcio y el fosfato en las
micelas de caseina impidiendo la formacién de cristales.

En cuanto a los oligémeros en las caseinas humanas, hemos
comprobado que corresponden mayoritariamente a polimeros de
alto peso molecular de k—caseina. No se descarta que también
formen oligémeros con otra caseina para el caso la ag; caseina.

En el mono cai, también aparecen proteinas de un peso mole-
cular similar a la osteopontina asociadas con las caseinas. En este
primate, se encontrd por otra parte una proteina de 15 kDa aso-
ciada a las micelas de caseina. La leche de los primates tiende a
tener pocos solidos. Una gran proporciéon de la materia seca de la
leche estd compuesta por azucar (> 50%) mientras que las protei-
nas representan menos de 1/ 6 (17%) de la energia de la leche.

Hay consenso en el sentido que los bajos niveles de proteina
pueden estar asociados con tasas bajas de crecimiento de la cria.
Existen algunos datos que sugieren que la leche de los primates
mas pequefnios es mdas concentrada (Oftedal, 1984). En el presente
trabajo, se observo que en la leche de mono cai aparece un
mayor ndmero de bandas de caseina que en la leche humana,
concretamente dos bandas que por su peso molecular podriamos
sospechar que se trata de o—caseinas.

No se pudo determinar la concentracion de proteinas de la
misma debido a lo exiguo del volumen de muestra obtenida. A
pesar de esta limitacién que reconocemos que no es un tema
menor, es posible suponer que un mayor numero de bandas de
caseina se traduzca en una mayor concentracion de oy en la le-
che de este primate, con respecto a la leche humana. Dicho de
otro modo, al ser mayor la concentracion de o -caseina, esta se
hace visible como banda o bandas en los geles tefiidos para pro-
teinas, que no es lo mismo que sucede en la leche humana en
la cual la concentraciéon de esta caseina es tan pequefia que es
poco notoria en las electroforesis.

En las caseinas de este mono del nuevo mundo aparece una
forma de peso molecular que corresponderia a una forma diméri-
ca 0 a una combinaciéon de k— caseina con otra caseina tipo as-
caseina. No se han encontrado bandas correspondientes a oligd-
meros que contengan proteinas del lactosuero en ninguno de los
dos primates estudiados.
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Aun no ha sido totalmente establecido el mecanismo de for-
maciéon de los oligémeros y, relacionado con ello, tampoco el
hecho que existiera una seleccion especial de las proteinas que
los conforman. A juzgar por los datos de la literatura, probable-
mente las uniones heteroméricas que establece la k—caseina no
constituirian una funcién imprescindible para la estabilidad de
las micelas. Probablemente no estén implicadas en el manteni-
miento de la estabilidad de las mismas y, el hecho que presenten
diferentes tamanos y composicidon proteica, en las distintas espe-
cies, no tenga relacién con algin aspecto de esta funcion.

Existe la posibilidad que la existencia de oligémeros sea un
subproducto de la actividad de mantenimiento de las estructuras
proteicas. Esta ultima suposiciéon implica que el objetivo real de
la funcién esta dirigido a mantener la estructura de otras protei-
nas importantes para la homeostasis de la propia leche.

ACTIVIDAD PROTECTORA DE ESTRUCTURAS
PROTEICAS PRESENTES EN EL LACTOSUERO

Las proteinas lacteas muestran, en lo que se refiere a la inte-
gridad de los enlaces disulfuro, una adecuada y esperable conser-
vacion de sus estructuras durante la secrecién y almacenamiento
en los alvéolos. Ello es necesario sobre todo en aquellas protei-
nas y péptidos que tienen funciones de defensa antimicrobiana
en la propia leche. Se sabe que existen por lo menos dos enzi-
mas a las que se les ha atribuido esta funcién al actuar oxidan-
do los restos sulfhidrilos que pudieron haberse originado por
efecto de otras enzimas o componentes reductores. Ello fue
mencionado al senalar el hallazgo de una sulfhidril oxidasa de-
pendiente de flavina.

La existencia de oligdmeros debida a uniones sulfhidrilos en-
tre moléculas de k—caseina y otras proteinas, puede explicarse
por el hecho de que en la leche hay considerable actividad de
la enzima (Janolino y Swaisgood, 1975; Pepper y Farrell, 1982;
Hamosh, 1995; Hernandez et al., 2001). Si bien se ha medido la
actividad de esta enzima en la leche bovina (Janolino y Swaisgo-
od, 1975; Swaisgood y Horton, 1987), no hay informacién con-
creta sobre el alcance de la posible actividad restauradora de los
puentes disulfuro sobre las proteinas de la leche de mamiferos.

Respecto a la naturaleza y caracteristicas de la sulfhidril-oxida-
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sa que esta presente en la leche bovina, recientemente se ha
identificado otra enzima con las mismas especificidades pero con
distintas caracteristicas (Jaje et al., 2007). La nueva enzima, a di-
ferencia de la identificada y caracterizada por Janolino y Swai-
good (1975; Swaisgood y Horton, 1987) es insensible al EDTA,
no tiene hierro en su molécula y tiene una masa molecular dis-
tinta. Las observaciones sobre esta enzima muestran que es de-
pendiente de flavina y que seria responsable de la mayor parte
de la actividad sulfhidrilo-oxidante presente en la leche de vaca.

Los resultados obtenidos en nuestro laboratorio demostraron
que en las muestras de caseinas monoméricas sometidas a incu-
bacién con lactosuero se llevé a cabo la restauraciéon de los
puentes disulfuro y la formacién de polimeros de caseina. Ello
significa que en el lactosuero estaria presente un factor o enzima
capaz de restituir estos puentes con el propdsito de restaurar es-
tructuras proteicas para que sigan llevando a cabo su funcidén
biolégica en forma correcta. La termolabilidad de la actividad
encontrada en nuestros ensayos concuerda con que ella depende
de la presencia de una enzima.

Por otra parte, el hecho que la inclusion de NAD en nues-
tros ensayos haya cambiado el comportamiento de la actividad de
la SOX torniandola més lenta, lineal y sostenida implica que el
aceptor de electrones interactuara con el sistema de la SOX.
Todo ello constituye un apoyo adicional a la hipdtesis de la res-
tauracion enzimadtica de las uniones intercatenarias.

GLICOSILACION DE LAS CASEINAS Y PROTEINAS
ASOCIADAS A LAS MICELAS

Desde hace varios anos se han publicado trabajos en los cua-
les se menciona el contenido de carbohidratos totales unidos a
caseinas en la leche de varias especies (ballena, reno, vaca, ca-
bra, oveja, caballo y humano) (Johansson y Svennhorlm, 1956).
Por otra parte, también es conocido que los restos glicosidicos
estan unidos a la k— caseina. En la leche de vaca se ha observa-
do que hay variaciones en el grado de glicosilacion de esta casei-
na y también que estas variaciones tienen relacién con factores
de orden genético y con el estado de lactacion de los animales
(Robitaille et al., 1991).

El grado de glicosilacion parece influir en esta capacidad es-
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tabilizante. En este sentido Groves et al., (1999) sostienen que la
habilidad estabilizante aumenta con el aumento de los carbohi-
dratos que contiene la k—caseina. Lo que no parece influir sobre
el efecto estabilizante es el tipo de carbohidrato que estd asocia-
do a la x— caseina, puesto que se ha visto que hay variaciones
entre las distintas especies en este aspecto. Asi como se mencio-
né en la introduccién hay diferentes tipos de 4dcido sidlico en
las distintas especies (Brinkman-Van der Linden et al., 2000;
Brody, 2000; Moreno et al., 2000).

También existen distintas interpretaciones sobre la forma que
se establece el papel protector de la estabilidad que le correspon-
de a la x—caseina. Estas interpretaciones cubren todo un espec-
tro. En un extremo, se encuentran aquellas que sostienen que las
moléculas de k—caseina tienen diferente disposicion en las mice-
las de acuerdo al grado de glicosilacion, y que la mayor propor-
ciéon de k—caseina glicosilada se encuentra en las micelas mas
grandes y en el interior de las mismas. En otro punto, se hallan
los modelos propuestos con posterioridad que sostienen lo con-
trario; es decir, que la mayor proporciéon de k—caseina glicosilada
se encuentra en la superficie de la micela, formando polimeros
de diversos tamafos (Dalgleish, 1998; Holt, 1998; Sood y Slattery,
2001; Phadungath, 2005; Bouguyon et al., 2006).

En el estudio de la glicosilacion de las micelas de caseinas
que hemos llevado a cabo, los resultados, correspondientes a la
relaciéon glacidos/caseinas que se muestran en la Figura 15, pu-
sieron de manifiesto una gradaciéon de valores bastante amplios,
desde caseinas con muy poca glicosilacién, hasta aquellas con
alto contenido de carbohidratos. Los resultados de casos en los
que los glicidos unidos a las caseinas no se observaban en la
tincién especifica, resultaron corroborados por los métodos colo-
rimétricos paralelos.

El analisis del contenido de glicidos en las formas poliméri-
cas brind6 interesantes resultados. En los mamiferos marinos,
hemos visto que, con tinciones especificas para glacidos, apare-
cen polimeros con masas moleculares diferentes a los detectados
con Coomassie Blue: en las tinciones de PAS aparece una ban-
da muy notoria de aproximadamente 80 kDa que no se observa
en los geles en las mismas condiciones nativas tenidos con el
colorante para proteinas. Ello puede originarse en el hecho que
las moléculas de x—caseina forman polimeros de diferentes di-
mensiones. Algunos de los cuales estan constituidos por molécu-
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las de x—caseina y de otras caseinas, lo cual en conjunto, si
bien se detectan por la Coomasie Blue, tiene bajo contenido de
carbohidratos. Otros, en cambio, estarian formados muy probable-
mente, con moléculas de caseina muy glicosilada, lo cual habria
dificultado la tincién por el colorante mencionado, pero es de-
tectado por el PAS.

No descartamos tampoco que la banda de 80 kDa pudiera ser
oligomero de una proteina no caseinica altamente glicosilada que
coprecipita con las caseinas. En este sentido, también es importan-
te mencionar que en varios casos (en las distintas especies), se ha
podido detectar claramente que las proteinas asociadas a las mice-
las de caseinas poseen distintos grados de glicosilacion.

Salvo el caso de la yegua y la burra hay relativamente pocos
datos en la literatura acerca de la leche de los perisodactilos.
Los equinos y rinocerontes estudiados secretan leche que es re-
lativamente pobre en materia seca, siendo el componente princi-
pal el grupo de los hidratos de carbono. Existen determinacio-
nes llevadas a cabo por nuestro grupo de trabajo en el tapir, que
sugieren en esta especie un mayor nivel de lipidos y menos azu-
cares que los correspondientes a las otras especies antes mencio-
nadas.

En el tapir, se puede observar que con la tincién para protei-
nas aparece una serie de bandas correspondientes a los oligome-
ros, mientras que con la tincién para glicoproteinas s6lo aparecen
dos bandas: una de alto peso que coincide con una proteina
asociada a las micelas de caseina y una banda monomérica de
menor peso. No pueden detectarse con esta tincién las formas
poliméricas que son muy visibles con la tincién para proteinas.

En el oso hormiguero por su parte, las bandas poliméricas si
pueden evidenciarse con la tincién de PAS, no asi la proteina
de 20 kDa asociada a las micelas.

En cuanto a los analisis llevados a cabo en la leche de coati,
se observo la falta de bandas correspondientes a caseinas mono-
méricas. Ello es explicable porque la muestra analizada corres-
pondia a un animal que habia entrado en periodo de secado,
por lo cual probablemente las caseinas monoméricas no apare-
cen debido a la accidn proteolitica de enzimas como la plasmina
que actia degradiandolas. Es probable que solamente subsistieran
los polimeros con alto contenido de glicidos, que son los mads
resistentes al ataque de las proteasas.

En las especies domésticas, la bibliografia brinda bastante in-
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formaciéon sobre glicidos que se encuentran unidos a las casei-
nas. Se le ha atribuido una serie de funciones bioldgicas al ca-
seinomacropéptido, que parece ser el sector mdas activo en lo
que se refiere a efectos bioldgicos adicionales a los conocidos.
Entre estas funciones podemos citar: la supresion de las secre-
ciones gastricas, la disminucién de la agregacion plaquetaria, la
inhibicién de virus y de toxinas bacterianas, como también inhi-
biciéon de la adhesién de una serie de bacterias patdgenas a la
mucosa oral y dientes (Brody, 2000; Clare y Swaisgood, 2000; Va-
cca Smith y Bowen, 2000; Malkoski er al., 2001).

Respecto a las especies silvestres que se han estudiado en
nuestros trabajos, no hemos encontrado en la literatura informa-
cion similar a la antes citada. Pero, por extensiéon, basindonos
en los datos conocidos de las especies domésticas, consideramos
que en las especies silvestres debe ocurrir algo similar aun cuan-
do su expresion tenga una mayor heterogeneidad interespecifica.

A partir de la informacién sobre el grado de glicosilacion de
las caseinas se desprenden varias consideraciones. Por una parte,
puede considerase que habria una relacion inversa entre el grado
de glicosilacion de las caseinas y el tamano de las micelas. Tam-
bién puede suponerse que el tamano de las micelas fuera propor-
cional a la cantidad de x—caseina o que la situacién correspon-
diera a una mezcla de las dos situaciones. A partir de nuestros
resultados en las diferentes especies, consideramos que hay lugar
para pensar que la cantidad relativa de x—caseina varia entre di-
ferentes especies, aun cuando no hemos podido efectuar la cuan-
tificacion de la x—caseina en todas las muestras.

No es inverosimil pensar que la distinta cantidad de carbohi-
dratos unidos a las caseinas pudiera representar una forma de
contrabalancear una mayor tendencia a precipitar que tengan las
caseinas de algunas especies. En este sentido, es necesario men-
cionar que existen diferencias entre especies en lo relacionado
con la precipitaciéon con cantidad crecientes de calcio idnico. En
cualesquiera de los casos es pertinente afirmar que en aquellas
especies en las cuales se han registrado valores elevados de gla-
cidos unidos a las caseinas, a sus polimeros o a las proteinas
asociadas a las micelas de caseina, es probable que las funciones
bioldgicas accesorias (defensa contra microorganismos, por ejem-
plo) atribuidas a estas caracteristicas también deben estar presen-
tes y constituyen una de las ventajas adaptativas y funcionales
que han favorecido la subsistencia de cada especie.
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CASEINAS MONOMERICAS
DE LAS DISTINTAS ESPECIES

A pesar de que la composiciéon proteica de la leche puede di-
ferir cuantitativamente de una especie a otra, todas las especies
estudiadas hasta el nivel de RNAm contienen ag-caseina, f—ca-
seina y x— caseina. La comparaciéon de las secuencias de ADN
complementario de diferentes especies de mamiferos ha demos-
trado que las caseinas constituyen un par de familias de protei-
nas que presentan mayor variacién, y, en consecuencia, que evo-
lucionan mas rapidamente en los sectores de la secuencia no
comprometidos con la fosforilacién (en el caso de las caseinas [
y ag) 0 con la glicosilacion y la susceptibilidad a la protedlisis
por quimosina, en el caso de la k—caseina.

Se ha visto que hay variaciéon en el nimero de bandas y de
los pesos moleculares en las diferentes especies, algunas de las
cuales presentan bandas adicionales a las conocidas caseinas de
los bovinos. En general, estas diferencias en los pesos molecula-
res pueden ser atribuidas a la presencia de variantes genéticas de
los distintos tipos y/o diferencias en el grado de glicosilacién o
de fosforilacion de las mismas.

Nosotros hemos encontrado varios casos que merecen ser
mencionados: Las dos especies de quirquinchos (armadillos) pre-
sentan cuatro bandas de caseinas principales, de las cuales dos
coinciden en masa molecular con las a y B—caseina y las otras
dos son mads pesada y mads liviana respectivamente. En cambio,
las caseinas principales del oso hormiguero son cinco, tres de
las cuales son mas pesadas que las a—caseinas y dos mas livianas
que la B—caseina.

El mono cai presenta tres bandas mayores bien definidas, una
de las cuales tiene un peso molecular similar a las og- caseinas.
Ello hace suponer que esta caseina pudiera encontrarse en esta
especie en mayor concentracion que en el ser humano. En cuan-
to a los carnivoros, en las dos especies marinas (elefante marino
y lobo marino), las bandas de caseinas monoméricas son simila-
res en cuanto a la masa molecular y a la concentracién proteica
relativa de las bandas.

Las caseinas de tres especies de Edentados analizadas en
nuestros laboratorios presentan un desafio para la interpretacion.
Los dos armadillos Chaetophractus villosus y Chaetophractus vellero-
sus siguen un patrén que corresponden a tres proteinas mayores,
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de unos 30, 33 y 40 kDa, que son claramente constitutivas y pro-
bablemente representan a las tres caseinas calcio-sensibles. En
Myrmecophaga triddctila, el patréon se parece pero la banda de
menor masa molecular estd desdoblada en dos bandas de menor
intensidad, de manera que la suma de ésta equivale a la de 30
kDa de los armadillos. Con la banda de 40 kDa pasa algo pare-
cido pues esta desdoblada en dos menores cuya suma se asemeja
a la de los Chaetophractus. Por otra parte, estos animales presen-
tan una serie de bandas escalonadas de menor masa molecular,
que podrian ser atribuibles a la accién de la plasmina sobre la
B—caseina, como ocurre en los bovinos, pero en el caso de los
edentados sigue un patrén bastante distinto puesto que la més
pesada parece ser una proteina constitutiva per se.

Las variaciones observadas en el resto de las especies estudia-
das en este trabajo, aceptan explicaciones que se basan en modi-
ficaciones postraduccionales, ya sea por glicosilaciéon o fosforila-
cion diferencial de la(s) molécula(s) de caseina.

PROTEINAS ASOCIADAS
A LAS MICELAS DE CASEINA

Todo lo mencionado en esta seccion sobre las proteinas aso-
ciadas a las micelas de caseina es compatible con un patrén es-
tructural en el cual estas proteinas jugarian un rol adicional en
el mantenimiento de la solubilidad (dispersiéon) de las micelas de
caseina. De hecho, la estructura de las micelas constituye un ar-
mazén de tamafno variable, con una distribuciéon de volimenes
que suele ser algo diferente para cada especie. Los diferentes
modelos de la estructura de las micelas coinciden en postular la
existencia de sitios hidrofébicos, ya sea que estén expuestos o
no, los cuales pueden ser accesibles a diferentes tipos de pépti-
dos y proteinas desde el lactosuero.

A juzgar por los pesos moleculares que poseen las proteinas
asociadas a las micelas, se llega a la conclusién que, salvo una
proteina de 60 kDa que se encuentra en varias especies (pero de
la cual no sabemos que sea la misma en las especies portadoras),
cada especie mamifera tiene distintos tipos de proteinas asociadas
en su micela. Consideramos que una de explicaciones para esta
situacion muy probablemente se base en una heterogeneidad que
encuentra su fundamento en las siguientes causas: a) las caseinas
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son proteinas con una tasa alta de mutacién (por las razones
que mencionaremos mas adelante), salvo en las regiones que tie-
nen funciones especificas, como son las correspondientes a ami-
noidcidos que seran fosforilados o glicosilados, o zonas que se
encuentran al principio al final de la secuencia o las susceptibles
a una accién por proteasas, como ocurre en la k—caseina; b) en
comparacion con la mayor parte de las proteinas de la economia,
las caseinas son muy hidrofébicas, lo cual unido al hecho que
existen regiones hidrofébicas y regiones hidrofilicas, le confieren
a estas proteinas un cierto caradcter anfipatico, el cual es notorio
en el caso de la k—caseina; c¢) las caseinas son proteinas altamen-
te desordenadas con pocas a—hélices y laminas B, o sea poco
plegadas; d) estas proteinas tienen funciones principalmente nu-
tricionales; €) al no llevar a cabo estas caseinas ninguna funcién
de reconocimiento que sea vital para la madre o la cria, las se-
cuencias de los sectores desordenados de las moléculas tienen
una variabilidad muy grande, lo cual también se corrobora con
la comparacién interespecifica de las secuencias; f) al ser distin-
tas (entre distintas especies) estas zonas, que constituyen sectores
potenciales de unién a zonas (regiones o dominios) de proteinas
del lactosuero, ello conlleva la posibilidad que también sean dis-
tintas las proteinas no caseinicas que se unan a estos sectores de
las caseinas. A esta variabilidad en la capacidad de unién se
puede atribuir la heterogeneidad observada en las proteinas aso-
ciadas a las micelas.

Se puede pensar que los espacios determinados por los poli-
meros de caseina que quedan en la superficie de las micelas
constituirian la ruta de acceso para dichas proteinas y péptidos.
Por lo tanto, cabe la posibilidad cierta de que aquellos sitios
hidrofébicos sean los lugares a los cuales pueden unirse regiones
hidrofébicas presentes en las proteinas asociadas a las micelas.
Esta circunstancia probablemente contribuiria a aumentar la ca-
pacidad de suspension de las micelas.

Los trabajos en que se publicaron la mayor parte de los da-
tos, o el trabajo de Tesis completo que incluye una descripcién
de los aspectos metodoldgicos y resultados que no se muestran
en esta revision puede conseguirse escribiendo a la Dra. Marcela
Hernandez a la direccién que se incluye mas adelante.



— Sexta parte —

Las variaciones en las caseinas

por Graciela Ruiz de Bigliardo

EL PROCESO DE SECRECION
DE LAS PROTEINAS LACTEAS

El mecanismo celular de la secrecion en el alvéolo mamario
es similar a varios otros procesos de secrecion con los cuales
guarda gran paralelismo. Sin embargo, existen algunos detalles
que conviene mencionar. En cuanto a las estructuras sucesiva-
mente involucradas, el proceso comprende las siguientes etapas:

a) sintesis por los ribosomas en el reticulo endoplasmatico
(RE) rugoso, donde asimismo se efectia parte de la N-glicosila-
cion de algunas de las proteinas,

b) luego se cumple el pasaje al aparato de Golgi donde se
fosforilan las caseinas, se empiezan a formar las micelas y se ter-
mina de llevar a cabo la glicosilacidon iniciada anteriormente,

¢) a continuacién, se forman las vesiculas secretorias que con-
tienen las micelas,

d) las cuales son translocadas hacia el lumen alveolar (Burgo-
yne y Duncan, 1998).

Debe enfatizarse que la sintesis de lactoproteinas se lleva
cabo en forma practicamente simultinea de manera que las prin-
cipales lactoproteinas, caseinas y del lactosuero, van siendo for-
madas, contenidas en los mismos tibulos y vesiculas y recorrien-
do el camino que las lleva a las vesiculas secretorias que serian
exocitadas. Una de las consecuencias de esta simultaneidad y de
esta co-localizacién es el hecho que la o-lactalbimina y la ga-
lactosil-transferasa promueven a la formaciéon de lactosa ya mu-
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cho antes de penetrar en el lumen alveolar. Esta lactosa atrae
agua osmoéticamente hacia las vesiculas impidiendo la eventual
compactaciéon de las proteinas.

La secrecion de las caseinas en lo que corresponde a la ulti-
ma fase, cual es la exocitosis de las vesiculas que contienen las
micelas de caseina, es continua en el sentido que no se cumple
en ciclos, ni en tandas, sino que se produce en forma que es
prolongacién de la sintesis por parte de la célula. Esto es posi-
ble porque no existe almacenamiento intracelular de las protei-
nas lacteas.

Ademads de los concurrentes mecanismos de regulacion, este
proceso depende de la presencia de una adecuada concentracién
de Ca?* intracelular. Relacionado con ello se encuentra el hecho
que cuando se produce una depleciéon de calcio en el reticulo
endoplasmico, se reduce la sintesis de caseinas (Duncan y Bur-
goyne, 1996).

ACERCA DE LA VARIABILIDAD INTRAESPECIFICA
DE LAS CASEINAS

Las variaciones en las cuales se presentan las proteinas de una
especie pueden ser objeto de varios tipos de clasificaciones, pero
atendiendo a los aspectos genéticos que nos ocupan, podemos
agruparlas en constitutivas, que responden a lo especificado en la
secuencia nucleotidica del RNAm maduro, o postraduccionales, que
corresponde a la estructura final de la proteina, y que incluye los
cambios producidos por fosforilacion, glicosilaciéon o hidrdlisis
peptidica. Por tradicidon y rigor, los estudios genéticos ponen la
mayor atencién en las diferencias existentes entre los alelos de las
proteinas que presentan polimorfismo en su expresion.

A lo anterior se debe agregar un aspecto que seguramente
implica un fenémeno (histéricamente) transitorio y que introdu-
ce, para los no iniciados en este campo, una cierta imprecision
en la evaluacion de la variabilidad, como es el alcance del con-
cepto de alelo. Hasta hace un par de décadas, el término alelo
tenia un origen (y un sentido) claramente fenotipico y, tratindo-
se de moléculas se reconocia como tal a las variantes genéticas
de las proteinas. Con la aparicion de las técnicas de andlisis de
DNA, y de la deteccién de variabilidad en los nucleétidos de la
porcion codificante (gracias a la generaciéon de cDNA), de los
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intrones y de las regiones no-traducidas pero promotoras, el con-
cepto de alelo se ha extendido hasta abarcar a las sustituciones
de un nucleétido en un gen (englobando los sinénimos codifi-
cantes). Incluso el término se estd utilizando para identificar re-
giones o sectores del gen generados por enzimas de restriccion.

Todo lo mencionado esta produciendo la generacién de gran
cantidad de informacién y esta situacién influye sobre la nomen-
clatura de las variaciones las que, en algunos casos cuantitativa-
mente escasos, colisionan entre si. Por ejemplo, la lista de los
nombres de las variantes genéticas de alelos de lactoproteinas ya
casi no es superponible con la nomenclatura de las variantes gené-
ticas que se estdn observando con las técnicas mdas avanzadas.

Los primeros avances sobre polimorfismos en las proteinas
lacteas se llevaron a cabo mediante la utilizaciéon de las técnicas
de electroforesis, lo cual se remonta a las variables que presenta-
ba la P-lactoglobulina en la leche de bovinos que observaron
Aschaffenburg y Drewry (1953). Si bien estas técnicas siguen pro-
porcionando sus frutos —y para observar algunas caracteristicas
de las proteinas son casi insustituibles— los modernos procedi-
mientos de la genética molecular han introducido herramientas
valiosisimas las que, a través del analisis directo de las secuen-
cias de DNA y RNA, o del uso de la ingenieria genética estin
desentrafiando aspectos extraordinariamente complejos de la es-
tructura y del funcionamiento de estos genes.

Consideramos que la descripciéon de las variaciones de los ge-
nes que codifican las caseinas obliga a efectuar algunas considera-
ciones sobre conceptos generalmente aceptados, en relacion a este
objeto de estudio. Los conceptos de gen y de fenotipo son particu-
larmente interesantes en este contexto. Para el caso de las protei-
nas lacteas, y debido a su inseparable relacion con las caracteristi-
cas que determinan su aplicacion practica, en algunos casos, se ha
extendido el concepto de fenotipo hasta englobar algunas de estas
caracteristicas. En este sentido, seria aconsejable restringir el con-
cepto de fenotipo a las variantes genéticas de las proteinas, evitan-
do su utilizacién para denominar las cualidades tecnoldgicas de
los productos resultantes. De la lectura de algunos trabajos de re-
vistas internacionales se evidencia la necesidad de homogenizar la
terminologia para evitar una excesiva polisemia.

En lo que sigue haremos menciéon de las principales variacio-
nes que se han encontrado en las caseinas. Cuando decimos se
han encontrado estamos haciendo referencia a un aspecto histérico



144 F. M. FERNANDEZ & M. HERNANDEZ DE SANCHEZ

que tuvo, y tiene, una fuerte influencia en nuestro conocimiento
del tema. Hemos evitado hacer una descripciéon exhaustiva de
los genes y las variantes, pero hemos decidido poner a disposi-
cion de los lectores una lista de trabajos en los que se describen
numerosos aspectos clasicos y otros heterodoxos de las variacio-
nes de las caseinas. Esta bibliografia adicional se puede solicitar
a la siguiente direccion de mail: actazoologica@lillo.org.ar.

Las consideraciones que siguen respecto a la informacién
existente en la bibliografia son simplemente descriptivas y no
implican juicios de valor. En este momento, el 98% del conoci-
miento existente sobre los polimorfismos de las caseinas y que
se ha generado desde hace 10 afnos se basa en la informacién
concerniente a las siguientes especies: Capra hircus, Bos taurus,
Ovis artes, v los dos roedores la laboratorio, de los géneros Mus
y Rartus. Si a ello se agrega la informacion sobre nuestra especie
y el conejo, se cubre mas de un 99%. Lo mencionado se des-
prende facilmente de las estadisticas que se pueden efectuar a
partir de las busquedas por Internet.

Como se ve, de estas seis especies cuatro son domesticadas y
los dos roedores corresponden a lineas, cepas o poblaciones que
tienen particularidades tales que, por su fuerte asociacién con
los trabajos experimentales, dificilmente podamos afirmar que
son idénticos a las poblaciones salvajes o silvestres. La situacion
actual es tal que todos los animales que se utilizan forman parte
de linajes perfectamente identificables, lo cual es recomendable
que asi sea en beneficio de una mayor rigurosidad en los proto-
colos experimentales. Por otra parte, la ciencia no habria podido
avanzar si ello no fuera asi, y el hecho de la identificabilidad, o
la igualdad (o casi igualdad) genética de los individuos de algu-
nas de las cepas no es un problema.

Sin embargo, puede significar un problema desde otro punto
de vista en las otras especies mencionadas, puesto que la domesti-
cacion ha producido algunas consecuencias en la estructura génica
que hace necesario ser cuidadoso al momento de extrapolar las
conclusiones hacia el resto de los mamiferos. Frente a una pre-
gunta que surge sobre si del estudio de los mecanismos descriptos
encontrados en las especies mencionadas podemos inferir que la
evolucion funciona de manera similar, creemos que debemos con-
testar lo siguiente. Los mecanismos evolutivos que observamos es
el producto de la evolucion dirigida por la seleccion que nuestra
especie humana ha impuesto a las otras especies.
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Hay que reconocer que la cuestién es casi sin sentido desde
un punto de vista pragmatico, y parece ser puramente tedrica. A
pesar de ello, podemos mencionar una informacién interesante
que, en cierta forma, relaciona polimorfismos y domesticacion.
En un trabajo de Yahyaoui et al. (2003) sobre variantes genéticas
de k—caseinas en cabras, se muestran los valores de las frecuen-
cias génicas de siete alelos de esta proteina en nueve razas mo-
dernas de cabras y en una cabra salvaje (Capra pyrenaica). La
cabra salvaje tiene dos alelos (B y F), correspondiendo a uno de
éstos (F) una frecuencia génica de 0,98 y al otro (B) de 0,02, lo
que en términos estadisticos podriamos decir que es casi mono-
moérfica. Las razas domesticadas, en cambio, muestran los siete
alelos y con diferente distribucién. De éstos el mas frecuente es
el B con un valor (promedio) de 0,57, siguiéndole el alelo A con
un 0,31, y el resto de los alelos se reparten el 0,12 de las fre-
cuencias génicas. Este hecho es conocido por los cientificos.

Creemos que a través de la historia de la domesticacién hubo
diferentes actitudes, pero siempre se han expresado de una mane-
ra que era concordante con los intereses de nuestra especie y no
necesariamente con las posibilidades y necesidades del animal
respecto al medio ambiente. La existencia de especies animales y
vegetales obtenidas por seleccién que no podrian sobrevivir sin
el cuidado del hombre son buenos ejemplos.

Por otro lado, conviene recordar que cuando se habla de ra-
zas indigenas, en relacion a ciertas razas domésticas de paises no
europeos, los autores no quieren expresar al mismo tiempo que
sean poblaciones que representen una cierta forma («fenotipos»)
de la especie natural, original, de vida silvestre. En rigor histori-
co, lo que se estd expresando en realidad es que se trata de po-
blaciones de animales en las cuales la selecciéon se ha llevado a
cabo segin las conveniencias y posibilidades de la poblacién
humana que la ha conservado.

La utilizacién de la leche de cabra, vaca y oveja en la ali-
mentaciéon humana ha traido como consecuencia la selecciéon de
diversos «fenotipos» en estas especies. Cabe senalar que, salvo
que se aclare la excepcidn, todos los trabajos que se mencionan
sobre cabras se han llevado a cabo en razas seleccionadas por el
hombre. Algunas de estas razas corresponden a pueblos que las
crian desde tiempos anteriores incluso a la historias de la tradi-
cién oral, por ejemplo, en el Africa sub-sahariana.
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ACERCA DE LA ESTRUCTURA GENETICA
DE LAS CASEINAS

Es importante mencionar que los genes de las caseinas de
todos los mamiferos estudiados se encuentran formando un clus-
ter en el cromosoma que los cobija. Como ya se ha menciona-
do al referirnos al origen de las caseinas a partir de proteinas
fijadoras de calcio que son secretadas al espacio intercelular, los
genes de las caseinas ocupan una region muy pequeiia y definida
en los cromosomas. En los bovinos y caprinos, este cluster se
encuentra en el cromosoma 6; en la cabra, la oveja y el hombre
se halla en el cromosoma 4; en el ratén estd ubicado en el cro-
mosoma 5, mientras que en conejo estd en el cromosoma 12.

Las variaciones genéticas de los cuatro tipos de caseinas en
estas especies, sobre todo en cabras y vacas, han recibido parti-
cular atencién, lo cual se debe al hallazgo, llevado a cabo por
los ingenieros zootécnicos y bidlogos, del hecho que determina-
dos genotipos de caseinas estaban asociados a variables caracte-
res de produccion y cualidades tecnoldgicas (Dove, 2000, Hallén
et al., 2007). Ello estd ligado histéricamente al hecho que las
caseinas presentan diversos grados de expresion interespecifica
dado que se extiende, respecto al total del proteoma lacteo, desde
un 75%-80% en bovinos hasta el 40% en humanos (Sorensen et
al., 2003).

La principal caracteristica de esta fraccion es la complejidad
de sus moléculas, que independientemente del proceso de secre-
cién que no ofrece sensibles diferencias con el que se presenta
en otras gliandulas, poseen aspectos especificos relacionados con
la secrecion lactea. Los datos morfolégicos indican que las pri-
meras interacciones entre las caseinas se inician en el RE antes
de su paso hacia el aparato de Golgi. En la vasta organela mem-
branosa, se produce el control de calidad de las caseinas: las
proteinas deben estar adecuadamente conformadas o asociadas
formando los oligomeros antes del transporte vesicular de las
micelas.

Todas las Cn tienen multiples sitios de fosforilacién incluyen-
do un sitio mayor ubicado en la regiéon 100 — 110 en varias espe-
cies analizadas. Las fosforilaciones ocurren sobre las serinas o
treoninas.

Las proteinas bien conformadas se exportan, siempre que el
aporte de agjcaseina sea normal. Segin varios estudios, el papel
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de esta caseina seria capital en el transporte intracelular de la
y k caseina en la cabra, puesto que ante la deficiencia de la
agicaseina se produce la acumulacion de aquellas en las células
epiteliales mamarias. Esta caseina seria la portadora de la infor-
macién para un eficiente transporte desde el RE (Chanat et al.,
1999).

Como ya se ha mencionado, los estudios estructurales y gené-
ticos de las caseinas de bovinos y otras especies de mamiferos
han aportado de manera sostenida al conocimiento de los genes
de oy, o, By K caseinas. Estas proteinas estan codificadas por
miembros de una familia multigénica originada por duplicacion
intragénica.

Este mecanismo implica retener funcidon y secuencias nucleo-
tidicas a pesar de las divergencias evolutivas, originando nuevas
funciones bioldgicas, por apariciéon de nuevos genes. A la dupli-
cacién intragénica se le atribuye, como ya se dijo, el origen de
fosfoproteinas secretorias unidas al calcio (SCPP) relacionadas
genéticamente en mamiferos, que se encuentran en dientes, glin-
dulas salivales y leche. En el tema que nos preocupa, el desarro-
llo de las caseinas ha sido un factor critico para la evolucién de
los mamiferos.

Algunas caracteristicas evolutivas interesantes se infieren del
analisis de las secuencias e identificacion de rasgos conservados
en los genes de las caseinas de la leche y sugieren que estos
genes proceden de un ancestro comin con una funcién relacio-
nada. En bovinos, las caseinas estan codificadas por cuatro ge-
nes: ag; (CSNISI); ag, (CSN1S2); B (CSN2) y «—Cn (CSNI10).
Como se ha sefalado en otras partes de este trabajo, las a—Cn y
la B—Cn son las llamadas sensibles al Ca2* por lo que son esta-
bilizadas en una suspensién coloidal por la interaccién con la
k—Cn, proteina no sensible a la precipitacion por Ca2*.

Kawasaki (2003) ha localizado 12 genes funcionales responsa-
bles de la codificacion de proteinas secretorias de leche, dientes,
saliva y /o ldgrimas en humanos, en una extension de 776 kb
sobre el cromosoma 4. Ademds, en esta regioén, se identifican
cinco pseudogenes no funcionales y dos genes de funciones des-
conocidas. Los genes funcionalmente relacionados retienen un
ligamiento altamente conservado, lo que representa un indicador
de funcién y una historia filogenética comin. En la descripcién
de la estructura de esta regién los cuatro genes que codifican las
proteinas secretadas por las glandulas salivales y la k—Cn, se pre-
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sentan en la parte distal del complejo. De hecho, tanto las ca-
seinas sensibles al calcio, como asi también la x—Cn, y las pro-
teinas secretadas por las glandulas salivales pertenecen a una
misma familia de genes.

En bovinos, los genes que codifican las caseinas cubren 250
kb de ADN sobre el cromosoma 6 (Rijnkels, 2002) en un locus
que evidencia el siguiente orden ag;-Cn; B-Cn; as;-Cn; k—Cn
(Ferretti et al., 1990). El ligamiento mads estrecho de sélo 20 kb
se presenta entre los genes ag; v f—Cn. Los genes restantes de o
52 ¥ k—Cn se ubican hacia el extremo 5’ a 70 y 120 kb del gen
que codifica la B—Cn.

Como ya hemos mencionado, las comparaciones interespecifi-
cas de las secuencias de aminoacidos de las caseinas de la leche
permitid resaltar algunas caracteristicas evolutivas interesantes ade-
mas del probable origen comin de los genes de estas proteinas:
la rapida evolucién, las similitudes de los péptidos senal y de los
sitios de fosforilacion de las caseinas sensibles al calcio. La simi-
litud de los extremos S’ y 3’ en el transcripto primario de ag;, B ¥
oy en contraste con las regiones codificantes de la proteina sugie-
re exigencias citoldgicas de la integridad estructural del péptido
sefial comprometido en un eficiente transporte del ribosoma res-
ponsable de la traduccién de las proteinas, hacia el RE.

Se ha secuenciado la region proximal cercana a 2kpb del ex-
tremo 5’ de la unidad transcripcional de numerosas proteinas de
camella, entre ellas, las de la leche. El anilisis de las secuencias
mostrd que todas las regiones 5’ de los genes de la leche de ca-
mella estan estrechamente relacionadas con sus homologas en
otras especies, sin tener en cuenta el nivel de expresion. Las
secuencias del gen en esta regiéon pueden incluirse en dos grupos.
En el grupo I, el contenido promedio de GC es de 54%, mien-
tras que, en el grupo II, es de 38% en donde se pueden identifi-
car seis motivos recurrentes en todas las secuencias promotoras.
Las secuencias del grupo I comprende las secuencias de genes
de algunas proteinas del lactosuero y de las membranas del glo-
bulo graso de la leche. Las secuencias del grupo II lleva las se-
cuencias correspondientes a las caseinas, proteinas del lactosuero
y las secuencias de la butirofilina. Funcionalmente los motivos
son elementos que constituyen sitios de unidén para numerosos
factores reguladores que inducen o reprimen la transcripcion.
Entre estos elementos se incluyen receptores de hormonas y los
factores generales o especificos de la transcripcion.
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En rata, la unidad transcripcional de la —Cn, con 9 exones y
8 intrones, comprometen 7,2 Kb. El tamafio de los exones varia
entre 21 y 525 kb, siendo los intrones més largos y representando
aproximadamente el 85% del gen (Jones et al., 1985). De los nueve
exones el I es portador del extremo 5’ y las secuencias no traduci-
das. En el exon II de 63 pb, se presentan las secuencias del pépti-
do senal y los dos primeros aminoacidos de la f—Cn. Los exones
mas cortos estdn representados por el IV y V de 21 y 24 pb res-
pectivamente, codifican el extremo amino terminal hidrofilico y
contienen los potenciales sitios de fosforilacién. El principal lugar
de fosforilacion se ubica en el sitio de unién del exén IV y V. El
exon mis largo es el VII, que codifica la region hidrofébica car-
boxiterminal de la molécula. El ex6n VIII contiene el dltimo co-
dén de la proteina y ademas es portador junto al exén IX del ex-
tremo 3’ no traducible del transcripto primario de la f—Cn. Este
esquema de la unidad transcripcional se conserva en cabras, hu-
manos, bovinos, conejos y ratones (Bonsing y McKinlay, 1987;
Yoshimura y Oka, 1990; Roberts et al., 1993; Hansson et al.; 1994,
Provot et al., 1995) a nivel de exones y de los sitios de fosforila-
cién de las proteinas. Las variaciones de tamano de la unidad
transcripcional que se presentan entre las especies analizadas, se
atribuyen al tamafno de los intrones.

Las caracteristicas de la estructura y secuencias gendmicas de
las unidades transcripcionales de og; Vv ag, en bovinos revelan al-
gunas homologias de tamafio (17 a 18,5 kb), nimero de exones
(17 -18), sitios de fosforilacién, extremo 5’ y terminal hidrofébi-
ca. (Koczan et al., 1991; Groenen et al., 1993). La estructura ge-
némica del gen para k—Cn presenta sensibles diferencias con las
secuencias caracterizadas del ADN de las caseinas sensibles al
Ca?*, ag, By ogp, como el tamafno del péptido sedal y la distri-
bucién de los sitios de fosforilacién entre lo maés sobresaliente.
Las secuencias correspondientes al gen en bovinos alcanzan un
tamano de 13 kb, distribuidas en cinco exones y extensos intro-
nes (Alexander et al., 1988). Los primeros 65 pb pertenecen al
ex6n I donde se reconoce la regién sin traducir en el transcrip-
to, la que se completa con parte de las secuencias del ex6n II.
Este tltimo contiene los codones (19) del péptido senal. El ex6n
III lleva las secuencias restantes del péptido senal y ademas las
secuencias de la terminal amino de la ¥x—Cn. El ex6n IV codifi-
ca la mayor parte de la proteina y el extremo 3’ estan conteni-
dos parte en el exon IV y el resto en el V. Esta estructura del
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gen descripta en bovinos se conserva en humanos y en conejo,
aunque los intrones son mas cortos en este Ultimo (Baranyi et
al., 1996; Edlund ez al., 1996).

Las homologias de ciertas regiones puestas en evidencia por
la biologia molecular contrastan con la heterogeneidad de estas
proteinas reconocidas por electroforesis. Las variantes genéticas
ocurren naturalmente, determinando diferentes formas de la pro-
teina, generalmente debidas a pequenas diferencias en los secto-
res codificantes.

Los polimorfismos de las proteinas de la leche se deben a
sustituciones o deleciones de aminoacidos en la cadena polipep-
tidica. Estos eventos son consecuencia de mutaciones que han
acaecido en las secuencias nucleotidicas del ADN codificante.
Los polimorfismos estructurales también producen una variabili-
dad alélica cuantitativa que se traduce en diferencias de expre-
sion de las proteinas. También existen polimorfismos debido a
modificaciones post transcripcionales tales como diferentes gra-
dos de fosforilaciones y glicosilaciones.

LA o4 -CASEINA

En el campo de la relaciéon genotipo/caracteres de produccidn,
probablemente sea la o -caseina de la leche de cabra la proteina
sobre la cual més publicaciones existen, o al menos, aquella pro-
teina sobre la que més se trabajé. La proteina se presenta en las
denominadas razas internacionales (Saanen, Alpina, Nubias) en
una concentraciéon media de 3,2 g/L. Esta caseina presenta nume-
rosos alelos, de los cuales se sabe que algunos se expresan de for-
ma tal que se encuentran en la leche en pequena cantidad respec-
to a otros. Para el caso, el mas conocido es el del alelo F de esta
caseina en la cabra. Los animales que portan el alelo A, B o C,
sintetizan una cantidad normal de esta caseina, mientras que aque-
llos animales que poseen los alelos D o F producen leche con una
concentraciéon de esta caseina que es la sexta parte de los prime-
ros. Los animales con el alelo E sintetizan una cantidad interme-
dia (Grosclaude et al., 1987; Grosclaude et al., 1994).

Bevilacqua et al., (2002) mencionan 11 alelos para esta protei-
na; Ramunno et al. (2005) sefialaron que existen 15 alelos para
la o4 -caseina de cabra; Moatsou et al. (2008), por su parte, tuvie-
ron en cuenta 17 alelos para esta caseina. Aun descontando los
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desfasajes de intervalos que en el momento de la publicacién
pudieran entorpecer el consenso en la tipificacién, es notorio
que a medida que transcurre el tiempo se incrementa el nimero
de alelos detectados. Como ocurre también en otros campos de
la investigacion, este aumento se debe, en forma importante, a
los avances metodoldogicos de la genética.

El gen de la oy -caseina de cabra tiene una similitud del 57%
con el correspondiente de la vaca. Este gen contiene una gran
cantidad de intrones, 19 en total, los cuales ocupan un 67% del
largo del gen (Ramunno et al., 2004). El primer exén no es co-
dificante, lo cual también ocurre en otros béovidos. Los sitios en
que se lleva a cabo el corte y empalme sigue la regla de 5° GT -
3> AG. Asimismo, como es conocido en los aspectos generales de
estructura génica, éste muestra en el extremo 5’ proximal los si-
tios de la caja TATA y GATA, y un sitio sefial para la poliadeni-
lacion hacia el extremo 3’. Este sitio se halla a unos 16.660 nu-
cleétidos de la iniciacidn, la parte codificante del gen (Ramunno
et al., 2004). El elemento GATA es comlin a numerosas otras
funciones de regulacion génica relacionadas con diversos siste-
mas fisiolégicos.

Si bien ya hemos mencionado a los principales elementos y
regiones reguladoras que forman parte de los genes de las casei-
nas, consideramos oportuno indicar los que especificamente se
han hallado en la oy -caseina de la cabra, aunque varios de ellos
ya han sido indicados. Ademads de los sitios TATA y GATA,
también se encuentran en sector promotor 5’ los elementos (Ra-
munno et al., 2004) destinados a la unién de factores de trans-
cripciéon: los motivos de la Milk Box (la caja de leche) que se
encuentra en todos los genes de las caseinas. De manera que
este sector contiene:

a) el complemento revertido del receptor de progesterona,

b) dos sitios amplificadores CCAAT al que se unen las C/EBR

¢) un sitio para el factor activador de la célula mamaria,

d) el sitio para STATS,

e) también se encuentran en esta regiéon un amplificador tipo
Sv40,

f) un elemento para el factor nuclear octamero-1 (NF Oct-1),

g) un elemento para unién del factor YY1,

h) dos sitios para unién del factor PMF (factor nuclear mama-
rio especifico de prefiez), 1) tres sitios para la proteina activadora 1
(AP-1),
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j) y existen otros numerosos sitios para YY1 y dos adicionales
para NF Oct-1.

Los estudios sobre sectores promotores homoélogos dentro de
los artiodactilos estudiados o comparados (vaca, oveja y yak)
muestran en esta caseina una similitud del 96%, mientras que
con el correspondiente de conejo es de un 88%, con humanos
del 80% y con la rata del 77%. Como se puede apreciar la simi-
litud del sector promotor es muy grande en relacion al sector
que codifica la proteina madura.

A diferencia con lo que ocurre en otras especies, por ejemplo
la nuestra, en la leche de vaca la caseina més abundante es la
o, -caseina. Estudios llevados a cabo por Vanselow et al. (2006)
sobre los mecanismos de regulacion de la sintesis de esta caseina
en ubres de vacas a la mitad de la lactacion han revelado que
existen sitios amplificadores para union de STATS a una distan-
cia de 10 kpb corriente arriba del gen. Estos sitios de unidn
cambian, en respuesta a una mastitis aguda, su afinidad por los
factores mencionados, de forma tal que disminuye la expresién
de la proteina. El mecanismo identificado consiste en la metila-
cién de citosinas en el sitio mencionado y en un contexto de
CpG. Esta metilaciéon es reconocida por una proteina de unidn
especifica, tal como MeCP2, la cual tiene actividad de desacetila-
sa. Esta proteina de union-enzima procede a desacetilar las histo-
nas lo que trae como consecuencia el empaquetamiento cerrado,
la condensacion de la cromatina y la suspension de la transcrip-
cion. Ademds, también parece ser afectado el mecanismo de la
traduccién. Seguramente este mecanismo de regulaciéon también
se presenta en otros bovidos dada la similitud de las estructuras
de los genes de caseinas en los mamiferos en general y en los
rumiantes en particular.

La cantidad de proteina que se sintetiza es dependiente del
tipo de alelo que la representa. Como ya se ha adelantado, en la
cabra hay tres tipos de alelos que se expresan en forma distinta:

1. La cantidad de o4 -caseina de los genotipos que tienen ex-
clusivamente los alelos A, B1l, B2, B3, B4, C, H, I, y M alcan-
zan una concentracién de unos 3,5 g/L. Todas estas variantes
genéticas actian en forma similar.

2. Los animales que poseen exclusivamente los alelos F y G
poseen alrededor de 0,45 g/L. de oy -caseina en la leche.

3. La leche de animales con los alelos E tienen una concen-
tracion intermedia, de 1,1 g/L.
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La existencia y deteccion de distintos alelos de esta caseina
en la cabra tiene un interés especial para la producciéon de leche
y para la tecnologia lactea. Ademas de la incidencia directa del
genotipo en la cantidad de caseinas presente en la leche existen
otras varias razones enumeradas por Dettori et al. (2009) para
sostener que el genotipo tiene importancia adicional en la pro-
duccion.

a) El contenido de caseina (ya mencionado), de proteina total
y de grasa es mayor en las leches de animales de genotipo AA.

b) El niumero de caseina es mayor en las leches de animales
AA, mientras que es menor en las FE

¢) El tamano de las micelas es menor en los animales del
genotipo AA y mayor en los que detentan el FE

d) La coagulaciéon es mds compacta y gel mds firme en los
animales AA respecto a los FE

El gen de la ag; caseina de cabra contiene 19 exones que se
extienden en 17 kb en la unidad transcripcional, con 13 alelos
(Martin, 1993; Grosclaude et al., 1994) asociados a siete variantes
alélicas con diferentes niveles de expresién. La og;Cn A, By C
alcanzan el maximo nivel de expresion, pero la variante og;Cn
E se presenta con valores intermedios entre los primeros y las
variantes ag;Cn F y agCn G. La variante E tiene una longitud
determinada por 199 aminodcidos que la diferencian de las va-
riantes A, B y C por sustituciones de aminoacidos (Brignon et
al., 1990). El alelo B a su vez contendria cuatro variantes protei-
cas B;, B,, B3 y B, originadas por sustitucién de aminodcidos,
sin consecuencias sobre la carga neta de la proteina. La variante
B, se considera el tipo original, dada las homologias que se pre-
sentan con sus homodlogas en bovinos y ovinos. Existe una dele-
cion en la variante B, de 37 aminoacidos que origina la variante
E que tiene asimismo como consecuencia una disminucién en
el grado de fosforilacién por la pérdida de cinco serinas (Brig-
non et al., 1990).

El analisis de la unidad transcripcional del alelo F reveld la
pérdida de tres exones (9, 10 y 11) por probables fallas del spli-
cing alternativo durante la maduraciéon del transcripto primario,
por delecion de un nucledtido en el exén 9. En cambio, la va-
riante ag;Cn G habria surgido por eliminacién del exén 4. La
variante ag;Cn E surgié por insercion de secuencias altamente
repetidas (Secuencias LINE) en el tltimo ex6n. Tanto las dele-
ciones (ag;Cn F y ag;Cn G) como la insercién (ag-Cn E) se re-
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flejan en el ARNm con disminucién de la concentracién (ogi-
Cn F) o la falta de estabilidad (ag;-Cn E) y, en consecuencia,
una disminucién de la expresion del gen (Leroux et al., 1992;
Jansa-Pérez, et al., 1994). Se destacé que ciertos ejemplares care-
cen de la proteina madura, debido a la expresion nula del gen,
que a nivel de secuencias gendmicas son consecuencia de una
delecion muy extensa, de alrededor de 8 Kb en el extremo 3’
del transcripto primario.

En una poblaciéon de cabras del sur de Italia, se identificaron
cuatro variantes de ag;Cn :H, I, L, M. La variante M es muy
rara y es una consecuencia mutacional de transicién a nivel del
aminodacido 23 del ex6n 9, en donde se sustituye una serina por
una leucina (Chianese et al., 1997a, 1998). Este cambio de ami-
noicido se refleja asimismo en una variacion de los niveles de
fosforilacion. Todas las cabras fenotipicamente M, son heterocigo-
tos asociadas a las variantes F o B.

El analisis de los aminoacidos del péptido M demostrd ser
una molécula hibrida, codificada por secuencias homodlogas que
se encuentran en los transcriptos primarios de los alelos F y A
correspondientes a los extremos 5’ y 3°, respectivamente. Se des-
taca que la secuencia atribuida al alelo A no es portadora del
cambio de nucledtido en el ex6én 9. Bevilacqua et al. (2002) atri-
buyeron el origen de la variante M a una recombinacién intera-
lélica entre los alelos de las variantes A y B,. En esta propuesta
Bl y un alelo desconocido parental identificado como W seria
producto de la recombinacién de A y B2. En este alelo descono-
cido producto de la recombinacién habria tenido lugar la muta-
cién por transicién originando el alelo M. Aunque también se
puede pensar que los alelos Bl y el M habrian sido los ancestra-
les, la baja frecuencia de estos alelos en las cabras hace pensar
en la propuesta anterior. Esta hipdtesis explicaria el origen de la
diversidad alélica de aquellos sistemas donde se ponen en evi-
dencia proteinas con un grado muy acentuado de polimorfismo.

Como se ha expuesto, algunas de las variantes genéticas en las
cabras presentan una masa molecular distinta a la esperada partir
de la estructura de la region codificante del gen. Ello es debido a
que existen mecanismos de corte y empalme alternativo en la ex-
presion de algunos genes, particularmente en los de alelos E

En bovinos, se ha propuesto la existencia de 5 variantes de la
proteina: ag;Cn (A, B, C, D y E) (Mercier, 1981; Fiat y Jolles,
1989) pero otros autores proponen cuatro variantes (Martin et al.,
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1999). Entre ellas og;Cn B seria la mds comin, se presenta como
un mondémero de 199 aminodcidos, de los cuales 8 serinas se
encuentran fosforiladas. La variante A es la mads rara, y difiere
de la B por una delecién de 13 aminoacidos. La variante C se
considera la forma ancestral. La ag; Cn bovina se puede presen-
tar fosforilada en dos formas, dependiendo del contenido de 8 o
9 fosfatos/mol.

Otros estudios han detectado en esta especie 6 variantes elec-
troforéticas de la og-caseina, las cuales se atribuyen a otros tan-
tos alelos A, B, C, D, E, y F ademas de un alelo (G) cuyo gen
tiene la especial caracteristica de poseer un elemento (no caseini-
co) insertado en el ultimo ex6n (Rando et al., 1998). Esta cir-
cunstancia reduce la vida media del RNAm de la mencionada
variedad de oy -caseina, reduciendo en consecuencia la cantidad
de proteina sintetizada. Desde el punto de vista de la expresion
de las proteinas, este gen es andlogo al alelo E del gen de la
misma caseina en la cabra.

En el ganado bovino Kangayam, perteneciente a la especie
Bos indicus, del sur de la India, se han encontrado dos alelos
para esta caseina: el alelo C que se encuentra con una frecuen-
cia notoriamente mayor (0,85), el resto (~0,15) corresponde al
alelo B, encontrandose en equilibrio genotipico (Jeichitra et al.,
2003). Estas altas frecuencias del alelo C de la oy -caseina pare-
cen ser la generalidad en las razas zebuinas del Indostén.

La organizacion gendmica del gen og;Cn refleja un alto grado
de conservacion del nimero y longitud de los exones en vaca,
cabra y conejos, pero en esta ultima especie se observaron los
exones 3 y 7 ausentes en rumiantes e inversamente hay dos exo-
nes en rumiantes 13 y 14, ausentes en conejos (Jolivet et al.,
1992).

La expresiéon de og;Cn en humanos se pone de manifiesto en
las electroforesis PAGE en presencia de SDS por la aparicion
de varias bandas lo que sugiere variantes de la proteina. Por el
analisis secuencial de los transcriptos primarios del gen, se iden-
tificaron tres tipos de moléculas. El transcripto tipo I es el mads
largo y codifica 185 aminodacidos, en donde se incluye el péptido
senal. El tipo II se origina por una delecion de tres nucledtidos
de las posiciones 203 a 205. Por dltimo el tipo III, se diferencia
del transcripto tipo I por la delecion de un mayor nimero de
nucleétidos, desde 245 a 268 (24) y ademds una mutacion por
transicion sin efectos para la proteina (Johnsen ez al., 1995). Ade-
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mas, en humanos, solo tres asparaginas se encuentran glicosila-
das, las correspondientes a Asp 14, 54 y 154, pero tiene 16 seri-
nas y 4 treoninas. De éstas, nueve de las serinas y una treonina
se encuentran en condiciones posicionales de ser reconocidas
por la quinasa para la fosforilacién de las caseinas de la glandu-
la mamaria. Sin embargo, la 05 Cn en humanos existe en tres
variantes de fosforilacion: una forma no fosforilada, una forma
con fosforilacién en la serina 18, y una variante con las serinas
18 y 26 fosforiladas. La principal es la variante con una fosfori-
laciéon (50%), le sigue la variante nula (30%), y por ultimo la
doble fosforilada (20%).

La fosforilacion de esta caseina tiene diferencias entre espe-
cies. En bovinos, se encuentra hasta en nueve posiciones, en
ovinos, hasta en once, y en camellos, hasta en seis posiciones,
en funciéon de las variantes genéticas, s6lo por citar algunos
ejemplos. Lo mas llamativo es la presencia en humanos de una
region rica en serina entre los residuos Ser70-Glu78 que no se
encuentra fosforilada, como lo es la secuencia homéloga en los
rumiantes. La ausencia de fosforilaciéon se atribuye a modificacio-
nes en la region del gen en la ag;Cn humana que no le permi-
ten a las serinas fosforilarse.

LA ag,-CASEINA

Se presenta en la leche de los bdvidos y otras numerosas es-
pecies pero no se ha comprobado su existencia en todas las espe-
cies estudiadas. Esta caseina parece ser la que con mads frecuen-
cia estd ausente de las leche de los mamiferos.

Asimismo se presenta en forma dispar en las especies estu-
diadas, siendo sus homoélogas la y en rata, y las y y € en ratdn,
Cn-A en cobayo y en las ag,-Cn y ogy,-Cn en conejos para ci-
tar los ejemplos mas estudiados. El analisis de las secuencias de
aminodcidos permitié identificar la homologia del péptido senal
en todos los casos pero existe una gran divergencia entre las
proteinas maduras. La homologia a nivel de aminodcidos entre
conejos y ratones es menor al 40%, mientras que si se compara
bovinos y cerdo se alcanza un nivel algo mayor, cercano al 64%.

En la leche de cabra se encuentra en una concentracién me-
dia de unos 3,9 g/L y una variaciéon media de 0,5 g/L. En esta
especie se encuentran, por lo menos seis alelos A, B, C, D, E, y
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F de los cuales los tres primeros son las mas comunes, y el F el
que estd poco representado en las razas internacionales. Es co-
mun que en razas locales se encuentren otros alelos (Bozkaya et
al., 2008).

Por otra parte, hay que mencionar que esta proteina es la que
alcanza, aunque con una distribucion variable, el mayor grado
de fosforilacion entre las caseinas de esta especie, el cual va de
6 a 11 P por molécula. La a,Cn se caracteriza por ser una pro-
teina altamente fosforilada, alcanzando en bovinos cuatro formas
bien diferenciadas debido al contenido de los grupos fosfatos 10
a 13 (Brignon et al., 1977).

LA PB-CASEINA

La estructura gendmica de la f—Cn revela un alto grado de
conservaciéon del nimero de exones, pero con algunas diferen-
cias relacionadas con la longitud de éstos en humanos, ratas,
vaca, oveja y conejo. En humanos, se ha visto que se ha elimi-
nado el ex6n 3 en el transcripto primario del ARNm de esta
proteina. Esta delecidon seria una consecuencia directa de una
mutacion de nucleétidos que altera el mecanismo normal de cor-
te y empalme. Este suceso se conoce con el nombre de conver-
sion criptica del ex6n (Johnsen et al., 1995).

Esta caseina es la que se presenta en mayor concentracion en
la leche de la cabra, alrededor de 11 gr/L. En esta especie tiene
menos variantes genéticas que la o -caseina. Moatsou et al.
(2008) mencionan cuatro alelos: A, B. C, y D, mas la existencia
de dos alelos nulos y uno silencioso. En la Figura 16, se muestra
un esquema indicativo de las regiones promotoras proximal y
distal de la B—caseina, dibujado a partir de la informacién co-
rriente en bovinos y humanos.

En bovinos hay 13 variantes de la p—Cn: Al, A2, A3, B, C,
D, E, E HI1, H2, I, G. Un alelo identificado como A4 se descri-
bié en una raza nativa de Corea. De las formas antes enumera-
das, las mds comunes estan representadas por los alelos Al y A2,
el menos frecuente es el alelo B, y los mas raros son A3 y C
(Farrell et al., 2004). La diferencia entre la variante Al y A2
consiste en la sustitucién de una histidina de la primera varian-
te por una prolina de la segunda en la posicion 67. Por otra
parte, la variante C se diferencia de la B por una sustitucién de
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Figura 16: Esquema de los sectores principales promotores, proximales y
distales, del gen de la B-caseina humana (franja superior) y bovina (franja
inferior).

aminoacidos en la posicion 37, que afecta directamente la fosfo-
rilacion de la serina de la posicion 35. Este cambio conduce a
diferencias de migracion durante las electroforesis, entre las va-
riantes B y C (Recio et al., 1997). Como se ha mencionado las
nuevas técnicas han ampliado la forma de deteccion de polimor-
fismos (Barroso et al., 1999; Ceriotti et al., 2004)

La B—caseina en la leche de vaca es regulada de forma simi-
lar a la de otras caseinas. Pero también se ha comprobado que
el gen de esta caseina posee una corta region promotora en el
primer intrén con elementos que poseen una influencia amplifi-
cadora que aumenta mas de 20 veces la respuesta a las hormonas
lactogénicas (Kang et al., 1998). En el ganado bovino zebui Kan-
gayam se ha observado la existencia de dos alelos A y B, siendo
el primero el de mayor frecuencia (0,87), correspondiendo el res-
to al B y estando las frecuencias de los genotipos en equilibrio
(Jeichitra et al., 2003). En esta caseina ocurre lo mismo que con
la oy -caseina, la mayor frecuencia de un alelo en la mayor parte
de las razas de Bos indicus del Subcontinente. Para el caso de la
B—caseina es el alelo A.

En el ratén, las caseinas reciben una denominaciéon que solo
coincide en parte con la utilizada para estas proteinas en la
mayor parte de los mamiferos. Como se ha mencionado, las ca-
seinas murinas son: o—caseina, f—caseina, y-caseina, g-caseina y
k—caseina. Las caseinas de esta especie son reguladas en forma si-
milar a como lo hacen en otras especies. La B—caseina no es
muy diferente en este sentido, incluso posee en el primer intrén
de este gen una regiéon promotora con efecto amplificador de la
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transcripcion (Kolb, 2003). Este intrén posee: a) actividad de
corte y empalme, b) la referida de amplificacion por la cual se
aumenta la sintesis alrededor de dos veces y media, lo que con-
tribuiria también segin este autor a la estabilidad del RNAm.

La region promotora proximal del gen que codifica la f—Cn
de ratén revelé una estructura caracteristica compuesta por tres
regiones altamente conservadas y designadas como bloques A, B
y C. Los bloques A y B comparten secuencias similares. El blo-
que C se encuentra aproximadamente a 20 pares de bases co-
rrientes arriba de la caja TATA y aproximadamente a 40 pares
de bases corriente abajo del bloque B. La region completa se
encuentra entre -258/4+7 en el gen de ratones y -355/-1 en el gen
de rata. Numerosas proteinas nucleares se unen a estas tres re-
giones representando a los factores de transcripciéon que intervie-
nen en la inducciéon de la expresion del gen.

En humanos, las caseinas predominantes son las  y « casei-
na las cuales difieren de las de rumiantes por un menor grado
de fosforilacion. La PB—caseina se presenta como una sola protei-
na fosforilada a diversos niveles, de cero a cinco (B—Cn-OP a -
Cn-5P) (Groves y Gordon, 1970).

La complejidad del splicing alternativo co-transcripcional y la
incidencia de los elementos cis han sido comprobadas a través
de los mecanismos de regulacién que operan en la regiéon 5° dis-
tal del gen de la B—caseina en equinos. Se pudo corroborar que
el procesamiento de los ARNm en los eucariontes estd acoplado
con la transcripcion. El principal eslabon funcional entre ellos
es region C-terminal (CTD) de la ARN polimerasa II en la cual
la fosforilacién se comporta como un interruptor de la elonga-
cion durante la transcripciéon y paralelamente incide en el meca-
nismo de maduracion del transcripto primario. Por lo tanto, el
splicing alternativo representa una complicacion adicional en el
proceso co-transcripcional de los ARNm (Black, 2003).

En este mecanismo operan una serie de proteinas que fun-
cionan como activadores o represores de la inclusion de los
exones en los ARNm. Asimismo no se descarta la influencia de
la estructura secundaria del ARN y la estructura del promotor del
gen en el procesamiento. Los activadores del corte y empalme
son comunmente proteinas que se localizan en el ex6n o en los
limites del intron y estan probablemente implicadas en el resta-
blecimiento de los factores proteicos que intervienen en el corte
y empalme de exones. Un poderoso elemento cis del gen de la
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B—Cn se identifico en el intrén 1 con efectos independientes del
correspondiente al efecto promotor sobre el splicing, asimismo
interviene incrementando la inclusion de numerosos exones, aun-
que ellos se encuentren localizados a varios pb de distancia.
Este elemento se ha identificado como ISEl en el exén 1.

LA K-CASEINA

Desde el punto de vista funcional, esta caseina es distinta al
resto. Su capacidad de mantener en suspension a toda la micela
la coloca en una situacion central en la estabilidad y la homeos-
tasis fisica de la leche. En la cabra, esta caseina se encuentra en
una concentraciéon media de unos 3,8 g/l y presenta trece va-
riantes alélicas y tres mutaciones silenciosas (Moatsou et al.,
2008), de las cuales la mayor parte se han encontrado en razas
indigenas. Se reconocen cinco variantes A, B, C, D, E G y algu-
nos subtipos. En general, la k—caseina se presenta bifosforilada,
y, en menor medida, monofosforilada.

En un estudio sobre la estructura del gen y las frecuencias
génicas de esta proteina en las cabras, Yahyaoui et al. (2003) han
llegado a la conclusién que el alelo F de esta proteina constitu-
ye el gen original. Esta forma del gen habria dado origen al ale-
lo B, el cual a su vez habria engendrado los alelos A y E. Por
otra parte, el alelo F seria también el antecesor del alelo G que
generaria los alelos C y D.

Mediante el analisis del gen con la técnica de deteccion de
polimorfismos conformacionales de hebra sencilla, Prinzenberg et
al. (2005) han demostrado la existencia de 16 alelos, trece de los
cuales se expresan y tres constituyen genes silenciosos. La mayor
parte de las variantes encontradas corresponden a razas nativas
de paises del Cercano Oriente.

En bovinos, la k—caseina se presenta en las formas principa-
les A, B y C, las que difieren por los aminodcidos ubicados en la
posiciéon 136 y 148. En el alelo A, responden a Thr y Asp y en
la forma B a Ile y Ala, respectivamente. La diferencia entre B y
C se presenta por la sustitucién de un aminodacido en la posi-
ciéon 97, pero no se registran cambios a nivel de la carga neta de
la proteina. En el ganado bovino europeo, las variantes mas co-
munes estdn constituidas por los alelos A y B. Los estudios so-
bre las variaciones de esta caseina en el gen correspondiente,
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determinado en el semen de toros, ha demostrado que, en el
buafalo egipcio, este gen es monomorfico (Abdel Dayem et al.,
2009). En cambio, las determinaciones sobre la misma caseina en
el yak (Bos grunniens) de las provincias del occidente de China
mediante la técnica de polimorfismo conformacional de hebra
sencilla demostrd la existencia de variantes en el gen que se tra-
ducirian en dos variantes de proteina a las que se denominaria
alelos G y C (Bai et al., 2008).

Nuestro grupo de trabajo determiné mediante PAGE las va-
riantes genéticas de k—caseina de ganado bovinos Criollo del no-
roeste argentino hace mas de dos décadas. La informaciéon obte-
nida evidenciaba una frecuencia génica de 0,72 para el alelo A y
de 0,28 para el alelo B, lo que ponia de manifiesto la similitud
con las razas europeas occidentales (Rabasa de Sal Paz et al.,
1983).

Esta proteina constituye la caseina que menos fosfato porta,
identificindose un dnico sitio de fosforilacion, en la regién C-
terminal de la molécula. También existe diferencia en el tamafo
del péptido senal, con 21 aminoacidos, en vez de los 15 caracte-
risticos de las otras caseinas. Como se sabe es una molécula alta-
mente glicosilada y los grupos de carbohidratos estdn unidos a
serinas o treoninas de la regién C- terminal de esta caseina.
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