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» Resumen — La osteopontina (OPN) se halla en el organismo de todos los vertebrados
donde se la ha investigado. Asimismo ha sido encontrada en la leche de varias especies de
mamiferos domesticados y de laboratorio. En el presente trabajo se exponen resultados so-
bre su presencia en leche de tapir. En esta especie silvestre se expresa en forma de dos
bandas electroforéticas de 58 y 75 kDa, seguramente monémeros, y una tercera polimérica,
de MM (masa molecular) mayor a 200 kDa. La OPN se encuentra en mayor concentracion
relativa en el lactosuero (68%) que unida a las micelas de caseina (32%). En este UGltimo com-
partimiento, solamente se presentan las isoformas de 58 y 75 kDa.
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» Abstract — “Presence of osteopontin in Tapir milk (Tapirus terrestris: Perissodactyla,
Tapiridae)”. Osteopontin (OPN) was found in all the vertebrate species where it was investigat-
ed. This protein has been found in milk of various domesticated and laboratory mammal spe-
cies. In this study, we present the results of its occurrence in tapir milk. In this wild specie,
OPN is expressed as two electrophoretic bands of 58 and 75 kDa, which very probably rep-
resent monomers, and a third polymeric band with a MW higher than 200 kDa. OPN was ob-
served in greater concentration in lactoserum (68%]) than in casein micelles (32%). In this

latter compartment, only the two monomeric forms are present.
Keywords: Osteopontin; lactation; tapir; wild mammals; milk proteins.

INTRODUCCION

En casi todos los mamiferos estudiados
hasta el presente las principales proteinas
lacteas corresponden a un grupo conspicuo
en el que se destacan: las caseinas, la seroa-
Ibumina, la a-lactalbimina, las inmunoglo-
bulinas, la lactoferrina (o la transferrina). A
ellas hay que agregar la B-lactoglobulina y
la proteina acidica del suero (WAP) cuya
presencia depende de la especie que se trate.
Se desprende de ello que esta notable ubi-
cuidad depende seguramente de la gran im-
portancia funcional de tales proteinas. La
expresion de otras proteinas especificas y su
funcién en la leche de los mamiferos es un
tema poco tratado desde el punto de vista
comparativo. Aunque la osteopontina (OPN)
es una proteina que seguramente existe en el
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organismo de todos los vertebrados, las es-
pecies en que se la ha convalidado entre los
mamiferos segun las exigencias de las bases
de datos (UniProt, 2010) incluye a Homo
sapiens, Mus musculus, Rattus norvegicus,
Mesocricetus auratus, Oryctolagus cuniculus,
Canis familiares, Capra hircus, Bos taurus,
Ovis aries, Bubalus bubalis, Bos gaurus fron-
talis y Sus scrofa.

La OPN es una fosfoproteina altamente
fosforilada y medianamente glicosilada
(Serensen et al. 1995; Sgrensen et al. 2003)
que se expresa en varios tejidos y drganos
(huesos, riidén, sistema inmune, glandula
mamaria), y cuya funcién esta siendo estu-
diada activamente. Su estructura incluye dos
aspectos importantes. Presenta dos isofor-
mas, de diferente masa molecular, produci-
das por un tipo de traduccién alternativa
(Shinohara et al., 2008). Ademas se ha
comprobado la existencia de una forma po-
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limérica de la OPN (Kaartinen et al., 1999;
Higashikawa et al., 2007) que seria exclusi-
vamente extracelular. Existe un solo gen en
el genoma de los animales hasta ahora estu-
diados y la masa molecular media de la pro-
teina OPN de once especies de mamiferos,
de acuerdo a la regién codificante del gen
es 32,65 = 1, 95 kDa.

Se sabe que interviene en numerosos pro-
cesos fisiologicos, los cuales pueden agru-
parse en: aquellos relacionados con la adhe-
sion e interacciones celulares, y los que cum-
plen funciones de sefializacion intracelular.
Su funcién en la secrecién lactea no ha sido
dilucidada.

El Objetivo del presente trabajo consistio
en investigar la presencia de osteopontina en
la leche de tapir, su masa molecular aparen-
te a partir de su comportamiento electrofo-
rético, y su distribucién en los principales
compartimentos lacteos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron muestras de leche de tapir
correspondientes a un ejemplar perteneciente
al Bioparque Temaikén. El lactosuero (LS) y
las micelas de caseinas (Cn) se separaron
mediante precipitacion acida a pH 4,3 y cen-
trifugacién. Se hicieron electroforesis en ge-
les de poliacrilamida en presencia de dode-
cil-sulfato de sodio (PAGE-SDS) en condicio-
nes reductoras (Harris y Angal, 1989). Para
la deteccion de la OPN se utilizaron anti-
cuerpos de conejo anti-osteopontina humana
(Sigma, USA) que demostraron que pueden
reconocer la OPN bovina (Azuma et al.,
2006; Higashikawa et al., 2007), y a partir
de ello muy probablemente la de otros un-
gulados. Con las muestras de LS y de Cn, se
hicieron immunodots y luego western-blot-
tings previa separacién de las proteinas por
PAGE-SDS en medio reductor (Puyol de Ledn,
1994). La transferencia hacia la placa de
nitrocelulosa se hizo por capilaridad (Ga-
briel y Gersten, 1998). Como segundo anti-
cuerpo se utilizé anti-IgG de conejo marcado
con peroxidasa. Las proteinas se determina-
ron segun Lowry et al., (1955). La determi-
nacién del porcentaje relativo de la concen-
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tracion de OPN en los distintos comparti-
mentos lacteos se realizé mediante analisis
densitométrico de las imagenes, utilizando
el software QuantiScan (Biosoft, USA).

RESULTADOS

Los resultados demostraron que en la se-
crecién lactea de tapir se encuentran tres
bandas de proteinas que reaccionan con los
anticuerpos especificos mencionados. En la
Fig. 1 se muestra el western-blotting de las
bandas de OPN. Los valores de la masa mo-
lecular calculados para dos de estas bandas
corresponden a unos 58 y 75 kDa aproxima-
damente, y la tercera posee una masa mole-
cular superior a 200 kDa. En el lactosuero se
encuentran las tres bandas mencionadas,
mientras que asociadas a las caseinas sola-
mente se observan las correspondientes a 58
y 75 kDa. En la Fig. 2 se muestra el perfil
electroforético del lactosuero de tapir deter-
minado por densitometria al que se le han
superpuesto las bandas de OPN detectadas
por western-blotting. Ademas se observod, a
partir de la determinacion densitométrica de

200 kDa
75 kDa
58 kDa
LS CN
Figura 1. Western-blotting de lactosuero

(Ls) y de micelas de caseinas (Cns) de leche
de tapir. Las flechas serialan las bandas que
reaccionan con el anticuerpo anti-OPN. En la
calle correspondiente a LS, se evidencian tres
bandas. LS: lactosuero. Cn: caseinas.
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los immunodots (imagen no mostrada) que
la osteopontina en la leche de tapir se en-
cuentra en mayor concentracion en el lacto-
suero (68 %) que asociado a las micelas de
caseinas (32 %).

DISCUSION

Es evidente que no se han generado hasta
el momento hipotesis fuertes acerca de las
funciones que la OPN lleva a cabo en la le-
che. Tampoco hay informacién sobre la ocu-
rrencia de esta proteina en los animales sil-
vestres. De hecho la informacién existente
sobre OPN esta centrada en las investigacio-
nes existentes en la especie humana, los roe-
dores de laboratorio, el ganado bovino, co-
nejo, y cerdo.

Existe una gran cantidad de trabajos, (ci-
tados por Sodek et al., 2000 y Denhardt et
al., 2001) que describen aspectos fisioldgicos
importantes enfocados desde el papel que des-
empefia la OPN en el organismo: inhibicion
del crecimiento/agregacion de cristales de
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oxalato de calcio y por ende inhibicién de la
formacion de calculos renales; regulacion de
algunos procesos de la respuesta inmune; co-
efectora en la vascularizacion y regeneracion
celular, a través de interacciones con células
endoteliales y mononucleares; unién a recep-
tores de membrana, y a las integrinas (sus li-
gantes por excelencia); funciones celulares de
migracion, fusién, movilidad; importancia de
la OPN como factor de prondstico del desa-
rrollo de crecimientos tumorales; regulacion
dela expresién del IFN yy del IFN a en varias
delas funciones anteriores.

Trabajos recientes demostrarian que las
actividades extracelulares y las intracelula-
res estarian a cargo de dos isoformas (de
diferente MM) de la proteina producidas por
un tipo de traduccién alternativa (Shinohara
et al., 2008). Otro aspecto importante es la
existencia de una forma polimérica de la
OPN (Kaartinen et al., 1999; Higashikawa
et al., 2007) a la cual se le ha atribuido fun-
ciones en las interacciones intercelulares. El
papel desempenado en los procesos de bio-
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Figura 2. Perfil densitométrico de lactosuero de tapir. Los valores de la abscisa indican el
desplazamiento real de las bandas en el gel en unidades arbitrarias, no corresponden a las
masas moleculares. Los valores de la ordenada son indicativos de la intensidad de las bandas
electroforéticas. Lo escrito sobre las bandas indica la posicion de las proteinas mayores del

lactosuero.
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mineralizacion asociados con el calcio pare-
ce ser un tema abierto (Tawada et al.,
1999; Goldsmith et al., 2002; Ito et al.,
2004; Gerike et al., 2005). En lo correspon-
diente a la funcion de la proteina en la le-
che, ha sido mencionado como una posibili-
dad (Sgrensen et al., 1995) que actiie como
solubilizante de los cristales de fosfato de
calcio que se encuentran integrando las mi-
celas de caseina. Lo mismo se ha postulado
en la inhibicién de la formacién de calculos
en rifdn y vias urinarias, lo que ha recibido
apoyo experimental (Razzouk et al., 2002;
Hunter et al., 2009; Langdon et al., 2009).

Segun las bases de datos (UniProt, 2010)
existe un solo gen de OPN en el genoma de
los mamiferos hasta ahora estudiados y la
masa molecular de la proteina posee un va-
lor de entre 33 y 35 kDa, segun la especie.
Este valor se basa en la secuencia y tamano
de la region codificante del gen correspon-
diente, o en la sintesis in vitro de la proteina
a partir del cDNA, obviamente sin las modi-
ficaciones postraduccionales.

Hace mas de veinte afios, Azuma y Ya-
mauchi (1987) observaron la asociacién de
la OPN con la fraccién de caseinas. Sin em-
bargo, sobre este interesante aspecto, no
parece haber publicaciones posteriores.

En el presente trabajo, se ha demostrado
que la OPN esta presente en la leche de ta-
pir, distribuida entre el lactosuero (68 %) y
las micelas de caseinas (32 %). Ello es dife-
rente a lo que sucede en la leche materna
(Hernandez de Sanchez y Fernandez, en pre-
paracion) donde la mayor fraccion se asocia
con las micelas de caseinas. La situacion no
puede atribuirse a la abundancia relativa de
los tipos de proteinas pues el numero de ca-
seina es mayor en el tapir respecto a la espe-
cie humana.

El hallazgo de dos bandas monoméricas
principales de OPN (58 y 75 kDa) en la le-
che de tapir puede interpretarse de distintas
formas. En el trabajo sobre aislamiento de
OPN de leche bovina, Azuma et al., (2006)
incluyen fotografias de los western-blottings
(Fig. 2 de su publicacién) donde se ven cla-
ramente dos bandas notorias (que también
aparecen en su Fig. 3) y otras menores de
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OPN en leche de vaca. Esta heterogeneidad
que los autores atribuyen a modificaciones
diferentes postraduccionales, también po-
drian ser atribuidas a un proceso de traduc-
cion alternativo (Shinohara et al., 2008)
que se conocid posteriormente. Lo mismo
podriamos decir de nuestras observaciones.
No obstante, consideramos que el gran pro-
blema subyacente a los estudios de PAGE-
SDS sobre la OPN es el comportamiento
anomalo de esta proteina que muestra en las
corridas electroforéticas una masa aparente
muy alta (60-70 kDa) en relacién a la masa
atribuible a la suma de los aminoacidos (33
kDa), hecho que puede observarse en todas
las publicaciones sobre el tema y que dificul-
ta el analisis de los resultados. Tratandose
de mondémeros de la OPN esta diferencia de
masa no se explica por la masa agregada de
fosfatos organicos y los glucidos. La concen-
tracién de la OPN en la leche de las especies
analizadas hasta el momento (20 a 140 mg/
L) alcanza una concentracién casi mil veces
superior a la que tiene en la sangre (10 a
100 pg/L), segun publicaciones sobre el
tema (Diao et al., 2008; Shack et al., 2009;
Wang et al., 2009). Ello estaria demostran-
do que esta proteina debe tener una conside-
rable importancia para la glandula mama-
ria y muy probablemente para la cria. Se ha
comprobado que en ratones hembras en las
que se ha inhibido la expresién de la OPN
no pueden desarrollar adecuadamente la
glandula mamaria y no sintetizan normal-
mente las proteinas lacteas (Nemir et al.,
2000).

Respecto a la banda de muy alto peso mo-
lecular que se evidencia en el western-blot-
ting del LS, pero no de las Cn, consideramos
que se trata de la forma polimérica de la
OPN. Ello estaria demostrando que la forma
polimérica tendria menor afinidad por las
micelas de Cn que las monoméricas. Hasta
donde pudimos establecer, no ha sido descrito
este hecho con anterioridad. Los presentes
resultados demuestran que la OPN en la leche
de tapir y sus caracteristicas, tienen una gran
similitud con lo que se ha encontrado en la
leche de animales domésticos y de laborato-
rio. Consideramos que a partir de los datos
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existentes se puede suponer que la presencia
dela OPN en leche debe constituir un hecho
generalizado entre los mamiferos.
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