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INTRODUCCION




El periodo de lactancia es fundamental para un desarrollo fisico y
psiquico correcto del recién nacido. En esta etapa se deben aportar todos los
nutrientes necesarios que aseguren el crecimiento y desarrollo psicomotor
del nifio, tanto en cantidad como en calidad, teniendo en cuenta que el
recién nacido sano no tiene totalmente desarrollados sus 6rganos, procesos
digestivos, metabdlicos, funcionamiento renal, sistema inmunitario y el

mecanismo de regulacion del apetito.

La leche humana (LH) es el alimento ideal para los neonatos pero
cuando no es posible utilizarla, se recurre a la alimentacién artificial con
preparados infantiles. Ya que pueden ser el primer y/o unico alimento para
el recién nacido, la composicion de estos preparados debe ser lo mas

parecida posible a la LH.

Existe un gran control sobre la composicion de los preparados debido
a la importancia de la alimentacion durante los primeros meses de vida.
Organizaciones de gran prestigio, como la Sociedad Europea de
Gastroenterologia y Nutricion Pediatrica (ESPGHAN), el Comité de Codex
Alimentarius de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el Comité de
Nutricion de la Academia Americana de Pediatria se encargan de emitir
recomendaciones sobre la composicion que deben tener estos preparados.
Ademas, la composicion de los preparados infantiles viene regulada por la
Reglamentacion Técnico Sanitaria (RTS) recogida en el Real Decreto 867
de 2008, que es resultado de la transposicion de la Directiva Europea
2006/141/CEE. En la RTS se recogen las definiciones del ambito de la
alimentacion infantil, y se establecen los requisitos de composicion,

etiquetado, publicidad e informacion de los mismos productos.



Tanto en las recomendaciones como en la reglamentacion se
contempla la composicion de macronutrientes, asi como la de
micronutrientes considerados esenciales. Componentes bioactivos como el

acido sialico (Sia) y los gangliosidos (GG) no se incluyen.

El Sia y los GG desemperfian funciones esenciales en el desarrollo de
los recién nacidos. La concentracion y formas de ambos componentes en la
leche difieren segun la especie. Por ello, los preparados infantiles, en su
mayoria elaborados a partir de leche de vaca, presentan contenidos y perfiles
de Siay GG diferentes a los de la LH.

Actualmente las industrias del sector de la alimentacion infantil
intentan desarrollar productos cada vez méas parecidos a la LH. Dentro de
esta estrategia de mejora, puede ser de interés aproximar los contenidos de
Sia y GG de los preparados infantiles a los de la LH. Para ello, una
alternativa es la utilizacion de concentrados proteicos de suero lacteo ricos

en Sia 'y GG, para la elaboracion de estos preparados.

Tanto el Sia como los GG han sido extensamente estudiados en tejidos
y fluidos bioldgicos, pero no asi en leche y preparados infantiles. Y se
desconoce la existencia de trabajos en los que se evalle la bioaccesibilidad
de estos compuestos en LH y preparados infantiles.



OBJETO Y PLAN DE TRABAJO




El objetivo general del presente trabajo es el estudio del Sia y los GG
(componentes bioactivos) presentes en alimentos destinados a la

alimentacion del lactante.
Los objetivos concretos son:

- Conocer la composicion en Sia y GG de preparados infantiles
comercializados y su comparacion con la de LH.

- Conocer la influencia de la utilizacion de concentrados proteicos de

suero lacteo ricos en Sia 'y GG en preparados infantiles experimentales.

- Evaluar las ingestas de Sia 'y GG a partir de los alimentos destinados

a la alimentacion del lactante.
- Iniciar estudios de biodisponibilidad (BD) in vitro de Siay GG.

Para alcanzar los objetivos mencionados se propone el siguiente plan
de trabajo:

- Revision de los antecedentes bibliograficos relativos a la
determinacion de Sia y GG en leche y preparados infantiles. Asi como los
relativos a su funcionalidad, bioaccesibilidad y biodisponibilidad.

- Puesta a punto y validacion de la determinacién de Sia en preparados
infantiles y concentrados proteicos de suero lacteo por espectrofotometria de
absorcion molecular (EAM) y cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).



- Determinacion de Sia y GG en preparados infantiles, concentrados

proteicos de suero lacteo y LH.

- Evaluacién de la bioaccesibilidad de Sia 'y GG provenientes de LH 'y

preparados infantiles sometidos a digestion gastrointestinal simulada.

- Caracterizacion en Sia y GG del cultivo celular de Caco-2.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS




1. Alimentacién del lactante

Durante el primer afio de vida se produce el crecimiento y desarrollo
psicomotriz mas importante que tiene lugar en la vida de una persona; en los
cuatro primeros meses se dobla el peso de nacimiento y al afio éste se
triplica. Es esencial asegurar una alimentacion suficiente y adecuada para
satisfacer las necesidades nutritivas del recien nacido y prevenir diversas

situaciones patologicas.

La ESPGHAN (2009) y la OMS (2001) recomiendan la alimentacion
exclusiva de los recién nacidos con LH hasta los 6 meses, ya que ésta no
sOlo aporta los nutrientes y componentes necesarios para su desarrollo y
proteccion, si no que favorece el vinculo afectivo que se establece entre la
madre Yy el recién nacido. Cuando no es posible amamantar al lactante, por
falta de secrecion lactea, patologias de la madre, rechazo del nifio, opcion
personal o cuando esta alimentacion resulta insuficiente, se recurre a la
alimentacion mediante preparados a base de leche de vaca o soja, cuya
composicion debe parecerse lo mas posible a la de la LH.

1.1 Leche humana

La lactancia materna es el alimento idoneo para los recién nacidos.
Tras la 54% Asamblea sobre la Salud Mundial (2001), la OMS establece que
durante los 6 primeros meses de vida, la LH es un alimento suficiente para
satisfacer las necesidades nutricionales de los recién nacidos, prestando
especial interés a la suplementacion de hierro en los paises menos
desarrollados. A partir de este periodo, la LH puede seguir utilizandose

como complemento a una dieta en la que se vayan introduciendo alimentos
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correspondientes a distintos grupos. En esta misma asamblea la OMS
recomienda que se alargue la lactancia hasta los 2 afios de edad. Por otra
parte, el Comité de Nutricion de la Academia Americana de Pediatria fija el
tiempo maximo de lactancia en el primer afio de vida (Gartner et al., 2005).
Recientemente, la ESPGHAN (2009), sin tener en cuenta factores
relacionados con la salud, recomienda que la lactancia materna se mantenga

tanto como deseen madre e hijo.

No se conocen datos precisos de la prevalencia de la lactacia materna
a nivel mundial, si bien en la bibliografia se encuentran estudios a nivel
local. Cattaneo et al. (2005) evaluan la prevalencia de la lactancia materna
en Europa en el afio 2003. Segun este estudio el porcentaje de madres que
inician una lactancia natural se sitGa entre el 63 y el 90%, decayendo a un
30-80% entre el tercer y cuarto mes de lactacion, mientras que a los 6 meses
se encuentra en 20-60%. Segun este estudio, Espafia tiene una prevalencia
del 71% en el inicio de la lactacion, un 58% a los 3-4 meses y un 40% a los
6 meses, con lo que se sitla en una zona intermedia, respecto al resto de
paises europeos. En un estudio previo, Moran (1990) indica que la lactancia
natural en Espafia al principio de la lactacion, era de un 73,5%, decayendo
hasta un 24,9% en los casos en donde se prolongaba mas de 3 meses y un
3,1% hasta el afio de vida. Se puede decir que no ha mejorado el porcentaje
de nifios que se inician con la lactancia natural, pero si el tiempo que se

mantiene la misma.

La lactancia materna lleva asociada una serie de ventajas respecto a
la alimentacion artificial. Diversos estudios establecen que se consiguen

efectos beneficiosos durante el periodo de lactancia y también a largo plazo.
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Entre los efectos inmediatos se ha descrito que previene frente a infecciones
(Chien y Howie, 2001; Quigley et al., 2006) y mejora el desarrollo neuronal
incrementando la funcidn cognitiva y habilidad mental (Andersson et al.,
1999; Der et al.,, 2006). A largo plazo, los nifios alimentados con LH
presentan una menor presion sanguinea (Owen et al., 2003; Martin et al.,
2005), colesterol total (Owen et al., 2008) y obesidad o sobrepeso (Dewey,
2003) y diabetes tipo Il (Owen et al., 2006; OMS, 2007), asi como la
reduccién de problemas relacionados con el sistema inmune, como alergias
(Muraro et al., 2003), diabetes tipo | (TRIGR, 2008) y celiaquia (Akobeng
et al., 2006).

Estos efectos beneficiosos estan relacionados con la composicion
que presenta la LH. Esta es muy heterogénea, tanto que para una misma
persona varia a lo largo del tiempo, entre dias, horas e incluso en una misma
toma. Para su estudio se distinguen, como minimo, tres etapas, si bien la
division en distintos periodos no deja de ser artificial, ya que se trata de un
proceso constante y continuo de transformacion de la leche (Narbona et al.,
2005):

- Calostro: es la leche secretada desde el inicio de la lactacion (entre
las 24 y 48 horas después del parto) hasta los 6 6 7 dias. Es el alimento
Optimo transitorio en la adaptacion a la vida extrauterina. Ademas de ser
fuente especifica de nutrientes, tiene propiedades anti-infecciosas (Walker,
2010).

- Leche de transicion: es la que se da entre el 5°-6° dia post-parto,

hasta la 32-42 semana.
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- Leche madura: no comprende un periodo establecido, sino que es la
que se da desde los primeros 15 dias, 6 primer mes, hasta que concluye la

lactacion.

La energia total es variable, pero en promedio puede considerarse
que la leche madura aporta entre 530 y 580 kcal/L, repartidas entre hidratos
de carbono (35-50%), grasa (50-55%) y proteinas (5,5%) (Narbona et al.,
2005).

La concentracion de hidratos de carbono se encuentra entre 70-100
g/L. La lactosa es el componente mayoritario (60-70 g/L), favorece la
absorcion de calcio y fosforo, asi como el crecimiento de la microbiota
intestinal (Morén, 1992). El resto de componentes glucidicos se agrupan en
la fraccion de oligosacaridos, que constituye un 10% (p/v), estando formada
por glucosa, galactosa, N-acetilglucosamina, fucosa y acido N-

acetilneuraminico (componente mayoritario del Sia).

En la leche de vaca, el conjunto de hidratos de carbono, es inferior
(40-50 g/L) y esta compuesto, practicamente en su totalidad, por lactosa, los
oligosacéridos Unicamente representan un 4,8% (p/v) (Maldonado et al.,
2010).

La fraccion lipidica de la LH representa una concentracion de 40-45
g/L, siendo su composicion muy variable atendiendo a la dieta de la madre
(Giocondi et al., 2010). EI 98-99% de esta fraccion se compone de
triglicéridos, conteniendo un 90% de acidos grasos de cadena larga,
predominando los acidos palmitico (20%), oleico (38%) y linoleico (15%).

En el lactante, estos acidos grasos se absorben en mayor proporcion que los
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de cadena corta, y evitan la pérdida de calcio fecal y el aumento de la
colesterolemia que inducen los &cidos grasos saturados (Garcia-Onieva,
2007). El resto de componentes de esta fraccion son fosfolipidos, acidos
grasos libres, mono y diglicéridos, colesterol y componentes minoritarios,
como vitaminas liposolubles y esfingolipidos, entre los que se encuentran
los GG.

En la leche de vaca, el contenido total de grasa es muy similar, pero
el perfil es significativamente diferente al de la LH. En la leche bovina
predominan los &cidos grasos de cadena corta y largos; en general, son
saturados (60-70%) (estearico, miristico y palmitico), si bien hay &cidos
grasos insaturados (oleico 30-40%) y polinsaturados (linolénico 4%). Por
otra parte, el perfil de componentes minoritarios también es diferente, con lo
que determinados efectos beneficiosos asociados a éstos (inhibicion de
patdégenos asociada a GG), no se dan en nifios alimentados con leche
bovina (Maldonado et al., 2010).

La cantidad de proteinas en la LH presenta un valor medio de 11
g/L. La fraccion caseinica estd formada por a,p,xy y caseinas,
predominando la B-caseina. Son fuente de aminodcidos y fosforo y estan
involucradas en la absorcion de algunos minerales (calcio, magnesio y
hierro) (Narbona et al., 2005). En cuanto a las seroproteinas, destaca la
ausencia de B-lactoglobulina y la alta concentracién de a-lactoalbimina,
que, ademas de ser rica en triptéfano, es una proteina intimamente
relacionada con la sintesis de lactosa (Heine et al., 1991). La relacion
caseina/seroproteinas en el calostro es de 10/90, pasando a 40/60 6 50/50 en

leche madura. Esta evolucion guarda relacion con la mayor digestibilidad de
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las seroproteinas y la maduracion del sistema digestivo del lactante durante
los primeros seis meses de vida. En esta fraccion también se encuentran las
inmunoglobulinas, fundamentales para la defensa frente a infecciones en las

primeras etapas de la vida (Narbona et al., 2005).

La leche de vaca presenta practicamente el triple de contenido de
proteinas (33 — 35 g/L). Aunque su valor bioldgico es alto, su concentracién
supone un mayor esfuerzo digestivo y una sobrecarga renal para los recién
nacidos. La relacion caseina/seroproteinas es 82/18, y en la fraccion sérica
predomina la B-lactoglobulina, proteina responsable de alergias. Ademas, el
aminograma es diferente para ambas especies; la leche de vaca contiene méas
tirosina y fenilalanina, y menos cisteina, taurina y triptéfano, que la LH, con
los problemas de acumulacién o déficit que puede suponer en los recién
nacidos (Maldonado et al., 2010).

Ademaés, la LH contiene otros compuestos nitrogenados, como los
nucleoétidos, que favorecen el desarrollo de la microbiota intestinal, la
inmunidad humoral y celular (Uauy et al., 1994) e inducen el suefio
(Sanchez et al., 2009), la L-carnitina, los factores de crecimiento
epidérmico, neuronal y transformador de crecimiento o, asi como
aminoacidos libres y péptidos de bajo peso molecular (Narbona et al.,
2005). En la leche de vaca estos compuestos se encuentran en cantidades
inferiores (30% en LH vs. 5% leche de vaca — porcentajes respecto al

contenido total de nitr6geno).

En cuanto a las vitaminas y los minerales, la LH presenta una

distribucion muy heterogénea, ya que sus concentraciones dependen de la
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alimentacion de la madre y de factores ambientales, si bien, en general,
cubre los requerimientos del recién nacido, siendo necesario suplementar
Unicamente con vitamina D a los prematuros, y con hierro a los recién
nacidos en zonas poco desarrolladas. El contenido mineral, aunque es mas
bajo que en la leche de otras especies, presenta una mayor BD, facilitada por
otros componentes de la leche (lactosa, relacion Ca/P, etc.) (Roig, 1997,
Silvestre, 1998). La leche de vaca triplica el contenido mineral de la
humana, si bien algunos de estos minerales (hierro, cobre, cobalto y
manganeso) se encuentran en mayor cantidad en esta Gltima. Las vitaminas
también tienen una concentracién diferente, ademas se producen pérdidas de
algunas de ellas por la recogida, tratamientos térmicos y almacenamiento de
la leche de vaca (Maldonado et al., 2010).

1.2 Alimentacién artificial

Segun Mercasa (2009) durante el afio 2008 se vendieron, en Espafia,
71.450 toneladas de productos destinados a la alimentacion infantil, de los
cuales un 29,9% fueron preparados infantiles, lo que supone un consumo de
30 kilos por nifio al afio. Por regiones, los consumos mas altos, se registran
en el sur peninsular, seguido de la zona centro. En el extremo opuesto se

sitlan las zonas noreste y norte-centro.

Desde que en 1867 Justus von Liebing elaborase, a nivel industrial,
el primer preparado para alimentacién infantil, hasta nuestros dias, mucho
ha cambiado la composicion y elaboracion de estos productos. En la Unidn
Europea, estos preparados son regulados por la Directiva 2006/141/CE,
transpuesta, en nuestro pais, por la RTS especifica de los preparados para

lactantes y de los preparados de continuacién (Real Decreto (RD)
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867/2008). Esta normativa se basa en las recomendaciones de la ESPGHAN

sobre el estandar de composicion de “formulas infantiles” (ESPGHAN,

2005) y de “férmulas de continuacion” (ESPGHAN, 1990).
1.2.1 Tipos de preparados infantiles

En la RTS, atendiendo a la edad del lactante, se diferencian dos tipos
de productos (RD 867/2008):

- Preparados para lactantes (PL): productos alimenticios destinados a
la alimentacidn especial de los lactantes durante los primeros meses de vida,
que satisfacen por si mismos las necesidades nutritivas de los lactantes hasta

la introduccion de una alimentacion complementaria apropiada.

- Preparados de continuacion (PC): productos alimenticios destinados
a la alimentacion especial de los lactantes cuando se introduzca una
alimentacion complementaria apropiada que constituyan el principal
elemento liquido de una dieta progresivamente diversificada de los

lactantes.

Segin Maldonado et al. (2005), los PL deberan recomendarse hasta
los 6 primeros meses de vida. A partir de este periodo, los lactantes ya han
alcanzado una madurez digestiva que permite la introduccion de una dieta

mas diversificada.

La RTS (RD 867/2008) también establece una clasificacién de los

PL y PC segun la fuente proteica utilizada en la elaboracién:

- A partir de las proteinas obtenidas de la leche de vaca.
15



- A partir de hidrolizados de proteinas.

- A partir de aislados de proteinas de soja 0 de una mezcla con

proteinas de la leche de vaca.

Algunos preparados presentan modificaciones para adaptarlos a
lactantes con patologias o dificultades digestivas. Se propone la siguiente

clasificacion de estos preparados (Garcia-Onieva, 2007; Ros, 2009):

- Preparados anti-estrefiimiento: contienen triglicéridos modificados,
incrementando el nimero de acidos grasos insaturados en posicién beta,

permitiendo asi la hidrolisis por las lipasas.

- Preparados anti-colico: con proteinas parcialmente hidrolizadas,
supresion de almidén, y adicion de dextrinomaltosa y triglicéridos con

acidos grasos de cadena media.

- Preparados suplementados con nucledtidos: protegen contra
enfermedades infecciosas a través de la maduracion de los linfocitos T,

activacion de macréfagos y de células NK.

- Preparados con efecto bifidégeno: contienen probioticos
(bifidobacterias 6 lactobacilos) y/o prebidticos (fructo y galacto
oligosacéridos). EI RTS admite la adicion méxima de 0,8 g/100mL entre
fructo y galacto oligoscaridos.

- Preparados enriquecidos en 4&cidos é&cidos grasos omega-3:
contribuyen a un oOptimo desarrollo psicomotor, agudeza visual y
crecimiento. Segun la RTS actual, en ambos casos no se puede superar el
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1% del contenido total en materia seca, si bien, la ESPGHAN recomienda
no superar el 0,5%, ya que no se ha demostrado que la adicion en cantidades

superiores incremente los efectos beneficiosos.

- Preparados anti-regurgitacion: se adiciona un espesante, tal como
harina de algarrobo, almidén de maiz, o almidon de arroz, que aumenta su
viscosidad. Ademas, se invierte la relacion caseina/proteinas del lactosuero,
predominando la primera por el efecto tampon que ejerce sobre la acidez

géstrica.

- Preparados sin lactosa: se sustituye este azlcar por dextrinomaltosa.

Estan indicadas en caso de intolerancia a la lactosa.

- Preparados hidrolizados o semielementales: el aporte proteico se
suministra en forma de péptidos inferiores a 1500 Da, el glucidico en
dextrinomaltosa y el lipidico en triglicéridos de cadena media, con un
suplemento de aceite rico en acidos grasos esenciales. Estan indicadas en

caso de maldigestion-malabsorcion y alergia a proteinas de leche de vaca.

- Preparados de soja: se elaboran a base de jugo se soja en lugar de
leche de vaca. Estan indicadas en caso de necesidad de dieta exenta de
lactosa y/o galactosa, lactantes de familias vegetarianas y alergia a proteinas

de leche de vaca.

En la figura n° 1 se esquematiza la forma de seleccionar un preparado

u otro atendiendo a la situacion fisio-patoldgica del lactante.
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1.2.2 Composicion de preparados para lactantes y de

continuacién

La composicion para PL y PC se encuentra regulada por la RTS y
ademas deben considerarse las recomendaciones de la ESPGHAN (1990,
2005) (ver anexo 1).
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El aporte energético de los preparados infantiles esta basado en el de
la LH, 60-70 kcal/100mL, aportando el 50-55% de la energia total en forma
de grasa, 35-50% en hidratos de carbono y un 5% en proteinas (Garcia-
Onieva, 2007).

Los hidratos de carbono segun la RTS se pueden encontrar, tanto en
PL como en PC, en unas concentraciones de 9 a 14 ¢g/100Kcal. La
ESPGHAN recomienda las mismas concentraciones en PL (ESPGHAN,
2005), pero en PC las rebaja a 8 — 12 g /100Kcal (ESPGHAN, 1990). En
ambos preparados, esta fraccion estd constituida fundamentalmente por
lactosa, con un contenido minimo de 4,5 g/100Kcal. La ESPGHAN no da
recomendaciones sobre la concentracion de este azlcar, ya que considera
que no existen suficientes evidencias cientificas (ESPGHAN, 2005). La
ESPGHAN desaconseja la adicion de glucosa y sacarosa en los PL
(ESPGHAN, 2005), si bien la RTS permite su adicion a PL a base de
hidrolizados proteicos. Los PC, ademas de azucares como lactosa, sacarosa
y glucosa pueden contener fructosa y/o miel, siempre y cuando su
contenido, por separado o en conjunto, no supere el 20% de los hidratos de
carbono (RD 867/2008); de este modo se asegura una cantidad de lactosa

suficiente para favorecer la BD del calcio (Maldonado et al., 2010).

Debe destacarse que, ni la RTS ni la ESPGHAN hacen alusion a la
fraccion proteica de oligasacaridos y Sia, componentes bioactivos presentes
en la LH.

El aporte de lipidos se encuentra entre 4,4 — 6 y 4,0 — 6 g/Kcal para los
PL y PC, respectivamente. Ambos intervalos siguen las recomendaciones de

la ESPGHAN (ESPGHAN 1990 y 2005). Se permite el uso de grasa animal
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y vegetal (excepto aceite de sesamo y algoddn) con el fin de conseguir un
perfil de acidos grasos similar al de la LH. Mientras que los PL suelen
adicionarse de &acidos grasos esenciales, los PC, en los que se permiten
perfiles similares (ver anexo I), no tienen por qué adicionarse, ya que los
lactantes pueden ingerirlas de otras fuentes dietéticas, si bien Maldonado et
al. (2010) recomiendan prestar un interés especial al &cido linoleico
(contenido superior a 300 mg/100Kcal) y los &cidos ladrico y miristico
(<20%). En cuanto a los componentes minoritarios, sélo hay legislacion y
recomendaciones de la cantidad de fosfolipidos, con lo que existe un vacio

en lo referente a glicolipidos, como los GG.

El contenido proteico, atendiendo a la RTS, se encuentra entre 1,8 y
3,0 g/kcalen PL y 1,8y 3,5en PC. Los PL se ajustan a las recomendaciones
(ESPGHAN, 2005), mientras que los PC tienen un contenido inferior al
recomendado en 1990 por la ESPGHAN, que es de 3 a 4,5 g/Kcal. La
desviacion del valor legislado frente al recomendado se debe a que en la
actualidad los PC son un complemento dentro de una dieta diversificada, y
no un alimento Unico y suficiente. De hecho Maldonado et al. (2010)
consideran que un contenido proteico entre 1,3y 1,7 g/Kcal es suficiente. El
indice quimico, en ambos preparados, debe ser superior al 80% del de la LH
(Garcia-Onieva, 2007). En cuanto a la relacién caseina/seroproteinas, ni la
RTS ni el ESPGHAN hacen mencion alguna, si bien algunos autores
indican que en los PL debe ser 40/60 para imitar la relacion encontrada en la
LH, y en los PC 60/40 aunque no es tan estricto; de hecho, se pueden
encontrar preparados con una relacién caseina/seroproteinas 80/20 (Garcia-
Onieva, 2007; Ros, 2009; Maldonado et al., 2010). En PL y PC esta
prohibida la adicion de ingredientes que contengan gluten.
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Los componentes nitrogenados no proteicos se ven representados por
la adicion de aminodcidos, pequefios péptidos (fundamentalmente en
preparados hidrolizados) y nucle6tidos. La concentracion méaxima de
nucleotidos debe ser de 5 mg/100Kcal (RD 867/2008), la American Society
for Nutritional Sciences admite la adicion de hasta 16 mg/100Kcal
(Maldonado et al., 2010).

Los micronutrientes como las vitaminas y los minerales tienen un
perfil muy definido, dentro de la legislacion, para obtener valores similares
a los de la LH (ver anexo I). Segun la legislacion, el anico mineral que debe
encontrarse en mayor proporcion en los PC, respecto a los PL, es el hierro.
En los PL se observan diferencias, entre la RTS (RD 867/2008) y las
recomendaciones de la ESPGHAN (2005), para cobre, manganeso y fluor.

El contenido legislado sobre vitaminas es acorde a las recomendaciones.
1.2.3 Elaboracién de preparados infantiles

Actualmente, la mayoria de los preparados comercializados son
productos sélidos que se obtienen a partir de leche y la adicién de
ingredientes, o mediante disolucién y/o emulsién-mezcla de todos sus
ingredientes en agua. En la figura n® 2 se esquematiza el proceso propuesto
por Contreras (2008) ligeramente modificado:
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Constituyentes proteicos:
- Leche

- Hidrolizad os

- Soja

- Concentrados:

Hidratos de carbono:
- Lactosa

- Sacarosa

- Glucosa

- Malto-dextrina

A\ 4
A

-Desmineralizados

-Ricosen siay GG (a- Minerales
lactoalbUmina 'y Vitaminas hidrosolubles
MFGM) Nucleotidos

A 4

RECONSTITUCION

Agitacién hasta obtener
aprox. 40% de solidos

ADICIONDE LAGRASA
- Grasa lactea
- Grasa vegetal
-Acidos grasos
-Vitaminas liposolubles

90-95°C/22”

T2 < 60°C

HOMOGENIZACION

15-20 Mpa
ESTERILIZACION
120°C/20”
A\ 4
SECADO PORATOMIZACION
Airede entrada - Airede salida -
215-230°C v 85-95°C

PREPARADOEN POLVO

Figura n° 2. Esquema general de la elaboracion de preparados infantiles en polvo.

El proceso comienza con una etapa de reconstitucion y mezclado de
los constituyentes proteicos, hidratos de carbono, minerales, vitaminas

liposolubles y nucleotidos en la que se calienta ligeramente la disolucion
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generada para conseguir fluidificarla. A continuacion se adiciona la grasa y
vitaminas liposolubles y se homogeneiza la mezcla aplicando fuerzas de
cizalla para lograr que todos los componentes entren en contacto y asi se
produzca su emulsion. El producto resultante se esteriliza, para eliminar la
actividad microbiana y enzimatica. Se concluye con una etapa de secado

que, en general, se realiza por atomizacion (Contreras, 2008).

De los ingredientes utilizados para la elaboracion de los preparados,
son de especial interés, para este trabajo, los concentrados proteicos, ya que
son fuente de Sia y GG. En una patente sobre preparados enriquecidos en
Sia y GG se recomienda la adicién de estos compuestos a partir de

concentrados proteicos, y no por separado (WO 2008/005032).

Los concentrados proteicos se obtienen a partir de subproductos de la
industria quesera, como el lactosuero. Segin la RTS (RD 876/2008), “el
lactosuero ha de obtenerse por precipitacion enzimatica de las caseinas,
mediante el empleo de quimosina”. El lactosuero una vez obtenido se
clarifica, ultrafiltra y seca obteniéndose concentrados de proteina en polvo.
Ademas, puede intercalarse una etapa de desmineralizacion, previa al
secado en cuyo caso se obtiene concentrado proteico desmineralizado
(Mahaut et al., 2004). Estos concentrados pueden enriquecerse con o.-
lactalbimina, debido a su alto contenido en aminoacidos esenciales, su
contenido en Sia (1,8 g/100g; Hopper y McKenzie, 1973) y funcionalidad
biologica, descrita previamente. También pueden enriquecerse con las
membranas de los glébulos grasos de la leche (MFGM), ricas en
componentes bioactivos como el Sia (892,2 pg/100g) y los GG (113,2
ug/100g) (Sanchez-Juanes et al., 2009). EI MFGM se obtiene a partir de la

23



grasa lactea tras centrifugacion de la leche. La grasa se lava con 3-15
volimenes de agua seguido de una disolucion de sacarosa salina tamponada,
una disolucién de tampdn fosfato isotonico y, en algunos casos, con algln
detergente o agente disociante; este proceso se realiza al menos, por
triplicado. Tras los lavados, el MFGM se libera del nucleo de triglicéridos a
la fase acuosa al batir a bajas temperaturas. La extraccion tras el lavado
también puede llevarse a cabo mediante el uso de disolventes polares, sales
biliares o detergentes no anidnicos, si bien con este tipo de extraccion no se
consigue un rendimiento tan alto como con el batido (Dewettinck et al.,
2008).
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2. Acido sialico
2.1 Estructura

Los primeros compuestos descritos como Sia fueron aquellos que se
encontraron formando parte de las glicoproteinas de mucinas salivares (Blix,
1936) y de GG de cerebro (Klenk, 1941), de hecho la palabra sialico
proviene del griego sialos, que significa saliva. En la leche, por una parte
Kuhn y Brossmer (1954) encontraron un compuesto, similar al descrito por
Blix y Klenk, al que denominaron acido lactamico; por otra Zilliken et al.
(1955) descubrieron el mismo compuesto y lo denominaron &cido
ginaminico. Ambos resultaron ser formas de Sia. Con el fin de homogenizar
la nomenclatura de estos compuestos, Blix, Gottschalk y Klenk (Blix et al.,
1957) utilizaron el nombre de “4cido sialico” para definir a la familia de
compuestos que presentasen una estructura de o-ceto azucares acidos de 9
carbonos con una amina en el carbono 5. En la actualidad, Varki y Schauer
(2009) han propuesto incluir los compuestos que tienen un hidroxilo en el

carbono 5 (KDN). Hoy en dia esta familia aglutina mas de 50 compuestos.

La variabilidad, dentro del Sia, se debe a modificaciones naturales
sobre la estructura basica (ver figura n° 3). Las sustituciones mas comunes
(Angata y Varki, 2002) se dan sobre el nitrégeno unido al carbono 5 (C-5)
como se indica en la figura n° 3, donde se puede encontrar un grupo amino
(con sus respectivas sustituciones) o hidroxilo (KDN). También puede darse
que en C-5 no haya ninguna sustitucion (acido neuraminico). A partir de
estas moléculas pueden producirse sustituciones adicionales sobre los

hidroxilos de los carbonos C-4, C-7, C-8 y/o C-9. Ademas de estas
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sustituciones, también se han encontrado formas insaturadas y/o anhidro. El
grupo carboxilo en C-1 (pKa = 2,6; Zubay y Strominger, 1988), en
condiciones fisioldgicas, se encuentra ionizado, o condensado, en forma de
lactona (con algdn grupo hidroxilo de azlcares) o en forma de lactama (con
un grupo amino libre en C-5 de otro Sia). También pueden formar
heterodisacéridos, por union de fucosa o galactosa al C-4 y glucosa al C-8.
Ademas pueden producirse polimerizaciones, siendo la union més habitual
la a—2-8.

H, Acetil (4,7.8,9), Lactil (9), Metil (8),

Sulfato (8,9), Fosfato (9), Anhidro (4,8 6 2,7),

Acido Sialico (8,9), Fucosa (4), Glucosa (8) 0

Galactosa (4).

H (&cido neuraminico), OH (KDN) o NHR;

4R3:)N-Acetil, N-Glicolil, Amino,

Hidroxil, N-Glicolil-O-Acetil, N-
Glicolil-O-Metil.

Figura n° 3. Estructura basica y sustituciones del &cido sialico.

En cuanto a la nomenclatura, no existe una normativa para simplificar
la notacion de estos compuestos, si bien existe un consenso en la
denominacién de éstos; la estructura basica se conoce como “Neu”, para el
acido neuraminico. Las sustituciones se designan con un codigo de letras
(Ac — acetilo, Gc — glicolil, Me — metilo, Lt — lactilo, S — sulfato) precedido

por un ndmero que indica la posicién de la sustitucion. Por otra parte, para
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nombrar a un grupo de &cidos sialicos, sin diferenciar entre ellos, se usa la

abreviatura genérica “Sia” (Varki y Schauer, 2009).

En el cuadro n® 1 se muestran el nombre completo y la abreviatura de

los Sia conocidos hasta 2002 (Angata y Varki, 2002).

Cuadro n° 1. Nombre completo y abreviatura de los acidos sialicos
conocidos hasta 2002 (Angata y Varki, 2002).

Nombre del compuesto

Abreviatura

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

neuraminico

neuraminico 1,5-lactama
5-N-acetilneuraminico
5-N-acetil-4-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-7-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-8-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-9-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-4,9-di-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-7,9-di-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-8,9-di-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-4,7,9-tri-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-7,8,9-tri-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-4,7,8,9-tetra-O-acetilneuraminico
5-N-acetil-9-O-lactilneuraminico
5-N-acetil-4-O-acetil-9-O-lactilneuraminico
5-N-acetil-7-O-acetil-9-O-lactilneuraminico
5-N-acetil-8-O-metilneuraminico
5-N-acetil-9-O-acetil-8-O-metilneuraminico
5-N-acetil-8-O-sulfoneuraminico
5-N-acetil-4-O-acetil-8-O-sulfoneuraminico
5-N-acetil-9-O-fosfoneuraminico
5-N-acetil-2-deoxi-2,3-didehidroneuraminico
5-N-acetil-9-O-acetil-2-deoxi-2,3-didehidroneuraminico
5-N-acetil-2-deoxi-2,3-didehidro-9-O-lactilneuraminico
5-N-acetil-2,7-anhidroneuraminico
5-N-acetilneuraminico 1,7-lactona
5-N-acetil-9-O-acetilneuraminico 1,7-latona
5-N-acetil-4,9-di-O-acetilneuraminico 1,7-latona
5-N-glicolilneuraminico
4-O-acetil-5-N-glicolilneuraminico
7-O-acetil-5-N-glicolilneuraminico
8-0-acetil-5-N-glicolilneuraminico
9-0-acetil-5-N-glicolilneuraminico
4,7-di-O-acetil-5-N-glicolilneuraminico
4,9-di-O-acetil-5-N-glicolilneuraminico
7,9-di-O-acetil-5-N-glicolilneuraminico

Neu
Neul,5lactama
Neu5Ac
Neu4,5Ac,
Neu5,7Ac,
Neu5,8Ac,
Neu5,9Ac,
Neu4,5,9Ac;
Neu5,7,9Ac;
Neu5,8,9Ac;
Neu4,5,7,9Ac,
Neu5,7,8,9Ac,
Neu4,5,7,8,9Ac¢s
Neu5AcILt
Neu4,5Ac,9Lt
Neu5,7Ac,9Lt
Neu5Ac8Me
Neu5,9Ac,8Me
Neu5Ac8S
Neu4,5Ac,8S
Neu5Ac9P
Neu2en5Ac
Neu2en5,9Ac,
Neu2en5Ac9Lt
Neu2,7an5Ac
Neu5Ac1,7lactona
Neu5,9Ac,1,7latona
Neu4,5,9Ac;1,7latona
Neu5Gc
Neud4Ac5Gc
Neu7Ac5Gc
Neu8Ac5Gc
Neu9Ac5Gc
Neu4,7Ac,5Gc
Neu4,9Ac,5Gc
Neu7,9Ac,5Gc
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Cuadro n° 1 (continuacion). Nombre completo y abreviatura de los &cidos

sialicos conocidos hasta 2002 (Angata y Varki, 2002).

Nombre del compuesto

Abreviatura

Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido
Acido

8,9-di-O-acetil-5-N-glicolilneuraminico
7,8,9-tri-O-acetil-5-N-glicolilneuraminico
5-N-glicolil-9-O-lactilneuraminico
4-0O-acetil-5-N-glicolil-9-O-lactilneuraminico
8-O-acetil-5-N-glicolil-9-O-lactilneuraminico
4,7-di-O-acetil-5-N-glicolil-9-O-lactilneuraminico
7,8-di-O-acetil-5-N-glicolil-9-O-lactilneuraminico
5-N-glicolil-8-O-metilneuraminico
9-0-acetil-5-N-glicolil-8-O-metilneuraminico
7,9-di-O-acetil-5-N-glicolil-8-O-metilneuraminico
5-N-glicolil-8-O-sulfoneuraminico
5-N-glicolil-9-O-sulfoneuraminico
5-N-(O-acetil)glicolilneuraminico
5-N-(O-metil)glicolilneuraminico
2-deoxi-2,3-didehidro-5-N-glicolilneuraminico

9-O-acetil-2-deoxi-2,3-didehidro-5-N-glicolilneuraminico
2-deoxi-2,3-didehidro-5-N-glicolil-9-O-lactilneuraminico
2-deoxi-2,3-didehidro-5-N-glicolil-8-O-metilneuraminico

2,7-anhidro-5-N-glicolilneuraminico

2,7-anhidro-5-N-glicolil-8-O-metilneuraminico 1,7-latona

5-N-glicolilneuraminico
2-ceto-3-deoxinonodnico
5-0-acetil-2-ceto-3-deoxinonénico
7-0O-acetil-2-ceto-3-deoxinonodnico
9-0O-acetil-2-ceto-3-deoxinonodnico
4,5-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinondnico
4,7-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinondnico
5,9-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinondnico
7,9-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinonénico
8,9-di-O-acetil-2-ceto-3-deoxinondnico
2-ceto-3-deoxi-5-O-metilnonénico
2-ceto-3-deoxi-9-O-fosfononénico

Neu8,9Ac,5Gc
Neu7,8,9Ac35Gc
Neu5Gc9ILt
Neud4Ac5GcILt
Neu8ACc5GcILt
Neu4,7Ac25GcILt
Neu7,8Ac25GcILt
Neu5Gc8Me
Neu9Ac5Gc8Me
Neu7,9Ac,5Gc8Me
Neu5Gc8S
Neu5Gc9S
Neu5GcAc
Neu5GcMe
Neu2en5Gc
Neu2en9Ac5Gc
Neu2en5Gc9ILt
Neu2en5Gc8Me
Neu2,7an5Gc
Neu2,7an5Gc8Me
Neu5Gc1,7latona
KDN

KDN5Ac
KDN7Ac
KDN9Ac
KDN4,5Ac,
KDN4,7Ac,
KDN5,9Ac,
KDN7,9Ac,
KDNS8,9Ac,
KDN5Me
KDN9P

2.2 Presenciay distribucion en organismos vivos

El Sia se encuentra en todos los tejidos y fluidos biologicos de los

vertebrados superiores. En menor medida también se ha descrito en

invertebrados inferiores, hongos (Candida albicans, Aspergillus fumigatus),

bacterias (Escherichia coli K1, Neisseria meningitidis, Campylobater

jejuni), protistas (Entamoeba histolytica, Theileria sergenti), arqueas, virus

y células procariotas (Varki, 1999; Reglero et al., 2007; Lehmann et al.,
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2006). Cada especie sintetiza Sia de forma especifica. Su distribucion en
tejidos y fluidos bioldgicos es caracteristica para cada organismo, pudiendo
variar sus contenidos a lo largo de la vida o segin las condiciones

ambientales (Becker y Ramman, 1995; Rahmann y Jonas, 1998).

Las tres formas mas frecuentes que se encuentran en la naturaleza son
los &cidos N-Acetilneuraminico (Neu5Ac), N-Glicolilneuraminico (Neu5Gc)
y N-acetil-9-O-acetilneuraminico, siendo el Neu5Ac el Unico que se
encuentra en todas las especies (Schauer, 2004). Habitualmente el Sia se
encuentra formando glicoconjugados (con lipidos, proteinas o polisacaridos)
6 como moléculas terminales de cadenas de glicanos; mientras que la

proporcién de Sia libre es muy baja (3%) (Varki y Schauer, 2009).

El Sia puede sintetizarse de novo a partir de glucosa u otros productos
de la glucolisis, siguiendo la ruta de sintesis de aminoazucares, siendo su

precursor la N-Acetilglucosamina-6-fosfato (ver figura n°4).

La transferencia del Sia a los glicanos, para generar glicoconjugados,
se cataliza por la accion de enzimas especificas conocidas como
sialiltransferasas (SAT), mientras que la eliminacion del Sia de los
sialoconjugados se cataliza por sialidasas. La modificacion del Sia también
esta mediada por enzimas especificas, en particular, la conversion de
Neu5Ac a Neu5Gc por la hidroxilasa CMP-Neu5Ac (codificada por el gen
CMAH).
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Glucosa

CTP
v ADP

Glucosa-6-fosfato

v

Fructosa-6-fosfato

Glutamina ]
( (Amidotransferasa)
v Glutamato

Glucosamina-6-fosfato

Acetil COA\l (Acetiltransferasa)

N-Acetilglucosamina-6-fosfato

(Epimerasa)

N-Acetilmanosamina-6-fosfato

: Fosfoenolpiruvato
v Pi

Acido N-Acetilneuraminico-9-
fosfato

v Pi

Acido sialico

Figura n° 4. Esquema de la ruta de biosintesis de acido sialico (Martinez y
Suérez, 2010).

En el organismo humano el Sia se localiza principalmente en el
higado (16,0 mg/100g peso humedo), rifiones (35,5 mg/100g peso himedo),
plasma (63,0 mg/100g peso humedo), saliva (65,2 mg/L), cerebro (89,0
mg/100g peso seco), semen (105,5 mg/100g peso himedo) y leche (300-
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1500 mg/L) (Svennerholm, 1958; Tram et al., 1997; Wang et al., 1998,
2001).

Debe destacarse que la forma Neu5Gc no puede ser sintetizada por el
ser humano (carencia del gen CMAH), por lo que su presencia en tejidos y
fluidos es practicamente nula. Se ha descrito que el porcentaje de Neu5Gc
respecto al Sia total es <1% en higado, rifiones y piel, en bazo y testiculos
1%, en corazon 2% y en cerebro 0,01% (Schrdder et al., 1983; Muchmore et
al., 1998). También se ha detectado su presencia en el meconio de los
neonatos y en tejido tumoral o en el plasma de pacientes con ciertos tipos
de canceres como colon, retina, piel y mama (Malykh et al., 2001,
Tzanakakis et al., 2006). En el resto de mamiferos es una forma habitual e

incluso mayoritaria (Varki, 2001).

El Neu5Gc, ingerido a través de la dieta, es rapidamente hidrolizado o
excretado por la orina, en su practica totalidad, en ausencia de patologias.
Tangvoranuntakul et al. (2003) detectan un aumento en el contenido de
Neu5Gc en la mucina salivar, 48 horas después de la administracion de 140
mg de éste, junto a una dieta vegetariana. Los autores hipotetizan que
también debe encontrarse en la mucina intestinal. A partir de este estudio,
Bardor et al. (2005) demuestran que la adicion de Neu5Gc a
concentraciones 3 mM a células Caco-2 (modelo validado de epitelio
intestinal) aumenta su contenido en un 60%, a los 3 dias de la adicién,

respecto al control.

La presencia de Neu5Gc, a nivel intestinal, puede inducir la adhesion
de ciertas toxinas que reconocen especificamente esta forma de Sia, como la

Shiga producida por E. coli (Byres et al.,, 2008). Esta toxina puede
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desencadenar el sindrome urémico hemolitico, con lo que algunos autores

relacionan la ingesta de Neu5Gc con este sindrome (L6fling et al., 2009).

Ademas, la acumulacion de Neu5Gc causa desordenes inmunoldgicos
debido al aumento de la concentracion de anticuerpos IgA, IgM e 1gG
(Wang, 2009).

2.3 Funciones

El Sia ejerce distintas funciones de reconocimiento celular, con
implicaciones en diversos procesos bioldgicos y patoldgicos por su posicion
terminal en las moléculas de las que forma parte y su carga negativa a pH
fisiolégico. Es fundamental para el desarrollo cerebral, esté relacionado con
procesos de inflamacién y se puede usar como indicador de ciertas
patologias. El Sia esta directamente relacionado con la funcionalidad de los
glicosfingolipidos que lo contienen, detallada méas adelante. La ESPGHAN
(2009) destaca el importante papel del Sia en el desarrollo cerebral de los

recién nacidos.

En particular, las funciones méas destacadas son:

- Accion frente a infecciones: tanto las bacterias como los virus,
utilizan los carbohidratos como factores de reconocimiento para anclarse a
las células hospedadoras. Este anclaje es el primer paso para inducir una
infeccion (Wang y Brand-Miller, 2003).

La presencia de Sia unido a mucina soluble, en forma libre 6 en

glicoconjugados, tras la ingesta de alimentos, puede actuar como falso
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receptor de enterobacterias, protegiendo al epitelio intestinal (Newburg,
1999). También se ha descrito que previene la union de rotavirus (Varki,
1993) y enterotoxinas (lIdota et al., 1995).

Angata y Varki (2002) postulan que el organismo modifica la
estructura del Sia, presente en las membranas celulares, para no ser
reconocido por los patdgenos. Esto explicaria la gran cantidad de estructuras
conocidas de Sia. Debido a que los patdgenos tienen una capacidad de
replicacion mucho mayor que la de las células hospedadoras, este
mecanismo de defensa no es suficientemente efectivo. Aun asi, gracias a las
diferencias en la estructura de Sia, entre distintas especies, se evita que

ciertos patdgenos superen la barrera de la especie.

- Desarrollo neuronal: las moléculas adhesivas presentes en células
neuronales son inmunoglobulinas ampliamente distribuidas en la superficie
de las células del sistema nervioso central. Se encargan de regular la
migracion celular, el crecimiento de las neuritas, la elongacion de los axones
y la formacion de la unién sindptica. Su estructura contiene polimeros de
Sia, formados por 150 — 180 unidades de éste. Las cadenas de polimeros de
Sia son de vital importancia en neurobiologia, ya que regulan la funciones
de estas inmunoglobulinas durante el desarrollo cerebral (Nakata y Troy,
2005). Durante la ontogenia, la expresion de los polimeros de Sia es muy
abundante, tras el nacimiento decae, pero sigue expresandose en
determinadas regiones del cerebro adulto, para generar plasticidad en
membranas neuronales (Ong et al., 1998) y regenerar el sistema nervioso
(Oumesmar et al., 1995).
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El Sia es un buen sustrato para el desarrollo de cultivos celulares del
sistema nervioso, como las células Schwann, encargadas de generar la
mielina de las neuronas periféricas, ejerciendo un papel crucial durante los
fendmenos de regeneracion. Al respecto, Haile et al. (2007) proponen que se
podrian utilizar los polimeros de Sia para realizar bioimplantes en
reconstrucciones de tejido nervioso periférico, o reparar areas dafiadas del

sistema nervioso central.

- Efecto anti-inflamatorio: el Sia disminuye la afinidad de los
anticuerpos 1gG sobre los receptores Fc. Los individuos con patologias
autoinmunes, por ejemplo con artritis reumatoide, presentan los anticuerpos
IgG sin Sia y sin galactosa en el residuo 297 de la fraccion Fc (donde en
condiciones normales estan presentes). Los anticuerpos con altos contenidos
de Sia tienen disminuida su afinidad con los receptores celulares, con lo que
tienen un efecto anti-inflamatorio (Nimmerjahn et al., 2007).

- Indicadores de patologias: diversos estudios muestran que
variaciones en el contenido de diferentes tipos de Sia, estan correlacionados
con ciertas patologias. Un aumento del contenido plasmatico de Neu5Gc es
indicador de ciertos tipos de canceres, como se ha comentado anteriormente
(Tzanakakis et al., 2006; Yin et al., 2006).

Debe destacarse que, recientemente, ha sido publicado un informe de
la Autoridad Europea sobre Seguridad Alimentaria (EFSA), en base a la
propuesta de declaracion de propiedad saludable, relativa al Sia como
ingrediente activo del Lacprodan CGMP-10 (articulo 13.1, declaracion de
propiedades saludables distintas de las relativas a la reduccion de riesgo de

enfermedad y al desarrollo y la salud de los nifios, Reglamentos 1924/2006
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y 109/2008. La declaracion saludable solicitada es: “esta involucrado en el
desarrollo cerebral”, concretado este efecto como “el Sia puede mejorar el
aprendizaje y la memoria”. A pesar de que la EFSA considera que el Sia
esta suficientemente caracterizado, el informe ha sido desfavorable debido a
la falta de estudios causa-efecto que relacionen la ingesta dietética de Sia y

la mejora del aprendizaje y la memoria en humanos (EFSA, 2009).

2.4 Meétodos de determinacion en muestras biologicas y

productos lacteos

La determinacion de Sia es importante tanto en tejidos y fluidos
bioldgicos, como en alimentos. Se puede determinar como Sia total, libre e

incluso puede diferenciarse entre distintas formas.

Para la determinacién del Sia total, como suele estar unido a otros
componentes, se precisa una etapa de hidrolisis con el fin de liberarlo,
seguido de una etapa de purificacion y determinacién por diferentes técnicas

analiticas, como son las espectrofotométricas y cromatogréficas.

Si se desea conocer el Sia unido a proteinas, glucidos o lipidos, se
requiere una etapa previa a la hidroélisis y purificacion, para aislar estas

fracciones.

Para el proceso de hidrolisis se han descrito dos posibilidades:
hidrdlisis acida o enzimética. La primera es la mé&s ampliamente utilizada,
ya gue es una técnica sencilla, reproducible, barata y asegura una liberacion
total de las moléculas de Sia, si bien se han descrito pérdidas de un 10%

(Schauer y Corfield, 1982). En general se utilizan condiciones de acidez
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moderada, combinada con calentamiento (entre 70 y 90°C) en un horno,
placa o bloque calefactor. El acido mas utilizado es el sulfdrico diluido.
También se ha propuesto la utilizacion de &cido clorhidrico diluido, &cido
acético combinado con microondas, hidrosulfito sodico, acido

trifluoracético y acido férmico (ver cuadros n° 2 a 4).

En la hidrolisis enzimatica, las moléculas de Sia se liberan por la
accion de neuraminidasas aisladas de diferentes microorganismos (Vibrio
cholerae y Arthrobacter ureafaciens) (Sugahara et al., 1980). El problema
que presenta esta técnica es que no es sencillo controlar la cascada de
reacciones que tienen lugar, ya que dependen de la estructura del Sia, de la

enzima y del tejido o fluido objeto del analisis.

Spitchig et al. (2010) optimizan las condiciones de hidrolisis
comparando la hidrélisis con acido férmico (0,5M, 2h, 80°C), sulfurico
(0,05M, 1h, 80°C) y sialidasas (neuranimidasas, 1,5h, 37°C). Las hidrdlisis
acidas inducen pérdidas de Sia similares, si bien el &4cido formico mejora los
factores de respuesta de los picos correspondientes al NeuSAc y Neu5Gc
derivatizado, si se realiza una determinacion por HPLC-fluorescencia. Por
otra parte el uso de sialidasas hace que el pico de Neu5Gc coeluya con

interferentes no identificados.

Debido a la complejidad de las muestras biolégicas y los productos
lacteos, es necesaria una etapa de purificacion tras la hidrdlisis. EI método
mas comun es la cromatografia de intercambio anidnico (Dowex) (ver
cuadros n® 2 a 4) donde el Sia queda retenido, eluyéndose con un &cido
(generalmente acido formico 1N) tras eliminar las impurezas por filtracion y

lavado. Otras posibilidades de purificacion son el uso de cartuchos de
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extraccion en fase sélida (Sep-Pack C18) (Siskos y Spyridiaki, 1999)
aplicado a muestras bioldgicas, o la ultracentrifugacion en productos lacteos
(Martin et al., 2007; Spichtig et al.,, 2010). Estos dos métodos se
recomiendan para muestras con pocos interferentes, o0 previamente
purificadas por cromatografia de intercambio anidnico. Spichtig et al.
(2010), sin embargo, en muestras complejas, como leche y derivados
(concentrado proteico de suero bovino, leche en polvo, leche de
crecimiento, preparados infantiles, cereales infantiles, yogurt y leche
malteada liquida y en polvo) utilizan unicamente la ultracentrifugacién para

la determinacion de NeuSAc y Neu5Gc por HPLC-fluorescencia.

Los métodos espectrofotométricos han sido los primeros utilizados en
la determinacion de Sia y se basan en la similitud que presentan éstos con
los azlcares, adaptdndose métodos de determinacion de azlcares a la
determinacion del Sia (ver cuadro n° 2). En general, son métodos poco

selectivos que no permiten diferenciar las distintas formas del mismo.

El método en el que utiliza resorcinol (Seliwanoff, 1887), adaptado
por Svennerholm para el Sia y aplicado a fluidos bioldgicos y tejidos
humanos (Svennerholm 1957, 1958), es el més utilizado. EI método se basa
en la reaccion del resorcinol con los azlcares dando lugar a un producto
coloreado cuyo maximo de absorcion se encuentra a 580nm (ver figura n°
5). Este método se ha utilizado para determinar Sia en tejidos y fluidos
biolégicos (Svennerholm, 1958), leche (Neeser et al., 1991) y preparados
infantiles (Sanchez-Diaz et al., 1997).
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Figura n° 5. Reaccion de una cetosa con resorcinol (Seliwanoff, 1887).

El método del &cido tiobarbitdrico (TBA) ha sido desarrollado y
aplicado en fluidos bioldgicos (Warren, 1959) y leche (Carlson, 1985). Esta
basado en la reaccion entre el TBA y el Sia tras haberse oxidado éste en
condiciones &cidas, pudiendo realizarse la deteccion por via fluorimétrica o

espectrofométrica en el visible.

El método enzimatico consiste en una secuencia de reacciones donde,
tras liberarse el Sia por la accién de neuraminidasas, se transforma a
piruvato el cual se determina por el ensayo del per6xido de hidrogeno
(Sugahara et al, 1980). La ventaja de este método es su comercializacion
como un kit sencillo y rapido, pero es caro y s6lo se aconseja usarlo cuando
la muestra tenga contenidos bajos de Sia.

Crook et al. (1993) comparan los tres métodos (resorcinol, TBA y
enzimatico) para la determinacion de Sia (0-6,4 mM) en fluidos bioldgicos.
No encuentran diferencias estadisticamente significativas entre ellos. El

limite de deteccion para cada uno de ellos lo establecen en 0,12, 0,20 y

38



0,06mM, la repetibilidad en un 6,1, 8,2 y 3,9%, y la reproducibilidad en un

4,5, 3,1y 4,0% para el resorcinol, TBA y enzimatico, respectivamente.

La determinacién de Sia por HPLC puede realizarse con o sin
derivatizacion previa, para su deteccion por fluorescencia o ultravioleta
(UV), respectivamente. Si el analisis se lleva a cabo sin derivatizacion, se
opta por usar la técnica del par i6nico empleando como reactivo
triisopropanolamina (Spyridiaki y Siskos, 1999). Esta técnica permite
diferenciar entre las formas NeuSAc y Neu5Ac2en en suero, orina y saliva,
previa purificacion para la eliminacion de proteinas. En disoluciones patron
se llegan a identificar las mismas formas, ademéas de Neu5Gc, Neu5,9Ac; y
CMP-Neu5Ac.

Como reactivo derivatizante comenz6 a utilizarse el 1,2-diamino-4,6-
dimetoxibenzeno, para la determinacion de NeuS5Ac y Neu5Gc en suero y
orina, obteniendo un limite de deteccidn de 12 pmoles en ambos casos (Hara
et al., 1986) pero se obtenian reacciones paralelas con algunos interferentes.
A continuacion se utilizé el 1,2-diamino-4,5-metilenedioxibenzeno (DMB)
que es mas selectivo (Hara et al., 1987). Este ultimo se ha utilizado para la
determinacion de Neu5Ac y Neu5Gc en glicoproteinas, como la
apolipoproteina E y glicolipidos (Ito et al., 2002) y para determinar de
Neu5Ac en preparados para lactantes en los cuales también se detecta la
forma Neu5Gc, si bien su determinacion no fue validada (Martin et al.,
2007). Recientemente Spichtig et al. (2010) han desarrollado un método en
el que utilizan DMB para la determinacion de Neu5Ac y Neu5Gc (incluida
la validacion de ambas formas de Sia) en leche y derivados lacteos en los

que se incluyen los preparados infantiles.
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Tambien se han utilizado como agentes derivatizantes el cloruro de
toluensulfonilo, derivados de benzoilo y la O-difenilendiamina. La
derivatizacion con este ultimo es mas sencilla y rapida que con el DMB, y
su determinacion se puede hacer por ultravioleta o fluorescencia. A parte el

OPD permite la determiancién de Sia di y tri acetilado (Annumula, 1995).

En la actualidad los métodos que incluyen una derivatizacion previa
son los mas utilizados, ya que son mas sensibles y selectivos que los
espectrofotométricos. El problema de estos métodos es que son mas caros y

largos.

Por otra parte existen métodos de HPLC que acoplan sistemas de
masas para la determinacion de Sia en muestras bioldgicas. Se han descrito
métodos de nano cromatografia liquida con deteccién de masas por
transformada de Fourier, previa derivatizacion con DMB (Hashii et al.,
2007). Aparte de esta técnica, también se utiliza la cromatografia liquida
con ionizacion por electrospray con deteccion masas-masas (LC-ESI-
MS/MS) (Shaw et al., 2001; Valianpour et al., 2004; Varki y Varki, 2007).

En los cuadros n® 3 y 4 se muestran las condiciones empleadas por
distintos autores para la determinacion del Sia por HPLC con deteccion

ultravioleta-fluorescencia y masas, respectivamente.

En menor medida también se ha utilizado la cromatografia gaseosa
acoplada a deteccion de masas (GC-MS), para la caracterizacion de las
distintas formas del Sia y glicosiladas O-acetiladas. Zanetta et al. (2001) han
desarrollado un método de GC-MS con ionizacion por impacto electronico,

previa derivatizacion con anhidrido heptafluorobutirico, para la
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determinacion de Sia en fluidos bioldgicos (suero equino y bovino, mucina
salivar ovina y equina). EI método permite diferenciar NeuSAc, Neu5Gc,
KDN, derivados 8-O-metilados y 8-O-sulfatados de estos, asi como la forma
Neu5Acl,7lactona.

Para la deteccién de polimeros de sialico se utiliza la técnica de
desorcion de matriz asistida por laser — tiempo de vuelo con deteccion por
masas (MALDI-TOF-MS). Esta técnica se ha utilizado para determinar los
acidos polisialicos de las capsulas de Neisseria meningitidis NMC y E. coli
K1 (Zhang et al., 2004). Se requiere una liberacion con acido trifluoracético,
derivatizacién y lactonizacion, previa al analisis de masas; se trata de un
proceso largo, pero se consigue determinar la longitud de la cadena y el tipo

de enlace con el que se unen los residuos de Sia (o 2-8 0 2-9).

Recientemente se ha desarrollado un método para la determinacion de
Sia en suero humano, mediante un biosensor amperométrico (Marzouk et
al., 2007). Este método permite la determinacién de Sia libre sin
pretratamiento, es economico, sensible (limite de deteccién 0,01mM) y
reproducible (2,3% de coeficiente de variacion (CV)). El problema es su
corto intervalo de linealidad (0-3,5mM).

Por dltimo, también se ha aplicado la técnica de electroforesis capilar
a la determinacion de Sia; la deteccion con masas permite cuantificar el

Neu5Ac y Neu5Gc de suero humano (Ortner y Buchberger, 2008).

En la bibliografia existen revisiones que comparan los métodos
descritos, como son las de Karamanos y Wikstrom (1990), Lamari y
Karamanos (2002) y Rhorer (2002). El trabajo de revisidn sobre métodos de
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determinacion de Sia y GG en muestras biologicas y productos lacteos, ha

sido publicado recientemente (Lacomba et al., 2010).
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2.5 Contenidos en leche y preparados infantiles

Son escasos los estudios sobre el contenido de Sia en alimentos. La
mayoria se realizan en leche de distintas especies, asi como en productos
destinados a la alimentacion infantil, ya que a pesar de poder ser sintetizado
de novo, el Sia aportado con la alimentacion es muy importante en los recién
nacidos, debido a que los enzimas encargados de su sintesis presentan una
actividad muy baja (Wang y Brand-Miller, 2003).

En el cuadro n® 5 se muestra una recopilacion, de los contenidos de

Sia total, unido a proteinas y glucidos, en LH.

El mayor contenido de Sia total en LH corresponde al calostro
(1781,6-1320,7 mg/L) y va disminuyendo conforme avanza el tiempo de
lactacion. Estas variaciones aun no han sido explicadas (Wang et al., 2001),
si bien podrian atribuirse al incremento en la capacidad de los recién nacidos
de sintetizar el Sia de novo, con el crecimiento (Wang, 2009). Las
diferencias observadas entre distintos autores se atribuyen a condiciones

geneéticas, geograficas y dietéticas, asi como a los métodos de

determinancién (Wang, 2009).

Wang et al. (2001), encuentran mayores contenidos en LH de madres
de nifios pretérmino, respecto a la de madres de nifios a término,
igualandose éstos a partir de los tres meses de lactacion. Los autores indican
que estas diferencias entre ambos grupos podrian deberse a la gran
variabilidad individual que presenta cada muestra, y al poco numero de

muestras analizadas.
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Cuadro n° 5. Contenidos (expresados en mg Neu5Ac/L) de acido sialico
total, sidlico unido a proteinas y gltcidos en leche humana.

Periodo

g . Sia Sia- Sia- .
lactacion Ne voluntarias total Proteinas  Glicidos Referencia
(semana)

0-2 47 (USA) -- 267,0 1138,0 Carlson
2-4 -- 192,0 706,0 (1985)
4-6 -- 133,0 348,0
6-8 -- 116,0 258,0
10-28 -- 73,0 135,0
4-14* 1 (Suiza) 933,0 - -- Neeser et
16 280,4 -- -- al. (1991)
Calostro 20 (nifios a 1546,4 346,9 1150,5 Wang et al.
Transicion  término) 1070,1 225,8 816,4 (2001)
4 612,4 133,0 4577
12 321,7 89,7 225,8
14 (nifios pre-

Calostro término) 1781,6 402,9 1320,7
Transicion 1320,7 3124 977,9
4 791,8 179,4 584,6
12 (Australia) 402,9 114,4 281,5
1-4* 12 mujeres -- -- 1018,0 Martin-Sosa
2 (Espafia) -- - 696,0 et al. (2003)
4 -- - 365,0
1-4* 12 mujeres 1277,0 149,1 1063,7 Martin-Sosa
2 (Espafia) 910,8 108,2 720,6 et al. (2004)
4 525,8 78,2 411,2

*Dias

El Sia en la LH se encuentra fundamentalmente unido a glicidos

(fraccion de oligosacaridos), suponiendo un 70-80% del total, mientras que

la fraccion unida a lipidos y libre, unicamente supone un 3-5% del total
(Wang et al., 2001; Martin-Sosa et al., 2004).
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En el cuadro n® 6 se recogen los contenidos de Sia total, unido a

proteinas y glacidos de distintos mamiferos.

Al igual que en LH se observa un descenso en la cantidad total de Sia
desde el calostro a leche madura (Puente et al., 1994 y 1996; Useh et al.,
2008) independientemente de la especie considerada. En los estudios en los
que se comparan los contenidos de Sia en LH y leche de vaca, se observa un

mayor contenido en LH (Neeser et al., 1991; Martin-Sosa et al., 2003).

La distribucién del Sia entre las distintas fracciones es del 90% en la

fraccion proteica y 10% en la glucidica (Carlson, 1985).

Entre los estudios con leche de otros mamiferos debe destacarse el
realizado por Neeser et al. (1991), en donde observan que el tratamiento
térmico (pasteurizada y UHT) no afecta al contenido total de Sia. Ademas
de las diferencias en Sia entre especies, los autores destacan la gran
variabilidad en wuna especie inducidos por factores ambientales y

nutricionales.

En el cuadro n® 7 se recogen los contenidos de Sia total, unido a

proteinas y gllcidos de preparados infantiles.
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Cuadro n° 6. Contenidos (expresados en mg Neu5Ac/L) de &cido sialico
total, sidlico unido a proteinas y glucidos en leche de otros mamiferos.

Descripcién muestra | Penqglo* Sia Referencia
actacion
Vaca — Fresca Madura 146,08/14,0° Carlson (1985)
— Fresca 168,0 Neeser et al. (1991)
— Pasteurizada 192,2
—UHT 194,4
— Fresca 54,0-69,0 Puente et al. (1996)
— Fresca 2 231,0° Martin-Sosa et al.
7 38,0 (2003)
72 33,0°
240 54,0°
— Fresca Madura 2179 Martin et al. (2007)
— Pasteurizada Madura 196,7° Spichtig et al. (2010)
Cabra — Fresca 1 1147,0 Puente et al. (1994)
2 558,0
8 231,0
15 183,0
60 203,0
— Fresca Madura 229,0-242,0 Puente et al. (1996)
— Fresca Calostro 193,3 Useh et al. (2008)
Madura 112,5
— Pasteurizada Madura 177,7° Spichtig et al. (2010)
Elefanta — Fresca 11 300,0 Uemura et al. (2006)
Zebu — Fresca Calostro 220,0 Useh et al. (2008)
Madura 171,3
Oveja — Fresca Calostro 302,9
Madura 96,8
— Fresca 1 632,1 Puente et al. (1995)
2 4224
4 365,6
8 201,2
15 176,4
30 209,2
— Pasteurizada Madura 244,1° Spichtig et al. (2010)

3Sja unido a protefnas, "Sia unido a gltcidos, °Sia total como suma de Neu5Ac y Neu5Gc

*Dias
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Cuadro n° 7. Contenidos (expresados en mg Neu5Ac/L) de acido sialico
total, sidlico unido a proteinas y glucidos en preparados para lactantes (PL) y de
continuacion (PC).

Periodo

Caseina

Sia-

Sia-

lactacion /Suero Sia total Proteinas Gluacidos Referencia
PLyPC 40/60 -- 67 72 Carlson
82/18 -- 56 14 (1985)
PLyPC 100/0 92,0 - - Neeser et
82/18 104,6 - - al. (1991)
40/60 172,2-208,4 - -
Hidrolizado  0/100 256,2-287,6 - -
PL 40/60 233,0-266,0 52,8-83,9 116,0-174,0 Sanchez-
PC - 150,0-240,0 72,4-98,3 106,3-135,6 Diaz et al.
(1997)
PL 40/60 114,4 83,5 30,9 Wang et al.
PL 80/20 64,9 49,5 15,5 (2001)
PC - 133,0 98,9 34,0
Pt* 22:78 194,8 111,3 80,4
Psj* - 15,5 15,5 0
PL -- -- - 38,0 Martin-
Sosa et al.
(2003)
PL -- 115,1-157,3 - - Martin et
PC 107,8-166,0 - - al. (2007)
Psj 0 - -
PL, PC y - 141,7-339,3 - - Spichtig et
leche de al. (2010)
crecimiento

*Pt, preparado pre-término; Psj, preparado a base de leche de soja

En los preparados infantiles (ver cuadro n® 7), se observa que los

contenidos en Sia estan comprendidos en un amplio intervalo. El contenido

mas alto corresponde a un preparado infantil elaborado con calostro bovino
(Spichtig et al., 2010).
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En general los contenidos de Sia total en los preparados infantiles
guardan una relacion directa con la proporcién caseina/suero. Asi las
muestras hipoalergénicas a base de hidrolizados (0/100) son las que contiene
mayor cantidad de Sia (Neeser et al.,, 1991). Este mismo hecho es
corroborado por los estudios de Carlson (1985) y de Wang et al. (2001). En
este mismo sentido, Sanchez-Diaz et al. (1997) indican que aquellos
preparados a los que se les han adicionado suero en polvo desmineralizado

para disminuir la relacion caseina/suero, tienen mayor contenido en Sia.

En cuanto a los preparados elaborados a partir de leche de soja, cabria
esperar que no hubiese Sia, ya que estos compuestos no se encuentran en
plantas. Mientras que Martin et al. (2007) por HPLC-fluorescencia
confirman este hecho, Wang et al. (2001) si que encuentran 15,5 mg Sia
total/L, en preparados de este tipo, si bien ellos mismos indican que la
presencia de Sia puede ser debida a un error experimental, ya que con el
método del resorcinol (utilizado por ellos), no se diferencia el &cido sialico

del &cido quinico y otros similares presentes en plantas.

La distribucion en las fracciones proteicas y glucidicas es heterogénea
entre los distintos autores (22-76% sialo-proteinas, 24-70% sialo-
oligosacaridos), si bien ambas constituyen la practica totalidad del Sia (94-
98% del total), quedando Unicamente una pequefia parte de Sia unido a

lipidos o libre.

Los mayores contenidos de Sia total se dan en el calostro humano, que
al ser mayor que los de la leche de vaca, utilizada para elaborar preparados
infantiles, hace que estos preparados presenten contenidos inferiores al

calostro humano, aunque pueden llegar a equipararse a la LH madura
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(Carlson et al., 1985; Neeser et al., 1991; Sanchez-Diaz et al., 1997; Martin-
Sosa et al., 2003).

Existen pocos estudios que diferencien entre los contenidos de
Neu5Ac y/o Neu5Gc. Martin-Sosa et al. (2004) confirman la ausencia de
Neu5Gc en LH. En leche de vaca Tang et al. (2008) obtienen contenidos de
12,11 — 24,87 Neub5Ac/L y 0,18 — 6,51 mg Neu5Gc/L determinados por
cromatografia de alta resolucion de intercambio aniénico con deteccion
amperométrica. Puente et al. (1992) estiman por densitometria optica que el
porcentaje de Neu5Gc es del 6,5%. Recientemente, Spichtig et al. (2010)
determinan que el mayor contenido de Neu5Ac se da en leche de vaca
(191,9 mg/L), seguida de la de cabra con 76,2 mg/L y la de oveja con 19,7
mg/L; en cuanto al Neu5Gc, ésta es la forma mayoritaria en leche de oveja
(224,5 mg/L) y cabra (100,6 mg/L), mientras que en la leche de vaca su
presencia es minoritaria (5,3 mg/L). Con lo que el porcentaje de Neu5Gc
respecto al Sia total es de un 2,7, 92,0 y 56,8 para leche de vaca, oveja y

cabra, respectivamente.

En preparados infantiles, Unicamente se conocen los contenidos de
Neu5Ac y Neu5Gc obtenidos, mediante HPLC-fluorescencia, por Martin et
al. (2007) (107,8 — 166,0 mg Neu5Ac/L) y Spichtig et al. (2010) (119,6 —
325,0 mg Neu5Ac/L y 4,8 — 14,3 mg Neu5Gc/L). En todos los casos, el
Neu5Gc no supera el 4,6% del Sia total.
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3. Gangliosidos

3.1 Estructuray nomenclatura

Los GG son glicoesfingolipidos acidos que contienen en su estructura
al menos un residuo de Sia (Cabezas et al., 1989).

Los glicoesfingolipidos fueron descubiertos por Thudichum en 1884
mientras estudiaba la composicion del cerebro (Wennekes et al., 2009). Se
trata de compuestos formados por al menos un monosacarido y una
ceramida. Esta Gltima estd compuesta por una cadena amino-alcohol (base
esfingoide) de unos 16 a 20 carbonos (18 en mamiferos), en la que se
pueden encontrar grupos hidroxilo y alguna insaturacion. La ceramida se
forma al unirse la base esfingoide, mediante un enlace amida, a un acido

graso (propio de cada especie) (Vesper et al., 1999).

El grupo alcohol primario de la ceramida puede formar un éster con el
acido fosférico (ceramida 1-fosfato), a su vez, el fosforico puede unirse a
una colina (esfingomielina); cuando la ceramida se une a un glicido se
obtiene un glicoesfingolipido. En los animales, este glacido puede ser la
glucosa o la galactosa, generando glucosilceramida (GlcCer) o
galactosilceramida (GalCer), respectivamente. En el caso de la glucosa
pueden establecerse otros enlaces glucosidicos; en general se une a una
galactosa, generando lactosilceramida (LacCer) y sobre ésta otros
compuestos, que dan lugar a distintas series de glicoesfingolipidos (lacto,
neolacto, muco, globo, isoglobo y ganglio) (ver figura n® 6). En funcion del
tipo de glacidos se diferencia entre glicoesfingolipidos neutros

(monosacéaridos sin carga) o acidos (sulfatidos — azUcares sulfatados,
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fosfoglicoesfingolipidos — fosfodiester, o ganglidsidos — acido sialico)
(Zancada, 2008).

Gal L, 3g1cnAc > 3Gal 2 4GIc =2 1°Cer  Lacto
Gal —E» 4GIcNAc —2» 3Gal > 4GIc —E> 1°Cer Neolacto
Gal —2» 3cal —2» 4Gal > 4GIc > 1°Cer  Muco
GaINAc —» 3Gal —%» 4Gal —» 4Glc —» 1’Cer  Globo
GalNAc —2» 3Gal —%» 3Gal - 4GIc —E» 1°Cer Isoglobo
Gal —E» 3GalNAc —» 4Gal -2+ 4GIc —2» 1’Cer  Ganglio

Figura n° 6. Series de glicosfingolipidos en funcién de su cadena glucidica.
Cer, ceramida; Gal, galactosa; GalNAc, N-acetilgalactosamina; Glc, glucosa; GIcNAc, N-
acetilglucosamina. Adaptado de Zancada (2008).

Los GG son glicoesfingolipidos acidos, de caracter anfipatico (la parte

hidrofobica es la ceramida, y la hidrofilica es la glucidica) (ver figura n® 7).

Ceramida {base esfingoide + &cido graso}

Glucosa— Galactosa— Acido sialico

Cadena glucidica

Zln.
I

R: cadena carbonada

Figura n® 7. Estructura del gangliésido GMs.
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La ceramida presenta una gran variabilidad en su composicion ya que,
para una misma especie, tanto la base esfingoide como el acido graso
pueden ser distintos. La cadena glucidica puede presentar la secuencia
completa, o parcial, de monosacaridos que se muestran en la figura n° 6 (se
van perdiendo desde el extremo opuesto a la ceramida). Sobre cada uno de
los monosacaridos puede unirse uno o varios residuos de Sia en sus diversas

estructuras.

Al ser un grupo tan heterogéneo de compuestos su nomenclatura es
compleja. Existen dos formas de nombrar a los GG, una comun, poco
precisa, propuesta por Svennerholm (1963) y otra més precisa propuesta por
la IUPAC (1997). En ambos casos, para simplificar la nomenclatura, no se

tiene en cuenta la composicion de la ceramida.

En la nomenclatura de Svennerholm se utiliza un codigo alfanumérico
de tres o cuatro caracteres (ver cuadro n° 8). Todos comienzan con la letra
G, para indicar que se trata de un gangliésido. A continuacion se indica con
las letras M, D, T o Q el nimero de residuos de Sia, segin sean uno, dos,
tres ¢ cuatro, respectivamente. Con un namero, se indica la longitud de la
cadena glucidica: 1- cuatro monosacaridos (cadena completa, ver figura n°
6), 2 — falta galactosa, 3 — falta galactosa y N-acetilgalactosamina y 4 — s6lo
tiene glucosa. Finalmente, en los GG en los que el Sia puede estar en mas de
una posicion, se coloca una letra minudscula (a, b o c¢) que indica donde se

situa (Svennerholm, 1963).

Segun el método de la IUPAC, comenzando de derecha a izquierda, se
nombra la ceramida de modo genérico como “cer”, seguido del simbolo

“Gg”, que define la serie ganglio, con un subindice que indica la longitud de
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la cadena glucidica, pero en este caso el 1 indica que sélo esta presente la
glucosa, 2 — glucosa y galactosa, 3 — glucosa, galactosa y N-
acetilgalactosamina, y el 4 que esta la cadena completa. A continuacion se
nombra el Sia, haciendo referencia a la estructura de este (NeuSAc,
Neu5Gc, etc.), con un subindice que indica el nimero de los mismos
presentes en la estructura, y precedido por el tipo de enlace con el que se
une a la cadena glucidica (o 0 ). Por ultimo, con nimeros romanos se
indica la localizacién del Sia en la cadena glucidica (I — Glc, Il — Gal, 1l1-
GalNac, IV — Gal terminal, V unido al primer residuo de Sia, V1 al segundo,
etc.), y con un superindice el atomo de carbono implicado en la union.
(IUPAC, 1997). En el cuadro n°® 8 se muestran varios ejemplos de ambas

nomenclaturas.

Cuadro n° 8. Nomenclatura y estructura de algunos gangliosidos.

Svenherholm  IUPAC Estructura
GM;  11*-a-NeuSAc-Gg,Cer Neu5Aca2,3GalB1,4Glc-Cer
113-a-Neu5Ge-Gg,Cer Neu5Gca2,3Galp1,4Glc-Cer
GM;  I11P-a-NeuSAc-GgsCer GalNAcB1,4(NeusAca2,3)Galp1,4GlcCer
GM;  IP-a-NeuSAc-Gg,Cer GalB1,3GalNAcB1,4(NeusAca2,3)Galpl,4
Glc-Cer
GD;  113,V8-a-Neu5Ac,-Gg,Cer Neu5Aca2,8NeusAca2,3GalB1,4Glc-Cer
113-0-Neu5Ac-Ve-Neu5Ge-Gg,Cer  Neu5Gco2,8NeuSAca2,3GalB1,4Glc-Cer
113, V8-a-Neu5Gce,-Gg,Cer Neu5Gca2,8Neu5Gea2,3Galp1,4Glc-Cer
GTs 13 V3 VI*-a-Neu5Acs-Gg,Cer Neu5Aca2,8Neu5Aca2,8NeuSAca?,3Galp
1,4Glc-Cer
GTi  I1E1V3 VIE-0-Neu5Acs-Gg.Cer Neu5Aca2,8Neu5Aca2,3Galp1,3GalNAch

1,4(Neus5AcAca2,3)Galp1,4Glc-Cer

GTw  131V3 VE-a-NeuSAc;-Gg,Cer Neu5Aca2,3Galf1,3GalNAcB1,4(NeuSAco
2,8Neu5Aca2,3)Galp1,4Glc-Cer
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Cuadro n° 8 (continuacién). Nomenclatura y estructura de algunos
gangliosidos.

Svenherholm IUPAC Estructura

GTie  113,V2 VI*-a-NeuSAc;-Gg,Cer Galp1,3GalNAcP1,4(NeusAca2,8NeuSAca
2,8Neu5Aca2,3)Galp1,4Glc-Cer

GQu  I,VE V3 VI-a-Neu5Ac,-GgsCer  Neu5Aca2,8NeuSAca2,3GalB1,3GalNACS
1,4(NeuSAco2,8Neu5Aca2,3)Galp1,4Glc-
Cer

3.2 Presenciay distribucion en organismos vivos

Los GG se distribuyen de forma heterogénea entre distintas especies
de vertebrados superiores (Svennerholm et al., 1989). En el cuadro n® 9 se

recopilan la distribucién y concentraciones de los GG en el ser humano.

Cuadro n° 9. Distribucion y concentraciones de los ganglidsidos en el ser
humano.

Tejido GG+ GG, (%) Autor
Plasma 3,5 mg/L -- Yu y Ledeen,
1972
Pulmones 0,5 mg/g proteina GM3 (58); GM»+GM; (22); Narasimhan vy
GD,, a GT3 (20) Murray, 1979
Liquido amniético 0,15 mg/L GM3y GDs (mayoritarios)  Rueda et al,,
1993
Intestino:
-lleon 43,3 mg/g ms GM3; y GDs (mayoritarios)  Holgerson et al.,
1988
- Colon 40,2-20,1 mg/gms -
Cerebro:
-Materia gris 0,3 mg/g mh GM; (15); GDy, (21); GDy, Wang, 2009
(18); GTy, (16)
-Materia blanca 0,9 mg/g mh GM; (22); GDy, (9); GDyy
(17); GT (12)
Rifiones 2,0 ng/g mh GM; y GM; (mayoritarios)  Rauvala, 1976
GD; y GDy,4 (trazas)

GG,, gangliésidos individuales; GG+, ganglidsidos totales; mh, materia himeda; ms,
materia seca.
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En el ser humano se localizan fundamentalmente, en el tejido
neuronal, formando parte de las membranas (6-10% (p/p) del total de lipidos
cerebrales (Tettamanti et al., 1973). También se encuentran en membranas

de tejidos extraneurales y fluidos biolégicos.

En la figura n°® 8, a modo de ejemplo, se muestra un diagrama
propuesto por Echten-Deckert y Hergert (2006) para la sintesis de los GG de

las seriesa y b.

o Acetilacion
Palmitoil-CoA NADH NAD" Desaturacion
0 . . s
X B-ceto-hidro ES ZZ Hidroxi-dihidro C4-C5 .
- E— ) . . . e
Estearil-CoA esfingosina esfingosina Ceramida

< Gic
o Gal

® GalNAc

* «.23-NevAc
® q.28-NewAc¢

Golgi distal

Figura n°8. Sintesis de gangliésidos de la serie a y b (Echten-Deckert y
Hergert, 2006).
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La sintesis de novo de los GG comienza con la formacion de la
ceramida, en la parte externa de la membrana del reticulo endoplasmatico,
mediante la condensacion de palmitoil-CoA (o estearil-CoA) y serina. Se
genera [-ceto-hidro esfingosina, que se reduce a hidroxi-dihidro esfingosina
(mediado por NADH). La sintesis concluye con una acetilacion y una
desaturacion (C4-C5). La ceramida es transportada al aparato de Golgi
proximal (mecanismo no elucidado) insertandose en la cara citosolica de la
membrana donde es glucosilada. La GlcCer se trasloca a la cara luminal de
la membrana, donde se producen diversas glicosilaciones, la primera es la
sintesis de LacCer. Entre las glicosilaciones se incluye la insercion de Sia
por la accion de las SAT | (generacién de GMs), Il (GD3) y Il (GT3)
(Tettamanti, 2004).

A partir de LacCer, GM3, GD3; y GTj se sintetizan las series de GG 0,
a, b y c, respectivamente. En la sintesis de cada serie, las enzimas N-acetil-
galactosaminil-transferasa, galactosil-transferasa y SAT IV y V introducen,
secuencialmente, un residuo de N-acetilgalactosamina, galactosa y acidos
sidlicos, respectivamente, para dar lugar a los GG mas complejos (ver figura
n° 9) (Tettamanti, 2004).

La sintesis estd fuertemente regulada, para asegurar la distribucion
correcta de cada uno de los GG en fluidos y membranas celulares. En éstas
hay enzimas que pueden glicosilar y desglicosilar para transformar los GG,
sin pasar por el aparato de Golgi. Ademas se han descrito rutas de

recuperacion y reutilizacion de los GG (Tettamanti, 2004).
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SAT | SATII SAT I
LacCer ——» GM3 —» GD3; —» GT3;

Gal NAc-T l

GAZ GMZ GDz GTZ
Gal-T2 l l l l
GA, GMz, GD1p GTic
SAT IV l
GM1p GD1a GTyp Gilc
SATV l
GD1c GT1a GQup GP1c
Serie 0 Serie a Serie b Serie ¢

GalNAc-T, N-acetil-galactosaminil-transferasa; Gal-T2, galactosil-transferasa; SAT,
sialiltransferasa.

Figura n®9. Esquema de sintesis de los ganglidsidos de las series 0,a, by ¢
(Tettamanti, 2004).

3.3 Funciones

Gracias a su caracter anfipatico y a su contenido en Sia los GG
participan en una gran cantidad de funciones bioldgicas. Las mas destacadas

se indican a continuacion:

- Funciones estructurales y de modulacion: los GG participan en
maltiples procesos de reconocimiento celular debido a la presencia de Sia.
Por ejemplo, en los hematies, la carga negativa del Sia en su superficie,
impide que se agreguen por repulsién. En las membranas y vesiculas

sinapticas, los GG ademas confieren plasticidad (Varki, 2008).
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Ademas de su funcion estructural, los GG modulan la formacion y
estabilizacion de dominios lipidicos en la membrana celular (zonas con
diferente composicion lipidica respecto al resto de la bicapa, responsables

de la mayor o menor curvatura de ésta) (Sonnino, 2006).

- Funciones en el sistema nervioso: el tejido nervioso en desarrollo de
los mamiferos es especialmente rico en GG; siendo fundamentales para el

desarrollo neuronal (Abad-Rodriguez y Robotti, 2007).

Los GG actiian en la membrana de las células nerviosas como ligando
de la glicoproteina asociada a mielina, cuyas funciones son mantener la
estabilidad y estructura de la vaina de mielina en el axén neuronal y

controlar la regeneracion de los nervios (Vias y Schnaar, 2001).

Por otro lado, y en relacién con la funcion de comunicacién
intercelular del Sia, los GG actitan como moduladores sinapticos,
induciendo la apertura de los canales de calcio de las membranas
presinapticas neuronales, y permitiendo asi la transmision de la sefal
nerviosa (Rahmann, 1995). También se ha descrito que pueden competir

eficazmente con algunas sustancias neurotdxicas (Gupta et al., 1990).

- Agente protector frente a patdgenos entéricos: los microorganismos
patdgenos reconocen y se unen a los GG presentes en las membranas del
enterocito (Séverin y Wenshui, 2005). Los GG presentes en los MFGM
sirven de puntos de reconocimiento anadlogos a las células del hospedador
inhibiendo la adhesion de microorganismo al enterocito. De esta forma
protegen al lactante de diarreas infecciosas moderadas, 0 severas, causadas

por Campylobacter jejuni (Usuki et al., 2006), calicivirus y la toxina ST de
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E. coli (Laegreid y Otnaess, 1986), Helicobacter pylori (Hata et al., 2005),

la enterotoxina de Vibrio cholerae (Rueda et al., 1998) y otros.

- Funcidn prebidtica: por su naturaleza acida, el Sia contribuye a
disminuir el pH intestinal, lo cual favorece la colonizacion de la microbiota
intestinal por parte de las bifidobacterias. Ademas, la propia cadena
oligosacéarida que forma parte de los GG presentes en los globulos de grasa
de la leche, sirven como sustrato para las bacterias de la microbiota

intestinal, actuando como agente prebidtico (Rueda et al., 1998).

Se ha demostrado que en nifios alimentados con PL suplementado con
la cantidad de GG presente en la LH, se favorece el crecimiento de
bifidobacterias y probablemente de otras especies potencialmente patdgenas,
en detrimento del de E. coli, cuyo contenido fecal es mayor que en nifios

alimentados con PL no suplementadas (Rueda et al., 1998),

- Funcion inmunitaria: los nutrientes que forman parte de la LH
influyen directamente en el desarrollo del sistema inmune intestinal,
observandose diferencias respecto a la lactancia artificial. Asi, compuestos
presentes en la LH en concentraciones muy bajas, como nucleétidos, IgA,
GG y éacidos grasos poliinsaturados, son factores criticos en la expresion de
la respuesta inmune a nivel intestinal (Rueda et al., 2002).

La funcion inmunitaria de los GG se debe no sélo a su accion
antimicrobiana demostrada in vitro e in vivo, sino también a que induce los
procesos de proliferacion y activacion de las células T (Yuasa et al., 1990;
Ortaldo et al., 1996) y la diferenciacion de los linfocitos Thl y Th2 (Ebel et
al., 1992).
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- Indicadores de patologias: la variacion del contenido de los
anticuerpos del GM; se utilizan como indicador de envenenamiento por
plomo (Pérez-Aguilar et al., 2008), por otra parte la disminucién de GMj,
GD1, Y GDyp, a nivel plasmatico, es indicadora del sindrome de Guillain-
Barré (Zhang et al., 2004; Willison, 2007), y la de GM; del sindrome
Jatzkewitz-Pilz (Huang et al., 1997).

3.4 Meétodos de determinacion en muestras biologicas y

productos lacteos

Para la determinacion de GG totales es necesario realizar una
extraccion de la fraccion grasa, seguida de aislamiento y purificacién. En el
caso de requerir la identificacion y cuantificacién de GG individuales se
precisan técnicas de separacion tales como cromatografia en capa fina
(TLC) clésica, o de alta resolucién (HPTLC).

En cualquiera de los casos, los métodos que se utilizan para la
determinacion final son comunes a los indicados para el Sia (ver apartado
2.4).

A) Extraccion, aislamiento y purificacion de gangliosidos

El primer método descrito y mas frecuentemente utilizado para extraer
y aislar los GG es el de Folch et al. (1957) que lo aplicaron a tejidos
animales (cerebro). Se extrae la fraccion grasa mediante mezclas de
cloroformo (CHCI3) y metanol (MetOH) en distintas proporciones. A
continuacion se extrae la fraccién grasa mas polar, en la que se encuentran

los GG, utilizando una sal acuosa (particion).
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Sobre este procedimiento basico, se han ido realizando modificaciones
y adaptaciones a nuevas matrices. Algunos autores han optimizado métodos
para aislar GG de tejidos y/o fluidos animales (Suzuki, 1965; Yu y Leeden,
1972; Tettamanti et al., 1973; Svennerholm y Fredman, 1980; Ladisch y
Gillard, 1985) y de leche y sus derivados, entre los que se encuentran los
preparados infantiles (Puente et al., 1992; Sanchez-Diaz et al., 1997). En el
cuadro n°® 10 se muestra un resumen de los métodos propuestos por estos
autores. Es importante destacar los pocos trabajos en los que se determinan

GG en leche o derivados (incluidos productos de alimentacion infantil).

Las modificaciones del método de Folch propuestas por Suzuki
(1965), para la extraccién de GG en tejido cerebral y extraneural, en el que
utiliza disoluciones acuosas de NaCl o KCI junto a los disolventes
organicos, proporcionan unos rendimientos de extraccion y aislamiento
mejores que los conseguidos por el método original (Folch et al., 1957);
aunque la extraccion de los GG menos polares no es cuantitativa, hecho a
tener en cuenta en tejidos extraneurales, donde estos GG son los
mayoritarios. Tettamanti et al. (1973) mejoran la extraccion de GG
cerebrales utilizando tetrahidrofurano, a pH 6,8. Si bien el extracto presenta
un alto contenido de fosfolipidos que interfieren en su determinacién
posterior. EI método propuesto por Svennerholm y Fredman (1980) permite
una extraccion cualitativa de los GG de tejido cerebral, con el rendimiento
mas alto, pero requiere de mas cantidad de muestra, por lo que es uno de los

menos utilizados.

En fluidos bioldgicos, donde el contenido total de GG es del orden

de 10 veces menor que en tejidos biologicos, o en estos, cuando se dispone
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de poca cantidad de muestra, se hace necesaria la eliminacion de
interferentes. Los principales interferentes son iones dipolares y moléculas
neutras, sulfatidos, acidos grasos libres y proteinas. En general su
eliminacion se lleva a cabo mediante una particion secuencial con
disolventes de distinta polaridad, y/o cromatografia de intercambio ionico,
DEAE-Sephadex, y/o tratamiento con una base, y/o cromatografia con &cido
silicico (Yu y Ledeen, 1972; Colarow et al., 2003). Ladisch y Gillard (1985)
incorporan una purificacién, mediante la particion de la fraccion grasa con
éter/1-butanol/NaCl acuoso, que mejora la recuperacion. Por ello este
método es de eleccion para muestras bioldgicas, con un contenido bajo de
GG y/o alto de interferentes.
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En cuanto a la leche y derivados lacteos, los GG estan presentes en
bajas cantidades, acompafiados de una gran cantidad de los interferentes
descritos anteriormente y se localizan en las MFGM, por esto la extraccion
de la grasa es algo mas compleja. En primer lugar se deben liofilizar las
muestras, posteriormente se eliminan los lipidos neutros utilizando acetona,
y extracciones con CHCI;:MetOH en distintas proporciones, y se concluye
con una particion, como la descrita anteriormente. Antes de realizar cada
una de las extracciones, se procede a homogeneizar la muestra con los
disolventes de cada etapa de extraccion con ayuda del politron para romper
las MFGM. Todas las extracciones se realizan a temperatura de
refrigeracion (4°C), para asegurar que los GG no son extraidos durante los
lavados con acetona y que si lo son en los realizados con CHCl3:MetOH (en
estas condiciones se encuentran formando agregados de alto peso
molecular). En algunas muestras, ademas de la purificacion descrita en
fluidos bioldgicos, es necesario realizar una dialisis previa final frente a
agua, a 4°C, para eliminar compuestos de bajo peso molecular como sales,
lactosa, glicoesfingolipidos cargados (sulfatidos, etc.) y de bajo peso
molecular (LacCer) (Puente et al., 1992; Sanchez-Diaz et al., 1997
Sanchez-Juanes et al., 2009).

B) Determinacion de ganglidsidos

La separacion més usual de GG es por HPTLC, utilizando como fase
estacionaria silica 60. Mithing (1996) recomienda cargar de 5 a 10 ug de
acido sialico unido a lipidos (ASUL) para obtener un buen perfil de GG. En
general, la fase mdvil que permite una mejor separacién de GG es
CHCI3:MetOH:0,2% CacCl, (55:45:5, v/v/v) en la que los GG se separan de
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mayor a menor polaridad. Incluso llega a separarse un mismo GG en dos
bandas, atendiendo a los acidos grasos y las bases esfingoides que lo
componen. Por ejemplo el GD3 de origen lacteo se separa en dos bandas, en
la superior se encuentra el GD3 con acidos grasos de mayor peso molecular,

y en la inferior los de menor (Portner et al., 1993).

El orcinol fue el primer reactivo utilizado como revelador
(Svennerholm, 1956). Svennerholm (1957) mejoro la visualizacion de las
bandas, utilizando como agente revelador el resorcinol, que da bandas de
coloracion violeta-azul, tras incubar a 100°C durante 15 minutos. Con este
reactivo los glicolipidos neutros y los sulfatidos dan una coloracidn
parduzca, lo que permite diferenciar los GG facilmente. También se ha
utilizado el revelado con HCI al 18%, requiriendo la misma incubacion que
en el caso del resorcinol (Hayakawa y Hirai, 2003).

Los GG pueden identificarse por comparacion con disoluciones patron
obtenidas de cerebro bovino u otras especies y/o tejidos (Sanchez-Diaz et
al., 1997). El revelado con resorcinol permite la cuantificacion directa en
placa por densitometria Optica a 580 nm. Este método fue validado por
Ando et al. (1978) utilizando GG a partir de cerebros de distintas especies,
obtiendo un intervalo de linealidad entre 0,09 y 10 nmoles. Es una técnica
reproducible, sencilla y rapida que se ha aplicado a la cuantificacion de GG
individuales (GM;, GM,, GM3, GD1,, GDy, Yy GTyp) en tejidos animales
(Leeden y Yu, 1983) y lineas celulares (Ferreira et al., 2004), asi como en
leche vy preparados infantiles (GM3, GD3 y GT3) (Sanchez-Diaz et al.,
1997).
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También se ha utilizado la densitometria de imagen asistida por
ordenador, donde se obtiene una imagen de la placa mediante un dispositivo
especifico, que ilumina la placa a la longitud de onda deseada, que es
procesada por un software que evalta el color y la densidad del mismo. Esta
técnica se ha utilizado, en placas reveladas con resorcinol (580 nm), para la
cuantificacion de mezclas de patrones de GMj, GM;, GDi, GDs,
obteniendo buenas respuestas lineales entre 0,01 y 5 nmoles (Petrovic et al.,
2000). Y se han cuantificado mezclas de patrones de GM;, GD13 y GTyp, €n
un intervalo de linealidad que va de 0,047 a 4,5 nmoles, utilizando placas
reveladas con HCI (365 nm) (Hayakawa y Hirai, 2003).

Debido a la gran variabilidad estructural que presenta cada GG, los
patrones no siempre se desarrollan a la misma altura que los GG de las
muestras. La forma mas efectiva para identificarlos es mediante
inmunoensayos. Se basan en la propiedad de los GG para actuar como
receptores especificos de virus, bacterias y toxinas. Se utilizan anticuerpos
monoclonales y policlonales, que reconocen especificamente distintos tipos
de Sia y cadenas glucidicas de los GG. Para llevar a cabo este tipo de
identificaciones, sobre los GG separados en placa, se superpone un agente
primario (anticuerpo, toxina, lectina,...) que Se incuba y lava para
posteriormente superponer un agente secundario (anticuerpo secundario)
que se revela con un reactivo especifico, o usando rayos X (Mithing y
Milradt, 1988; Yoshino et al., 1993; Schnaar et al., 2000).

Se han desarrollado diversos métodos para la determinacion de GMy,
GM;, GMy, GDy,, GD3, O-Acetyl-GD3, GTia, GTyp y polisialogangliosidos
en distintos tejidos animales (Mithing y Mihlradt, 1988; Yoshino et al.,
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1993; Vazquez et al., 1995; Schnaar, 2000). En particular el GM; se une
especificamente a la toxina del célera (Edwards y March, 2007); el O-acetil-
GDjs se identifica con el virus C de la gripe (Fahr y Schauer, 2001) GD4, y
GTyp se pueden identificar con el virus BK (Low et al., 2006). EI GM3 y
GD3 de origen lacteo (MFGM) se identifican con E. coli (Sanchez-Juanes et
al., 2009).

Para la identificacion de GG no sélo se utilizan estas técnicas de
superposicién, también se utilizan técnicas de deteccidén de masas, si bien su
sensibilidad es menor a las técnicas anteriormente descritas, ofrecen una
mayor informacion sobre la estructura. Antiguamente se utilizaba la fuente
de ionizacion por bombardeo rapido con atomos, sobre los GG extraidos de
las bandas de TLC (Katalinic, 1994). Esta técnica se ha utilizado para la
determinacion de GM; en sistemas modelo (Pahlsson y Nilsson, 1988), y
GM3 en tejidos humanos (Karlsson et al., 1991). El problema, a parte de la

preparacion de la muestra, es la pérdida de los GG tras el analisis.

Actualmente se utilizan las técnicas de MALDI-TOF, sin necesidad
de extraer los GG de las placas de TLC/HPTLC. En este caso debe
pretratarse la superficie de la silice con glicerol para evitar irregularidades.
Con esta técnica se ha identificado GM3 en células de ovario de hadmster
chino (Dreisewerd et al., 2005); GM3, GM1, GD1,, GD1p y GTyp €n tumores
de pancreas y hepatico (Distler et al., 2008). En modo negativo se consigue
un grado de fragmentacion de los GG muy bajo, con lo que se pueden
elucidar estructuras completas; en general se determinan los GG
desprotonados o formando aductos con glicerol o NaCl. En modo positivo,
se sigue manteniendo una buena reproducibilidad, pero los GG se

73



fragmentan por la cadena glucidica, especialmente se pierden unidades de
Sia.

Dreisewerd et al. (2005) han aplicado el MALDI-TOF a la
cuantificacién de GMs, utilizando como respuesta, frente a la concentracion
de éste, la intensidad de la sefial correspondiente al ion del acido graso
C16:0 [M-H] dividido por la intensidad de la sefial del ion [G3Na].

Algunos autores han propuesto la utilizacion de MALDI-TOF a alta
presion, usando un método de refrigeracion vibracional, para la
identificacion de GM;, GDi,, GTyp, GQip, GP1p Y GPyc en disoluciones
patrén (O’Connor et al., 2001 y 2002), evitdndose la pérdida de Sia durante
la desorcion al aumentar la presion a 10 mbares y la formacion de aductos
por el efecto del refrigerante. Posteriormente se ha aplicado esta técnica a la
identificacion de GMy, GM,, GD,, GD1,, GD1p Y GT1py GD3 en mezclas de
patrones y cerebro bovino, llegado a detectarlos a 100 fmoles (Ivleva et al.,
2004 y 2005).

Actualmente se estan desarrollando técnicas que combinan la
separacion de los GG individuales con la identificacion y la cuantificacion,
en un solo paso, utilizando LC-ESI-MS/MS. Mediante esta técnica se han
determinado GD3; y GM3 en leche y preparados infantiles, obteniendo un
coeficiente de wvariacion del 5 y el 14% para cada uno de ellos
respectivamente, asi como unas recuperaciones del 83 y 87%,

respectivamente (Sorensen, 2006).
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3.5 Contenidos en leche y preparados infatiles

En la leche, los GG se encuentran en el MFGM. Su situacion en la
membrana externa del glébulo de grasa les confiere gran superficie de
contacto con el medio (1 mL de calostro bovino tiene unos 6000 cm? de
material de membrana) (Zancada, 2008).

Los contenidos de GG totales y el porcentaje relativo de GG
descritos en la bibliografia, como en el caso del Sia presentan una gran
variabilidad, asociada a factores genéticos, geograficos y dietéticos (Wang,
2009).

En promedio, la LH es la que presenta un mayor contenido total de
GG, seguida de la leche de bufala y la de vaca (ver cuadros n® 11 y 12). Las
leches de cabra y oveja, son con diferencia, las que presentas unos menores

contenidos.

En la LH, los contenidos totales varian a lo largo de la lactacion (en
mg ASUL/L: calostro 2,4-9,5; transicion 1,4-3,6; madura 0,3-4,6) (ver
cuadro n° 11). Este mismo hecho se manifiesta también en otros mamiferos
(en mg ASUL/L: vaca de 7,4 a 1,4; cabra de 0,9 a 0,2; bufala 7,3 a 2,1).
Algunos autores indican que el contenido de GG estd directamente
relacionado con la cantidad de grasa (Puente et al., 1996), lo que podria

explicar este descenso del contenido total de GG a lo largo de la lactacion.
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Los perfiles de GG, en LH, también varian con el tiempo de lactacion.
Mientras que en el calostro hay un mayor porcentaje de GD3; que de GM;
(49-70% vs. 3-29%), en la leche madura se invierte esta relacion (GD3 9-
32% vs. GM3 85-28%). Algunos autores indican que estos cambios en la
distribucion podrian estar relacionados con el papel que desempefia GD3 en
la diferenciacion y proliferacion celular en las glandulas mamarias
(Takamizawa et al., 1986), lo que haria que este GG fuese el mayoritario en
el calostro. Este hecho, a su vez iria relacionado con los mayores
requerimientos de GD3 en las primeras etapas de la vida, para el correcto

desarrollo neuronal e intestinal (Takamizawa et al., 1986).

En leche de otros mamiferos no se observa una variacion, tan
acusada, en los perfiles de GG, como en la LH. Tanto en la leche de vaca
como en la de cabra, el gangliésido mayoritario es GD3 seguido de GMs.
Estos perfiles son similares a los del calostro humano.

Hay pocos estudios del contenido de GG en preparados infantiles.
De ellos son destacables aquellos en los que se comparan los contenidos de

GG de los preparados con leche humana y de vaca (ver cuadro n°® 13).

El primer estudio comparativo fue llevado a cabo por Laegreid et al.
en 1986, y su objetivo era comparar el contenido de GG presentes en leche
humana, bovina y preparados infantiles. Como se observa en el cuadro n°
13, el contenido de GG en los preparados es aproximadamente la mitad que
en leche humana y de vaca. Este es el primer estudio en el que se da el perfil
de GG de los preparados infantiles, similar al de la leche de vaca.
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Posteriormente, Neeser et al. (1991) determinan el contenido de GG
en leche de vaca (fresca, pasteurizada y UHT), LH, preparados infantiles
(PL e hidrolizados) con distinta proporcion caseina/suero, y los sueros
utilizados en su elaboracion. Los mayores contenidos se encuentran en la
LH, seguida de los sueros con concentraciones del mismo orden a la LH (en
mg ASUL/L, con una reconstitucion del 3,5% (p/v): desmineralizo 8,8 y
concentrado 10,4), los preparados infantiles (que contienen la mitad
aproxidamente) y la leche de vaca (5 veces menos que la LH). Los
preparados infantiles presentan contenidos de GG superiores a los de la
leche de vaca, hecho atribuido a la ruptura de los glébulos grasos (ricos en
GQG), durante la preparacion de los ingredientes, repartiéndose los GG en las
distintas fracciones (grasa, sélidos no solubles y/o suero). La adicion del
suero en los preparados infantiles, hace que estos tengan mas GG. Por
ultimo cabe resaltar que los autores no observan una relacion entre el origen
de la grasa o el tratamiento térmico y el contenido de GG, sino mas bien,

con la adicion de sueros ricos en GG como ingredientes.

Pan e Izumi (2000) comparan la cantidad de GG totales e
individuales de calostro y leche madura humana, leche de vaca y preparados
infantiles hidrolizados. Obtienen resultados similares a los de Laegreid et al.
(1986) (ver cuadros n® 11-13), excepto el contenido total de GG en leche de

vaca, que es inferior.

La utilizacion de los preparados infantiles no cubre las ingestas en
cantidad y calidad de GG, que aporta la LH. Estas diferencias pueden
redundar en problemas en el desarrollo cerebral, crecimiento, proteccion

frente a enteropatogenos y en sistema inmune (Pan e Izumi, 2000). Por ello
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es de interés estudiar la suplementacion de estos productos destinados a la

alimentacion infantil.
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4. Biodisponibilidad
4.1 Definiciones

El término biodisponibilidad (BD), desde un punto de vista
nutricional, indica la eficacia con la que los componentes (nutrientes y no
nutrientes) de un alimento son utilizados. Asi pues, la BD depende de los
procesos de digestion de los alimentos, absorcion de sus componentes y
disponibilidad de los mismos para las funciones metabdlicas (Cilla, 2009).
A continuacién, se recogen distintas definiciones de BD propuestas por

varios autores:

- La medida de la capacidad del organismo humano y de los animales,
o la efectividad, por la cual los nutrientes, en una forma quimica
determinada, son liberados de los alimentos en presencia de ciertos
componentes dietéticos. Incluye ademéas la absorcién intestinal y el
transporte de nutrientes a los drganos y células, donde finalmente cumplen

su funcion bioldgica (Schelmmer, 1995).

- Cantidad de nutriente disponible para absorberse en una forma

fisiologicamente Gtil (Van Campen y Glahn, 1999).

- La fraccién de elemento que es solubilizado y finalmente absorbido
a partir del tracto gastrointestinal y que llega a la circulacion sistémica
(Caussy, 2003).

De las definiciones expuestas se deduce que la BD consta de 3
etapas (Cilla, 2009):
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1. Disponibilidad quimica o fisica del elemento en el tracto
gastrointestinal, es decir, fraccion del elemento ingerido disponible
para la posterior absorcion.

2. Absorcién en la mucosa intestinal, que puede implicar un proceso de
difusion pasiva o transporte paracelular no saturable y/o un proceso
de captacion, o transporte transcelular, por las células de la mucosa
intestinal.

3. Transformacion del elemento en su forma bioldgicamente activa.

En la BD influyen dos tipos de factores: fisioldgicos o intrinsecos al
organismo, y dietéticos o extrinsecos. Sus efectos pueden ser acumulativos,

de ahi la complejidad de las interacciones (Fairweather-Tait, 1996).

Entre los factores intrinsecos cabe mencionar: variabilidad
interindividual, posibles anomalias genéticas, edad y estados fisiopatologico
y nutricional, microbiota intestinal y, de una forma especial, la capacidad
individual de adaptacion a aportes variados de nutrientes, susceptible de
influir en su disponibilidad para su posterior absorcion y metabolismo. Entre
los factores de tipo extrinseco se incluyen: el aporte total por la dieta, forma
quimica en que se encuentre, solubilidad e interaccion con otros

componentes del alimento o dieta (Barberd y Farré, 1992).

Los métodos utilizados en los estudios de BD pueden clasificarse en
dos grandes grupos: in vivo e in vitro (Barbera y Farre, 1992; Van Campen y
Glahn, 1999).

En el organismo humano existen factores fisioldgicos dificilmente

reproducibles en el laboratorio, lo cual sitia a los métodos in vivo como
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aquellos que proporcionan la mejor estimacion de la BD de componentes
(micronutrientes o no) a partir de alimentos (Van Campen y Glahn, 1999).
Entre estos métodos cabe destacar el balance quimico, el empleo de
isdtopos, tanto radioactivos como estables, asi como los ensayos con
animales, aunque en estos Gltimos el principal inconveniente radica en la
dificultad de extrapolar los resultados obtenidos al hombre, debido a las
diferencias entre los metabolismos animal y humano (Wienk et al., 1999).

Los sistemas in vitro, que simulan las condiciones fisiologicas,
constituyen una alternativa a los estudios in vivo y pueden predecir la
situacién in vivo. Caracteristicas como su rapidez, relativo bajo coste,
sencillez y mejor control de las variables experimentales, han propiciado su
creciente utilizacion para evaluar la BD de distintos componentes de los
alimentos (Ekmekcioglu, 2002).

Mediante estudios in vitro se pueden simular las condiciones
fisicoquimicas (pH, temperatura, tiempo de incubacion) del tracto
gastrointestinal, y evaluar las posibles transformaciones de los compuestos
inicialmente presentes en el alimento, asi como las interacciones entre los
distintos componentes del alimento que puedan acontecer durante su transito
intestinal. Sin embargo, estos métodos proporcionan estimaciones relativas
y no absolutas de la BD, puesto que no tienen en cuenta determinados
factores fisiologicos intrinsecos del organismo (estado nutricional, secrecion
gastrointestinal, microbiota intestinal, transporte activo, interacciones con la
mucosa, cinetica del transito intestinal, etc.) (Van Campen & Glahn, 1999;
Wienk et al., 1999).

85



El primer paso para determinar la BD in vitro es evaluar la solubilidad
de los compuestos objeto de estudio tras la digestion, ya que es la fraccion
soluble o bioaccesible (FB), la que es transportada para su absorcion en los
enterocitos. Se define la FB como la cantidad de un constituyente de un
alimento que estd presente en el intestino como consecuencia de su
liberacion de la matriz alimentaria, y que podria ser potencialmente
absorbida (Saura-Calixto et al., 2007).

Las digestiones in vitro se basan, generalmente, en la simulacion del
proceso de digestién gastrointestinal humano. Se realiza un tratamiento
secuencial enzimatico en dos etapas, gastrica con pepsina a pH 1.8-2.5, e
intestinal con pancreatina y sales biliares a pH 5-6.5 (Cilla, 2009). Las
digestiones pueden modificarse atendiendo al grupo de edad que se pretende
estudiar. Para simular las condiciones gastricas del recién nacido, el pH se
ajusta a 4 (Pascuzzo, 2008), en estas condiciones la pepsina sigue siendo
activa (Piper y Fenton, 1965). Tras la digestion gastrointestinal se determina
la cantidad de componente soluble en el sobrenadante obtenido por
centrifugacion (Crews et al., 1983) o filtracion (Narasinga y Prabhavathi,
1978).

Los estudios de bioaccesibilidad proporcionan datos Utiles que
permiten establecer comparaciones entre los distintos alimentos y
determinar el efecto causado por diferentes factores sobre la BD (Azenha y
Vasconcelos, 2000; Argyri et al, 2006).

Formando parte de los métodos in vitro de evaluacion de la BD, los
métodos que simulan el proceso de digestion gastrointestinal, en

combinacion con cultivos celulares de enterocitos, permite evaluar los
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procesos de captacion y transporte a partir de la FB obtenida del alimento
(Ekmekcioglu, 2002). La linea celular mas utilizada para este tipo de
estudios son las células Caco-2, modelo validado de epitelio intestinal,

cuando se encuentran diferenciadas.

La linea celular Caco-2 fue establecida en 1977 por Fogh et al., a
partir de un adenocarcinoma de colon humano, moderadamente bien
diferenciado, obtenido de un paciente de 72 afios de raza caucasiana. Estas
celulas tienen la propiedad de crecer en cultivo adheridas a un sustrato
formando monocapa y cuando alcanzan la confluencia, se diferencian
espontaneamente para dar lugar a una monocapa polarizada que presenta
muchas de las caracteristicas funcionales y morfoldgicas de los enterocitos
humanos maduros: organizacion de las células dentro de una monocapa
polarizada, formacion de domas, uniones intercelulares estrechas,
microvellosidades en el lado apical y enzimas de secrecion propias de la
membrana del borde en cepillo, como fosfatasa alcalina, sacarasa-

isomaltasa, lactasa, etc (Pinto et al., 1983).

Recientemente Schanbl et al. (2009a) han determinado el contenido de
GG en células Caco-2 no diferenciadas (0,75 nug ASUL/mg proteinas) y
diferenciadas (1,73 ng ASUL/mg proteinas). Las células Caco-2 contiene
GM3;, GD;3, GM; y GM; (no diferenciadas: 32, 21, 17 y 16,5%,

respectivamente; diferenciadas: 19,5, 45, 4,5, 7,5%, respectivamente).
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4.2 Biodisponibilidad de acido sialico y gangliésidos
- Métodos in vivo

Se han realizado estudios de BD de Sia en ratas y ratones (Nohle et
al., 1981, 1982 y 1984), asi como en cerdos (Wang et al., 2007). En todos
ellos se administra Sia marcado radiactivamente [**C y *H o *C] y se
determina su incorporacié a las fracciones de glacidos y/o proteinas o su
forma libre, en el tracto gastrointestinal, el torrente sanguineo y/u orina. De
estos estudios se deduce que la absorcion de Sia libre es mas réapida que en
forma conjugada, siendo la absorciébn mas lenta la de glicoproteinas
contiendo Sia (Nohle et al., 1981, 1982 y 1984). El Sia presente en LH,
unido a glacidos en su mayor proporcion, debe ser el mejor absorbido
(Wang, 2009).

Se ha comprobado que el metabolismo del Sia depende no sélo de la
especie y edad del animal sino también de la forma en que el Sia esté
presente (libre o combinado). La incorporacion al cerebro de Neu5SAc, tras
dos horas de la inyeccién intravenosa de éste doblemente marcado (**C, 3H)
es mas rapida en ratas lactantes que en adultas (Nohle et al., 1981 y 1984).
En cerdos recién nacidos la incorporacion a nivel cerebral de Sia,
administrado por via intravenosa como **Neu5Ac, es mas alta en estos que

en ratas adultas, pero mas bajas que en ratas lactantes (Wang et al., 2007).

La influencia de la via de administracion es controvertida. Mientras
Nohle et al. (1981) observan que tras la administracion por via
intraperitoneal de Neu5Ac (5 mg/kg durante 1 dia) marcado radiactivamente

(**C y H) a ratas, de mas de 3 meses, se incorpora mas rapidamente a nivel
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cerebral, intestinal y sanguineo, que por via intragéastrica. Carlson y House
(1986) no obtienen diferencias estadisticamente significativas en la
concentracion de GG en cerebro y cerebelo de ratas (14-21 dias post-parto),
tras la administracion de la misma cantidad de Neu5Ac, por via
intraperitoneal e intragastrica (20 mg/kg durante 3 dias consecutivos). Las
diferencias encontradas entre estos estudios parecen estar centradas, mas
que en la via de administracion, en la edad de las ratas utilizadas, ya que hay
una disminucion de la actividad de las neuranimidasas intestinales con el

envejecimiento (Dickson y Messer, 1978).

Con respecto a la BD de GG, Park et al. (2005a) realizan un estudio
caso-control con ratas (18 dias) alimentadas durante 2 semanas con una
dieta conteniendo 20% de grasa que incorpora una mezcla de GG (80%
GD3, 9% GD1p, 5% GM3 y 6% otros) que suponen el 0,1% de la grasa total.
Observan un aumento del contenido total de GG a nivel de la mucosa
intestinal, plasma y cerebro, respecto al grupo control, produciéndose el
mayor aumento en la mucosa y el menor en el cerebro. En la mucosa
intestinal constatan un aumento de GD3 y GQ,, Yy una disminucion de GMs,
mientras que en cerebro no observan modificaciones en los contenidos
individuales de GG entre los dos grupos de ratas estudiadas, hecho que
atribuyen a la duracion del estudio. En un segundo estudio, realizado en
condiciones similares, observan un aumento del 50% del contenido total de
GG en los microdominios de la membrana del enterocito, con un incremento
de GDj3 y disminucién de GMj; respecto al control (Park et al., 2005b). Por
ualtimo, en un tercer estudio con condiciones similares, constatan, en retina
de ratas, un aumento del 39% del contenido total de GG, siendo el que mas
aumenta GDj3 (13%) (Park et al., 2005c).
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En humanos también se ha estudiado la BD del Sia 'y los GG. Tram et
al. (1997) evallan la concentracion de Sia en saliva de recién nacidos (5
meses postparto) alimentados con LH o PL. Los recién nacidos alimentados
con LH tienen, aproximadamente, el doble de Sia libre, un 32% mas de Sia
total y un 23% mas de Sia ligado a otros componentes, que los alimentados

con PL.

Posteriormente, el mismo grupo (Wang et al., 2003), estudian las
diferencias de GG y glicoproteinas conteniendo Sia, en cortex cerebral de
recién nacidos fallecidos por muerte subita, alimentados con LH y PL. S6lo
encuentran una correlacion positiva entre la concentracion de glicoproteinas
0 GG y la edad de la muerte en nifios alimentados con LH. Ademas, este
grupo de recién nacidos presentan concentraciones de glicoproteinas con Sia
y GG cerebrales superiores (22 y 32%, respectivamente), a los alimentados
con PL. En ambos estudios atribuyen las diferencias al mayor contenido de
Sia 'y GG de la leche materna vs. PL, si bien en ningun caso indican datos

precisos de la cantidad de Sia 'y GG que ingieren los sujetos de los estudio.

Tangvoranuntakul et al. (2003) evaltan en adultos sanos la absorcion
de Neu5Gc; detectan un aumento en el contenido de Neu5Gc en la mucina
salivar, 48 horas después de la administracién de 140 mg de éste junto a una
dieta vegetariana.

- Meétodos in vitro

Engfer et al. (2000) realizan un ensayo de digestion intestinal in vitro
con pancreatina porcina, partiendo del digerido gastrico de LH, obtenido por

aspiracién a nivel duodenal; tras los estudios por espectroscopia de masas
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(MALDI-MS) concluyen que el Sia no llega a liberarse de los
oligosacéridos de los que forma parte y que el contenido total de Sia no
experimenta disminucion alguna. Por su parte, otro autor (Newburg, 1999),
comprueba que se produce una liberacion del Sia, a nivel colonico, tras un

proceso de fermentacion.

Se han realizado estudios de bioaccesibilidad de GG con patrones
(Kawakami et al., 1994). Se encuentra que al disminuir el pH (4 a 1,3), tanto
con HCI, como con jugos géastricos procedentes de aspirados de humanos,
disminuyen los contenidos de GM3; y de GDs; el GMj3 al hidrolizarse se
transforma en su totalidad en LacCer, mientras que la hidrdlisis de GD3 da
lugar a una lactona de este GG y a LacCer. Al incubar los patrones de GM3
y de GD3; a pHs neutros (6,3-7,4), simulando las condiciones de la etapa

intestinal observan una recuperacion de GDj3 a partir de sus lactonas.

Los estudios conocidos hasta el momento en los que se evalta la BD
de Sia y GG utilizando células Caco-2 se han realizado con disoluciones
patron.

Bardor et al. (2005) evaltan si la exposicion de células Caco-2 a
disoluciones de Neu5Ac, NeubGc y Manosa-Neu5Gc (intermediario de la
sintesis de Neu5Gc), a una concentracion 3mM, durante 24 o 72 horas
incrementa el contenido de Neu5Gc en dichas células. La adicion de
Neu5Ac, no induce el incremento de Neu5Gc en el cultivo celular. El
Neu5Gc, y su precursor, inducen un aumento del 60%. En el citosol el
aumento del Neu5Gc es del 65 y 70% tras la exposicion a Neu5Gc y a
Manosa-Neu5Gc, respectivamente y en las membranas celulares del 43 y el

59%, respectivamente. Estos resultados indican que el incremento de
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Neu5Gc a nivel de enterocito se debe a un mecanismo de absorcion, y no de
biotransformacion del NeuSAc. También encuentran que este hecho no es
exclusivo del tejido intestinal, ya que en cultivos de fibroblastos y

neuroblastomas obtienen los mismos resultados.

El transporte y absorcion de GG se ha estudiado en membranas
bioldgicas que no incluyen el epitelio intestinal (Sagr et al.,, 1993,
Schawrzmann, 2001). La captacion y el transporte de los GG a través de las
membranas celulares se realiza por difusion (pasiva o activa) o endocitosis.
Para que se produzca el transporte por difusion, es necesario romper las
micelas que forman los GG en disolucion, mientras que por endocitosis se
transporta la micela completa. También se comprueba que la absorcion es
dependiente del tiempo y de la concentracion (Schawrzmann, 2001). Los
GG en forma de micelas, absorbidos por endocitosis, pueden pasar al
plasma sanguineo, incorporarse al aparato de Golgi para la formacion de
otros GG, y/o ser transportados desde los endosomas a los lisosomas, para
su degradacion a mediadores bioactivos destinados a la sintesis de nuevos
GG (Pagano, 1990).

Solo se conoce un trabajo (Schnabl et al., 2009b) en el que se estudia
la captacion, retencion, transporte y metabolizacion del GDs, por células
Caco-2. Evaltan concentraciones de GD3 similares a las de la LH madura (5
y 10 mg/L), exponiendo a estas concentraciones tanto la membrana apical
(simulacion via apical) como la basolateral (simulacion via intravenosa) del
cultivo celular, durante 6, 24 y 48 horas. Comprueban que la captacion de
GDj; es dependiente del tiempo, siendo, a nivel apical, la captacion rapida y
lineal durante las 6 primeras horas (44%), decayendo el ritmo de captacion,
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hasta estabilizarse entre las 24 (62%) y 48 horas (60%). A nivel basolateral
se observa la misma tendencia, pero la captacién total, a los tres tiempos
estudiados, es mayor que a nivel apical, (74, 82, 86% a las 6, 24 y 48 horas,
respectivamente). Observan una relacion dosis-respuesta en la captacion de
GD3. Este hecho indica que los mecanismos de transporte pueden ser activo
y pasivo, dependiente del gradiente de concentracion. Un 96% del GD;
captado a nivel apical durante las 6 primeras horas, se metaboliza, mientras
que a las 24 horas s6lo se metaboliza un 32%. A nivel basolateral se sigue la
misma tendencia, pero a las 24 horas el GD; es completamente

metabolizado.

De los trabajos que se han realizado hasta el momento, se puede
considerar que la BD del Sia y los GG esta determinada principalmente por:
su estructura quimica, tamafio molecular, grado de polimerizacion del Sia,
hidrofobicidad, solubilidad, glicosilacion/acilacién, matriz en que se
encuentren, otros componentes de la dieta, asi como de factores bioldgicos
como el transito gastrico e intestinal, el pH del lumen, la permeabilidad de
membrana, y la excrecion biliar. La gran variabilidad de este grupo de
sustancias, asi como su bajo contenido dificultan el estudio de su BD.
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PARTE EXPERIMENTAL
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1. Descripcion de muestras

Se analizan 12 preparados destinados a la alimentacion de lactantes,
comercializados en Espafia y procedentes de 4 empresas elaboradoras. A lo
largo del trabajo se nombran con tres caracteres, el primero hace referencia
al fabricante, el segundo sustituye al nombre comercial, y el tercero nos
indica si la muestra es un PL (1), PC (2), preparado sin lactosa (3),
preparado parcialmente hidrolizado (4) o preparado extensamente
hidrolizado (5).

También se analizan sueros lacteos, ingredientes de algunos de los
preparados descritos anteriormente. El suero SA esta elaborado a base de a-
lactoalbumina, y el SB a base de membranas de los glébulos grasos de la
leche (MFGM).

La descripcion de las muestras objeto de estudio se muestran en los
cuadros n° 14 y 15.

Los preparados Acl y Ad1 no se encuentran comercializados.

Junto con los preparados y los sueros se analiza una mezcla de LH

madura (meses 4 a 7), donada por una voluntaria sana.
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Cuadro n° 14. Muestras analizadas. Energia y macronutrientes (datos del

etiquetado).

Nombre Energia Proteinas Caseina/Suero Carbohidratos Grasas
(Kcal/100mL)  (g/100mL) (g/200mL) (g/100mL)

Aal 67 13 50:50 7,4 3,6
Abl 67 1,4 50:50 7,0 3,8
Acl -- -- 40:60 -- --
Adl -- - 40:60 - --
Aa2 68 1,7 50:50 7,5 3,5
Ab2 69 1,7 50:50 7,9 3,5
Ac2 84 2,2 40:60 12,1 2,8
Ba3 66 13 100:0 7,3 3,5
Ba4 66 1,4 40:60 7,0 3,6
Ba5 66 1,6 0:100 7,1 3,5
Ca3,5 68 1,9 100:0 6,9 3,8
Da5 68 1,9 40:60 8,3 31
. /ivog) 85 0:100 9 2
@ /i?og) 72 0:100 2 18

1 PL, 2 PC, 3sin lactosa, 4 parcialmente hidrolizado, 5 extensamente hidrolizado.
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Cuadro n° 15. Muestras analizadas. Ingredientes y formato.

Muestra Composicion

Aal Suero lacteo desmineralizado, aceites vegetales, leche
descremada, lactosa, minerales, lecitina, vitaminas, colina, taurina,
inositol, carnitina y aminoacidos. FC: 13%.

Formato: Polvo comercializado en bote de 900g, almacenado
en congelacion hasta el andlisis.

Abl Suero lacteo desmineralizado, aceites vegetales, leche
descremada, lactosa, grasa lactea, proteinas de suero lacteo
desmineralizado enriquecidas en a-lactoalbumina (SA),
fosfolipidos de huevo, minerales, lecitina, amino&cidos, vitaminas,
aceite de pescado, colina, taurina, inositol, nucledtidos y carnitina.
FC: 13%.

Formato: Polvo comercializado en bote de 900g, almacenado
en congelacion hasta el analisis.

Acl No comercial, contiene suero lacteo a base de MFGM
(SB). FC: 13%.

Adl No comercial. FC: 13%.

Aa2 Maltodextrina, aceites vegetales, leche descremada, suero

lacteo desmineralizado, minerales, lactosa, lecitina, vitaminas,
colina, taurina, inositol y carnitina. FC: 13 %.
Formato: Polvo comercializado en bote de 900g, almacenado

en congelacion hasta el andlisis.
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Cuadro n° 15 (continuacion). Muestras analizadas. Ingredientes y formato.

Muestra

Composicion

Ab2

Ac2

Ba3

Maltodextrinas, aceites vegetales, leche desnatada, SA,
galacto-oligosacaridos, minerales, fructo-oligosacaridos, lactosa,
lecitina, vitaminas, fermentos lacticos, colina, taurina, inositol,
nucleotidos y carnitina FC: 14%.

Formato: Polvo comercializado en bote de 900g, almacenado

en congelacion hasta el andlisis.

Leche de continuacion 90% (yogurt desnatado pasteurizado
después de la fermentacion, leche desnatada en polvo, lactosa,
aceites vegetales, SB, almidon de arroz, fructo-oligosacaridos,
lecitina de soja, vitaminas, sales minerales de hierro y calcio,
nucleédtidos), zumo de fresa a base de concentrado (4%), azlcar,
concentrado de zanahoria y grosella, estabilizante (pectina),
acidulante (acido citrico) y aromas naturales.

Formato: liquido en envase de plastico de 100 mL. Se

almacena liofilizado, en congelacion hasta el analisis.

Jarabe de glucosa, aceites vegetales, caseinato de leche,
minerales, taurina, aceite de pescado, lecitina de soja, cloruro de
colina y vitaminas. FC: 12,8%.

Formato: Polvo comercializado en bote de 4009, almacenado

en congelacion hasta el anélisis.
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Cuadro n° 15 (continuacion). Muestras analizadas. Ingredientes y formato.

Muestra Composicion

Ba4 Jarabe de glucosa, aceites vegetales, proteinas lacteas,
concentrado de seroproteina procedente de leche, seroproteina
desmineralizada de origen lacteo, minerales, vitaminas y cloruro
de colina. FC: 13,6%.

Formato: Polvo comercializado en bote de 400g,

almacenado en congelacion hasta el andlisis.

Bab Concentrado de hidrolizado de seroproteina lactea,
dextrinomaltosa, aceites vegetales, galacto-oligosacaridos lacteos,
polifructosa, minerales, vitaminas, cloruro de colina y nucleétidos.
FC: 12,7%.

Formato: Polvo comercializado en bote de 400g, almacenado

en congelacion hasta el andlisis.

Ca3,5 Jarabe de glucosa, aceites vegetales, caseina extensamente
hidrolizada, almidén de maiz modificado, dextrosa, cloruro de
colina, maltodextrina, citratos y vitaminas. FC: 13,5%.
Formato: Polvo comercializado en bote de 4009, almacenado
en congelacion hasta el andlisis.

Da5 Dextrinomaltosa, aceites vegetales, hidrolizado de suero,
hidrolizado de caseina, triglicéridos de cadena media, sales
minerales, lecitina de soja, complejo vitaminico, taurina, L-carnitina
y antioxidantes. FC: 15,7%

Formato: Polvo comercializado en bote de 400g, almacenado

en congelacion hasta el andlisis.

FC: Porcentaje de reconstitucion.

99



METODOLOGIA

100



2. Determinacion de acido sialico

La determinacion del Sia total en PL, PC y LH requiere una liberacion
de los lipidos y proteinas a los que puede estar unido, mediante una
hidroélisis acida, seguida de una etapa de purificacion, para eliminar otros
glucidos, y determinacion por EAM o HPLC.

2.1 Hidrolisis (Svennerholm, 1958)

Se disuelven 0,75 g de muestra en polvo, o del liofilizado
correspondiente en muestras liquidas, en 10 mL de agua desionizada. Se
toman 0,9 mL y se hidrolizan con 5 mL de H,SO,4 0,05M, calentando a 80°C
durante 60 minutos en un bloque calefactor. Tras la hidrdlisis, las muestras
se atemperan para continuar con el analisis, 0 pueden conservarse a 4°C
durante un tiempo indefinido, siempre y cuando no se quiera identificar la
forma Neu5Gc, en cuyo caso Unicamente se pueden almacenar durante 24

horas.
2.2 Purificacion

El método de purificacion descrito por Svennerholm (1958) utiliza
una resina Dowex 2x8 que actualmente se encuentra descatalogada, por lo
que se ensayan dos resinas, la Dowex 1x8 y la Marathon A2. En primer
lugar se deben activar del siguiente modo, 5 g de resina se resuspenden en
30 mL de HCI 2N, se calientan al bafio maria durante 30 minutos, se deja
enfriar y se descarta el sobrenadante (se repite el mismo proceso 4 veces
mas). A continuacion se lava la resina dos veces con 60 mL de agua

desionizada durante 10 minutos cada vez. Sobre la resina tratada se afiaden
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60 mL formiato sodico 2N y se mantienen 10 minutos, se descarta el
sobrenadante y se repite el proceso 3 veces mas, en el Gltimo lavado se debe
comprobar que el sobrenadante tiene pH neutro, si no es asi se debe seguir
lavando con formiato sodico. Para concluir se adicionan 60 mL de &cido
férmico 1N, manteniéndolos hasta que sedimente la resina, se elimina el
sobrenadante y se vuelve a repetir la operacion una vez mas. La resina
activada se resuspende en 30 mL de agua desionizada para su conservacion

a 4°C hasta su uso (en estas condiciones puede mantenerse hasta dos meses).

La muestra hidrolizada se centrifuga (200xg, 5 minutos, 4°C), y el
sobrenadante se pasa por una columna de policarbonato conteniendo 2 mL
de resina, por la que previamente se han pasado 20 mL de &acido férmico
0,1N. Seguidamente se lava la columna con 20 mL de agua, y se eluye el
Sia con 20 mL de &cido formico 1N. Se reservan 400 uL para la
determinacion cromatografica, y el resto se liofiliza para determinacion

espectrofotométrica.

La resina utilizada para la purificacién puede regenerarse, hasta tres
veces. Para regenerar 2 mL de resina se pasan por el siguiente orden 10 mL
de: NaOH (2N), agua, formiato sodico (2N) y &cido formico (0,1N). La

resina regenerada se conserva en la propia columna a 4°C.
2.3 Determinacion por espectrofotometria (Svennerholm, 1958)

La muestra liofilizada se reconstituye en 2 mL de agua desionizada, se
le afiaden 2 mL de reactivo de resorcinol y se mantiene a 100°C durante 15

minutos (en un bloque calefactor), protegida de la luz. Tras enfriar en un
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bafio de agua-hielo, se adicionan 5 mL de alcohol N-amilico y se deja 15
minutos en oscuridad. A continuacion se centrifuga a 200xg, 5 minutos,
4°C. Se cuantifica el contenido de Sia total presente en la fase organica por
calibracion externa (Neu5Ac, A=580 nm). En la figura n® 10 se muestra un

esquema del proceso.

2.4 Determinacion por HPLC (Martin et al., 2007)

El método permite diferenciar dos formas de Sia, el NeuSAc y el
Neu5Gc. 400 uL de muestra hidrolizada y purificada se pasan a través de
filtros Microcon YM-10 (13000xg, 10 minutos, 4°C). Se afiaden 50 uL de
reactivo derivatizante DMB a 50 pL del filtrado y se calientan a 50°C 2,5

horas en bloque calefactor, protegido de la luz.

El andlisis de HPLC se lleva a cabo en el sistema Waters descrito en
el apartado de instrumentacion. Se usa una columna Hidrosorb RP-18 (5
um, 250 mm x 4,6 mm) con precolumna homénima de 5 um. Como fase
movil se utiliza la mezcla agua:metanol:acetonitrilo (85:7:8) (v/viv),
pasando a un flujo de 0,9 mL/min. La columna se mantiene a 33°C. La
deteccidén se realiza con un Aee= 373 nm Aen= 448 nm, ganancia 1,
atenuacion 64 y respuesta 5s. La cantidad de muestra inyectada oscila entre
40 y 250 uL atendiendo a la naturaleza de la muestra objeto de andlisis. En
estas condiciones el pico correspondiente al Neu5Gc eluye alrededor de los
9 minutos y el Neu5Ac a los 12 minutos. En la figura n°® 10 se muestra un
esquema del proceso. La cuantificacion se realiza por calibracién externa,
utilizando patrones de Neu5Ac (de 12,5 a 250 ng) y Neu5Gc (de 1 a 5 ng).
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0,759 PL, PC, suerosy LH
v Agua 10 mL
0,9 mL
H,SO,4 0,05M 5 mL

v 80°C/1h

Hidrolizado

Dowex 1x8 (2mL)
Agua 20 mL
! Acido formico 1N 20 mL

Muestra purificada
0,4 mL |
Microcon YM-10
13000xg / 10’ / 4°C S—
! Liofilizacion
Derivatizacion Agua 2 mL
50 pL filtrado + 50 uL DMB ngféc;”l‘;',z mL
(o]
4 SC725h Alcohol amilico 5 mL
Determinaciéon HPLC 200xg /5’ / 4°C
Columna: Hidrosorb RP-18
Precolumna: Hidrosorb RP-18 Y Y —
40 - 250 L muestra Fase acuosa Fase orgénica
Agua:MetOH:AcN (85:7:8)
0.9 mL/min Determinacion espectrofotométrica
Deteccion:
3 Aexc=373nM, Ler=448nM 4 A=580nm
[Neu5Ac] + [Neu5Gc] Acido sialico

Figura n°® 10. Determinacion de &cido sidlico.
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3. Determinacion de gangliésidos

En la figura n® 11 se muestra un esquema general del proceso de

extraccion, purificacion y determinacién de GG.

Muestras

Residuo seco

Extraccion lipidos neutros

- 0 :
(Fig. n°12) Extraccion

fraccion
grasa

DEAE-Sephadex
Sep-Pack C18

Extracto
inidi .| Extracto seco
lipidico — racto
(Fig. n° 12 Particion (Fig. n° 13)
continuacion) Folch
\4
Purificacion
Digeridos, | PL. PC,
Caco-2 LH Sueros
Dialisis Dialisis .
Dialisis

A 4

DEAE-Sephadex

~

!

Cuantificacién

'

Confirmacién

Identificacion

"Espectrofotometria Densitometria Il HPTLC
Gangliosidos totales Perfil
gangliésidos
A \ 4 \ 4
Gangliésidos O-acetilados Fosfolipidos Inmunoensayo
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Figura n° 11. Determinacion general de gangliosidos.
3.1 Extraccion

3.1.1 Extraccion de la fraccidn grasa (Puente et al., 1992)

Se comienza con la eliminacion de los lipidos neutros,
fundamentalmente triacilgliceroles/triglicéridos, lavando con acetona fria (-
20°C). Se pesa alrededor de 5 g de muestra (que se corresponden con 200-
300 ng de GG/peso seco), que se resuspenden en 10 volimenes de acetona a
(-20°C), respecto al peso de muestra. La muestra resuspendida se
homogeiniza con ayuda de un Polytron (1 minuto x 3) con interrupciones de
1 minuto. A continuacion se mantiene 45 minutos en agitacion, con agitador
magnético, a 4°C. Se pasa a través de filtros de frita cerdmica, y se procede a
una nueva extraccion del sélido. El residuo se deja secar durante toda la

noche a temperatura ambiente (ver figura n® 12).

El residuo se resuspende con ayuda del Polytron en 10 volumenes,
respecto al peso seco inicial de muestra, de CHCI;:MetOH (1:1) (v/v)
aplicando las condiciones descritas anteriormente. Se deja en agitacién, con

agitador magnético, durante toda la noche a 4°C.

Se centrifuga a 1000xg, 4°C, 10 minutos, y se recoge el residuo
manteniéndolo a 4°C. El residuo se extrae dos veces (ver figura n°® 12
continuacion) con 10 volimenes de CHCI3:MetOH (2:1) y (1:2) (v/v),
sucesivamente, con ayuda del Polytron y el agitador magnético durante 45
minutos a 4°C. Se relnen los extractos, se evaporan y redisuelven en 10

volumenes de CHCl3:MetOH (2:1) (v/v) y se conserva a -20°C.
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PL, PC, y sueros sélidos

PC liquidoy LH

A 4

A

Filtracién

Polytron (3x1’)
Agitacion 45’ / 4°C

v

Extracto

v

Liofilizacién

Residuo

Acetona 10 volimenes / 4°C

Acetona 10 volimenes / 4°C
Polytron (3x1°)
Agitacion 45°/ 4°C

Filtracién

v

Extracto

Secar a T? ambiente

'

Residuo

A 4

Residuo seco

Figura n°® 12. Determinacion de gangliésidos: extraccion de la fraccién

grasa.
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Residuo seco

Polytron (3x1°)

'
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!

Residuo
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Agitacién toda la noche / 4°C

Centrifugacion 1000xg / 10° / 4°C

CHCl3:MetOH (2:1) 10 volumenes
Polytron (3x1°)

Agitacion 45° / 4°C
Centrifugacion 1000xg / 10° / 4°C

|

A

Extracto B

:

Residuo

CHCI3:MetOH (1:2) 10 volumenes
Polytron (3x1°)

Agitacion 45’ / 4°C
Centrifugacion 1000xg / 10° / 4°C

'

A

A 4

Extracto C

Extracto A+B+C

Evaporacion  CHCl3:MetOH (2:1)

'

Residuo

A 4

Extracto lipidico

10 volumenes /-20°C

Figura n° 12 (continuacion). Determinacion de gangliosidos: extraccion de la

fraccién grasa
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Extracto lipidico

\4

Agitacion 45° / 4°C

'

Fase P,

Fase A;

KCI 0,2% 0,2 volumenes / 4°C

Centrifugacion 1000xg / 10° / 4°C

MetOH 0,2 volimenes / 4°C
KCI 0,2% 0,2 volimenes / 4°C

Agitacion 45’ / 4°C
Centrifugacion 1000xg / 10’ / 4°C

Fase P,

A

'

Fase A,

MetOH 0,2 volimenes / 4°C
Agua 0,2 volimenes / 4°C

Agitacion 45’ / 4°C
Centrifugacion 1000xg / 10’ / 4°C

A

A 4

Fase P;3

Fase P1+P,+P3

Evaporacion

b

Fase Az

Extracto seco

A 4

Figura n° 13. Determinacion de gangliosidos: particion de Folch
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3.1.1 Particién de Folch

El extracto graso, mantenido al menos 4 horas a -20°C, se centrifuga a
1000xg, 4°C, 10 minutos. Todos los reactivos se mantienen a 4°C vy las
distintas etapas se realizan a 4°C. Al sobrenadante se le afaden 0,2
volimenes de KCI al 0,2%, se mantiene 45 minutos en agitador magnético y
se centrifuga a 1000xg, 10 minutos. La fase inferior (fase apolar, A;) se
extrae nuevamente con 0,2 volumenes de MetOH y 0,2 volimenes de KCI
0,2% (fase A;) y posteriormente con 0,2 volimenes de MetOH y 0,2
volumenes de agua (fase As3). Las tres fases polares (Py, P2, P3) se relinen y

se llevan a sequedad (Vanier et al., 1971) (ver figura n® 13).

3.2 Purificacion
3.2.1 Didlisis

El extracto seco obtenido del sistema de particiones de Folch se
resuspende en 3 mL de agua a 4°C y se introduce en una membrana de
dialisis con un tamafio de poro de 3500 de peso molecular de corte
(MWCO). Se trabaja a 4°C para favorecer la agregacion de los GG vy evitar
su difusién fuera de la membrana. Se deja dializando frente a agua
desionizada durante dos dias, con cambios de agua cada 8 horas.
Transcurrido este tiempo, el contenido de dentro de la membrana se
liofiliza. Este liofilizado, en el caso de muestras sometidas a procesos de
digestion gastrointestinal simulada y de células Caco-2, debe purificarse por
cromatografia en DEAE-Sephadex y extraccion en fase sélida.
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3.2.2 Cromatografia en DEAE-Sephadex

La muestra sometida a dialisis se purifica mediante el paso por una
resina de intercambio aniénico (DEAE-Sephadex) (Colarow et al., 2003).
Para la activacion de la resina, 10 g de ésta se lavan tres veces con 140 mL
de CHCI3:MetOH:acetato sddico 0,8M (30:60:8) (v/v/v), y se deja toda la
noche con una cantidad minima de la misma mezcla. Al dia siguiente, se
lava 4 veces con 140 mL de CHCI3;:MetOH:agua (30:60:8) (v/v/v).

Se pasan 20 mL de la mezcla CHCI;:MetOH:agua (30:60:8) (v/v/v)
por la columna conteniendo 10 mL de resina. Se pasa la muestra,
previamente disuelta en 5 mL de CHCI3;:MetOH:agua (30:60:8) (v/viv), a
razon de 1mL/minuto. Posteriormente se lava con 75 mL de
CHCI3:MetOH:agua (30:60:8) (v/v/v). La elucion se realiza con 65 mL de
CHCI3:MetOH:acetato sodico 0,8M (30:60:8) (v/viv).

El eluido se lleva a sequedad y se dializa segin metodologia indicada

en el apartado 3.2.1.
3.2.3 Extraccién en fase sélida con cartuchos Sep-Pack C18

Los cartuchos se acondicionan con 60 mL de MetOH, 60 mL de
CHCI3:MetOH (1:2) (v/v) y concluyendo con otros 60 mL de MetOH,
sucesivamente. La muestra, disuelta en MetOH:agua (1:1) (v/v), se pasa por
el cartucho y el eluido se vuelve a pasar por la columna. A continuacion se
lava con 25 mL de agua y se eluye con 25 mL de MetOH seguidos de 25
mL de la mezcla CHCI3;:MetOH (1:2) (v/v). El eluido se lleva a sequedad.
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La mezcla de GG obtenida se resuspende en 1 mL de CHCIl3;:MetOH (2:1)
(v/v) y se conserva a -20°C hasta el analisis (Williams y McCluer, 1980).

3.3 Determinacion del contenido total (Puente et al., 1992)

Brevemente, a 10uL de la muestra purificada, evaporada con Ny y

redisuelta en 500uL de agua, se le afladen 500uL de reactivo de resorcinol.

Se incuba la muestra en bloque calefactor a 100°C, 15 minutos. Se
para la reaccion sumergiendo los tubos en un bafio de agua-hielo. A cada
tubo se le adiciona 1mL de acetato de tertbutilo:butanol (85:15), se
centrifuga (1000xg, 10 min, 4°C) y se mide la absorbancia de la fase

organica a 580nm.

Paralelamente se preparan 2 blancos y tres patrones de Neu5Ac de 5,
10y 15 ug.

Los resultados se expresan como ASUL.

3.4 Determinacion del perfil individual

Los GG se separan por HPTLC y el porcentaje relativo se obtiene por
densitometria Optica (Puente et al., 1992). La fase mdvil utilizada es de
CHCI3:MetOH:CaCl, 0,2% (p/v) en proporciones 50:45:10 (v/v/v). En una
placa de HPTLC (base de vidrio, 10x10 cm) se siembra un volumen de
muestra purificada que debe contener de 2 a 3 ug de GG. Paralelamente se
siembra un patrén conteniendo GG de cerebro bovino (GM;y, GD1,, GDyp,

GTip Yy GQi1p) Yy GMs. La placa se revela con reactivo de resorcinol, se cubre
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con un vidrio y se mantiene en placa calefactora a 100°C durante 15
minutos. La medida se realiza por densitometria a 580 nm. Otros
parametros, como la longitud y anchura del ‘“zig-zag” de barrido se
programan atendiendo a la longitud de la banda del depoésito y la resolucion

entre bandas proximas.

3.5 Pruebas de confirmacion

La presencia de ciertos interferentes puede hacer que los GG no se
resuelvan por HPTLC. En estos casos se precisan algunas pruebas

confirmatorias.

3.5.1 Identificacion de ganglioésidos O-acetilados

Los GG O-acetilados se hidrolizan en condiciones alcalinas (Sonnino,
1983). Sobre una placa de HPTLC (base de vidrio, 10x10 cm) se siembra la
muestra y se expone a una atmadsfera amoniacal durante 5 horas. Después de
secarse, sobre la misma placa, se siembra de nuevo la muestra y se
desarrolla con la fase mavil descrita en el apartado 3.4. Tras revelar con
reactivo de resorcinol, la desaparicion de una banda en el depdsito expuesto
a amoniaco indica que ésta corresponde a un GG O-acetilado.

3.5.2 Identificacion de fosfolipidos

Los fosfolipidos a pesar de las purificaciones, pueden extraerse junto

con la fraccién de GG, llegando a enmascarar algunas bandas de éstos.
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Para su identificacion se prepara una placa de HPTLC de la forma
indicada en el apartado 3.4 y se revela con Phospray comercial. Los
fosfolipidos adquieren un color azul claro caracteristico que desaparece a las
24-48 horas (Sanchez-Juanes et al., 2009).

3.5.3 Inmunoensayo

En estos ensayos se han utilizado los anticuerpos anti-GM; y anti-
Neu5Gc.

Se prepara una placa de HPTLC con base de alumnio y recubrimiento
de silice 60 (10 x 6 cm), dividida en dos zonas: quimica e inmunoensayo, en
las que se siembra a razon de 3 ug y 2 ug de GG, respectivamente. Tras el
desarrollo de la placa, la zona quimica se revela con reactivo de orcinol (las
bandas moradas corresponden a GG y glicolipidos neutros), la zona de
inmunoensayo se recubre con polibutilisometacrilato (PBIMC) al 0,1% en
hexano, durante 75 segundos. Se deja secar y se bordea la silice con PBIMC
al 1% en hexano. Una vez preparada la placa se comienza con el
inmunoensayo (Karlsson y Stromberg, 1987); para ello se sumerge la placa
en tampodn de fosfato salino (PBS) con albumina de suero bovino (BSA) al
2% (p/v) y se mantiene en agitacion durante una hora. La placa se seca al
aire, se cubre con la dilucion de anticuerpo (1:1000) (v/v) en PBS con BSA
al 2% (p/v). Se deja en contacto durante una hora. Se lava con PBS (4x5
minutos). Una vez seca la placa, se aflade anti-lIg biotinilado en PBS con
BSA al 2% (p/v) (1:2000) (v/v), se deja una hora en agitacion y se repite el
proceso de lavado anterior. A continuacion se afiade estreptavidina-fosfatasa
alcalina disuelta en PBS con BSA al 2% (p/v) en proporcion 1:1000 (v/v),
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se agita una hora y se lava con PBS. Después se coloca la placa en una
cubeta y se adiciona la disolucion de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato
(BCIP). Una coloracion azul es indicativo de la presencia del GG

correspondiente al anticuerpo utilizado.

4. Ensayos de biodisponibilidad in vitro

4.1 Bioaccesibilidad

El método utilizado simula el proceso de digestion gastrointestinal

en sus dos etapas gastrica e intestinal (ver figura n® 14)
4.1.1 Etapa gastrica

En un matraz erlenmeyer se pesan 10 g de muestra a los que se les
afiaden 80 mL de agua (en caso de muestras liquidas 100 mL directamente).
Se ajusta el pH a 4 con HCI 6N vy transcurridos 15 minutos se reajusta el
valor, si es necesario. Se afiaden 0,02 g de pepsina y se completa a 100 g
con agua desionizada. Se precinta el matraz erlenmeyer con Parafilm y se
mantiene 2 horas en un bafio de agua a 37°C con agitacién controlada (120
golpes/minuto). Transcurrido este tiempo (con el fin de interrumpir la
actividad enzimatica), el digerido gastrico (DG) se sumerge en un bafio de

hielo durante 10 minutos.
4.1.2 Etapa intestinal

El digerido gastrico se ajusta a pH 6,5 con NaHCO3; 0,IN. A
continuacion se adicionan 0,005 g de pancreatina y 0,03 g de extracto biliar.
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El matraz erlenmeyer se precinta con Parafilm y se mantiene a 37°C durante

2 horas en un bafio con agitacién controlada (120 golpes/minuto).

Transcurrido este tiempo se retira del bafio y se sumerge en hielo durante 10

minutos.

10gPL, PC

Agua 80 g

A 4
Digerido gastrico

A 4

Ajuste pH 4 (HCI 6N) +—

100 mL PC liquido, LH

Pepsina 0,02 g
Agua hasta 100 g

Incubacién 37°C /2 h
Baiio hielo 10’

Ajuste pH 6,5 (NaHCO3 1N)

Sales biliares 0,03 g y pancreatina 0,005 g
Incubacion 37°C /2 h

Bafio hielo 10’

Digerido gastrointestinal

Ajuste pH 7,2 (NaOH 0,5N)
Alicuotar (20 g)
il Centrifugacion 3500xg / 1h / 4°C

v

Precipitado

v

Fraccién bioaccesible

Figura 14. Digestion gastrointestinal in vitro

116



Una vez finalizada la etapa intestinal, el pH se ajusta a 7,2 con NaOH
0,5N. Se pesan alicuotas de 20g del digerido intestinal (DGI) en tubos de
centrifuga de propileno, de 50 ml de capacidad, y se centrifugan a 3500xg, a
4 °C durante 1 hora. Los sobrenadantes reunidos constituyen la FB, y los

precipitados la fraccion insoluble.

El Sia y los GG de los DG y las FB se determinan segun lo indicado
en los apartados 2 y 3 respectivamente, teniendo en cuenta que para la
determinacion de GG se parte de una mayor cantidad (10 g de digerido o FB
liofilizados) y es necesario aplicar las purificaciones descritas en el apartado
3.2.

4.2 Ensayos preliminares de biodisponibilidad in vitro (células
Caco-2)

Las células Caco-2 proceden de la Coleccion Europea de Cultivos
Celulares (ECACC; numero 86010202, Salysbury, UK). Todos los cultivos
se utilizan entre los pases 53 al 71.

Con el fin de abordar estudios de biodisponibilidad de Sia y GG, asi
como los efectos biologicos de GG, se determinan las concentraciones
totales de Sia y GG, asi como el perfil y localizacion de GG en células
Caco-2.

Para realizar las determinaciones de Sia y GG sobre células no
diferenciadas (9-11 dias post-siembra) o diferenciadas (15-18 dias post-
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siembra) se siembran a una densidad de siembra de 50.000 células/cm? 16 o
4 frascos de 150 cm? por ensayo, respectivamente.

4.2.1 Determinacion de acido sialico en células Caco-2

Se comienza despegando las células de los frascos de cultivo,
adicionando 10 ml de una disolucion de tripsina — EDTA (0,25%, p/v),
previamente atemperada a 37°C. Se deja actuar durante 1-2 minutos a
temperatura ambiente y el sobrenadante se elimina por aspiracion. Los
frascos se incuban durante 10 minutos a 37°C, en atmdsfera con 95% de
humedad relativa y con un flujo de CO, de 5%. Transcurrido este tiempo, se
recogen las células de cada frasco resuspendiéndolas en 10 mL de medio de
cultivo (DMEM).

Se centrifugan las monocapas celulares a 1500xg, 10 minutos a 4°C.
Se retinen los precipitados y se disuelven en 3 mL de agua Milli-Q. Se
disgregan los tejidos celulares con el Polytron (1 minuto a potencia 2). Se
reservan 50 pL de suspensién celular para la determinacion de proteinas y el
resto se utiliza para la determinacién de Sia. Para la hidrdlisis y purificacion
previa a la determiacion de Sia se trabaja como se indica en los apartados
2.1y 2.2, partiendo de 0,9 mL de suspension celular. La determinacion se
realiza por HPLC (apartado 2.4), con ligeras modificaciones, que consisten
en inyectar 250 uL de muestra derivatizada. También se introduce una etapa
de lavado con agua:acetonitrilo (70:30) (v/v) tras la elucion de Neu5Ac y
Neu5Gc (minuto 15 a 18) para eliminar interferentes incrementando el

tiempo total de analisis hasta los 30 minutos.
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Las proteinas totales se determinan por el método de Lowry et al.
(1951). Brevemente, a 50 uL de homogeneizado celular se le adicionan 0,65
mL de agua y 2,5 mL de la mezcla de reactivos Lowry A + B, tras 10
minutos, se adicionan 0,5 mL del reactivo Folin-Ciocalteau 1N. Tras 30
minutos se determina la absorbancia a 750 nm frente al aire. La
cuantificacion se realiza por calibracion externa, usando como patron BSA
(10 — 140 pg).

4.2.2 Determinacién del contenido y perfil de gangliésidos en

células Caco-2

Para obtener la suspension celular se procede del mismo modo
descrito en el apartado anterior utilizando un volumen total de 25 mL, de los
que se reservan 50 plL para la determinacion de proteinas, y el resto se

liofiliza.

A partir de todo el liofilizado se determinan los GG totales e
identifican los individuales segun los procedimientos descritos en los
apartados 3.3 y 3.4, teniendo en cuenta que deben purificarse segln lo

descrito en el apartado 3.2.

4.2.3 Localizacién de gangliosidos en células Caco-2

Se realizan ensayos de microscopia de fluorescencia confocal para la
localizacion de GM3 y GD3, en células Caco-2 diferenciadas, basandose en
el método propuesto por Park et al. (2005) para intestino de rata aislado. Se

realiza una siembra de células Caco-2 en placas de microscopia de 8
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pocillos (0,8 cm?pocillo), con una densidad de siembra de 50.000
células/cm?. Se retira el DMEM vy se adicionan 100 uL/pocillo de PBS con
BSA al 2 % (p/v) y se incuba 1 hora a temperatura ambiente. Se elimina el
sobrenadante y se adicionan 100 pL/pocillo de anti-GMj3 0 anti-GD3 (1:500,
v/v con PBS) y se mantienen 2 horas. Se lava la monocapa con PBS a 4°C
(10 minutos x 3), se adicionan 100 uL/pocillo de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) o ficoeritrina (1:6000, v/v con PBS) para GM3; 0 GDs,
respectivamente. Se mantiene 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad.
Se lava la monocapa de nuevo con PBS a 4°C (10 minutos x 3). Se observan
con el microscopio confocal, en el que se opera a unas longitudes de onda
de excitacion de 490 y 480 nm, y de emision de 514 y 578 nm para FTIC y

ficoeritrina, respectivamente.

4.2.4 Efecto de los gangliosidos sobre la viabilidad de células
Caco-2.

La viabilidad celular, tras la incubacion con patrones de GM3; y GD3
se determina mediante tincién con azul tripan para evaluar la integridad de
membrana celular, ya que este colorante s6lo penetra en las células
muertas/no viables. Se siembran las células en placas de 24 pocillos (2,01
cm?/pocillo) con una densidad de siembra de 50.000 células/cm?; se retira el
medio de cultivo a los 15 dias post-siembra. Se adiciona a cada pocillo 1 mL
de DMEM conteniendo la cantidad de patron de GG a ensayar.
Paralelamente se preparan células control. Se incuban a 37°C (95%
humedad, 5% CO,) durante diferentes tiempos (2 y 24 horas). Las células se
despegan con 0,5 mL/pocillo de disolucidn tripsina-EDTA (0,25%, p/v), se
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incuban 10 minutos, y se resuspenden en 0,5 mL/pocillo de DMEM. Se
pipetean volumenes iguales de la suspension celular y de la disolucion de
azul tripan, transfiriendo 100 uL a uno de los compartimentos de una
camara Neubauer. Mediante microscopio invertido se realiza el recuento de
células totales (vivas y muertas), asi como células tefiidas (muertas). Los
resultados se expresan como porcentaje de células viables respecto al

control.

La funcionalidad de las mitocondrias se evalta con el test MTT (3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,3-difenil bromo de tetrazolio) que proporciona una
medida parcial del metabolismo celular. La reduccion de MTT a formazén
insoluble en las células viables esta catalizada por deshidrogenasas
mitocondriales acopladas al proceso de fosforilacion oxidativa en la cadena

respiratoria (Mosmann, 1983).

Para el ensayo MTT se trabaja del mismo modo que en el ensayo con
azul tripan pero, tras la incubacion (2 y 24 h) con los GG, se adiciona 1 mL
MTT (0,5 mg/mL en PBS) por pocillo y se incuba durante 2 h a 37°C (95%
humedad, 5% CO,). Se elimina el sobrenadante y la monocapa celular se
lava con PBS. Se adicionan 2 mL de una disolucion de isopropanol acido-
tritobn 10% (v/v), y se agita durante 5 minutos para disolver el formazan
insoluble. Se mide la absorbancia a 570 nm frente a aire y el valor obtenido
se corrige con la sustraccion de fondo a 690nm. Los resultados se expresan

como porcentaje de absorbancia con respecto al control.
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5. Tratamiento estadistico

A lo largo del presente trabajo se utilizan diferentes test de inferencia
estadistica para la evaluacién de los datos obtenidos. En particular se

aplican:

- Test de datos apareados para evaluar diferencias entre los métodos

de determinacion de Sia utilizados.

- Anélisis de la varianza (ANOVA) de uno o dos factores y test de

medias LSD para evaluar diferencias entre muestras

Para la realizacion de todos los estudios se utiliza el software
Statgraphics Plus v. 5.1 (Rockville, MD, USA). En todos los casos el nivel

de significacion se ajusta a un nivel de probabilidad del 95%.
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RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Optimizacion de la determinacion de acido sialico

1.1 Ensayos preliminares con disoluciones patrén

- Linealidad

Se preparan 5 curvas de regresion, en un mismo dia (intra-dia) y en
dias distintos (inter-dia), en el intervalo 6-150 pug de Neu5Ac para el método
EAM y 12,5-250 ng de Neu5Ac y 1- 5 ng de Neu5Gc para el método HPLC.
Como se observa en el cuadro n® 16, ambos métodos presentan una buena
linealidad con coeficientes de variacion (CV) del 2 y 8% para los métodos

espectrofotométrico y de HPLC, respectivamente.

En la bibliografia no se encuentran datos relativos a la curva de
regresion para el método de EAM, si bien Svennerholm (1957) al
desarrollar el método para fluidos bioldgicos utiliza un intervalo de
linealidad de 9 a 35 pg de Neu5Ac. Martin et al. (2007) indican un intervalo
de linealidad entre 25 y 250 ng para la determinacion del NeuSAc por
HPLC, mientras que la determinacion de Neu5Gc no ha sido validada.

- Precision

Se evalla la precision intra e inter-dia a partir del andlisis de
patrones de Neu5Ac de 98 ug y 98 ng por los métodos de EAM y HPLC,
respectivamente. En el caso del Neu5Gc se ensaya un patron de 2 ng por
HPLC. La precision intra e inter-dia se calcula a partir de las
determinaciones por quintuplicado de cada uno de los patrones, en un
mismo dia, o en tres dias consecutivos, respectivamente, y se expresa como
CV.
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El método espectrofotométrico presenta una precision intra en inter-
dia menor al método cromatografico, siendo en ambos casos inferior a 3,2 y

9,8% respectivamente (ver cuadro n® 17).

Cuadro n° 16. Linealidad de los métodos espectrofotométrico y HPLC.

EAM HPLC

Sialico total Neu5Ac Neu5Gc

Intra-dia  ¥=0,0048x - 0,0067 y=15870x - 40419 y=10507x - 2354

(n=5) (R?*=0,9996) (R*=0,9999) (R*=0,9999)
CV (%) 1,0 4,6 3,7
Inter-dia  Y=0,0051x - 0,0073  y=16262x + 1291 y=10596x - 3744

(n=5) (R?=0,9997) (R?=0,9999) (R*=0,9999)
CV (%) 1,6 7.9 6,1

CV (%), coeficiente de variacién de las pendientes; n, nimero de réplicas

Cuadro n° 17. Precision, con disoluciones patron, de los métodos
espectrofotométrico y HPLC.

Analito Intra-dia® (n=5) Inter-dia® (n=3)

Sialico

EAM total 1,1 1,6
HPLC Neu5Ac 3,2 9,8
Neu5Gc 29 43

®Parametros de precision expresados como porcentaje de coeficiente de variacion
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1.2 Ensayos preliminares con muestras

En el método de HPLC, en estos ensayos preliminares, solo se
determina el Neu5Ac, que es el mayoritario y el Unico validado previamente
en la bibliografia (Martin et al., 2007). En todos los ensayos se utiliza la
muestra PL de inicio Abl

1.2.1 Seleccion de la resina de intercambio anidnico

En primer lugar se selecciona y optimiza el empleo de una resina de
intercambio anionico para la purificacion de las muestras hidrolizadas, ya
que la Dowex 2x8 utilizada en los trabajos previamente publicados esta

descatalogada.

Se estudian dos resinas con caracteristicas similares a la Dowex 2x8:
Dowex Marathon A2, que tiene los mismos grupos de intercambio que la
Dowex 2x8 (amina terciaria) pero un tamafio de particula superior; y Dowex
1x8, que tiene una amina cuaternaria como grupo de intercambio, y un
tamafo de particula igual a la Dowex 2x8. Para los ensayos se toman 2 mL

de cada una de las resinas, volumen similar al indicado para la Dowex 2x8.
- Precision

Se determina el Sia en el PL por los métodos EAM y de HPLC
descritos en el apartado 2 de la parte experimental, utilizando ambas resinas.

Se evalua la precision del método (intra e inter-dia).

Los resultados de precision expresados como media + desviacion
estandar se muestran en los cuadros n°® 18 y 19.
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El contenido de Sia del PL Abl, obtenido con la resina Marathon
A2, es menor al intervalo de valores (100 — 250 mg/L) indicado en la
bibliografia (Neeser et al., 1991; Sanchez-Diaz et al., 1997; Pan et al., 2000;
Wang et al., 2001; Martin et al., 2007). Al realizar la elucién con un
volumen doble de eluyente (40 mL) se comprueba que la causa de estos
bajos contenidos de Sia no es una elucién incompleta del mismo (ver cuadro
n° 18).

Cuadro n° 18. Purificacion de acido sialico mediante resina Marathon A2.
Ensayos de precision.

Intra-dia Inter-dia
Volumen - L

Sialico total o Sialico total o

eluyente (Mg/L)° CV (%) (Mg/L)* CV (%)
(mL)
20 48,073 15,1 425+6,9 16,5
EAM
40 43,7+ 3,7 8,5 46,4 +6,2 13,4
HPLC 40,4 +5,6 13,9 447+ 6,4 14,4

 Muestra reconstituida al 13% (p/v).

En cuanto a la resina Dowex 1x8, los contenidos de Sia obtenidos
tienen una variabilidad menor al 7%, pero diferentes segin el método de
determinacion que se aplique: 81 + 1 mg/L por EAM vs. 144 + 4 mg/L por
HPLC (ver cuadro n® 19). Si bien los contenidos obtenidos por HPLC se

encuentran en el intervalo de 100 — 250 mg/L indicado anteriormente.
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Cuadro n° 19. Purificacion de acido sialico mediante resina Dowex 1x8.
Ensayos de precision.

Intra-dia Inter-dia
Sialico total Sialico total
CV (%) CV (%)
(mg/L)? (mg/L)
EAM 83,1+4,2 5,0 80,3+5,3 6,6
HPLC 1457+ 3,2 2,2 143,8 +5,6 3,9

& Muestra reconstituida al 13% (p/v).

- Exactitud

Se evalua la exactitud mediante ensayos de recuperacion. Para ello se
toman seis alicuotas del PL, para cada método de determinacion y se
hidrolizan (ver apartado 2.1 de la parte experimental). A tres de ellas, se les
adiciona una cantidad de Sia conocida. Todas las alicuotas se purifican y
determinan de acuerdo al procedimiento indicado en el apartado 2 de la
metodologia. Las recuperaciones de Sia obtenidas se muestran en el cuadro
n° 20.

Las recuperaciones obtenidas no son satisfactorias, ya que con la
Marathon A2 las recuperaciones son inferiores al 50%, mientras que con la
Dowex 1x8 son superiores al 120%.
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Cuadro n° 20. Purificacidn de &cido sialico mediante resinas Marathon A2 y
Dowex 1x8. Ensayos de recuperacion.

EAM HPLC

Marathon A2 Dowex 1x8 Marathon A2  Dowex 1x8

Presente (n=3)? 39,9+6,0 89,2+49 37652 141,7+ 4,3
Afadido® 25,0 80,0 40,0 150,0
Hallado (n=3)? 459+59 186,1+ 9,6 52,6 +6,1 357979
Recuperacién (%) 523+4.2 121,1 £ 10,7 36,6 £4,3 1441+ 8,3

% mg de 4cido sialico total/L muestra reconstituida al 13% (p/v).

Dada la variabilidad obtenida en el contenido de Sia en los ensayos
realizados con ambas resinas, se utiliza la resina Dowex 2x8
(descatalogada), amablemente facilitada por la Dra. Martin (laboratorios
Abbott). Debido a la poca cantidad de resina disponible, se determina el Sia
por triplicado en el PL s6lo por HPLC. Se obtiene un contenido de Sia de
147,8 + 12,9 mg/L (CV=8,7%), similar al obtenido con la resina Dowex 1x8
(141,7 £ 4,3 mg/L, ver cuadro n° 20).

A la vista de los resultados obtenidos se selecciona la Dowex 1x8 para

continuar con la optimizacion del método.
1.2.2 Estudio de compuestos interferentes

Para continuar la evaluacion de la resina Dowex 1x8, se realiza un
analisis de Sia por espectrometria de masas, para comprobar que la mayor
concentracion de Sia obtenida por HPLC, frente a EAM, no es debida a
interferentes que eluyen al mismo tiempo de retencion que el analito.

Ademaés se evalGan las posibles interferencias de la matriz que puedan
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afectar a la sefial y justificar los contenidos de Sia menores encontrados con

el método espectrofotométrico.

- Anélisis por espectrometria de masas

El PL Abl, previamente hidrolizado, purificado y derivatizado (ver
apartados 2.1, 2.2 y 2.4 de la metodologia), se inyecta por triplicado en el
cromatografo en las condiciones descritas en el apartado 2.4 y se recogen las
fracciones al tiempo que eluye el NeuSAc (10 + 1 minuto). Estas fracciones
y un patron de Neu5Ac (100 ng) derivatizado se inyectan en el
espectrometro de masas ESI MS/MS. Se aplican las condiciones descritas
por Kleint et al. (1997): modo positivo; capilar -4300 V; salida del capilar
120 V; plate offset, -500 V; skimmer, 40 V; gas N,, 5 L/min; temperatura,

300 °C; presidon del nebulizador 10 psi; intervalo m/z de escaneo 50-1000.

En la figura n° 15 se muestra el espectro de masas obtenido para el
patron (a) y la muestra (b).

En los espectros obtenidos se observa que tanto el patrén como la
muestra presentan los mismos picos, siendo caracteristico el correspondiente
a NeuS5Ac-DMB (535 m/z).
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Figura n° 15. (a) Espectro de masas del patron Neu5Ac de 100 ng, (b)

espectro de masas del PL Abl.
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- Interferencias de la matriz

Se evaluan las posibles interferencias de matriz en el método EAM
por el método de las adiciones. Para ello se preparan dos series de
disoluciones acuosas con patron de Neu5Ac en el intervalo 6-150 ug. A una
de las series se le adiciona el PL Abl hidrolizado y purificado, en una

proporcion 1:1.

Los resultados se muestran en la figura n°® 16. Se comparan las
pendientes con un test de datos apareados y se observa que no hay
diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05), con lo que se concluye

que la matriz no interfiere en la determinacion.

09
-7 y=0,0055x% + 0,4184
O 8 - ,,/ R? = 0,99653
El -

0.6 1 -
A o * Patrén
0,5 A e el * Patrén + Matriz

b L y = 0,0054x - 0,0109
0,4 o R? = 0,99927

0.3
0,2 J
014

O - T T 1
0 50 [Sia](ug) 100 150

Abs (580nm)

Figura n° 16. Determinacion de &acido sialico por espectrofotometria.
Ensayo de interferencias de matriz.
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1.2.3 Optimizacion del tamafio de muestra

Dado que no se han encontrado interferencias que puedan explicar la
diferencia de contenidos obtenida por ambos métodos (83,1 vs. 145,7 mg/L
EAM/HPLC), las diferencias podrian deberse a la distinta cantidad de
muestra que se utiliza. Por ello, se propone un método comun de
preparacion de la muestra (hidrdlisis y purificacion). Ademas, se incluye un
paso de centrifugacion (200xg, 5 minutos, 4°C) previo a la purificacion,
para eliminar los residuos de la hidrolisis, que podrian obstaculizar el paso a

través de la resina, o provocar adsorcion del Sia en cabeza de columna.

Se determina la cantidad de Sia de una muestra de inicio (Abl) y otra
de continuacion (Ac2) por ambos métodos partiendo de una purificacion
comun, es decir, se toma una cantidad de muestra determinada, se disuelve
en 0,5 mL de agua destilada, se hidroliza con 2,5 mL de H,SO,4 0,05M y se
purifica con la resina Dowex 1x8 (2mL). Una alicuota de 400 uL se destina
a la determinacion por HPLC (ver apartado 2.4 de la parte experimental) y
el resto se destina a la determinacién por EAM (ver apartado 2.3 de la parte

experimental).

En primer lugar se realiza un ensayo en el que se utilizan 0,25, 0,5, y
0,75 g de las muestras Abl y Ac2, para la determinacion por ambos
métodos. En la figura n® 17 se pueden ver los resultados obtenidos.

La muestra de continuacion, Ac2, no presenta grandes diferencias
atendiendo al método aplicado y tamafio de muestra considerado. Para la
muestra Abl, los resultados son similares para ambos métodos tomando 0,5
y 0,75 g de muestra. Sin embargo con 0,25 g de muestra se observan
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[Acido sialico] mg/L

grandes diferencias de contenidos para la muestra Abl segun se determine

por EAM o HPLC.

250
200 -
B AbLEAM
150 A
¥ Abl HPLC
100 Ac2 EAM
50 A Ac2 HPLC
0 -

0,25 0,75

0,5
Cantidad de muestra (g)
Figura n°l7. Optimizacién de la cantidad de muestra para la

determinacion de &cido siélico con la resina Dowex 1x8.

Dado que en esta muestra se deposita en cabeza de columna un
residuo, se realiza un nuevo ensayo para ajustar la cantidad, incluyendo un
paso de centrifugacion. En este nuevo ensayo se trabaja con la cantidad de
muestra y dilucion descrito en el método original de EAM (Svennerholm,
1957) (0,25 g a 0,50 mL) y lo descrito para HPLC (Martin et al., 2007)
(0,75 g a 10 mL), y se determina el Sia. La muestra utilizada es Ab1. Los
resultados obtenidos, expresados como media + desviacion estandar de una

determinacion por triplicado, se recogen en el cuadro n° 21.
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Cuadro n°® 21. Optimizaciébn de la cantidad de muestra para la
determinacion de cido sialico con la resina Dowex 1x8.

Condiciones EAM Condiciones HPLC
(0,25 9/0,5mL) (0,759/10 mL)
EAM® 148,1+4,6 140,8 + 4,7
HPLC® 116,9+10,1 1476 +4,5

® mg de écido sialico total/L muestra reconstituida al 13% (p/v).

Atendiendo a los resultados, la cantidad y dilucion optima es la que se
corresponde con las condiciones de HPLC, ya que los valores no difieren
significativamente (p > 0,05). Con estas condiciones se reduce la cantidad
de muestra en el ensayo, respecto al método de EAM, 3,5 veces (0,25 y 0,07
g de muestra se cargan en cabeza de columna en EAM y HPLC,
respectivamente). También se observa que todos los valores se encuentran
dentro del intervalo de 100 — 250 mg/L indicado en la bibliografia (Neeser
et al., 1991; Sanchez-Diaz et al., 1997; Pan et al., 2000; Wang et al., 2001;
Martin et al., 2007). Probablemente, la centrifugacion corrija los valores

anormalmente bajos que se obtenian por EAM.
1.3 Validacion del método propuesto
- Limites de deteccion y cuantificacién

Los limites de deteccién (LD) y de cuantificacion (LC), siguiendo el
criterio del Analytical Methods Committee (1987), se determinan con seis
blancos. El LD y LC se definen como el triple y decuplo, respectivamente,
de la desviacion estdndar obtenida para los blancos, dividida por la

pendiente de la recta de calibrado que se utiliza para cuantificarlos.
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Los resultados obtenidos de seis blancos, expresados como ng en el

ensayo y mg/L de muestra reconstituida, se recogen en el cuadro n° 22.

Cuadro n° 22. Determinacién de &cido sidlico. Comparacion de métodos:
limites de deteccidn y cuantificacion.

EAM HPLC
Siélico total Neu5Ac Neu5Gc
LD  ng (ensayo) 560 4,22 0,46
mg/L* 0,29 0,03 0,003
LC ng (ensayo) 1860 12,79 1,40
mg/L* 0,97 0,08 0,009

# Muestra reconstituida al 13% (p/v).

La sensibilidad de ambos métodos es suficiente para la determinacion
de Sia en PL, si bien el método de HPLC es del orden de 10 veces mas
sensible.

En el método de HPLC, los LD y LC encontrados son
aproximadamente la mitad que los descritos por Martin et al. (2007) (LD =
9.9 and LQ = 29.9 ng) para la determinacion de NeuS5Ac en PL.
Recientemente, Spichtig et al. (2010) han obtenido un LD de 0,016 y 0,005
ng para la determinacion de Neu5Ac y Neu5Gc, respectivamente, por
HPLC-fluorescencia, previa derivatizacion con DMB, en leche y derivados
lacteos. Las diferencias con este trabajo pueden deberse a las distintas
condiciones utilizadas a nivel cromatografico (columna, flujo y fase movil),
asi como al uso de acido formico en la hidrdlisis, en lugar de sulfurico, que

mejora los factores de respuesta del Sia derivatizado.

136



- Precisién

Las precisiones intra e inter-dia se recogen en el cuadro n°® 23. Los
métodos de determinacion por EAM y HPLC presentan una precision intra-
dia inferior al 4% vy la inter-dia inferior al 6%, la precision en la

determinacion de Neu5Gc es similar a la del NeuSAc (por HPLC).

Estos resultados son comparables a la precision obtenida por el
método espectrofotométrico (Svennerholm, 1957) en muestras bioldgicas,
incluyendo la leche de vaca (CV = 1%), y por HPLC en preparados para
lactantes (Martin et al., 2007) (NeubAc, CV = 4,4%) y leches de
crecimiento (Spichtig et al., 2010) (Neu5Ac, CV = 1,9; Neu5Gc, CV =
5,5%).

Cuadro n° 23. Determinacion de &cido sialico. Comparacion de métodos:
precision.

Analito Intra-dia Inter-dia
(n=5) (n=3)
Siali 3,3° 4,9
EAM t'at'clo
ota (140,8 £4,7)°  (142,1+6,9)
3,1 57
Neu5Ac
(1476 +45) (1454 +8,3)
HPLC 39 43
Neu5Gc

41+02)  (4,2+0,1)

& Coeficientes de variacion en porcentaje.
®mg de 4cido sialico/L muestra reconstituida al 13% (p/v).
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- Exactitud

Se evalla la exactitud mediante ensayos de recuperacion con la
muestra Abl. En el caso del HPLC se ensaya también con una PL a base de
soja, que no presenta Sia en su composicién. Los resultados se recogen en el

cuadro n® 24.

Cuadro n° 24. Determinacion de &cido sialico. Comparacion de métodos:
ensayos de recuperacion.

EAM HPLC
PL Soja
Sidlico total Neu5Ac Neu5Gc Neu5Ac Neu5Gc
Presente (n=3)? 148,7+59 | 147,2+39 32+0,1 n.d n.d.
Afnadido?® 116,5 120,3 4,7 120,3 4,7
Hallado (n=3)*% 270,2+47 | 260,1+7,4 83+02 | 118,749 52+01
Recuperacién (%) 104,3+ 3,3 941+49 1085+39 | 101,9+58 109,1+9,0

® mg de é4cido sialico/L muestra reconstituida al 13% (p/v).
n.d., no detectado.

Las recuperaciones obtenidas por Svennerholm (1958) en sistemas
modelo, por EAM, se encuentran comprendidas entre el 89 y 95%. Martin et
al. (2007), obtienen recuperaciones entre el 97 y el 98% para el mismo
método de HPLC, en PL. Nuestros resultados son similares a los descritos
para Spichtig et al. (2010) en leche de crecimiento (Neu5Ac: 96,5 a 101,0%;
Neu5Gc: 101,0 a 107,0%).

A la vista de los resultados obtenidos, puede concluirse que ambos
métodos (EAM y HPLC) son Utiles para su aplicacion en la determinacién

de Sia en preparados lacteos destinados a la alimentacién infantil.
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2. Determinacion de acido sialico

Se determina el contenido de Sia en las muestras descritas en el

apartado 1 de la parte experimental, utilizando los métodos de EAM y

HPLC.

En la figura n°® 18 se muestran los cromatogramas de la muestra Abl y

de los patrones de Neu5Ac (150 ng) y Neu5Gc (5 ng).
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Figura n° 18. Cromatogramas de: a) Patron Neu5Ac (150 ng), b) Patron
Neu5Gc (5 ng) y ¢) PL Abl.
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2.1 Sueros lacteos

Los contenidos de Sia presentes en los sueros objeto de estudio se

recogen en el cuadro n° 25.

Cuadro n° 25. Sueros lacteos. Contenidos de acido sidlico (mg/100g).

EAM HPLC

Neu5Ac /

Sialico total Neu5Ac Neu5Gc Neu5Gc

SA 1684,3+87,2  1621,1+54,3 28+01 578,9+54,2

SB 24219+91,3 23886+76,2 202+05 118,2+76,2

SA, suero lacteo a base de a-lactoalblimina; SB, suero lacteo a base de MFGM.

Al realizar un test de datos apareados con un nivel de confianza del
95% se comprueba que no existen diferencias entre el contenido de Sia total
determinado por EAM y HPLC (Neu5Ac + Neu5Gc) (p = 0,1913).

La muestra SB contiene 1,5 veces mas de NeubAc que la SA; en
cuanto al Neu5Gc la diferencia es superior (diez veces mas en SB que en
SA). En la bibliografia no hay datos sobre los contenidos de Sia presentes
en estos sueros. Si bien, en el etiquetado de SB se indica que el contenido de
Sia total es del 2%, valor cercano al obtenido (2,4%). Este suero esta
elaborado a partir de MFGM, que segin Sanchez-Juanes et al. (2009)
contiene 892,2 + 189,3 ug de Sia total/100g. En el caso de SA no se detalla
contenido alguno en el etiquetado, y esta elaborado a partir de o-
lactalbumina, que contiene 1800 mg Sia total/100g (Hopper y McKeinze,
1973).
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Neeser et al. (1991) estudian dos ingredientes sericos, un Suero
desmineralizado y un concentrado proteico, obteniendo un contenido de
1396,6 y 1986,9 mg/100g respectivamente. Estos valores de Sia en
concentrados proteicos son similares a los obtenidos en el presente trabajo.
Las diferencias pequefias pueden atribuirse a la diferente composicién de los

concentrados proteicos.

Por otra parte, Spichtig et al. (2010) determinan el contenido de
Neu5Ac y Neu5Gc en un concentrado proteico, obteniendo 921,0 y 17,6
mg/100g. En este caso las diferencias con las muestras analizadas en el
presente estudio son mas acusadas para el NeuSAc, si bien el contenido de
Neu5Gc es del mismo orden. Como puede observarse, los contenidos de Sia

en los concentrados proteicos utilizados en PL pueden ser muy variables.

2.2 Preparados para lactantes

Se analizan, por triplicado, 4 PL procedentes de un mismo fabricante,
mediante los métodos de EAM y HPLC. Los contenidos obtenidos se

recogen en el cuadro n° 26.

No se han encontrado diferencias estadisticamente significativas entre
los métodos de determinacion utilizados (p = 0,8779).

Los contenidos de Sia en los PL analizados se corresponden con los
presentes en leche de vaca (ver cuadro n® 6), materia prima utilizada en su

elaboracion.
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Al aplicar un ANOVA a los contenidos de Sia obtenidos, se
evidencian diferencias estadisticamente significativas entre los PL (p =
0,002). Tras un analisis de medias (LSD) se obtiene que la muestra Acl
difiere del resto, siendo la que mayor contenido de Neu5Ac o Sia total
presenta. Esto puede ser debido a que contiene en su formulacién el suero
lacteo elaborado a partir de MFGM (SB) (2,4% de Sia). También puede
justificarse este hecho por la relacion caseina/suero que presenta este PL
frente al resto (40/60 vs. 50/50), sugiriendo que el suero es mejor fuente de
Sia que la caseina. Previamente otros autores han observado el mismo hecho
(Carlson, 1985; Neeser et al., 1991; Sanchez-Diaz et al., 1997; Wang et al.,
2001). Aunque no se dispone de informacion acerca de la cantidad de suero
adicionada, si se conoce que el preparado Ad1 tiene la misma formulacion
que el Acl, pero con un suero lacteo no rico en Sia; esto hace suponer que la
presencia del suero SB en la composicion de los PL aumenta la cantidad de
Sia en un 19,8%.

La muestra Abl, formulada con el suero lacteo a partir de o-
lactoalbumina (SA) no presenta un mayor contenido de Sia que las

elaboradas con suero desmineralizado.

Los contenidos de Neu5Ac en las muestras no enriquecidas (Aal,
Abl y Adl), se encuentran en el intervalo 146,2 — 157,4 mg/L. Estos
contenidos son superiores a los indicados por Wang et al. (2001) (65 — 114
mg Neu5Ac/L), similares a los descritos por Martin et al. (2007) (115 — 157
mg Neu5Ac/L), e inferiores a los obtenidos por Sanchez-Diaz et al. (1997)
(233 — 266 mg Neu5Ac/L). El intervalo para preparados infantiles y leches
de crecimiento analizadas por Spichtig et al. (2010) es de 119,6 — 265,2 mg
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Neu5Ac/L; fuera de este intervalo se encuentra una muestra elaborada a
partir de calostro bovino, que presenta un contenido de 325,0 mg
Neu5Ac/L, muestra con contenido superior a la Acl, elaborada a partir de
MFGM.

En cuanto al Neu5Gc, los contenidos son distintos en cada preparado.
Aal y Abl presentan contenidos superiores a Acl y Adl. Estas diferencias
pueden ser debidas a la variabilidad en el contenido de Neu5Gc de las
materias primas, que unido al bajo contenido de este compuesto en la leche,
hace que varie de una muestra a otra significativamente. La muestra
enriquecida Acl, contiene un 56,3% mas que la no enriquecida Adl, este
aumento es mayor que en el caso del NeuSAc. En cuanto a la adicién del
suero SA a la muestra Abl, si que aumenta el contenido de Neu5Gc, a pesar
de que contiene poca cantidad, tal vez este aumento se deba a los factores

comentados anteriormente.

Los contenidos de Neu5Gc, comprendidos entre 2,1 — 6,7 mg/L,
obtenidos en el presente trabajo, son comparables con los obtenidos por
Spichtig et al. (2010) para preparados infantiles y leche de crecimiento (4,8
a 8,7 mg/L). Como en el caso de Neu5SAc, el preparado elaborado con

calostro bovino, presenta un contenido mas alto (14,3 mg/L).

143



*(50'0>d) seAneaIUBIS B)USLULIISIPRISS SBIdUSIaJIP US)SIXa anb ©aIpul ‘eUWIN|Od BLUSIW B U3 ‘8d1puliadns ens| ejunsiq

(IND4IN 8p aseq & opeloge]s 09198] 04aNs) gS ap epIPeyR BISAN|A xxx
‘(eUIWINQRIOR]-0 8P 9SBq B 0PLIOqR|d 09108 01aNS) WS 9p BPIPRUR BIISON A .

"8]UBDLICR) [3P SBUOIJBIIPUI SB| B OpuaIpuUs]e 0pININSU02a) opetedaid ap /6w owod sopesaidxa SopelNsay .y

L'0TF9'T0C  4¢'8FT'GST e0F6'Y ,Z0F8'E  GLFL66T (B8GFIEGT xxxlOV
6V F6'GST L 8ECFVTIIL T'0FE'8 (TOF6'S  VYFEGT  LTEFTBIT  xxCAV
SEFVIST  LLTF0TCT ¥'0F9'9 LT0F0S  0GFE99T  ,8CF6'L2T zev
SLFEYT  48'SFYOIT Z0FT'C pC0FOT  TETFTONT o T'€FGTCIT TPV
V9FGI8T L6V FCYT 7'0FE'e LE0FGT  G8FTTT  ,GIFTONT  xxxTOV
LYF8OFT  49'€FEB0T T'0F L9 (TOFCTS  GPFOVT  (GEFGEIT ««I0V
08F9'€9T  ,2'9F8'GeT ¥'0 ¥ 6'S L0FSY EVFYIST  LEEeFTTCT Tev
«71/BW B6ooT/bw «1/6w Boot/bw «1/6w B6ooT/bw
|e101 0olelS 99GN8N OWGnaN
NVE! O1dH

"091]eIS OPIdE 3P SOPIUBUOD "S3|uUeUI Sopetedald "9z (U 04penD

144



2.3 Preparados de continuacion

Se analizan, por triplicado y por ambos meétodos, 3 PC del mismo

fabricante. Los resultados obtenidos se recogen en el cuadro n° 26.

Al igual que en la determinacion de Sia en PL, no se observan

diferencias significativas entre los métodos de analisis (p = 0,2180).

Se obtienen diferencias estadisticamente significativas en los
contenidos de Neu5Ac (p = 0,005), Neu5Gc (p = 0,0341) y Sia total (p =
0,0215) entre las muestras. Ac2 (conteniendo SB) presenta el mayor
contenido de NeuSAc y Sia total, mientras que Ab2 (conteniendo SA)
presenta mayores contenidos de Neu5Gc. Este comportamiento y su
justificacion es similar al indicado para los PL.

Los contenidos de Neu5Ac (165 — 200 mg/L) se encuentran dentro del
intervalo descrito por Sanchez-Diaz et al. (1997) y Martin et al. (2007)
quienes obtienen 150 — 240 y 107 — 166 mg Neu5Ac/L, respectivamente.
También estan incluidos en el intervalo aportado por Spichtig et al. (2010)
para preparados infantiles y leche de crecimiento indicado anteriormente.
Son ligeramente superiores a los descritos por Wang et al. (2001) (133 mg
Neu5Ac/L). Los unicos contenidos de Neu5Gc en preparados infantiles y
leche de crecimiento aportados en la bibliografia (4,8 — 8,7 mg/L) (Spitchig

et al., 2010) son similares a los encontrados en el presente trabajo.

Considerando en conjunto las muestras PL y las PC no se han
encontrado diferencias estadisticamente significativas entre ellas en cuanto
al contenido de NeuSAc (p = 0,053), siendo la media de 158,3 + 16,7 y
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177,1 £ 19,6 mg/L para los PL y PC, respectivamente. En cuanto al Neu5Gc
si existen diferencias (p = 0,006), entre PL y PC (4,5 £ 2,2 vs. 6,6 + 1,7
mg/L).

2.4 Preparados especiales para lactantes

Se analizan, por triplicado y por ambos métodos, 5 preparados
especiales (sin lactosa, parcialmente hidrolizado y extensamente
hidrolizado), descritos en el apartado 1 de la parte experimental. Los
resultados obtenidos se recogen en el cuadro n° 27.

En este caso, tras aplicar un test de datos apareados, se observan
diferencias entre los métodos de anélisis (p = 0,0000). Mediante HPLC se
obtienen unos contenidos ligeramente superiores. Las diferencias obtenidas
pueden deberse a que los métodos estan puestos a punto para preparados con
base lactea, y estas muestras estdn elaboradas a base de hidrolizados, en

unos casos, o tratados para eliminar la lactosa, en otros casos.
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Promediando valores obtenidos con ambos métodos, los contenidos se
encuentran en el intervalo comprendido entre 50 y 220 mg de Neu5Ac/L y
1,4y 3,8 mg de Neu5Gc/L. Los preparados sin lactosa (Ba3 y Ca3,5) tienen
unos contenidos de Neu5Ac significativamente inferiores (p<0,05), al resto
de preparados especiales, y a los PL convencionales. Los preparados parcial
y extensamente hidrolizados tienen cantidades de NeuSAc superiores a los
PL, y similares al PL Acl, que es el formulado con el suero SB. Estas
diferencias en las concentraciones de Sia podrian ser atribuidas a su
formulacion (ver cuadro n° 14 de la parte experimental) que incluye
concentrados o hidrolizados de seroproteinas de origen lacteo y en algin
caso (Ba5) oligosacaridos de origen lacteo. Debe sefialarse que, si bien,
algunos preparados pueden presentar una misma relacion caseina/suero, esto

no determina la riqueza en Sia.

2.5 Leche humana

El contenido de Sia de la mezcla de LH madura, determinado por
triplicado, es de 299,9 + 7,8 mg de NeuSAc/L y 2,1 + 0,2 mg de Neu5Gc
(HPLC); 312,4 £ 11,2 (EAM). Los resultados no presentan diferencias
debidas al método de analisis (p = 0,3141)

El contenido de NeuS5Ac obtenido es similar al descrito por Neeser et
al. (1991) (270,0 mg/L) para una LH de ese periodo de lactancia, pero
inferior al indicado por Martin-Sosa et al. (2004) (525,8 mg/L) en un
periodo inferior (1 mes) al estudiado en el presente trabajo. A parte del
periodo de lactancia, los diferentes contenidos entre autores pueden deberse

a la influencia de factores genéticos, geograficos y dietéticos (Wang, 2009).
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Sobre los contenidos de Neu5Gc no se han encontrado datos en la

bibliografia.

La concentracion de Sia en la LH analizada, es un 50 y un 45%
superior a la concentracién media de PL y PC, respectivamente. Incluso es
superior a los de aquellos preparados enriquecidos con el suero rico en Sia
(Acl 39% y Ac2 33% menores).
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3. Ingestas de acido sialico

La estimacion de la ingesta de Sia se realiza solo durante los seis
primeros meses de vida, puesto que a partir de esta edad, los preparados
dejan de ser el alimento exclusivo (Moreno et al., 2010), incluyéndose en la
alimentacion del recién nacido otras fuentes de Sia. Por lo tanto solo se
calcula para los PL Aal, Abl, Acl y Adl, asi como los PL especiales Ba3,
Ba4, Ba5, Ca3,5 y Da5.

La ingesta diaria de Sia se calcula a partir de:

- El contenido de Sia en los PL y preparados especiales para lactantes,
expresado en mg/100g (ver cuadro n® 26 y 27).

- La ingesta diaria de PL (g/dia), indicados por el fabricante, en
funcion de los diferentes grupos de edad (ver cuadro n° 28).

- Los pesos en el percentil 50 de nifios y nifias, obtenidos de las curvas

y tablas de crecimiento de la OMS (2006) (ver cuadro n° 28).

Las ingestas calculadas se muestran en la figura n° 19.
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Cuadro n°® 28. Ingesta diaria de preparados para lactantes y preparados
especiales para lactantes indicadas por el fabricante en funcién de la edad y el peso.

Peso (Kg) Preparados (g/dia)
e
Edad Nifios Nifas Acl y Bady Ca3,5 Dab
Adl  B®
12 semana 3,6 3,6 48 86 81 84,6
28 semana 4 3,8 72 80 81 84,6
32y 42 semana 4,4 4,1 96 100 108 112,8
2 meses 54 5 120 100 112,5 141
3 meses 6,2 58 120 120 135 141
4 meses 7 6,2 140 96 126 164,5
5 meses 7,4 7 128 96 126 164,5
6 meses 8 7,2 128 96 126 164,5
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Figura n° 19. Ingestas diarias de acido sialico a partir de preparados
infantiles: a) preparados para lactantes, b) preparados especiales para lactantes.

Las ingestas mas altas las aportan los preparados especiales

hidrolizados, excepto en el caso de Ca3,5, que contiene una cantidad baja de
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Sia, seguidos del preparado Acl, formulado con el ingrediente rico en Sia
SB.

En la bibliografia no se han encontrado recomendaciones sobre la
ingesta de Sia. Carlson (1985), en un estudio con 47 mujeres sanas,
determina la ingesta de Sia, en su forma Neu5Ac, en lactantes alimentados
con LH.

El calostro contiene mayor cantidad de Sia, que la leche madura. Esto,
unido al hecho de que el peso del lactante va aumentando con el tiempo,

explica el descenso de las ingestas a lo largo de la lactancia.

Segln puede observarse en la figura n° 19, las diferencias mas
acusadas, entre la LH y los PL se dan en las cuatro primeras semanas de
vida, cuando precisamente mas necesario es el aporte de Sia. A partir del
tercer mes las ingestas se igualan, incluso las proporcionadas por Aal y Acl
en nifias superan a las aportadas por la LH en el cuarto mes. En el caso de
los preparados especiales, los Ba3, Ca3y5 y Da5 superan a los aportados en

por la LH a partir del tercer mes tanto en nifios como en nifias.

La ingesta de Sia aportado por la LH (4-7 meses) analizada (40
mg/Kg/dia, considerando el quinto mes) es acorde a los valores

referenciados para LH madura (Carlson, 1985).

153



4. Gangliosidos

4.1 Contenido total
Los contenidos totales de GG de las muestras analizadas se recogen en

el cuadro n° 29. Para los PL y PC se analizan dos lotes (1 y 2).

Cuadro n° 29. Contenido total de gangliésidos de las muestras analizadas.

Muestra Lote mg ASUL/100g mg ASUL/L*
Sueros lacteos
SA - 0,71+0,13 -
SB - 55,61+ 2,3 -
PL
Aal® 1 0,90 £ 0,01 1,17 £0,01
2 0,96 £ 0,03 1,24 +0,04
AbL® 1 0,63+0,01 0,82 +0,01
2 0,72 £ 0,02 0,93+0,03
Ac® 1 1,85 +0,07 2,41 £0,10
2 1,67 £ 0,05 2,17 £0,07
Ad1® 1 0,48 +£0,05 0,63 +0,07
2 0,51+£0,01 0,66 £ 0,01
PC
Ag2® 1 0,17 £ 0,02 0,22 £ 0,02
2 0,22 +0,01 0,28 £0,01
Ab2® 1 0,22 + 0,02 0,28 + 0,03
2 0,20 + 0,02 0,26 + 0,02
Ac2® 1 0,18 + 0,01 0,23+0,01
2 0,18 +0,01 0,24 £0,01
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Cuadro n°® 29 (continuacion). Contenido total de gangliésidos de las
muestras analizadas.

Muestra Lote mg ASUL/100g mg ASUL/L*
Preparados especiales

Ba3® - 0,19 + 0,05 0,24 + 0,06

Ba4®® - 0,25 +0,10 0,32 +0,13

Ba5° - 0,09 +0,01 0,11 +0,02

Ca3,5¢ - 1,18 +0,22 1,53 + 0,29

Da5" - 0,31 +0,05 0,40 + 0,07
LH

- - - 2,29 0,06

*Muestras reconstituidas atendiendo a las recomendaciones del fabricante.
Distinta letra superindice, en la misma columna, para un mismo tipo de preparado,
indica que existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

SB, contiene unas 80 veces mas ASUL que el SA. Este hecho
concuerda con las fuentes a partir de las cuales se han elaborado (MFGM o
a-lactoalbimina, respectivamente), asi como al contenido de grasa presente
en cada uno de ellos (SA 2% vs. SB 18,2%). Sanchez-Juanes et al. (2009)
obtienen un contenido total de GG en MFGM de vaca de 113,2 pug
ASUL/100g. EI mayor contenido de GG que presenta SB puede deberse a la
composicion de éste.

No se han encontrado datos en la bibliografia sobre estos sueros, pero
Neeser et al. (1991) obtienen contenidos de 25,1 y 29,7 mg ASUL/100g de
suero desmineralizado y concentrado proteico, respectivamente. Como se ha
comentado previamente SA y SB son concentrados proteicos, con lo que se
podrian comparar con el segundo ingrediente analizado por Neeser et al.
(1991). Como en el caso del Sia, SA tiene un contenido menor que el
indicado por Neeser et al. (1991) y SB superior, siendo las diferencias
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mucho mayores que las encontradas en el Sia. Estas diferencias se atribuyen

a la distinta composicion de los ingredientes de estos sueros.

Se observan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre
las concentraciones medias de GG totales en PL (1,25 + 0,68 mg ASUL/L)
y PC (0,25 + 0,03 mg ASUL/L). Los contenidos mas bajos en los PC
respecto de los PL se asemejan al descenso que se produce en la LH durante

el periodo de lactacion (Takamizawa et al., 1986).

A la vista de estos resultados se aplica un ANOVA para cada tipo de
preparado. Los contenidos de GG difieren significativamente (p<0,05) en
todos los PL y estan comprendidos entre 0,50 y 1,76 mg ASUL/L. EI mayor
contenido de ASUL en Acl se atribuye a que contiene SB en su
composicion. El enriquecimiento con el suero a base de MFGM, aumenta un
285% la cantidad de ASUL en Acl, respecto a la muestra con similar

composicidn pero sin este ingrediente (Ad1).

El contenido de ASUL en los PC no presenta diferencias
estadisticamente significativas entre las muestras (0,18 — 0,21 mg ASUL/L).
En este caso la presencia del suero SB en la composicién no afecta al
contenido de GG. Se desconoce el porcentaje del mismo en la composicion
de esta muestra, lo que dificulta la interpretacion de los resultados.

En general, el contenido de GG en los PL, excepto en el caso de Acl,
y en los PC son similares a los descritos por Sanchez-Diaz et al. (1997) (PL:
0,95 — 1,36 mg ASUL/L; PC: 0,27 — 1,17 mg ASUL/L). Todos los
contenidos, excepto en Acl, son inferiores a los descritos en leche de vaca

por Neeser et al. (1991) (2,0 mg/L), Puente et al. (1992) (1,4 mg/L) y
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Sanchez-Diaz et al. (1997) (1,5 mg/L). Algunos autores han encontrado en
preparados infantiles contenidos totales de GG superiores a los de la leche
de vaca (6 mg ASUL/L — Laegreid, 1986; 3,8-6,2 mg ASUL/L — Neeser et
al., 1991; 4,5-4,9 mg ASUL/L — Pan e Izumi, 2000). Neeser et al. (1991)
atribuyen estos resultados a la forma en la que se elaboran los preparados.
Durante la preparacion de los ingredientes pueden romperse los glébulos
grasos, liberando GG que se reparten entre distintas fracciones (grasa,
solidos no solubles y/o suero). La mezcla de éstas para obtener el producto
final puede incrementar el contenido total de GG, respecto a la leche
original, segin la proporcién en la que se adicionen cada una de las

fracciones.

En cuanto a los preparados especiales, en general, los contenidos
totales de GG son inferiores a los de los PL y més semejantes a los de PC.

Puente et al. (1996) encuentran una relacion entre la concentracion de
grasa presente en leche de distintas especies y el contenido total de GG. Este
hecho no ha sido observado en este trabajo, debido a que la concentracion

de grasa es muy similar y a que presentan grasa de origen vegetal.

El tratamiento de termizacion (65°C, 30 segundos) no altera el
contenido de GG de la leche (Puente et al., 1996), y los tratamientos
térmicos por UHT o pasteurizacion no modifican el contenido de Sia
presente en las fracciones grasa y no grasa de la leche (Neeser et al., 1991).
Dado que las muestras analizadas sufren un mismo tratamiento térmico
(pasteurizacion y deshidratacion en torre de secado), a excepcion de Ac2

gue se somete a una pasteurizaciéon y un tratamiento térmico alrededor de
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100°C, no se pueden justificar las diferencias en el contenido de GG en base

a este factor.

Los contenidos de GG en la LH son muy variables y decrecen a lo
largo de la lactancia (ver apartado 3.5 de los antecedentes bibliogréficos).
En el periodo estudiado (4-7 meses), los contenidos (mg ASUL/L)
referenciados en la bibliografia son del orden de 4 (Japon) (Takamizawa et
al., 1986), 10,4 (Suiza) (Nesser et al., 1991) y 11 (Noruega) (Laegreid et al.,
1986). La leche analizada presenta valores inferiores a los indicados
anteriormente, aunque Martin-Sosa et al. (2004), en mujeres espafiolas,

obtienen valores de 0,33 mg ASUL/L para leche madura de un mes.
4.2 ldentificacion y porcentajes relativos
- Preparados para lactantes:

Se identifican los GG presentes en dos lotes de PL (Aal, Abl, Acly
Adl) por HPTLC, segin se describe en el apartado 3.4 de la parte
experimental, utilizando como patrén (P) GG de cerebro bovino adicionados
de patrén de GMs. En la figura n°® 20 se muestra una placa de HPTLC con

estos PL.
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Figura n° 20. Preparados para lactantes. Identificacion de
gangliosidos por HPTLC.

Se obtienen 9 bandas (G1 a G9, de menor a mayor polaridad) que, por
su color azul-violeta se identifican como GG. Por comparacién con el patron
y lo descrito en trabajos previos (Sanchez-Diaz et al., 1997) se identifica
GM3; (G1), que aparece como una doble banda que corresponden a distintas
formas de este ganglidsido, los cuales se diferencian en la composicion de

su ceramida, lo que da una diferente solubilidad en la fase mdvil.

Se identifica GD3 (G4) (entre GD1, Yy GD1p, del patrén) que presenta la
doble-triple banda caracteristica. En este caso, ademas de las diferencias en
la composicion de la ceramida, pueden existir moléculas de GD3 que

difieran en su contenido en &cidos sialicos, y que contengan Neu5Ac o
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Neu5Gc, o0 ambos a la vez. Esto ya fue descrito por Martin et al. (2001) para

la leche de vaca.

G2 presenta la misma movilidad cromatografica que el patron de
GM;.

G3, segun su movilidad, podria ser GD1,, GG no identificado con
anterioridad en PL; también podria tratarse de O-acetil-GD3 0 una lactona de
GD;3 (Puente et al., 1992). Para comprobarlo se realiza una hidrolisis
alcalina sobre Aal y Acl (segun se describe en el apartado 3.5.1 de la parte
experimental) por ser los que tienen mejor definida la banda G3. La
ausencia de las bandas correspondientes a G3 tras el tratamiento alcalino

confirma que corresponde a la forma O-acetilada del GDs (ver figura n® 21).

G5 y G6, atendiendo a la bibliografia (Puente et al., 1992), por la

posicidn gue ocupan, corresponden a O-acetil-GTzy GTs, respectivamente.

No se ha podido identificar de G7 a G9, si bien éstos son minoritarios

y no estan presentes en todas las muestras.

En la muestra Abl se observa una banda rosada entre G1 y G2 (ver
figura n° 20), que podrian ser fosfolipidos. Para confirmarlo se revela una
placa con “Phospray”, reactivo especifico para fosfolipidos. Tras la
desaparicion del color azul, con resorcinol, se confirma la presencia de
fosfolipidos en esa zona, ya que toman color azul tras el revelado con

“Phospray” (ver figura n° 22).

160



"
#

«~

-
i
P

Figura n°® 21. Preparados para lactantes. Prueba de confirmacion de la
presencia de O-acetil-GDs.

Acl Acl Aal Aal
NH3 NH3

P Abl P Abl
“Phospray”  Resorcinol

Figura n° 22. Preparados para lactantes. Confirmacion de la presencia de
fosfolipidos.
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Una vez identificados los GG y los posible interferentes, se calculan
los porcentajes relativos de cada gangliésido por densitometria (ver figura n°
23y cuadro n° 30).
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Figura n° 23. Preparados para lactantes. Densitogramas.
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Cuadro n° 30. Preparados para lactantes. Porcentajes relativos de
gangliésidos.

Lote Aal Abl Acl Adl

1 274+120  1500+210 811+150  7,03+0,05

CMs 2 463+245  10,93+461  1239+154  12,42+0,52
1 049+042  0,41+0,08 n.d. n.d.
CM: 2 038+0,35  0,59+0,53 n.d. n.d.

O-acetil 1 9614050  819+1,81  10,98+296  6,82+0,63

GDs 2 1067+034 1219+020 826+087  992+125

1 6411+225 5741+282 7187+351  6572+3,79

b 2  6528+463 60,18+7,52 7359+313 5370229
O-acetil 1 1,13+042  104+033  091+0,03 n.d.
GTs 2 294+041  264+083 1,54 +0,43 n.d.

1 1591+139 1325+084  813+092  1573+1,26

CTs 2 1133+112 1103+215  423+028  19,03+1,12

1 404+170  428+0,77 n.d. 3,37+1,50

e 2 3,76+0,67  2,14+0,68 n.d. 4,45 + 0,52
1 n.d. n.d. n.d. n.d.

©8 2 0,73+0,12  0,30+0,43 n.d. 0,05 + 0,08

1 n.d. n.d. n.d. 0,43 + 0,07

9 2 0,29 + 0,41 n.d. n.d. 0,42 +0,16

n.d. No detectado.

El GG mayoritario en todos los PL es GD3 (53,70 — 73,59 %), seguido

de GT3 (4,23 — 1591 %) y GM;3 (2,74 — 15,00 %), perfil acorde al
correspondiente a la leche de vaca (GD3 60-70%, GT3 10% y GM3 7-10%;

serie “hemato”, Puente et al., 1992). Estos valores estan en consonancia con

los descritos para este tipo de preparados por Sanchez-Diaz et al. (1997),
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GDs (64,9 — 77,0 %), GT5 (3,4 — 17,1 %), GMj3 (2,3 — 10,9 %) y con los de
Laegreid et al. (1986) GD3 (80%) y GM3 (3%). La presencia de GG O-
acetilados encontrados en las muestra analizadas (O-acetil GD3 y GTj3) se
debe a que en su composicion hay compuestos de “membrana”, como grasa

lactea, concentrados proteicos, etc (Sanchez-Juanes et al., 2009).

Dado que existen diferencias en los contenidos totales de GG en los
PL, se calcula el contenido de cada uno de los GG individuales a partir del
porcentaje y el contenido total. Se aplica un ANOVA, con el fin de evaluar
si el contenido de cada uno de los GG es distinto en funcion de la muestra

(ver figura n°® 24).

Destaca la muestra Acl por presentar contenidos méas altos de GDs,
GMj3; y O-acetil GD3, respecto al resto de las muestras, justificado por la

presencia de SB en su composicion.

La adicion de SA a la muestra Abl no parece influir en el contenido
individual de GG.
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Distinta letra para cada gangliésido, indica que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre muestras.

Figura n°® 24. Contenido de gangliésidos individuales, expresado como
intervalo de confianza de la media (ug ASUL/L), en los preparados para lactantes
(test LSD).

- Preparados de continuacion:

En la figura n® 25 se muestra la placa de HPTLC obtenida con estas

muestras.
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Figura n° 25. Preparados de continuacion. Identificacion de gangliosidos

por HPTLC.

En la figura n® 26 y el cuadro n°® 31 se muestran los densitogramas y el

porcentaje relativo de gangliésidos, respectivamente.
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Figura n° 26. Preparados de continuacion. Densitogramas.
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Cuadro n° 31. Preparados de continuacion. Porcentajes relativos de

gangliésidos.
Lote Aa2 Ab2 Ac2
oM 1 4,34 +0,27 6,02+ 0,05 38,87 + 2,45
? 2 472 +154 260+0,65  3320+322
1 1,77 +0,78 1,49 + 0,04 n.d.
GM,
2 n.d. n.d. n.d.
O-acetil 1 17,36 +0,07  14,41+185 7,07 2,29
GD; 2 19,00+ 1,54 23,50 + 8,45 2,61+0,83
- 1 66,24+0,04  77,08+3,16  51,51+0,15
’ 2 7357+016 6922+1075 6146 +019
O-acetil 1 2,04 +0,79 n.d. 1,33 + 0,60
GTs 2 n.d. 1,13 +1,59 1,00 + 1,42
1 4,97 +1.44 n.d. 1,23+0,28
GT
’ 2 2,70+0,16 2,86+ 1,03 1,73+ 1,16
1 2,00+ 0,96 n.d. n.d.
G7
2 n.d. 0,55+ 0,78 n.d.
1 1,28 + 0,85 n.d. n.d.
G8 2 n.d. 0,14 0,20 n.d.
1 n.d. n.d. n.d.
G9
2 n.d. n.d. n.d.

n.d. No detectado.

Las muestras Aa2 y Ab2 tienen como GG mayoritarios el GD3 (66,2

— 77,1 %) y el O-acetil-GD3 (14,4 — 23,5 %), presentando porcentajes

similares a los encontrados en los PL. Los valores de GM3 (2,6 — 6,0 %) y

GTs (2,7 — 4,9 %) son més bajos que los obtenidos en los PL. Estos datos

son similares a los descritos en la bibliografia (GD3: 72,1 — 80,3 %, GMs:
2,0-4,4%yGTs: 1,1-10,1 %) (Sanchez-Diaz et al., 1997).
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La muestra Ac2 presenta un perfil muy distinto a los otros PC, con un
88,6% maés de GMj3 que las muestras Aa2 y Ab2 y similar a los descritos en
LH por Pan et al. (2000) (7 a 46 dias lactacion 27,72 %) e lwamori et al.
(2008) (3 a 4 dias de lactacion 29,2%). GD3 y O-acetil GD3 son un 10 y un
25%, respectivamente, inferiores a los porcentajes de estos GG en Aa2 y
Ab2.

En la figura n® 27 se muestra el contenido de GG individuales en los

PC analizados, calculado de la forma indicada anteriormente.
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Distinta letra para cada gangliésido, indica que existen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

Figura n°® 27. Contenido de gangliésidos individuales, expresado como
intervalo de confianza de la media (ug ASUL/L) en los preparados de
continuacion (test LSD).

Los contenidos de GG individuales siguen la misma pauta indicada
anteriormente en los porcentajes. Aa2 y Ab2 tienen unos contenidos
similares de GG, mientras que Ac2 tiene un alto contenido en GMj3 en
detrimento de GD3 y O-acetil GDs.
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El ANOVA aplicado a las muestras indica que los contenidos de GG

difieren estadisticamente entre muestras (PL > PC) a excepcion de GM;.

- Sueros lacteos:

Los sueros presentan un perfil de GG similar al de los PL y PC (ver

figuras n° 28 y 29).

GM;
GM;

GDla

GDyp

GTwp
GQu

SB

SA

GM;
GM;

O-acetil GD3

GD;

O-acetil GT;
GT;

G7

G8
G9

Figura n® 28. Sueros lacteos. Identificacion de gangliésidos por HPTLC.
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Figura n® 29. Sueros lacteos. Densitogramas.

Los porcentajes relativos se recogen en el cuadro n® 32. Ambos
ingredientes tienen al GD3 como més abundante, GG mayoritario de la leche
de vaca. La riqueza en GM3 de SB no llega a explicar el alto porcentaje de
GMg, que contiene el PC Ac2, de modo que ese alto contenido se debera a

otros ingredientes de su composicion.
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Cuadro n° 32. Sueros lacteos. Porcentajes relativos de gangliésidos.

SA SB
GM;, 1,82 £0,02 2,54 £ 1,07
GM; 1,03 £ 0,07 0,21+0,22
O-acetil GD3 5,05+ 1,56 8,07 £ 0,32
GD; 86,95+ 0,71 82,12 + 2,04
O-acetil GT; n.d. 1,75+0,17
GT; 1,43 £ 0,02 531+1,44

G7 2,55 +0,02 n.d.

G8 0,56 + 0,47 n.d.

G9 0,61 +0,87 n.d.

n.d. No detectado.

- Preparados especiales:

Como se observa en la figura n® 30 no se detectan GG. Dado que se
observa una gran cantidad de interferentes por HPTLC, el resultado

obtenido en la determinacion de GG totales puede deberse a glucidos acidos

que se hayan extraido.

173



GM3
GM,
GD1a
GDyp

GTyp
GQub

P Ba3 Ba4 Ba5 Ca3.5 Dab5
Figura n° 30. Preparados especiales para lactantes. ldentificacion de

gangliosidos por HPTLC.

Solo se ha encontrado un trabajo en el que se cuantifican e identifican
GG individuales en este tipo de preparados (Pan e Izumi, 2000). Los autores
estudian dos preparados parcialmente hidrolizados, en las que obtienen 4,48
y 4,85 mg ASUL/L, valores altos, en comparacién con PL y PC. Sin
embargo, en la identificacion por HPTLC (ver en la figura n°® 31) no se
obtiene una buena resolucion, y la intensidad de color es muy alta
comparando con las muestras de leche de vaca, PL y LH que estudian. Este
hecho, unido a la falta de visualizacion de color, dificulta la interpretacion

de sus resultados.
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28 XL Pan, T. Inoni { Early Human Development 57 (2000) 25-31

-
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GMI- o
. = .
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HPTLC de ganglidsidos de leche humana, preparados para lactantes y leche. S1 mezcla
stdndard de gangliosidos de cerebro bovino (5ug); carril 1, leche humana a los 2 dias
post-parto; carril 2, leche humana a los 10 dias post-parto, carril 3, leche humana a los
37 dias post-parto; carril 4, preparado 1 (hidrolizado); carril 5, preparado 2; carril 6,
preparado 3 (hidrolizado); carril 7, leche de vaca; S2, patrones de GM3 y GD3 (4ng).
Cada fraccion de gangliosidos se prepara a partir de 0,2-0,3 mL de leche humana, o
0,4-0,6 mL de leche de vaca o preparados.

Figura n° 31. Preparados especiales para lactantes. Identificacion de
gangliosidos por HPTLC (Reproducido de Pan e 1zumi, 2000).

- Leche humana:

En la figura n° 32 pueden observarse las correspondientes placas de
HPTLC de los GG obtenidos de la LH. Se observan (placa A)
contaminantes que distorsionan la banda de GDs. Por ello, se realiza una
purificacion con DEAE-Sephadex, como se indica en el apartado 3.2.2. En
la placa B puede observarse el resultado de la muestra purificada, en la cual

se realiza la medida por densitometria.
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Placa B

GM3

GD3

Patron LHA LHg
Figura n® 32. Leche humana. Identificacion de gangliésidos por HPTLC, sin
(placa A) o con (placa B) purificacion con DEAE-Sephadex.

En LH Unicamente se detectan GM3 (97,49 + 0,09%) y GD3 (2,52 +
0,92%). Estos valores son similares a los aportados por Takamizawa et al.
(1986), quienes obtienen 84,4 y 8,5 % de GM3 y GDj3 respectivamente, para
un periodo de lactancia similar a la LH estudiada.
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5. Ingestas de gangliésidos

Se calculan las ingestas de GG del mismo modo que las del Sia
(apartado 3 de resultados y discusion). Los resultados se muestran la figura
n° 33.

No se han encontrado en la bibliografia datos sobre la ingesta de GG

en neonatos alimentados con LH o PL.

Dado que se considera de interés comparar los datos de ingesta diaria
de GG a través de alimentacion artificial con los obtenidos por lactancia
materna, se calculan las ingestas diarias de GG a partir de los contenidos de
los mismos en LH. Para ello se toman como referencia los resultados
obtenidos en un estudio sobre la evolucion del contenido de GG a lo largo

de 13 meses de lactancia (Takamizawa et al., 1986) (ver figura n° 33).

En el caso de la ingesta de GG a partir de PL, en ningin caso se
alcanza la proporcionada por la LH, si bien la que mas se aproxima es la

muestra adicionada de suero SB (Acl).

La LH analizada en este trabajo proporciona un aporte de GG de 293,1
+ 7,7 ng/Kg/dia (considerando la ingesta correspondiente a 5 meses), valor
inferior al obtenido por Takamizawa et al. (1986) para el mismo periodo de

lactancia, y similar al calculado para Acl.
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Figura n° 33. Ingestas diarias de ganglidsidos a partir de preparados para
lactantes.

Del estudio de ingestas de Sia y GG, cabe destacar que el Unico
preparado que aporta una cantidad de estos compuestos cercana a la LH es
la formulada con el suero SB (Acl). Tal y como indican Pan e Izumi (2000)
se podria considerar el enriquecimiento de los preparados con estos
compuestos, para obtener contenidos y perfiles similares a los de la LH.
Dada la importancia biologica de estos compuestos, las variaciones en
composicion encontradas entre los preparados y la LH podrian derivar en
problemas en el desarrollo cerebral, crecimiento, alergias alimentarias y
diarreas. Sin embargo, como se ha comentado, la EFSA evalud
negativamente la declaracion de propiedad saludable, relativa al Sia como
ingrediente activo del Lacprodan CGMP-10, en lo referente a su papel en el
desarrollo cerebral para la mejora del aprendizaje y la memoria, aduciendo
la falta de estudios causa-efecto que relacionen la ingesta dietética de Sia y
la mejora del aprendizaje y la memoria en humanos (EFSA, 2009).
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6. Ensayos de Biodisponibilidad in vitro

6.1 Bioaccesibilidad

Se estima la bioaccesibilidad del Sia y los GG en Acl y Ac2,
preparados elaborados con SB, asi como en LH.

Para la estimacion de la bioaccesibilidad, se procede a una digestion
gastrointestinal simulada descrita en el apartado 4.1 (de la parte
experimental). Se analizan alicuotas de las etapas gastricas (DG) y la FB
obtenida después de la digestion intestinal.

6.1.1 Acido sialico

Los contenidos de Neu5Ac, Neu5Gc y Sia total de las muestras Acl,
Ac2 y LH, y en sus correspondientes DG y FB se muestran en el cuadro n°
33.
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Cuadro n° 33. Bioaccesibilidad. Contenidos de acido sialico (mg/L) en las
muestras Acl, Ac2 y LH sin digerir (SD), y sus respectivos digeridos gastricos
(DG) y fracciones bioaccesibles (FB).

%

NeuSAc Neu5Gc Total Bioaccesibilidad

Acl® SD 182,2+8,5 33+04 1855+ 8,5
DG 152,2+0,8 35+0,2 155,7+0,8
FB 139,8+2,0 2901 142,7+2,0 76,9 3,5

Ac2® SD  199,7+75 49+0,3 2046+75
DG 314+34 1,3+0,1 32,7+3,4
FB 31,2+1,3 1,4+0,1 326+1,3 15,9+ 0,6

LH® SD 299,9+7,8 2,1+0,.2 302,0+75
DG 2435+6,8 1,8+01 245,3+6,8
FB  260,0+12,1 22+01 262,2+12,1 86,8 +3,1

Distinta letra superindice indica que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

En todas las muestras analizadas, el Sia total disminuye
significativamente (p<0,05) por efecto de la digestion gastrointestinal,
llegando a una disminucion del 23,1%, 84,1% y 13,2% para Acl, Ac2y LH,
respectivamente. Por ello el orden de mayor a menor bioaccesibilidad es
LH>Ac1>Ac2.

Con el fin de confirmar el efecto del proceso de digestién sobre el
contenido de Sia del conjunto de las muestras analizadas, se aplica un
ANOVA de dos factores (muestra y etapa de la digestion). Se obtienen
diferencias  estadisticamente  significativas entre  las  muestras.

Independientemente de las muestras, la digestibn  disminuye
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significativamente el contenido total de Sia, no existiendo diferencias entre
las etapas digestivas (DG=144,44 vs. FB=148,10 mg/L), con lo que la etapa
géstrica es la que més influye durante la digestion.

Se detecta la existencia de interaccion entre los factores considerados;
el comportamiento de la muestra Ac2 difiere del resto, siendo esta muestra
la que més peérdida sufre por el proceso de digestion gastrica, la disminucion
es de 23,1y 15,0% para Acl y LH, respectivamente, mientras que para Ac2
es del 85,4% (ver figura n° 34).

C — Acl

_ L — Ac2

E 300 ‘ ) H
o - * ]
€ 200 [ -
100 [ .
ok ]

SD DG FB
Figura n° 34. Acido sialico total. Interaccion muestra-etapa de digestion.

No se detecta ninguna de las dos formas de Sia (NeuSAc y Neu5Gc)
en la fraccion no soluble, de modo que existe la posibilidad de una

degradacion del mismo.

No se conocen trabajos previos que evallen la influencia de la
digestion gastrointestinal en la bioaccesibilidad de Sia, si bien se ha
estudiado la influencia de la hidrolisis, en condiciones acidas moderadas o
enzimaticas, en la liberacion y estabilidad de Sia (Schauer & Corfield,
1982; Svennerholm, 1958). Svennerholm (1958) evalua la estabilidad de las
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formas acetilada (NeubAc) y glicolilada (Neu5Gc) del Sia en medio acido
utilizando distintas concentraciones de H,SO, (0,05, 0,1 y 0,2 N),
temperaturas (80-90°) y tiempos (1 y 2 horas), obteniendo unas pérdidas
entre 5 - 11% y 5,7 — 5,8%, respectivamente. La minima peérdida la obtiene
con H,SO4 0,1N a 80°C, durante 1 hora, condiciones seleccionadas para la
determinacion de Sia total (formas libres y conjugadas) en el presente
trabajo. Debe recordarse que el efecto de estas pérdidas, durante la
determinacion de Sia, se corrigen tratando patrones y muestras con las
mismas condiciones de hidrélisis. Ademas, el autor indica que las pérdidas
con HCI son superiores a las causadas por el H,SO,4. Por otra parte, Schauer
& Corfield (1982) en una revision sobre el efecto de la hidrélisis &cida sobre

el Sia referencian pérdidas del 10%, valor cercano al obtenido por nosotros.

De ello se desprende que las pérdidas de Sia durante la digestion
gastrointestinal en nuestro estudio son debidos no s6lo al pH &cido de la

etapa gastrica, sino a la presencia de HCI.

En estas condiciones de la etapa gastrica (pH 4 y 37°C), el Sia se
encuentra en equilibrio entre las formas abiertas y hemiacetal. En la forma
abierta por deshidrataciones se obtiene un sistema conjugado aceptor de
Michael, altamente reactivo con proteinas (Vollhard, 2000). Dado que la
muestra digerida es rica en proteinas, parte del Sia puede perderse por esa
via. También como producto de deshidratacion del Sia (hemiacetal), puede
formarse un acetal, que no reacciona ni con el DMB ni con el resorcinol (ver

figura n° 35.
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Figura n° 35. Reactividad &cido sialico en condiciones gastricas.

Asi mismo debe tenerse en cuenta la variabilidad interdia (CV: 5,7%
Neu5Ac, 4,3% Neu5Gc) que también influye en la cuantificacion del Sia,

dado que el porcentaje se calcula respecto a la muestra sin digerir.

En definitiva, la etapa gastrica es la que mas afecta al contenido de Sia
en las muestras, si bien es inexplicable el alto porcentaje de pérdidas del Sia

en la muestra Ac2.

En referencia a la BD del Sia, Carlson y House (1986), en ensayos con
ratas encuentran que la administracién oral de Sia libre produce un aumento
de GG vy glicoproteinas en tejido cerebral. Sostienen que el Sia presente en
los oligosacaridos y glicoproteinas de la leche, tras el proceso digestivo
estaria disponible para ser sustrato de la sintesis de GG y glicoproteinas en

el organismo.
6.1.2 Gangliésidos
- Ensayos preliminares

Se optimiza la purificacion del extracto de GG procedente del DG y

FB. Tras digerir ambas muestras, se extraen los GG de una alicuota de DG y
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FB, se purifican mediante dialisis y se siembra una placa de HPTLC (ver
figura n° 36).

Acl Ac2

P SD DG FB P SD DG FB

Figura n® 36. Ensayos preliminares. ldentificacion de ganglidsidos por
HPTLC en Acl y Ac2 sin digerir (SD) y sus respectivos digeridos gastricos (DG) y
fracciones bioaccesibles (FB), frente a patron (P).

En la muestra Acl, la FB contiene una gran cantidad de interferentes
de color pardo, que dificultan la separacién de los GG por HPTLC y por lo
tanto impiden la determinacion de ASUL. En el DG no se observan
interferentes pardos, pero la resolucion de las bandas no es clara; esto se
atribuye a la presencia de particulas solidas en el extracto, que junto al
pequefio volumen del mismo, dificultan el depésito de la muestra en la
placa. Para la muestra Ac2 ocurre lo mismo, si bien, la FB no contiene
tantos interferentes. Por ello, en este caso se procede a la lectura de la placa
por densitometria (ver figura n°® 37). Se observa una falta de resolucion que

impide conocer el porcentaje relativo de GG.
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Figura n° 37. Ensayos preliminares. Densitogramas de digestion géstrica
(DG) y fraccion bioaccesible (FB) de la muestra Ac2.

Para completar este ensayo preliminar se cuantifica el contenido total
de GG, que se muestra en el cuadro n° 34. Se comprueba que los valores de
GG en FB de Acl y Ac2 son superiores a los correspondientes para DG y
muestra sin digerir, respectivamente. Todos estos resultados indican que es
necesario una mayor purificacion de los extractos, utilizando DEAE-

Sephadex y extraccion en fase sélida.

Cuadro n° 34. Ensayos preliminares. Contenido de gangliésidos (mg
ASUL/L) en las muestras Acl y Ac2 sin digerir (SD) y sus respectivos digeridos
gastricos (DG) y fracciones bioaccesibles (FB).

Sin digerir DG FB

Acl 2,17+0,07 0,31+0,01 0,68%0,01

Ac? 0,24+0,01 0,17+0,02 0,50+0,06
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- Identificacion de gangliésidos por HPTLC

Tras extraer los GG de los digeridos de las muestras Acl, Ac2 y LH,
se realiza una purificacion por dialisis, DEAE-Sephadex y Sep-Pack C18.
En la figura n® 38 se muestran las placas correspondientes a las muestras

indicadas tras la purificacion por DEAE-Sephadex y Sep-Pack C18.

La purificacion con DEAE-Sephadex mejora la resolucion de las
bandas, especialmente en el DG. Sin embargo, aparece una zona
correspondiente a bandas azules “arrastradas” desde el deposito,
especialmente en Acl que pueden corresponder a Sia hidrolizado y libre.
Ademas se observan numerosas bandas parduzcas o amarillentas, en mayor
medida en DG de Ac2 y LH, que corresponderian a lactosilceramida u otros
glicoesfingolipidos neutros, inicialmente presentes en mayor cantidad en

estas muestras.

Al pasar, posteriormente, las muestras por Sep-Pack C18 se eliminan
gran parte de estos compuestos lo que ayuda a la mejor resolucion de los
GG; no obstante en el DG de las tres muestras sigue detectandose
compuestos de color pardo entre las bandas de GDs, que pueden ser
glicoesfingolipidos neutros (lactosilceramida y otros), o lactosa u
oligosacaridos procedentes de los sueros. Alguna banda podria corresponder
a fosfolipidos, las menos polares (mas altas), pero es poco probable al ser

bandas muy nitidas.
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DEAE-Sephadex DEAE-Sephadex + Sep-Pack C18

Acl

GM;
O-acetil GD,
GD;

O-acetil GT,
GT,4

GM;
O-acetil GD4
GDs

O-acetil GT,
GT;

. GM;,

GD;

P SD DG FB P SD DG FB'

Figura n° 38. Bioaccesibilidad. Identificacion de gangliésidos por HPTLC
de Acl, Ac2 y LH sin digerir (SD) y sus respectivos digeridos gastricos (DG) y
fracciones bioaccesibles (FB) purificados por DEAE-Sephadex y Sep-Pack C18,
frente a patron (P).
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En la figura n® 39 se muestran los densitogramas correspondientes a la
DG y FB tras completar la purificacion. En Acl y Ac2 se detectan cinco
GG, como ocurre en las muestras sin digerir; mientras que en LH se
detectan dos, al igual que en la muestra original. En el caso de Ac2, la banda
correspondiente a GM3 en la FB se observa muy irregular (ver figura n® 38)

que, ajustando el densitometro, es perfectamente medible (ver figura n® 39).
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Figura n° 39. Bioaccesibilidad. Digestion gastrica (DG) y fraccion
bioaccesible (FB), purificadas por DEAE-Sephadex y Sep-Pack C18, de las
muestras Acl, Ac2 y LH. Densitogramas.
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- Cuantificacion de ganglidsidos

En los cuadros n°® 35 y 36 se recogen los contenidos totales, los
porcentajes relativos y los contenidos individuales de los GG, en las

muestras Acl, Ac2 y LH, antes y después de la digestion.

190



§0F8'LeT 200F 9% ¥T'0F18'C T0F9'S €0'0 FES'E LTF9E ZL0F8Y'T Zov
9075 80F LY ¥9'0 ¥ 26'€ vTFL'6 6V'0TEV'E  6'6SFTVET  9LTFST ToV €19
0 pu pu 9'0F 0% LE0TF6Y'T v'ZF8'C T0TFLTT Zov
9TFTIE L0FES 29'0F €8'9 77T G6T LL0OFTLY 8'6 7 1'07 SYOFELT ToV €19 [18%e-0
6'0 ¥ G'6€ ZTFGES  L60F9SPr  ZTFE86  8L0F8LT9  VOFOGET  LTOF6YS 2OV
TOFV'S T2ZFL'S8  LETF6ETL  CVFG06C  SYTF8Y'6L G9Z¥'8/ST  CZTFEL2L TV €ao
192 ¥ T'TTT 8TF6IT  PETFVLOT  ETFOOT €8'0F €29 L'EFOTT 9S'TF¥8'Y Zov
ZTFG9 STFOET TUTFOSTT  OETFELT 6V'vT16'S  L'Ty¥8'80z  26T¥29%6 1oV €09 |1n80e-0
T'€¥8'05 L'TFT6v  ¢2'z¥68'0r  0CFOTY  SCTFL6'SC  89FG98  ¥8ZFV09E 2OV
TTFGe vZF 8L ¥0'Z ¥ 159 75¥8T 8L TFer'y  8G9FvTee  E0'€FSCOT IOV END
(/61) INSY  oniepa 9 (/6M) INSY  onnepaos  (1/6M) NSV oanepaa 9
L'TF605 T F2'8TT vy FTLST V' ¥ 2'5ET Zov
607€'S Z6TFTSTT 2'7e T 2062 679 F£'2LTC ToV Cv/br)
NSV [e101
Pepl[iqiseadeolg a4 oq as enson

%

'(g4) $91q1S829€01( SBUOIJIL.)
A (9@) odouiseb opusbip ‘(as) 111abip uis gaov A ToV ua sopisoljbueb ap sonlejal safelusalod A sopiusiuo) "pepijiqisadoeolqg "GE (U 04pen)d

191



L'ETFL9¢ 6'LF2'TC L0'T¥98C L'TCF 6y ET'CF 8 TTCF LS 26'0F¢S'C €do

L'0F2'ce 9'9T ¥8'8T. vZ'CFYT'L6 8'6E ¥8'0L6 T6'€ ¥8T'G6 T'zF'eece 60°0 ¥ 8%'26 ENO

(/6M) 1INSY  oAlepl 9 (/BM) NSV oaneRa 95 (/BM) NSV OAIlejal 9%

(7/6M)

¢T+.8¢ 0/¢*€T99 CY9FCEI0T ¢ 1€ +090¢€¢ 1NSV [e10.L

PEPI|IqIS800E019 %% ad 9d as

"(g4) $91q1S929801q SAUOIdIRIY
A (9@) oainseb opuiabip ‘(as) J11abip uis H ua sopisoljbueh ap soale|al salfejusdiod A soplusIu0) *pepl|iqisaddeold "9€ (U 04pen)d

192



Para evaluar el efecto de la etapa digestiva, asi como el tipo de
muestra sobre el contenido de GG, se aplica un ANOVA de 2 factores. Se
encuentran diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) para ambos
factores, siendo el contenido distinto en cada una de las etapas, y en cada

una de las muestras.

Existe una interaccion significativa (p<0,05) entre la etapa de
digestion y el tipo de muestra (ver figura n°® 40). La etapa gastrica disminuye
en mayor medida el contenido total de GG que la intestinal (% pérdida -
Acl: 86,6 vs. 58,6; Ac2: 33,3 vs. 25,0 y LH: 55,5 vs. 27,5). La muestra Ac2
es menos afectada por la digestién gastrointestinal, presentando mayor
bioaccesibilidad (50,5%), que la LH (28,7%) y Acl (5,3%). No se detectan
GG en la fraccion no soluble.

2400
— Acl
— Ac2

LH

2000
1600
1200

ug ASUL/L

800
400

SD DG FB
Figura n° 40. Gangliésidos. Interaccién muestra-etapa de digestion.

A pesar de las diferencias en los contenidos de GG en Acl y Ac2,
estas diferencias no son tales en la FB. Los contenidos de GG en la FB de
estas muestras son 5,5 veces inferiores al presente en la FB de la LH

analizada.
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El efecto de la digestion gastrointestinal sobre el contenido total de

GG queda reflejado en el contenido individual de ellos, excepto para el O-

acetil GTs (ver figura n® 41).

GM; O-acetil GD;
1040 F 3150 F b
840 [- =a* 20 b E a 1
: 190} n
640 |- 1 T 1
r 160} ]
440 b T30
[ - b
240 - = C J ok E E b
sD DG FB sD DG FB
GD; O-acetil GT;
600 [ = 3 518 F g
500 [ 15 I a ]
400 |- J12f I a ]
300 19fF 1
200 £ Jef . ]
100 | =b EIElS ]
[ = C 4
0E 3 0k -
SD DG FB SD DG FB
GTs

89

69 [ Ia

49 -

29

A1 E

K

SD DG

FB

*Distinta letra en la misma figura, indica que
existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre las etapas
digestivas.

Figura n® 41. Contenido de gangliésidos individuales, expresado como
intervalo de confianza de la media (ug ASUL/L), en preparados infantiles y leche
humana segun la etapa digestiva (test LSD).

Existe una interacciéon significativa (p<0,05) entre la etapa de

digestion y la muestra (ver figura n° 42). El efecto de la digestion

gastrointestinal es dependiente del contenido individual de GG, afectando al
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GMj3; en mayor medida en la LH, y al GD3, O-acetil GD3, GTs, O-acetil GT;
en la Acl.

ASUL (ug/L)

GM; O-acetil GD3

2400 J240 F 3
2000 - * J200 & E
1600 - J160 & E
1200 [ Ji20 | .
800 |- ‘ ) ey ]
400 [ 1 a0f E

of —_ 1.k — N ;

O-acetil GT;

1600 F
1200
800 |-

400 |-

150 r ]

. — Acl

— Ac2
LH

120 [
90 [
60 |

30 -

Figura n° 42. Contenido total de gangliésidos individuales. Interaccién
muestra-etapa de digestion.

En la bibliografia no se han encontrado datos sobre el efecto de la
digestion sobre los GG. Kawakami et al. (1994) estudian el efecto de pHs
acidos (1,3 — 4) utilizando distintas disoluciones de HCI y jugos gastricos

sobre patrones de GM3 y GD3. Observando que la cantidad de GM3; y GD3
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disminuye al bajar el pH, y la incubacién con jugo gastrico produce
disminuciones similares a las que obtienen a pH 1,3. A pH 4, utilizado en el
presente trabajo para simular la etapa gastrica, obtienen un descenso del
10,9% y 12,7% de GMj3 y GDs, respectivamente. Estos valores son muy
inferiores a nuestros resultados (GMs: 96,5, 43,2 y 67,8% para Acl, Ac2 y
LH, respectivamente; GDs: 94,6, 60,5 y 63,3% para Acl, Ac2 y LH,
respectivamente). Con los jugos gastricos encuentran descensos del 75% y
94,5% para GM3 y GD3, respectivamente, que son valores mas parecidos a

los obtenidos en el presente trabajo.

Ademas Kawakami et al. (1994) encuentran que el GMj3; se
transforma en su totalidad en LacCer y que la hidrélisis de GD3 da lugar a
una lactona y a LacCer. En la figura n® 38 en la que se muestran las placas
de HPTLC de las tres muestras sin digerir, DG y FB, se puede observar que
en los digeridos aparecen bandas de color pardo-amarillento, que
probablemente sean LacCer generada por la hidrolisis de estos GG, si bien
en nuestro caso no ha sido identificada ni confirmada. En cuanto a las

lactonas de GD3 no se observan en nuestras muestras digeridas.

Para completar su estudio, Kawakami et al. (1994) reincuban los GG
a pH neutro (6,3-7,4) y observan que, a partir de las lactonas de GD3, se
recupera el GDs. A estos pH, esta incubacién se asemejaria a nuestra etapa
intestinal (pH 6,5), aunque en nuestro caso no se observa una recuperacion
de éste, sino un mayor descenso. Esta diferencia, probablemente sea debida
a que estos autores unicamente neutralizan el pH, mientras que en nuestro

caso se simula la digestion intestinal, con la adicion de las enzimas
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caracteristicas de esta etapa, que pueden romper las emulsiones de los GG,

facilitando su hidrélisis.

6.2 Ensayos preliminares de biodisponobilidad in vitro (células
Caco-2)

- Acido sialico y ganglidsidos totales

Se determina el contenido total de Sia (como suma de las formas
Neu5Ac y Neu5Gc) y GG, asi como el porcentaje de estos Ultimos en
células Caco-2 no diferenciadas y diferenciadas. En el cuadro n® 37 se
recogen los contenidos de Sia y GG totales, correspondientes a la media de

dos ensayos independientes.

Cuadro n° 37. Contenido de acido sialico y gangliésidos totales en células
Caco-2 no diferenciadas y diferenciadas (ug/mg proteina).

No diferenciadas Diferenciadas
Neu5Ac 0,87 + 0,05 2,44 + 0,12
Neu5Gc n.d. 0,033 £ 0,003
Sidlico total 0,90 + 0,06 2,47 0,12
ASUL 0,33 £ 0,02 0,66 + 0,09

Distinta letra superindice, en una misma fila, indica diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05). n.d., no detectado.

Las células diferenciadas presentan 2,7 veces mas Sia total, que las no
diferenciadas. La forma Neu5Gc Unicamente es detectable en células
diferenciadas. En no diferenciadas si se observa un pico cromatografico, con

un area por debajo del LD.
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Se comprueba mediante un inmunoensayo con anti-Neu5Gc que las
células Caco-2 no diferenciadas contienen Neu5Gc, aunque a unos niveles
que no permiten detectarlo por HPLC-fluorescencia. En la figura n°® 43
puede observarse la presencia de una banda en la zona central

correspondiente a esta forma de Sia.

&

Figura n® 43. Inmunoensayo con anti-Neu5Gc en células Caco-2 no
diferenciadas.

No se ha encontrado en la bibliografia ningun trabajo en el que se
indiquen los contenidos de Sia en células Caco-2 o similares. Bardor et al.
(2005) detectan la presencia de Neu5Gc en Caco-2, que atribuyen al origen

cancerigeno de esta linea celular.

En células diferenciadas los GG totales son 2 veces superiores a los
contenidos en células no diferenciadas. Schnabl et al. (2009a) utilizando
Caco-2 de la coleccion americana de cultivos tipo, con un pase similar al
nuestro (44-54), obtiene wuna relacion parecida (diferenciadas/no
diferenciadas = 2,5), si bien los contenidos totales de ASUL son superiores

198



a los del presente estudio (0,75 y 1,73 ug ASUL/mg proteina en células no
diferenciadas y diferenciadas, respectivamente). Estas diferencias en los
contenidos totales podrian atribuirse a la variabilidad tipica asociada a
tejidos vivos, lo que justifica el interés de caracterizar el cultivo a utilizar en
posteriores estudios sobre efectos bioldgicos. También deben considerarse
las distintas condiciones del cultivo (origen, medios de cultivo utilizados,

etc).

Hay poca informacion sobre el contenido total de GG en el intestino
humano. Holgersson et al. (1988) obtienen 43,3 y 40,2-20,1 mg ASUL/g en
peso seco, para el ileon y el colon ascendente, respectivamente. Park et al.
(2005) evaluan el contenido total de GG en el intestino delgado de rata,
obteniendo 49 ug ASUL/mg peso humedo. En estos casos al no indicar el
contenido proteico, no se pueden comparar con los resultados obtenidos

para la linea celular Caco-2.

- Caracterizacién de gangliésidos

Para la caracterizacion de los GG individuales es necesaria la
purificacion del extracto de GG por DEAE-Sephadex y Sep-Pack C18. En la
figura n® 44 se muestran las placas de HPTLC de las células Caco-2 no
diferenciadas y diferenciadas, en las distintas etapas de purificacion.

En los ensayos de HPTLC, el extracto dializado presenta una banda
roja correspondiente al medio de cultivo en células no diferenciadas. Tras
purificar con DEAE-Sephadex, se elimina la banda roja, la resolucién de los

GG mejora, sin llegar a ser suficiente. Por ello, se procede a la purificacion
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con Sep-Pack C18, lo que mejora notablemente la resolucién. Una vez
purificados los extractos, se identifican en ambas muestras GM; y GDs.
Entre estos dos GG se aprecian dos bandas que podrian corresponder a una
doble banda de GM,, 0 a GM; (banda superior) y GM; (banda inferior). Se
confirma mediante inmunoensayo con un anticuerpo monoclonal, anti-GM;,
que la banda inferior corresponde a éste (ver figura n° 45); por datos
existentes en la bibliografia se atribuye la banda superior a GM, (Bouhours
etal., 1993).

DEAE-Sephadex
Dializada DEAE-Sephadex + Sep-Pack C18

GM;

GM;
GM;
GD;

P ND D P ND D P D ND

Figura n° 44. Identificacion de gangliésidos en células Caco-2 no
diferenciadas (ND) y diferenciadas (D) frente a patron de gangliosidos (P).
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NGM

1

P O |

Figura n° 45. Placas reveladas con orcinol (P, patrén; O, muestra) e
inmunoensayo con anti-GM; (1).

En el cuadro n° 38 se recogen los porcentajes relativos y la estimacion
de los contenidos de los distintos GG, en células Caco-2 no diferenciadas y

diferenciadas.

Cuadro n° 38. Contenidos y porcentajes relativos de gangliésidos en células
Caco-2 no diferenciadas y diferenciadas.

No diferenciadas Diferenciadas
% relativo H9 ASU!_/mg % relativo HY ASU!_/mg
proteina proteina

GM;  72,8+82 0,24 + 0,03 48,0 +5,2 0,32 + 0,03
GM, 58+3,9 0,02 +0,01° 1,8+0,9 0,01 + 0,01
GM;  146+42 0,05 + 0,01 14,7 +2,7 0,10 + 0,02°
GD; 6,8 +0,2 0,02 +0,01° 352+42 0,23 + 0,03

Distinta letra superindice, en una misma fila, indica diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05)
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Las células no diferenciadas contienen mayoritariamente GMs,
seguido de GM;, GD3 y GM,. Al diferenciarse aumenta principalmente
GD3, en menor medida GM; y GM3, no variando el contenido de GM,. GM3
sigue siendo el gangliésido mayoritario, seguido por GD3, GM; y GM,. La
relacion GM3:GD3; es de 10,70 y 1,36 para células no diferenciadas y

diferenciadas, respectivamente.

Schnabl et al. (2009a), al igual que ocurre en el presente trabajo,
considerando los porcentajes, observan, al diferenciarse las células, el
aumento de GD3 y los descensos de GM3; y GM,. Estos hechos les lleva a
hipotetizar que las células Caco-2 diferenciadas sobreexpresan la enzima
SAT II, la cual favorece la conversion de GM3 en GDj3, acompafado de la

hidrélisis de GM,, que contrarresta parte de la deplecién de GMs.

Para comprobar la localizacion de los GG mayoritarios (GM3 y GDs),
en las células Caco-2, se realizan ensayos de microscopia de fluorescencia

confocal, cuyas iméagenes se muestran en la figura n° 46.
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GM; © GD

Figura n° 46. Microscopia confocal de fluorescencia de las células Caco-2
diferenciadas.

GM3 se localiza en la membrana apical, mientras que GD3 lo hace en
la basolateral. Los resultados concuerdan con los descritos por Park et al.
(2005a) para intestino de rata. Estos autores sugieren que la diferente
localizacion de estos GG contribuye a las funciones biol6gicas de proteccion
y desarrollo atribuidas a cada uno de ellos. De este modo, el GM3 esta
relacionado con la intercepcion e inactivacion de enterobacterias, como
resultado de su exposicién directa al lumen intestinal; por tanto actda en
primera linea defensiva frente a microorganismos patdgenos. Por otra parte,
GD3 se relaciona con la estimulacion del sistema inmune, ya que su
localizacion da acceso a los factores inmunoldgicos presentes en la ldmina

propia del intestino.
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- Ensayo de viabilidad

Como paso previo a los ensayos de BD, se realizan ensayos de
viabilidad celular e integridad mitocondrial en presencia GM3; y GDsg,
mayoritarios en LH y preparados destinados a la alimentacion infantil. Se
ensayan dos concentraciones, correspondientes a la minima y méaxima
presentes en las FB, a 2 y 24 horas. En las figuras n® 47 y 48 se muestran

los resultados.

La viabilidad celular asi como la actividad mitocondrial no quedan

afectadas por su exposicion a GM3 y GD3, en las condiciones estudiadas.

Schnabl et al. (2009b) determinan mediante el ensayo de azul tripan
que GD3 no es citotoxico en un intervalo de 0 a 64 ug/ml, durante 24 horas
de exposicion. Ensayan esas concentraciones tomando como referencia el
contenido de GD3 en LH. En nuestro caso se ensayan concentraciones
mucho mas bajas (0,04 y 0,08 ug/ml), ya que se toman como referencia la

FB de la LH y los preparados infantiles.

Estos ensayos preliminares aportan datos necesarios para realizar
futuros estudios sobre BD y otros efectos bioldgicos de interés (efectos

apoptoticos, estimulacion del sistema inmunitario, etc) en Caco-2.
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% Viabilidad

% Viabilidad

2horas
100

90 -
80 -
70 1
60 -
50 -
40 A
30 -
20 A
10 -

24 horas

100
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20
10 -
0 |

= Control ®m[GM3] = 0.05mg/L = [GM3] =0.3mg/L
E[GD3]=0.0375mg/L =[GD3] =0.075mg/L

Figura n® 47. Ensayo de viabilidad celular con azul tripan.
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% Control

% Control

2 horas
200

180 -
160 -
140 A
120 -
100 1
80
60 1
40
20 1

24 horas

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

Control ®[GM3] = 0.05 mg/L
= [GM3] = 0.3 mg/L m[GD3] = 0.0375 mg/L
= [GD3] = 0.075 mg/L

Distinta letra indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Figura n° 48. Ensayo de integridad mitocondrial con MTT.
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CONCLUSIONES
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El trabajo realizado permite concluir que:

1. Los parametros analiticos de los métodos propuestos para la
determinacion de &cido sialico, por cromatografia liquida de alta resolucion
0 espectrofotometria, indican su idoneidad para ser aplicados a productos
lacteos destinados a la alimentacion del lactante asi como a la leche humana.
El método de eleccion es la cromatografia liquida de alta resolucién, por
permitir la cuantificacion diferenciada de NeuSAc y Neu5Gc, ademas de su

mayor sensibilidad y rapidez.

2. El suero lacteo elaborado a partir de membranas de glébulos grasos
de la leche presenta un contenido de acido sialico y gangliésidos superior al

elaborado con a-lactoalbimina.

3. En general, los preparados para lactantes tienen la misma cantidad

de Neu5Ac que los de continuacion, pero un menor contenido de Neu5Gc.

4. No se observa un incremento del contenido de é&cido sialico y
gangliosidos en los preparados infantiles elaborados con el suero lacteo a

base de a-lactoalbumina.

5. Los preparados para lactantes y de continuacion elaborados con
suero lacteo a base de membranas de globulos grasos de la leche son los que
presentan mayores contenidos de NeuSAc y gangliésidos, asemejandose el
perfil de gangliésidos de los preparados de continuacion al de la leche

humana.
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6. Los preparados destinados a la alimentacion infantil analizados
tienen un perfil similar de ganglidsidos, si bien el contenido de estos es
mayor en los preparados para lactantes.

7. Las ingestas de acido sialico y gangliésidos a partir de preparados
para lactantes, no alcanzan las aportadas por la leche humana durante las
primeras semanas de vida, si bien a partir de la cuarta semana las ingestas de

acido sialico son similares en ambos casos.

8. De los ensayos de digestion gastrointestinal simulada se concluye
que la etapa gastrica es la principal responsable de la reduccion de la
bioaccesibilidad del acido sialico y gangliosidos, comprobandose que no es

debido a la insolubilizacion de los mismos.

9. El acido sialico se encuentra méas bioaccesible en la leche humana,
seguida del preparado para lactantes y el preparado de continuacién. En el
caso de los ganglidsidos, el preparado de continuacion es el que presenta
una mayor bioaccesibilidad, seguido de la leche humana y el preparado para

lactantes.

10. Se comprueba la ausencia de citotoxicidad en células Caco-2 de
los gangliosidos GM3; y GDg, a concentraciones similares a las obtenidas en
las fracciones bioaccesibles de la leche humana y los preparados para

lactantes.

11. El conocimiento del contenido de &cido sialico y ganglidsidos, asi
como la distribucién de estos ultimos, en la linea celular Caco-2, permite la

realizacion de futuros estudios de biodisponibilidad de estos compuestos.
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ANEXO 1 - Composicion de los preparados para lactantes y de
continuacion (RD 867/2008, ESPGHAN 1990 y 2005).

ESPGHAN
RD 867/2008 (1990)
PL PC PC
Energia 60-70? 60-70 60-80
(kcal/100ml)
Proteinas Leche vaca 1,8-3,0° 1,8-3,5 3-4,5
(g/kcal)
Hidrolizados 1,8-3,0° 2,25-3,50 -
Soja con o sin 2,25-3,0° 2,25-3,5 --
leche vaca
Aminoécidos Taurina 12 (méx.)? 12 (méx.) -
(mg/100kcal) Colina 7.508 _ _
Grasa 4,4-6,0° 4,0-6,0 4-6
(g/kcal)
Lauricoy 20 (max.)? 20 (max.) --
miristico
(% ctmg)
Trans 3 (max.)? 3 (max.) --
(% ctmg)
Linoléico 300-12002 300-1200 500-1200
(mg/100kcal)
a-linolénico 50 (min.)? 50 (min.) -
(mg/100kcal)
Linoleico : a- 5-15% 5-15 -
linolénico
PCL n-3 1 1 -
(% ctmg)
PCL n-6 2 2 -
(% ctmg)
Fosfolipidos 28 2 -
(9/)
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ESPGHAN

RD 867/2008 (1990)
PL PC PC
Hidratos de 9-14° 9-14 8-12
carbono
(9/100kcal)
Lactosa 4.5 (min.) 4,5 (min.) -
(9/100kcal)
Fructoy 0,8 (méx) 0,8 (méx.) -
galacto
oligosacéridos
(g/100ml)
Minerales Sodio 20-60° 20-60 --
(mg/100kcal)
Potasio 60-160° 60-160 -
Cloro 50-160° 50-160 -
Calcio 50-140° 50-140 -
Fosforo* 25-90° 25-90 --
Magnesio 5-15% 5-15 --
Hierro* 0,3-1,3% 0,6-2 1-1,7
Zinc 0,5-1,5° 0,5-1,5 -
Minerales Cobre 35-100 35-100 80
(no/100kcal)
Yodo 10-50° 10-50 -
Selenio 1-9 1-9 --
Manganeso 1-100 1-100 50
Fluor 100 (max.) 100 (max.) 60
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ESPGHAN

RD 867/2008 (1990)
PL PC PC
Vitaminas Vitamina A 60-180° 60-180 -
(ER)
Tiamina 60-300% 60-300 -
Riboflavina 80-400% 80-400 -
Niacina 300-1500% 300-1500 -
Acido 400-2000? 400-2000 -
pantoténico
Vitamina B6 35-175? 35-175 -
Biotina 1,5-7,5° 1,5-7,5 -
Acido félico 10-50° 10-50 -
Vitamina B12 0,1-0,5% 0,1-0,5 --
Vitamina C 10-30° 10-30 --
(mg/100Kcal)
Vitamina K 4-252 4-25 --
Vitamina E 0,5-5% 0,5-5 -
(mg ET)

®Valores recomendados por la ESPGHAN (2005).

* Los preparados a partir hidrolizado de soja, con o sin leche de vaca, establecen
los siguientes valores (mg/100Kcal): PL fosforo 30-100, hierro 0,45-2 y PC fésforo
30-100, hierro 0,9-2,5.
Ctmg, contenido total en materia grasa; ER, equivalente de todo trans retinol; ET,
equivalente de D-tocoferol; PCL, poliinsaturados de cadena larga.
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ANEXO Il — Reactivos

Todos los reactivos son de grado analitico, excepto los indicados

especificamente.

- 1,2-diamino-4,5-metilendioxi
benceno dihidrocloruro (Sigma)

- 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,3-
difenil bromo de tetrazolio (Sigma)
- 5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato
(Sigma)

- Acetato de tertbutilo (Sigma)

- Acetato sodico (Fluka)

- Acetona (Merck)

- Acetonitrilo para HPLC (J.T.
Baker)

- Acido acético glacial (Merck)

- Acido clorhidrico fumante (Merck)
- Acido etilendiamintetracético
(Sigma)

- Acido férmico (Merck)

- Acido N-acetilneruraminico
(Sigma)

- Acido N-glicolilneuraminico
(Sigma)

- Acido sulfarico (Merck)

- Agua (desionizada, Milli-Q)

- Albumina bovina fetal (Sigma)
- Alcohol N-amilico (Merck)

- Aminoacidos no esenciales
(Gibco)

- Amoniaco (Merck)

- Antibioticos (Gibco)

- Anti-GDjs - ficoeritrina (Santa Cruz
BioTech)

- Anti-GM; (CIM La Habana)

- Anti-GM3 (Seikagaku)

- Anti-Ig biotinilado de conejo
(Sigma)

- Anti-Neu5Gc (EuropaBioproducts)
- Butanol (Sigma)

- Cloroformo (Merck, J.T. Baker)
- Cloruro calcico (Panreac)

- Cloruro potasico (Panreac)

- Cloruro sodico (Panreac)

- Dihidrogeno fosfato sodico
(Merck)

- Disolucion azul tripan (Sigma)
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- Disolucion tripsina-EDTA (2,5%,
p/v) (Gibco)

- Estreptavidina-fosfatasa alcalina
(Sigma)

- Extracto porcino biliar (Sigma)
- Ficoeritrina (Sigma)

- Formiato sodico (Fluka)

- Fungizona (Gibco)

- GD3 100% (Matreya)

- GM3 98% (HyTest)

- HEPES (Gibco)

- Hexano (Merck)

- Hidrogeno carbonato sédico
(Merck)

- Hidrogeno fosfato sodico (Merck)
- Hidrosulfito sédico (Sigma)

- Hidroxido sodico (Merck)

- Isopropanol acido (Sigma)

- Isotiocianato de fluoresceina
(Sigma)

- L-Glutamina (Gibco)

- Lowry A'y B (Sigma)

- Medio minimo esencial Dubelco
(Gibco)

- Metanol para anélisis y HPLC
(Merck, J.T. Baker)

- B-Mercaptoetanol (Fluka)

- Orcinol (Panreac)

- Pancreatina porcina (Sigma)

- Patron ganglidsidos cerebro
bovino (cortesia Dr. Hueso)

- Pepsina porcina (Sigma)

- Phospray (Supelco)

- Piruvato sodico (Gibco)

- Poli-isobutilisometacrilato (Sigma)
- Reactivo Foli-Ciocalteu (Sigma)
- Resorcinol (Sigma)

- Sulfato de cobre (Merck)

- Triton (Fluka)

- Trizma Base (Sigma)
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ANEXO |1l — Disoluciones

- Disolucion de pepsina: 0,125 g de pepsina se disuelven en 10 ml de HCI
0,1 M (85 mL a 100 mL con agua desionizada).

- Disolucién de pancreatina — extracto biliar: 0,05 g de pancreatina, 0,312 ¢
de extracto biliar se disuelven en 12,5 ml de NaHCO3 0,1 M (0,84 g a 100
mL con agua desionizada).

- Disolucion MTT: 50 mg se llevan a 100 mL con tampon PBS.

- Medio minimo esencial de cultivo celular adicionado: DMEM (4,5 g de
glucosa/L) con 10% BSA, 1% aminoacidos no esenciales, 1% antibioticos,
1% L-glutamina, 1% HEPES, 0,4% fungizona (todos los % en v/v).

- Reactivo derivatizante (DMB): 90 uL DMB 44,42 mM (10 mg a 1mL), 43
uL de &cido aceético glacial, 50 uL de hidrosulfito sédico 140 mM (30gal
mL), 28 uL de B-mercaptoetanol y 289 uL de agua Milli-Q.

- Reactivo de orcinol: 50 mg de orcinol, 39,5 mL de agua desionizada y 10

mL de &cido sulfirico.

- Reactivo de resorcinol: 10 mL de disolucion de resorcinol 2% (2g a
100mL), 80 mL de &cido clorhidrico fumante y 0,25 mL de sulfato de cobre
0,1M (24,7 g a 1L con agua desionizada) se llevan a 100 mL con agua

desionizada.

- Tampdn PBS: 8,5 g de cloruro sodico, 1,34 g de hidrogenofosfato sédico y

0,34 g de dihidrogenofosfato sddico se lleva a 1 L con agua desionizada.
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ANEXO IV — Material

- Cémara de recuento celular Neubauer (Bad Mergentheim)

- Cartuchos para extraccion en fase solida C-18 Sep-Pack (Waters)

- Columna cromatografica Hidrosorb RP-18 (250 x 4,6 mm, 5um) y
precolumna Hidrosorb RP-18 (5um) (Merck)

- Columna de vidrio con frita ceramica (20 cm, ¢ 0,8 cm) (Biorad)

- Cubeta de desarrollo para TLC (5 x 10,5 x 11,5 cm) (Afora)

- Cubetas espectrofotométricas desechables semi-micro (Levantina)

- Frascos estériles para cultivos celulares de 75 y 150 mL (Corning)

- Filtros con frita ceramica (g 5 cm) (Scharlab)

- Filtros de membrana de 0,2 um (Millipore)

- Material de plastico y vidrio de uso comun en el laboratorio (Levantina,
Afora, Scharlab)

- Membrana de dialisis 3500 MWCO, 45 mm anchura, 29 mm g
(SpectraPor)

- Microcon Ultracel YM-10 (Millipore)

- Placas HPTLC silica gel 60 con base de aluminio de 20 x 20 cm (Merck)

- Placas HPTLC silica gel 60 con base de vidrio de 10 x 10 cm y 10 x 10 cm
premarcadas 5 x 5 cm (Merck)

- Placas de 24 pocillos con un area de 2,01 cm?/pocillo (Corning)

- Placas para microscopia de 8 pocillos con un érea de 0,8 cm?/pocillo
(Nunc)

- Resina DEAE-Sephadex, 40-125 um lecho seco (Sigma)

- Resina Dowex 1x8 — 400 mesh (Fluka)

- Resina Dowex Marathon A2 (Sigma)
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- Revelador para TLC (Camag)

ANEXO V - Instrumentacion

- Agitador de tubos vortex, WhirliMixer (Fison Scientific)
- Agitador magnético de 9 zonas, Multimatic N9 (P-Selecta)
- Balanza de precision, HA-180M (AND)
- Bafio — agitador, SB530 (Stuart)
- Bascula, 572 (Kern)
- Bloque calefactor, Stuart Scientific (Bibby)
- Cabina flujo laminar, BiollA (Telstar)
- Camara refrigerada (R. Masip-Ingeniero)
- Centrifuga, 3K15 (Sigma)
- Centrifuga, 5810R (Eppendorf)
- Centrifuga, GT422 (Jouan)
- Congelador -20°C, Confort (Lieber)
- Congelador -85°C, UN-6512E (Nuoire)
- Densitémetro, CS-9000 (Shimadzu)
- Equipo generacidn agua desionizada, Elix 3-UV (Millipore)
- Equipo generacion agua Milli-Q, Plus (Millipore)
- Espectrofotometro, Lamba 2 (Perkin Elmer)
- Espectrofotometro de masas, Bruker Esquire 3000 plus (Bruker)
- Estufa de atmosfera controlada (Thermo)
- Evaporador de nitrégeno (Afora)
- Liofilizador, CT4 (EtoSic)
- Microscopio confocal, TCS SP (Leica)
- Microscopio invertido, CK2 (Olympus)
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- pHmetro, GLP-21 (Crison)

- Placa calefactora, TLC plate heater 111 (Camag)

- Polytron, PT2000 (Kinematica)

- Sistema HPLC Waters: controlador 600, bomba 600, desgasificador,
automuestreador 771 plus, detector fluorescencia 747, colector de fracciones
I1. Estufa columna (Jones)

- Sistema rotavapor: rotavapor, R200 y bafio, B480 (Biichi); bomba, M7-2C
(Vacuumbrand); sistema recirculacion de refrigerante, F12 (Julabo)
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