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RESUMEN

Se ha demostrado que los oligosacaridos de leche humana confieren muchos
beneficios al infante, ya que contribuyen a un buen desarrollo del sistema
inmunolégico y ayudan a proteger el tracto gastrointestinal que a partir del

nacimiento empieza a ser habitado por microbiota que la madre le trasfiere al bebé.

En el proceso de colonizacion participan diversas bacterias que provienen de la
materia fecal y vaginal de la madre sin embargo, también interviene el medio
ambiente que rodea al infante. Adicionalmente, la leche humana juega un papel
importante para el desarrollo del lactante, pues proporciona a éste diversos
nutrientes, algunos de ellos con propiedades prebiéticas y antimicrobianas,

ademas de microorganismos probidticos.

Uno de los microorganismos que empieza a colonizar el intestino del neonato es
Escherichia coli, un bacilo Gram negativo que causa comunmente enfermedades

en el tracto intestinal de los recién nacidos.

El presente estudio tiene como principal objetivo comprobar la importancia de la
fucosa en los oligosacéaridos de leche humana y su efecto anti infeccioso por
exposicién a células de Escherichia coli mediante pruebas de adherencia y la
posterior cuantificacion de los oligosacaridos antes y después de la prueba,
haciendo uso de la técnica analitica de cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC).

Al comparar el perfil obtenido de los oligosacaridos de leche humana luego de la
prueba de adherencia con el perfil obtenido de los oligosacaridos a1-2
desfucosilados, las células de Escherichia coli presentaron menor adherencia en
los oligosacaridos a1-2 desfucosilados que en los oligosacaridos que estaban

estructuralmente completos.

Con estos resultados se comprueba que la fucosa presenta un papel importante
en los oligosacaridos ya que se sabe que es un sitio de reconocimiento para las
células de Escherichia coli, lo que contribuye a la adherencia en el intestino

reduciendo la incidencia de infeccion por este patégeno.



INTRODUCCION

La leche humana es el alimento ideal para el lactante, pues ésta, posee diversos
macronutrientes, micronutrientes y compuestos bioactivos. La leche humana
posee mas de 130 oligosacaridos distintos, estos conforman el tercer componente
mas importante después de la lactosa y los lipidos y estan presentes en mayor
cantidad que las proteinas; estan formados por una combinacion variable de D-

glucosa, D-galactosa, 4cido sialico, L-fucosa, y N-acetilglucosamina (Kunz, 1993).

La concentracion de oligosacaridos varia generalmente de acuerdo al periodo de
lactancia, momento del dia y herencia genética. Los oligosacaridos mas
abundantes en la leche humana son los oligosacaridos libres (no conjugados) y
neutros; estos ultimos contienen fucosa en el extremo terminal ya sea unida por
enlaces a[1-2], a[1-3] o a[1-4].

Se sabe que los oligosacéridos de leche humana tienen un efecto anti-infeccioso
gue protege a los infantes al prevenir que los patdgenos se adhieran a las células
del tejido epitelial, ya que estos oligosacaridos son receptores solubles analogos
de los carbohidratos de la superficie celular y compiten con los ligandos epiteliales
por las bacterias patégenas y los virus (Newburg, 2000), es por ello, que tienen un

rol muy importante en la prevencion de infecciones en el lactante.

A pesar de que actualmente se reconoce la importancia bioloégica de los
oligosacéridos presentes en la leche humana para la salud del lactante, se
desconocen muchos aspectos estructurales y comportamiento metabdlico de

estos compuestos.



Estudios in vivo e in vitro han demostrado que algunas bacterias patdégenas, se
unen a oligosacaridos de leche humana, lo que les confiere capacidad de inhibir la

adhesion celular y a prevenir el desarrollo de enfermedades (Brand et al., 1995).

Los oligosacéridos de leche humana al tener similitud estructural con los
receptores celulares de bacterias como Escherichia coli pueden impedir la
colonizacion del intestino evitando el proceso infeccioso, de manera que en el
presente trabajoé se probo poner en contacto células de Escherichia coli con los
oligosacaridos de leche humana con el fin establecer una técnica relativamente
sencilla que nos pudiera servir para saber si dicha bacteria se adhiere a los
oligosacaridos, y con ello obtener una aproximacion sobre qué tipo de
oligosacaridos ejercen mayor efecto protector en el infante, impidiendo infecciones

gastrointestinales causadas por este patoégeno.

Los oligosacaridos fucosilados son capaces de impedir la unién de las
enterotoxinas de Escherichia coli a las células epiteliales del intestino, es por ello
gue la fucosa es importante para que se lleve a cabo la adherencia. En este trabajo
se realizdé una reaccion de hidrolisis de fucosa en los oligosacéaridos de leche
humana con el objetivo de observar el efecto protector de estos oligosacaridos sin

fucosa unido por el enlace a[1-2].



MARCO TEORICO

Leche humana

Es un complejo fluido bioldgico que se adapta a los requerimientos nutricionales e
inmunoldgicos del nifio durante los primeros 6 meses de vida, contiene muchos
componentes bioactivos, enzimas y hormonas los cuales intervienen en la

proteccién contra la invasién de agentes patégenos (Harris, 2006).

La leche humana es el alimento de eleccién durante el periodo lacteo, ya que crea
lazos afectivos entre madre e hijo, ademas de aportar una combinacion de

nutrientes y energia equilibrada para el crecimiento y desarrollo del lactante.

Los diferentes tipos de leche que se producen en la glandula mamaria son los

siguientes: pre-calostro, calostro, leche de transicion, y leche madura.

El pre-calostro se acumula en los alveolos durante el dltimo trimestre de la
gestacion esta compuesto de exudado plasmético, inmunoglobulinas, lactoferrina,

seroalbimina, cloro, sodio y lactosa (Lawrence, 1996).

El calostro se produce durante los 4 dias posteriores al parto, es de escaso
volumen y alta densidad. Contiene menos cantidades de lactosa, grasa y vitaminas
hidrosolubles que la leche madura y mayor cantidad de proteinas, vitaminas
liposolubles (E, A, K, D), carotenos y algunos minerales como sodio y zinc. El B-

caroteno le confiere el color amarillento y el sodio un sabor ligeramente salado.

El escaso volumen del calostro es ideal para el recién nacido, ya que los rifiones
inmaduros de éste no pueden manejar grandes cantidades de liquidos, sus
enzimas facilitan la digestién del bebé debido a que la lactasa y otras enzimas
intestinales estan inmaduras; sus inmunoglobulinas cubren el endotelio del tubo
digestivo y funcionan también como un primer mecanismo de anti-adherencia de

los patogenos.



La leche de transicién, es la leche que se produce entre el cuarto y el décimo quinto
dia después del parto, a partir del sexto dia del parto empieza a aumentar la
produccioén de leche hasta alcanzar un volumen que va de los 600 a los 800 ml/dia.
Durante esos dias los niveles de proteinas, inmunoglobulinas y vitaminas
liposolubles disminuyen, y aumentan la lactosa, las grasas, las vitaminas
hidrosolubles y el valor cal6rico total. La leche de transicion va cambiando

invariablemente hasta alcanzar las caracteristicas de la leche madura.

Por ultimo, la leche humana madura tiene una gran variedad de elementos, de los
cuales so6lo algunos son conocidos. La variacion de sus componentes se observa
no solo entre mujeres, sino también en la misma madre, entre ambas mamas, entre

lactadas, durante una misma mamada y en las distintas etapas de la lactancia.

El volumen promedio de leche madura producida por una mujer es de 700 a 900
mil/dia durante los 6 primeros meses postparto (Lawrence, 1989) vy
aproximadamente 500 ml/dia en el segundo semestre. El aporte promedio de este
tipo de leche es de 75 Kcal/100 ml. (Temboury, 2007).

La lactancia humana es de los factores mas importantes que afectan
inmediatamente 0 a corto plazo al crecimiento del infante, asi como a la
composicién y funciones corporales. Ademas, la alimentacién en este periodo
critico de la vida va a ejercer efectos a largo plazo sobre diferentes procesos
fisioldgicos y metabdlicos. De esta manera la leche humana juega un papel clave
en la disminucion de la incidencia de enfermedades, debido a la importancia

nutrimental y los efectos benéficos que presenta (Gomez et al., 2009).



Composicion de laleche humana

Los principales componentes de la leche son: agua, proteinas, carbohidratos,

grasas, minerales y vitaminas, también contiene, hormonas y enzimas.
Agua

La leche humana contiene un 88% de agua y su osmolaridad es semejante al
plasma, lo que permite al nifio mantener un perfecto equilibrio electrolitico (Raiha,
1985).

Proteinas

Las proteinas de la leche humana estdn compuestas de 30% de caseina'y 70%
de proteinas del suero. La caseina estd formada por micelas complejas de
caseinato y fosfato de calcio. Las proteinas del suero son entre otras: alfa-
lactoalbumina (de alto valor biolégico para el nifio), seroalbumina, beta-
lactoglobulinas, inmunoglobulinas, glicoproteinas, lactoferrina, lisozima, enzimas,
moduladores del crecimiento, hormonas y prostaglandinas. Las inmunoglobulinas
de la leche humana son diferentes a las del plasma, tanto en calidad como en
concentracion. La lactoferrina ademas de su accion bacteriostatica sobre ciertos
gérmenes ferrodependientes (E. coli), contribuye a la absorcién del hierro en el
intestino del nifio. (Raiha, 1985). Ocho de los veinte aminoacidos presentes en la
leche son esenciales y provienen del plasma de la madre. El epitelio alveolar de la
glandula mamaria sintetiza algunos aminoacidos no esenciales como la taurina
gue es un importante aminoécido libre de la leche humana, que el recién nacido

no es capaz de sintetizar.
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Carbohidratos.

Los carbohidratos representan el 40-50% del contenido caldrico de la leche. A
pesar de ello, el interés por la composicion de la leche humana y para crear
formulas artificiales semejantes a la misma, se ha centrado en otros componentes
tales como proteinas o grasas, quedando relegados los carbohidratos a un nivel
secundario. Sin embargo, hoy en dia se considera que algunos componentes de

esta fraccion son agentes saludables para el bienestar del bebé.

El carbohidrato predominante en la leche es la lactosa cuya concentracion es de
6-7 g/100 ml (Coppa et al., 1993). La concentracion de lactosa aumenta
significativamente entre el segundo y tercer mes, mientras que el contenido de los
otros carbohidratos (mono, di y oligosacéaridos), es maximo en las primeras

semanas de vida y desciende significativamente después (Coppa et al., 1993).

Oligosacaridos

Los oligosacaridos son estructuras de mas de 20 monosacaridos unidos mediante
el carbono anomérico y el grupo hidroxilo de otro monosacérido, a través de un
enlace glicosidico. Esta propiedad provoca gran variabilidad estructural en los

oligosacaridos.

Por lo general los disacaridos naturales se pueden producir mediante los

siguientes enlaces:

Enlace 1,4: El carbono anomérico se enlaza al atomo de oxigeno del carbono 4

del segundo monosacérido.

Enlace 1,6: El carbono anomérico se enlaza al atomo de oxigeno del carbono 6

del segundo monosacérido.

Las estructuras mas abundantes son los disacaridos, sin embargo, estos mismos
pueden irse uniendo a otro monosacarido por medio de enlaces glicosidicos para

formar trisacaridos, tetrasacaridos, o en general oligosacaridos.
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Fig 1. Representacion del enlace glicosidico

Los oligosacéridos forman parte de los glicolipidos y glicoproteinas; estructuras
gue se encuentran en la superficie externa de la membrana plasmatica, por esta

razén representan un papel importante en las funciones de reconocimiento en

superficies celulares. La interaccion de ciertos patdgenos con células del anfitrion
se da a través de glicoproteinas.

Oligosacaridos de leche humana.

Entre los beneficios de la leche humana se encuentran componentes con
capacidad funcional, es decir, que confieren un efecto prebidtico. Estos, estimulan
en el colon, el desarrollo de microbiota benéfica y modulan el sistema inmunitario

de manera que se ve disminuida la incidencia de procesos infecciosos

gastrointestinales que comprometen la salud del infante (Chirdo et al., 2011).

En la clasificacion mas sencilla, se considera que existen 3 principales categorias:
oligosacaridos primarios que

incluyen a los galactooligosacaridos (GOS),

oligosacaridos neutros; que incluye a

los oligosacaridos fucosilados y
oligosacaridos acidos, con predominio en el contenido de acido sialico ademas de

12



los sialilfucosil-oligosacaridos, que contienen fucosa y &acido sialico. Estos
oligosacaridos van cambiando de proporcion en funcién del tiempo de lactancia.
(Fig. 2) (Chirdo et al.,2011).

La fucosa resulta de la reduccion del carbono de un monosacarido liberando un
grupo OH por lo cual es llamada desoxiazucar. Tanto la fucosa como el acido
sidlico tienen en su estructura un anillo pirandsico constituido por 5 carbonos y un
oxigeno formado por un hemiacetal en conformacion de silla. El &cido sialico es un

monosacarido derivado del acido neuraminico.

O
HO)>—QOH

HO
OH

L-fucose ;
Acido sialico

Fig. 2 Estructuras de L-fucosa y acido sialico

Algunos de los oligosacaridos mas importantes que se han encontrado son Lacto-

N-tetrosa, Lacto-N-Difucohexosa o Sialil-lacto-N-tetrosa c¢ (Tabla 1).

Tabla 1. Oligosacaridos de leche humana (Adaptado por Kunz, et al., 2000)

Oligosacaridos Fucosil-oligosacéaridos Sialil- oligosacaridos
primarios
Lacto-N-tetrosa Lacto-N-Difucohexosa Sialil-lacto-N-tetrosa ¢
Lacto-neo-tetrosa Trifucosil-lacto-N-hexosa 6-sialil-lactosa
Lacto-N-hexosa Difucosil-lacto-N-hexosa Sialil-lacto-N-tetrosa a

13



Lacto-N-neohexosa Difucosil-lacto-N-hexosa b 3-sialil-lactosa
Difucosil-lacto-N-hexosa | Sialil-lacto-N-tetrosa b
3’-Fucosil-lactosa Disialil-lacto-N-tetrosa
Lacto-N-fucopentosa Il
2’-Fucosil-lactosa
Lacto-N-fucopentosa |

Monofucosil-lacto-N-hexosa Il

Como se menciond anteriormente, los niveles de los oligosacaridos son mas
elevados en el calostro que en la leche madura. Aumentan los 5 primeros dias
para descender a lo largo de los tres meses siguientes. También se han observado
variaciones en su composicion cuantitativa. Durante las primeras 13 semanas de
lactancia, el acido sialico disminuye en un 71%, la N-acetilglucosamina en un 56%
y la fucosa en un 35% (figura 3). Como consecuencia de los cambios, el resto de
N-acetilglucosamina pasa a ser el componente mayoritario, seguido de fucosa y
acido sialico.

® OS primarios
m OS fucosilados
OS sialilados

Oligosaciridos (g/dL)

le °
o . °

0 10 20 30 40 50 60 70 B0 90 100

Dias de lactancia

Figura 3. Gréfica de la cinética de cambio de concentracion de los oligosacaridos

de leche humana en funcion del tiempo de lactancia (Chirdo et al., 2011)
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La importancia bioldgica de esta variacion en el perfil de oligosacéaridos es aun
desconocida, pero parece logico pensar que los oligosacéaridos formados a partir
de dichos restos de monomeros seran diferentes a los del inicio de la lactancia, ya
gue la composicion de la leche se adapta a las necesidades del nifio (Miller et al.,
1994).

La concentracion de oligosacaridos no varia durante la toma, pero si se observan
variaciones a lo largo del dia. La sintesis de oligosacéridos requiere la presencia
de lactosa. Esto explica la existencia de una relacion inversamente proporcional
entre las concentraciones de oligosacaridos y lactosa en la leche humana (Mc
Veagh et al., 1997).

Estructura de los oligosacéaridos de leche humana.

Las funciones bioldgicas de los oligosacaridos estan intimamente relacionadas con
la conformacion estructural de estos (Tabla 2). En la leche humana los
oligosacaridos consisten en combinaciones de cinco diferentes monémeros: D-
glucosa (Glc), D-galactosa (Gal), L-Fucosa (Fuc), N-acetilglucosamina (GIcNAc) y
acido sialico [Acido N-acetil neuramico (NeuAc)], y su longitud varia de tres a diez
residuos de monosacaridos. La lactosa se encuentra generalmente en el extremo

reductor.

Tabla 2. Estructura de los oligosacaridos en la leche humana. (A. El-Hawiet et al.,
2014).

Nombre Estructura

2’-fucosil lactosa a-L-Fuc-(1—2)-B-D-Glc
3-fucosil lactosa B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-B-D-Glc
Difucosil lactosa a-L-Fuc-(1—2)-B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-
(1—3)]-B-D-Glc
3"-sialil lactosa a-D-Neu5Ac-(2—3)-B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc
"-sialil lactosa a-D-Neu5Ac-(2—6)-B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc

15



-sialil-3-fucosil lactosa

a-D-NeubAc-(2—3)-B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-
(1—3)]-D-Glc

Lacto-N-tetrosa

B-D-Gal-(1—3)-B-D-GIcNAc-(1—3)-B-D-Gal-
(1—4)--D-Glc

Lacto-N-fucopentosa |

a-L-Fuc-(1—2)-B-D-Gal-(1—3)-B-D-GIcNAc-
(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-p-D-Glc

Lacto-N-fucopentosa ll

B-D-Gal-(1—3)-[a-L-Fuc(1—4)]-B-D-GIcNAc-
(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc

Lacto-N-difucohexosa |

a-L-Fuc-(1—2)-6-D-Gal-(1—3)-[a-L-Fuc-
(1—4)]-B-D-GIcNAc-(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-6-
D-Glc

Difucosil lacto-N-hexosa

B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc(1—3)-GlcNAc-
(1—6)]-[a-L-Fuc-(1—2)-B-D-Gal-(1—3)-B-D-
GlcNAc-(1—3])-B-D-Gal-(1—4)-5-D-Glc

Sialil lacto-N-tetrosa a

a-D-Neu5Ac-(2—3)-B-D-Gal-(1—3)-B-D-
GIcNAc-(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-6-D-Glc

Sialil lacto-N-tetrosa b

a-D-Neu5Ac-(2— 6)-[B-D-Gal-(1—3)]-B-D-
GlcNAc-(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc

Diasil lacto-N-tetrosa

a-D-Neub5Ac-(2—3)-B-D-Gal-(1—3)-[a-D-
Neu5Ac-(2—6)]-B-D-GIcNAc-(1—3)-B-D-Gal-
(1—4)-B-D-Glc

Sialil fucosil lacto-N-tetrosa

a-D-Neu5Ac-(2— 3)-6-D-Gal-(1—3)-[a-L-
Fuc(1—4)]-B-D-GIcNAc-(1—3)-B-D-Gal-
(1—4)-B-D-Glc

Sialil lacto-N-fucopentosa

a-L-Fuc-(1—2)-B-D-Gal-(1—3)-[a-D-Neu5Ac-
(2—6)]-B-D-GIcNAc-(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-3-
D-Glc

Lacto-N-tetrosa

B-D-Gal-(1—4)-B-D-GIcNAc-(1—3)-B-D-Gal-
(1—4)-B-D-Glc
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Lacto-N-Fucopentosa lll B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc(1—3)]-B-D-GIcNAc-
(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc

Difucosil-para-lacto-N- B-D-Gal-(1—3)-[a-L-Fuc(1—4)]-B-D-GIcNAc-

hexosa (1—3)-B-D-Gal-(1—4)-[a-L-Fuc-(1—3)]-B-D-
GIcNAc(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-B-D-Glc

Sialil lacto-N-tetrosa c a-D-NeubAc-(2—6)-[B-D-Gal-(1—4)]-B-D-

GlcNAc-(1—3)-B-D-Gal-(1—4)-3-D-Glc

Oligosacéaridos fucosilados

Segun estudios los oligosacaridos de leche humana, especialmente los
fucosilados protegen a los infantes de los microorganismos patégenos. Se ha
reportado que algunos oligosacaridos fucosilados inhiben la adhesién de E. coli
enteropatogénica y de otros géneros invasivos a las células epiteliales (Ruiz et al.,
1992).

Se sabe que los oligosacéridos inhiben la unién de Campylobacter jejuni y de la
enterotoxina de E. coli a las células anfitrion por medio de mecanismos de
adherencia, con lo cual evitan la proliferacion y protegen al recién nacido y al

lactante de enfermedades causadas por dichas bacterias (Morrow et al., 2004).

Otra de las evidencias que ha denotado la importancia de los oligosacaridos de
leche humana, es que en presencia de estos se ha visto que las bacterias lacticas
son capaces de desarrollarse en el intestino humano, mejorando la microbiota

intestinal generando beneficios en el infante.
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Efecto directo e indirecto de los oligosacaridos de leche humana

La alimentacion de los neonatos con leche humana ha sido identificada como el
medio méas efectivo para proteger a los nifios menores de cinco afos frente a
infecciones gastrointestinales. La leche contiene una extensa variedad de factores
de defensa provenientes del sistema inmune innato, ademas de los que le confiere

la madre.

En los ultimos afios los oligosacaridos de leche humana han sido altamente
estudiados por los beneficios que aportan a la salud. Se han estudiado
principalmente dos efectos; directo o anti-infeccioso, e indirecto o prebidtico,

(Dominguez et al., 2009).

Como se ha mencionado anteriormente, de manera directa los oligosacéaridos
bloquean la adhesion de microorganismos patdégenos evitando infecciones
intestinales, y de manera indirecta se favorece la bifidogénesis, es decir se
incrementa la concentracion de lactobacilos y bifidobacterias componentes
principales de la microbiota intestinal, de manera que también permite excluir a

patégenos del tracto gastrointestinal (Fig. 4).

Oligosacéridos de
la leche humana

|

Efecto directo Efecto indirecto

Bloqueo de adhesion de Fermentacién selectiva
microorganismos patégenos por microbiota intestinal

!
|

Produccién de acidos
de cadena corta
(+ pH)
Competencia con patSgenos
por sitios de adhesién
| Produccion de bacteriocinas

| Modulacién del sistema inmune

Figura 4. Diagrama del efecto protector de los oligosacéaridos de leche humana
(Dominguez et al., 2009).
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Efecto prebiodtico de los oligosacaridos de leche humana

Se define a un prebidtico como un alimento no digerible, que estimula
selectivamente el crecimiento o la actividad de bacterias en el colon, beneficiando
la salud del anfitrion (Gibson, 1995 y 2004).

Para que un alimento pueda considerarse como prebiotico debera presentar las
caracteristicas que se enlistan a continuacién (Roberfroid, 2007):

a) Resistencia a la digestion en el intestino delgado

b) Fermentacion parcial por bacterias en el intestino grueso

c) Estimulacion selectiva de la actividad de una o de un ndmero limitado de

bacterias en el intestino grueso

Los oligosacaridos de leche humana son considerados como prebiéticos. Se sabe
gue los prebidticos estimulan selectivamente el crecimiento de bifidobacterias y
lactobacilos, productores de sustancias inhibidoras del crecimiento y supervivencia
de patégenos (Gibson et al., 1995, Gibson 2004, Jenkins et al., 1999).

La fermentacion parcial de los oligosacaridos por parte de las bifidobacterias
produce acidos grasos de cadena corta, como butirato, propionato, L-lactato y
acetato. Los tres primeros favorecen el crecimiento y la diferenciacion de células
epiteliales in vivo. El butirato constituye una importante fuente energética para el
colonocito (Gibson, 2004).

La microbiota intestinal evoluciona durante los primeros afios de vida hasta
constituirse de manera estable. Se ha observado que la microbiota persiste hasta
una etapa adulta, por ello es importante establecer una microbiota intestinal

bifidogénica desde la etapa de lactancia.
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Efecto anti-infeccioso

Las enfermedades diarreicas infecciosas constituyen la principal causa de
morbilidad y mortalidad de los nifios recién nacidos, no solo en paises en vias de
desarrollo sino también en areas desarrolladas (Coppa et al., 2006); tales
infecciones del tracto gastrointestinal son causadas por una amplia variedad de
enteropatégenos, incluyendo bacterias, virus y parasitos (Coppa et al., 2006). Sin
embargo, la lactancia humana ofrece proteccion con diferentes mecanismos contra
la diarrea debido a la presencia de diversos componentes presentes en la leche
humana (Howie et al., 1990, Morrow et al., 1999); las cuales incluyen
oligosacaridos (Morrow et al., 2005) ademas de inmunoglobulinas, citoquinas,
prolactina, leucocitos, lactoferrina y lisozimas (Cervera, 1994).

Durante el primer afio de vida los lactantes necesitan una proteccion adicional
frente a patdgenos, debido a que presentan un mayor pH gastrico y a la inmadurez
de su sistema inmune. Varios estudios han demostrado que existe una mayor
resistencia a las infecciones gastrointestinales, respiratorias y urinarias en los
nifios alimentados con lactancia natural frente a los que consumen férmulas
infantiles (Feachem-Adlerberth et al., 1990).

Los oligosacéaridos de la leche humana (OLH) han tomado gran importancia en la
investigacion, pues se sabe que tienen un efecto anti-infeccioso, ya que actlan
como ligando competitivo para bacterias, hongos, virus y protozoos inhibiendo la

colonizacion e infecciones intestinales (Newburg, 2000).

Los oligosacaridos ejercen un efecto anti-infeccioso a través de 2 mecanismos:
inhibiendo la colonizaciébn y el crecimiento de patdgenos, ya que actian
interrumpiendo las interacciones adhesina-receptor (Figura 5y 6), y ejerciendo un
efecto prebidtico, es decir favoreciendo el desarrollo de algunas bacterias

benéficas para el individuo.
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Lo anterior ha resultado util con algunos oligosacaridos fucosilados solubles que
inhiben por competicion la union de patdégenos a los receptores de las células
intestinales, ya que pueden actuar como analogos de éstos y por lo tanto proteger
a los recién nacidos de enfermedades entéricas (Newburg et al 2005).

Adhesina

Glicoconjugado
receptor

Céilula del epitelio intestinal

Figura 5. Reconocimiento de adhesinas bacterianas a los receptores
oligosacaridos (Dominguez et al.,2009)
Estos oligosacéaridos también proveen el sustrato para bacterias del colon del
infante y por lo tanto contribuyen a las diferencias que existen en el pH vy la
microbiota fecal de nifios alimentados por leche humana y nifios alimentados con

formula maternizada (Kunz, et al., 2014).

La especificidad de un patégeno por un tipo celular estd determinada por la
presencia de oligosacaridos apropiados en la membrana celular, la fuerza de unién
y el nimero de uniones patégeno/célula, estos receptores son altamente
especificos, sin embargo, las interacciones son débiles, de tal modo, los OLH
pueden desprender a las bacterias de las membranas celulares (Brand et al.,
1995).

§ e Adhesina

Cd ‘ \\ P \ — Oligosacarido

slicoconjugado Prebiotico

receptor

£ o

Celula del epitelio intestinal

Figura 6. Diagrama de la actividad inhibitoria de oligosacaridos (analogos a
glicanos receptores) como inhibidores de adhesion bacteriana (Dominguez et al.,
2009)
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Estudios relacionados

Anteriormente se ha estudiado el efecto de los oligosacaridos de leche humana en
la inhibicion de la adherencia en cepas de E. coli enterotoxigénica (ETEC) y
uropatogénica (UPEC) sobre tejidos celulares (Martin-Sosa et al., 2002). En este
estudio se observo que las adhesinas de estos patdgenos reconocieron a los
oligosacaridos que contienen galactosa y acido sialico (Ofek 1990, Sharon 2006).

En otros estudios se ha demostrado ya, el papel de la fucosa como inhibidora de
adhesion de la toxina termoestable de E. coli a los receptores intestinales (Crane
et al., 1994).

También se ha demostrado la importancia de los oligosacaridos fucosilados en la
prevencion de diarrea en infantes causada por Campylobacter jejunii, calcivirus y
ETEC (Morrow et al., 2004).

Asi los oligosacéridos derivados de la leche humana han mostrado que tienen
actividad anti-adhesiva contra varios patégenos (Coppa et al., 2006; Newburg
2009), siendo especialmente protectora contra enfermedades diarreicas infantiles
la fraccion de fucosil-glicano (Morrow et al., 2005). La 2’fucosil lactosa bloqueé in
vitro la union del enteropatdégeno Campylobacter jejuni al antigeno H (O) del grupo
sanguineo expresado en la superficie de las células epiteliales, inhibiendo la
infeccion por Campylobacter in vivo (Ruiz-Palacios et al., 2003). La adherencia
localizada de Escherichia coli enteropatégena (EPEC) fue inhibida por
tetrasacaridos y pentasacaridos fucosilados, lo que sugiere un papel de estos
azucares como sitios de union (Cravioto et al., 1991).

Lane et al. (2012) desarrollaron un método para detectar la interaccion de las
células de bacterias con algunos de los oligosacaridos que se encuentran en la
leche de vaca. Ya se habia probado esta interaccién bacteria-carbohidrato, con
lineas celulares sin embargo, este método permite de manera mas rapida

encontrar estas interacciones y asociarlas estructuralmente. De este estudio se
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encontré que existe interaccion de las células de E. coli con los oligosacaridos

siliados, principalmente: 3"sialil lactosa, disialil lactosa y 6 sialil lactosamina.

Recientemente El-Hawiet et al. (2014) realizaron un estudio mas preciso de
reconocimiento de oligosacaridos de leche humana por exotoxinas de algunas
bacterias patdgenas en las que se encontré un reconocimiento de algunos
oligosacaridos como 2fucosil-lactosa, lacto-N-Tetraosa, lacto-N-fucopentaosa (I,
[I'y Ill), con lo que se ha dejado clara la importancia de estos oligosacaridos y en
general, la importancia de la lactancia humana para proteger a los infantes de
enfermedades y especificamente evitar enfermedades gastrointestinales
causadas por E. coli. Sin embargo, la disponibilidad de OLH es extremadamente
limitada ya que Unicamente se sintetizan en la leche de la madre durante la etapa
de lactacion, por esta razon se han buscado alternativas para sintetizar estos
compuestos a fin de ofrecer mayor disponibilidad.

Colonizacién del intestino del recién nacido

Se ha descrito que entre las primeras 24 a 72 horas pasadas del parto, el lumen
del colon es colonizado por enterobacterias provenientes de la microbiota fecal
humana. Dado que el lumen en este punto contiene una gran cantidad de oxigeno,
estas bacterias lo consumen y generan un ambiente anaerobio facultativo, es
decir, crecen en presencia 0 ausencia de oxigeno. Este ambiente resulta ser
favorable para las bacterias anaerobias, que se vuelven microbiota predominante
en los niflos alimentados con leche humana. Dentro de estas bacterias se
encuentran asociados los lactobacilos y bifidobacterias, ademas de las
enterobacterias (Brunser, 2013).

Como se mencion6 con anterioridad, se ha postulado que el inicio de la
colonizacion de los neonatos por bacterias fecales de origen materno, y por la
microbiota de la leche humana, otorga beneficios inmunolégicos al lactante.
Ademas, bacterias de la microbiota intestinal potencian la calidad de la funcién de

barrera de la mucosa intestinal asi como la produccion de mucina por las células
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caliciformes, estimula la sintesis de péptidos con actividad antimicrobiana
(Brunser, 2013).

Familia Enterobacteriaceae

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae se clasifican principalmente en dos
grupos; en el primero se encuentran los microorganismos que colonizan
habitualmente el tubo digestivo o que se asocian en forma mas notoria a
infecciones humanas. Aunque muchas de las bacterias de esta familia que causan
infecciones en el ser humano forman parte de la microbiota gastrointestinal normal,
hay excepciones como el bacilo de la peste Yersinia pestis. En el segundo grupo
se encuentran géneros que pueden colonizar a los seres humanos pero rara vez
se asocian con infecciones humanas o que en la mayoria de los casos reconocen

como habitantes del medio o colonizadores de otros animales.

La mayoria de los miembros de la familia Enterobateriaceae son microorganismos
gue fermentan la glucosa, y que con raras excepciones reducen los nitratos a
nitritos. Ademas, salvo Shigella dysenteriae de tipo 1, todos los integrantes
producen catalasa.

Estos microorganismos habitan en una amplia variedad de nichos que incluyen el
tubo digestivo del ser humano y de otros animales y en diversos sitios ambientales.
En el caso de las especies que suelen colonizar a los seres humanos pueden
producirse infecciones cuando las cepas bacterianas propias de un paciente (es
decir las cepas enddgenas) establecen infecciones en un sitio del cuerpo que por

lo general es estéril.

Especies como Salmonella, Shigella y Yersinia enterocolitica solo habitan en el
intestino cuando causan infeccion y se adquieren por la ingestion de alimentos o
agua contaminados. Este también es el modo de transmision de los diversos tipos

de E. coli que causan infecciones gastrointestinales.
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Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo (Figura 7), que fermenta produciendo
acido y gas a partir de la glucosa, lactosa y otros azucares. Produce reaccion
positiva de rojo de metilo, y negativa de Vogues-Proskauer.

Se clasifica en més de 170 serogrupos O segun las caracteristicas antigénicas de
su lipopolisacérido, y en serotipos por la combinacién de antigenos O y H
flagelares. Otros antigenos presentes en distintas cepas (como capsulares, 0
fimbriales) han sido empleados para su clasificacion y/o identificacion. E. coli
coloniza el tracto gastrointestinal a las pocas horas de vida del nifio, y establece
con el anfitrion una relacion estable de mutuo beneficio (Drasar y Hill, 1974). Como
integrante de la microbiota normal del hombre y de muchos animales, se le
considera indicador de contaminacion fecal cuando esta presente en el ambiente,
agua y alimentos, junto con otros microorganismos similares, agrupados bajo la

denominacién de "bacterias coliformes".

=

Figufa 7. Morfologia de Escherichia coli.

Entre las cepas causantes de diarrea en neonatos se encuentran E. coli

Enteropatogénica (EPEC).

EPEC fue el primer grupo que se identificd serolégicamente y se asocio con casos
de diarrea en infantes, siendo la adherencia su principal factor de patogenicidad.
El proceso de adherencia intima entre la bacteria y la membrana de las células del

epitelio intestinal, seguida de la destruccibn de la microvellosidad, con
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polimerizacién de actina, que lleva a la alteracion del citoesqueleto en el sitio de la

unién de la bacteria (Eslava, 1994).

La adherencia esta mediada por pilis o fimbrias rizadas cuya informacion genética
esta codificada en un plasmido EAF (EPEC factor de adherencia) y de algunos
genes cromosomales (Girén, 1994).

EPEC puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea. Este grupo afecta
principalmente a nifios menores de seis meses y a los de dos afios. También
puede aislarse en adultos enfermos y sanos, principalmente cuando hay un factor
predisponente como diabetes (Rodriguez, 2002). La forma de transmision de la
enfermedad es fecal-oral por manos contaminadas de personal que interviene en

la manipulacion de alimentos.

Mecanismos de patogenicidad de Escherichia coli

E. coli presenta diversos mecanismos de patogenicidad, sin embargo, uno de los
principales y con el que relacionamos el presente estudio es el de adherencia, que
esta mediado por unas estructuras llamadas fimbrias o pilis. Asi la bacteria
contacta la superficie de la célula anfitrion. Normalmente, la proteina localizada en
el extremo de la fimbria es la adhesina, que se adhiere a un receptor de la célula
anfitrion constituido por regla general por residuos de carbohidratos de
glucoproteinas o glucolipidos (Vila, 2008).

La adhesina es la proteina que primero es transportada al exterior v,
posteriormente, se establece en el cuerpo de la fimbria por adicién secuencial de
la proteina mayoritaria. Ciertas bacterias Gram negativas poseen proteinas
localizadas en la membrana externa que tienen un papel importante en la
adherencia, se trata de las denominadas adhesinas afimbriadas. En algunas
bacterias, la adherencia a la célula anfitrion se produce en dos pasos. En el primer
paso la interaccién se realiza mediante la fimbria, y en un segundo paso tiene lugar
una union mas intensa en la que, al parecer, intervienen las adhesinas afimbriadas
(Vila, 2008).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la adhesién de distintos monosacéaridos que se encuentran presentes en
los oligosacéaridos de la leche humana a las células de Escherichia coli, bajo
condiciones del tracto gastrointestinal.

Objetivos particulares

Evaluar la adhesién de los monosacaridos glucosa, galactosa, fucosa, lactosa e

inositol en solucién isotdnica a células de Escherichia coli.

Evaluar la adhesion de oligosacaridos de leche humana (OLH) y OLH
desfucosilados a células de Escherichia coli, bajo condiciones intestinales en pH'y

temperatura.

Establecer tedricamente el tipo de OLH que se encuentran en las muestras de
leche estudiadas y a cudles de ellos se adhiere Escherichia coli.

Hipotesis de trabajo
Si existe diferencia en la adhesién de Escherichia coli a los OLH y OLH
desfucosilados se comprobara la importancia de la fucosa para la adherencia a

microorganismos patdgenos.
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METODOLOGIA

A continuacioén, se muestran los esquemas del plan de trabajo desarrollado para

esta investigacion.

Activacion y Preparacion de
acondicionamiento carbohidratos de
de Escherichia coli estudio

Figura 7. Estrategia experimental para las
carbohidratos.

p
Activacion y Preparacion de
acondicionamiento oligosacaridos de
de Escherichia coli leche humana
e e
Pruebas de Desfucosilacion de
adherencia oligosacaridos

Cuantificacion de
oligosacaridos al
final de la prueba

Figura 8. Estrategia experimental para las

oligosacaridos de leche humana.
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Cuantificacion de
carbohidratos al
final de la prueba
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pruebas de adherencia

~

Pruebas de
adherencia

~

Cuantificacion de
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Pruebas con carbohidratos

Activacion y acondicionamiento de Escherichia coli.

Se inocul6 un tubo de caldo nutritivo con 0.5 mL de Escherichia coli y se dejé en

incubacion durante 24 horas a 37°C, bajo condiciones de anaerobiosis.

Transcurrido el tiempo de incubacion se resembré en medio de caldo Brain Heart
Infusion (BHI) y se incubd durante 24 horas a 37 °C, pasadas las 24 horas de
crecimiento en BHI se inocularon 500 pL en un matraz con 90ml de medio BHI y
se incubaron durante 3 horas ya que segun la curva de crecimiento el
microorganismo se encontraria en la fase exponencial. El crecimiento fue
monitoreado por absorbancia a 650 nm y cuando se obtuvo un valor de 1.5 este

cultivo se utilizé para hacer la prueba de adherencia ya que tenia 1 x 10° UFC/mL.

Preparacion de los carbohidratos de estudio.

Se prepard solucién isotdnica con 8.5 g/L NaCl a pH 7 simulando condiciones
intestinales (en pH y temperatura), se adicionaron 0.5 mg/mL de cada
carbohidrato: fucosa (control positivo), galactosa, glucosa, lactosa, inositol (control

negativo).

Pruebas de adherencia.

La cepa de Escherichia coli se incub6 durante 24 horas a 37 °C, posteriormente
se resembro en un medio BHI y se incub6 durante 3 horas a 37 °C, se centrifugo
a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C; se desecho¢ el sobrenadante, se lavo con
100 mL de solucién isotonica de NaCl (8.5 g/L) y se centrifugd nuevamente a
10,000 rpm durante 10 minutos, las células se resuspendieron ajustando con

solucién isotdnica para obtener una concentracion de 1x10° UFC/mL.
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Se afadié 1 mL de la suspension celular en 5 tubos Eppendorf, se centrifugaron
durante 10 minutos a 10,0000 rpm, se desecho el sobrenadante y se conservaron
en refrigeracion. En uno de los tubos al que se etiquetd como cell 1 se afiadio 1
mL de solucion de carbohidrato, se resuspendieron las células y se agito el tubo
en el vortex durante 15 segundos, se mantuvo durante 5 minutos en incubacion a
una temperatura 37 °C y se centrifug6é a 10,000 rpm por 5 min, cuidadosamente
se transfirid el sobrenadante a un nuevo tubo cell 2 con células, se incubd
nuevamente a 37 °C durante 5 min, se centrifugd y se transfirié a un tercer tubo el
sobrenadante (cell 3), se continud realizando los pasos anteriores hasta llegar al
tubo cell 5 y pasada la centrifugacion de este mismo se coloco el sobrenadante en
un tubo Eppendorf y se filtr6 con membrana de nylon de 0.22 pm
(Thermoscientific).

Se siguié con la metodologia anterior cambiando la temperatura de incubacion a
4 °C y finalmente se cuantificaron mediante HPLC los carbohidratos antes y

después de la prueba de adhesion. Se realizaron las pruebas por duplicado.

Cuantificacion de carbohidratos mediante HPLC

Se utilizé un equipo de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC), con
una bomba y horno LAB Alliance y detector SOFTA Model 300S ELSD, con
columna Hamilton79544 medidas 305 x 7.75mm usando agua desionizada como

fase movil.

Se inyectaron en el HPLC las soluciones estandar de carbohidrato de estudio
antes de ser expuestas a las células de E. coli, esto para cuantificar lo que se
obtuvo en el perfil inicial y poder compararlo con el resultado obtenido en las
pruebas de adherencia.

Una vez obtenidos los perfiles se realizd el célculo de la concentracion de

carbohidrato, usando curvas patrén para cada carbohidrato conocido.
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Purificacion de oligosacaridos de leche humana

La purificacion desarrollada por Barron (2013), se describe a continuacion.

Se partio de una muestra de leche humana que fue centrifugada a 10 000 rpm por
40 minutos a 4°C con el fin de eliminar la mayor cantidad de grasa, el sobrenadante
se filtr6 al vacio con fibra de vidrio para retirar los residuos de grasa; se realizé una
precipitacion de las proteinas con acetona fria a 4° C por 30 minutos, se centrifugo
a 10 000 rpm por 30 minutos a 4° C, se evaporo la acetona residual al extracto
desproteinizado en campana de extraccion con agitacion por 2 horas, pasado este
tiempo se ajusto el pH a 5.2 con HCI 0.1 M. Para eliminar la lactosa en el extracto
desproteinizado se hizo una hidrdlisis utilizando 3-galactosidasa de Aspergillus
oryzae a 37° C por 24 horas y se obtuvo lo que se denomina extracto crudo de

oligosacaridos.

Los monosacaridos obtenidos (glucosa y galactosa) de la hidrdélisis de la lactosa
se removieron mediante fermentacion con Saccharomyces cerevisiae var.
chevaliere por 20 horas a 30° C, y se obtuvieron los oligosacaridos purificados

parcialmente.

Para el crecimiento de la levadura se mantuvo durante 24 horas a 30°C en un
medio conteniendo 12.5 mg/mL de glucosa, 5 mg/mL de extracto de levaduray 5
mg/mL de sulfato de amonio y se dejé a 30° C por 24 horas, se centrifug6 el medio
de fermentacion a 10 000 rpm por 10 minutos, se elimind el sobrenadante y se
obtuvieron las células que fueron utilizadas para la remocion de los monosacaridos

del extracto crudo de oligosacaridos.

Se analizaron los oligosacaridos por HPLC con una columna Rezex RHM-
monosacaridos; se utilizd como eluyente agua destilada, desionizada vy filtrada,
con un flujo de 0.3 mL/min. La columna se mantuvo a una temperatura de 75° C y
el detector trabajé con un flujo de nitrégeno 1.5 psi, a una temperatura de 90° C

del nebulizador y a 110° C la temperatura de evaporacion.
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Pruebas con oligosacaridos de leche humana

Activacion y acondicionamiento de Escherichia coli.

Las células de E. coli se obtuvieron siguiendo la metodologia de Activacion y
acondicionamiento de E.coli descrita en la pag 29, correspondiente a las Pruebas

con carbohidratos.

Preparacion de los oligosacaridos de leche humana para las pruebas de
adherencia.

Se utiliz6 una solucibn de oligosacaridos de leche humana previamente
purificados, que tenian un pH inicial de 3 por lo que se ajust6 a 7 para poder realizar

las pruebas.

Pruebas de adherencia con oligosacaridos de leche humana.

Las pruebas de adherencia se realizaron de acuerdo a la metodologia indicada

en la pagina 29 referente a esta actividad.

Dado que una reduccion en la concentracion de cada uno de los oligosacéaridos
encontrados estaria intimamente relacionada con la adherencia debido a la
interaccion de las lectinas de E. coli con el carbohidrato terminal de cada uno de
los oligosacaridos obtenidos, los resultados se reportaron como OHL adherido (%).
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Liberaciéon de fucosa de oligosacaridos de leche humana empleando

fucosidasa.

Fucosidasa de Xanthomonas manihotis

La a [1-2] fucosidasa es una enzima exoglicosidasa altamente especifica que
cataliza la hidrolisis de enlaces a [1-2] relacionados con los residuos L-

fucopiranosil provenientes de oligosacaridos (Wong et al., 1996) (Figura 5).

Fuc a(1-3)

|
al B(1-4)GIcNAc B(1-6)
N Gal B(1-4)Glc

Fuc « (1-2) Gal B (1-3) GIcNAc B (1-3) /
|

Fuc a(1-4)

Figura 9. Especificidad de la fucosidasa de Xanthomonas manihotis

Se preparé una reaccion colocando 5 mL de oligosacaridos purificados en un tubo
de ensayo y se afiadido 50 pL (20,000 U/mL) de fucosidasa de X. manihotis, se
incubd durante 24 horas a 200 rpm con una temperatura de 37 °C y a un pH de 6,

condiciones necesarias para llevar a cabo esta reaccion.

Posterior al tiempo de incubacién se inyectd la solucion anterior de oligosacaridos
en HPLC para identificar los OLH desfucosilados tras la reaccion y continuar con

las pruebas de adherencia.
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Pruebas de adherencia con oligosacaridos desfucosilados.

Una vez identificada la reacciéon de hidrdlisis mediante HPLC, se procedié con las
pruebas de adherencia con los oligosacaridos sin fucosa, siguiendo la metodologia

descrita en la pagina 29 en la seccion de pruebas de Adherencia.

Cuantificacion de oligosacaridos desfucosilados mediante HPLC.

Se utiliz6 un equipo de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC), con
una bomba y horno LAB Alliance y detector SOFTA Model 300S ELSD, con
columna para oligosacaridos (00P-0137-NO Rezex RNO-Oligosaccaride)

Phenomenex® usando agua desionizada como fase movil.

Una vez obtenidos los perfiles de los oligosacéridos al inicio y al final de la prueba
de adherencia se calcularon las concentraciones de cada uno de los

oligosacaridos usando una curva patrén de rafinosa (trisacarido)
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Pruebas de adherencia de Escherichia coli con los carbohidratos.

Se realiz6 una prueba de adherencia de E. coli con inositol, como control negativo
porque no se ha reportado que exista un reconocimiento de este por las lectinas

de E. coli.

En el cromatograma 1 se puede observar que la concentracién de inositol, al
principio (linea amarilla) y al final de la prueba de adherencia (linea roja) no
cambia, este polialcohol es un sustrato no fermentable por E. coli y tampoco

present6 una interaccion con el microorganismo.
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Cromatograma 1. Prueba de adherencia con el inositol (control negativo)

Posteriormente se realizaron pruebas de adherencia empleando monosacaridos

gue se encuentran en las estructuras de los oligosacaridos de la leche humana.

En el caso de fucosa (Cromatograma 2) se puede observar que, si hay una
disminucién de la concentracion, lo cual nos puede indicar que existe “adhesién”

del carbohidrato a las células de E. coli.
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Estos resultados concuerdan con lo reportado anteriormente con los
oligosacaridos fucosilados de leche humana que son capaces de detener la union

de las enterotoxinas de E. coli a las células (Brand et al., 1995).
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Cromatograma 2. Prueba de adherencia con fucosa (control positivo)

Respecto a la lactosa (Cromatograma 3) se puede observar una disminucion de la
concentracion. E. coli también utiliza este carbohidrato como sustrato fermentable,
sin embargo al ser poco el tiempo de exposicidn, no es viable el consumo de éste
disacérido, lo que nos indica una relacion con la adhesién a las células de este
microorganismo, probablemente una interaccién estructural, es decir, un
reconocimiento de la galactosa componente de la lactosa, pues en la prueba de
adherencia de galactosa, descrita a continuacion se ha visto una reduccion

importante en la concentracion que podria evidenciar interaccion.
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Cromatograma 3. Prueba de adherencia con lactosa
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Para la prueba de galactosa (Cromatograma 4), se observa claramente una
disminucién de la concentracion, lo cual puede deberse a una posible adhesion de
este carbohidrato con E. coli. Otros investigadores han reportado que hay una
interaccion entre la galactosa y algunos patdégenos lo que impide la adhesién de

estos a las células epiteliales (Gudiel y Gofii, 2001).
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Cromatograma 4. Prueba de adherencia con galactosa

Para las pruebas de glucosa (Cromatograma 5) se observa una disminucion
significativa de la concentracion, sin embargo hasta el momento no existe
informacion asociada a la adhesion de este carbohidrato con E. coli, por lo que
parece ser un resultado interesante. En estudios de reconocimiento de azucares
por células bacterianas, se encuentra reportado el reconocimiento de glucosa

entre otros carbohidratos por bacterias entéricas y levaduras (Biasoli et al., 2003).
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Cromatograma 5. Prueba de adherencia con glucosa
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Esto resulta interesante, pues los oligosacaridos que presenten un extremo
terminal de glucosa podrian ser reconocidos por las células de E. coli, ayudando

asi a evitar la colonizacion de este patdégeno al intestino del neonato.

En la tabla 3 y grafico 1 se reporta la disminucion de la concentracion de cada uno
de los carbohidratos expuestos a las células de E. coli, donde se observa una
variacion respecto a la temperatura, siendo mayor la adherencia a 37 °C, los
resultados obtenidos a 4 °C fueron diferentes probablemente porque a esa
temperatura el reconocimiento de las glicoproteinas a los carbohidratos no se vio
favorecido. Se puede decir que bajo condiciones intestinales como las trabajadas
durante este experimento, se obtendra un perfil similar ya que se simulan las
mismas condiciones de éste en pH y temperatura (37 °C, pH 7) intestinales.

Descartamos la posibilidad de fermentacion de estos carbohidratos por E. coli,
porque aunque son carbohidratos fermentables, a la temperatura de 4 °C vy el
tiempo de exposicion a ellas fue muy corto y en cada recambio celular se tenian
las células en refrigeracion para reducir la posibilidad de que se metabolizaran los

carbohidratos de estudio o que aumentara el nUmero de células en cada recambio.

Tabla 3.Cuantificacion de los carbohidratos antes y después de la exposicion con

Escherichia coli

Concentracion Concentracion Concentracion
Carbohidrato inicial final a 37°C final a 4°C
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Fucosa (control+) 0.5 0.331+0.027 0.403%0.050
Galactosa 0.5 0.194+0.004 0.327+0.001
Glucosa 0.5 0.308+0.027 0.427+0.009
Lactosa 0.5 0.380+0.015 0.380+0.023
Inositol (control -) 0.5 0.500+0.001 0.500+0.001
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En el grafico 1 se reporta la adherencia de cada carbohidrato durante la prueba, y
se asocia a la interaccion del carbohidrato de manera directa con las células de E.
coli, que como se mencionod al inicio presentan una interaccion carbohidrato-
proteina entre las lectinas, también llamadas adhesinas y los glicanos de los
receptores celulares; ya que estos carbohidratos presentan similitud con esos

receptores, se puede decir que estan interaccionando.

Pruebas de adherencia
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Gréafico 1. Adherencia de los carbohidratos a Escherichia coli a diferentes

temperaturas
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Pruebas con oligosacaridos de leche humana

Cuantificacion de OLH

Se tomo una muestra de oligosacéaridos purificados de leche humana (del primer
mes de lactancia) y se inyecto en el equipo de HPLC para identificar los picos

caracteristicos.

Se inyectaron estandares de monosacaridos que se encuentran frecuentemente
en la leche humana para poder estimar la composicion de la muestra y clasificarlos
por su grado de polimerizacion de acuerdo a su tiempo de retencién. Al ser una
columna de exclusiéon molecular, la muestra eluye por modo decreciente de su
tamafio molecular, de tal manera que los monosacaridos se presentan en tiempos
de 40-50 minutos, que los de mayor grado de polimerizacion. Se inyect6 también
un estandar de lactosa presentando un tiempo de retencion cercano al minuto 36,
por lo que se estableci6 que en ese tiempo de retencidbn apareceran los
disacéaridos. Se tom6 como referencia una tabla en la cual se enlistan algunos
oligosacaridos con sus tiempos de retencion (Anexo). Partiendo de este principio
en el Cromatograma 6 las sefiales que aparecen del minuto 16 y antes del minuto
36 seran estructuras de grado de polimerizacion 3 en adelante. De acuerdo con
ello, los oligosacaridos se etiqguetaron como OLH 1, OLH 2, OLH 3, OLH 4, OLH
5, OLH 6 y OLH 7, siendo OLH 7 el que se estima tenga mayor grado de
polimerizacién y OLH 1 el que tenga menor grado de polimerizacion.

[mv]

17

B Tt

OLH7

1
OLH 6
OLH 5
= OLH4
= OLH 3
30 OLH 2
* OLH1
GLUCOSA
GALACTOSA

B
x4 LACTOSA

216 21

200 n

09 1
16 3
30 4
37

65 6
74 B
9.3

07 10
125 11
P 1R
1441 144
153 16
57.0 30

0

0 10 20 30 0 50 60
Time [min.]

Cromatograma 6. Perfil de oligosacaridos de leche humana purificados
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Tras inyectar en el equipo de HPLC la solucion de oligosacéridos de leche humana
se calculé la concentracion de oligosacéridos que tenia la muestra, para la
estimacion de la concentracion de los oligosacaridos se tomaron en cuenta las
curvas patron de rafinosa (trisacéarido) y se calculé la concentraciéon (mg/mL) de
cada uno de los oligosacaridos de estudio (Tabla 4) tomando en cuenta que esto
es una aproximacion, ya que no contamos con estandares de oligosacaridos de
leche humana en el laboratorio. Asi mismo se propone el grado de polimerizacion
de los oligosacaridos por la comparacion de los tiempos de retencion con los

oligosacaridos estandar (Anexo).

Tabla 4. Estimacion de la concentracibn y grado de polimerizacibn de

oligosacaridos de leche humana

Oligosacarido Tiempo de Concentracion Grado de
retencion estimada polimerizacion

(min) (mg/mL) estimado

OLH 1 31.85 4.73+0.036 3

OLH 2 30.27 1.88+0.072 3

OLH 3 28.19 1.29+0.050 4

OLH 4 25.39 1.85+0.198 5

OLH 5 23.41 2.92+0.245 6

OLH 6 20.21 1.81+0.005 >6

OLH 7 16.34 9.15+0.986 >6

Se conocen mas de 130 oligosacéaridos sin embargo los que se encuentran
comunmente en el primer mes de lactancia, son solo algunos, como lo han
reportado Kunz (2000) y El-Hawiet et al (2014). Tomando como referencia los
estudios anteriores y de acuerdo al grado de polimerizacion estimado se proponen

las estructuras para cada uno de los oligosacaridos estudiados (Tabla 5).
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Tabla 5. Estructuras de oligosacaridos de importancia en la leche humana

hexaosa

Grado de Estructura reportada* Oligosacarido | Tipo de enlace
polimeri- de la muestra de fucosa
zacion de estudio

3 2-fucosil lactosa OLH 1 a(1—2)
3-fucosil lactosa OLH 2 a(1—3)
3-sialil lactosa -
6-sialili lactosa -

4 Difucosil lactosa OLH 3 a(1—2)
3-sialil 3-fucosil lactosa a(1—-3)
Lacto-N-tetraosa -
Lacto-N-neotetrosa -

5 Lacto-N-fucopentaosa | OLH 4 a(1—2)
Lacto-N-fucopentaosa Il a(1—4)
Sialilacto-N-tetraosa a -
Sialilacto-N-tetraosa b -

Lacto N fucopentaosa Ill a(1—3)
Sialil-lacto-N-tetraosa c -
Lacto-N-difucohexosa a(1—2)/ a(1—4)
Disialilacto-N-tetraosa OLH 5 -
Sialilfucosillacto-N-tetraosa a(1—4)

6 Sialillacto N fucopentaosa V a(1—2)

>6 Difucosillacto-N-hexosa a(1-3), a(1—4)
Difucosil-para-lacto-N- OLH 6 a(1—-3)

OLH 7

*E| Hawiet et al., 2014

42




Pruebas de adherencia con OLH

Una vez obtenida la concentracion estimada de oligosacaridos se realizo la prueba
de adherencia con E. coli, esta se calcul6 determinando la reduccién de la
concentracion de cada uno de los OHL tras observar cambios en las areas de los
picos pertenecientes a los OHL y el valor obtenido se reporté como oligosacarido

adherido.

En la tabla 6 se reporta la adherencia de los oligosacaridos de la leche humana a
E. coli, como se puede observar se obtuvo adherencia con todos los oligosacaridos
vistos en el cromatograma, lo cual se puede atribuir a la presencia de fucosa, como
se muestra en la Tabla 5. Particularmente el oligosacarido OLH 1 reduce su
concentracion en un 23% lo que nos indica que esta cifra es la que se adhiere a
las células de E. coli, en estudios anteriores se ha hecho énfasis en la importancia
de los oligosacaridos fucosilados y su efecto protector a los infantes. (Prasoon et
al., 2000).

Los OLH 2 y 5 clasificados con grado de polimerizacion 3 y 6 respectivamente,
presentaron interaccion importante con las células de E. coli. Si se relacionan estos
resultados a los oligosacaridos citados en la Tabla 5, observamos que la
adherencia puede estar relacionada con cualquiera de los oligosacaridos
mencionados. Dado que no podemos definir sobre qué oligosacérido existe este
reconocimiento debido a falta de otras técnicas analiticas que revelen la
composicién estructural, podemos asociarlo de acuerdo al estudio desarrollado por
Hawiet et al., 2014, quien ha reportado que existe un reconocimiento de las células
de E. coli por los siguientes oligosacaridos: lacto-N-difucohexaosa,
sialilfucosillacto-N-tetraosa, sialillacto-N-fucopentaosa V, mismos que se
encuentran dentro de los oligosacéaridos probados. Por otro lado también se ha
reportado interaccion de E. coli con otros oligosacéridos fucosilados de grado de
polimerizacion 4 como son: 3’sialil-3-fucosil lactosa y difucosil-lactosa. Con esta
informacion podemos resaltar la importancia de oligoscaridos con fucosa en la
interaccién con las células de E. coli para evitar la adhesion de patégenos en el

intestino del neonato.
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Se descarto la asociacion del acido sialico con la adherencia de células de E. coli,
pues estudios han reportado que durante el periodo de lactancia neonatal, la
produccioén de 4cido sialico puede no ser suficiente para satisfacer las necesidades
de todos los tejidos en el recién nacido, si bien el acido podria servir como un
nutriente condicionalmente esencial para el recién nacido de lactancia (Brand-
Miller, 2001), se ha visto mayormente relacionado con el neurodesarrollo y la
capacidad cognitiva que por ejercer efecto protector contra infecciones

intestinales.

Esto sugiere que los oligosacéridos fucosilados pudieran presentar una interaccion
potencial a las células de E. coli, lo que se confirma su efecto protector.

Para calcular la adherencia de los OHL, se consideraron las areas de cada uno de
los picos obtenidos en el cromatograma, si bien es una solucion, al utilizar la
técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia, el perfil que se obtiene en el
cromatograma separa la solucion en los diferentes grados de polimerizacion,

clasificados asi por su tiempo de retencion.

Tabla 6. Adherencia de los oligosacaridos de leche humana a Escherichia coli

Grado de
Oligosacarido polimerizacion Adherencia (%)
estimado
OLH 1 3 23.37
OLH 2 3 25.31
OLH 3 4 19.63
OLH 4 5 17.64
OLH5 6 25.87
OLH 6 >6 9.33
OLH 7 >6 14.83
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Cuantificacion de oligosacéaridos desfucosilados

Se empleo la fucosidasa de Xanthomonas manihotis para hidrolizar la fucosa [a-
L-fuc-(1—2)] presente en los oligosacaridos de la leche humana, en la Tabla 7 se
reporta la concentracion estimada para cada oligosacarido.

Como se observa en la Tabla 7, el oligosacarido 1 (OLH1) desaparece después
de la hidrolisis con la fucosidasa, la cual hidroliza el enlace a [1-2] presente en los
oligosacéridos, por lo que definimos que el OLH 1 corresponde a 2 fucosil-lactosa,
y esto también se comprueba con el hecho de que la concentracién de lactosa
aumentd después del tratamiento con la fucosidasa. Bajo este supuesto la
concentracion de fucosa deberia aumentar, sin embargo, dado que utilizamos una
columna exclusiva para oligosacaridos no logramos visualizar la concentracion del

monosacarido fucosa en el cromatograma.

Tabla 7. Concentracion de oligosacaridos desfucosilados después de la hidrélisis

con fucosidasa.

Concentracion  Concentraciéon de

Oligosacarido Grado de

polimerizacion de oligosacaridos
oligosacéridos desfucosilados
(mg/mL) (mg/mL)
Lactosa 2 0.10+0.009 0.70+£0.301
OLH 1 3 4.73+0.036 0
OLH 2 3 1.88+0.072 1.95 + 0.252
OLH 3 4 1.29+0.050 1.34 £ 0.071
OLH 4 5 1.85+0.198 1.78 £ 0.270
OLH 5 6 2.92+0.245 1.49 £ 0.190
OLH 6 >6 1.81+0.005 1.68 + 0.652
OLH 7 >6 9.15+0.986 9.70 £ 0.089

Se encuentran también algunos cambios perceptibles en las concentraciones de
algunos oligosacaridos, tal es el caso de OLH 4 el cual disminuye su concentracién
como consecuencia de la desfucosilacion de algun oligosacarido con fucosa

enlazada ol-2 (por ejemplo, Lacto-N-fucopentaosa ) generandose un
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pentasacarido (Lacto-N-Tetraosa), pentasacarido que se encuentra dentro de los
presentes en esta fase de lactancia, (Prasoon et al., 2000).

De la misma forma para explicar el aumento en la concentracion del OLH 2 se
sugiere que haya sucedido una hidroélisis de un tetrasacarido fucosilado para la
obtencion de un trisacarido fucosilado como 3’fucosil-lactosa, siguiendo esta
hipotesis podemos sugerir una reaccion similar para la disminucién en la
concentracion del OLH 5; bajo ese principio se puede estimar que se trata de la
ruptura del enlace a (1—2) de Lacto-N-Difucohexaosa o la ruptura del enlace a
(1—2) de Sialil lacto-N-difucopentaosa V, los cuales tienen un grado de
polimerizacioén 6.

Por otro lado para explicar el aumento en la concentracién del oligosacéarido
clasificado con grado de polimerizacion >6 (OLH7) se sugiere que pudieron
presentarse reacciones debido a la actividad de transferasa, es decir, que dentro
de la solucion exista alguna transferasa que produzca la sintesis de oligosacaridos

aumentando su concentracion, luego de la polimerizacion.

Pruebas de adherencia con OLH desfucosilados.

Tras la cuantificacion de los oligosacéaridos desfucosilados se realizaron las
pruebas de adherencia para observar el efecto que tiene la desfucosilacion en la
interaccion con las células de E. coli, reportdindose como reduccion de la
concentracion de cada oligosacéarido ya que como se menciond anteriormente, el
porcentaje que se haya reducido la concentracidon nos indica que existe una

adherencia de las células de Escherichia coli a estos oligosacaridos.

En la Tabla 8 se puede observar que la adherencia fue menor respecto a la prueba
con los oligosacaridos de leche humana purificados (Tabla 6), con lo que podemos
sugerir que la fucosa juega un papel importante en la adherencia con E. coli ya

que resulta ser un receptor importante para ésta.

Aungue no se sabe con exactitud qué tipo de estructuras son las que presentan
mayor interaccién con esta bacteria, podemos asegurar que los oligosacaridos
fucosilados podrian desempeiiar un papel importante en el efecto protector a los
infantes.
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Encontramos un resultado interesante en la cuantificacion de la adherencia con
los oligosacaridos desfucosilados en el pico correspondiente a la lactosa o al grado
de polimerizacion 2, pues resulta una adherencia de 11.57%, resultado menor que
el obtenido en la prueba con lactosa en solucién, tiene sentido ya que suponiendo
las condiciones intestinales, los oligosacaridos tendran mayor reconocimiento por
las células de E. coli, que los disacaridos que se encuentren en el intestino del

neonato.

Tabla 8. Resultados de las exposiciones de las células de Escherichia coli con los

oligosacaridos desfucosilados.

Grado de Adherencia
Oligosacarido polimerizacion (%)

estimado
Lactosa 2 11.57
OLH 2 4 7.28
OLH 3 5 3.33
OLH 4 6 8.06
OLH 5 >6 4.84
OLH 6 >6 5.61
OLH 7 >6 -

Aunque los cambios en las concentraciones de los OHL descritos en la Tabla 7 no
parecen ser tan diferentes, si se observaron cambios en la adherencia de
oligosacaridos con grado de polimerizacion 3 que disminuyeron en un 80% y en
los oligosacéridos con grado de polimerizacion 5 la adherencia disminuyd en un
50%.
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No consideramos que exista metabolismo de estos oligosacaridos por E. coli en
esta prueba, pues por el tiempo de exposicion resultaria complicado pensar que
este microorganismo sintetizara las enzimas para metabolizar estos compuestos,
mismas que si presentan microorganismos como Lactobacillus y las del género

Bifidobacterium.

Aunque esta técnica no es concluyente es un método rapido para demostrar que
existe interaccion entre los oligosacaridos y las células de E. coli, evitando la
colonizacion del intestino por este patdgeno. Por ello la importancia de la lactancia
humana, y de la composicion de esta frente a la proteccion de los infantes a

enfermedades gastrointestinales.

En los carbohidratos estudiados se vio una disminucion importante en la
concentracion de galactosa y fucosa, estos, se encuentran asociados al efecto

anti-infeccioso de los OLH.

En cuanto a las pruebas de adherencia con oligosacaridos de leche humana se
observé que existe una adherencia a E. coli tal como se ha reportado en la
literatura, sin embargo es necesario conocer qué tipo de oligosacaridos se tienen

para poder concluir sobre que oligosacaridos existen estas interacciones.

Para las pruebas con los oligosacaridos desfucosilados encontramos que la
adherencia a E. coli fue menor con lo que se comprueba que la fucosa es de gran
importancia para la adherencia de estos oligosacaridos a patdbgenos ya que es un

sitio de reconocimiento de estos evitando la colonizacion del intestino.
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CONCLUSIONES

Se logré la implementacién de un método rapido para estudiar la adherencia de
oligosacéridos de leche humana a Escherichia coli, en condiciones intestinales de

pH y temperatura.

Existe una relacion importante en la adherencia de monosacéaridos como fucosa y

galactosa con E. coli, pues fueron los azucares con mayor interaccion en la prueba.

Se comprobd la existencia de 2’fucosil-lactosa en la muestra, de manera indirecta
con la hidrolisis por fucosidasa. Ademas se comprobd que si existe interaccion de

este trisacarido con las células de E. coli.

Los oligosacéridos desfucosilados presentaron menor interaccion con E. coli con
lo que se comprueba la importancia de la fucosa en los oligosacaridos de la leche

humana.
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Pruebas de adherencia con monosacaridos

Curvas patron para cada uno de los carbohidratos de estudio
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Glucosa
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Titulo del eje

Galactosa
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Célculo de concentracioén final de carbohidratos

Con los datos obtenidos en las graficas anteriores podemos obtener cual es la
concentracion de carbohidrato luego de la prueba de adherencia.

Algoritmo del calculo

y=mx+b
Donde:
y = area del pico

m = pendiente de la recta

., mg
x = concentracion —
mL

b = ordenada al origen

m
concentracion final de carbohidrato m—'g

area del pico — ordenada al origen
B pendiente
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Ejemplo

Area del pico de la prueba con galactosa 4853.843 Mv.S

Ecuacion de la curva patréony = 26972x - 480.66

tracion final d lact mg  4853.843 — (—480.66) 0.19 mg
concentracion final de galactosa = 56972 =019~

Perfil de oligosacaridos estandar
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Cromatograma 3. Perfil de estaquiosa 0.5%

[mv]

— C:\Clarity\WORK1\DATA\Brenda PM\2 rafinosa 0.1% enero 22 - U-PAD2 - 2

.
.
L} Il
@ B -3
2
3 2 o N
* & =3
Lo E
oo i
o 10 20 30 40 50
Time [min.]

Cromatograma 2. Perfil de rafinosa 0.5%
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Tabla 1. Referencia de carbohidratos estandar

Carbohidrato Tiempo de retencién Grado de
) polimerizacién
(min)
Lactosa (disacarido) 36 2
Rafinosa( Trisacarido) 32 3
Estaquiosa(Tetrasacarido) 27 4
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