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Resumen

Castro, J.F.; Pérez, M.E.: Variacion de la actividad de lisozima en leche de tres especies
de perisoddctilos. Rev. vet. 25: 1, 58-60, 2014. Se describe por primera vez la existencia de
actividad de lisozima en leche de tapir, perisodactilo perteneciente a nuestra fauna autocto-
na. La enzima es analizada comparativamente a las actividades en leche de burra y yegua,
tanto a 25°C como a temperaturas elevadas. Se encontré un comportamiento particular de
la enzima a altas temperaturas en leche de burra y de tapir, posibilitando desarrollar una hi-
potesis acerca de la presencia de un inhibidor de la enzima, 1abil al calor, que al desaparecer
provocaria el aumento de la actividad de lisozima.
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Abstract

Castro, J.F.; Pérez, M.E.: Variation of lysozyme activity in milk of three species of Peris-
sodactyla. Rev. vet. 25: 1, 58-60, 2014. The existence of lysozyme activity in the milk of a na-
tive perissodactyle, the tapir, is described. This enzyme is compared to lysozyme activity in
asses’ and mare’s milk, both at 25°C as well as at higher temperatures. A particular behavior
of the enzyme at high temperatures was found in ass’s and tapir's milk, allowing to develop
an hypothesis regarding the presence of an enzyme inhibitor, labile to heat, that would cause
the increase of the lysozyme activity after destruction/consumption.
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INTRODUCCION

La lisozima es una enzima largamente conocida
por ser un agente antibacteriano natural. Fue descu-
bierta en 1922 por Alexander Fleming, al comprobar
que la secrecion nasal poseia la facultad de lisar de-
terminados tipos de bacterias. Cataliza la hidrolisis de
enlaces glicosidicos B(1-4) entre N-acetilglucosamina
y acido N-acetilmuramico, mucopolisacaridos presen-
tes en la pared celular bacteriana. Bajo determinadas
condiciones, esta actividad conduce a la alteracion del
equilibrio de las funciones de la célula, con dispersion
de su contenido. En el laboratorio produce remocion de
la turbidez de la suspension bacteriana °.

La enzima estd ampliamente distribuida en los
seres vivos. En mamiferos se encuentra en varias se-
creciones, incluyendo la de glandula mamaria. La con-
centracion y actividad de lisozima varian considerable-
mente en la leche de las diferentes especies, lo cual se
relaciona con el mecanismo de defensa inespecifica de
esta secrecion °. La enzima lisa la mayoria de las bac-
terias Gram positivas y varias Gram negativas y, junto
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a otros factores presentes en la leche que incluyen in-
munoglobulinas, lactoferrina y lactoperoxidasa, actua
en el tracto digestivo de las crias para reducir la inci-
dencia de infecciones gastrointestinales '.

Dentro del grupo de los perisodactilos, tanto la le-
che de yegua (Equus caballus) como la de burra (Equus
asinus) han sido estudiadas por razones relacionadas
con las propiedades nutricionales y terapéuticas difun-
didas desde tiempos ancestrales, sobre todo en paises
de Europa y Asia ®''. La leche de burra, por su compo-
sicion similar a la leche humana, puede ser usada como
una alternativa para niflos que presentan intolerancia
a la leche de vaca 2. Con respecto a la leche de burra,
estudios previos revelaron un contenido de lisozima
elevado en comparacion a la leche de yegua y de vaca,
lo cual seria responsable de su baja concentracion bac-
teriana * !>, Asimismo, otros autores sugirieron el uso
de la leche de burra con propoésitos probidticos, puesto
que probo ser un buen medio de crecimiento para cepas
de lactobacilos probioticos debido a su elevado conte-
nido de lisozima y lactosa >© .

En tapir (Tapirus terrestris), la otra especie cuya
leche se estudia en el presente trabajo, no se hallaron
datos bibliograficos previos sobre el contenido y la ac-
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tividad de esta enzima en el lactosuero, como asi tam-
poco estudios sobre la sensibilidad de la misma a las
diferentes temperaturas.

El objetivo de la investigacion consistio en caracte-
rizar la actividad de lisozima en leche de tapir y anali-
zar comparativamente el comportamiento frente a dife-
rentes temperaturas de la lisozima presente en la leche
de tres especies de perisodactilos: Tapirus terrestris,
Equus caballus y Equus asinus.

MATERIAL Y METODOS

En los diferentes ensayos se utilizaron muestras
de leche de tres burras (10-12 dias post parto) y tres
yeguas (11-15 dias post parto), obtenidas de granjas pri-
vadas de la Provincia de Tucuman, y leche de dos ejem-
plares de tapir (10 y 11 dias post parto) del Bioparque
Temaikén, de Buenos Aires, Argentina. En todos los
casos las muestras fueron obtenidas mediante ordefie
manual, sin la utilizacién de oxitocina como inductor
de la lactacion. Ademas, ninguna de las hembras de las
tres especies presentaba signos de mastitis.

Todas las muestras correspondian al periodo ma-
duro de la lactacion, etapa en la cual se forma la le-
che madura, es decir, la secrecion producida luego del
décimo dia de lactacion, periodo en el cual aumenta
considerablemente la cantidad de leche que se produce.
Las muestras fueron conservadas mediante el agregado
de una solucion de bicromato de potasio al 1%, a -20°C
hasta el momento de su estudio.

Para los ensayos de actividad de lisozima en dife-
rentes concentraciones de lactosuero de tapir se utilizo
el método turbidimétrico, que mide la lisis de una sus-
pension de bacterias susceptibles mediante la disminu-
cion de la densidad optica. Se us6 una suspension de
Micrococcus luteus (Sigma, MO, USA) en buffer He-
pes (acido 4-(2- hidroxietil)-1-piperazinetan sulfénico)
50 mM pH 7,2 con una densidad optica inicial de 0,600
y lecturas a 540 nandémetros *.

Las reacciones se llevaron a cabo en un espectro-
fotometro con arreglo de diodo Hewlett- Packard 8453.
Se trabajo con distintas diluciones de lactosuero de

0.7

G

4

03

A D0 a 540 nm

2

0.1

o
0 20 40 GO

tapir, obtenido mediante precipitacion acida de las ca-
seinas a pH 4,3 y posterior centrifugacion. Se hicieron
diluciones al 50%; 25%; 12,5% y 6,25%. Cada curva
se realizd con 2 ml de suspension de bacterias y 100 pl
de lactosuero para cada dilucion. En todos los casos se
procedi6 a 25°C de temperatura.

Para el ensayo de actividad de lisozima en lacto-
suero de yegua y burra, las muestras fueron obtenidas
a partir de la precipitacion acida de caseinas mediante
agregado de buffer acetato de sodio (pH 4,3). Estos lac-
tosueros se diluyeron al 1,25% con buffer Hepes para
llevar a cabo la reaccion. La misma se realizé con 2 ml
de suspension de M. luteus y 100 pl de lactosuero para
cada caso. El procedimiento se realiz6 a 25°C.

Para la determinacion de actividad de lisozima en
lactosuero de tapir, yegua y burra a diferentes tempe-
raturas, las muestras fueron sometidas a calentamiento
(bafio maria) a 40°C, 50°C, 60°C, 70°C y 80°C durante
30 minutos. Posteriormente fueron centrifugadas y se
utiliz6 el sobrenadante en los ensayos. Como sustrato
para la enzima se empled una suspension de M. luteus
a una densidad optica de 0,600 a 540 nm de longitud
de onda.

Los analisis estadisticos descriptivos incluyeron
medidas de tendencia central (media aritmética), disper-
sion (desvio estandar) y variacion (coeficiente de varia-
cion), obtenidos utilizando el programa OriginPro 6.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos llevados a cabo demostraron la exis-
tencia de actividad de lisozima en la leche de tapir, dato
sobre el cual hasta el momento no habia registros bi-
bliograficos. Se logré un seguimiento de esta actividad
evaluando la lisis microbiana a intervalos variables de
tiempo hasta las 2 h de iniciada la reaccion y a diferen-
tes concentraciones.

Como indica la Figura 1, hubo una tendencia a que
la actividad de lisozima fuera mayor a largo plazo en
muestras mas diluidas. Las mas concentradas, a los 5
minutos del comienzo de la reaccion disminuyeron su
actividad, efecto observado también en otras especies
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Figura 1. Actividad de lisozima de lactosuero de tapir a diferentes concentraciones. En ningun caso el coefi-

ciente de variacion fue superior al 7%.
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Figura 2. Actividad de lisozima (Lz) en burra, yegua
y tapir (mU/seg) a 50, 60, 70, 80 y 90°C, X£SD.

estudiadas. Para comparar la actividad de la enzima se
tuvieron en cuenta las velocidades iniciales medidas en
mili unidades de actividad por segundo (mU/seg). Se
encontrd que en el tapir esta actividad era mayor a las
observadas en leche de mono caraya (4louatta caraya),
elefante marino del sur (Mirounga leonina) y antilope
sable (Hippotragus niger) *.

Al efectuar la comparacion de la actividad inicial
en leche de las tres especies de perisodactilos a tem-
peratura ambiente, se observo que era mayor en leche
de burra (3048,8 mU/seg), seguido por la actividad en
leche de yegua (2916 mU/seg) y finalmente, con valo-
res muchos menores, por la actividad en leche de tapir
(75,13 mU/seg).

En lo que se refiere a la actividad de la enzima en
estas tres especies de perisodactilos a temperaturas ele-
vadas (Figura 2), se pudo observar que en el caso del
lactosuero de yegua hubo un descenso de la actividad
enzimatica a medida que aument6 la temperatura, lle-
gando inclusive a tornarse nula después de los 60°C. En
tapir y burra el comportamiento fue distinto: en ambos
casos la actividad no descendio sino que, por el contra-
rio, aument6 con una unica disminucién a los 80°C en
el caso de la lisozima de leche de burra, que se resta-
blecio a los 90°C.

En tapir, la méxima actividad se observo a los 90°C.
Este hecho podria compararse con lo que ocurre en la
leche humana, donde la actividad de lisozima es mas
alta a los 50°C y 70°C que a temperatura ambiente, se-
gun lo observado en experiencias realizadas en nuestro
laboratorio. También en lactosuero humano se habia
constatado previamente que este aumento de la acti-
vidad enzimatica es irreversible, incluso hasta 3 horas
después de finalizada la exposicion al calor.

En base a lo expuesto surge una similitud entre los
comportamientos de la leche humana y las de burra y
tapir, que conjeturalmente podria deberse a un inhibi-
dor de la lisozima " el cual seria sensible al calor, por
lo tanto a temperaturas elevadas se desprenderia de la
enzima permitiendo una mayor actividad de la misma.

Una vez que la temperatura disminuye este inhibidor
no se uniria nuevamente a esta enzima.

La presencia de lisozima en especies vulnerables
como el tapir, es importante debido a que la enzima
asegura una proteccion rapida en la cria recién nacida
y durante las primeras etapas de su desarrollo. Asimis-
mo su conocimiento representa un aporte novedoso a la
fisiologia de esta especie, que se enriquece al ser com-
parada con otros perisodactilos que constituyen sus pa-
rientes vivientes mas cercanos.
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