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ABSTRACT: Evolution is linked to gene loss, being of
biological relevance the inactivation of CMAH gene
which made humans genetically unable to produce the
sialic acid N-glycolylneuraminic (Neu5Gc). This acid
acts as a foreing antigen after incorporation into tissues
from dietary components, interacting with human anti-
Neu5Gc antibodies thus promoting inflammation and
cancer progression. Xenotransplants, stem cells and
drugs of biological origin may be contaminated by
Neu5Gc. The binding chemistry of the monoclonal
antibody 14F17, which is able to discriminate the tumor-
specific antigen N-glycolyl GM3 from the closely
related N-acetyl GM3 on the basis of the presence of a
single additional hydroxyl group in the former, reveals
some clues of this phenomenon that could be of interest
in new cancer immunotherapy approaches.
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RESUMEN: La evolucion lleva consigo la pérdida de
diversos genes ancestrales, siendo relevante la
inactivacion en los seres humanos del gen GMAH que
nos hace genéticamente incapaces para producir el acido
sialico N-glicolilneuraminico (Neu5Gc). Este acido se
comporta como un antigeno extrafio si se incorpora a los
tejidos a partir de componentes alimentarios, pudiendo
interaccionar con anticuerpos humanos anti-Neu5Gc y
promover inflamacién y cancer. Xenotrasplantes, células
madre y medicamentos de origen bioldgico pueden estar
contaminados con Neu5Gc. El conocimiento de las
interacciones de enlace en el anticuerpo monoclonal
14F17, capaz de discriminar el antigeno tumoral N-
glicolii GM3 de su analogo N-acetilado debido a la
presencia de un grupo hidroxilo adicional, estd dando
algunas claves de este fenomeno, cuya aplicacion podria
ser de interés en la inmunoterapia del cancer.
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1. LA EVOLUCION ESTA LIGADA A LA PERDIDA
DE GENES O DE SU FUNCION

La enorme cantidad de datos que estan proporcionando
los estudios gendmicos comparados gracias a los avances
tecnologicos y metodoldgicos, estd demostrando que la
ausencia de un gen o cualquier variaciébn génica que
suponga una pérdida de funcion en la evolucion de una
determinada especie es de gran relevancia en biologia y
biomedicina, siendo especialmente importante el
conocimiento de los genes esenciales para la vida y de los
que son responsables de las enfermedades humanas (1).
Los Dres. Cafiestro y Albalat concluyen en una reciente
revision, a través de ejemplos que abarcan desde las
bacterias a los hongos y desde las plantas a los animales
incluyendo a los seres humanos, que el motor de la
evolucion ha sido la pérdida de genes ancestrales (2), de
forma que la evolucion no ha supuesto una mayor
complejidad en los humanos por ganancia de genes (3)
sino que los animales, y también los hombres, han perdido
genes que compartiamos. Un ejemplo representativo es
Oikopleura dioica (Figura 1), un organismo marino de
unos tres milimetros que posee boca, ano, cerebro y
corazon y forma parte del plancton en los mares tropicales
y templados. Este organismo empez6 a perder el 30% de
los genes que compartia con los seres humanos hace unos
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500 millones de afios, y hoy carece de los genes necesarios
para la sintesis de acido retinoico, fabricando sus 6rganos
en su ausencia (mientras que practicamente todos los
animales utilizan una cascada de genes para sintetizarlo, ya
que éste tiene un papel importantisimo en el crecimiento y
diferenciacion celular para formar los distintos 6rganos)

4).

0.5 mm

Figura 1. Oikopleura dioica.
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Dentro de los primates, las enormes diferencias entre
los humanos y los chimpancés se suelen asociar a una
mayor pérdida de genes en estos ultimos (5). No obstante,
hoy se sabe que un gran nimero de genes humanos
parecen no ser indispensables al menos para la
supervivencia de las células cancerosas, lo que se conoce
como gene knockout paradox.

Hay pérdidas genéticas que son dificiles de
racionalizar. Por ejemplo: jpor qué a lo largo de 300
millones de afios el cromosoma Y humano ha perdido
alrededor del 97% de sus genes ancestrales a pesar de ser
esencial para la viabilidad de los varones y la
diferenciacion fenotipica entre los sexos? (6). Sin
embargo, la paradoja genética anteriormente mencionada
se ha explicado en varios casos de evolucion positiva en
los que se han perdido genes o su funcién por ser ésta
innecesaria o porque ha supuesto una ventaja ante la
presencia de factores ambientales nuevos, como puede ser
adquirir resistencia ante una enfermedad (7). Por ejemplo,
la delecion genética de una porcion del gen CCRS situado
en la posicion 21 del cromosoma 3 humano va ligada a la
resistencia a la infeccién por virus VIH-1M-tropicos,
porque este gen codifica a la quimiocina receptora de tipo
5(CCRS5 6 CD195). Esta es una proteina de transmembrana
que funciona como correceptor para la entrada de dichos
virus al interior celular (8), aunque se cree que como el
SIDA es una enfermedad muy moderna en los seres
humanos, la seleccion del alelo no funcional de CCRS se
produjo por la presion de otros virus.

En la evolucion de los hominidos, la funcionalizacion
del gen MYHI6 (myosin heavy chain 16) resulto
innecesaria cuando el cambio de dieta redujo la necesidad
de disponer de unos musculos poderosos en las
mandibulas, por lo que la pérdida de dicho gen en el linaje
humano tras su separacion de los chimpancés podria haber
facilitado un aumento del tamafio del cerebro (9). Otro
ejemplo de diferenciacion de otros primates ocurrid poco
antes de que los humanos emigraran de Africa y consistio

en la fijacion de un alelo nulo de la enzima caspasa-12, lo
que se asocia a una proteccion frente a las sepsis severas
(10). Se han propuesto diversos mecanismos de resistencia
a la malaria ligados a una variabilidad genética (11). Por
ejemplo, la resistencia a la malaria causada por las
especies Plasmodium knowlesi y Plasmodium vivax se ha
asociado a una mutacion del gen DARC, que impide la
expresion en los eritrocitos del receptor del antigeno Duffy
para las quimiocinas (DARC). Este antigeno es conocido
también como glicoproteina FY 6 como CD234. Otra
seleccion positiva relaciona la mayor proteccion frente
malaria producida por P. falciparum en éareas donde es
endémica con la mayor frecuencia de individuos con
globulos rojos del grupo sanguineo O (12). Esta ventaja
estaria ligada a la delecion en éstos de la guanina-258, que
origina una glicosiltransferasa incapaz de modificar el
antigeno H (13).

2. PERDIDA DE LA FUNCIONALIZACION DEL
GEN CMAH

Los chimpancés, bonobos, gorilas y orangutanes no
sufren  enfermedades cardiacas, canceres, artritis
reumatoide o asma bronquial frecuentes en humanos.
Tampoco enferman de malaria. Estas diferencias se
asocian a su capacidad para producir el acido N-
glicolilneuraminico (Neu5Gc), mientras que los seres
humanos producen su precursor N-acetilneuraminico
(Neu5Ac) pero carecen de la hidroxilasa CMAH que
introduce el atomo de oxigeno extra para transformarlo en
Neu5Gc. Segln se indica en la Figura 2, esta oxidacion es
irreversible 'y ocurre a nivel del 4cido citidina
monofosfato-N-acetilneuraminico (CMP-Neu5Ac) para
originar 4cido citidina monofosfato-N-glicolilneuraminico
(CMP-Neu5Ge). La no funcionalizacion del gen CMAH
que codifica esta enzima ocurrié hace aproximadamente
3,2 millones de afios, tras la divergencia de los humanos y
los grandes simios africanos (14).
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Figura 2. Reaccion catalizada por la enzima CMAH
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Debido a que los humanos son capaces de producir
anticuerpos especificos contra Neu5Gec, la antigenicidad de
las hembras podria haber eliminado los antigenos paternos
extraios y fijar la pérdida de funciéon en los alelos
reduciendo la compatibilidad reproductora (15). Se cree
que esta delecion permitid que el cerebro humano siguiera
creciendo tras el nacimiento (Figura 3) (16), aunque
también podria haber estado motivada por una grave
infeccion, ;quizds de origen extraterrestre? (17), causada
por microorganismos que se enlazan especificamente a
Neu5Gc, cuya ausencia favoreceria que la infeccion dejara
de progresar (18). Una de estas infecciones podria haber
sido la malaria originada por P. falciparum, ya que esta
especie tiene como diana al 4cido Neu5Gc presente en los
globulos rojos. Este exitoso resultado podria haber sido
posible hasta nuestros dias si P. falciparum no hubiera
evolucionado para superar este mecanismo de resistencia.

Figura 3. Reconstruccion de un Homo erectus hembra.

3. ACIDOS NEUSAC Y NEU5SGC

NeuSAc y NeuS5SGec son derivados del 4cido
neuraminico (5-amino-3,5-didesoxi-D-glicero-D-galacto-
nonulosoénico) y pertenecen al grupo de los acidos sialicos.
En ellos, el grupo amino del acido neuraminico esta
sustituido por un grupo acetilo (acido N-acetilneuraminico,
Neu5Ac) o un grupo glicolilo  (acido  N-
glicolilneuraminico, Neu5Gc) (Figura 4).
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R5 = CH5CO, Acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac)
R5 = HOCH,CO, Acido N-glicoliineuraminico (Neu5Gc)

Figura 4. Estructura de los acidos sidlicos NeuSAc y NeuSGe

Desde que la estructura del acido N-acetilneuraminico
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se estableci6 en 1972 por métodos quimicos y enzimaticos
(19) se han identificado y caracterizado otros muchos
derivados en los que los grupos hidroxilo estan sustituidos
por acetilo, lactilo, fosfato, sulfato o metilo, o se
encuentran formando estructuras de tipo lactona. Todos
son cetoacidos con un esqueleto glucidico de nueve
carbonos que proviene de la adicién de fosfoenolpiruvato
(PEP) a un esqueleto glicidico de seis carbonos y se
encuentran en estado libre en su forma hemiacetalica B-
pirandsica o en su forma a-pirandsica incorporados a
glicoproteinas, glicolipidos o proteoglicanos. Las células
de mamifero poseen en su superficie una variedad de estos
glicoconjugados en los que los acidos sialicos ocupan
generalmente una posicion terminal. Por ello, estan
implicados en los procesos de reconocimiento celular (20):
interacciones ligando-receptor, célula-célula y célula-
patogeno (21). En particular, los sialoglicoesfingolipidos
(gangliosidos) (22) son componentes de la membrana en
las células eucarioticas que modulan la transduccion de
sefiales a su interior.

Los 4acidos sidlicos y sus enzimas anabdlicas
(sialiltransferasas) (23) o catabolicas (sialidasas, N-
acetilneuraminosil glicohidrolasas o neuraminidasas) (24)
se encuentran también en algunos microorganismos, entre
ellos ciertas bacterias y protozoos patdégenos, que los han
adquirido por transferencia génica a partir de sus
hospedadores y los utilizan para establecer relaciones
simbidticas o parasitarias. Su existencia puede contribuir a
la supervivencia de éstos en el huésped, escapando de sus
mecanismos de defensa y contribuyendo a su difusion por
ataque a polimeros glicanicos en las superficie de sus
células (25). Las estructuras proteicas o lipidicas de los
virus pueden estar también sialiladas (26), lo que puede
ser trascendental para su difusion (27).

Como ya hemos comentado, la ausencia de Neu5Gc
nos hace inmunes a diversos patogenos. Entre ellos
también se encuentra la bacteria Escherichia coli K12, que
produce diarreas graves en cerdos, terneros y corderos
recién nacidos, pero no lo hace en neonatos humanos. Esta
diferencia se debe a que la mucosa intestinal de éstos
carece de dos ganglidsidos que contienen NeuSGce a los
que se enlaza especificamente dicho microorganismo: N-
glicolil-GM3 y N-glicolilsialo-paraglobosido (Figura 5)
(28).
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4. INCORPORACION DE NEU5GC A TEJIDOS
HUMANOS. SU RELEVANCIA

Aunque el gen CMAH no es funcional en humanos, el
acido Neu5Gc se ha detectado en tejidos fetales y también
existe en tejidos cancerosos, habiéndose propuesto como
un marcador tumoral (29). Los humanos pueden incorporar
acido Neu5Gc procedente de la dieta, especialmente de las
carnes rojas y de los productos lacteos (30), cuyo abuso
podria generar una reaccién antigeno-anticuerpo que
induce inflamacion crénica (31). A pesar de que la carne
es uno de los alimentos que aporta mdas nutrientes
(proteinas de alta calidad, hierro, zinc y vitaminas B6 y
B12), el consumo de carnes rojas (vaca, cerdo y cordero) o
procesadas se ha relacionado epidemiologicamente con la
obesidad, la diabetes tipo 2, las enfermedades
cardiovasculares y los canceres de multiples érganos. Por
ello, el Fondo Mundial para la Investigacion sobre el
Cancer (World Cancer Research Fund) y el Instituto
Americano de Investigacion del Cancer (American
Institute for Cancer Research) estudian desde hace varios
afios la influencia de la dieta en su prevencion. Aunque
estos estudios observacionales se han considerado con
reservas por varios autores (32), el comunicado emitido en
octubre de 2015 por la OMS previniendo sobre la
peligrosidad de la ingesta de carne roja y/o procesada
origind la consiguiente alarma en la poblaciéon (33). El
efecto cancerigeno que puede producir el consumo
inadecuado de las carnes rojas ha tratado de explicarse por
diversos mecanismos, entre otros la generacion al
cocinarlas de compuestos mutagénicos como aminas
aromaticas heterociclicas, hidrocarburos aromaticos
policiclicos, N-nitrosaminas y otros N-nitrosoderivados, o
la generacion de radicales libres producidos por el hierro
del grupo hemo, pero ninguno de ellos se ha demostrado
hasta el momento fehacientemente. Recientemente se ha
impuesto la hipdtesis de que la inflamacion esta causada
por la xenosialitis (34).
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Los origenes de esta hipotesis se remontan a casi 100
afios, cuando se describieron los anticuerpos denominados
Hanganutziu-Deicher (H-D), que aglutinan eritrocitos en
diversos enfermos independientemente de que éstos hayan
estado expuestos o mno a sueros animales (35).
Posteriormente se demostré que la mayoria de estos
anticuerpos reconocian a ganglidsidos que contenian
Neu5Gce (36). La hipotesis de la xenosialitis admite que,
tras la ingesta de los alimentos que contienen &cido
Neu5Gce, éste puede absorberse en su forma enlazada,
metabolizarse e incorporarse a los tejidos humanos por
pinocitosis. Tras su liberacion a los lisosomas, puede
exportarse como acido libre al citoplasma, y con la
participacion del reticulo endotelial y el aparato de Golgi
(37), su incorporacion a lipooligosacaridos humanos
seguida de exocitosis puede generar anticuerpos anti-
Neu5Gce. La interaccion antigeno-anticuerpo puede
producir inflamacion, y ésta la progresion tumoral (38). Al
parecer, las condiciones hipoxicas de los tumores sélidos
pueden estimular la expresion del transportador lisosomal
necesario para la exportacion de Neu5Gc, y los factores de
crecimiento pueden incrementar la pinocitosis y la
incorporacion de Neu5Gc a los tejidos.

Asi pues, este acido es para los humanos un compuesto
inmunogénico y posiblemente un inductor de tumores que,
funcionando como un antigeno heterdfilo (externo), induce
anticuerpos heterdfilos que pueden ser muy diversos al
dirigirse a diferentes epitopos de la macromolécula que
contiene Neu5Gc (generalmente inmunoglobulinas M,
IgM) (39). Se ha demostrado en ratones con una
deficiencia de Neu5Gc semejante a la humana, que los
anticuerpos anti-Neu5Gc aparecen durante la infancia y se
corresponden con una dieta en la que esta presente el acido
Neu5Ge, si bien esta circunstancia no puede por si sola
inducirlos ya que es necesaria la cooperacion del los virus
Haemophilus influenzae no tipificables (NTHi). Estos
virus son responsables de infecciones producidas en la
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infancia como otitis, sinusitis, conjuntivitis, neumonia y
ocasionalmente de infecciones invasivas, y en ellos existen
trazas exdgenas de NeuSGce que se han incorporado a sus
lipooligosacaridos de superficie (40).

Aunque el proceso por el que se evita la acumulacion
continua de Neu5Gc no se conoce con detalle, se ha
demostrado que los niveles de Neu5Gce exdgeno se
regulan. En las células humanas cultivadas en un medio
suplementado con este acido sidlico, los niveles de 4cido
incorporados disminuyen con el tiempo utilizando el
metabolismo de las N-acetilhexosaminas. Neu5Gc se

M.? del Carmen Avendaiio Lopez

convierte primero por la acciéon de la piruvatoliasa en N-
glicolilmanosamina (ManNGc), que se epimeriza a
continuacion (posiblemente por la catalisis de la enzima
GlcNAc-2’-epimerasa) a N-glicolilglucosamina (GIcNGc).
Esta se fosforila en la posicién 6 por la accion de la enzima
GlcNAc cinasa para dar N-glicolilglucosamina 6-fosfato
(GIcNGc-6-P), y este tltimo metabolito se desglicosila de
forma irreversible por la enzima GlcNAc-6-P desacetilasa
para dar glucosamina-6-fosfato (GIcNH2-6-P) y glicolato,
una molécula capaz de entrar en el ciclo del 4cido citrico
transforméandose en glioxilato (Figura 6) (41).
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Figura 6. Eliminacién de Neu5Gec en células humanas cultivadas en un medio suplementado con este acido.

Aunque es razonable que los distintos sustituyentes en
los gros OH y NH hagan variar su susceptibilidad a
diferentes enzimas, todavia resulta misterioso cémo la
sustitucion de un grupo acetilo por un grupo glicolilo se
traduce en una distribucion especifica segun las especies y
los tejidos y en unas funciones biologicas muy diferentes.
(Es el hidroxilo adicional del acido Neu5Gc responsable
de su toxicidad?. Los acidos sialicos tienen en comun el
estar cargados negativamente a pH fisiologico y, si se
consideran ambas moléculas aisladas, este grupo podria
alterar el pK, (42). También es razonable que el acido
NeuS5Gc sea algo mas hidréfilo que NeuSAc, pero estas
diferencias influirian muy poco en las propiedades
biofisicas. Sin embargo, si se reemplazan los millones de
moléculas de acido NeuSAc que se encuentran en la
superficie de los eritrocitos y de las neuronas humanas por
moléculas de acido Neu5Gec, la carga eléctrica superficial
(43) y/o la hidrofobicidad y lipofobicidad relativas de
estas células puede verse muy afectada. La glicosilacion
aberrante de la superficie celular es una caracteristica bien
conocida de las células cancerosas, por lo que un aumento
en la sialacion y la acumulacién de Neu5Gce pueden ser

278

caracteristicas del desarrollo de malignidades (44).

5. NUEVAS APROXIMACIONES AL
TRATAMIENTO DEL CANCER BASADAS EN LA
PRESENCIA DE NEU5GC

Varias familias de carbohidratos son antigenos
tumorales que se expresan en las células malignas a
niveles mas altos que en las normales, por lo que se
denominan fumor-associated carbohydrate antigens
(TACAs). Estos carbohidratos pueden ser glicolipidos, que
contienen un azucar enlazado covalentemente a un lipido
que se ancla en la bicapa lipidica de la membrana celular
como la ceramida, o glicoproteinas en las que el azicar
estd enlazado a un grupo hidroxilo de residuos de serina o
treonina de una proteina. Entre los glicolipidos se incluyen
gangliosidos (45) como GM1 y globdsidos como Globo-H,
y entre las glicoproteinas Tn, TF y STn. Actualmente se
estan ensayando en humanos varias vacunas terapéuticas
sintéticas que contienen estos antigenos. Una de ellas, la
vacuna Globo-H-KLH se encuentra en ensayos de fase
[I/111 para el cancer de mama metastasico (46).

Por otra parte, aunque los conocimientos que

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Biological relevance of a mysterious hydroxyl group

relacionan Neu5Gc con el cadncer se encuentran todavia en
la infancia (47), éstos se estan incorporando a su
prevencion y tratamiento. La generacion de anticuerpos
antiganglidsido ha sido dificil debido a que, en general, los
carbohidratos son poco inmunogénicos y es frecuente que
los anticuerpos IgM que se aislan tengan baja afinidad y
especificidad (48). Afortunadamente, se ha demostrado
que la vacunacion con diversas glicoproteinas como
Neu5Gce-Tn que contienen Neu5Gce como azucar terminal,
asociadas a la mucina MUCI, induce una respuesta
inmune en tumores epiteliales (49, 50).

Puesto que los niveles del ganglidsido (NeuSGe)GM3
estan aumentados en el cancer de mama humano y el
melanoma (51), su administraciéon podria inducir la
generacion de anticuerpos. En efecto, un ensayo clinico de
fase I ha indicado que la vacunacidén con proteoliposomas
que contienen (Neu5Gc)GM3 induce la producciéon de
anticuerpos en cancer de mama avanzado (52).

En cuanto al desarrollo y utilizaciéon de anticuerpos
humanos, son pocos los que se conocen actualmente con
capacidad para reconocer selectivamente epitopos
glicanicos que contengan acido Neu5Gc. La gran mayoria
de anticuerpos antiganglidésidos son inmunoglobulinas M
(IgMs), mientras que los anticuerpos anti-Neu5Gc suelen
ser inmunoglobulinas G (IgG) (54). La inmunizacion de
ratones con el gangliésido (Neu5Gc)GM3 conjugado con
lipoproteinas de baja densidad permitié el aislamiento del
anticuerpo especifico 14F7, que es capaz de discriminarlo
de (Neu5Ac)GM3 (53). Este anticuerpo es excepcional en
muchos aspectos y ha despertado gran interés. El
anticuerpo 14F7 pertenece a la subclase IgGl y es
especifico de tumores solidos, produciendo la
desintegracion de la membrana celular (55). Tras
humanizarse, 14F7 se estd empezando a estudiar
clinicamente como una vacuna terapéutica para el
tratamiento de cancer de pulmoén de células no pequefias
con el nombre de racotumumab (Vaxira®) (56).

Los aminoacidos de la cadena de la region variable que
contribuyen a la exquisita especificidad del anticuerpo
14F7 se han identificado a través de un extenso estudio de
mutagénesis (57) pero, debido fundamentalmente al gran
tamafio y flexibilidad de los ganglidsidos y a pesar de la
utilizaciéon de numerosos abordajes (58), todavia no se
conocen las interacciones precisas de los complejos entre
estos ligandos y 14F7.

y los gangliésidos. Un estudio de la estructura
cristalina del fragmento Fab (Fragment antigen-binding)
de este anticuerpo y de su modelo docking con N-glycolyl
GM3 ha demostrado que Fab 14F7 contiene un lazo muy
largo que divide al lugar de union al antigeno en dos
subsitios (59). Uno de éstos, formado exclusivamente por
aminoacidos de la cadena pesada, es el que se enlaza. El
grupo hidroximetilo que desicrimina N-glicolii GM3
versus N-acetil GM3 se sitia en una cavidad hidroéfila,
formando enlaces de hidrogeno con el grupo carboxilo de
Asp HS52, el grupo NH inddlico de Trp H33 y el grupo
hidroxilo de Tyr H50. Este nicho no es favorable para la
uniéon con el grupo metilo hidréfobo y, de hecho, la
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mutacion de Asp HS52 por residuos hidréfobos de tamaiio
similar como valina o isoleucina imposibilita su enlace con
N-glicolil GM3.

6. CONTAMINACION DE XENOTRASPLANTES,
CELULAS MADRE Y MEDICAMENTOS DE
ORIGEN BIOLOGICO CON NEU5SGC

La presencia de trazas de Neu5Gc puede ser un gran
problema clinico. La inmunoterapia con anticuerpos
monoclonales frente a epitopos tumorales se ha integrado
en los tratamientos del cancer (trastuzumab contra HER2,
cetuximab contra el receptor EGF, o rituximab contra
CD20 son algunos ejemplos) (60). En la produccion
industrial de estas glicoproteinas deberian evitarse medios
que contengan células que expresen Neu5Gc, a fin de
aumentar su vida media y reducir su inmunogenicidad. Se
ha demostrado que en la produccién de cetuximab la
incorporacién de Neu5Gce aumenta la formacion de
complejos inmunes y promueve una mayor eliminacion
(61).

Por otra parte, el cultivo de células madre embrionarias
humanas para su uso en terapias de reemplazamiento de
células y tejidos, no debe hacerse en sueros animales, ya
que éstos son fuente de NeuS5Ge que se incorpora
metabolicamente a dichas células. Cuando éstas se
exponen a sueros humanos con anticuerpos especificos
anti NeuSGc se produce su muerte in vivo, por ello es
necesaria la eliminacion completa del Neu5Gc si se utiliza
suero humano y el uso de células madre embrionarias que
nunca se hayan expuesto a productos animales (62).
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