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Todo tiene su tiempo, y todo
1o que se quiere debajo del cielo
tiene su hora.

Tiempo de nacer, y tiempo de
morir; tiempo de plantar y tiempo
de arrancar lo plantado.

Eclesiastés 3

Buena es la ciencia con herencia,
+ ~ y provechosa para los que ven el sol,
Porque ascudo es la ciencia, y
escudo es al dinero; mas la sabiduria
excede, en que da vida a sus poseedores.

Eclesiastés 7:11-12
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CAPITULO I
INTRODUCCION.

Desde los principios de la historia, la leche materna ha
sido esencial para la continuidad de la raza humana. Hasta el
siglo pasado la tasa de mortalidad era muy alta para los
infantes que por alguna razén se veian privados de la leche
materna; aun en nuestros dfas persiste una tasa alta en las
zonas del mundo en las que no existen o son insequros los
sustitutos nutricionales adecuados de la leche humana. En los
paises subdesarrollados 1la incidencia de desnutricién
proteico-energética y de enfermedades entéricas en nifos
pequenos estd muy relacionada con la falta de leche materna,
debido a un destete temprano y al uso cada vez mas frecuente
de alimentacién con biberén.

Las necesidades nutricionales del infante se satisfacen
mejor con la leche materna que con cualquier otro sustituto,
y la cual no ha sido posible mejorar como patrén de
referencia.

En todo el mundo se ha usado la leche de otros mamiferos
para alimentar a los infantes cuando la madre no puede o no
desea amamantar a su hijo. Sin embargo, la leche de cad#
especie estd diseflada biol6gicamente para satisfacer las
necesidades de la desnutricién de esa especie. La condicién y
el grado de madurez metabélica al nacimiento, la duracién del
perfodo de lactancia, la tasa de crecimiento postnatal

temprana y la susceptibilidad a enfermedades especificas



varia de una especie a otra. Por ejemplo, el ternero al
nacimiento, es mas pesado que el humano y su velocidad de
crecimiento es casi dos veces la del infante humano, esto
coincide con que la leche de vaca contiene aproximadamente el
triple de protefnas (32.46 g/1) que 1la 1leche humana
(10.69/1)[1]. Por lo tanto, cuando se alimenta al infante
humano con leche de vaca ésta debe de modificarse o agregarse
en cantidades diferentes para adaptarla a las capacidades
fisiolégicas y requerimientos del infante.

Los intentos de imitar o0 replicar la 1leche humana
alterando los componentes de la leche de vaca no han tenido
éxito coypleto. La adaptacién de la leche de vaca implica
cambios en el éontenido de nutrientes, asf{ como en la
concentracién y balance de los mismos. La formulacién de
sustitutos comerciales de 1la leche humana ha cambiado
continuamente sequn se ha ido ampliando el conocimiento
nutricional y se puede esperar gque haya mas cambios ya gue se
han identificado mas de 100 componentes no hutritivos, entre
otras enzimas, hormonas y factores inmunolégicos de la leche
materna que afectan 1la digestién, 1a absorcién y 1la
utilizacion de nutrientes asi como la resistencia a
infecciones respiratorias y enterales y que tienen un efecto
sobre el estado nutricional y la salud del infante. Por 1lo
tanto, aungue se ha tratado, es casi imposible "humanizar® la
leche de vaca. |

Sin embargo, la disponibilidad de férmulas seguras ha



ofrecido a las madres la oportunidad de alimentar a sus
infantes en forma alternativa con pecho o con biberén.

En los Estados Unidos y en otros pafses tecnolégicamente
avanzados esta opcién se volvié prdctica comin en la década
de los afios veinte con la comercializacién de 1la leche
evaporada de vaca, ofreciendo una base segura y uniforme para
la adaptacién, seguida después de férmulas comerciales
premodificadas. Como consecuencia, han ocurrido cambios
importantes en las précticas de alimentacién infantil y la
alimentacién por amamantamiento ha declinado.

Por lo menos el 90% de los infantes en los Estados
Unidos se alimentaron con pecho al principio del siglo
veinte. Desafortunadamente, los estudios sobre la prevalencia
de la alimentacién por amamantamiento rara vez han usado la
metodologia o épocas comparables, pero a partir de diferentes
fuentes pueden mostrarse esas tendencias [2].

La tendencia hacia la disminucién en la alimentacién al
pecho en los Estados Unidos fue clara. Por 1965 sélo la
cuarta parte de las madres iniciaron la lactancia. Tendencias
semejantes se han reportado en otros paises en donde se
pueden consegquir férmulas comerciales.

Un mayor interés por la alimentacién al pecho se conocié
por primera vez entre mujeres con buen nivel de educacién y
de ingresos medios superiores, sin embargo las mujeres con
niveles econdémicos inferiores tienden a seleccionar 1la

alimentacién con biberdn {3,4].



En 1920 se calculd que méds del 75% de los infantes eran
amamantados a los 6 meses de edad y el 10% a los 12 meses. En
el perfodo entre 1940 y 1960 aproximadamente la tercera parte
de las madres con estudios dejaron de amamantar en el primer
mes, otra tercera parte lo hacia en el sequndo mes, y unas
pocas continuaban alimentando con pecho hasta los 6 meses.

Por lo tanto, no sélo fueron menos las madres que
iniciaron la alimentacién al pecho, sino que las que 1lo
hicieron destetaron a sus infantes a edades mas tempranas.

En la década pasada, asi{ como parece estar aumentando la
tendencia hacia el amamantamiento, también parece que la
duracién del mismo estd en aumento. Los pocos reportes
publicados en la década de 1los setentas sugieren que
aproximadamente el B80% de los infantes que iniciaron su
alimentacién con leche materna seqguian amamantados al mes y
el 60% a los dos meses. Los datos publicados sobre infantes
de mayor edad son muy escasos para discernir tendencias, pero
los reporteé informales sugieren que ya no es poco usual el
amamantamiento durante por lo menos seis meses.

Factores que influyen en el cambio.

Las razones que explican 1la disminucién en 1la
prevalencia de 1la alimentaci6én al pecho en los paises
tecnolégicamente avanzados se han reportado ampliamente entre
1920 y 1960. La disponibilidad de la leche evaporada y de
férmulas premodificadas, la refrigeracién, la distribucién de
agua potable y las técnicas de proteccién bacteriana



disminuyeron notablemente la mortalidad y la morbilidad de
los infantes alimentados con biberén, y por primera vez las
madres tuvieron una alternativa a la alimentacién al pecho
que no amenazara las vidas de sus nifos.

Los cambios en la forma de vida y los puntos de vista de
las nmujeres sobre sus propias funciones en la sociedad
acentuaron la tendencia hacia la alimentacién con biberén. Un
mayor nuimerc de mujeres trabajaba fuera de casa y regresaban
a trabajar poco después del parto, por 1o que el biberén se
volvié el simbolo de la liberacién femenina.

La tendencia a formar nucleos familiares reducfan los
contactos con las abuelas u otros parientes que habian tenido
la experiencia de lactar y que podrian apoyar o aconsejar a
la madre scbre la lactancia. cada vez un numero mayor de
jévenes no habian observado nunca la alimentacién al pecho y
ya no se consideraba a la lactancia como una secuela de la
reproduccién.

La especializacién en la medicina significé a menudo, la
sustitucién del wédico familiar por un obstetra cuya
principal preocupacién era la mujer durante el embarazo y el
parto, y por un pediatra cuyo papel empezaba después del
nacimiento del infante. Como consecuencia, faltaba una buena
transicién prenatal-postnatal necesaria para una buena
lactancia.

Los partos en los hospitales sustituyeron los partos en

la casa. La separacién de la madre y del infante en cuartos



diferentes y el seqguir un horario de alimentacién eran
précticamente comunes. Por 1o general, los nifios se llevaban
con las madres a intervalos de cuatro horas durante el dia,
pero no durante la noche.

Eran pocos los hospitales que permitfan a la madre y al
infante compartir el mismo cuarto y esta préctica mostraba
una mayor proporcién de madres a-npnntundo con éxito. la
duracién de la estancia intrahospitalaria se volvié mas
corta. En la década de los aifios cuarenta la madre y el
infante permanecfan en el hospital de 8 a 13 dfas lo cual
permitia que se estableciera la lactancia (5].

En 1970 la estancia intrahospitalaria era algunas veces
tan s6lo de uno a dos dfas. A continuacién, la madre volvia a
las actividades hogareiias con una nueva responsabilidad, la
del recién nacido, cuando la produccién de leche ain era muy
escasa y no se habfa establecido la relacién madre-hijo en la
lactancia, incrementando 1a angustia de la madre en un
perfodo critico en el cual la tranquilidad produce mejores
resultados.

Seqin iba disminuyendo la prédctica de amamantar, las
mujeres tenfan menos exposicién a la prédctica y a los
problemas de la lactancia y se volvian mas dependientes del
consejo y gufa de los médicos. Al mismo tiempo, los mismos
médicos tenfan cada vez menos experiencia y entrenamiento con
los cuales guiar a la madre y los 1libros de pediatria

dedicaban poco espacio al amamantamiento. También cambiaron



las actitudes de las mujeres y sus esposos, la alimentacién
con biberén se volvié una regla y la lactancia era vista como
una préctica poco usual.

La alimentacién con leche materna rara vez se practicaba
en lugares publicos y hasta dentro de la familia a veces se
volvia motivo de verguenza.

Por lo tanto, las razones para la disminucién en 1la
alimentacién al pecho no fueron fisioldgicas sino sociales,
culturales, emocionales y psicolégicas.

El mayor interés sobre la alimentacién al pecho en las
dos ultimas décadas surgié de las mismas madres, en especial
las wmadres jévenes. Una resistencia wmuy ampliamente
distribuida hacia una sociedad del "pléstico", estimulé la
tendencia por un estilo de vida "natural®. Como parte de este
cambio cultural, un mayor nuimero de mujeres han preferido
experimentar el parto sin anestesia y amamantar a sus
infantes. Esto se observé primero entre las mujeres con un
mayor nivel educacional, pero los reportes recientes indican
que la tendencia se ha extendido a un mayor rango
socioecondémico. La falta de apoyo por los médicos condujo al
principio a la formacién de organizaciones como la Liga de la
Leche, en la cual las mujeres se unian para compartir ideas y
brindarse apoyo mutuo. Se organizaron grupos de la childbirth
Education Association en muchas comunidades. Ultimamente, en
pocos aflos, cada vez mas médicos, enfermeras y otros

trabajadores de la salud estdn recomendando y apoyando 1la



prdctica de la alimentacién al pecho.

Se ha calculado que del 90 al 95% de las madres son
capaces de amamantar. Las contraindicaciones de 1la
alimentacién al pecho incluyen: gue la madre no tenga deseos;
alteraciones crénicas severas de la madre, tales como
tuberculosis activa, septicenia, nefritis, enfermedad
convulsiva o neurosis o psicosis severa; algunos medicamentos
recibidos por la madre; o un defecto del infante, tales como
paladar leporino o una enfermedad metabdlica que reguiere
alimentos preparados especialmente. Anteriormente se creia
gque la mastitis era una razén para el destete, pero la
creencia actual es de que un amamantamiento continuo previene
congestionamientos durante el tratamiento contra la
infeccién. El estrés fisiolégico y nutricional ocasionado por
un embarazo sumado a la lactancia sugiere que no se debe
continuar con la lactancia mas alld de la primera nitad del
embarazo. Se ha reportado hiperbilirrubinemia no conjugada en
menos del uno por ciento de los infantes alimentados con
pecho, atribuida a un metabolismo esteroide poco usual de la
progesterona, el cual in vitro inhibe la actividad de 1la
glucuronil transferasa.

Sin embargo, después de dos o tres dias de alimentos
sustitutivos, se puede continuar con un alto nivel de
sequridad la alimentacién por amamantamiento [2,5,6].

La mayoria de lés mujeres que desean amamantar son

capaces de alimentar al pecho, si se les hacen comprender los



mecanismos fisiolégicos, si se les brinda un apoyo adecuado
por el personal hospitalario y la fanilia y si estdn
relativamente libres de ansiedad y estrés. La secrecién
generalmente queda bien establecida al final de la primera
semana.

Un problema que presentan muchas madres y que por 1lo
general ocurre entre la segunda y la quinta semana del
postpartb es el siguiente: La madre y el infante desarrollan
en las primeras semanas una sincronizacién entre el
suministro y la demanda. Casi al final del primer mes o a
principios del segqundo, el infante puede presentar un aumento
subito de la demanda, quizds relacionado con un aumento de la
capacidad géstrica por incremento en el crecimiento. Aun si
la madre ofrece ambos pechos al alimentarlo, el infante no
queda satisfecho. La madre se angustia y esto puede disminuir
el fenémeno de la bajada de la leche. En ese momento, con
cierta frecuencia se suspende la alimentacién con leche
materna porque lé madre o su médico deciden que ya no puede
producir una cantidad suficiente de leche.

Se necesita tiempo para que el sistema neurochormonal
responda al aumento de la succién produciendo mas prolactina
y oxitocina, Esto generalmente se logra antes de 24 horas,
produciéndose una mayor cantidad de leche. Mientras tanto, se
puede sequir cualesquiera de dos procedimientos: colocar al
bebé al pecho a intervalos cortos de tiempo en ocasiones

brindard un estimulo suficiente. Por otro lado, el ofrecer un



biberén después de amamantarlo con la leche materna ( no en
sustitucién) permite satisfacer al bebé; la madre se relaja y
disminuye su tensién lo que ayuda a aumentar el suministro de
leche. Los biberones no deben reemplazar la alimentacién con
el pecho y se deben evitar dar ligquidos o sé6lidos entre los
periodos de amamantamiento, de tal manera que el infante
tenga hambre cuando se le ofrezca el pecho. También es
posible, desde luego, que una mujer no pueda aumentar la
produccién de leche pero con frecuencia se toma una decisién
apresurada al primer signo de dificultad.

l.as mujeres varian ampliamente en su capacidad de
producir leche. Algunas pueden qla-antar exitosamente a
gemelos, mientras que algunas deben usar fdérmulas para
complementar un aporte insuficiente para un hijo unico. Para
algunos infantes un solo pecho aporta lo suficiente para
considerarse un alimento completo, de tal manera que se
pueden alternar los pechos para alimentos sucesivos.

Una vez que la lactancia estd bien establecida la madre
puede tener mas libertad para las actividades sociales o
hasta . para trabajar fuera de casa sin suspender 1la
alimentacién al pecho. Deépués del amamantamiento se puede
extraer la leche residual del pecho en forma manual Yy
refrigerarla para alimentar posteriormente cuando la madre
estd4 fuera, o se puede sustituir un alimento al pecho con un
biberén con férmula.

Ya no es diffcil encontrar instalaciones adecuadas para

10



gque cuiden al infante de una madre que trabaja, pero muchas
madres que trabajan amamantan en la mafiana y en la noche y
durante el dia dejan la leche materna refrigerada o bien un
sustituto comercial. Este horario tiene mas éxito con 1los
infantes de mayor edad.

Un lapso amplio de tiempoc entre los alimentos puede
inhibir la produccién de leche durante los primeros neses.
Existe la posibilidad de que la madre que trabaja, necesite
extraer la leche durante el dfa para aliviar el
congestionamiento hasta que se adapte al horario.

la cantidad de leche que en realidad consume un infante
es diffcil de determinar. La coleccién de muestras de leche
interfiere con el patrén usual de alimentacidén del infante y
altera el estado psicolégico de la madre. la respuesta
fisiolégica materna a una bomba mecédnica o a la extraccién
manual es diferente a la de la succién del infante y el
volumen de muestras recolectadas por estos métodos puede no
reflejar la cantidad que el infante hubiera obtenido.

Los diferentes ambientes y técnicas de recoleccién
pueden afectar el volumen debido a 1la sensibilidad del
control neurchormonal de la produccién de leche. La varjiacién
diurna es tan grande que la muestra de un solo alimento puede
gue ho sea proporcionalmente representativa del volumen
total; y 1la recoleccién de 24 horas generalmente no es
préctica.

La mayorfia de los datos disponibles sobre el volumen de

11



leche son indirectos, calculados por los pesos del infante
antes y después de los alimentos. El volumen de leche aumenta
rdpidamente en el primer mes, sequn se va estableciendo 1la
lactancia, y el aumento del volumen total es compatible con
el aumento de peso del infante.

El volumen de leche puede disminuir algo por 1a
menstruacién, pero es probable que el contenido de nutrientes
no se afecte. La reinstalacién tanto de la menstruacién como
de la ovulacién ocurren mas tarde en la mujer que esté
lactando que en la que no lo estd, asi que el amamantamiento
proporciona cierta proteccién contra 1la concepcién. El
periodo de infertilidad ha variado de 2 a 14 meses en
diferentes poblaciones estudiadas y estd relacionada con la
intensidad de 1la alimentacién al pecho. Los periodos mas
largos de alimentacién al pecho total, sin alimentos
complementarios para el infante, se asocian con una
reinstalacién mas tardfa del ciclo estral, no obstante, el
estado nutricional de 1la mujer puede ser un factor
determinante del momento de la reinstalacién.

En paises tropicales se encontr6 que las primeras
menstruaciones después del parto ocurrfan antes en mujeres
que recibian alimentos adicionales durante el embarazo y la
lactancia que en los controles, sugiriendo que existe un
mayor retardo en la reinstalacién de la menstruacién y 1la
ovulacién en mujeres con desnutricidén crénica que en mujeres

bien nutridas. Debido a la gran variacién individual, la
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lactancia no es un método anticonceptivo confiable,
especialmente para mujeres coih un buen estado nutricional.

Los efectos de los anticonceptivos orales sobre el
volumen y el contenido de nutrientes en la leche de peého no
se han definido claramente, las diferencias en los resultados
de los estudios publicados pueden deberse a diferencias en
los tipos de anticonceptivos usados, a las dosis, a la etapa
de 1la lactancia, a la duracién del estudio, al estado
nutricional de la mujer y a las costumbres culturales que
afectan tanto la lactancia cowo la répida concepcién después
del parto {[7). Sin embargo, parece que al establecerse la
lactancia el impacto del estimulo de succién sobrepasa los
efectos inhibitorios de los gestégenos. .

La mayoria de los estudios han mostrado menor duracién
de la lactancia, la inhibicién de la produccién de leche y
menor incremento ponderal infantil, en particular con el uso

amplio de los compuestos estrogénicos.

13



CAPITULO IX
ANATOMIA DR LA MAMA.

El término seno incluye una variedad de estructuras
anatémicas situadas en la regién anterior del tdérax que
incluye a 1la gléndula mamaria, una estructura glandular
cuténea altamente especializada compuesta de elementos que
estén involucrados en la secrecién y la eyeccién de la leche.

Esta gldéndula es caracteristica de los mamiferos y su
desarrollo y estructura son notablemente similares ain en las
especies inferiores de esta clase. En los humanos, la
gldéndula estd compuesta de algunos 15 a 20 1lébulos, 1los
cuales se originan en el pezén y la areola y se difunden por
la pared tordcica anterior y lateral. La gléndula mamaria es
solo uno de los componentes del pecho, otros componentes
incluyen una cantidad variable de grasa, tejido conectivo,

vasos, nervios y linfdticos.

CARACTERISTICAS ANATONICAS DE LA NMANA.
SUPERFICIE ANATOMICA, ESTRUCTURAS DE SOPORTE Y RELACIONES
GENERALES.

El seno cubre los misculos pectoral mayor, el serrato
anterior y el oblicuo externo. Se extiende desde la segunda a
la sexta costilla y del esternén a la lfnea media axilar. El
tejido glandular contenido dentro puede alargarse mas allé
del 6rgano en 8f y extenderse lateralmente en la axila hacia
arriba hasta la clavicula y hacia abajo hasta la fosa

epigdstrica (Fig.1).
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Fig.1.~ Diagrama que muestra la extensién del tejido mamario.
N6tese la extensién de los elementos ductales hacia
la axila y hacia el epigastrio (8]

15



La cantidad mas grande de tejido glandular se localiza
en el cuadrante lateral superior. Alrededor y cubriendo el
tejido glandular estd una 2zona, frecuentemente grande de
tejido adiposo.

La mama estd firmemente unida a la cubierta de la piel
en el drea de la areola por el tejido conectivo el cual rodea
los conductos y por ligamentos o bandas gruesas de tejido
conectivo el cual atraviesa y subdivide el tejido adiposo y
los elementos glandulares [8].

El pexén y la areola.

El pezén es una condensacién de tejido epitelial, el
cual generalmente, aunque con gtan variabilidad, es
localizado al nivel del cuarto espacio intercostal. Los
conductos lactiferos de la gldndula mamaria se vacian en él.
Estd rodeado por piel pigmentada especializada, la areola, la
cual contiene melanéforos y se oscurece durante el embarazo,
y conserva esa coloracién posteriormente. La areola también
contiene gldndulas sebdceas, las cuales se hipertrofian y
forman papilas durante el embarazo, (foliculos de
Montgomery), gldndulas sudorf{paras y otras estructuras
accesorias con conductos pequefi{simos abriéndose directamente

en el epitelio areolar escamoso estratificado [9].

VASOS Y NERVIOS.-
El seno estd altasente vascularizado y la sangre de la
que se provee deriva principalmente de las arterias toricica

lateral y la tordcica interna.
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La arteria tordcica lateral, una rama directa de la
arteria axilar, provee la mayor cantidad de la sangre a las
zonas superficiales del érgano.

El seno estd inervado principalmente por los nervios
intercostales los cuales llevan fibras sensoras a la piel y
fibras auténomas al misculo liso y los vasos sanguineos. El
complejo del pezén y la areola estén inervados \inicamente
por las ramas interiores del cuarto nervio intercostal.

Un punto de considerable importancia porque a 1la
interrupcién de esta inervacién puede interferir con la rama
aferente del reflejo de la bajada de la leche, por lo que

deben evitarse incisiones alrededor de la areola [10].

DRENAJE LINFATICO.-

Un rico plexo de vasos linfdticos drena el seno y la
gldndula mamaria. Existen dos vias importantes las cuales se
originan en 1los 1lébulos del seno y corren profundamente
dentro de él.

La principal avenida de drenaje (mAds del 75%) es hacia
la axila a través de los ndédulos axilar apical y axilar
pectoral. La wmayorfa de estos se sitian cerca de los vasos
de la superficie anterior del misculo serrato anterior.

El drenaje linfdtico del pezén y la areola sigue al
drenaje del parénquima glandular profundo y no al canal

adyacente superficial de salida de la piel [1l1].
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DESARROLLO ENMBRIOLOGICO.-

Desarrollo normal.-

La gldndula mamaria es un 6rgano derivado del ectédermo,
el cual puede ser definitivamente identificado a 1las 6
semanas después de la fertilizacién [12]. En este tiempo, una
placa de células ectodérmicas pueden ser vistas agrupadas en
una linea que se extiende desde la base axilar a la regién
posterior del érgano o regidén inguinal. Esto es conocido como
la linea mamaria o colina mamaria. En animales inferiores, la
linea mamaria es una discreta entidad identificable debido a
que se extiende por la superficie abdominal y retrocede en la
regién del térax. Cerca del fin de la sexta semana, el puente
ectodérmico forma un abismo y el ectodermo empieza a penetrar
el mesénquima subyacente, produciéndose la gldndula mamaria
definitiva (Fig.2).

En los roedores, cerca de la semana 20, 16 a 24 brotes
primitivos invaden el tejido conectivo mesodérmico. Estos
brotes que invaden el ectodermo contindan creciendo
profundamente con la gestacién Y empiezan a ramificar. Solo
los principales conductos lactiferos estdn presentes al
nacimiento con la mayoria de los conductos y virtualmente
todas las estructuras glandulares secretoras, esperando los
cambios hormonales de la pubertad.

Las células ectodérmicas altamente diferenciadas
desarrollan un contacto directo con los conductos

desarrollados y el mesénquima. Estas células destinadas a

18



convertirse en células mioepiteliales, estdn 1localizadas

alrededor de los conductos desarrollados [13].

Ectodermo
222
%’—é———

Brote =~ Y _
primario = Mes€nquima
%%ﬁc—- Brote
== secundario

(—- Foso mamario

Fig. 2.~ Esquema mostrando el desarrollo temprano de la
gldndula wamaria.



Conforme la gestacién avanza, el tejido conectivo
fibroso y los adipositos se desarrollan del mesénquima
cercano. El desarrollo de los elementos alveolares
intralobulares esperan la llegada de 1la pubertad pero el
desarrollo completo ocurrirs solo durante el embarazo.

El pezén y la areola se desarrollan mas tarde en 1la
gestaciéon. Aproximadamente a los 8 meses, la superficie
globular del primordio se aplana y cornifica. Un poco antes
del nacimiento, este primordio se transforma en el pezén por
la proliferacién del mesénquima adyacente produciéndose la
eversison del primordio cornificado. Mas tarde el ectodermo y
el wmesdénquima que circundan directamente al pezén se

diferencian en la areola definitiva.

DRESARROLIO POSTMATAL.-
El desarrollo de la gldndula mamaria durante la infancia
es menor si se compara con el crecimiento general del cuerpo

hasta que se acerca la pubertad [14,15]).

ADOLESCENCIA. ~

Aunque los principales cambios de la gldndula mamaria
son iniciados en la pubertad, el desarrollo ulterior de la
gldndula varia enorsemente de wmujer a mujer, haciendo
imposible clasificar la estructura de la gld4ndula namaria
basados en la edad [(16,17]).

El periodo adolescencia empieza con el primer signo de

cambio sexual en la pubertad y termina con la wmaduracién
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sexual. La pubertad en las hembras empieza entre las edades
de 10 y 12 afios. Con el acercamiento de la pubertad la mama
rudimentaria empieza a mostrar un crecimiento activo tanto en
el tejido glandular como en el estroma que 10 rodea.

El incremento glandular es debido al crecimiento y la
divisién de pequefios grupos o racimos de conductos primarios
Yy secundarios.

Varios autores han mostrado a través de experimentos
realizados en cultivo de mama normal en presencia de timidina
tritiada que el epitelio de 1la glédndula mamaria normal
muestra variaciones en la sintesis de DNA [18).

Se ha descrito una disminucién en la cadena guia del DNA
en el epitelio mamario durante la fase folicular con un
incremento siqnificativo durante la fase lutea, encontrando
que los 1ldébulos de la gldndula wamaria humana en reposo,
presentan un pico de actividad mitética durante la fase litea
(25 dias del ciclo) y que ocurren cambios ciclicos en 1la
delecidén celular o apoptosis, tres dfas después del pico de
mitosis.

Aunque la proliferacién y la muerte celulares parecen
balancearse para mantener el equilibrio de la mama humana en
reposo, el desarrollo mamario, inducido por 1las hormonas
ovéricas durante el ciclo menstrual, nunca retorna al punto
de inicio del ciclo precedente.

El estudio del tejido mamario normal de 22 mujeres

adultas con edades entre 18 y 63 afnos de edad, permitié
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determinar que en las gléndulas de las mujeres no embarazadas
existen dos tipos de 16bulos identificables adem&s de los
l6bulos ya descritos como tipo 1.

La transicién de los 1lébulos tipo 1 al de tipo 2 y de
este al tipo 3 es un proceso gradual de produccién de yemas o
nuevos brotes alveolares. En los 1ldébulos tipo 2 y 3 estos son
conocidos como dictulos; ellos jincrementan en nimero de
aproximadamente 11 en el 1lébulo 1 a 47 Y 80 en los lébulos
tipo 2 y 3 respectivamente.

Los ldébulos tipo 1 son encontrados predominantemente en
la mama de mujeres jdévenes que no han parido, mientras que
los 16bulos tipo 2 y 3 son encontrados frecuentemente en las
gldndulas de mujeres que lo han hecho.

La determinacién de la actividad proliferativa (DNA) de
estas estructuras por wmedicién de 1la incorporacién de
timidina tritiada en el epitelio mamario se realiza por 1la
técnica de Russo y Russo (1982), quienes han demostrado que
el DNA de los 1lébulos tipo 2 estd alrededor de 0.99 y el de
los 16bulos tipo 3 es de 0.25 mg/DNA [17,19].

Estos valores son 5 y 20 veces mas bajos que los
encontrados en los 1lébulos tipo 1 y 60 veces mas bajos que en
los brotes terminales. Es importante enfatizar que en el
estudio de la actividad proliferativa de la glandula mamaria,
cada compartimento topogréfico ha sido analizado
individualmente y existe un gradiente del brote terminal al

lébulo tipo 3, las estructuras de los conductos tienen una
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actividad proliferativa intermedia entre los lébulos tipo 1 y
tipo 2.

Este gradiente no parece modificarse con el
envejecimiento, aunque en mujeres mayores toda la actividad
proliferativa se reduce significativamente.

En la figura No. 3 se muestran los diferentes tipos de

l6bulos y el andlisis topogrdfico individual.

ESTRUCTURA DE LA GLANDULA MAMARIA.
CARACTERISTICAS GEWERALES. -

En la pubertad, los 15 a 20 conductos embrionarios
primitivos formados por la invaginacién del ectodermo,
arborizan extensamente en lébulos separados. En la henmbra
adulta, aproximadamente de 10 a 15 de estos 1lébulos son
funcionales y el resto permanece como vestigios. Estos
l6bulos drenan hacia el pezén por medio de diferentes
conductos excretores llamados los conductos lactiferos, los
cuales se dilatan ligeramente dentro del pezén para formar
los senos lactiferos ( Fig 4 )

Hicken describié 1la distribucién completa de los
conductos en la 2zona anterolateral del tdérax (mamografia)
después de la inyeccién de medio de contraste en los
conductos lactiferos. Debido al alto grado de complejidad y
ramificacién de 1los conductos, 1la gldandula mamaria es
clasificada histolégicamente como una glédndula tuboalveolar

compleja [20].

23



ONA-LI

| 15.8$6.2
TEB - @@ D §
% € f( 5.6$2.5
& _}m; :

J,
’

Lob 3 0 :
R 3 ‘4‘:“0' ‘-0.2510.3

2% RO :

ay v

Conducto

Fig 3.~ Representacién esquemdtica de los compartimen-~
tos de la gladndula mamaria humana en donde se
observan los brotes terminales, los brotes al-
veolares y los diferentes tipos de 1débulos{17]}.
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Esquema del sistema de conductos lactiferos y
el pezén de una hembra de 21 afos. Obsérvese

como los conductos lactiferos convergen en el
pezén.Los alveolos secretores se localizan en
la periferia de los conductos intralobulares.
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Las unidades secretoras bdsicas de la gldndula son los
alveolos, pequefias evaginaciones en forma de saco en los
conductos alveolares, los cuales estdn compuestos de una
nonocapa de células epiteliales mamarias que son cuboides y
que reposan sobre una membrana basal clésica. Agrupadas
alrededor de un conducto mamario parecido a un racimo de
uvas, estos alveolos (y 1las porciones distales de los
conductos alveolareé) producen las sustancias a ser
secretadas, que caracterizan a la glé&ndula.

Son las unidades secretoras, las que muestran el mayor
grado de crecimiento y regresién durante las diferentes fases
del desarrollo de la gldndula mamaria.

Alrededor de los alveolos y situado entre ellos y la
ldmina basal, se localizan unas células altamente
especializadas que se cree, también se derivan del ectodermo.
Esas células mioepiteliales o "células en forma de arana®,
contienen elementos tanto del misculo 1liso como de las
células epiteliales y rodean a cada unidad alveolar como si
fuera una canasta y también sén encontradas a lo largo de los
canales interlobulares. Estas células contrdctiles son
responsables de la eyeccidén de la leche de los alveolos y los
conductos alveolares. La presencia de estas células
mioepiteliales (llamadas también "células canasta” ) ha sido
citada como la evidencia de una relacién morfogenética entre
la gldndula mamaria y las gldéndulas sudoriparas cutdneas.

Clasicamente, el desarrollo pospuberal de la gldndula mamaria
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ha sido dividido en tres etapas funcionales principales: 1)
una etapa inactiva o de reposo, visto en 1las hembras
sexualmente maduras no lactante, no embarazadas, 2) una fase
de proliferacién o fase activa durante el embarazo y 3) la
fase lactante o fase secretora durante la produccién de la
leche.

En ocasiones se incluye una cuarta etapa de regresién o
atrofia. Esta ocurre al cesar la lactancia y después de la

menopausia.

ETAPA INACTIVA O DE REPOSO.-

Previo al embarazo, la gldndula mamaria de la hembra
adulta es inactiva, lo cual permite la fdcil identificacién y
organizacién de su parénquima y del estroma. Como se muestra
en el esquema 5, los 1ld6bulos consisten de tiubulos o conductos
limitados por un epitelio y embebidos en un estroma de tejido
conectivo, se encuentran muy separados Yy los tejidos
conectivo y adiposo son los elementos predominantes. El
tejido conectivo interlobular es denso, fibroso y
marcadamente menos celular que el tejido conectivo
intralobular.

Un punto de importancia, es que el parénquima glandular
del seno aparentemente no responde al ambiente hormonal de un
modo totalmente sincrénico.

Las diferentes 4reas dentro del mismo seno pueden
cambiar en un grado mayor o menor. Por esta razén, se puede

observar una gran variabilidad dentro de los 1lé6bulos y
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entre los l6bulos al analizar diferentes secciones

histolégicas.

Fig.5.- Esquema de la etapa inactiva. Se observa una
gran cantidad de tejido conectivo en relacién
con el parénquima.Son visibles pocos conductos
estratificados sin evidencias de desarrollo
alveolar.
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LA FASE PROLIFERATIVA O FASE ACTIVA

Al tiempo en que se establece la menarquia se puede
observar un desarrollo alveolar moderado, pero al presentarse
los cambios hormonales del embarazo, la gldndula mamaria
experimenta una fase espectacular de crecimiento y
proliferacién.

En las etapas tempranas del enbarazo; este incremento es
debido a una veidadera hiperplasia de 108 elementos
secretores y de los conductos, mientras que en el ultimo
trimestre la hipertrofia de 1las células alveolares y la
actividad secretora son la base de los cambios vistos.

Durante el mismo intervalo, se observa un descenso
significativo en el estroma de soporte con una narcada
reduccién en las células adiposas y en el tejido conectivo
fibroso. La fase activa estd caracterizada por un rédpido
incremento en el nimero de alveolos.

El primer trimestre del 'embarazo, los alveolos
secretores estdn colapsados pero como la gestacién avanza los
sdculos se expanden y alargan transformando a la gldandula en
una estructura tuboalveolar cldsica. En el epitelio de los
alveolos se observan mitocondrias relativamente grandes y un
aparato de Golgi aumentado. Simultdneamente hay un incremento
en la cantidad de reticulo endopldsmico rugoso.

Al iniciar el sexto mes del embarazo se observa la

acumulacién de lipidos en las células epiteliales alveolares.
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LACTANCIA O FASE SECRETORA.

Durante los primeros pocos dias después del parto, se
observan cambios significativos en los elementos secretores
de la gléndula mamaria. Las células que limitan los séculos
alveolares desarrollan las caracteristicas citolégicas
cldsicas de una célula exocrina. En la base de la célula,
numerosos ribosomas libres pueden ser vistos dentro del
citoplasma. Estos son rédpidamente reemplazados por membranas
del reticulo endopldsmico rugoso, las cuales son poco
evidentes‘a las 48 horas postparto (Fig 6).

Por el uso de colorantes especiales para los lipidos,
parece que algunas de las inclusiones de 1lipidos no son
homogéneas ([21].

Hasta el adveniiiento de la microscopia electrénica hubo
una gran discusién sobre la naturaleza del proceso secretor
que se presenta en la célula durante la lactancia. La
glandula mamaria fue primero clasificada como una mezcla de
gldndula merocrina y apocrina, ya gue ademds de la secrecién
de 1lipidos se observan pequefios grénulos de secrecién de
protefnas en el citoplasma apical con el vaciamiento
subsecuente de sus contenidos en el lumen alveolar.

Estudios recientes han wostrado que 1los productos
protefinicos son liberados en el 1lumen alveolar por
exocitosis, en la «cual el @material secretado sale
directamente por el dpice celular sin pérdida del citoplasma;
esto se debe a la fusién de la membrana de los grdnulos

secretores con la membrana plasmética apical. Sin embargo, el
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proceso de liberacién de las gotas de 1lipidos produce 1la
pérdida de un poco de citoplasma, en menor cantidad que 1la
cantidad que fue originalmente supuesta de los estudios del
microscopio éptico [22].

Durante la lactancia los desmosomas desaparecen dejando
la zona de oclusién para limitar estrictamente el paso de los
componentes extracelulares en la luz alveolar.

Estas uniones han sido observadas en las membranas
laterales de las células y se cree que son sitios de
transporte de moléculas pequeiias entre las células. La
nmembrana basal es proyectada en invaginaciones interdigitales
con gran contenido de mitocondrias. Dentro de 48 horas, el
epitelio alveolar se vuelve cuboide y continua incrementando
su actividad secretora. Los alveolos empiezan a distenderse
con la leche y conforme lo hacen se deforman. Se observa la
compresién del tejido conectivo intraalveolar limitrofe y, en
secciones histolégicas, se observan los alveolos totalmente
distendidos simulando a los foliculos tiroideos 1llenos de
coloides. En el esquema 7 se muestra el complejo de esas

uniones.
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Fig.6.- Esquema del desarrollo alveolar y de los con-
ductos en una mujer nuligravida de 19 afos.
Con el inicio del ciclo menstrual se inicia un
modesto desarrollo de los elementos de los con-
ductos y secretores.
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Anatomia del Pecho

Foliculo
externo

Zona de Foliculo
oclusién interno
Zona de 3-:'3,:
adherencia
Desmosoma

Fig 7.- Diagrama del complejo de uniones. Estas uniones
se observan en los conductos a lo largo del ci-
clo mamario, sin embargo los desmosomas desapa-
recen de las células alveolares durante 1la
lactancia dejando solamente la zona de oclusidén
para limitar la migracién de componentes extra-
celulares,

33



La contraccién de las células mioepiteleliales ayudan en
la expulsién del material del lumen alveolar a los conductos
alveolares ayudando en sf a impulsar los productos secretores
hacia los conductos lactiferos y a los senos.

Un proceso ciclico de 1la actividad secretora, 1la
dilatacion luminal, y la expulsién en el sistema de conductos
continia durante la lactancia, como dirigido por la succién

del infante y el reflejo de la bajada de la leche.

REGRRSION, INVOLUCION O ATROFIA.

La succién regular estimula la secrecién continua de la
leche. Cuando se detiene, la gldndula rédpidamente cesa su
actividad secretora y experimenta una fase relativamente
rdpida de regresién. En pocos dias, la leche que permanece en
la luz de los alveolos es reabsorbida. Se observa una
disminucién constante en los elementos del parénquima como
consecuencia de 1la reaparicién de grandes cantidades de
tejido conectivo intralobular e interlobular.

La gldndula, sin embargo, no regresa al estado original
prepuberal, ya que persisten muchos alveolos [23].

conforme esto ocurre, los restos celulares son removidos
por los macréfagos y los histiocitos y la gldndula permanece
antonces en una condicién de reposo hasta el siquiente
embarazo. Cerca de la menopausia, pero generalmente antes de
que cese la funcién ovArica, empieza la atrofia de 1la
gldndula mamaria y los tejidos anexos. La pérdida del tejido

empieza injcialmente en la zona periférica del 1lébulo, pero
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eventualmente casi todos los conductos alveolares e

intralobulares se pierden (Fig. 8).

Fig. 8.- Esquema de conductos mamarios de una hembra de
34 afos,cinco afios después de su primer parto.
Se nota el grado de regresién en los elementos
secretores y conductos con un incremento en la
relacién estroma/parénquima [8].
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RELACION PARENQUIMA-ESTROMA.-

La estructura tridimensional de la glandula requiere que
los estudios morfométricos sean llevados al cabo en
preparaciones en portaobjetos, aunque este es el unico método
en el cual 1la arquitectura del J6rgano se preserva,
permitiendo asi una buena valoracién de la proporgién
parénquima-estroma.

Las preparaciones llevadas al cabo, por este ﬁétodo son
excelentemente adaptadas para mediciones wutilizando el
sistema de andlisis de imagen. El1 estudio de la relacién
parénquima-estroma en 14 gldndulas de humanos en los estados
de pubertad, postpubertad, en el parto y en mnujeres
embarazadas muestra que dicha relacién es un proceso
dindmico. En la gléndula mamaria de mujeres en la pubertad
casi el 90% de la gldndula estd constituida de estroma, este
puede ser dividido en estroma intralobular, representando al
17% del total y consistente de tejido conectivo alrededor de
los brotes alveolares individuales y el estroma interlobular,
que separa un lébulo de otro. Este estd compuesto de grasa y
tejido conectivo.

El parénquima de estas gldndulas representa el 10% del
drea mamaria y estd constituido casi exclusivamente de
l6bulos tipo 1 y los conductos. En las gléndulas de mujeres
en estado postpuberal y mujeres jévenes no lactantes, el

parénquima incrementa de un 10 a un 30% del drea total de la
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gldéndula ( 0-10% estd compuesto de ldébulos tipo 1, 10-~18%
l6bulos tipo 2 y de 1 a 3% lébulos tipo 3).

Hay una marcada reduccién en la proporcién de 1lébulos
tipo 1 y tipo 2.‘

El embarazo induce cambios draméticos en la relacién del
parénquima y el estroma. Durante 1la primera mitad del
embarazo, el &rea del pnrénquini se incrementa en un 55% y al
final del embarazo en un 73% cbn la subsecuente reduccién en
la proporcién del estroma [17,24].

La proliferacién de acinis resulta en 1débulos mas
grandes, compuestos de numerosas unidades secretoras (lébulos
tipo 4 ) tiene como consecuencia una marcada reduccién en el
estroma tanto intralobular como en el estroma interlobular.

El siguiente esquema (Fig. 9) muestra la relacién que
existe entre el parénquima y el estroma de la gl&ndula
nanari; durante las etapas: pubertad, postpubertad, parto y
al inicio y final del embarazo.
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Fig 9.~ Esquema que muestra los cambios en las pro-
porciones del parénguima y del estroma en la
gléndula mamaria de la pubertad al final del
embarazo (17].
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CAPITULO III.
Aspectos celulares y moleculares del control hormonal
de la funcién mamaria.

En la década pasada se realizaron progresos muy
importantes que permiten un mejor conocimiento de los eventos
moleculares y celulares que participan en la regulacioén del
crecimiento de la gl&ndula mamaria y la lactancia y estéd
claro que algunas proteinas lactogénicas, particularmente la
prolactina, juegan un papel muy importante como moduladores
del control de la funcién mamaria, junto con los esteroides
sexuales y el cortisol. En esta seccién se describird la
participacién de la prolactina, el efecto regulador de los
estrégenos, la progesterona y los glucocorticoides, los
efectos de 1la insulina, 1las hormonas tiroideas, las
prostaglandinas y el AMP ciclico (AMPc).

Hormonas lactogénicas.

Las somatomamotropinas son un grupo de polipéptidos de
cadena simple con pesos moleculares entre 21,000 y 23,000
daltones que incluyen dos hormonas de origen pituitario, 1la
prolactina y 1la hormona del crecimiento y una hormona
sintetizada por 1las capas sinciciotrofobldsticas de 1la
placenta, el lactégeno placentario (también conocido como
somatomamotropina coriénica o CS) [25). Estas tres hormonas
varfian en grados de actividad lactogénica, pero en general la
prolactina tiene el papel importante en la requlacién de 1la

funcién mamaria. En las especies no mam{feras, la prolactina
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tiene una gran diversidad de funciones fisioldgicas; por
ejemplo, la regulacién del balance de sales y del agua en los
anfibios y el inicio de la nidacién en los p&jaros [26].

En los mamiferos, el papel principal de la prolactina es
la regulacién de la actividad de la gléndula mamaria. Durante
la lactancia, la prolactina es secretada en respuesta a la
succién por el infante. La hormona se combina con sus
receptores en las células secretoras de leche en la gldéndula
mamaria, estimulando la produccién de la leche y posiblemente
regulando la cantidad de leche de la madre, necesaria para
cubrir las demandas de su infante. La prolactina también
estimula el crecimiento y la diferenciacién mamaria. El papel
del lactégeno placentario es menos claro en los humanos. Su
accién primaria puede ser la promocién del crecimiento y el
desarrollo mamario o reqular el metabolismo materno durante
el enmbarazo. Aunque la hormona del crecimiento humano tiene
efectos lactogénicos en los cultivos de gléndula mamaria de
monos y otros sistemas jin vitrg, no se le adjudica alguna
participacién en las funciones de la glé&ndula mamaria en el
humano [27]..

La homologia de amino&cidos y la del cDNA muestran que
el lactégeno placentario humano estd mas relacionado con 1la
hormona del crecimiento que con la prolactina. Existe solo un
26% de aminodcidos homélogos entre la hormona del crecimiento
y la prolactina humana, lo que sugiere que los genes de estas

hormonas se modificaron hace 400 millones de aios durante la
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diferenciacién entre peces y tetrdpodos [28].

Por otro lado, el lactégeno placentario humano muestra
un 85% de semejanza en su composicién de aminodcidos con 1la
hormona del crecimiento, sugiriendo que el gene para el
lactégeno placentario humano se originé mucho después por
duplicacién del gene de la hormona del crecimiento. Estudios
recientes han mostrado que los genes para la hormona del
crecimiento y del lactégeno placentario estdn localizados en
el cromosoma 17 junto con otro gene similar conocido como el
"gene parecido al de 1la hormona del crecimiento”. La
observacién de que 1las secuencias primarias de estos tres
genes son similares es una buena evidencia que ellos se

originan por la reduplicacién de genes {29,30].

La regulacién de la sintesis de la prolactina y su

liberacién

La prolactina es sintetizada en los ribosomas unidos a
membranas, procesada en las membranas del Golgi, almacenada
en grdnulos secretores y secretada por exocitosis. Varios
factores se involucran en el control de la sintesis y la
liberacién de 1la prolactina, incluyendo el factor inhibidor
de 1la prolactina (PIF, probablemente dopamina), ios
estrégenos, la hormona liberadora de tirotropina (THF) y los

opiaceos endégenos.

Factor inhibidor de l1la prolactina
El control de 1la 1liberacién de la prolactina esté
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controlado por el PIF, un factor o factores secretados en
el sistema porta de 1a pituitaria por 1las neuronas
tubuloinfudibulares del hipotédlamo. Existe suficiente
evidencia que sugiere que 1la dopamina es el principal
inhibidor de la prolactina ya que suprime la liberacién y
sintesis de ésta al interactuar con los sitios receptores de
las células gue producen la prolactina: la dopamina ha sido
encontrada en el flujo sanguineo portal en concentraciones
suficientes que inhiben 1a secrecién de 1la prolactina
localizsdndose receptores de alta afinidad, saturable Yy
estereoeﬁpeciflcos. Algunas drogas tales como la L-dopa, la
cual es convertida a dopamina y como la bromocriptina, un
agonista de la dopamina interfieren con la liberacidén de la
prolactina tanto en animales como en preparaciones de células

pituitarias estudiadas in vitro [31].

Ratimulacién por estrégenos de la 1liberacién de 1la

prolactina.

La administracién crénica de estrégenos incrementa tanto
los niveles de 1l1la prolactina en .la hipéfisis como la del
blasna, los niveles médximos son obtenidos después de dos
semanas. Esto parece ser el resultado de un incremento tanto
en el nimero como en la actividad de las células que
sintetizan 1la prolactina. En cultivos, la incubacién
prolongada en presencia de estrdgenos revierte los efectos
inhibitorios de la dopamina en las células de la pituitaria

causando hipertrofia, 1la acumulacién de 1la prolactina
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contenida en los grédnulos de secrecién y un incremento en la
transcripcién del RNA mensajero especifico de la prolactina;

Ya que el estrégeno decrece el contenido de dopamina de
las células hipofisiarias, se ha sugerido que los esteroides
actuan alterando el proceso del receptor de la dopamina. Esta
interpretacién es consistente con algunos experimentos que
habfan mostrado que el tratamiento con estrégenos disminuye
la sensibilidad de las células que sintetizan la prolactina
al efecto inhibidor de la dopamina.

Existen evidencias de que 1los estrdégenos aumentan la
liberacién de la prolactina por su accién a nivel del
hipotédlamo [32,33].

Hormona liberadora de tirotropina

Generalmente, la hormona liberadora de tirotropina (TRH)
no jueya un papel fisiolégico importante en el control de la
liberacién de la prolactina, aunque 1la infusién de TRH
provoca un répido incremento en la concentracién plasmdtica
de la prolactina generando una prueba clinica muy util para
probar las reservas de prolactina. Debido a que la TRH
estimula la liberacién in vitro de 1la prolactina de
preparaciones de células pituitarias, el péptido permite
aclarar el mecanismo de liberacién de la prolactina. Asf, se
ha mostrado que la TRH induce 1la actividad eléctrica
espontdnea de las. células de la prolactina en presencia del
calcio extracelular, sugiriendo que este catién media 1la

liberacién de 1los grédnulos secretores. La TRH también
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incrementa la sintesis de 1la prolactina aumentando 1la

transcripcién del RNA mensajero [34].

Las acciones celulares de la prolactina.

La prolactina (PRL) juega un papel regulador en el
crecimiento y desarrollo de ia gléndula mamaria asi como en
la regulacién de funciones especificas gue incluyen 1la
sintesis de proteinas especificas de la leche como son la a-
lactalbimina y otras proteinas mamarias presentes durante la
lactogénesis. varios autores han demostrado un incremento an
la sintesis de caseina cuando las células del epitelio
mamario fueron tratadas con PRL tanto in ¥ivo como in vitro,
paralelamente se observa la acumulacién del RNA mensajero
especifico de la caseina, debida tanto a un incremento en la
transcripcién del RNA mensajero como a su estabilizacién,
Teyssot y Houdebine mostraron que la inyeccién de PRL Yy
colchicina a conejas seudoenbafazadas inhibié la acumulacién
del mRNA de la casefna sin afectar la sintesis de la caseifna,
sugiriendo que la sintesis de la caseina no siempre estd
intimamente acoplada a 1lo8 niveles del mRNA de esa
proteina[35,36].

Existe también evidencia de los efectos de la prolactina
posteriores a 1la traduccién. La inyeccién jin yive de
prolactina a conejas seudoembarazadas induce una unién rdpida
y especifica de 1los ribosomas y el RNAm de caseina a las
membranas de las células mamarias [37]).

La incubacién in vitro de tejido lactante con prolactina
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por un perfodo entre 15 y 45 min produjo un incremento en el
volumen del aparato de Golgi y un incremento en la secrecién
al medio de caseina y de la grasa de la leche. La secrecién
de caseina no fue disminuida por la presencia de inhibidores
de la sintesis de proteina. Wilde y colaboradores reportaron
que la prolactina disminuye la velocidad de degradacién de la
caseina en explantes cultivados de tejido mamario de conejas
embarazadas (38). Todos estos experimentos, sugieren que la
prolactina actua en sitios miltiples y de forma coordinada
para incrementar la sintesis y secrecién de los distintos
componentes de la leche. La accién de la prolactina varia
con el ambiente hormonal y con 1la etapa del desarrollo
mamario.

Por ejemplo, Ways Y colaboradores reportaron
fluctuaciones en la sensibjilidad de la gldndula mamaria a la
estimulacién por la prolactina, de la sintesis de caseina en
explantes de glandula mamaria obtenidos en difas diferentes
del embarazo de la ratona (39].

La prolactina puede no ser un requisito indispensable
para la sintesis de a-~lactalbumina y la actividad en cultivo
de la gléndula mamaria de la rata embarazada, aunque es
necesaria para los cultivos de tejido virgen. Todas estas
observaciones muestran la importancia de 1la etapa del

desarrollo mamario en respuesta a la prolactina.

La internacién de la prolactina

Existe suficiente evidencia que muestra que 1la
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prolactina es internada. Por ejenplo, estudios
inmunocitoquinmicos sugieren que la prolactina intracelular
estd presente en muchos tejidos incluyendo la 1luz de los
_alveolos y en las células epiteliales de la gldndula mamaria
de las ratas lactantes.

Nolin examiné la prolactina inmunorreactiva endégena en
la gléndula mamaria de ratas lactantes y establecié un ciclo
de incorporacién.

Las ceélulas “"secretoras®™ en reposec no contienen
prolactina intracelular aunque la leche en la luz de los
alveolos limita con esas células [40,41].

La prolactina inmunorreactiva fue localizada en racimos
a través del citoplasma de células “activas"; aproximadamente
1/4 de estas células mostraron prolactina teiida en el
niclec. En células secretoras cuboideas "intermedias®™ 1la
prolactina citoplésmica estuvo uniformemente dispersa. As{,
la prolactina tefiida mostré correlacién con la actividad
secretora funcional de la célula, aungque no queda claro en
esos estudios si el material inmunorreactivo es prolactina.

Otra evidencia de que la prolactina es internada fue
obtenida por Suard en un estudio de lfneas celulares de
tumores mamarios, en las cuales el 25% de la prolactina
interna permanecia intacta después de 10 horas a 379C [42]. A
nivel de wmicroscopfa electrénica se encontré que la
prolactina inicialmente unida a la membrana plasmética era

posteriormente internada y se asociaba tanto con elementos
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vesiculares como con el nicleo. Aunque la prolactina aparecié
aparentemente intacta después de 30 min a 37°C, el
significado funcional de esta internacién no fue claro.

Djiane y colaboradores informaron que un antisuero al
receptor de PRL parcialmente purificado de membranas de
gldndula mamaria de conejo podria mimificar la actividad de
la prolactina en la sintesis de la casefna y la acumulacién
del RNA mensajero de caseina en el mismo tiempo de accién de
la prolactina [43].

Este efecto fue bloqueado por 1la colchicina y
amplificado por los glucocorticoides como sucede con 1la
prolactina en explantes de gldndula.

Estos resultados sugieren que no es esencial que la PRL

se interne para que se produzcan las respuestas celulares.

El papel de los mediadores celulares.

Houdebine y colaboradores investigaron el efecto de los
inhibidores de enzimas 1lisosomales, 1la formacién de
microfilamentos y 1la formacién de microtibulos en 1la
induccién producida por la prolactina de RNAm de la caseina.
Solamente la colchicina, gque afecta la estructura de los
microtubulos, inhibié 1la sintesis de 1la casefna y la
acumulacién del RNAm de casefina en respuesta a la
prolactina{44).

Teyssot mostré gue membranas aisladas de la gldndula
mamaria, al ser incubadas con prolactina, liberaban un factor

soluble, el cual indujo especificamente la transcripcién del
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gen de caseina en los micleos aislados de células
mamarias{45).

En resumen, la prolactina parece actuar en miltiples
sitios para estimular la sintesis y secrecién de componentes
de la leche en la lactogénesis. Los receptores especificos a
la prolactina estén involucndos en esas acciones pero el
mecanismo por el cual la unién de la prolactina se traduce en
sefales intracelulares no estd bhien estudiado. Las
1nv¢éthacionol que se realizan actualmente sobre 1la
internacién de 1la prolactine y los probables segundos
mensajeros pueden guiarnos en un futuro cercano a definir la
participaciéon de ambos procesos en la accién de la

prolactina.

Lactdgenco pl.é.ntnrlo.-—

El primer reporte de una hormona lactogénica derivada de
la placenta humana fue répidamente segquida por 'su
purificacién y la demostracién de su actividad lactogénica en
la coneja seudoembararada. Josimovich y Mac Laren nombraron a
la hormona, lactdégeno placentario ([46]. Por su semejanza
estructural con la hormona de crecimiento, Li y colaboradores
la llamaron somatomamotropina coriénica humana (hcCS) [47).
Aunque en 1975, la comisién de nomenclatura bioquimica de la
IUPAC-IUB recomendé el nombre de coriomamotropina humana, la
mayorfa de los investigadores utilizan el término de

lactégeno placentario (hPL).
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Regulacién de la secrecidon del lactdgeno placentario

Los nive;es del lactégeno  placentario  aumentan
contindamente durante el embarazo en el humano. Varios
autores han postulado que 1los niveles del lactdgeno
placentario se correlacionan con la masa de la placenta.

Estos niveles reflejan una continua y répida secrecién
debido a que la vida media en el plasma es de solo 20 min.
Vvigneri y colaboradores observaron fluctuaciones horarias en
los niveles plasmdticos del lactégeno placentario en 9
sujeres en su tercer trimestre del embarazo y sugirieron que
la causa de esas variaciones podian resultar de fluctuaciones
en el flujo sanguineo de la placenta [48]. La disminucién en
la glucosa del plasma producida por el ayuno o la infusién de
insulina produjo un incremento del 40% en los niveles del
lactégeno placentario.

La hiperglicemia tuvo poco efecto, pero la arginina
estimulé su secrecion. Aunque 8e encontré que la
bromocriptina reduce los niveles del lactégeno placentario en
las cabras. Bigazzi observé que la supresién total de la
secrecién de la prolactina por la bromocriptina durante el
embarazo no tiene efectos en los niveles plasmdticos del HPL.

En resumen, la masa placentaria y la hipoglicemia son
los unicos factores que se han demostrado en la regulacién de

la secrecion del hPL [49].

Acciones del lactégeno placentario

Debido a que el lactégeno placentario es secretado
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solamente durante el embarazo, su papel fisiolégico en 1la
funcién mamaria puede ser limitado 8 la estimulacién del
tejido mamario y su diferenciacion. Bste papel es claro en
clertos mamiferos en los cuales, a diferencia de los humanos,
la prolactina permanece baja durante el embarazo. En los
humanos, se ha postulado que el lactégeno placentario puede
ser mas importante en la regulacién del wmetabolismo materno
que en la mamogénesis [50]. Bl lactégeno placentario humano y
la prolactina tienen actlvidadp' lactogénicas similares en
una gran variedad de sistemas jin vitro incluyendo tanto a
cultivos de explantes de ratén y ratas, uniéndose en ambas
con igual afinidad a los 'recoptorn de prolactina de las
membranas de los gldébulos de grasa de la leche de conejo. Se
ha reportado gque el hPL estimula el marcaje con timidina
tritiada de células de fibroadenoma mamario de humanos que
fueron transplantadas en ratones desnudos sugiriendo una
accién especifica sobre la sintesis del DNA en el tejido
mamario humano. Todas estas observaciones mas el hecho de que
el nivel plasmdtico del lactégeno placentario es 100 veces
mayor que el de la prolactina durante el embarazo humano

sugiere gue aquel estimula le mamogénesis [51].

Conclusién.

Alqunos de los aspectos mas importantes tanto celulares
como moleculares de la funcién hormonal, se ha obtenido de
las investigaciones relacionadas con 1la secrecién y la

acccién de la prolactina. Por ejemplo, s8i se considera el
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control de la sintesis y liberacién de la prolactina se puede
concluir que la transcripcién del RNAm, la traduccién, las
modificaciones de las protefnas y su liberacién de la célula
son controladas de manera coordinada.

De igual manera, la interaccién de la prolactina con la
membrana plasmética de la gldndula mamaria parece iniciar una
serie de eventos intracelulares, que conducen a la sintesis y
secrecién coordinadas de los distintos componentes de la
leche. |

Se han examinado las acciones de algunas hormonas
lactogénicas sobre 1la funcién mamaria, como si ellas
sucedieran aisladas de otras reacciones. Aunque esta
separacién fue necesaria para profundizar en las bases de la
accién de la prolactina. La forma es artificial, debido a que
la accién de las hormonas lactogénicas participan de una
serie de eventos coordinados que dependen primero, de un
desarrollo oportunoc de la gldndula mamaria y segundo, de un

ambiente hormonal favorable.

El papel de las hormonas esteroides en el control de la

funcion mamaria.

La ablacién endocrina y los estudios de sustitucién en
1an1n1es en la década de 1los afos 50’s, subrayé la
importancia de las hormonas esteroides, los estrégenos, la
progesterona y los corticoides adrenales en la requlacién de
la funcién mamaria, sin embargo, la evidencia mas reciente de

los estudios realizados con sistemas ipn vitro sugiere que
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estas hormonas actuan modulando los efectos de las hormonas
lactogénicas mas que regulédndolas.
Estrégenos

En el animal intacto, los estrégenos estimulan el
crecimiento y el desarrollo de la mama Yy promueven la
secrecién de la prolactina por 1la pituitaria anterior.
Ademds, muestran efectos paraddjicos al inhibir la secrecién
de la leche en la gldndula lactante. La secrecién de la
prolactina estimulada por los estrégenos también puede ser
observada in gi:xg.

La correlacién entre el crecimiento mamario en 1la
pubertad y el principio de la funcién ovérica en las mujeres
fue obtenida inicialmente por Halban en 1905, mas tarde por
los afios 30’s se establecié que las inyecciones de estrégeno
producfan el desarrollo mamario en una variedad de
mamiferos{51].

El tratamiento producfa 1la proliferacién de 1los
conductos y se acompaifiaba de la formacién de quistes mamarios
debido a la acumulacién de los productos de secrecidn.

Tanto en rumiantes como en roedores, el tratamiento in
vive con 1los estrégenos y la progesterona es usado
rutinariamente para inducir el desarrollo mamario previo a la
realizacién de experimentos jin vitro o jin yvivoe sobre 1la
lactogénesis.

Estas observaciones, mas la evidente relacién de 1los

receptores a los estrégenos y el crecimiento de una
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proporcioén siqniticat;va de tumores mamarios han conducido a
la aceptacién de la idea de gue los estrégenos promueven la
proliferacién del apitclio mamario, particularmente en las
porciones de los coﬁductoa de la gléndula. El mecanismo de
estos efectos sobre el crecimiento mamario es controvertido.
Algunas ‘observaciones sugieren que el efecto de los
estrégenos produzca la estimulacién mitogénica sobre 1la
gléndula. |

Mas aun; la mayorfia de los efectos producidos por los
ostrdgonol en animales sanos requieren la integridad de 1la
gldndula pituitaria, sugiriendo que las hormonas actuan
indirectamente por estimular la secrecién de un factor
hipofisiario de crecimiento o bien que 1la hormona
hipotisiaria actua sinérgicamente con 1los esteroides para
inducir el crecimiento mamario.

Se ha sugerido que este efecto de los estrégenos ocurre
bajo condiciones fisiolégicas en los humanos, pues se ha
observado una correlacién entre los niveles del 17-f estradiol
y los niveles de prolactina en la pubertad, durante el
emberazo y la menarquia asi como la observacién de que el
estrégeno contenido en las pfldoras anticonceptivas
incrementa la prolactina plasmitica [52].

Los incrementos en los niveles del estradiol observado en
jovenes puberes que wostraron ginecomastia se correlacionaron
coh un incremento en 1los niveles de prolactina del plasma.

Asf, desde un punto de vista fisiolégico, en los humanos y en
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la mayorfa de los animales (el mono Rhesus es aparentamente
una excepcién), corren paralelos un incremento en los niveles
plasméticos de los estrdgenos y de la prolactina, elevando la
posibilidad de que los efectos de los estrégenos sobre el
crecimiento mamario sean mediados por la prolactina.

Por otro lado, existe evidencia que sugiere que los
estrégenos promueven acciones propias de crecimiento en su
propio tejido mamario, particularmente en presencia de
prolactina. La actividad mitogénica en la lfinea MNCP-7 de
cdncer mamario es estimulada in vitrg por el 17-f estradiol.

El crecimiento de la linea celular mamaria 2ZR-75-1, en
un medio sin suero depende de los estrdgenos y es inhibida
por el antiestrégeno tamoxifeno. En la ratona
ovariectomizada, la proliferacién de los lactocitos
estimulada por la PRL fue aumentada por los estrégenos y la
progesterona.

En la mujer, la hiperprolactinemia producida por alqunos
tumores  hipofisiarios produce el crecimiento mamario
(ginecomastia) solo cuando el n;vel del estrdgeno plasmético
aumenta. Todas estas observaciones sugieren gue el estrégeno
actia de forma sinérgica con la prolactina para producir el
crecimiento mamario. Se necesitan. pruebas criticas. de las
hipétesis alternativas que son:

1) Los estrégenos actuan como mitégenos primarios en el
tejido mamario, 2) los estrégenos son agentes que

sensibilizan al tejido mamario para la accién de las hormonas
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lactogénicas o 3) le accién del estrégeno es totalmente
indirecta, mediando su estimulacién a través de la secrecién

de otras hormonas y tnci:otes de crecimiento [53,54].

Necanismo de necl(n de los estrégenos en el tejido

mamario.

Como en otros tejidos, loe estrégenos en la gléndula
mamaria, se unen a un receptor citosdlico que es translocado
al nicleo. Ya que su presencia se correlaciona con 1la
susceptibilidad del tumor a la terapia hormonal, los
receptores del estrégeno han recibido mucha atencién en
céncer de mama [55]. Bxisten pocos estudios con tejido
mamario normal. Shymala y Nandi han reportado, en el ratdn
lactante, una sola clase de receptor para el 17-f estradiol
en el citosol con una constante de unién de 9x10~10y [56].
Estos receptores no tienen reaccién cruzada con los
corticoides, la progesterona o la testosterona y parecen ser
similares al receptor uterino del estrégeno. Ha sido inferido
de estas observaciones qgue los estrégenos tienen efectos
biolégicos (por ejemplo, un incremento en los receptores de
la progeaterona en el tejido mamario en la ratona virgen) que
los receptores mamarios al estrégeno estdn presentes antes
del desarrollo puberal de la gléndula.

Haslam y Shysala han demostrado recientemente gue los
receptores a estrégeno con una Kd de 1.5x10~9 M estuvieron
presentes en concentraciones oquivalontei (aproximadamente

350 fmol/mg DNA) en el paniculo adiposo asf como en el
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epitelio mamario de 1la ratona virgen, aumentando la
posibilidad de que el mesénquima mamario sea también blanco
de la accién estrogénica [57].

Durante 1la lactancia fueron observados niveles
incrementados de los receptores en la gléndula mamaria de las
ratas. Bohnet y colaboradores observaron que, si las crias
fueran qeparadas al nacimiento o se administrara la 17 a-
hidroxiprogesterona, el incremento en 1los receptores
postparto seria abolido [58].

En un nimero de tumores mamarios inducidos por un
carcindgeno asi como en la gléndula mamaria de ratén CHS los
niveles de los receptores del estrégeno se ven estimulados
por la accién de la prolactina.

Sin embargo, Bohnet y colaboradores encontraron que la
inhibicién de la secrecién de 1la prolactina por 1la
administracién de bromocriptina a ratas lactantes, no tuvo
efectos sobre el nivel de los receptores estrogénicos en 1la
gléndula wmamaria y concluyeron por 1lo tanto, que 1la
prolactina no es un regqulador importante de los niveles del
receptor estrogénico [58].

En la linea celular MCF-7, los estrégenos estimulan la
proliferacién, incrementan la sintesis de protefnas, del RNA
y del DNA as{ como regulan la cinasa de la timidina, 1la
lactato deshidrogenasa y la polimerasa del DNA.

En los tumores mamarioe de la rata, as{ como en la linea

celular humana MCF~7, se ha demostrado que el estrégeno
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ejerce un control exacto sobre el nivel de los receptores a
la progesterona. Una observacién semejante ha sido hecha en
la glandula mamaria de ratona virgen en donde los estrégenos
también incrementan la oxidacidn de la glucosa y la sintesis

del DNA.

Los estrdgenos y la diferenciacién de la gldndula

mamaria

En humanos, la hipersecrecién de la prolactina produce
galactorrea (una secrecién anormal de leche) en solo una
pequefia proporcién de hombres (208 ) pero 10 hace en una gran
proporcién en mujeres (608 en el nismo estudio), lo que
sugiere gue las hormonas ovéricas sensibilizan a la gléndula
mamaria hacia la prolactina.

De acuerdo con esta sugerencia, las inyecciones de
eatrégeno, en la ratona ovariectomizada, aparsntemente
restablecen la sensibilidad del tejido wmamario a 1la
prolactina, y el tratamiento con estrégenos en ratones
neonatales incrementa significativamente 1la hebilidad del

tejido a desarrollar unas funcidén diferenciada.

La produccién de estrdgencs por la gldndula mamaria.

Maule Walker y Peaker utilizando técnicas de diferencia
arteriovenosa en la cabra, encontraron evidencias de 1la
produccién del 17-f estradiol por la gldndula mamaria cercana
al parto [59].

Se conoce desde hace mucho tiempo que la administracién
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de estrégenos produce la supresién de la lactancia durante el
perfiodo postparto.

Ei mecanismc de la inhibicién no es entendido aunque se
piensa que involucra la accién directa sobre la glédndula
mamaria. Nolin vy Boqdanévé mostraron que el estradiol
disminuye la cantidad de prolactina inmunochistogquimicamente
visible en las células epiteliales de la mama y Bohnet y
" colaboradores mostraron que la inyeccidén de estradiol evita
ol' incremento en los niVeloi de los receptores de la
prolactina que ocurre 48 horas después del parto en la rata.
Ambas observaciones aumentan la posibilidad de que 1los
estrégenos suprimen la lactancia por interferir con la unidén

de la prolactina [58,60,61].

Resumen

Los estrégenos, actuian directa o indirectamente
sensibilizando al tejido mamario a 1los efectos de la
prolactina. ﬁllos también pueden potenciar los efectos de la
hormona hipofisiaria sobre la diferenciacién y estimulan 1la
proliferacién celular en la mama.

Cualquiera que sea el mecanismo, el efecto global del
incremento en los niveles plasméticos del estradiol en las
mujeres no lactantes, asf{ como en los hombres, es promover el
desarrollo mamario, particularmente del estroma y las
estructuras de los conductos. En general, un incremento en el
estradiol plasmiético se relaciona con un incremento en 1la

prolactina plasmdtica y las dos hormonas pueden trabajar en
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forma sinérgica para promover el crecimiento mamario. Los
estrégenos también parecen tener efectos inhibitorios
paradéjicos sobre la produccién de leche en la gldndula

lactante.

Progenteroni

La progesterona, la hormona del embarazo, es la
principal responsable de coordinar el desarrollo de la mama
durante el embarazo y el parto.

Tiene dos efectos bien caracterizados durante el
embarazo: 1) La progesterona parece, en los estudios
realizados in yivo tener un efecto sinérgico con el
estrégeno y la prolactina para producir el desarrollo
lobuloalveolar méximo de la gldndula. 2) Los estudios in vivo
e in vitro indican que la progesterona inhibe el inicio de la
secrecién de leche durante el embarazo. Los estudios en los
sistemas jin vitro indican que 1la progesterona evita 1la
acumulacién o activacién de las enzimas involucradas en la
diferenciacién terminal de la funcién mamaria sin afectar su

crecimiento.

La funcién de 1la progesterona en el desarrollo

lobuloalveolar.

Se conoce desde 1930 que la inyeccién de estrdégenos
produce, en la mayoria de los mamiferos, solamente 1la
proliferacién de los conductos, mientras que la inyeccién de

estrégenos y progesterona en las dosis adecuadas produce un
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desarrollo lobuloalveolar semejante al observado durante el
embarazo.

Stoudemire y colaboradores reportaron que la combinacién
in viva de la progesterona y la prolactina estimulé 1la
incorporacién de timidina tanto en el epitelio de 1los
conductos como en el epitelio alveolar de ratas
hipofisectomizadas y ovariectomizadas, wmientras que el
estrégenoc y la prolactina estimularon solo el epitelio de los

conductos [62].

La progesterona y la inhibicién de la lactogénesis

La lactogénesis puede ser acelerada en las hembras
embarazadas de todas las especies, si se elimina la fuente de
la progesterona en el embarazo. La administracién de
progesterona evita los cambios asociados con la lactogénesis,
sugiriendo que el esteroide actua directamente sobre 1la
gldndula nmamaria. En un experimento clésico, Kuhn mostré que
las inyecciones de progesterona evitan el incremento en el
contenido de lactosa de la gldndula mamaria, incremento que
se observa después de la ovariectomia de ratas
embarazadas[63,64].

En estudios jn yitro, Turkington y Hill encontraron en
explantes mamarios de rata embarazada que la progestercna
inhibe el incremento de a-lactalbumina inducida por 1la
prolactina [65]. La progesterona inhibe la oxidacién de la
glucosa y su conversién a 1lipidos en células mamarias

alsladas de la ratona.
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La progesterona y su andlogo R5020 han sido encontrados
que se unen con alta afinidad a receptores glucocorticoides
en la gléndula mamaria de lactantes, sugiriendo que 1la
progesterona actia inhibiendo 1a unién de cortisol,
potenciando la accién glucocorticoide de la prolactina. Por
otro lado, se encuentran las observaciones de Teyssot Yy
Houdebine gue nmuestran gque la progesterona wmodifica la
sintesis del RNA ribosomal y la traduccién del RNA mensajero
de caseina pero no de los glucocorticoides [66].

Por lo tanto, parece probable que la progesterona ejerce
su efecto interactuando con los sitios de unién especificos
de la progesterona, es posible también que la progesterona
puede actuar por aumento del nivel del ANP ciclico.

Sitios de unién de la progesterona en gléndula mamaria.

Haslam y Shymala estudiaron los receptores citosdlicos a
la progesterona dq la gléndula mamaria de la ratona durante
las distintas etapas de reproduccidén [67].

Usando la progestina sintética R 5020, ercontraron 1la
unidén especifica a un receptor 4.5 S con una constante de
union de 2.8 x 10”9 M.

Habia alrededor de 4000 sitios receptores por célula,
aproximadamente un 10% de la concentracién uterina. 1la
dexametasona, un  glucocorticoide sintético, se unié
pobremente a este receptor perc desplazé al RS020 de un
segundo receptor de menor afinidad., Los nivcles de este

receptor fueron altos en el tejido de la ratona. virgen y su
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concentracién fue incrementada por los estrégenos, en forma
semejante a 1o que ocurre en el iutero. La concentracién del
receptor (mg de DNA)' disminuye durante el embarazo. Han sido
encontrados receptores de 1la progesterona en el paniculo
adiposo mamario, pero parecen no estarb regulados por' los
estrégenos o la etapa de la lactancia. Shymala y otros han
sido incapaces de detectar un sitio de unién especifico a la
R5020 en las gléndulas de ratén y rata lactantes, guidndolos
a postular que la ausencia de sitios de unién de 1la
progesterona puede ser la relpons_abla de la carencia de
efectos de la progesterona en la lactancia. Existen pocos
estudios de los receptores de la progesterona en la gl&ndula
mararia humana normal, aunque estos receptores estén
presentes o© pueden ser inducidos en 1lfneas tumorales
humanas[68,69,70]).

Lloyd encontré cantidades significativas de un receptor
de progesterona con una Kd de 1.9 nM en el citosol de tres de
nueve nmuestras de tejido mamario humano normal obtenido por

masectomia o autopsia {71].

Conclusiones

Existen evidencias del efecto inhibidor de 1la
progesterona en la diferenciacién terminal de 1la funcién
mamaria durante el embarazo, como es la presencia de
receptores especificos de la progesterona en el citosol de
las gléndulas mamarias de varias especies. Se desconoce el

mecanismo wolecular del aefecto inhibidor asf{ como 1la
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naturaleza de los receptores fisiolégicos de la progesterona,
y la importancia de la competencia progesterona-cortisol.

El desarrollo reciente de buenos sistemas in vitro para
el -estudio de la proliferacién y de la diferenciacién asi
como una prueba molecular de la funcién mamaria, contestard

estas preguntas en un futuro cercano.

Glucocorticoides

Los animales adrenalectomizados no inician o mantienen
la lactancia a menos que se les den glucocorticoides y estas
hormonas son también necesarias para mantener la lactancia en
animales hipofisectonmizados.

Estas observaciones guiaron al reconocimiento que los
esteroides adrenales son importantes en la secrecién de la
leche. Estas observaciones fueron reforzadas por experimentos
que muestran que el cortisol es necesario para iniciar y
mantener la funcién diferenciada del tejido mamario in yitro.
Tales estudios dejaron poca duda de gque los glucocorticoides
potencian los efectos de otros factores lactogénicos

especificos.

{Un aumento en los glucocorticoides actia como un

estimulo lactogénico?

Debido a que la inyeccién de altas dosis de
glucocorticoides en conejas seudoembarazadas o al final del
embarazo, induce una secrecién precoz de leche, un gran

nimero de autores han propuesto que el incremento en los
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niveles de glucocorticoides durante el parto, sirve, junto
con niveles incrementados de prolactina, como 1la sefal
hormonal principal para la lactogénesis ([72]. La nayoria‘ de
las evidencias sugiere, sin embargo, que este no es el caso:
las dosis requeridas de glucocorticoides para iniciar 1la
secrecién de la leche estdn mas en el rango farmacoldégico que
en el fisiolégico. No se observa un incremento posterior en
los glucocorticoides en el momento del parto en animales y
humanos y la dosis fisioldgica de corticoides dada a ratas en.
el embarazo tardio no produce un aumento en el contenido de
RNA mensajerc de caseina asociado con la lactogénesis en esta
especie. La infusién de dexametasona en corderos fetales
produce también un incremento inmediato en el flujo sanguineo
en la mama, semejante al observado durante la lactogénesis.
La misma dosis infundida en la vena materna no tiene
efectos en el flujo sanguineo de la mama, sugiriendo gque
alqun factor diferente del cortisol, es el responsable de los
cambios que acompafnan la lactogénesis en las borregas.
Finalmente, altas dosis de esteroides dadas durante el
embarazo como terapia para enfermedades inflamatorias, no
inician la lactogénesis prematura en la wmujer. Asi, un
incremento en los niveles plasmdticos de cortisol al momento

del parto no es el responsable de la lactogénesis.

Logs receptores a glucocorticoides en la gléndula
manaria.

Shymala encontré 14,000 sitios receptores a
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glucocorticoides por célula en la gléndula mamaria de ratona
lactante con una constante de unién para la dexametasona de 8
x 10"9M. Otros compuestos con actividad glucocorticoide
desplazan a la dexametasona muy activamente, mientras que la
progesterona, 1la dexosicorticosterona y 1la aldosterona
muestran competencia moderada. El receptor al cortisol es
transportado al nucleo después de que Sse une a los
glucocorticoides. La progesterona se une a este receptor y
evita su translocacién, actuando como un antagonista de 1la

accién del glucocorticoide [73].

La accién celular de los glucocorticoides.

La mejor evidencia de que los glucocorticoides no son un
requisito indispensable para 1la proliferacién mamaria se
generan de los sistemas de cultivo a partir de gléndula
mamaria realizados por Banerjee y colahoradores, en los
cuales el desarrollo lobuloalveolar podia ser inducido jin
vitro en un cultivo de gléndula norsal con una combinacién
hormonal, en la cual no se incluyé un esteroide adrenal [74];
Mas aun, Klevjer- Anderson no encontré efectos del cortisol
sobre la velocidad de proliferacién celular en los cultivos
de células mamarias normales y cancerosas. Por otro 1lado
muchos investigadores han encontrado que el cortisol no
incrementa la proliferacién de 1las células mamarias en
sistemas estudiados in vitro [(75].

Algunos investigadores sugieren gue la prolactina, que

induce la diferenciacién, observada en ausencia de cortisol
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es debida a la presencia de cortisol endégeno. Ray y
colaboradores mostraron un requerimiento absoluto de
corticoides para mantener o desarrollar la sintesis de a-~
lactalbimina en cultivos prolongados de tejido de gléndula
mamaria [76].

De nuevo no es claro si esta observacién representa un
efecto especifico del cortisol sobre la sintesis de las
proteinés de la leche o es un efecto general sobre la "salud"
de los sistemas de cultivo.

La diferenciacién inducida por la prolactina
generalmente es estimulada por 1los glucocorticoides. Por
ejemplo, el cortisol incrementé, en explantes mamarios
tratados con prolactina, el desarrollo del reticulo
endoplésmico rugoso y la acumulacién de caseina y del RNAm de
caseina.

En general, no se ha observado un efecto importante del
cortisol en ausencia de prolactina. Estas observaciones
sugieren que los glucocorticoides tienen un papel facilitador
mas que regulador en la diferenciacién de la mama. 7

Se desconoce si ellos hacen la regulacién de los niveles
de receptores de prolactina, por amplificar el nivel del RNAm
de caseina inducido por la prolactina o bien si lo hacen por
un proceso de post-transcripcién. El cortisol no parece
afectar todos los aspectos de la funcién de diferenciacién en
el tejido de la mama. Devinoy y Houdebine encontraron que el

cortisol potencia la accién in vivo de la prolactina sobre la
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acumulacién de caseina y del RNAm de caseina mas
eficientemente que la accién de la prolactina sobre la
sintesis de la lactosa o del RNA y del DNA total [77,78]. Ono
y Oka han mostrado que las curvas de dosis-respuesta para los
efectos del cortisol sobre la sintesis de a-lactalbumina y
caseina difieren marcadamente en 1los explantes de tejido
mamario de ratona virgen y ratona embarazada (79,80].
Encontraron que la sintesis de a-lactalbumina fue
completamente estimulada a concentraciones de cortisol
mayores de 10-10 N, mientras que la sintesis de caseina fue
estimulada a concentraciones de cortisol cercanas al rango
fisioldgico (< 107 N). Es interesante también gque 1la
sintesis de a-lactalbiaina fue totalmente inhibida a

concentraciones de cortisol mayores a 106 M.

La funcién de 1la espermidina en 1la accién del

glucocorticoide.

Los niveles de las descarboxilasas, la ornitina y de la
S-adenosil metionina, enzimas limitantes en la sintesis de
poliaminas comc la espermidina, son elevados en la glandula
mamaria de animales embarazadas y lactantes. Esta observacién
ha guiado a 1los investigadores a postular, una funcién
reguladora de las poliaminas tanto en el crecimiento mamario
como en la secrecién de la leche.

En muchos sistemas, la espermidina estimula la actividad
biolégica de los glucocorticoides. Esto fue demostrado en los

estudios de Oka y Perry en explantes de gldndula mamaria de

67



ratona donde la hidrocortisona potencié los efectos de la
prolactina sobre la sintesis de casefna y a~lactalbimina. En
este s;stema 1a espermidina puede sustituir al cortisol.

Mas auin, el cortisol incrementa la concentracién tisular
de espermidina. Este incremento asfi como el incremento en la
sintesis de protefnas de la leche fue anulado por el metil
glioxal bis (guanil hidrazona) un inhibidor especifico de la
sintesis de espermidina. Ese blogueo puede ser superado por
la adicién de espermidina exdégena. Estas observaciones
guiaron a Oka y a Perry a sugerir que el efecto del cortisol
es mediado por la espermidina (81].

Sin embargo, estudios mas recientes en otras especies no
'apoya esta sugerencia, por ejemplo, en conejas, la induccién
de proteinas de la leche fue independiente de la espermidina.
En ratas, tanto los glucocorticoides como la espermidina
fueron necesarios para la expresién del gene de caseina, pero
la espermidina no puede reemplazar al glucocorticoide ([82].
Este esquema se complica més ain ya que se ha observado que
la insulina y la prolactina parecen incrementar los niveles
de espermidina. Se desconoce la relacion entre la espermidina
y los glucocorticoides para regular algunas funciones de 1la

gléndula mamaria.

Conclusiones.
Aungue los glucocorticoides no inician la funcién de la
célula namaria, parece ser que potencian la accién de 1la

prolactina. A cierto nivel, se unen a un receptor soluble, el
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cual experimenta cambios conformacionales que le permiten
unirse al nicleo. Un problema importante con muchos de los
experimentos in vitro es que la concentracién de cortisol
utilizado es de aproximadamente 105 M lo que representa
dos d6rdenes de magnitud mas alto que la concentracién de
cortisol libre en el plasma (10-7 M). Por esta razén, la
importancia fisiolégica de muchos de los efectos reportados

para el cortisol no puede ser explicada.

Rl papel de la insulina en la funcién mamaria.

El papel principal' metabdlico de la insulina en 1los
maniferos es la regulacién del almacenaje de nutrientes y su
movilizacién por el higado, el tejido adiposo y el musculo.

En las células mamarias, como en el tejido adiposo, la
insulina incrementa el uso de la glucosa para la sintesis de
lipidos.

Debido a que se ha encontrado que grandes dosis de
insulina son necesarias para mantener los tejidos mamarios jin
vitro, se ha propuesto que otra funcién para esta hormona sea
la regulacién del desarrollo mamario.

Se sabe gque la insulina estimula la replicacién de los
explantes mamarios y se utiliza una concentracién de 106 M,
para mantener la integqridad de estas células y 1la
sensibilidad a las hormonas en los sistemas in yitro en
presencia de suero homélogo al 50%. Por otro lado, existe
poca evidencia para una funcién ipn yvivo de la insulina como

un regulador de la mamogénesis: los niveles de insulina que
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se encontraron variaron mucho durante un experimento del
estrégeno y la progesterona que inducen la lactancia en
cabras y la diabetes inducida por el aloxan no interfirié con
el estrégeno que estimula el crecimiento mamario en conejas
hipofisectomizadas. La diabetes inducida por la
estreptozotocina no evita gue el estrégeno y la progesterona
produzcan crecimiento mamario en el ratén macho [83,84). En
sistemas in vitro, Errick y Sueoka fueron capaces de obtener
la estimulacién de la prolactina sobre la proliferacidn
celular alveolar mamaria en ausencia de insulina.

La mayor interpretacién es que la insulina puede servir
como un factor de crecimiento mamario en algunos sistemas in
vitro, quizds por mimificar un factor sérico parecido a 1la
insulina (insulin-like), pero no es esencial por si misma

para el crecimiento mamario in vivo.

La funcién de la insulina en la lactogénesis y la

lactancia.

Una deficiencia en la insulina plasmdtica por 24 horas o
nds conduce a una disminucién de la produccién de leche en
las cabras y en las ratas. Sin embargo, una deficiencia de
insulina por un periodo corto, no evité la lactogénesis en la
rata o disminuye la lactancia en la cabra, sugiriendo que los
efectos jn yivo de la insulina sobre la secrecién de la leche
pueden ser efectos secundarios debidos a cambios en 1la
disponibilidad del sustrato mas que a un efecto primario de

la hormona sobre los tejidos de la manma.
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La respuesta de los sistemas in vitro a los agentes
lactogénic;; es a menudo dependiente o aumentada por la
insulina. Por ejemplo, Topper y Freeman encontraron que esta
hormona es esencial para estimular la sintesis de las
protefnas de la leche por la prolactina y el cortisol en
explantes mamarios de ratonas embarazadas (61].

Vonderhaar mostré que una cantidad tan pequeiia como 0.05
g/ml de insulina que es aproximadamente 10 veces los niveles
plasmidticos normales fue efectiva en los sistemas jn
vitxo[85].

Por otro lado, la insulina no fue necesaria para inducir
la sintesis de caseina por la prolactina en explantes de
conejas seudoembarazadas ni lo fue para la induccién de 1la
sintesis de #4cidos grasos de cadena intermedia en explantes
mamarios de ratona. Recientemente, Ray Yy colaboradores,
utilizando cultivos primarios prolongados, mostraron que 1la
insulina aumenta ligeramente la sintesis de a-lactalbimina en
el cultivo de células alveolares de ratas embarazadas en
presencia de‘prolactina y cortisol [76]. La hormona tiene un
efecto mas importante en los cultivos derivados de animales
virgenes, lo gque sugiere que esta hormona, o un factor de
crecimiento, parecido a la insulina (insulin-like) podria ser
necesario para evitar el bloqueo a la diferenciacién que ha

sido sugerido por Topper y colaboradores [61].

Bfectos de la insulina en la sintesis de los lipidos.
A diferencia del tejido adiposo y del misculo, no existe
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evidencia de que la insulina regule el transporte de la
glucosa en las células alveolares de la mama [86]. Sin
embargo, la insulina tiene claros efectos sobre la sintesis
de 1lipidos en este tejido. En particular, 1la insulina
revierte el efecto del ayuno sobre el metabolismo de los
lipidos. Aunque han sido utilizadas dosis suprafisiolégicas.

Los acinis aislados de ratas en ayunas mostraron una
disminucién en el consumo d§ glucosa y la via de las pentosas
asi como una disminucién en la formacién de los lipidos.

Algunos efectos similares se observaron si los acinis de
ratas alimentadas eran incubados en presencia de 4cido
acetoacético (cuerpo cetdénico). La insulina in yvitro revierte
tanto el efecto del ayuno como el del &cido acetoacético. La
lipogénesis en animales en ayuno realimentados no se observa
s8i la sintesis de insulina es cancelada por la
estreptozotocina. Agius y colaboradores mostraron que ratas
alimentadas con una dieta rica en qfasa, disminuyeron el peso
de la camada y la lipogénesis de los acinis obtenidos de la
gldandula [87].

Todas esas observaciones "son consistentes con 1la
hip6tesis de que 1los niveles incrementados de cuerpos
cetdénicos y la disminucién en la concentracién plasmética de
insulina sean los responsables de la baja disminucién en la
sintesis de los lipidos observados en la gldndula mamaria de
los animales en ayunas.

La disponibilidad de glucosa u otros sustratos como el
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lactato y el piruvato influyen en la velocidad de sintesis de
los dcidos grasos en rebanadas de §1&ndu1a mamaria de ratas
lactantes, sugiriendo que 1la disponibiiidad de los sustratos
puede jugar un papel importante en la regulacién de 1la
sintesis de los lipidos de la leche.

Un sitio de accién de la insulina en las células
alveclares de la mama ha sido identificado por Coore y otros,
en la piru&ato deshidrogenasa [88,89). El ayuno incrementd la
forma fosforilada de este complejo, 1o que lo convierte en
inactivo. Como en el tejido adiposo, la insulina tiene el
efecto opuesto, o sea disminuye a la forma fosforilada de la
enzima e incrementa el uso del piruvato para la sintesis de
dcidos grasos. Esas observaciones parecen tener relacién con
la actividad de la cinasa de la piruvato deshidrogenasa. La
evidencia reciente sugiere que 1la insulina regula 1la
actividad de la acetil-CoA carboxilasa y de 1§ glicerol

fosfato acil transferasa.

Conclusiodn.

La funcién fisiolégica de la insulina en el crecimiento
celular alveolar mamario y su diferenciacién aun no estd
totalmente aclarada.

A menudo se utilizan grandes dosis de esta hormona
(5g/ml) para mantener al tejido y obtener su proliferacién y
diferenciacién en respuesta a la prolactina y al cortisol.

Esas dosis pueden ser necesarias debido a que la

insulina mimifica los efectos de un factor de crecimiento
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presente en bajas concentraciones en el plasma, c simplemente
porque mucho de la insulina ahadida sea adsorbida a las cajas
de cultivo o degradﬁda por los cultivos. Cualquiera que sea
la respuesta parece probable queb algun factor parecido a 1la
insulina sea necesario para iniciar o mantener la respuesta

hormonal de las células alveolares mamarias.

Hormonas tiroideas.

Aunque 1as hormonas tiroideas parecen promover sl
crecimiento de 1a mama y 1la lactancia, ellas probablemente
juegan un papel facilitador mas que un papel requlador.

Vonderhaar y Greco compararon la respussta de ratones
hipotiroideos, tiroideos e hipertiroideos desde el destets y
encontraron que el desarrollo lobuloalveolar era proporcional
a los niveles plasméticos de triyodotironina (T3) (90].

La hormona tiroidea fue necesaria junto con 1la
prolactina, la hormona del crecimiento y los corticoides para
la restauracién de 1la 1lactancia sn cabras y ratas
hipotisectomizadas. Por otro lado, Hart y Morant reportaron
recientemente que los niveles de la hormona tiroidea varfan
al azar durante el desarrollo mamario en la cabra tratada con
estrégeno y progesterona, sugiriendo un papel facilitador mas
que regulador en la funcién mamaria [91].

Vonderhaar y sus colegas estudieron el papel de la T,
sobre la produccién de a-lactalbimina en explantes de
glandula mamaria mantenidos en cultivo 1libre de suero.

Vorderhaar encontré que a una concentracién de 1079 M la T,
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facilit6 la estimulacién 'de la prolactina sobre la produccién
de a-lactalbimina pero no tuvo efectos sobre la galactosil
transferasa [92,93]. Houdebine y colaboradores reportaron que
especificamente la tiroxina aumenta la sintesis de la caseina
en explantes de 'conejas seudoembarazadas tratadas con
insulina y prolactina [94]. Debido a que la tiroxina no
altera los niveles del RNAm de caseina, estos resultados se
interpretaron como que la hormona tiroidea actua a nivel

post-trancripcional.

Prostaglandinas.

Aunque las prostaglandinas son producidas en grandes
cantidades por la gléndula mamaria tanto in vive como in
vitro, han rescibido poca atencién como reguladores de la
funcién mamaria.

Los reportes de que la prostaglandina F;q inicia la
lactogénesis en los humanos y en las ratas estén relacionados
probablemente a los cambios hormonales que conducen al parto
y a la lactancia mas que a una accién directa sobre la
gldndula misma.

La evidencia mas sdélida para la participacién de las
prostaglandinas en la funci6én mamaria viene del trabajo de
Maule Walker y Peaker [95]. Estos investigadores encontraron,
utilizando cabras, que la gldéndula mamaria produce una gran
cantidad (ing/min) de PGPy antes del parto.

Una proporcién de esta PGF,, se encuentra en la leche,

dando concentraciones aproximadas de 100 ng/ml. Después del
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parto, hubo un incremento en la produccién de la PGFq, pero
casi toda fue inmediatamente metabolizada y los niveles en la
leche cayeron a 0.7ng/ml. Estos investigadores sugirieron que
la PGFy, actua, como un inhibidor preparto de la secrecién de
1a leche y que después del parto, el metabolismo acelerado
evita la accién inhibidora posterior.

Un resultado diferente fue obtenido por Vorherr y
Vorherr quien encontré que una inyeccién intravenosa de PGFyq
reduce la presién intramamaria en respuesta a la oxitocina en

las ratas lactantes {96].

ANP ciclico.

Existe informacidon gque sugiere que el AMP ciclico puede
jugar un. papel inhibidor de 1la lactogénesis durante el
embarazo.

Sapag-Hagar, Greenbaum Yy colaboradores observaron
incrementos importantes en la actividad de 1la adenilato
ciclasa y en los niveles del AMPc en la gléndula mamaria de
la rata cerca del parto [97]. Ambas variables disminuyen de
nuevo en el primer dfa de la lactancia y permanecen bajos
durante el periodo de produccién de leche. Estudios in vitro
muestran que el dibutiril AMPc inhibié 1la induccién de varias
enzimas en explantes de ratona embarazada tratados con
hormonas. Speake y colaboradores encontraron que el dibutiril
AMPc y la treofilina disminuyen 1la estimulacién de 1la
sintetasa de los dcidos en explantes de coneja embarazada, y

Lozzi y colaboradores encontraron que el dibutiril AMPc o la
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treofilina disminuyen 1la produccién de lactosa por las
rebanadas de gléndula mamaria de cuyos y conejos [98,99]. Se
desconoce cual efecto de 1la treofilina "resulta de un
incremento en el AMPc, aunque Wilde y Kuhn encontraron que la
treofilina inhibe fuertémente la sintesis de la lactosa en
los acinis de la gléndula mamaria de rata mientras que el
dibutiril AMPc mostré un efecto inhibidor solo a wmuy altas
concentraciones[100].

De estas observaciones y el descubrimiento de gque la
progesterona incrementa los niveles del AMPc en la membrana
de ratas embarazadas no lactantes, se intenta especular que
los niveles incrementados de AMPc en la gléndula mamaria
durante la fase final del embarazo, estimulados quizé& por la
progesterona, inhibe 1los cambios terminales de 1la
lactogénesis.

Mas ain, es de interés que Yang y colaboradores hayan
encontrado que el ANPc aumenta la actividad proliferativa en
cultivos primarios de células mamarias, elevando la
posibilidad de que el AMPc cambie el balance entre el
crecimiento Yy diferenciacién hacia la etaéa de

crecimiento[101].

Conclusioén.

De estudios resumidos en este capftulo, es claro que las
interacciones hormonales gque regulan las  respuestas
pleyotrépicas involucran la proliferacién celular mamaria, la

diferenciacién y la secrecién de la leche. De los estudios de
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la sintesis de caseina, ha llegado a ser claro gue el control
del recambio del RNAm es un punto importante de la requlacién
de la sintesis de proteilnas. '

Sin embargo existen muchos otros pasos en los cuales el
potencial para 1la regulacién existe. Estos incluyen 1la
traduccién y degradacién de las enzimas involucradas en la
sintesis de lactosa y otros componentes de la leche, la
manufactura de los sistemas de membranas j.nvolﬁcrados en el
transporte y procesamiento de los productos secretores y el
empaquetamiento y salida de estas sustancias. Claramente, la
sintesis y secrecién de leche requiere 1la regulacién
coordinada de todos esos procesos.

En muchos aspectos, el sistema de explantes parece ser
mejor para la examinacién de la regulacién coordinada de la
funcién mamaria. Las respuestas de este sistema a las
hormonas corren frecuentemente paralelas a las respuestas jn
vive, suficiente material est4 disponible para los andlisis
bioquimicos y los tejidos pueden ser mantenidos en medio
libre de suero. Por otro lado, el sistema de explantes
contiene multiples tipos <celulares, de quienes las
interacciones no son claramente entendidas. Mas aun, la
diferenciacioén terminal in vivo de la gléndula mamaria parece
ocurrir en dos etapas. En la etapa I el potencial para la
secrecién de la leche es so0lo expresado parcialmente. En la
etapa II, todos los procesos secretores son amplificados y el

resultado es la secrecién copiosa de leche. Los sistemas de
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£STA TESIS MO DEBE
SAUR BE Lk BISLIOTECA

explantes no muestran esas dos etapas. Por esta razén debe
tenerse precaucién en aplicar los resultados obtenidos en los
sistemas de explantes a las funciones in vivo de la gldndula

mamaria.
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CAPITUIO IV
SECRECION.

La secrecidén de la leche ocurre en todos los mamiferos,
la presencia de las gldndulas mamarias es uno de los mnas
importantes criterios que distinguen 1la clase de otros
animales. Aunque la localizacién y la forma externa de la
gldndula mamwaria difiere de una éspecie a otra, 1los
necanismos de produccidn de leche son muy similares.

La leche es producida por las células epiteliales de la
linea de los alveolos mamarios y es almacenada en l1la luz
alveolar adyacente a estas células. Durante la eyeccidén, la
leche es forzada de los alveolos por la contraccién de las
células mioepiteliales circunvecinas y existen conductos
‘directos dentro de un canal al cual drenan varios racimos de
alveolos.

En el seno humano existen canales gue se unen a 15 a 25
conductos grandes, los cuales se dilatan dentro de pequeios
senos cerca de la arecla. Estos conductos se abren
directamente en el pezén. En otros animales, los canales
pueden vaciarse dentro de un canal simple primario o una
cisterna y cada uno es drenado alternativamente por el canal
del pezén o teta. Estas estructuras pueden proveer un
almacenaje adicional de leche, particularmente en los
animales que producen leche.

Con el desarrollo de la microscopia electrénica y otras
herramientas para estudiar la bioquimica de la secrecién de

la leche, se han definido en la década pasada, cinco vias
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especificas para la sintesis y secrecién de los conmponentes

de la leche. Estas vias ilustradas en la figura A, operan

simulténeamente para transformar los precursores obtenidos de

la sangre en los constituyentes de la leche y transferirlos a

la luz alveolar.

VIAS TRANSCELULARES Vvia
N

oLactosa
° CQ. JPD 4
°Citrato

sProteinas de
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/

ﬁ
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plasmaticas

\M!Eltﬂ]
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EMBARAZO
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Fig A.- Las vias para la sintesis y secrecién de la leche

en los alveolos mamarios.(I)Exocitosis de la lac-
tosa y las proteinas de la leche en las vesiculas
secretoras derivadas del Golgi.(II)Secrecién de la
grasa de la leche via los glébulos de grasa de la
leche.(III)Secrecién de iones y agua a través
de la membrana apical (IV) Pinocitosis-exocitosis
de inmunoglobulinas y (V) La via paracelular para
los componentes del plasma y los leucocitos.
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Aunque los procesos bioquimicos involucrados son
fundamentalmente los mismos en todos los mamfiferos, existen
diferencias en ;a produccién y en algunos casos en la
naturaleza de los sintetizados que resultan en la leche, asf
como la composicién difiere de especie a especie.

Algunas de las vias de secrecién de 1la leche, por
ejemplo, la exocitosis de vesiculas que contienen proteinas,
son comunes a mnuchos tejidos secretores tales como el
pincreas, el hfgado y las gléndulas salivales. En contraste
el mecanismo para la secrecién de lipidos en la leche parece
ser unico de la gléndula mamaria.

En comparacién con las glénduias salivales y glédndulas
sudoriparas, la velocidad de secrecién de la leche es lenta,
cerca de 1 a 2 ml de leche por gramo de tejido por dfa [102].
La leche es almacenada en espacios adyacentes a las que la
producen. Histolégicamente las células que delimitan 1los
conductos mas pequefios se parecen a las células alveolares y
reaccionan con anticuerpos'anticaseina, lo que sugiere que
ellas, al igual que las células alveolares también secretan
leche [102,103].

Debido a que la leche pasa répidamente a través de los
conductos, este trédnsito forzado de los alveolos al pezén, es
poco probable que un proceso de reabsorcién, como los que se
encuentran en gldndulas de la saliva y del sudor, juegue un
papel importante en la composicién de la leche.

Las caracterfsticas de las cinco vias para la secrecién
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de la leche serdn resumidas y se discutirdn los cambios en la
composicién de la secrecién mamaria en el parto, la secrecién
de elementos celulares a la leche, los mecanismos por los
cuales los infantes remueven la leche del pecho y finalmente
el flujo sanguineo mamario.

MBECANISMOS CELULARES PARA LA SINTESIS Y LA SECRECION DE

LA LECHE.

Para producir leche, se sincronizan cuatro procesos de
secrecidn eh las células alveolares de la glindula mamaria
madura: la exocitosis, la sintesis de lipidos y su secrecién,
la secrecién de iones y agua y la transferencia de
inmunoglobulina del espacio extracelular.

BXOCITOSIS.

Entre los componentes més importantes de la leche
tenemos a las protefinas, la lactosa, el calcio, el fosfato y
el citrato que son empagquetados en vesiculas secretoras y
secretados por exocitosis.

La secuencia de aminodcidos de las proteinas de la leche
son codificadas en el DNA nuclear, son transcritos en el
RNA mensajero el cual pasa al citoplasma. Al igual que otras
proteinas secretadas, la traduccién del RNAm ocurre en los
ribosomas que se encuentran unidos a la membrana del reticulo
endoplédsmico. Conforme 1la protefna es sintetizada es
transferida a la 1luz del reticulo, la secuencia cercana al
aminodcido N~terminal es eliminada y los carbohidratos pueden

ser adicionados.
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Las proteinas asi atrapadas son llevadas después al
sistema de Golgi para ser procesadas y seleccionadas.

El calcio, el fosfato y el citrato son transportados al
interior de las vesfculas del aparato de Golgi desde el
citoplasma. Dentro de esas vesiculas el calcio y el fosfato
se combinan con las fosfoproteinas conocidas como casefnas
para formar grandes agregados llamados micelas.

La galactosiltransferasa, una enzima unida a la membrana,
reacciona con una proteina soluble, la a-lactalbumina dentro
del sistema de Golgi para sintetizar la lactosa. Debido a que
la membrana de este aparato es impermeable a la lactosa, el
carbohidrato es osméticamente activo; conforme la lactosa se
acumula, las vesficulas se van llenando de agqua.

Cuando las vesiculas alcanzan las regiones terminales
del Golgi, las -1celnslde caseina y otras protefnas de la
leche, 1la iactosa, el calcio, el fosfato y 91 citrato son
empagquetados en las vesiculas secretoras, éstas son llevadas
hacia 1la rregién apical de 1la célula fundiéndose con 1la
membrana apical y liberando su contenido en el espacio
alveolar.

Sintesis de lfpidos y su secrecién.

Los triacilgliceroles son sintetizados en el citoplasma
y en el reticulo endopldsmico liso de las células alveolares
mamarias, coalescen en grandes gotas de grasa, las cuales
gradualmente son movilizadas hacia el dpice de la célula. Las

gotitas de lipidos chocan contra la membrana y llegan a ser
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totalmente cubiertas en la membrana plasmdtica apical Yy
finalmente se separan de las células como glébulos de grasa
de la leche. La inclusién ocasional de una fraccién del
citoplasma dentro de 1los glébulos permite que alguna
sustancia contenida en el citoplasma entre a la leche [104].

SECRECION DE IOWES WOMOVALENTES Y AGUA.- |

El sodio, el potasio y el agua pueden pasar libremente
al Golgi, a las vesiculas secretoras y la membrana apical.

El agua se moviliza de las células a través de esas
membranas en respuesta a un gradiente osmético establecido
por la lactosa [102,105].

Las concentraciones de potasio y de sodio en la leche
son directamente reguladas por el potencial eléctrico a
través de la membrana apical. Debido a que el cloruro en la
leche no estd en equilibrio con su concentracién en el
citoplasma, es necesario postular alguna clase de transporte
activo para que este ion regrese a la célula. IlLa
concentracién del ion bicarbonato es mas baja en la leche que
en el plasma, sin embargo se desconoce como es secretado a la
leche, aunque Linzell y Peaker postularon un intercambio de
Cl™ HCO3 en la membrana apical [106].

Secrecién de inmunoglobulina.

La inmunoglobulina A, y quizd4 otras protefnas del
plasma, se combinan con un receptor especifico en la membrana
basolateral de la célula. El receptor y la IgA ligada a &1

son internadas en una vesfcula endocitica y son transportadas
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hacia la membrana apical o al aparato de Golgi para después
ser vaciadas en la leche [107].
FLUJO DE MEMBRANA EN LAS CELULAS ALVEOLARBES MAMARIAS.

Es aparente que hay un trdfico intenso entre 1los
compartimientos membranosos- durante 1a sintesis y 1la
secrecién de los componentes de la leche. Por ejemplo, las
proteinas originalmente atrapadas en el reticulo endoplédsmico
rugoso pueden ser transferidas al aparato de Golgi para su
seleccién y mas tarde empaquetadas en las vesiculas
secretoras.

Los mecanismos de esas transferencias y el flujo de
materiales membranosos entre esos compartimientos no son
todavia entendidos aunque estdn sujetos de considerable
interés general por parte de los biélogos celulares (108)}. La
cronologfia y la organizacién ultraestructural de la exoctosis
y de la secrecién de los glébulos de grasa han sugerido a
algunos investigadores que la secrecién de 1la leche est4
acompariada por un flujo polarizado de membranas
intracelulares (109]. De acuerdo con este punto de vista,
las membranas, posiblemente en asociacién con los productos
de secrecién recién sintetizados, se movilizan del complejo
de Golgi a las vesiculas secretoras y de ahf a la menmbrana
plasmidtica donde son envueltas y expulsadas en los glébulos
de grasa de la leche. De acuerdo con este modelo, la menmbrana
apical muestra un recambio con la membrana, ya que se

incrementa su superficie con las vesiculas secretoras y es
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removida como la membrana de los gldébulos de grasa de la
leche.

Evidencias que concuerdan con este esquema, han sido
obtenidas por la observacién de gue ciertas enzimas del
aparato de Golgi como la xantina oxidasa, 1la galactosil
transferasa y la tiamina Dpirofosfatasa son también
encontradas en la membrana de los glébulos de grasa de 1la
leche. En otros estudios, empleando la criofractura se ha
observado que algunas particulas intrinsecas de la membrana,
probablemente proteinas, son excluidas parcialmente de la
membrana de los glébulos de grasa de la leche, sugiriendo que
hay una seleccién y segregacién de los componentes proteicos
de la membrana apical y que son atrapados en los glébulos de
grasa de la leche.

Los mecanismos propuestos para el transporte
transcelular de las inmunoglobulinas de la leche, mediado por
receptores, postulan dos vias adicionales de flujo de
membrana: 1) una porcién de 1la membrana del Golgi que
contiene el receptor para la inmunoglobulina recién
sintetizada es transportada y se fusiona con la membrana
plasmitica basolateral de la célula secretora. 2) Después de
la unién de la inmunoglohulina, el complejo es endocitado y
la membrana de la vesicula resultante es transportada hacia

la membrana apical y fusionada con ésta [110,111].
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EL PAPEL DE LA VIA PARACELULAR EN LA SECRECION DE LA LECHE.
La quinta via para la secrecién de sustancias hacia 1la
leche involucra el paso de esas sustancias entre las células
epiteliales y no a través de ellas por lo que es llamada la
via paracelular.

El paso de sustancias a través dé los espacios entre las
células alveolares es normalmente evitado por uniones
herméticas (zona de oclusién) entre células alveolares
adyacentes (102, 105].

Durante el embarazo, asf como en la mastitis y en las
mamas en involucidén esas uniones llegan a abrirse permitiendo
que algunos constituyentes del plassa pasen directamente a la
- leche.

Bajo esas condiciones, la secrecién mamaria tiene una
alta concentracién de sodio y cloruro y bajas concentraciones
de lactosa y potasio que son generalmente encontradas en la
ieche durante la lactancia plena.

Ccambios en la composicién de la leche al parto.

Después del parto, en el humano, la composicién de la
secrecién mamaria cambia marcadamente, pasando de una
solucién rica en sodio, cloruro, inmunoglobulinas vy
lactoferrina a una solucién rica en lactosa con baja
concentracién de protefnas. Un incremento abrupto en la
actividad sintética de 1las células alveolares produce un
incremento tanto en el volumen de la leche secretada como en

la produccién total de nutrientes. El cierre de esas uniones



complejas es responsable del cambio en la composicién idnica
ya que ahora se evita el paso directo a la leche de los
elementos del plasma tales como el sodio y el cloruro.

Durante la transicién entre la secrecién de calostro a
la secrecién de leche madura, parte de la actividad de las
células alveolares también decrece, en particular la
s‘crocién de lactoferrina e IgA. Esto sugiere gque 1la
actividad secretora de las células alveolares es regulada de
tal forma que 1las sustancias de importancia nutricional
primaria reemplazan a aquellas cuya importancia es
inmunolégica o de proteccién en el periodo temprano del:
postparto.

La secrecién llamada precalostro, puede ser obtenida de
la gléndula mamaria de mujeres embarazadas. De la mitad del
embarazo al parto, la composicién del precalostro es bastante
estable, con altas concentraciones de sodio, cloruro,
lactoferrina e inmunoglobulinas y bajos niveles de
lactosa[112). Empezando en el parto, la secrecién manmaria es
llamada calostro. En general, este término ha sido usado en
los humanos para describir las secreciones mamarias obtenidas
durante los primeros cuatro o cinco dias después del parto.
La secrecidén obtenida durante los siguientes cinco dias es
llamada leche de transicién. Es evidente que la composicién
de la secrecidén mamaria sufre un ajuste continuo durante el
postparto de manera que no se pueden dar valores precisos en

la composicién,
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Durante la mastitis y después del destete ocurren
cambjios en la composicién que son opuestos a los qQue se
presentan en la lactogénesis [113,114,115]). Se ha sugerido
que las diferencias obtenidas en 1la composicién pueden
explicar la observacién de que los infantes prematuros crecen
mejor cuando son alimentados con la leche de su propia madre
que cuando son alimentados con productos de los bancos de
leche. lLos datos obtenidos muestran que en esta condicién los
cambios en el epitelio mamario son retardados en las madres
con nifos prematuros.

Ya gue las bases fisioldgicas de esta observacién no
estdn claras, se ha sugerido invesyigar sl ese retraso es
producido por un vaciado inco-pleto del seno debido a la
débil succién del infante prematuro o bien a la remocién
insuficiente de la leche con un "tiraleche"‘ en aquellas
mujeres cuyos infantes son demasiado chicos para mamar.

Sin embargo, el retraso en la maduracién del epitelio
mamario puede también reflejar un desarrollo preparto

incompleto.

La sacrecién de células en el calostro y la leche.

Durante el puerperio temprano, la secrecién mamaria en
el seno humano contiene cerca de 106 células/ml, la mayoria
de las cuales son polimorfonucleares, ‘ macréfagos y
linfocitos. Después del primer mes, el nuimero de células
secretadas se reduce por un factor de al menos 100 y las

células predominantes cambian de leucocitos a células
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epiteliales, las cuales son encontradas en la leche durante
la lactancia a una concentracidn de 104 células/ml [116,117].

La velocidad diaria de secrecién de leucocitos a 1la
leche humana parece alcanzar su méximo el dfa 5 y después cae
gradualmente conforme madura el epitelio wmamario. BEn
micrograffas electrénicas, los leucocitos pueden ser vistos
colocados entre las células epiteliales mamarias, sugiriendo
que entran a la secrecién mamarjia directamente por la via
paracelular [118].

Se desconoce si estas células modifican la integridad de
las uniones complejas o si ellas pasan a través de espacios
en el epitelio alveolar. En cualquier caso, el numero de
leucocitos secretados en la leche es mas alto durante la’
lactancia temprana cuando 1las uniones complejas son mas
pernmeables a pequefios iones y otros constituyentes del
plassa(119,120].

La succién y la eyeccion de la leche del seno.

La cantidad de leche gue es removida del senc es el
producto de la interaccién coordinada entre la succién del
infante y el reflejo de la bajada de la leche en la madre.
Cuando el infante comienza la succién, los impulsos aferentes
generados en los receptores de la areola, viajan al cerebro
en donde estimulan 1la liberacién de 1la oxitocina de 1la
pituitaria posterior. La oxitocina viaja a través de 1la
corriente sanguinea hacia el seno, donde se combina con

receptores especificos en las células mnioepiteliales,
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estimuldndolas a contraerse y forzar la leche de los alveolos
hacia los conductos mamarios y después hacia los senos. Si el
infante estd siendo lactado correctamente, el pezén y mucho
de la areola son colocados en la boca del infante de manera
que el pezdn alcanzaria el paladar blando formado. Los senos
wmanarios se extienden dentro del pezén. La leche es removida
no tanto por la succién como por la presién de la lengua
contra el paladar duro el cual permite a la leche fluir del
pezén a la boca del nifo [121,122].

Los senos se rellenan por la accién continuada de 1la
oxitocina que forza a la leche de los alveolos en 1los
conductos.

Un sinnimero de problemas puede producir un vaciamiento
inadecuado de la leche. Estos incluyen la incapacidad del
infante a desarrollar una succién suficientemente fuerte para
estimular las terminales nerviosas aferentes en la areola y
remover completamente la leche del seno.

El daiio de algun nervio de la areola ocasionado por una
"cirugia o bien un estado emocional desfavorable en la madre
interfiere con la secrecién de oxitocina [123]). Si estos
problemas no son resueltos es probable que la leche sea
retenida en 1los alveolos produciendo 1la inhibicién de 1a
secrecion.

FLUJO SANGUINEO MAMARIO.
En todas las especies donde ha sido medido, el flujo

sanguineo se incrementa marcadamente en la lactogénesis y
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abarca una proporcién importante del gasto cardiaco durante
la lactancia. En la cabra y la vaca el flujo mamario est4
Intimamente relacionado con la produccién l&ctea, de 400 a
500 litros de sangre circulan en la gldndula mamaria por cada
litro que es producido [124].

Estas mediciones no han sido realizadas en el humano,
aunque la cantidad del drenaje venoso de los pechos tanto en
el embarazo como en la lactancia sugiere una hiperemia en el
seno de las mujeres desde las etapas tempranas del embarazo.

Algunos estudios empleando termometrfa de piel, muestran
que el flujo sanguineo mamario incrementa marcadamente
durante el embarazo y se eleva después del parto. Existe una
correlacién entre el flujo sanguineo y la produccién de
leche.

La naturaleza de los factores que controlan el tono
vasomotor en la gldndula mamaria hab recibido poca atencién,
aunque Linzell ha sefalado que los vasos sanguineos en la
mama muestran una gran sensibilidad a la epinefrina,
norepinefrina y en las cabras se observa un efecto
vasoconstrictor de la serotonina [125]. La adenosina y la
bradikinina wostraron un efecto vasodilatador. En cabras
conscientes la oclusién breve de la arteria mamaria produjo
un incremento del flujo mamario sugiriendo la acumulacién de
un vasodilatador durante el perfodo que se redujo la
perfusién del tejido.
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La infusién de bromocriptina en la sangre evita los
cambios en el flujo mamario gque se observan durante el parto
en esta especie, lo que da a entender que la prolactina no
participa en la regulacién del flujo mamario.

En resumen, el flujo sanguineo mamario parece estar
estrechamente relacionado con la velocidad de secrecién de la
leche y puede ser regulado por cambios en el gasto cardiaco ©

en el tono vasomotor local [125].

SINTESIS DE PROTEINAS, PROCESAMIENTO Y SECRECION EN LA

GLANDULA MAMARIA. '

Lag proteinas mas importantes en la leche humana son la
a~lactalbimina (30% de la proteina total de la leche madura),
la lactoferrina (10-20%), la caseina (40%) y l1la
inmunoglobulina A (IgA, 10%). Otras proteinas de importancia
incluyen a las 1gG, la IgM, la lisozima y la albumina sérica.
Un grupo de proteinas de menor importancia incluyen proteinas
que unen diferentes ligandos tales como son la protefna que
une a la corticosterona, la proteina gque une la vitamina B,
la protefna que une al folato y hormonas tales comc la
prolactina, el factor de crecimiento epidérmico, asi como las
proteinas de la membrana de los glébulos de grasa por citar
algunos. En suma, mas de 30 enzimas han sido identificadas en
la leche humana. La funcién de esas enzimas es desconocida
excepto para la lactosa sintetasa y la lipasa activada por
sales biliares. Mientras que algunas de estas enzimas

provienen del resto del citoplassa presente en la leche;
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otras como las glicosil transferasas, probablemente se
originan en las vesiculas del aparato de Golgi o son
liberadas de las membranas de los glébulos de grasa de la
leche [126,127].

Las propiedades de las proteinas de la leche.

Casefina.- La caseina es la proteina mas importante de
la mayoria de las especies y comprende varias familias de
fosfoprotefinas de peso molecular de 26,000 a 45,000. La leche
humana contiene una concentracién excepcionalmente baja de
caseina (20% del total). Las caseinas a y f§ son moléculas
lineales que contienen una gran proporcién de prolina. Un
extremo de estas moléculas contiene una alta densidad de
carboxilos cargados negativamente y grupos fosfato, los
cuales tienden a interaccionar con el calcio. El otro extremo
estd formado con aminodcidos hidrofdbicos 1los cuales
promueven la asocliacién entre ellos. La caseina x es una gran
molécula y se conoce solo una parte de esa estructura. En
presencia de concentraciones milimolares de calclio y fosfato,
las moléculas de caseina se asocian para formar micelas de
caseina. Este agregado unico de protefna, con un didmetro de
140 nandémetros, contiene hasta 25,000 moléculas de caseina,
uniendo en promedio 20 moléculas de jones calcio y 18 de
iones fosfato por mondémero de proteina, asi la caseina parece
ser un empaque altamente eficiente para el acceso de proteina

y sales al infante [128,129].
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a~LACTALBUNINA.

La a-lactalbimina (peso molecular 14,081 en los humanos)
parece ser derivada de la lisozima, estd presente en la leche
de todas las especies las cuales secretan lactosa. Actia como
un cofactor en la sintesis de lactosa.

Debido a que la leche humana tiene una concentracién muy
baja tanto de a-lactalbimina y lactoferrina, éstas son
fracciones nutricionales muy importantes de las protefnas de
la leche humana [130].

Lactoferrina.

La lactoferrina ha sido llamada la protefina roja de la
leche.

Fue encontrada primero como una proteina roja en la
leche humana por Sorensen y Sorensen [131]. Es una unién de
metal y proteina con un peso wmolecular de 76,000,
cercanamente parecida a la transferrina. Cada molécula une
dos iones férricos con dos aniones bicarbonato y puede
también unir zinc. Estd presente en altas concentraciones en
el calostro de la mayoria de las especies asi también como en
las secreciones exocrinas tales como la saliva y el jugo
pancredtico.

En la nayoria de las especies la concentracién de
lactoferrina cae a niveles muy bajos en la leche madura (0.2
ng/ml en la vaca), pero se encuentran niveles relativamente
altos durante la lactancia en el humano y los cobayos (2

mg/ml). La lactoferrina que es secretada en la leche humana
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estd saturada en un 5 a 10% con hierro.

La lactoferrina tiene actividad tanto bacteriostdtica
como bactericida debido probablemente a que su avidez de
unién por el hierro la hace no disponible a la bacteria.

Se ha postulado que la lactoferrina juega un papel
nutricional en la transferencia de hierro al neonato; sin
embargo, su baja sqturacidn de hierro, el hecho de que la ‘
forma saturada del hierro de la proteina es resistente a la
hidrélisis proteolitica, y la observacién de que los neonatos
alimentados con pecho parecen tener nérmalnente un balance
negativo de hierro, difiere de tal funcién. La sintesis de

lactoferrina no ha sido estudiada en la gldndula mamaria.

p-Lactoglobulina.

Esta proteina estd presente en la leche de rumiantes y
otras especies, que transfieren grandes cantidades de
inmunoglobulina a su calostro. Sin embargo, su funcidén es
desconocida y no estéd presente en la leche de humanos,

cobayos, ratas o ratones.

Inmsunoglobulinas.

La inmunoglobulina secretora IgA estd presente en altas
concentraciones la primera semana después del nacimiento,
disminuyendo a un nivel estable como de 2 mg/ml en la leche
madura.

Las IgG e IgN son componentes menos importantes en 1la

leche humana. En contraste, la IgG es la inmunoglobulina mas
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importante en la leche de rumiantes y otras especies en las
cuales las inmunoglobulinas de la leche atraviesan la mucosa
intestinal y son importantes para la inmunidad pasiva del
recién nacido. La via para la secrecién de esos componentes

del plasma en la leche nho se conoce.

Albnimina sérica.

La albumina sérica estd presente en una concentracién
de 2 mg/ml en el calostro disminuyendo a 0.5 mg/ml en la
leche madura. Se origina del plasma y entra a la leche por la
via paracelular, aunque se han presentado evidencias que
sugieren alguna sintesis de albumina sérica dentro de 1la

gldndula mamaria [132].

Las proteinas de la membrana de los glébulos de grasa.

Durante su secrecién, los glébulos de grasa de la leche
son cubiertos por la membrana apical del plasma que se separa
del centro de los glébulos de grasa por una capa densa de
proteinas. Usando un gel de poliacrilamida para
electroforesis, algunos autores pudieron separar 21
60.ponentes proteicos de membranas de glébulos de grasa de la
leche de bovino bien lavados. Proteinas similares parecen
estar presentes en humanos. Después de la remocién de la
membrana y perder las proteinas asociadas, dos proteinas
importantes estdn asociadas con el wmaterial residual
filamentoso: la xantina oxidasa y la proteina de la banda 12

(peso molecular 76,000) para la cual se ha propuesto el
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nombre de "butiriofilina”. Esta proteina ha mostrado por
inmunofluorescencia estar concentrada en la superficie apical
de las células epiteliales mamarias. No se encontré en otras
células epiteliales o en otros tipos celulares en la gldndula
mamaria, lo que sugiere que estd involucrada en la descarga
vectorial de los q16bu163 de grasa de la leche en la luz

alveolar [133].

Los aminodcidos libres en la leche.

Los aminod&cidos estdn presentes en concentraciones nmuy
variadas en diferentes especies. En 1la mayoria de 1las
especies, las cantidades totales son de 2 a 4 mM.

En la leche humana relativamente pobre en proteinas, los
aminodcidos contribuyen con un 25% del nitrégeno total con
niveles muy altos durante la lactancia temprana. La glutamina
Yy el glutamato conpletén mas de la mitad de los aminoAdcidos
totales, estando presentes en concentraciones de 1.4 y 0.3 mN
respectivamente. La taurina estd presente en altos niveles
(0.3mM). La importancia nutricional de estas observaciones no

@es clara [134].

Los precursores de las protefnas- Rl transporte de

aminoécidos en las células alveolares mamarias.

Las protefnas de la leche son sintetizadas a partir de
aminodcidos derivados de la corriente sangufnea. Nidiendo las
concentraciones arterial, venosa y la del flujo sangufineo de

la mama, es posible determinar la proporcién de aminoécidos
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del plasma que son utilizados directamente en la sintesis de
las proteinas de la leche. La metionina, 1la histidina, 1la
fenilalanina, el triptéfano y la tirosina parecen ser
transferidos cuantitativamente a las proteinas de la leche
mientras que la valina, la isoleucina, la lisina, la treonina
y la arginina son oxidadas parcialmente dentro de las células
alveolares.

El consumo de aminodcidos no esenciales es poco variable
y muchos de los aminodcidos parecen ser sintetizados por 1la
gldndula. Se desconoce si el suministro de los a-inoacido§ es
un factor limitante en la sintesis de la leche [135].

Los mecanismos por los cuales los aminodcidos 1libres
entran a lalleche no ha tenido un estudio sisienﬁtico. El
alto nivel de glutamato en la leche humana asf{ como la
observacién, hecha durante un estudio de la ingestién de
glutamato monosédico en humanos, de gue la concentracién del
glutamato en 1la leche no cambié ain cuando los niveles
plasméticos del glutamato variaron de 40 a 310 uM, indican
que existe algun mecanismo para el transporte activo de este
aminodcido hacia la leche. Por otro lado, un incresento en la
fenilalanina en el plasma debido a la ingestién de un agente
edulcorante, el metil ester de la aspartil-1-fenilalanina fué
sequido por un incremento en los niveles de fenilalanina en
la leche, sugiriendo que este tipo de aminodcidos encuentra

una via pasiva para ser transportado a la leche.
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La sintesis y el procesamiento de las proteinas

especificas de la leche.

lLas investigaciones recientes sobre 1la sintesis y
secrecién de las protefinas de la leche incluyen algunas de
las mas inportantes en este campo.

Dentro de la pasada década, se han podido utilizar los
sistemas libres de células, en los cuales la sintesis y
procesamiento de protefinas especificas pueden ser realizados
bajo condiciones bien controladas. La aplicacién de esas
técnicas al estudio de la sintesis de protefnas de la leche,
han mostrado que el producto inicial derivado de 1la
traduccién del RNAm de caseina y a-lactalbumina contiene una
secuencia extra de 16 a 28 aminodcidos principalmente
hidrofébicos en el extremo N-terminal 1llamado el péptido
seflal. Si se incluyen en los sistemas de sintesis fracciones
de membrana que contienen reticulo endopldsmico, se puede
ohservar que las protefnas son procesadas al serle removido
el péptido sefal y las moléculas requeridas son secuestradas
dentro de la cisterna de las vesiculas membranosas.

Estas observaciones han sido interpretadas como que
la secuencia seflal inicia la unién del complejo RNAm-
ribosomas a las membranas del reticulo endoplésmico rugoso,
iniciando la transferencia vectorial de la proteina naciente
hacia las cisternas del reticulo endoplasmico.

En vista de que la tranferencia no ocurre, si las
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membranas son adicionadas después de que concluyé la sintesis
de protefna, el transporte parece coincidir con la traduccién
y es llamado un proceso cotraduccional. Ya gue la secuencia
senal es codificada por nucledétidos en el RNAm y las bases
complementarias en el DNA es obvio que tanto el destino como
la estructura de las proteinas secretadas estd bajo control
genético [136,137].

Un segundo tipo de procesamiento, la N-glicosilacién, o
la transferencia de un oligosacdrido rico en manosa, de un
l{pido acarreador a una arginina del polipéptido naciente (N-
glicosilacién) se realiza también en el reticulo endoplédsmico
rugoso., De nuevo, la reaccién parece ogurrir cuando 1la
proteina cruza la membrana del reticulo endopldsmico rugoso y
es llamada a menudo centro de qlicosilaciont La adicién de
carbohidratos a las proteinas de la leche es especifica para
clertas proteinas particulares y es variable entre las
especies.

La caseina x es la unica casefna gque contiene
carbohidratos. La glicosilacién jin yitro, ha sido observada
durante la sintesis de a-lactalbimina y caseina en sistemas
libres de células, sugiriendo que el centro de 1la
glicosilacién de 1as proteinas de la leche estd en el
reticulo endoplésmico rugoso. Después de ser secuestradas en
el reticulo endopldsmico rugoso, las protefinas son
rapidamente transferidas al sistema de Golgi, posiblemente a

través de pequeiias vesiculas de superfice lisa localizadas
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alrededor de las membranas del aparato de Golgi (138].

Después del traslado del polipéptido al aparato de
Golgi, se produce una modificacién adicional que resulta en
la pérdida parcial de unidades de manosa y la adicién de
otros monosacéridos entre la serina o la treonina y la N-
acetil-galactosamina. Otras modificaciones, que se realizan
en el sistema ‘do Goigi incluyen la fosforilacién y la
foramacién de - las nmicelas de la casefna. La caeeina es
fosforilada por una anzhi, la caseina cinasa, asociada con
le fraccién membranal del Golgi. La reaccidn es:

Caseina +ATP —--=-~ > Caseina- PO4 + ADP
y se ha mostrado que 'es catalizada por una cinasa
independiente de AMPc. La secuencia de los primeros 12
aminodcidos en el extremo N-terminal de la f-casefna huwmana

NH -Arg- Glu-Thr-Ile- Glu- s.r-uu-Srr-SIt-SIt- Glu-Glu~-
P P P

Los grupos fosfato parecen ser esterificados a la
treonina y la serina, dos aminod&cidos localizados a la
izquierda do'c.da glutamato o serina [139].

Nétese que la gran concentracién de écido glutdmico y de
los aminodcidos fosforilados da al extremo amino del
polipéptido una fuerte carga negativa la cual es guizds
responsable de 1la unién del calcio con las micelas de

caseina. La fosforilacién de la f-casefna humana es
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heterogénea y en la leche humana han sido identificadas 6
formas de la proteina que contienen de 0 a 5 grupos fosfato,
algunos autores han mostrado que ;a adicion de los fosfato no
e8 al azar, sino que ocurrsn en orden de 10 6 9, después 8, 6
Yy 3. Los fosfatos 3,6 Y 8 no son fosforilados por la caseina
cinasa aislada de las glé&ndulas mamarias del bovino, lo que
sugiere gque sea otra cinasa u otras cinms. las responsables
de esta reaccién en el humano.

El paso final en el procesamiento de la caseina es la
formacién de las micelas.

Aunque la base tisi.coéulnicu de 1la formacién es aun
materia de controversia, estd claro que en ellos se
involucran las uniones hidrofébicas entre los monémeros de
casefna con las interacciones electrostéticas de ios iones
calcio y fosfato con aminodcidos ionizados. Waugh y Talbot
han propuesto que las wmnicelas de 1la casefna «x son
estabilizadas por 1la adsorcién a su superficie, una
sugerencia que estd de acuerdo con datos recientes que
muestran que la fraccién de la caseina x en las micelas es

directamente proporcional al drea de la superticie [140).

Regulacién de la sintesis de proteinas de la leche.

Bajo condiciones in vivg, 1la concentracién de proteinas
de la leche en la gldéndula mamaria se correlacioné con la
cantidad presente de RNAm. Esto también parece ser el caso
in yitxg, en cultivos de explantes por perfodos cortos,

sugiriendo que mucho del control de la sintesis de protefnas
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de la leche reside eh el control de los niveles del RNAm. En
esos sistemas, la aculglacién del RNAm de la caseina, en
presencia de la prolactina es el resultado tanto de un
incremento en la velocidad de transcripcién del RNAm como de
una disminucién en su velocidad de degradacién.

Debido a que 1los8 niveles méximos de RNAm fueron
observados en ausencia de la sintesis de caseina justo antes
del nacimiento en ratas, es prbbable que los mecanismos de
control de la traduccién estén también presentes.

Se encontrdé que la caseina es degradada en explantes de
gldndula mamaria incubados en ausencia de hormonas, pero no
cuando la insulina, la prolactina y el cortisol estuvieron
presentes, sugiriendo que la degradacién de proteina puede
ser utilizada para regular la cantidad de proteina secretada.
Parece, entonces que la regulacién hormonal de la sintesis y
la secrecién de las proteinas de la leche puede realizarse a
varios niveles incluyendo la transcripcién y 1la d&gradacion
del RNAm asi como la sintesis de proteinas y su degradacién.
El mecanismo por el cual estos procesos estdn coordinados es

un desafio interesante para investigaciones futuras.

La secreci6n de las inmunoglobulinas.

Aunque la IgG estd presente en altas concentraciones en
el calostro de los rumiantes, la in-unoqlobuliha predominante
en la leche humana es la IgA polimérica a la cual se une una
proteina conocida como componente secretor. La evidencia

sugiere que la IgA es sintetizada en las células plasmdticas
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de los espacios intersticiales de las gléndulas mamarias, en
donde se combina con una forma transmembranal de alto peso
molecular del componente secretor en la membrana basolateral
de las células alveolares mamarias. Después de que el
complejo se transporta a la membrana apical, la porcién
luminal del complejo es hidrolizada liberando el componente
secretor maduro del complejo IgA. No es claro si la IgA
secretora es liberada directamente en'el lumen alveolar o si
primero entra al Golgi para ser secretada con otras proteinas

de la leche, por la via de la exocitosis [141].

Conclusién.

Se conoce bien la estructura de 1las proteinas mas
importantes de la leche tanto en los roedores como en lo0s
rumiantes y los mecanismos de su sintesis y secrecién. En un
futuro cercano, podemos esperar comparaciones estructurales
entre las diferentes proteinas de la leche de varias especies
para ofrecer conocimientos mas detallados gue nos permitan
conocer la evolucién de los mamiferos.

Ya que los sitios activos de algunas de esas proteinas,
actlan como enzimas, muestran una gran estabilidad durante la
evolucién, y la comparacién de regiones especificas en sus
secuencias de aminodcidos pueden permitir la correlacién de
tales sitios. Ademds, la disponibilidad de DNA complementario
para la caseina, la a-lactalbimina y las diferentes especies
de RNAm permite estudiar la correlacién entre la estructura

de los genes de las proteinas de la leche y el control de sus
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RNA mensajeros. Esta etapa augura un rédpido progreso en la
comprensién de los mecanismos genéticos que regulan 1la
sintesis de las proteinas de la leche. Finalmente, existe
evidencia suficiente de que la sintesis de las diferentes
proteinas de la leche puede ser controlada
independientenmente.

Por ejemplo, la a-lactalbimina es sintetizada en 1la
gldndula mamaria de los cobayos en el parto, pero la caseina
no y el cortisol muestra efectos diferenciales en la
acumulacién de la a-lactalbimina y la caseina en explantes
cultivados de gldndula mamaria de ratén en la mitad del
embarazo [142]. El conocimiento de los mecanismos del control
" diferencial involucrado ofrecerd datos fascinantes de las
bases moleculares de como ocurre la regulacién de la sintesis

y la secrecién de las proteinas de la leche.

La sintesis de carbohidratos de la leche.

El disacérido lactosa, el carbchidrato mas importante de
la leche, es sintetizado dentro de las vesiculas secretoras
del sistema de Golgi de las célulae alveolares. Este
carbohidrato es sintetizado en bajas concentraciones en muy
pocas plantas inferiores [143].

Debido a que la membrana del Golgi es impermeable a la
lactosa, el disacérido drena agua osméticamente en el espacio
de la leche y en la mayoria de los mamiferos la velocidad de
sintesis de la lactosa sirve como el control mas importante

del volumen de leche producida.
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Ciertas especies acudticas del 4rtico secretan
concentraciones muy bajas de lactosa, en tales especies el
contenido caldérico de la leche es proporcionado
principalmente por los lipidos y el volumen de la leche 1lo
determina principalmente la velocidad de secrecién de lipidos
y los iones monovalentes.

Ademds de la lactosa, la leche humana contiene pequefas
cantidades de monosacéridos y de oligosacdridos complejos.
Los monosacéridos mas importantes son la glucosa y la
galactosa, ambos presentes en concentraciones de 3 mM o
menos. Mas de 50 oligosacdridos que contienen entre 3 y 8 o
mas subunidades de monosacéridos han sido identificados vy
caracterizados en la leche humana [144].

Los componentes de estos oligosacdridos son la glucosa,
la galactosa, la fucosa, la N-acetil glucosamina y el 4cido
sidlico. La mayorfa tienen una lactosa en el extremo
reductor, sugiriendo que ellos son el resultado de la accién
de las glicosil-transferasas del Golgi.

La estructura de los oligosacéridos en la leche humana
varia con el tipo sanguineo ABO o con el tipo sanguineo
individual de Lewis.

La utilizacién de 1a glucosa en la gléndula mamaria.

En la gldndula mamaria de no rumiantes, la glucosa sirve
como el sustrato mas importante tanto para la lactcsa como
para la sintesis de lipidos. En los rumiantes, 1a glucosa

parece ser usada solo en la sintesis de la lactosa y en la
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via de las pentosas fosfato para suministrar NADPH para la
sintesis de los 4cidos grasos. El acetato proporciona la
mayoria de los #4tomos de carbono para la sintesis de los
4cidos grasos asi como también para el metabolismo
energético.

La glucosa entra a las células alveolares desde el
espacio extracelular utilizando mecanismos aun no bien
definidos. Una parte de la glucosa que entra a las células
va directamente al aparatoc de Golgi en donde se combina con
la UDP~galactosa para formar 1la lactosa. E1l resto es
convertido a glucosa-~6-fosfato por la hexocinasa. La glucosa-
6~fosfato tiene tres destinos posibles: 1la conversién a
piruvato por la via de la glucélisis, la via de las pentosas
fosfato y la formacién de UDP-galactosa. El1 piruvato, que
también puede ser formado del &dcido l4ctico en la gliéndula,
entra a la mitocondria donde puede ser oxidado a COp en el
ciclo de Krebs o bien ser transformado en citrato el cual
regresa al citoscl y sirve como un sustrato para la sintesis

de los dcidos grasos [145].

La sintesis de UDP-galactosa.

Tres pasos son necesarios para la conversién de glucosa
6-fosfato a UDP-galactosa.

1) Glucosa- 6~ fosfato -~--> glucosa- 1~ fosfato

2) Glucosa-1-fosfato + UTP --> UDP- glucosa + fosfato

3) UDP~glucosa =-~-~~~=-~> UDP~galactosa
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Estas reacciones son catalizadas por la
fosfoglucomutasa, la glucosa-l-fosfato uridiltransferasa y
la UDP-glucosa-4-epimerasa, respectivamente. Esas reacciones
estdn en equilibrio bajo las condiciones que prevalecen en el
citosol, y no se consideran como reacciones que limiten 1la

velocidad de sintesis de la lactosa.

La via de la pentosa fosfato.

Esta via, en la cual el carbono 1 de la glucosa es
oxidado a CO, con la formacidén de NADPH, es muy activa en
los tejidos que sintetizan dcidos grasos debido a que el
NADPH es necesario para suministrar 1los egquivalentes
reductores. La ribulosa-5-fosfato formada en esta via, es
transformada a ribosa-5-fosfato la cual puede ser usada para
la sintesis de nucleétidos o recombinarse por una compleja
serie de transformaciones a glucosa-6-fosfato la cual puede

ser reutilizada por alguna de las tres vias mencionadas.

La sintesis de lactosa.

La enzima lactosa sintetasa, localizada en el complejo
de Golgi, cataliza la formacién de la lactosa usando 1la
reaccién global:

UDP-Galactosa + Glucosa ~=-~==~~ > Lactosa + UDP

El complejo consiste de 2 componentes, una enzima unida
a la membrana, la galactosil transferasa, y una proteina
reguladora, la a-lactalbumina. La galactosil transferasa se

localiza en las membranas del Golgi de muchos tejidos, donde
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cataliza la transferencia de los grupos galactosilo de la
UDP-galactosa a las fracciones carbohidrato de 1las
glicoproteinas, Aunqué es capaz de catalizar la formacién de
la lactosa, normalmente no lo hace debido a que su constante
de Michaelis (Km) para la glucosa es demasiado alta (~1M). La
unién de la o-lactalbimina a la galactosil transferasa
incrementa la afinidad de la enzima por la glucosa (Km~ 1 mM)
de manera que la formacién de la lactosa puede ocurrir bajo
condiciones fisioldégicas.

'La galactosil transferasa se localiza en muchos tejidos;
y es la presencia de la proteina especifica de la leche, la
a-lactalbumina, la que le confiere propiedades especificas a
las enzimas de la gldndula mamaria, ya que se ha mostrado que
la galactosil transferasa de la cebolla puede sintetizar
lactosa en presencia de la a~lactalbumina.

El mecanismo molecular de la sintesis de la lactosa ha
sido objeto de un intenso estudio. La reaccién es activada
por iones metdlicos, los cuales se unen a dos sitios en la
galactosil transferasa. Los iones manganeso se unen con alta
afinidad al sitio I estabilizando la conformacién activa de
la enzima.

El cobalto, el zinc y el cadmio pueden sustituir el
manganeso en el sitio I pero no por el calcio.

En condiciones jin vive, un segundo ion wmetdlico
probablemente el calcio y la UDP-galactosa se unen al sitio

II a alguna distancia del primer sitio estructural,
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upp-gal
/
Mn~ Enzima + ca*? + UDP-gal ~------ > Mn-Enzima

a
El calcio forma probablemente un puente entre la enzima
y el sustrato. La Kd para la unién del calcio al sitio II es
de 2x10~3 M casi igual a la concentracién del calcio dentro
de las vesiculas del Golgi. El manganeso puede ser sustituido
por el calcio en este sitio y es generalmente usado como un
activador en estudios jin vitro de la galactosil transferasa.
Sin embargo, la afinidad por el manganeso en el sitio II est4
en la regién milimolar, sugiriendo que esta unién no se lleva
al cabo bajo condiciones fisiolégicas. En un paso final, la
a~lactalbuimina y la glucosa se unen al complejo enzima UDP-
galactosa aparentemente en un orden al azar, incrementando

cada una en forma sinérgica la afinidad de la enzima.

ubp-gal
Mn~-Enzima + a~-lactalbimina + Glucosa ~~--=-~ >
Ca
UDP-gal
Mn-Enzima + a-~lactalbimina-Glucosa
o]
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La a-lactalbimina también contiene 2 sitios de unién a
metales que bajo condiciones fisiolégicas probablemente estdn
ligados con el calcio, ya que sus constantes de disociacién
son 3 x 10~ 9 mol y 3x10- 5 M. Cuando todos los sustratos
estdn presentes en la enzima, la galactosa y la glucosa son
ligadas en una unién 1,4 glicosidica y 1la lactosa asi
foriada, es liberada de la enzima seguida por la liberacién
de la a~lactalbimina y después el calcio y el UDP:

UDP-gal

Mn-Enzima a~-lactalbimina-glucosa —=---- >

e

Mn~Enzima + Ca + a-lactalbimina+ UDP + Lactosa

El UDP producido es un buen inhibidor de la reaccién.

La hipétesis de Brew de que la sintesis de la lactosa se
realiza dentro de las cisternas del aparato deA Golgi ha
recibido una confirmacidén experimental por los estudios de
Kunh y White en 1los cuales la mayoria de la lactosa
sintetizada en fracciones "crudas particuladas" de las
gldndulas mamarias de 1la rata fue encontrada dentro de
vesiculas. En experimentos posteriores usando fracciones mas
purificadas del Golgi, estos autores encontraron que una
nucleosido difosfatasa de las vesiculas, probablemente 1la

tiamina difosfatasa, hidroliza el UDP a UMP y Pi. Se piensa
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que esa reaccién hace una doble funcidén ya que reduce la
concentracién del UDP en el Golgi con lo que se evita la
inhibicién de la sintesis de la lactosa y convierte al UDP
que es impermeable en UMP para el cual las membranas del
Golgi son permeables. El UMP y el Pi asi formados regresan al
compartimento citopldsmico donde ellos son reutilizados en la

sintesis de la UDP~galactosa [146,147].

La regulacién de la sintesis de lactosa.

Aungue se producen pequeiias cantidades de lactosa en la
gldndula mamaria de algunas especies antes del parto, el
inicio de la secrecién de la leche es ocasionada por un
rdpido incremento en la sintesis de la lactosa.

Por esta razén y debido a que la regulacién de la
velocidad de sintesis de 1la lactosa, debe seguir una
requlacién dia con dia para la produccién de leche, el
control de la lactosa sintetasa ha sido un objeto de continuo
interés. Actualmente se pueden sugerir varios mecanismos por
los cuales la lactosa sintetasa puede ser regulada.

El contenido de lactosa y de a-lactalbumina de la leche
de varias especies guarda una proporcién, sugiriendo que la
concentracién de a~lactalbumina presente en la regién del
Golgi puede regular la velocidad de sintesis de la lactosa.
Esto es apoyado por las observaciones de Nicholas y
colaboradores quienes mostraron que durante los primeros 20
dfias de lactancia en la rata, se mantiene una correlacién

entre las concentraciones de lactosa y a~lactalbumina de la
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leche [148). Sin embargo, en el destete al dfa 20, la
concentracién de la a-~lactalbumina se incrementa, mientras
que la lactosa cae bruscamente, sugiriéndo que la o~
lactalbimina no es el unico factor que controla la sintesis
de la lactosa.

Powell y Brew sugirieron que la concentracién del calcio
en las vesfculas del Golgi puede regular la velocidad de
sintesis de la lactosa [149). Estudios, in vitro han mostrado
que la galactosil transferasa requiere de 4 mM de calcio para
alcanzar su actividad mdxima. Para mantener concentraciones
milimolares de calcio dentro del Golgi debe requerir de un
transporte activo del calcio desde un citosol con menor
concentracién de calcio a través de un sistema de transporte
dependiente de ATP.

Si la actividad del sistema de transporte estuviera
sujeta a la regulacién se piensa que actividad de la lactosa
sintetasa puede ser controlada por 1la concentracién del
calcio dentro del Golgi. La concentracién de la glucosa
parece ser un factor limitante para la sintesis de lactosa.
En experimentos realizados en cabras en ayuno, la velocidad
de sintesis de la lactosa fue directamente proporcional a la
concentracién de glucosa en la leche. Debido a que las
concentraciones de glucosa tanto en la leche como en las
células alveolares, parecen ser igualés, estas observaciones
sugieren que la sintesis de lactosa puede también ser

regulada por la concentracién intracelular de glucosa. No se
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conoce como se podria llevar al cabo esta regulacidén.

conclusién.

Los mecanismos bioquimicos de la sintesis de lactosa y
su localizacién dentro del lumen de las membranas del Golgi
han sido bien establecidas. Falta mucho por aprender sobre
las interacciones moleculares involucradas en el control de
la lactosa sintetasa. Ya que las concentraciones de la a-
lactalbumina, ei calcio y la glucosa dentro del sistema de
Golgi, permanecen como candidatos potenciales para la
regulacién de la velocidad de sintesis de lactosa, la
posibilidad de qgue los tres interactuen para determinar la
velocidad de sintesis de 1la lactosa bajo condiciones

fisiolégicas debe ser seriamente considerado.

La secrecién del calcio, el fosfato y el citrato en la

leche.

Existe buena evidencia de que el calcio, el fosfato y el
citrato llegan a lg leche via el sistema de Golgi.

Se desconoce como muchas otras sustancias son secretadas
via el sistema de Golgi, aunque se ha sugerido que podria ser
la fuente principal de los nucledétidos en la leche. Se sabe
que la leche es una fuente rica en calcio y fosfato.

Sin embargo, es en la ultima década que se han
profundizado en los mecanismos por los cuales estos elementos
llegan a la leche. Un tiempo en el cual se han realizado una

gran cantidad de estudios del metabolismo del calcio en
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varios tipos de células. Ambas sustancias existen en dos
formas una soluble y otra unida a la caseina. Esta ultima
puede ser separada por ultracentrifugacién. El calcio soluble
puede ser mas subdividido en calcio libre y el calcio que
forma complejos con los iones citrato yb fosfato. En la
mayoria de las especies, la humana es una de las pocas
excepciones, la mayor proporcién del calcio y el fosfato estéd
unida a la caseina. Sin embargo, la leche humana tiene muy
poca caseina y solo el 40% del calcio y del fosfato en la
leche humana, estd unido 'a la caseina.

La leche humana también tiene el mas bajo contenido de
calcio y fosfato en relacién con otras especies.

Por otro lado, andlisis recientes sugieren que el calcio
ionizado en la leche humana (3 a 4 mM) es el doble de la
concentracién de la leche de bovino (2mM). Estudios
longitudinales en mujeres muestran una clara disminucién en
el contenido total de calcio y de fésforo con la duracién de
la lactancia. Se ha observado que en mujeres que han lﬁctado

por mas de 18 meses hay una disminucién de un 30 a 40% [150].

El papel de las vesfculas secretoras del Golgi en la

secrecion de calcio.

La observacién de gque una gran proporcién de calcio y
fosfato en la mayoria de las leches estén unidos a las
micelas de caseina sugiere que la mayoria de estas sustancias
puede ser secretada por los mismos mecanismos de exocitosis

que se emplean para la secrecién de la casefna. Aungue se ha
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inferido que la membrana del Golgi es permeable al fosfato no
existen estudios que muestren el transporte del fosfato en
este sistema. Las evidencias fisioldégica, morfoldégica y
bioquimica apoyan la hipétesis de que la secrecién de calcio
es mediada por el sistema de Golgi. En experimentos
realizados en cabras, se mostré que tanto la secrecién del
calcio como del fosfato se realizan a través de exocitosis.
La reunién de las micelas de caseina dentro de las vesiculas
secretoras derivadas del Golgi fue observada con el
microscopio electrénico al inicio de los afos 70’s.

Debido a que la formacién de las micelas requiere de
concentraciones milimolares de calcio, se puede inferir gque
el sistema de Golgi en la gldndula mamaria contiene una
concentracién de calcio 3 veces mayor que en el citoplasma,
lo cual es probablemente menos de 1 uM.

La piilern evidencia bioquimica de que en las membranas
del Golgi exista un mecanismo de transporte activo para el
calcio, el cual mueve al calcio contra gradiente fue obtenido
por Baumrucker y Keenan en fracciones de membrana de 1la
gléndula mamaria de bovino. Trabajos posteriores han
confirmado la acumulacién de calcio, dependiente de ATP en
vesiculas derivadas del Golgi, en ratones y ratas.

El transporte de calcio parece ser el resultado de una
ATP asa activada por calcio, la cual tiene una Km para el
calcio en el rango micromolar. Como sucede con otras enzimas

similares del retficulo 1liso y de las membranas de los
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eritrocitos, la actividad depende del magnesio. El mecanismo
de reaccién parece involucrar un intermediario fosforilado

con un peso molecular aproximado de 100,000 daltones [151].

Posibles actividades reguladoras del calcio en la

gléndula mamaria.

Se conoce en una gran variedad de células secretoras que
un increnénto en el calcio citosélico se asocia con una
secrecién generada por estimulos {152]). Seria razonable
postular que un pequefio incremento en el calcio citosélico
libre acompana el inicio de una copiosa secrecién de leche en
el parto. Sin embargo, no existen estudios en la gldndula
mamaria, que permitan evaluar esta hipétesis.

Es claro que por lo menos dos enzimas del sistema del
Golgi, la galactosil transferasa y la caseina cinasa,
requieren concentraciones milimolares de calcio para su
activacién, aumentando la posibilidad de que ciertos aspectos
de la sintesis de la leche puedan estar regulados por la
concentracién de calcio transportado hacia las vesiculas del

Golgi [153].

La secrecién de lipidos en la leche.

Los 1lipidos en la leche proveen 1los d4cidos grasos
esenciales y otros factores liposolubles, y hacen una
contribucién importante al contenido energético de la leche.

Aproximadamente el 4% del contenido de grasa de la leche

humana proporciona cerca del 40% del total de calorias. El
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98% de los 1lipidos de 1la 1leche son triacilgliceroles
contenidos en gotas de grasa rodeados por una Rmembrana
llamados glébulos de grasa de la leche. Otros lipidos de la
leche son el colesterol, los fosfolipidos, las vitaminas A,
E, D y un gran nuimero de lipidos menores. lLa mayoria de
estos, son localizados también en los glébulos de grasa. La
mitad o dos tercios de los fosfolipidos de la leche se
encuentran en la membrana de los glébulos de grasa, el resto
estén asociados a proteinas de la crema de la leche.

Los &cidos grasos y el glicerol para la sintesis de los
triacilgliceroles son obtenidos del flujo sanguinec o
sintetizados por las células alveolares usando las vias que
se seflalan a continuacién. La proporcién de los &cidos grasos
que son sintetizados en la gldndula mamaria estd influenciada
fuertemente por la dieta. En mujeres que ingieren una dieta
occidental normal, en la cual el 40% o mas de las calorias
corresponde a grasa, solo el 20% de los dcidos grasos de la
leche son sintetizados por la gldndula mamaria. El resto son
tomados de la dieta y su composicién refleja la composicién
de la dieta. Por otro 1lado, con una dieta rica en
carbohidratos, el 40% o mas de los &cidos grasos de la leche
son sintetizados por la gléndula wmamaria, muchos de los
cuales tienen cadena intermedia como son el dcido l&urico y

el 4cido miristico [154]).
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La composicidén de la grasa de la leche.

Los lipidos de 1la 1leche son la fuente principal de
sustratos de alta energia para los infantes de la mayoria de
los mami{feros, proporcionando cerca de 500 kcal/g de la grasa
de la leche. Aunque las proteinas y los carbohidratos son
secretados con suficiente agua para contribuir iso-
osméticamente con el plasma, proporcionan solo de 30 a 65
kcal/g de leche. La proporcién de la grasa de la leche varia
de especie a especie y se ha observado una relacién inversa
entre el contenido de grasa y de 1lactosa de varias
leches[155].

En mamiferos acudticos del 4rtico, un alto contenido de
grasa de la leche permite la transferencia de una gran
cantidad de energia de la madre a 1la cria sin la
transferencia de cantidades de agua que acompaiiarian el paso
de estas calorias en la forma de lactosa o proteinas. Esto es
importante en un ambiente acuoso marino, donde los fluidos
isoténicos del cuerpo de la madre deben ser mantenidos a
expensas del metabolismo. Por otro lado, se puede argumentar
que la gran cantidad de agua necesaria para la secrecién de
la leche humana con su alto contenido de lactosa representa
una adaptacién a la gran pérdida de agua transpirada por los
infantes en los ambientes tropicales donde se cree que 1la
especie humana se originé.

El contenido de grasa es el constituyente mas variable

de la leche humana, cambiando con la alimentacién y en forma
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circadiana. Se piensa que la grasa de la leche se secreta
continuamente, pero la leche frontal tiene un contenido mas
bajo de grasa (1 a 2 g/100ml) gque la leche escondida
(4g/100ml). Este cambio en el contenido de grasa puede
resultar de la adsorcién de los glébulos de grasa a las
paredes de los alveolos con el desplazamiento solo cuando la
gldndula se vacia.

Las variaciones diurnas y en periodos largos observados
por Hytten en el contenido de grasa de la leche pueden ser
debidas a cambios en la velocidad de secrecién [155]. Existen
datos que sugieren que el contenido de grasa de la leche
disminuye en madres mal nutridas. Aunque probablemente, la
mala nutricién tiene un efecto mas pronunciado sobre el
volumen de la leche que sobre su composicién,

La composicién de dcidos grasos de los lipidos de la
leche varfa tanto con la especie como con la dieta. Con una
dieta normal, en una nacién occidental, los dos dcidos grasos
que predominan en la leche humana son el palmitico (de 16
carbonos), y el dcido ocleico (de 18 4&tomos de carbono). La
leche del elefante y del conejo contiene una gran proporcién
de dcidos grasos de cadena media (Cg y Ci9) Y en la leche de
los rumiantes la proporcién mayor es de &4cidos grasos de
cadena corta (Cq4 y Cg) (128].

En una serie de experimentos en la cabra, Linzel y sus
colaboradores mostraron que todos los #&cidos grasos con

cadena carbonada de 14 4tomos o menos asi como una porcién de
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los dcidos grasos de 16 d&tomos de carbono son sintetizados en
la gldndula mamaria mientras que cadenas mas grandes de
4cidos grasos son obtenidos del plasma. Esta parece ser la
regla en todas las especies donde ha sido estudiada. La dieta
afecta la composicién de los &cidos grasos de la leche humana
en tres formas: 1) Con dietas con alto contenido en grasa, la
relacién de 4cidos grasos saturados a insaturados refleja la
misma relacidn de estos dcidos grasos en la dieta.

Por ejemplo, una dieta con aceite de maiz contiene una
mayor proporcién de dcidos grasos insaturados lo que produce
un incremento en los acidos grasos insaturados de la leche si
se compara con una dieta alta en grasa animal. 2) Con dietas
bajas en calorias, la composicién de los dcidos grasos de la
leche refleja la composicién de los lipidos almacenados en el
cuerpo, los cuales son movilizados para suministrar sustratos
para la sintesis de triacilgliceroles en la glandula mamaria.

3) Con una dieta isocalérica, alta en carbohidratos y
baja en grasa, la proporcién de dcidos grasos de cad;na media
en la leche es mayor, reflejando un aumentt en la sintesis de
dcidos grasos dentro de la gldndula mamaria y una disminucién
en el uso de grasa corporal o de la dieta como fuente de
"triacilgliceroles® de la leche.

La alta proporcién de 4cidos grasos de cadena media en
la leche de mujeres wal nutridas debe considerarse como parte
de una adaptacién normal a las dietas bajas en lipidos, mas

que un sintoma de una dieta inadecuada {[155,156]}.
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Es interesante anotar que, con el reciente incremento en
el uso de aceite vegetal y otras fuentes de dcidos grasos
poliinsaturados en 1la dieta de 1los Estados Unidos, 1la
proporcién de 4&cidos grasos poliinsaturados en la leche
parece haber incrementado de un 8% en 1959 a un 16% en 1977.

Se desconoce si esta alteracién producird algun efecto

en la nutricién.

La sintesis de los dcidos grasos en la glidndula mamaria.

Los 4cidos grasos son sintetizados a partir de la acetil
CoA por una serie de reacciones catalizadas por la acetil-CoA
carboxilasa y 1la sintetasa de los 4dcidos grasos. Las
reacciones requieren ATP y equivalentes reductores en la
forma de NADPH. En esta parte se resumirdn las vias que
Qeneran acetil CoA y NADPH y analizaremos la tioesterasa
caracteri{stica de 1la gldndula mamaria, las cuales son
responsables de la presencia de dcidos grasos de cadena media
en la leche. Finalmente, se trataré brevemente la regulacién

de la sintesis de los &cidos grasos.

Las fuentes de Acetil-CoA para la sintesis de dcidos

grasos.

En la mayoria de los no rumiantes, la fuente principal
de 4tomos de carbono para la sintesis de Acetil-CoA es la
glucosa, la cual es transformada a piruvato a través de 1la
glicélisis o de la via de las pentosas fosfato. A

El piruvato entra a la mitocondria, probablemente en
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recambio con el citrato y es transformado en acetil-CoA por
el complejo de la piruvato deshidrogenasa. Debido a que la
acetil~CoA no puede atravesar la'menbrana mitocondrial, entra
al primer paso del ciclo del &cido tricarboxilico formando
citrato el cual entra al citoplasma para ser mas tarde
transformado por la ATP citrato iiana a acetil CoA. El
lactato, la leucina y la alanina también pueden ser usados
como fuentes de dtomos de carbono [157).

En los rumiantes y en otras especies como en los
conejos, donde las porciones del tfacto gastrointestinal son
muy grandes y permiten la fermentacién bacteriana de los
carbohidratos, el acetato es el sustrato predominante para la
sintesis de los dcidos grasos, siendo activado a acetil-coA

en el citosol de las células epiteliales mamarias.

La generacién de NADPH.

La sintetasa de los dcidos grasos tiene un requerimiento
absoluto por equivalentes reductores en la forma de NADPH.
Las tres vias diferentes que generan al NADPH son: la via del
&cido 6 fosfoglucdnico, el ciclo de transhidrogenacién del
malato y la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP+ en
el tejido mamario de los roedores, las dos primeras vias
parecen ser las mas importantes con la via del fosfogluconato
suministrando al menos la mitad de 1los equivalentes
reductores necesarios para la sintesis de los &cidos grasos.

La via del isocitrato muestra mayor actividad en

aquellas especies, donde se usa el acetato como una fuente de

125



dtomos de carbono para la sintesis de 4cidos grasos [158],

El tiempo de paso del citrato a la leche, en la cabra,
es similar al tiempo de paso de la lactosa, sugiriendo que
estas sustancias son secretadas a través del aparato de
Golgi. Una demostracién reciente de que las membranas del
Golgi son permeables a este anién apoya esta hipétesis. Los
estudios realizados en cabras muestran que la concentracién
de citrﬁto en la leche es inversamente proporcional a 1la
velocidad de sintesis de dcidos grasos de 1la glandula
mamaria, ya que el citrato es wusado para proporcionar
equivalentes reductores para la sintesis de 4cidos
grasos[159].

El significado de la relacién inversa es que los niveles
de citrato en el citosol son mas altos cuando el NADPH no se
ha formado y esto se refleja en los niveles de citrato de la

leche.

La sintesis de los dcidos grasos a partir de la Acetil-CoA.

Principalmente participan dos enzimas, 1la acetil-CoA

carboxilasa (reaccién 1) y la sintetasa de los &cidos grasos.
(reaccién 2).

1) Acetil-CoA + COz + ATP ----=-- > Malonil- CoA+ ADP+ Pi

2) Acetil=CoA + 7 Malonil-Co + 14 NADPH+14Ht —=-c-= >Acido
palmitico + 7 CO, + 8 CoA + 14 NADP* + 6 Hy0

La acetil CoA carboxilasa cataliza 1la formacién de
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malonil CoA de l1la acetil-CoA y como tal, realiza el primer
paso comprometido en la sintesis de 4cidos grasos. La
sintetasa de los 4cidos grasos involucra una secuencia de
siete o mas reacciones, las cuales en total adicionan dos
carbonos, derivados de la malonil CoA, a una cadena de 4cido
graso. La reaccién es iniciada por la unién de la acetil-CoA
0 de la butiril-CoA al complejo enzimdtico, seguida por 1la
adicién de malonil CoA [160].

La cadena permanece covalentemente unida a la enzima al
final de cada ciclo y queda lista para la siguiente adicién
de dos unidades de carbono mas de malonil-CoA. Cada ciclo
requiere de dos moléculas de NADPH [161].

En el higado y en el tejido adiposo, cuando los #4cidos
grasos alcanzan un tamafio de 16 carbonos o mayor, la sintesis
es terminada por una desacilasa, la tioesterasa I. Esta parte
integral del complejo de la sintetasa de los 4cidos grasos
termina la sintesis por la liberacién de la molécula de la
enzima. El citosol de las células epiteliales mamarias de la
rata, el ratén y el conejo es unico en contener una
aciltioester hidrolasa, para cadena intermedia (la
Tioesterasa II) la cual termina la sintesis de los 4cidos
grasos después de la adicién de 8 a 14 carbonos. Las
sintetasas de los 4cidos grasos de los rumiantes as{ como las
de los conejos y los cobayos también sintetizan 4cidos grasos

de cadena corta, como el butirato y el hexanoato [162].
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La regulacién de la sintesis de dcidos grasos.

Debido a que 1la sintesis de dcidos grasos es cara
energéticamente, no es una sorpresa que esté sujeta a varios
tipos de regulacién. Adaptaciones de largo plazo involucran
la modulacién de 1la cantidad de enzimas presentes en 1la
célula.

Cerca del parto, por ejemplo, la cantidad de las enzimas
clave como la piruvato deshidrogenasa, la ATP citrato liasa,
la acetil CoA carboxilasa y la sintetasa de los dcidos grasos
incrementan varias veces para cubrir las demandas lipogénicas
de la formacién de la leche.

Los estudios de la sintetasa de los 4cidos grasos en
explantes en cultivo mostraron que 1la combinacién de
prolactina, cortisol e insulina no solo incrementan 1la
velocidad de sintesis de 1la enzima sino que también
disminuyen la velocidad de su degradacidén, sugiriendo un
mecanismo de control miltiple tanto para la sintesis de las
proteinas como para la degradacidén [163].

Las diferentes enzimas involucradas en la sintesis de
los 4dcidos grasos en la gldndula mnamaria parééen ser
reguladas independientemente. Por ejemplo, el nivel de 1la
ticesterasa II se incrementa dramdticamente durante 1la
gestacidén en la rata, pero alcanza su méximo antes del parto,
mientras que los niveles de la sintetasa de los 4cidos grasos
empiezan a incrementarse solo después del parto. Entender la

diferencia entre los mecanismos gque regulan los niveles de
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estas dos enzimas permitiria adentrarse en los mecanismos
moleculares por los cuales las hormonas regulan la sintesis
de proteinas durante la diferenciacién mamaria.

La sintesis de lipidos en la glandula mamaria decrece
rdpidamente por el ayuno, asi como por cambios en los niveles
plasméticos de prolactina e insulina. La regulacién a corto
plazo depende probablemente de la modulacién tanto de efectos
alostéricos como de ciclos de fosforilacién Yy
desfosforilacién.

La piruvato deshidrogenasa y la acetil CoA carboxilasa
han recibido atencién considerable como posibles sitios para
tal regulacién. Ambas son inactivadas por la fosforilacién y
en el caso de la piruvato deshidrogenasa, la disminucién en
la actividad observada después de 24 horas de ayuno en las
ratas, muestran una buena correlacién con los niveles de
fosforilacién de la enzima. E1 papel de los reguladores
alostéricos y la disponibilidad de los sustratos en estas
adaptaciones rdpidas deben ser criticamente valoradas en el

futuro [164,165].

La lipoproteina lipasa y la extraccién de lipidos del

plasma.

Los triacilgliceroles plasméticos son la fuente de casi
el 80% de los lipidos de la leche humana. Los mecanismos por
los cuales los dcidos grasos y el glicerol que componen a los
triacilgliceroles son extraidos del plasma, han sido

ampliamente estudiados por Scow y colaboradores [166,167].
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Los lipidos son transportados a través del flujo sénquineo
principalmente en 1la forma de quilomicrones, particulas
esféricas de 0.5 um de diametro que contienen cerca de un 92%
de triacilgliceroles y cantidades menores de esteres del
colesterol, fosfolipidos y  colesterol asociado con
lipoproteinas. Después de que los quilomicrones se unen a una
enzima de las células del endotelio capilar, la lipoproteina
lipasa, la cual estd localizada en la superficie del
endotelio vascular, hidroliza losi d4cidos grasos de las
posiciones 1 y 3 de los tri, di y monoacilgliceroles. Los
dcidos grasos libres pueden entrar al torrente sanguineo o
bien difundir por el espacio'subendotelial en las células
mamarias. El diacilglicerol es hidrolizado a 2
nmonoacilgliceroles y un dcido graso libre.

Ambos entran en el espacio subendotelial y son tomados
por los lactocitos donde son utilizados para la sintesis
posterior de los triacilgliceroles. ’

La lipoproteina lipasa estd presente, en grandes
cantidades, en las gldndulas mamarias de las ratas lactantes;
su actividad disminuye rédpidamente con un destete forzado o
con la hipofisectomia. La actividad puede ser restablecida en
las ratas hipofisectomizadas si se les iny@cta prolactina,
mostrando gque la enzima estd bajo control hormonal. Parece
existir una relacién reciproca entre la actividad de la
lipoproﬁeina lipasa de la gldndula mamaria y la del tejido

adiposo en ratas lactando, de manera que el tejido adiposo
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pierde mucho de su capacidad de consumir lipidos del plasma

durante la lactancia [168].

Sintesis de triacilgliceroles.

Los precursores mas importantes para la sintesis de los
triacilgliceroles son el glicerol 3-fosfato, los
monogliceroles y la acil-CoA. El glicerol 3 fosfato se
origina en 1la glucélisis por 1la reduccién de la
dihidroxiacetona fosfato o por la fosforilacién del glicerol.

El primer paso en la formacién de los triacilgliceroles
es la acilacién de 1los grupos hidréxilo libres en el
glicerol-3-fosfato con dos moléculas de acil-CoA., El #cido
fosfatfdico resultante es después desfosforilado para dar un
diacilglicerol. El diacilglicerol se combina después con una
tercera molécula de acil-CoA para dar el triacilglicerol. Los
monogliceroles se originan de la hidrélisis parcial de los
triacilglicerocles y pueden ser acilados directamente sin la

formacién de dcido fosfattdico.

La secrecidn de colesterol en la leche.

El tejido wamario tiene la capacidad para la sintesis
de nove del colesterol, sin embargo, se desconoce que
proporcién del colesterol ldcteo se origina de nove y que
proporcién deriva del plassa. Long Yy colaboradores
concluyeron que solo un 20% del colesterol de la leche en la
cabra, fue sintetizado en la gld&ndula, el resto se deriva del

plasma. Por otro lado, experimentos en ratas, sugieren que el
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colesterol de la leche es principalmente sintetizado en la
gldndula mamaria de estas especies [169].

El contenido de colesterol de la leche humana muestra
una gran variacién y se desconoce si su origen es plasmético
o proviene de la dieta. En la rata, tanto el colesterol del
plasma como el de la leche se incrementan con dietas altas en
colesterol, en cambio en estas mismas condiciones el
contenido de colesterol de la leche humana es relativamente
constante. Mellies y colaboradores informaron del caso de
una mujer con hipercolesterolemia familiar homocigota en
donde se observé un incremento en el contenido de colesterol
de la leche de 16 veces. Los autores sugieren que esto puede
explicarse por un aumento en la extraccién del colesterol
plasmdtico o bien por la ausencia de mecanismos que regulen
la sintesis del colesterol en la glédndula. Obviamente se
requiere determinar el colesterol de la leche bajo una
variedad de condiciones antes de sugerir algunas conclusiones
sobre la regqgulacién de los niveles del colesterol en 1la

leche[170].

Prosfolipidos.

Una proporcién importante de los fosfolipidos de 1la
leche se localizan en la membrana de los glébulos de grasa de
la leche y parecen originarse de la sintesis de nove en la
gldndula mamaria [171].

Lipasas de la leche.

La leche humana contiene cantidades substanciales de una
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lipasa, que es inactiva en la leche fresca pero que es
activada por las sales biliares. Hernell y colaboradores han
mostrado que una lipasa activada por sales biliares,
localiéada solo en la leche del humano y del gorila, es
responsable de esa actividad. Esta lipasa, con un peso
molecular de 90,000 daltones constituye cerca de 1% de la
proteina de la leche humana [172].

Tanto su peso molecular como su inhibicién por el di-
isopropil fosfofluorato identifican a esta enzima como una
lipasa distinta de la lipasa pancréatica y de la lipoproteina
lipasa.

Se ha sugerido que la lipasa activada por snlesvbiliares
tiene una participacién importante en la digestién de lipidos
en el neonato ya que su actividad es suficientemente elevada
en presencia de las sales hiliares lo que permite producir en
30 minutos la hidrélisis total de los lipidos de la leche a
écidos grasos libres y glicerol ([173]). Se piensa que la
activacién de esta enzima ocurre en el duodeno en interaccién
con las sales biliares que también dan a la enzima
resistencia a las proteasas intestinales. La enzima es
inactivada por la pasteurizacién.

La lipoproteina lipasa (LPL) est4 también presente en la
leche humana a concentraciones variables. Esta enzima puede
ser distinguida de la lipasa activada por las sales biliares
ya que la LPL es estimulada por el suero e inhibida por el

NaCl y la protamina. Se ha descrito, recientemente y en gran
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concentracién una lipasa que no es estimulada por las sales
biliares, en la leche de cinco mujeres cuyos hijos muestran
ictericia por la leche del pecho [174]. Los autores han
sugerido que los dcidos grasos liberados por esta enzima en
el estémago del neonato inhiben el metabolismo de 1la
bilirrubina en el intestino del infante.

Conclusiones.

Las vias metab6licas involucradas en la sintesis de
lipidos son bien conocidas y han sido resumidas previamente.
Tanto la regqgulacién a corto y largo plazo de la sintesis de
lipidos de la leche son de interés general, el primero debido
a que parecen participar ciclos de fosforilacién vy
desfosforilacién y el segundo debido a que la regulacién de
la sintesis de proteina es un tépico de gran interés. Ya que
el contenido de lipidos yila Eo-posicién de la leche son
afectados por la dieta, la dilucidacién de los mecanismos de
control involucrados puede ser 'de gran valor préctico para
desarrollar dietas d4ptimas para las mujeres lactantes. Otro
aspecto importante es la participacién de la secrecién y la
digestién de los lipidos en la regul;ciOn'de las lipasas,
tanto para llevar 4cidos grasos a la célula mamaria como en

la digestidn de lipidos por el infante.

La secrecién de iones monovalentes y agua en la leche.
Aungue la leche es iso-osmética con el plasma, la

transferencia de agua del plasma a la luz de los alveolos es
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directamente proporcional a la transferencia de soluto.

Se ha discutido previamente que la secrecién de 1la
lactosa constituye 2/3 de la osmolaridad de la leche humana y
constituye la mayor proporcién del agua transferida hacia la
secrecién mamaria. Un 1/6 de la osmolaridad es proporcionada.
por los iones monovalentes (cuya secrecion Adiscutirenos
enseguida) y el resto por las proteinas y otras sustancias
osméticamente activas tales como el citrato, el magnesio, 1la

glucosa y otras.

Transporte tranncolul;r de los iones.

Los experimentos, realizados principalmente en cabras,
han mostrado que disacdridos tales como la sacarosa y la
lactosa asf como los iones divalentes calcio y fosfato, no se
nuéven libremente entre los espacios plasmAticos [165].

Estas observaciones ofrecen fuerte evidencia de que
durante la lactancia méxima, la formacién de la leche es un
proceso transcelular. Como tal es probable que la secrecidn
de los jones monovalentes hacia la leche esté mediada por las
células epiteliales. Las mediciones cuidadosas del sodio, el
potasio y 1las concentraciones de cloruro en 1la gléndula
mamaria del cuyo y de otras especies, muestran que, como en
la mayorfa de las células, las células mamarias tienen un
alto contenido intracelular de potasio y concentraciones
bajas de sodio y cloruro. Aunque el contenido de sodio de los
lactocitos parece ser nas alto que en la mayoria de las

células, la concentracién de cationes monovalentes parece ser .
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controlada por la ATPasa Na/K probablemente localizada en la
membrana basolateral de las células alveolares mamarias[175).

Debido a que la concentracién de los iones en las
células alveolares es diferente a 15 de la leche, 1la
secrecién de iones a la leche es controlada probablemente por
procesos que ocurren en la membrana apical de las células
alveolares y en las membranas del Golgi.

La comprensién de estos procesos descansa, en
inferencias obtenidas de mediciones ihdirectas. Por ejemplo,
se puede suponer gue la membrana apical es permeable a los
iones monovalentes debido a gque isétopos de esos iones,
difunden al pezén en la cabra y desaparecen mas tarde en la
leche.

Que esos iones pueden cruzar pasivamente la wmembrana ha
sido inferido de las observaciones de gue cuando soluciones
isoténicas de carbohidratos son infundidas en el pezén de las
cabras, los iones difunden en favor del Jgradiente de
concentracién hacia el espacio de la leche.

Debido a que el movimiento de estos iones parece ser mas
répido que su secrecién durante la formacién de la leche, es
probable que se logre un equilibrio a través de la membrana
apical. Finalmente, se ha wmedido en la cabra y el ratoén,
potencial electronegativo de -15 a 40 —-mV entre el espacio de
la leche y la sangre, sugiriendo que el potencial eléctrico a
través de las membranas apical y basolateral de las células

alveolares mamarias son diferentes.
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Estos resultados han sugerido una marcada diferencia en
la permeabilidad y/o los procesos de bombeo electrogénico en
las dos membranas.

Peaker ha presentado un modelo el cual sugiere que las
concentraciones iénicas de la leche se logran de la sigulente
manera: como la lactosa es sintetizada y secretada, el agua
es drenada a las vesiculas de Golgl y a la luz alveolar para
mantener la isotonicidad. E1 sodio, el potasio y el cloruro
tienden a disminuir su gradiente de concentracién, sin
erbargo, el movimiento iénico es limitado (105].

En el caso de los cationes, el potencial eléctrico
aplical se opone al flujo hacia el espacio de la leche de
manera que el equilibrio es logrado al disminuir
concentraciones del sodio y el potasio en la célula. Una
bomba de cloruro en la membrana apical regresa el cloruro de
los alveolos hacia 1la célula, manteniendo baja 1la
concentracién de cloruro en la leche. ’

Este modelo predice que la proporcién del sodio y el
potasio en la leche es iqual a su relacién en el citoplasma
de las células alveolares mamarias, una predicciéh que parece
realizarse en varias especies ({102,105].

Otra prueba de esta hipétesis necesité el desarrollo de
modelos en los cuales la membrana apical pudiera ser sujeta a
observaciones mas directas. Un modelo que promete ser util es
el cultivo de monocapas de células mamarias en geles

flotantes de coldgeno. Bisbee ha sido capaz de realizar

137



mediciones eléctricas en esos sistemas, y ha obtenido
potenciales entre ~10 y -25 mV en el lado negativo apical,
los cuales se modifican con la prolactina [176].

Sin embargo, estos cultivos no secretan lactosa y por lo
tanto es dificil relacionar las mediciones de Bisbee con los
mecanismos fisioldgicos de la secrecién de iones en 1la
leche[176]. Wicha y sus colaboradores han desarrollado un
cultivo para el tejido mamario en el cual se logra un alto
grado de funcién, incluyendo la sintesis de lactosa, lo cual
se logra cultivando 1los alveolos mamarios en una matriz
extracelular derivada de la misma qgldndula mamaria. Este
logro puede iepresentar un gran adelanto para estudiar el

transporte transepitelial en un modelo funcional jin vivo.

El transporte paracelular de los iones.

La composicién iénica del calostro humano es diferente
de la leche madura, el calostro contiene de 50 a 60 mM de
sodio y cloruro mientras que la leche madura contiene solo 6
mM de sodio y 12 mM de cloruro. Las concentraciones de estos
dos iones estén inversamente relacionadas con la
concentracién de lactosa.

vVarias evidencias sugieren que la via de ¢transporte
paracelular es la responsable del alto contenido de sodio y
de cloruro en el calostro:

1) En las cabras, la transferencia de disacéridos entre
la leche y la sangre puede ser medida durante el embarazo

pero no durante la lactancia.
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2) No se encontraron diferencias en el potencial
eléctrico entre la sangre y el espacio de la leche durante el
embarazo en la cabra.

3) En el perfodo postparto temprano existe una
correlacién positiva entre la velocidad de entrada del
potasio y de la lactosa a la secrecién mamaria.

Peaker ha mostrado que esa correlacién positiva es
esperada cuando las uniones herméticas estdn abiertas [177].
Después en la lactancia, cuando las uniones se cierran, se
observa una correlacién negativa.

4) Durante la lactancia temprana, se encontré en el
plasma de las mujeres>altus concentraciones de una proteina
especifica de la leche, la a-lactalbuimina, sugiriendo que la
proteina pasa del espacio de la leche a la sangre por la via
paracelular,

La concentracién de a-lactalbimina en el plasma cae
entre los dias 3 y 10 de la lactancia, cuando la composicién
de la leche toma las caracteristicas de la verdadera: esta
observacién es consistente con el cierre de la uniones en
este tiempo.

5) Estudios al microscopio electrénico con la técnica de
la criofractura de los complejos de las uniones
intercelulares entre las células alveolares mamarias estén de
acuerdo con las uniones intercelulares debilitadas durante el
embarazo y las uniones herméticas durante la lactancia.

Asi, quedan bien establecidas las regiones de “escape"
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entre las células durante el embarazo y los primeros pocos
dfas del puerperio.

Los mecanismos por los cuales la permeabilidad de la via
paracelular es controlada estdn empezando a ser explorados.

Ha sido observado en ovejas y cabras que una ordehia
antes del parto trae como consecuencia un cambio en 1la
composicién de la secrecién mamaria parecida a 1la leche
verdadera. Ya que el ambiente hormonal de la gldndula mamaria
no cambia por este proceso, la observacién sugiere que alguin
factor en la secrecién mamaria secuestrado dentro de la 1luz
alveolar mantiene los espacios en las uniones durante el
enbarazo. Este factor puede acumularse durante las
infecciones de la mama y cuando la leche no es removida del
seno por un tiempo largo se produce el regreso a una
secrecion parecida al calostro.

La naturaleza de este factor es desconocida, puede ser
de naturaleza fisica, por ejemplo, el aplanamiento de 1las
células epiteliales por productos de secrecién atrapados o
bien puede ser guimico.

Maule Walker encontré que 1la infusién de una
prostaglandina estable en la ubre de una cabra parturienta
evita el cierre de las uniones complejas y sugiere que 1la
funcién de grandes cantidades de PGFpy secretadas en 1la
gldéndula mamaria pueden reqular las uniones
complejas[95,177].

Neville y Peaker encontraron que la infusién de quelatos
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de calcio en la ubre de cabras lactando trae como
consecuencia un rdpido incremento en la permeabilidad de la
via paracelular, aumentando la posibilidad de que el calcio
tenga también una funcién de regqulacién [178,179].

Aunque algunos estudios jin yvivo ofrecen alguna idea,
es claro que se requieren estudios jin vitro para aclarar los
mecanismos involucrados en la regulacién de la permeabilidad

de las uniones complejas.

Conclusiones.

Los mecanismos que lantiénen la composicién iénica de
las secreciones de la gldndula mamaria presentan un sinnumero
de interesantes desafios.

Sin embargo, el material experimental disponible, hasta
muy recientemente, no permite el tipo de experimentos
requeridos para la investigacién directa de las propiedades
de la membrana apical. Si se dispusiera de un cultivo de
tejido mamario con capacidad para secretar leche logrado
sobre un gel de colégeno, el empleo de técnicas clésicas nos
permitiria obtener nuevas ideas. Por otro lado, técnicas mas
sofisticadas empleando microelectrodos aplicadas jin vivo a
las gléndulas de especies que conﬁienen pequenas cantidades
de tejido conectivo, como en el ratén, permitird estudios mas
precisos. Es obvio que se requieren técnicas mas avanzadas

para obtener progresos importantes en esta drea.
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La secrecién de elementos traza en la leche.

El contenido de elementos traza en la leche estd bien
balanceado si se compara con otros alimentos, haciendo a la
leche una fuente de alta calidad de estos nutrientes. Aunque
el contenido de minerales de la leche ha sido medido
repetidamente, poca atencién ha sido dada a los mecanismos
celulares involucrados en su secrecién. La mayoria de las
investigaciones han sido dirigidas a aquellos elementos de
los cuales se han observado deficiencias en 1los infantes
alimentados con el pecho o en infantes alimentados por largos
periodos con férmulas lécteas, por ejemplo, el hierro, el
cobre y el zinc. El yodo también ha sido estudiado debido a
gue el contenido de yodo en la leche puede ser excesivo si se
consumen dietas con alto contenido en él.

Hierro.

El contenido de hierro de la leche humana es hajo en
relacién a los requerimientos nutricionales y en los neonatos
se éree que es obtenido de las reservas presentes al
nacimiento [180].

El hierro que estd presente en la leche humana est$
fuertemente unido a la proteina lactoferrina. La unién a
otras proteinas tales como la caseina y la transferrina
' pueden ser cuantitativamente mas importantes en algunas
especies. La alta afinidad para el hierro y la relativa
insaturacidén de la lactoferrina significa que en la leche se
encontrardn concentraciones muy bajas de hierro libre.

Aunque la lactoferrina parece ser sintetizada en las
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células alveolares, los mecanismos de transferencia del
hierro de las protefnas del suero a las protefnas de la leche
no han sido investigados.

Zinc

El zinc es el mas abundante de los elementos traza en la
leche, haciéndola una fuente dietaria excelente. Sin embargo,
el contenido de zinc del calostro humano es 8 veces mayor que
el de la leche madura. La posibilidad de que se presente una
deficiencia de zinc en los infantes prematuros fue sugerida
por Dauncey gquien encontré que los infantes alimentados con
leche de seno humano mostraron un balance negativo hasta el
decimosexto dfa de vida [181]}.

El estudio del contenido de =zinc de 1la 1leche fue
estimulado por una rara enfermedad gené&ica la acrodermatitis
enteropdtica en la cual 1la deficiencia resulta de 1la
incapacidad de los infantes a absorber el zinc de la leche de
vacas.. Los sintomas pueden ser aliviados por una dieta
suplementada con sulfato de zinc o leche humana. Un ligando
unido al zinc de bajo peso molecular, encontrado en la leche
humana, parece incrementar la biodisponibilidad del zinc por
mimificar la actividad de un factor normalmente secretado en
el intestino, pero que estd ausente en infantes prematuros y
en pacientes con acrodermatitis enteropdtica. La naturaleza
de este ligando ha sido sujeto de controversia.

Cousins y Smith propusieron que el zinc de la leche est&

preferentemente unido a protefnas de alto peso molecular que
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se saturan a los niveles de zinc presentes en la leche. El
exceso de zinc se une con muy baja afinidad a varias
sustancias de bajo peso molecular. Ya que el contenido total
de zinc de la leche humana es similar al de la leche de
bovino, la diferencia en la biodisponibilidad del zinc puede
. resultar de que el zinc unido a la caseina bovina puede estar
menos disponible para su absorcién [182].

Ha sido reportado un sindrome similar a la
acrodermatitis en 2 infantes alimentados al pecho cuyas
madres secretaron bajas cantidades de zinc en la leche [183].
En esas madres la concentracién de zinc de la leche no se
incrementé como respuesta a una dieta alta en zinc, como
habia sido observado en animales, aunque el alto consumo de
zinc dié como resultado un incremento en el zinc del suero.
Las diferencias en el sistema de transporte de zinc en las
gldndulas de esas madres sugiere la existencia de un sistema
de transporte especifico para el zinc en la gld4ndula manmaria.
El transporte activo del zinc de la sangre a la leche es
también sugerido cuando se compara en los dos fluidos 1la
concentracién ultrafiltrable. Aunque los niveles de zinc en
el suero y la leche humanos son similares a los 4 meses de
lactancia, (84+13 y 80%10 g/dl respectivamente) solo el 2%
del zinc del plasma es ultrafiltrable mientras que mas del
12% del zinc de la leche estd en esta forma. Sin embargo, el
mecanismo de transporte a través del epitelio mamario no ha

sido estudiado.
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Yodo.

Se han efectuado estudios de la secrecién de yodo en la
leche de animales que se han alimentado con pasto contaminado
por lluvia radiactiva, as{ como el exceso de yodo en la leche
de animales que estdn bajo tratamiento por alguna enfermedad.
La acumulacién activa de yodo en la leche es evidente por su
concentracién. La proporcién del yodo entre la leche y el
plasma varia desde 1.8% en las vacas hasta 39% en las ovejas.

En el hombre y en los animales de laboratorio, 1la
concentracién de yodo en la leche es 20 a 30 veces mas alta
que en el plasma. En el plasma el 58% del yodo estd unido a
proteinas, mientras que en la leche de vaca solo el 13 §
estd unido a protefnas [184].

El transporte de yodo en la leche es inhibido por
aniones los cuales inhiben la bomba de yodo en la tiroides,
como son el perclorato, el fluoroborato y la tiourea. La
acumulacién de yodo en la leche no depende de la continua
gsecrecién de la leche, tal como se mostré en un experimento,
donde la mitad de la ubre de vacas no fue ordefada por 24
horas, interrumpiendo la secrecién de 1la leche, ya que 8
horas después de la inyeccién intravenosa de una dosis de
yodo 131 el yodo total e intercambiado en la leche del lado
no ordefado, fue mayor que en el lado secretante. Esto
sugiere que exista en la membrana basolateral una bomba de
yoduro, semejante a la presente en la tiroides, que bombea el

ion contra un gradiente de concentracién [185].
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El yodo podrfa entrar a la leche por una transferencia
directa a través de la membrana apical.

Algunos trabajos jin vitro indican que el yodo se une a
la tirosina en la proteina de la leche contenida en la ubre
debido a 1la oxidacién enzimdtica del yoduro.

Algunas drogas del tipo del tiouracilo, 1las cuales
bloquean la yodinacién de la tiresina, no evitan que se
establezcan y mantengan altas proporciones de yodo en 1la
leche con respecto a la del plasma, proporcionando 1la
evidencia de que 1l1la yodinacién de 1la tirosina no es
importante en la secrecién de la leche.

Selenio.

El selenio que normalmente estd presente en la leche, se
encuentra unido principalmente & la caseina o a otras
proteinas, sin embargo, se desconace en que forma quimica se
encuentra.

El selenio puede ser adicionado a las proteinas de 1la
leche durante su sintesis y procesamiento o puede ser
transportado a través de las células alveolares mamarias con
la posterior adicién a 1las proteinas preformadas. Las
proteinas de la leche se unirfan a formas reducidas del
selenio (hidruro de selenio) las cuales probablemente son
similares al estado de oxidacién del selenio del plasma. El
anién selenito, un componente mas oxidado del selenio no se
une a la leche bajo condiciones fisioldgicas de temperatura y

p“.
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Si se observa con el tiempo su secrecién después de una
dosis intravenosa de selenito "marcado" ésta es consistente
con la hipétesis de que el higado limpia répidamente el
selenito de la sangre, lo reduce, y lo resecreta en una forma
gue es tomada por la glé&ndula mamaria y lo une a la proteina
de la leche en el aparato de Golgi y en las vesiculas
secretoras.

Mucho del selenio en los vegetales estd en la forma de
andlogos de los aminodcidos azufrados, la selenocisteina y la
selenometionina. Aunque la gl&ndula mamaria podria utilizar
estos compuestos de manera similar a la cisteina y a 1la
metionina, el bajo contenido y su distribucién desiqual en
las protefnas de la leche, hace poco probable que 1los
selenoamino dcidos sean los principales componentes del
selenio en la leche [186,187].

Azufre

El azufre puede ser transportado principalmente en la
forma de aminodcido, aunque existen otros compuestos del
azufre de importancia en la leche. El1 dimetil sulfuro, un
catabolito de los aminodcidos azufrados en algunos
organismos, es transferido a la leche y es el responsable del
sabor agrio de la leche de bovino [188].

Cobalto.

La unica funcién bioldgica conocida del cobalto en los
mamiferos es como el centro catabdélico de las coenzimas de la

vitamina Bj ;.
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El transporte de vitamina Bj;; en la leche parece estar
controlado por una proteina de unién especifica, la cual se
acumula en la gldndula mamaria antes de la lactogénesis, se
presenta en altas concentraciones en el calostro y disminuye
durante la lactancia tardia. Este patrén corre paralelo a la

concentracién de la vitamina B;, en la leche [189].

Conclusién.

Se ha mostrado, durante 1la lactancia (o entre el
calostro y la leche verdadera) una disminucién en 1la
concentracién del 2zinc, el cobre, el manganeso y otros
elementos traza, sugiriendo gque una proteina de unién
especifica o no especifica, puede ser importante en 1los
mecanismos de transporte de muchos de estos elementos traza
en la leche. Aun aquellos elementos, que se localizan
asociados con la grasa de la leche (hierro, cobre y el
molibdeno) son probables componentes de proteinas en las
membranas de los glébulos de la grasa de la leche. Los
minerales en la fase acuosa de la leche estén en equilibrio
con las formas unidas a las proteinas y otros ligandos
pequefos. Asi, con la posible excepcién del zinc y del yodo,
el mecanismo primario de transporte de los minerales traza
hacia la leche, probablemente sea por su unién a proteinas
acarreadoras especificas o no especificas. Considerando la
importancia de los minerales en la calidad nutricional de la
leche, se requiere mucho trabajo que intente aclarar los

mecanismos de transporte en las diferentes membranas del
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lactocito.

La secrecién de la leche, prequntas para el futuro.

Los eventos bioguimicos responsables de la sintesis y la
secrecién de muchos de los componentes mas importantes de la
leche han sido firmemente establecidos durante 1la década
pasada.

Asi{, las enzimas y las vias bioquimicas involucradas en
la sintesis de las proteinas, los lipidos y la lactosa de la
leche son bien conocidas.

Las 4reas de interés actual son el control genético de
la sintesis de 1la 1leche, la definicién de los mecanismos
moleculares por los cuales las hormonas y otros agentes
reguladores ejercen su control y los meqanisnos por 1los
cuales muchos de los productos sintetizados son transferidos
desde un compartimento intracelulqr a otro. Actualmente se
dispone de técnicas para resolver la mayoria de estos
problemas de manera que se espera un progreso sustancial en
la préxima década.

Para los constituyentes minerales de 1la leche, 1la
situacién es menos clara. Sin un sistema experimental que
permita el acceso directo a la membrana apical de las células
alveolares, ha sido dificil aproximarse a los macanismos de
secrecién de los iones monovalentes. Se conoce algo mas del
calcio y el fosfato, pero de nuevo las aproximaciones han
sido indirectas. Por otro lado, se desconoce casi todo de los

mecanismos de secrecién del magnesio y del bicarbonato. Los
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avances en esta drea dependen del desarrollo de nuevos
nodelos experimentales.

Finalmente, cuando uno considera 1los constituyentes
menores de la leche, los elementos traza, las vitaminas, las
hormonas y los cofactores, se hace evidenge la carencia de
datos reales de composicién, aunque todas estas sustancias
son de gran importancia nutricional. De primera importancia
en esta drea es el estudio longitudinal bien orientado de los
componentes menores durante el curso de la lactancia humana.
Es importante también determinar los mecanismos, por los
cuales estas sustancias son secretadas en la leche.

Las consecuencias précticas de esos logros serdn
enormes: Serd posible determinar y posiblemente resolver las
deficiencias especificas de los componentes menores de la
leche. Sin embargo, podrén identificarse los mecanismos por
los cuales las drogas y los contaminantes ambientales entran
a la leche, permitiendo un estudio racional de la terapia en

rujeres que amamantan.
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CAPITULIO V
Bioenergética.

En 1861 Pasteur publicé el descubrimiento histérico de
que por gramo de glucosa mas levadura es formada en presencia
de aire gue en su ausencia. Fue la primera demostracién de
que el metabolismo aerébico es mas eficiente que el
metabolismo anaerébico. Adem&s, Pasteur también observé que
en presencia de aire, la glucosa desaparece nas lentamente
que en condiciones anaerdbicas, 1o cual muestra que existe un
mecanismo de control que mas tarde fue llamado el "efecto
Pasteur”[190]. '

En 1938, cuando Burk resumié las docenas de hipétesis
que habfan sido propuestas para explicar el efecto Pasteur,
fue aparente que ninguna de ellas tenia algun sentido.

Por ejemplo, varias de las hipétesis daban un papel
regulador para el oxigeno. Esta posibilidad fue descartada
por la observacién de Burk de gue el 2,4 dinitrofenol, auin en
presencia de oxigeno, libera la inhibicién de la utilizacién
de la glucosa [191]. Sin embargo, el modo de accién del
dinitrofenol fue un misterio hasta 1938 y poca atencién. fue
puesta a esta observacién. La primera contribucién
significativa a nuestro conocimiento del efecto Pasteur fue
hecha en 1941, independientemente por Lynen en Alemania y
Johnson en los Estados Unidos, quienes propusieron un papel
clave para el fosfato inorgdnico (Pi). Harden mostré que el
Pi era utilizado para la fermentacién y Warburg mostré que la

oxidacién del gliceraldehfido 3 fosfato requiere Pi, acoplando
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el proceso de la glicélisis a la formacién del ATP.

Lynen y Johnson propusieron que el efecto Pasteur es 1la
consecuencia de una competencia por el Pi entre la glicélisis
y las oxidaciones aerébicas [192]. H;s tarde el ADP fue
también incluido en la hipétesis de la competencia como se

muestra en la siguiente figura:
MITOCONDRIA.

OXIDACIONES DEL CICLO DE KREBS.

GLICOLISIS
ELECTRON GLUCOSA
Y
TRANSPORTE FDP (Harden-Young)
NADH ____________ NAD* + Hy0
/-—--\
PiL + ADP ATP
G=3~P ==mzw- > 3=PGA
Pi+ADP ATP

AN

LACTATO ¢~——PEP

ATP ADP

Pi= Fosfato inorgénico

FDP= Fructosa-l1,6-difosfato
G-3~P= Gliceraldehido 3-fosfato
3PGA= 3~fosfoglicerato
PEP=fosfoenolpiruvato
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Por razones fisiolégicas, esta explicacién del efecto
Pasteur fue aceptada a pesar de gue era inadecuada. En 1941,
los bioquimicos midieron la glicélisis por la desaparicién de
glucosa ya que Warburg introdujo nuevos métodos manométricos
que permitieron medir la formacidén de &cido lactico y otros
productos finales de las fermentaciones.

Tiene pérfecto sentido que sin el fosfato inorgdnico 1la
produccién de dcido l4ctico o de diéxido de carbono cesaria.

Harden-Young hicieron experimentos con extractos de
levadura, en los cuales no se observéd un verdadero efecto
Pasteur, debido a que la glucosa fue rdpidamente convertida a
fructosa 1,6 difosfato.

Mas tarde se propuso la existencia de "inhibidores
especificos del efecto Pasteur" que controlan la utilizacién
de la glucosa. La glucosa-6-fosfato un conocido inhibidor de
la actividad de la hexocinasa, fue propuesta en 1954 como el
primer candidato para tal funcién, el segundo candidato fue
el mismo ATP, el cual a altas concentraciones mostrdé inhibir
la actividad de la fosfofructocinasa. Sin embargo, se observé
que el fosfato inorgdnico neutraliza la inhibicién de 1la
glucosa 6 fosfato de la hexocinasa. Esto explicé la curiosa
observacién de que el fosfato inorgdnico estimulé la
utilizacién de la glucosa [193].

El efecto Pasteur representa una cascada de mecanismos
de control. Primero existe una limitacién en la

disponibilidad del Pi y el ADP produciéndose una competencia
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entre la mitocondria y la glicélisis. Asi, el ATP es formado
en exceso y el Pi llega casi a desaparecer. Ambos eventos
limitan la actividad de 1la fosfofructocinasa, ya sea
directamente o a través de la formacién de inhibidores
secundarios del efecto Pasteur como son el citrato, o el
fosfoenolpiruvato 'y resultando en la acumulacién de 1la
glucosa é-fosfato produciendo con ello la inhibicién de 1la

hexocinasa.

La fosforilacién a nivel del sustrato.

Warburg y sus colaboradores mostraron que la oxidacién
del aldehido por 1la deshidrogenasa del gliceraldehido-3-
fosfato requiere la presencia del Pi. El1 producto de la
reaccién es el 1,3-difosfoglicerato, el cual dona el grupo
fosforilo al ADP en presencia de la cinasa del 3-
fosfoglicerato. El1 propuso que el gliceraldehido 3-fosfato
interactia con el Pi para formar un aducto ‘quinico, un
fosfoaldehido intermedio que es oxidado directamente por 1la

enzima del fosfoanhidrido (194].

Reconstitucion de la glicélisis y la funcién de la ATP asa.

Entre los aflos 1940 y 1950, en los laboratorios de
Warburg, Meyerhof y Cori, las enzimas individuales de 1la
glicélisis fueron aisladas (la msayoria de ellas en forma
cristalina) y sus wmodos de accién fueron investigados
extensamente. La primera observacién de estos experimentos

fue que la glicdlisis no puede ser mantenida en un estado
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estacionario sin la adicién de una cantidad adecuada de
ATPasa, un hecho apoyado por los experimentos de Meyerhof,
realizados con extractos crudos de levadura. En una segunda
observacién se encontré que la produccién del #&cido ldctico
fue inhibida en presencia de mitocondrias que consumian el Pi
y el ADP, pero la fosforilacién de la glucosa no fue
inhibida[195].

La reconstitucién de un verdadero efecto Pasteur, por
ejemplo, la inhibicién de la utilizacién de la glucosa, fue
lograda varios aflos mas tarde usando la hexocinasa de los
mamiferos en vez de la hexocinasa de levadura junto con
cantidades limitadas de fosfofructocinasa. ,

Aunque podemos decir que las reacciones biosintéticas en
muchas células de mamiferos juegan una funcién menor en el
presupuesto energético y los procesos de transporte de iones
son los mas importantes consumidores de ATP, aun se tiene
poca informacién acerca de la distribucién del gasto

energético celular [196,197].

La historia de la fosforilacién oxidativa.

Los principales descubrimientos de los componentes de la
cadena respiratoria fueron hechos por Otto Warburg y David
Keilin [198). Mientras que Keilin en 1925 describié el abc
del sistema de los citrocromos, Warburg en 1930 aislé las
deshidrogenasas, las flavoproteinas e identificé sus
coenzimas. La historia de la fosforilacién oxidativa empezé

en 1930 con los estudios de Engelhardt en Rusia quien
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reconocié que los eritrocitos nucleados catalizan un proceso
aerdbico ligado a la fosforilacién. Pero no fue hasta que
Herman Kalckar publicé sus importantes descubrimientos,
realizados con preparaciones de células de rifén, que el
proceso de transporte de electrones ligado a la formacién de
ATP y a la fosforilacién glicolitica estuvieron fisicamente
separados [199]. En la siqguiente década se hicieron
importantes avances en las evaluaciones cuantitativas.

En 1941, dos importantes ;ntlisis, realizado uno por
Fritz Lipmann y el otro por Herman Kalckar introdujeron
consideraciones termodindmicas y el concepto mal interpretado
de los "intermediarios de alta energia". Estas publicaciones
influyeron el campo de 1la Bioenergética por toda la
década[200,201].

Belitser y Tsibakova asi como Severo Ochoa hicieron las
primeras mediciones cuantitativas y establecieron que 1la
relacién P:0 es mayor que la unidad. Ochoa reconocié que la
ATPasa interferia en sus preparaciones, con las
determinaciones exactas de 1la formacién de ATP y en un
elegante experimento, €él usé un sistema glicolitico de
control interno corrigiendo la actividad de la ATPasa.

Ochoa concluyé que para la oxidacién del piruvato a COp
y Hy0 el cociente de P:0 es igual a 3. Estos experimentos han
tenido dos importantes consecuencias: primero, ellos
plantearon ciertos problemas termodinédmicos y estimularon los

estudios de 1la regqulacién de 1la energia 1libre de 1la
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hidrélisis del ATP que un poco después cae de un valor de
12,000 kcal a casi 8,000 kcal, y segundo ellos propusieron un
paso de oxidacién del NADH y promovieron ensayos para
localizar los tres sitios de la fostorilacién
oxidativa[202,203].

La observacién directa de que el NADH es el verdadero
sustrato de la fosforilacién oxidativa fue apoyada por
Lehninger y 8us colaboradores. Ellos mostraron que la
mitocondria es el centro de la fosforilacidén oxidativa,
introdujeron un ensayo sensible utilizando P32, y demostraron
que el paso de la oxidacién del dcido ascérbico al citocromo
c estd ligado a la formacién de ATP [204]). Los estudios
realizados por chance, Green, Hunter, Lardy y Lehninger
localizaron los tres sitios de la fosforilacién
oxidativa{205,206,207).

La oxidacién del NADH a citocromo C representa el sitio
I, del citocromo b al citocromo c es el sitio II, del
citocromo c al oxigeno es el sitio III.

Basados en el descubrimiento del control respiratorio,
Chance y Williams desarrollaron un método polarimétrico de
medicién de la fosforilacién oxidativa y definieron las ahora
clésicas etapas de 1la cadena respiratoria. Durante esa
década, se obtienen contribuciones importantes de 1los
laboratorios de David Green, quien fue uno de los primeros en
mostrar que se puede trabajar en gran escala.

En 1945, Henry Lardy propuso que el dinitrofenol
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estimula la desfosforilacién en preparaciones de tejido crudo
picado.

Evidencias convincentes en favor de esta observacién
fueron obtenidas por Lardy y colaboradores cuando demostraron
gue la oligomicina inhibe, a bajas concentraciones, tanto la
actividad de la ATPasa como la fosforilacién oxidativa.

En brillantes e innovadores experimentos, Mildred Cohn y
Paul Boyer descubrieron reacciones de intercambio. El oxigeno
del agua cambia con el oxigeno del Pi, as{ también como del
ATP. Bl P32 jntercambia con el ATP. Estos experimentos
establecieron las bases para los estados del mecanismo de la
fosforilacion oxidativa [208]).

Slater reconocidé las semejanzas entre la glicélisis y la
fosforilacién oxidativa mitocondrial y propuso un mecanismo
para ésta presentando después el nmodo de accién de la
deshidrogenasa del gliceraldehfdo 3-fosfato. El propuso que
el transporte de electrones en la cadena respiratoria
conduce a la formacién de intermediarios de alta energia
(X-Y) que se asocian a la fosforilacién en la produccién de
(Y~P), seguida por la transfosforilacién a ADP para formar
ATP. Durante los afos siguientes aparecieron una gran
cantidad de olpoculaplonos Yy controversias pero no fueron
evidencias convincentes para los que apoyaban la teorfa de
los intermediarios quimicos, aunque varios investigadores

exigian gque tales compuestos debian de ser aislados[209].
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La hipétesis quimiossética.

En 1961, 100 afos después del clasico postulado de
Pasteur, Peter Mitchell publicé una pequefia nota de gran
importancia histérica. El propuso un mecanismo gquimiosmético
para la fosforilacién oxidativa con intermediarios no
quimicos; una cadena respiratoria asimétrica catalizaba el
transporte de electrones que estaba asociado con una
translocacién vectorial de protones, aumentando el gradiente
electroquimico de protones consistente de dos componentes-un
potencial de membrana y uno'de pH. Este gradiente, llamado
mas tarde fuerza motriz de protones, era utilizado por el
complejo de la ATPasa mitocondrial para generar ATP. Unos
afios mas tarde, Mitchell resumié la evidencia experimental
substancial que el habfa obtenido en favor de su hipétesis.
El mostré que el transﬁorte de electrones asi como la
hidrélisis del ATP estaban asociados con la translocacién de
protones {210].

Aungue se establecié rédpidamente que la cadena
transportadora de electrones era en efecto asimétrica, como
lo requerfa la hipétesis qumiosmética, la formulacién de
Mitchell encontré fuerte resistencia. Los bioquimicos querian
intermediarios quimicos y no una dudosa *"fuerza motriz de
protones™, particularmente cuando 1los experimentos para
establecer un importante potencial de pH, o medir un
potencial de membrana en la mitocondria utilizando

microelectrodos habian fallado.
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Jagendorf y Uribe mostraron en 1966 que en los
cloroplastos un gradiente de pH generado artificialmente
produce ATP en ausencia de luz ([211]. Sin embargo, cuando
estos experimentos fueron citados en favor de una funcién
directa para el gradiente de proteinas, se presentaron
objeciones. Segun 1los oponentes de esa hipétesis 1la
mitocondria podia utilizar el gradiente de K* para generar
ATP y que cada protén podia ser canalizado en X-Y, el
verdadero intermediario de la oxidacién y la fosforilacién.

Pero la importancia del movimiento de protones fue ahora
reconocida y constituye un apoyo adicional, procedente de
muchos laboratorios, para la hipétesis quimiosmética.

Una de 1las caracteristicas mas importantes de 1la
formulacién de Mitchell fue el concepto de que el complejo de
ia ATPasa mitocondrial y la cadena transportadora de
electrones estdn fisicamente separados, con el flujo de
protones sirviendo como el unico "transmisor" de energia.

Se logré la separacién fisica de la ATPasa de la cadena
respiratoria y su incorporacién en los liposomas reveld que
este complejo cataliza una ATP que maneja la translocacién de
protones. La citocromo oxidasa y los otros complejos de la
cadena respiratoria fueron reconstituidos en los 1liposomas.
Ellos mostraron el fenémenc del control respiratorio, el cual
como predice la hipétesis quimiosmética, fue liberado solo
cuando la K' valinomicina y 1la nigericina estuvieron

presentes colapsando el potencial de membrana y el pH
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respectivamente.

Finalmente, 1los tres sitios de la fosforilacién
oxidativa fueron reconstituidos con los complejos de 1la
cadena respiratoria y el complejo de la ATPasa mitocondrial.

Sin embargo, estos experimentos no excluyen realmente la
"hipétesis conformacional™ propuesto por Boyer, que requetié
de la interaccién directa entre un miembro activado de la
cadena transportadora de electrones y el complejo de la

ATPasa [212,213].
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Nitocondria.

La mitocondria ocupa una fraccién substancial del
citoplasma de todas las células eucariotas, y aunque son
suficientemente grandes para ser —observadas en los
microscopios &pticos, fueron primero identificadas en 1la
década de los aflos 90’s. El progreso real en el conocimiento
de sus funciones dependié de los proéadinientos de
aislamiento de mitocondrias desarrollados en 1948. Por
razones técnicas, la mayorfa de los estudios bioqufimicos han
sido llevados al cabo con mitocondrias purificadas de higado,
el cual contiene aproximadamente de 1000 a 2000 mitocondrias,
que ocupan casi un quinto del volumen celular.

Las mitocondrias se representan generalmente como
cilindros largos y rigidos con un didmetro de 0.5 a 1 pu que
recuerda a las bacterias. Pasado algin tiempo, la
microcinematografia de células vivientes muestra que las
mitocondrias son organelos plésticos y méviles que cambian
constantemente su forma y se fusionan unas con otras para
separarse después.

Su movimiento en el citoplasma, est4 asociado con
microtﬁbulds, los cuales pueden determinar la orientacién y
distribucién de las mitocondrias en los diferentes tipos de
células. Asfi, las mitocondrias de algunas células forman
largos filamentos o cadenas mientras en otras permanecen
arregladas en una posicién en 1la cual proveen ATP
directamente a un sitio de alto consumo de éste, empaquetadas

entre las miofibrilas adyacentes en las células del misculo
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cardiaco, por ejemplo, o envueltas estrechamente alrededor
del flagelo en un espermatozoide.

cada mitocondria estd limitada por dos membranas
altamente especializadas que juegan un papel crucial en sus
actividades.

Juntas, ellas crean dos compartimentos mitocondriales
separados: el espacio interno de la matriz y un reducido
espacio intermembranoso.

Si purificamos mitocondrias, las fraccionamos en forma
cuidadosa y después se separan sus componentes, se puede
analizar la composicién bioquimica de cada una de las dos
membranas y de los espacios encerrados por ellas. Cada una
contiene una coleccién unica de protefnas[214].

La nenbrana externa contiene muchas copias de una
proteina transportadora llamada "porina®, la cual forma
grandes canales acuosos a través .de' la bicapa lipfdica. Esta
membrana es permeable a todas las moléculas de 10,000 daltons
O menos. Tales moléculas pueden entrar al espacio
intermembranal pero la mayoria de ellas no pueden pasar la
menbrana interna. As{ mientras el espacio intermembranal es
quimicamente equivalente al citosol con respecto a las
moléculas pequeiias que contlené, el espacio de la matriz
contiene moléculas pequeilas muy seleccionadas.

La membrana interna es altamente especializada, contiene
una alta proporcién de un fosfolipido, la cardiolipina, 1la

cual coopera para hacer a la membrana impermeable, a los
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iones.

También contiene una variedad de proteinas
transportadoras que la hacen selectivamente permeable a
moléculas pequeias que son metabolizadas o requeridas por las
muchas enzimas mitocondriales concentradas en la matriz. Las
enzimas de la matriz incluyen a las actividades que
metabolizan al piruvato y a los #Acidos grasos para producir
acetil CoA y a las que oxidan a la acetil CoA en el ciclo del
&cido citrico. Los principales productos finales de esta
oxidacién son el COp, el.cual es liberado de la célula y el
NADH el cual es la fuente principﬁl de electrones para el
transporte a lo largo de la cadena respiratoria.

Las enzimas de la cadena respiratoria estdn embebidas en
la membrana interna mitocondrial, y son esenciales para el
proceso de la fosforilacién oxidativa, el cual genera la
mayorfa del ATP de las células animales.

Matriz.- La matriz contiene una mezcla altamente
concentrada de cientos de enzimas, incluyendo las gque se
requieren para la oxidacién del piruvato y los 4cidos grasos
asi como para llevar al cabo el ciclo del #4cido citrico. La
matriz también contiene varias copias idénticas del genoma
del DNA wmitocondrial, ribosomas mitocondriales especiales,
tRNA y varias enzimas regueridas para la pxpresién de los
genes mitocondriales.

Espacio intermembranal. Este espacio contiene varias

enzimas gue usan el ATP para salir de la matriz a fosforilar
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otros nucleétidos.

Membrana externa.- Debido a que contiene un gran canal
formado por la proteina llamada porina, la membrana externa
es permeable a todas las moléculas de 10,000 daltons o menos.
Otras proteinas en esta membrana incluyen enzimas
involucradas en la sintesis mitocondrial de lipidos y enzimas
que convierten los sustratos lipidicos en otras formas que
son posteriormente metabolizadas en la matriz.

Menbrana interna. La membrana interna estd4 plegada en
numercsas crestas, las cuales incrementan grandemente su drea
total. El nimero de crestas es tres veces mas grande en las
mitocondrias de las células del misculo cardiaco que en las
mitocondrias de las células del higado, debido probablemente
a las diferencias morfolégicas en los diferentes tipos de
células, aunque el significado de estas diferencias se
desconoce alun. La membrana interna contiene protefnas con
tres tipos de funciones:

1) Las que llevan al cabo reacciones de oxidacién de la
cadena respiratoria, 2) una enzima compleja llamada ATP
sintetasa que fabrica ATP en la matriz y ' 3) protefnas
transportadoras especificas que regqgulan el paso de
metabolitos dentro y fuera de la matriz. Aunque el gradiente
electroquimico que maneja a la ATP sintetasa se establece a
través de esta membrana por la cadena respiratoria, es
importante que la membrana sea impermeable a la mayoria de

los iones.
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ciclo del dcido citrico.

El piruvato que se deriva de la glucosa a través de la
glucélisis, se descarboxila produciendo acetil-CoA (acetil
coenzima A) mediante una agrupacién de enzimas llamada el

complejo de la piruvato deshidrogenasa.
piruvato + NAD* + CoA-SH -=----- > Acetil-CoA + NADH + CO,

La deshidrogenacién y descarboxilacién combinadas del
piruvato hasta que se transforma en acetil-CoA requiere de la
accién secuencial de tres enzimas diferentes, la
deshidrogenasa del piruvato (Ej) la transacetilasa del 4cido
dihidrolipoico (E;) y la deshidrogenasa del dihidrolipoico
(E3) as{ como de cinco coenzimas o grupos prostéticos
diferentes, pirofosfato de tiamina (TPP), dinucleétido de
flavina y de adenina (FAD), coenzima A (CoA), dinucleétido de
nicotinamida y de adenina (NAD') y &cido lipoico.

Etapas de la decarboxilacién oxidativa del piruvato.

a

I
1.= CHaC - COOH + H*+ E - TPP =&~ TPP ~ CHOH - CHy+ co,

2.= g - TPP - CHOH-CH, + Eg —E - PP+ £, — §
]

— CHy-C

s i

SH
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3.~ Eg "'S

. ’ SH + CoA - SH —— EET\ + CoA -8 ~C ~CH,
H,—E H SH A

4.- Eb\W/\

* Ey -FAD— E,
SH SH e

+ E5 - FADH,

S-S
5,- Es~ FADHg+ NAD* ——=E - FAD + NADH + H"+ cu,-ﬁ -Ccoo«
0
+CoA=~SH + NAD* ——e CH, - (lzl =S ~CoA + Chp + NADH + H'

0

2.- Formacién del citrato por condensacién de la acetil-CoA

con el oxalacetato.

oo CoASH COoH
CH ﬂscm ¢=0 EH'
- . N e
Ac:tll CoA ?H. “\\\\ HO é COOH
COOH HeD He
Oxa loacetato 0o Citrato

3.~ El citrato se convierte en isocitrato a través del cis-
aconitato. La enzima aconitasa cataliza la transformacién
reversible del citrato en isocitrato, a través de la
formacién de un intermediario que es el cis-aconitato.
Ocurre la adicién de Hy0 al enlace doble del cis-

aconitato.
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I
COOH (cn o con (umu
(':H, |H |H Ll:m
2 +H, e +H -C-
WD - & - cooH ——= C-000" el . HC-COD™ el . : “.; g:““
“H.0 “Re0 -C-
H -
1 e e HO-C-H doon
O0H coo coo Isoc!trato
Cltrato L .
7

4.~ El isocitrato produce a~cetoglutarato por una

descarboxilacién espontédnea.

COOH GomH
e Desh|dr i
shidrogenasa
H-C-COOH |\ lsocitrica GHe 4 cO,+ NADH + W

H-C- i=n
COOH 00+
Isoclitrato a-Cetoglutarato

5.- El a-cetoglutarato se oxida a succinil CoA y a COz ya que

experimenta una descarboxilacién oxidante por la accién
del complejo de la deshidrogenasa del a-cetoglutarato que

cataliza la reaccién.

coaH
| NAD® NADH foo
(I:HE / ?‘h
(He > e+ co,+ NADH + W
=0 \j c *
EOUH CoA-SH co, 7\
O ScoA
a-Cetoglutarato Succini{ CoA

6.~ conversidén del succinil CoA en succinato.
La succinil CoA es un compuesto con alto contenido
energético. En las células la succinil CoA no pierde su

grupo CoA por una sencilla hidrélisis, 1o cual
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constituirfa un desperdicio de energfa, por 1lo que
experimenta una reaccién acoplada en la que la ruptura del
enlace tioéster va acompafada de la fosforilacién del

difosfato de guanosina (GDP) a trifosfato de guanosina (GTP).

(]‘«ODH , ?m
YH' Sintetasa de la ?H'
?H. Succinil CoA CHe +GTP+CoASH
1

c a \ CODH

7\

D’ SCoA GDP GTP Succinato

Succinit CoA

7.- Deshidrogenacién del succinato a fumarato.

?MH ?IM

e @

G+ FAD ™t FADH:
CODH COMM
Succlinato Fumarato

8.~ El fumarato se hidrata y forma malato.

(':mn ('ZUDM
fﬂ-ﬁ Hidratasa del H-?-m
?‘ + Hell fumarato . CHa
COM éﬂDH
Fumarato Matato
9.~ Deshidrogenacién del malato.
('3ODH COOH
H"?'-CH lé'u

CHe + NAD' m
&I)H Oxaloacetato
Mo tato (DAA)
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La contribucién mas importante del ciclo del 4cido
citrico al netabolisnoves la produccién de electrones de alta
energia durante la oxidacién de dos &tomos de carbono de la
acetil CoA hasta CO,. Estos electrones son fécilmente
transferidos al NADH y al FADH; vy después son pasados a la

cadena respiratoria en 1a membrana interna mitocondrial.

Transporte electrénico, fosforilacién oxidativa vy

regulacién de la produccion de ATP.

La cadena respiratoria contiene tres grandes complejos
enzimdticos embebidos en la membrana interna:

1.~ El complejo de la NADH deshidrogenasa con un peso de
800,000 Adaltones. Acepta electrones del NADH y los pasa a
través de una flavina a la ubiquinona, una pequeia molécula
lipidica que transfiere estos electrones a un segundo
complejo respiratorio, el complejo b - c; .

2.~ El complejo b-cy contiene un minimo de 8 diferentes
polipéptidos, cada monémerc contiene tres grupos hemo unidos
a los citocromos y a una prdtolna con hierro. Este complejo
acepta electrones de la ubiquinona y los pasa al citocromo c,
un pequeia proteina gue acarrea sus electrones al complejo de
la citocromo oxidasa.

3.~ El coaplejo de la citocromo oxidasa estd compuesto
de un minimo de ocho diferentes cadenas polipeptidicas y es
aislada como un dimero de casi 300,000 daltons; cada monémero
contiene dos citocromos y dos &tomos de cobre. El1 complejo

acepta electrones del citocromo c y los pasa al oxigeno.
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En la fosforilacién oxidativa, un néximo de tres
moléculas de ATP pueden ser sintetizadas por cada molécula de
NADH oxidada.

Un proceso quimiosmético convierte 1la energia de
oxidacién en ATP en la membrana mitocondrial.

Aunque el ciclo del &cido citrico constituye parte del
metabolismo aerébico, ninguna de las reacciones que llevan a
la produccioén de NADH y FADH; hacen uso directo del oxfgeno
nolecular; solo las reaciones catab6licas finales que toman
lugar en la membrana interna mitocondrial lo hacen.

Cerca de toda la energia disponible, desde la combustién
de carbohidratos, lipidos y otros alimentos en ios estados
tempranos de la oxidacién, es inicialmente conservada en 1la
forma de electrones de alta energia acarreados por el NADH y
el FADH;. Después estos electrones, los cuales han sido
removidos de los sustratos por el NADt y el FAD, son
combinados con el oxigeno molecular via la cadena
respiratoria, Debido a que la gran cantidad de energfa
liberada es almacenada por las enzimas en la membrana interna
para manejar la conversién del ADP + Pi en ATP, el término
fosforilacién oxidativa es usado para describir estas ultimas
reacciones.

La generacién de ATP, a través de la cadena
respiratoria, depende de un proceso quimiosmético, que fue
propuesto en 1961 por el bioquimico inglés Peter Mitchell.

Segun la hipétesis quimiosmética, los intersmediarios de
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alta energia son reemplazados por una unién entre un proceso
quimico y un proceso de transporte. Como los electrones de
alta energfa de los hidrégenos en el NADH y en el FADH, son
transportados descendentemente en la cadena respiratoria en
ia membrana interna mitocondrial, la energia liberada cuando
ellos pasan de una molécula acarreadora a la siguiente es
usada para bombear protones (Ht) a través de la membrana
interna desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembranal. Esto crea un gradiente electroquimico de
protones a través de la membrana interna mitocondrial, y el
flujo de protones genera un gradiente que es usado a su
tiempo para activar a una enzima unida a la membrana, la ATP
sintetasa, la cual cataliza la conversién de ADP + Pi en ATP,

completando el proceso de la fosforilacién oxidativa.

Acoplamiento quimiosmético.

La hipétesis quimiosmética, como se propuso en el afo de
1960, consistié de cuatro postulados independientes. En
términos de la funcién mitocondrial, son como sigue:

1.~ La cadena respiratoria mitocondrial en la membrana
interna est4 translocando protones y bombea HY fuera del
espacio de la matriz cuando 1los electrones son transportados
a lo largo de la cadena.

2.- El complejo mitocondrial de la ATP sintetasa también
transloca protones a través de la membrana interna: siendo
reversible, puede usar la energia de la hidrélisis del ATP

para bombear H' a través de la membrana, pero si se presenta
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un mayor gradiente, los protones fluyen en la direccién
contraria a través del complejo y llevan al cabo la sintesis
de ATP.

3.~ La membrana interna mitocondrial es impermeable a
HY, OH~ y generalmente a aniones y cationes.

4.- La membrana interna mitocondrial est& equipada con
una clase de proteinas acarreadoras que median la entrada y
salida de metabolitos esenciales y de iones inorgdnicos
seleccionados. El complejo enzimdtico llamado sintetasa del
ATP o ATPasa FoF; posee dos componentes principales, Fo y Fj;
(F indica Factor). El componente F; adopta la forma de la
perilla de una puerta y se proyecta en la matriz desde la
membrana interna mitocondrial, se halla unido, mediante un
tallo, a Fo el cual se encuenfra embebido en la membrana
interna, a cuyo través se extiende. El subindice de Fo no
indica cero, sino la letra O, que es la inicial de 1la
oligomicina, lo que indica qQue es la porcién de la ATPasa que
se une a este antibiético, el cual es un potente inhibidor de
esta enzima y por lo tanto de la fosforilacién.

Fj fue extrafdo de la membrana interna mitocondrial y
purificado por Efraim Racker y sus colaboradores ([215]. El
factor F; no puede sintetizar ATP por si solo, a partir de
ADP y Pi, pero puede hidrolizar el ATP para formar ADP y Pi,
por ello recibe el nombre de ATPasa F;. Cuando se preparan
‘vesiculas invertidas de la membrana interna mitocondrial y se

separa cuidadosamente el factor F;, las vesiculas todavia
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contienen las cadenas respiratorias intactas y pueden
catalizar el transporte de electrones. Sin embargo como ya no
contienen los grupos F; tal como confirma la microscopia
electrénica, ya no pueden sintetizar ATP. El Fy se ha
aislado recientemente en forma pura y cristalizada, posee un
peso molecular de 380,0001 daltones, contiene nueve
subunidades que son cadenas polipeptidicas, de cinco clases
diferentes y posee también varios sitios de unién para el ATP
Y el ADP.

La ATPasa FoF; recibe este nombre porque en su forma
aislada hidroliza el ATP y libera ADP y Pi, no obstante, su
funcién biolégica en 1a mitocondria intacta es 1la de
sintetizar ATP a partir de ADP y Pi y por ello resulta mas
apropiado llamarla sintetasa del ATP.

Este complejo enzimdtico consiste de dos partes: una
parte hidrofilica, F;, la cual contiene el sitio catalitico
de la sintesis de ATP y una parte mexbranal, Fo, la cual es
la responsable de la translocacién de protones a través de la

membrana. F) tiene cinco subunidades: a3 g3 y5¢ [216].
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BIOENERGETICA Y LACTANCIA.

La gléndula mamaria durante el inicio de la lactancia es
un sistema excelente para el estudio de la proliferacién y
diferenciacién celular bajo un control hormonal.

Antes del inicio de 1la lactancia, 1la capacidad de
conservacién de energfa del tejido se incrementa para
permitir que 1la glé&ndula produzca una gran cantidad de
compuestos de alta energia necesarios para la sintesis de los
componentes de la leche. Esto se refleja en un dré&stico
incremento en el metabolismo oxidativo, el cual se observa al
inicio de la lactancia.

Durante la proliferacién epitelial y la diferenciacién
se produce una poblacién celular que tiene una gran capacidad
oxidativa, por ejemplo la actividad mitocondrial.

Wellings y colaboradores han descrito, por estudios de
microscopia electrénica cambios morfolégicos, que ocurren
durante los varios estados del desarrollo y la lactancia en
la gléndula mamaria de la ratona, especialmente en 1la
poblacién mitocondrial. En la ratona virgen se observaron
pocas mitocondrias pobremente desarrolladas, mientras que en
1a gl&ndula mamaria durante la etapa final del embarazo, las
mitocondrias incrementaron su numero por célula y sus
estructuras aparecen bien desarrolladas.

En la glé&ndula lactante, las células epiteliales
contienen mas mitocondrias que en la etapa prelactante y

estas fueron mas grandes con crestas y matrices densas bien

176



definidas.

Debido a este gran incremento en el numero mitocondrial
y la actividad previa al parto y en la lactancia temprana, la
gléndula wmamaria parece proveer una excelente oportunidad
para delinear el mecanisio de la biogénesis mitocondrial en
un sistema de maniferos.

Usando técnicas de cultivo de la glé&ndula mamaria de
ratén es posible inducir especificamente varias fases de la
replicacién Y desarrollo mitocondrial, aungue la
proliferacién celular y su diferenciacién pueden ser
producidas in vitro por adicién de varias hormonas combinadas
a los experimentos.

Para empezar, se realizaron los experimentos para
estudiar sobre la formacién y el desarrollo mitocondrial
durante el ciclo embarazo-lactancia de la gléndula mamaria
del ratén. Aunque un estudio bioqufmico in vive en los
estados funcionales en la gléndula mamaria de la ratona fue
necesario sequir primero con ciertos parémetros de 1la
divisién y el crecimiento celulares a través del ciclo
embarazo-lactancia, Uno de 1los pocos estudios de esta
naturaleza en el ratén fue reportado por Lewin, en esos
experimentos la actividad de la xantina oxidasa fue seguida
durante el crecimiento normal y durante el crecimiento de un
tumor maligno en la gléndula mamaria del ratén y se relacioné
con varios parédmetros del desarrollo (217].

El nimero de células, el fosfato del DNA y el fosfato
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del DNA por nicleo fue determinado empezando el embarazo y
continuando hasta la involucién. Una etapa estacionaria se
muestra con el nimero celular y el fosfato del DNA que fue
observado desde el dia 8 del embarazo hasta un poco después
del parto. El peso total de la gldndula y el nitrégeno total
siguen perfiles similares durante ese perfiodo. Parece, sin
embargo, que la proliferacién empieza temprano en el embarazo
y continua hasta un poco después del parto.

Se ha establecido por 1o tanto gque el incremento nas
importante en 1la proteina mitocondrial y en la actividad
ocurre durante 1la lactancia te-prﬁna, subsiguiente a 1la
proliferacién celular.

Todos los experimentos descritos proveen evidencias de
gue durante el embarazo hay un incremento gradual y lineal en
la actividad mitocondrial con un precipitado de 2 a 3 veces
nas grande el cual ocurre durante los primeros pocos dias de
la lactancia.

El rdpido incremento en los pardmetros mitocondriales
ocurre durante un periodo posterior a 1la proliferacién
epitelial aunque se demostré que el contenido de DNA celular
total fue mayor durante el parto.

Esto indica que esos incrementos abruptos son debidos a
canbios en el parénquima individual celular.

Esto es sugerido por 1los experimentos realizados en
parénquimas celulares aislados, en los cuales la actividad

mitocondrial por célula se incrementé lentamente durante el
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final del embarazo pero ripidamente durante los primeros
cuatro dfas de la lactancia.

Aunque el contenido del DNA es tomado como un reflejo
del numero celular, parece ser que el incremento en la masa
del tejido se debe a un estado estacionario de 1la
proliferacién celular durante este perfodo. En el caso de la
proteina total, el aumento durante el embarazo es
principalmente un reflejo de la proliferacidén epitelial y su
diferenciacién, en la cual el aumento continua después del
parto y se debe aparentemente a la diferenciacidén epitelial.

Se puede observar que la variabilidad de los datos en
cada uno de los tres perfiles es mas grande durante la
lactancia que durante el embarazo. Esto puede ser debido a la
diferencia en el numero de células y a la masa de la gléndula
como resultado de la variacién en la demanda de leche de las
diferentes camadas.

Tucker y Reece reportaron gue el contenido del DNA por
cada micleo de 1la gldndula mamaria de rata no es
signiticativamente diferente desde el dfa 12 del embarazo
hasta el dfa 21 de la lactancia y pueden ser usados CoOmo una
medida vélida del mimero celular durante este periodo [218].

Simpson y Schmidt sin embargo, informaron que la
cantidad de DNA en la gléndula mamaria de la rata es
significativamente mas baja durante la involucién cuando se
compara con el embarazo y la lactancia y esas variaciones en

el contenido del DNA por nucleo entre la gldndula ocurre
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durante el embarazo, la lactancia y la involucién [219].

En los estudios de la glé&ndula de ratén realizados por
Lewin, el DNA incrementa paralelamente al incremento en el
nimero celular total y el contenido del DNA por nicleo
permanece constante. Sin embargo, el DNA total parece ser un
criterio védlido para los nuimeros celulares en la glédndula
mamaria del ratoén.

Rees y Eversole han determinado la composicién del
tejido de la gl&ndula wamaria en los estados virgen y
lactante [220]. En la gldandula virgen, 1las - células
epiteliales constituyen poco menos del 5% de la poblacién
celular total mientras que las células adiposas y conectivas
comprenden aproximadamente el 95%. En la gléndula lactante,
las células epiteliales comprenden del 70 al 80% de la
poblacién total con células adiposas Y conectivas
comprendiendo del 1 al 4 & y del 20 al 36% del total
respectivamente. Un incremento tan grande en la poblacién
epitelial indica que la gran mayoria de las células formadas
en el perfodo anterior a la lactancia son epiteliales.

La determinacién de la proteina total de una fraccién
mitocondrial es util solo como una estimacién de la proteina
total mitocondrial aunque el daflo durante la centrifugacién y
la contaminacién por otros organelos disminuyen la precisién.

Este método puede, sin embargo, reflejar adecuadamente
los cambios gruesos en la proteina mitocondrial.

Aunque la masa mitocondrial contiene los organelos de
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todos los tipos celulares mamarios, el incremento al inicio
de la lactancia es atribuido a cambios en las mitocondrias de
las células epiteliales diferenciadas, ya que estas células
experimentan los cambios mas significativos durante este
per(odo.

La protefna mitocondrial por célula parece disminuir
lentamente durante la proliferacién celular pero se
incrementa 2 veces durante los primeros dfas de la lactancia..

Estos resultados parecen reflejar los cambios en las
células del parénquima.

La succinato oxidasa y la citocromo oxidasa, son enzimas
caracteristicas de la mitocondria y han sido empleadas como
marcadores de la actividad mitocondrial. En adicién, 1la
formacién de ATP ligada a succinato, el cual es un marcador
inequivoco de la actividad mitocondrial, fue usada como un
tercer criterio. El perfil de la formacién del ATP provee una
clara evidencia de que la actividad de la succinato oxidasa
varia en respuesta a cambios en los estados funcionales.

En estos experimentos, la succinato oxidasa y la
formaciéon de ATP ligada a succinato fueron criterios nmas
sensibles de los cambios en la funcién mitocondrial que la
citocromo oxidasa. _

Se necesita hacer una distincién entre la biogénesis '
mitocondrial o replicacién y la maduracién mitocondrial. En
la glandula mamaria del ratén los dos eventos no puéden

ocurrir simulténeamente. En estos estudios hemos establecido
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que el incremento mayor en la proteina total mitocondrial y
en las actividades enzimdticas ocurre después del parto, pero
no hemos demostrado si esto involucra la biogénesis de nuevos
organelos o simplemente la maduracién y el aumento de los ya
preexistentes.

En los experimentos de Wellings y colaboradores,
nencionados anteriormente, la poblacién mitocondrial mostré
un crecimiento estable en su nimero por célula y en el tamafio
y la complejidad durante la secuencia de proliferacién y
diferenciacién [221].

Esos estudios sugieren que el perfiodo principal de la
replicacién mitocondrial es durante 1la proliferacién
epitelial a la mitad del embarazo tardio, aunque el niumero de
organelos por célula sé incrementa mientras 1las células
epiteliales tuvieron un incremento méximo. Aunque nuestros
resultados sugieren gue este no es el perfiodo de produccién
midxima de 1la protefna mitocondrial y la actividad se
incrementa, los cambios observados en los precipitados pueden
reflejar la maduracién de los organelos y su crecimiento pero
no la replicacién.

Una secuencia razonable de los eventos durante la
biogénesis wmitocondrial completa, involucra durante la
proliferacidén epitelial, una etapa de replicacién en la cual
son tornhdo-, por divisién, pequeiios organelos inmaduros.
Estos organelos cuando maduran aumentan en numero lentamente

hasta el inicio de la lactancia y con el tiempo incrementan
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rdpidamente en tamafio y maduracién llegando a ser mas
grandes, también aumentan su forma y actividad que son
caracteristicas de las células alveolares funcionales.

Si esta hipétesis es valida, seria posible demostrar los
incrementos mdximos paralelos al incremento en el numero
total de mitocondrias y del DNA mitocondrial durante el

perfodo de proliferacién epitelial.

Composicién quimica de la mitocondria de la gléndula

mamaria.

Las células de los acinis de la gldndula mamaria
sintetizan y eecretan cantidadee substanciales de proteinas,
carbohidratos, pricipalmente lactosa y lipidos. La secrecién
de estos productos parece involucrar a la nembrana. Esto
pareceria hacer al tejido mamario un sistema ideal para el
estudio de diferenciacién de membrana y transferencia. El
reporte inicial del sistema de membrana de 1la gléndula
mamaria presenta detalles del aislamiento Y la
caracterizacién de las mitocondrias, esos resultados sirven
como una base para la comparacién con membranas de otros
6rganos, sin embargo en vista de los altos requerimientos de
energia necesarioe para la actividad sintética de la gléndula
mamaria ee importante comparar el nivel de los componentes
involucrados en el transporte de electrones en la mitocondria
en relacién a otros érganos. La gldndula mamaria es rica en
coldgeno y por lo tanto esto ofrece gran dificultad para la
homogenizacién, por lo que el método de homogenizacién mas
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utilizado es el homogenizador Polytron que permite procesar
ridpidamente grandes cantidades de tejido. Huang y Keenan
obtuvieron un gramo de proteina mitocondrial de 9 Kg de peso
seco de tejido mamario bovino. La fraccién purificada fue
monitoreada con microscopia electrénica observédndose que sus
crestas fueron mas cortas y REnNOs numerosas en comparacién
con las micrografias de las mitocondrias de corazén y de
rifdén de bovino. Estas mitocondrias mostraron la presencia de
la NADH citocromo c reductasa. Sin embargo sus niveles Y los
del citocromoc a + a3 son mas bajos que en el corazén pero mas
altos que en el higado y en el rifién [222]. Los datos se
muestran en la tabla A. Se determinaron en la fraccién
mitocondrial purificada marcadores enzimd&ticos para la
nitocondiia Yy las wmembranas microsomales. Como era de
suponerse la succinato reductasa estuvo concentrada en la
fraccién mitocondrial mostrando un incremento de ocho veces
la actividad del homogeneizado. La distribucién subcelular de
esas enzimas en el tejido mamario es muy parecida a 1la
distribucién observada en las células del higado. La tabla B
muestra la distribucién de los marcadores enziméticos

mencionados.
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Tabla A.~ La compoesicidon de las mitocondrias del tejido

mamarijo.
Constituyente Contenido
Lipidos totales mg/mg proteina 0.35
Fosfolipidos % de total de lipidos 84.75
Lipidos neutros % de lipidos totales 15.25
Colesterol ug/mg proteina 15.40
Coenzima Q, mu moles /mg proteina 1.43
Acido ribonucleico ug/mg proteina 31.00

Tabla B.- Actividad especifica.
(umoles de Pi/hr/mg de proteina)

Enzima Homogenado Mitocondria Microsomas
Succinato reductasa 1.68 13.56 0.20
Glucosa 6 fosfatasa 4.20 0.20 5.88
5’nucleotidin

tiamina pirofosfatasa 0.18 No detectada

Metabolismo intermedio de la glédndula mamaria.
Los estudios de los cambios respiratorios de la gldndula
mamaria han sido hasta ahora limitados al tejido de 1los
rumniantes en los cuales, la medicién arterio venosa puede ser
aplicada a la ubre. Los datos del flujo sanguineo son
dificiles de obtener ya que es necesario convertir las
diferencias arterio-venosa de oxigeno y diéxido de carbono en

valores absolutos para el consumo y la salida respectivamente
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y asf poder calcular el cociente respiratorio (C.R). Los
resultados obtenidos en la cabra por Graham, Houchin,
Peterson y Turner y en las vacas por Petersen y Shaw, en
1942, muestran un C.R mayor que la unidad para la ubre
lactante, lo cual ha sido interpretado como un indicador de
la formacién de grasa de la leche, mas especificamente de los
dcidos grasos de cadena corta a partir de carbohidratos.

Muchas de estas determinaciones en animales se han
realizado en animales no anestesiados, 1lo que ocasiona
valores individuales muy variables.

Estos problemas fueron eliminados por los estudios de
Folley y French en el tejido de bovino y caprino, en los
cuales evitaron la variabilidad anestesiando a los animales y
comparando la actividad de las muestras en una atmésfera de
diéxido de carbono. Esto produjo cocientes respiratorios
uniformes de 1.25 * 0.12 para bovino y de 1.09 para
caprino[223].

El tejido mamario de 1la rata muestra un consumo
apreciable y mantenido de oxigeno en ausencia de sustrato
pero gque se incrementa en presencia de glucosa.

El tejido mamario de las ratas en la lactancia da un
cociente de oxigeno (QOZ) de aproximadamente -9ul/mg de peso
seco final/hora que es del mismo orden del higado pero menor
que en otros tejidos como son la retina y el riién. La
actividad de los tejidos de varias especies estd relacionado

inversamente con el tamaiio del cuerpo como sigue: ratén,
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rata, cuyos, conejos y vacas.

En presencia de glucosa, el cociente respiratorio (C.R)
del tejido del ratén, la rata, el cuyo y el conejo se
encuentra arriba de la unidad, pero en los tejidos de los
rumjantes (cabra, vaca) es menor que la unidad.

El bajo C.R obtenido en ausencia de sustrato en la rata
sugiere la oxidacién de los lipidos almacenados.

Varios carbohidratos fueron probados como sustratos,
incluyendo la galactosa, la fructosa y la lactosa pero solo
la manosa y la glucosa fueron oxidadas por las rebanadas de
la gléndula mamaria de ratas lsctantes.

La produccién aerdébica de dcido léctico por rebanadas de
la gléndula -anaria'do la rata en presencia de glucosa, no es
alta, pero bajo condiciones anaerdébicas, es considerable.

Este tejido muestra un efecto Pasteur muy marcado.

Las rebanadas de la gléndula wmamaria de ratas
adrenalectomizadas en el dfa 40. de la lactancia o per ayuno
parcial, muestran una disminucién del cociente de oxigeno
(002) y del cociente respiratorio (C.R). El daflo en 1la
funcién celular se ve acompaiado por una disminucién en el
efecto Pasteur, evidenciado por un incremento significativo
en la glicdlisis aerébica aparente.

Folley y French han mostrado que las rebanadas de tejido
mamario lactante respiran activamente en un medio conteniendo
glucosa. En la rata la actividad de la gléndula mamaria es

menor que en los tejidos nervioso y renal pero es del mismo
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orden que el del higado.

Por otro lado, en el tejido humedo, no hubo diferencia
en la "velocidad metabdlica™ al final del embarazo y en los
primeros 20 dias de la lactancia, debido a que el contenido
de naterial seco de la gldndula es mucho mas alto en el
embarazo que en la lactancia.

El metabolismo respiratorio y la produccién de dcido de
las rebanadas de gldndula mamaria de la rata, en presencia y
ausencia de glucosa, han sido estudiados durante el embarazo,
la lactancia y el destete.

El -002 es bajo (1.3) al final del embarazo pero se
incrementa considerablemente en el dfa posterior al parto
(4.4); después, los valores alcanzan un valor cercano a 10 a
la mitad de la lactancia. La interpretacién de estos cambios
se complica por los cambios en el contenido del material seco
del tejido, el cual por la mitad de la lactencia ha caido a
un valor menor al 50% del valor obtenido al final del
embarazo [224]).

Solo en el tejido lactante se observa un incremento en
la respiracién como respuesta a la adicién de glucosa. El
cociente respiratorio en presencia de glucosa ests por debajo
de la unidad al final del embarazo, pero llega a la unidad al
dfia siguiente al parto y alcanza un méximo de aproximadamente
1.6, el cual es mantenido durante el resto de la lactancia.
En ausencia de sustrato el C.R. permanece debajo de la unidad

durante la lactancia.
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La gldndula lactante muestra un Qgp, mas alto que la
gléndula al final del enbarazo;'el incremento es sin embargo,
debido principalmente a los cambios en el contenido de peso
seco del tejido.

El destete es seguido por una cafda en la respiracién,
el cambio en el -Qo, es también atribuido al incremento en el
contenido de material seco del tejido, lo cual ocurre a este
tiempo. Se ha observado en varias especies, predominantemente
en conejo y cuyo, que durante la lactancia hay un incremento
en algunas enzimqs mitocondriales como son la succinato
deshidrogenasa y la citocromo oxidasa.

El gran incremento en la actividad mitocondrial parece
ser el resultado de varios cambios en el desarrollo, primero
hay un gran incremento en el numero total de células como
resultado de la proliferacién de células epiteliales, esto
provee una expansién total de la poblacién mitocondrial.

Segundo,los cambios en 1la composicién celular son
totales y predominantemente epiteliales.

Tercero, parece ser que hay un aumento en el numero de

mitocondrias por célula epitelial.

La biogénesis de la mitocondria.

La biogénesis mitocondrial en el parénquima celulgr de
la gldndula mamaria del ratén ocurre en dos fases distintas:
la replicacién durante 1la proliferacién celular y la
maduracién durante la diferenciacién celular.

Un estudio de la fase de maduracién mitocondrial en la
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gldndula del ratén por medio de un gradiente isopicnico de
sacarosa demuestra un incremento en la densidad del organelo
durante la transicién desde el embarazo tardio al dia 8 de la
lactancia. La fragilidad de este organelo en altas
concentraciones de sacarosa o cambios en su composicién
lipidica no gxplican el incremento en su densidad.

Cuando la densidad de los organelos fue medida por
centrifugacién en un gradiente iso-osmético de Ficoll y
sacarosa 0.25 M, las mitocondrias de las gldndulas de ratas
embarazadas fueron mas densas que las obtenidas de las
gléndulas de ratas lactantes. Las dos poblaciones
mitocondriales mostraron respuestas diferentes a los cambios
en la concentracién de sacarosa en los gradientes de Ficoll.

La densidad de las mitocondrias de las gldndulas de ratas
embarazadas como de las gldndulas lactantes se incrementé no
linealmente al aumentar la concentracidén de sacarosa, sin
embargo, este incremento fue mayor én los organelos de la
gléndula lactante.

En esta investigacién, en la cual se en’igan gradientes
de sacarosa y de Ficoll, se observé una sola banda
mitocondrial. En ambos tipos de gradientes 1la banda
mitocondrial de la gldndula a la mitad de la lactancia fue
poco difusa, 1o cual parece reflejar una poblacién bastante
homogénea de nmitocondrias. Por otro 1lado, 1la banda
mitocondrial obtenida desde el embarazo tardio a la lactancia

temprana fue mas difusa, indicando una poblacién heterogénea
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durante ese periodo de transicién.

Al estudiar 1a densidad mitocondrial en gradientes de
sacarosa, se observé un incremento en la transicién del
embarazo tardio a la mitad de la lactancia. Esto refleja un
cambio en las propiedades fisicas de la mitocondria al tiempo
que se observa un incremento drédstico en las demandas de
energia del tejido.

Con el uso de modelos matemiticos, Rosano y
colaboradores interpretaron la diferente respuesta como un
cambio en la densidad y en la actividad osmética del
compartimiento mitocondrial interno (membrana interna mas el
espacio de la matriz). Se ha propuesto que los cambios
observados durante la transicién reflejan una gran expansién
de la membrana interna mitocondrial y quizé del material de
la matriz [225].

La densidad de la mitocondria est4 relacionada a la
composicién del gradiente medio de densidad por la relacién

siguiente:
pwed + (pd + pmf)m

ppP=
pd a + pw(l+ B) n

donde pp es la densidad de la mitocondria, pd es la masa
de la particula privada de solvente pm es la densidad de la
sacarosa en el gradiente medio, pw es la densidad del
solvente (agua pura), m es la molaridad de la solucién de
sacarosa, a es la cantidad de sustancias osméticamente

activas en el interior de la particula y f es la fraccién de
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la particula que es libremente accesible a la sacarosa.

Los valores relativos para pd mostraron que la densidad
de la mitocondria (componentes sdélidos) fue mas grande
durante la lactancia que durante el embarazo. Valores
similares para f§ (208 mas altos durante el embarazo)
representan cambios pequeiios en el tamaftio relativo del
espacio de la sacarosa.

Los cambios observados en 1a actividad osmética y en la
densidad podrian ser explicados de varias formas. Una de
ellas podria sger la expansién de 1la wmembrana interna
acompaifiada de un incremento en la cantidad y organizacién del
material de la matriz.

Aunque la sacarosa cruza la membrana externa pero no la
membrana interna, el efecto dai la deshidratacién se
produciria principalmente sobre 1la membrana interna. Un
incrementoc en 1la nembrana mitocondrial interna 'y en el
material de la matriz podria causar un incremento en la
densidad del organelo.

Aunque los cambios estructurales en la mitocondria son
respuesta a las grandes demandas de energia de la lactancia,
parece razonable que durante la transicién en la lactancia se
produzca un incremento de la membrana interna y del wmaterial
de la matriz (sitios donde se ubican las enzimas del ciclo de
Krebs, del transporte de electrones y de la fosforilacién
oxidativa). El1 sistema de enzimas oxidantes ha sido

investigado por Greenstein y colaboradores en la gldndula
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mamaria. La presencia de concentraciones relativamente altas
de citocromo ¢ en el tejido mamario activo hacé suponer la
presencia de deshidrogenasas no identificadas, las cuales
requieren del sistema de citocroﬁos COMO un mecanismo de-
transporte de hidrégeno. '

El porcentaje metabdlico del tejido conectivo activo se
reduce durante el embarazo tardfo y la lactancia, mientras
que el del parénquima mas activo se incrementa, y as{ las
actividades enzimdticas pueden ser atribuidas a cambios
anatémicos. Sin embargo, parecerfa que el incremento en la
actividad de la succinato oxidasa se asocia mas con las
etapas funcionales del ciclo mamario que con el crecimiento.
Esa enzima penﬁneco relativamente baja durante la primera
mitad del enbarazoA aumentando- después hasta alcanzar 1los
niveles dJptimos al lograrse el desarrollo completo de 1la
gléndula. ’

con el inicio de la secrecién de la leche, cerca del
parto, la actividad enzimética se incresenta grandemente.
Este dramitico aumento en la actividad de 1la succinato
oxidasa parece ser controlada por los cambios hormonales que
ocurren en ese tiempo.

El incremento en la actividad de la succinato oxidasa en
el parto correlaciona bien con la observacién hecha por
Folley y French en relacién a que el CO, producido por el
tejido mamario aumenta desde 1.3 en el dia 20 del embarazo

hasta 4.4 en el primer dfa de la lactancia (un perfodo de
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solo dos dias). Conforme se acerca el fin del embarazo, hay
un incremento en la diferenciacién y especializacién de las
células mamarias asociadas con la secrecién de la leche. Esa
especializacién se relaciona con un incremento en la
capacidad de movilizacién de la energia.

Es interesante que el fumarato puede ser lentamente
oxidado por una preparacién d§1 tejido mamario la cual no
oxida al malato. Aunque en ese trabajo no se sugiere un
mecanismo para esta qxidacién parecerfa que el fumarato estd
siendo oxidado por las enzimas que participan en ia formacién
del malato.

Debido a la alta concentrhcién del citrato en la leche,
el tejido mamario lactante no oxida a ese sustrato.

El sistema de 1la succinato oxidasa, el cual estd
asociado con la mitocondria, est4d presente en el tejido
mamario no lactante y durante la gestacién pero se incrementa
marcadamente cerca del parto. Cuando el ATP y el Mg son
adicionados a la cicloforasa mamaria de cuyos, el succinato,
el oxaloacetato y el a-cetoglutarato son rdpidamente
oxidados, mientras que el fumarato es lentamente oxidado. El
malato y el citrato son oxidados solo cuando se adicionan
nucleétidos de piridina. La actividad de la citocromo oxidasa
(un marcador de la membrana mitocondrial interna) de 1la
gléndula mamaria del ratén se encontré incrementada de 5 a 6
veces desde el embarazo tardfo hasta el dia 8 de 1la

lactancia, mientras que la monoamino oxidasa (un marcador de
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la membrana externa) incrementé solo un 25%. La actividad
especifica de la monoamino oxidasa decrece 5 veces. Esto
muestra que la citocromo oxidasa se incrementa a una
velocidad mayor que la actividad de la nmonoamino oxidasa.
vAlgunos experimentos sugieren la posible remocién de un
inhibidor que produce los cambios en la actividad enzimética.

La proporcién entre la citocromo oxidasa y la monoamino
oxidasa fue seguida durante el ciclo embarazo-lactancia en
homogeneizados mamarios totales en células aisladas del
parénquima mamario y en mitocondrias mamarias aisladas.

En cada preparacién el patrén fue muy similar con
pequeiios cambios en la velocidad hasta el embarazo tardfo, y
después se presenta un incremento de 3 a 4 veces hasta que
los valores alcanzaron un valor méximo por el dia 8 de la
lactancia. Estos experimentos fueron interpretados como una
demostracién de gue los cambios enziméticos observados son un
reflejo de alteraciones en la poblacién mitocondrial de las
células del parénquima mamario. Se obtuvieron fotografias del
microscopio electrénico de las células del parénquima a la
nitad del embarazo y a la mitad de la lactancia observéndose
en ellas cambios -arcédos en la morfologia mitocondrial.

El cambio mas significativo es el incremento en el
nimero de crestas de la wmembrana interna y un incremento en
la densidad de la matriz en las mitocondrias de las células
de la glandula lactante. Por lo tanto anboi estudios, el

enzimd&tico y el nmorfolégico apoyan el concepto de una
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expansién de la membrana interna mitocondrial de las células
del parénquima mamario durante la diferenciacién
presecretora.

' Una explicacién para la diferencia en el comportamiento
de las mitocondrias de la gléndula mamaria de la ratona
embarazada y lactante, hecho por centrifugacién en un
gradiente isopicnico, es una expansién de la membrana interna
durante la transicién desde el embarazo a la lactancia.
Rossano Yy colaboradores han demostrado, en un estudio
anterior, que varias enzimas asociadas con la membrana
1ntotng mitocondrial incrementan su actividad casi 5 veces
durante los primeros dias de la lactancia (226]}.

R periodo en el que se observa el incremento enzimdtico
corresponde exactamente al tiempo en el que se incrementa la
densidad mitocondrial estudiada en gradientes de
centrifugacién con sacarosa.

Varios investigadores han mostrado que el numero de
mitocondrias por célula del parénquima mamario se incrementa
dgrante el embarazo y en la lactancia temprana, ya que est4
bien establecido que ia poblacién celular del parénquima
incrementa grandemente desde el embarazo temprano hasta
aproximadamente el momento del parto. Es obvio, gque el numero
total de mitocondrias en el tejido mamario se incrementa
durante este periodo de proliferacién celular.

Rosano ha  mostrado que  existen incrementos

significativos en la capacidad oxidativa de los organelos
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individuales debido a la expansién de la membrana interna.

Esta expansién, sin embargo, no corresponde al periodo
de mayor replicacién celular y mitocondrial pero estd
directamente relacionada a los cambios celulares, los cuales
se presentan poco antes de la actividad secretora. Esto
parece mostrar un tipo de maduracién del organelo o su
diferenciacién.

Rosano ha sdqerldo dos esquemas generales para explicar
las modificaciones en 1la actividad y morfologia de 1la
nembrana mitocondrial interna. El1 primero, sugiere 1la
produccién de una nueva poblacién de mitocondrias durante la
transicién en la lactancia. Esta nueva poblacién tendria un
tamafio diferente y una estructura interna mas compleja que el
organelo que predomina durante los estados virgen y el
enbarazo temprano. Con base en este mecanismo se podria
esperar un nminiso de dos poblaciones mitocondriales
diferentes coexistentes durante el periodo de transicién. Una
poblacién poseerfia las propiedades caracteristicas de un
organelo de la gldndula no lactante, por ejemplo, menos denso
con una estructura externa simple y una baja relacién de
citocromo oxidasa/monoamino oxidasa. La nueva poblacién seria
mas densa y tendria una estructura interna mas compleja y
mostraria una alta relacién citocromo oxidasa/monoamino
oxidasa. La segunda posibilidad es que 1la poblacién
mitocondrial entera madura durante su diferenciacién en la

transicién embarazo-lactancia. Esta maduracién involucraria
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una expansién de la membrana interna. Con cada posibilidad,
esperariamos encontrar un incremento en la relacién de las
actividades de la citocromo oxidasa y la monoamino oxidasa
alrededor del momento del parto. Se podrian diferenciar las
dos hipétesis ya que si coexisten dos poblaciones diferentes
dé mitocondrias durante el perfodo de transicién, seria
posible resolverlo en dos bandas disgintas en un gradiente de
sacarosa. Se ha observado, sin embargo, una sola.handa y esta
banda incrementé su densidad durante el perfodo de
transicién. v

En suma, no se encontré evidencia por microscopia
electrénica de heterogeneidad morfolégica significativa en
algin estado del desarrollo de la gl4ndula. Parece, sin
embargo, que nuestros descubrimientos tienden a apoyar el
concepto de la maduracién total del organelo durante la
diferenciacién celular mas que al desarrcllo de una nueva,
poblacién mitocondrial mas activa.

Estos estudios muestran que existen cambios importantes
en la composicién fisica, enzimdtica y estructural de la
poblacién mitocondrial dentro de las células del parénquima
mamario durante el cambio fisiolégico de la célula. Por lo
tanto, el sistema genético de las células parece tener la
habilidad para producir un organelo a la medida para cubrir
las demandas metabdlicas especificas.

Esto aumenta su capacidad oxidativa en general. Estos

canbjios actian en conjunto para proveer la energia que
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demanda la produccién de la leche.

En articulos previos Folley y Grenbaum (1946) han
demostrado que 1la glédndula mamaria de 1la rata lactante
muestra una actividad apreciable de arginasa y posiblemente
es la segunda fuente mas alta de arginasa del cuerpo. sa‘
piensa que la arginasa estd4 relacionada probablemente con la
sintesis de los constituyentes de la leche, por lo tanto
decidieron estudiar los cambios en el contenido de arginasa
del tejido mamario de la rata durante las diferentes etapas
del crecimiento y las funciones caracteristicas del embarazo,
la lactancia y la involucién [227].

También fué estudiado el contenido de arginasa del
higado debido a que en el embarazo y la lactancia se impone
una considerable presién sobre ei metabolismo del cuerpo, el
cual puede ser reflejado con cambios en los niveles de la
arginasa hepdtica.

otra enzima conocida que estd presente en el tejido
mamario es la fosfatasa alcalina, sin embargo se desconoce su
funcién. En este trabajo se estudiaron los cambios en la
actividad de 1la fosfatasa del tejido mamario en las
diferentes etapas de crecimiento y actividad. También se
determiné la fosfatasa del rinén para comparar la actividad
con la de la fosfatasa mamaria, como un posible indicador de
cambios en los niveles generales de fosfatasa del cuerpo.

El contenido de arginasa del higado durante el embarazo

y después del destete no depende de controles excepto al dia
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15 del embarazo cuando se observan los valores mas bajos. En
el perfodo de lactancia la arginasa del higado iﬁcrenenté
significativamente arriba de estos valores.

La actividad de la arginasa en la gléndula mamaria se
incrementé lentamente durante el embarazo y 163 primeros dias
de la lactancia pero aumenté draméticamente entre los dias 5
y 10 de la lactancia. Alcanzando un méximo al dfa 20 de’ la
lactancia, decayendo precipitadamente después del destete
hasta alcanzar al nivel de los primeros dias del embarazo.

El contenido de fosfatasa alcalina de la gléndula
mamaria incrementa rdpidamente durante el embarazo,
alcanzando un médximo al paréo y permaneciendo al mismo nivel
durante la iactancia,' disminuyendo después a un nivel
intermedio entre los valores de la lactancia y los primeros
difas del embarazo. El contenido de fosfatasa alcalina del
rifién permanece constante durante el embarazo, la lactancia y
la involucién.

Los resultados indican que la arginasa en la gléndula
mamaria se relnciona con la desaminacién de los aminodcidos y
el incremento en su contenido, durante la fase final de 1la
lactancia en las ratas, se debe a un incremento de esqueletos
hidrocarbonados para la sintesis de los constituyentes de la
leche. los autores sugieren que sus resultados son
consistentes con la observacién de que la fosfatasa alcalina
de 1la gléndula mamaria puede estar relacionada con la

sintesis de nucleoproteinas durante la fase de crecimiento y
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posiblemente con la sintesis de caseina y la captura de
moléculas de carbohidratos del flujo sanguineo durante la
lactancia.

Durante la lactancia en la rata, el contenido tanto de
la arginasa como de la fosfatasa del rifién fué 2 a 9 veces
mayor que en la gléndula mamaria, por ojenblo, durante el
embarazo, la relacién de actividad riién/gléndula mamaria es
aproximadamente 34. '

La arginasa del higado en la rata decrece después de la
adrenalectomia y en las ratas lactantes la arginasa de la
gléndula mamaria se comporta en forma semejante., Es posible
que esta disninuciéakdo la lactancia por la adrenalectomia
tenga alguna relacién con la disminucién en la arginasa
samaria, ya que este sistema enzimitico juega un papel
importante en el metabolismo de la gldndula mamaria lactante.

Aunque la adrenalectomia es seguida por una marcada
reduccién en el consumo de alimento, los autores deseaban
conocer si los niveles deprimidos de la arginasa en los
tejidos de los animales adrenalectomizados era una
consecuencia primaria de 1la anorexia postoperatoria, que
sucederia en las ratas lactantes, en las cuales el cﬁnsuno de
alimento aumenta rédpidamente y se estabiliza cerca de los
primeros 17 dias del perfodo de lactancia a un valor
aproximadamente 3 veces mayor al de los valores del
embarazo[228]).

Los niveles de arginasa del hfgado, el rinién y la
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gldandula mamaria, de las ratas adrenalectomizadas en el dia 4
. de la lactancia y sacrificadas el dia 17, fueron
significativamente mas bajos que los obtenidos durante el
experimento con ratas lactantes operadas sin adrenalectomia
(sham). El contenido de arginasa por gramo de tejido hiumedo
fue afectado mas en la gléndula mamaria (a 1/7) que en el
rifién (a 1/2). Los niveles de Qrginasa del tejido de ratas
lactantes talsanonti operadas con alimentacién y de ratas
adrenalectomizadas no fueron signiticativalénto mas bajos que
los obtenidos en las ratas oporadnivy alimentadas ad libitum
(ad 1ib), salvo en el caso de la arginasa total en el higado
y las gléndulas mamarias apdoninglol, reducclén debida a una
disminucién en el tamafio de la gldndula o las gldndulas de
interés. | .

Los autores concluyeron gque los resultados mostraban una
relacién entre los éorticoidol y la arginasa de la gléndula
mamaria y el rifién que serfa el caso si la disminucién en la
concentracion de la enzima fuera debida primeramente a una
anorexia postoperatoria. Los datos sugieren que 1la
disminucién en la actividad de 1la arginasa en el higado
después de la adrenalectomia no es debida a la anorexia.

Una reevaluacién de la actividad relativa de la arginasa
de la gléndula mamaria, en relacién a la de otros tejidos en
la rata lactante intacta, muestra que el higado contiene 9
veces la cantidad encontrada en el tejido mamario y 28 veces

la cantidad del rinén.
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CONCLUSION.

La leche materna es esencial para la continuidad de las
diferentes especies de mamiferos, ya que las necesidades
nutricionales del infante se satisfacen con la leche materna.

La leche materna contiene energfa y nutrientes que se
pierden del cuerpo materno al extraer la leche, por lo que el
proceso de sintesis de los componentes de la leche requiere
de energia y de nutrientes adicionales. Por ejemplo, la leche
humana est4 compuesta aproximadamente de un 4.5% de grasas,
1.1 & de proteinas, 7.0% de carbohidratos, 7% de minerales y
un 87.5% de agua. En mujeres con desnutricién crénica se
produce un volumen menor de leche con un contenido proteico
semejante a la producida por las mujeres bien nutridas. Esta
adaptacién incluye una mayor eficiencia en la absorcién, en
la utilizacién y el agotamiento de las reservas corporales,
por esto la lactancia representa el mayor estrés nutricional
impuesto por un proceso fisioldgico.

Esto incluye una wmayor eficiencia de 1los procesos
metabdlicos, lo que lleva a pensar que la mitocondria de la
glandula mamaria es muy eficiente en la produccién de una
gran cantidad de energfa, necesaria para la sintesis de los
componentes de la leche y el mantenimiento de ésta durante el
periodo de lactancia.

Debido a esta gran demanda de energia durante la
lactancia, la poblacién alveolar de 1la gldndula mamaria
incrementa su actividad del metabolismo oxidativo, lo que

significa un incremento durante la funcién mitocondrial
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debido a un aumento en el nimero de mitocondrias y en sus
propiedades oxidativas.

Este trabajo describe el aumento en las actividades
enzimaticas mitocondriales que ocurre en la gldndula mamaria
durante la transicién a la lactancia. Estas actividades
estédn relacionadas directamente a la expansién de la membrana
interna mitocondrial y de la matriz que ocurre al mismo
tiempo. '

Existen evidencias de la expansidn mitocondrial respecto
a los cambios en los marcadores de la membrana interna y de
la membrana externa, en los cuales cada mitocondria lleva al
cabo un tipo de "diferenciacién®™ en el cual la wmembrana
interna y la matriz se expanden aumentando su capacidad
oxidativa con lo que se incrementa la sintesis de ATP para
cubrir las demandas de la lactancia.

Un 4rea de interés futuro serd la determinacién del
control genédtico asi como los mecanismos moleculares y de
regulacién del complejo de la ATP sintetasa en la generacién
y conservacién de energia para cubrir el gran costo
energético que implica la sintesis de los constituyentes de

la leche.
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