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RESUMEN

El objetivo de esta investigacidn fue determinar, en la rata, el efecto de una dietg
connZO% de lipidos sobre | ':omposicién, produccisn ldctea, el crecimiento de la
cria‘y la sintesis y captacion de los lipidos por Ia glandula mamaria (GM]).
METODO. Se utilizaron ratas Sprague—Dawley alimentadas durante el embarazo y la
lactancia con dietas isoenergéticas con 2.5 g {grupo BL) o 20 g (grupo AL) de
lipidos por 100 g de dieta. S!e determing |a composicién y- produccion ldctea, la
composicion corporal de Ig médre y de las crias, la sintesis Y captacion de lipidos
porla GM y la actividad de [a fipoproteing lipasa en este tejido

.RESULTADOS. Lg concentracion de lipidos en |a leche, el volumen de leche y el

grupo AL, mientras que la actividad de la lipoproteina lipasa y los 14C-Il’pidios

acumulados en la GM Y transferidos a las criag fueron mayores en Comparacién con
. el grupo BL.

., , b e .. .
crecimiento de las Crias y con Uha mayor Captacion de los lipidos de la dieta por la

glandula mamaria. ' |
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RESUMEN

RESUMEN:
La composicién de los lipidos de la leche en todas las especies estudiadas
cambia importantemente con la dieta de la madre {actante. Existe controversia
de si el aumento en el consumo de lipidos durante el ciclo reproductivo puede
ocasionar cambios en el contenido de lipidos en la leche o en el crecimiento de
las crias.
Esta investigacidn se disefd para evaluar, en la rata, el efecto del consumo de
una dieta con elevado contenido de lipides durante todo el ciclo reproductivo o
solo durante la lactancia, sobre la composicidn y produccidn lactea asi como
su repercusion en el crecimiento de la cria. Ademi&s, se cuantificaron los
cambios en la sintesis y en la captacidn de los dcidos grasos en la glandula
mamaria relacionados con las modificaciones dietarias.
METODOLOGIA. Se utilizaron ratas hembra Sprague-Dawley alimentadas hasta
la semana 12 de edad con una dieta con 2.5% de lipidos. A las 14 semanas de
edad, los animales se aparearon con machos de la misma cepa. Las hembras
prefiadas recibieron a libre demanda durante el embarazo y la lactancia dietas
isoenergéticas con 2.5 g (grupo BL) o 20 g {grupo AL} de lipides por 100 g de
dieta. Otros dos grupos de ratas recibieron la dieta AL solo durante el
embarazo {grupo AL/BL) o solo durante la lactancia (BL/AL). El consumo de
alimento de |la rata madre y su peso corporal se determind diariamente durante
el embarazo y la lactancia y el peso corporal de la cria se determind durante la
lactancia. Entre el dia 12 y 14 de lactancia se obtuvo una muestra de leche y
. se determind su concentracién de’ lipidos totales, lactosa, proteina y la
composicién de los acidos grasos. El volumen de leche producida, la sintesis
de lipidos, la captacién de una dosis bucal de *C- lipidos y la actividad de la
lipoproteina lipasa en la gldndula mamaria de los animales de los diferentes
grupos se cuantificd en ese mismo periodo. La composicidn corporal de la rata
madre y de las crias se determiné a través de la cuantificacién del contenido
de lipidos totales y de nitrdgenc en la carcasa de los animales.

RESULTADOS. La dieta con elevado contenido de lipidos no modificd la
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cantidad de alimento ingerido por la rata madre durante el embarazo; sin
embargo durante la lactancia, las ratas que recibieron la dieta AL tuvieron una
ingestién de alimento mayor que las del grupo BL. Los animales alimentados
con la dieta AL durante todo el ciclo reproductivo tuvieron una mayor
concentracion de lipidos en su leche en comparacion con el grupc BL. EI
volumen de leche producida y el peso corporal de las crias fueron mayores en
las ratas que recibieron la dieta AL durante alguna parte de su ciclo
reproductivo, en comparacién con el grupo control. El contenido de lipidos fue
mayor en ta carcasa de las crias de las ratas que recibieron la dieta AL, sin que
se modificara el porcentaje de proteina.

La sintesis de lipidos fue menor y la actividad de la lipoproteina lipasa fue
mayor en la glandula mamaria de los animales del grupc AL, en comparacion
con los del grupo BL. La absorcién de los '*C-lipidos fue mayor en el grupo
AL que en grupo BL. Los '*C-lipidos acumulados en gldéndula mamaria vy Ia
cantidad transferida a las crias (cuajo de la leche+ carcasa de las crias) fue

mayor en e! grupo que recibid la dieta AL en comparacion con ef grupo BL.

CONCLUSION. Es posible modificar la composicién y produccidn de los lipidos
en la leche, aumentando el consumo de lipidos por la rata madre durante todo
su ciclo reproductive. La mayor produccién de lipidos en la leche de los
animales que recibieron la dieta con elevado contenido de lipidos se relacioné
con un mayor crecimiento de las crias y con una mayor captacion de los lipidos

de la dieta por la gléndula mamaria.



ABSTRACT

ABSTRACT:

The purpose of the present study was fo investigate in the rat, the effect of a high-
fat diet or: milk composition and volume, litter growth and the synthesis and uptake
of fatty acids by the mammary giland.

METHOD: Sprague-Dawley rats were fed during pregnancy andfor lactation with
one of two isoenergetic diets containing 2.5% {low lipid diet; LL) or 20%(high lipid
diet, HL) of corn oil. Milk production and composition, maternal and pup body
composition, and mammary gland fatty acid synthesis and uptake were
determined. Lipoprotein lipase activity was measured in acetone-sther dried
preparations of mammary gland.

RESULTS: Milk iipid concentration, 24h milk production, and pups body weight
were higher in the HL group. Mammary gland lipogenesis was higher in the LL rats,
while LPL activity and mammary gland lipid uptake, and the amount of oral lipid
transferred to the pups were higher in the HL rats.

CONCLUSION: Milk composition and production can be modified if the maternal
lipid intake increases during the whole reproductive cycle. The higher production
of milk lipid relates with a higher mammary gland lipid uptake and with a higher
growth of the litter.



ANTECEDENTES

ANTECEDENTES:

La lactancia es un proceso notable durante el cual el organismo materno produce
una secrecion que no le proporciona un beneficio propio, pero que puede
mantener totalmente el desarrollo y el crecimiento de la cria. Todos fos mamiferos
producen leche con diferentes composiciones, cada una especifica para las
necesidades de crecimiento y desarrollo de su recién nacido.

Los beneficios de la lactancia al seno materno son substanciales. La leche
materna ademas de ser la Unica fuente de macro y micronutrimentos para el
recién nacido, le proporciona faclores de resistencia, inductores y moduladores

del sistema inmune y agentes antiinflamatorios.

1. Los lipidos en la leche:

Los lipidos de la teche son la principal fuerite de energia para el recién nacido,
ademas de proporcionar entre el 40 y el 50% de la energia total de la leche, son
esenciales para et desarrollo normal del recién nacido, ya que le proporcionan los
acidos grasos necesarios para el desarrollo del cerebro y son vehiculo de
vitaminas liposolubles {1,2).

Estudios en humanos y roedores han mostrado que los lipidos son el componente
més variable de la teche, mostrando cambios en su contenido y COMPOosicion en
relacion con la duracion de la gestacion, la etapa de lactancia, la composicion de
la dieta, |a tetada y la hora del dia (3-12).

La leche de |a rata contiene en promedio 10.3% de lipidos, de los cuales el 58%
son friacilgliceroles (10). Los lipidos en la leche estan presentes en forma de
gotas de grasa con un diameiro entre 1 y 7um, rodeadas de una estructura de
bicapa, proveniente de la membrana plasmatica apical de la célula epitelial
mamaria {13).

Los triacilgliceroles de fa leche contienen principalmente acidos grasos de cadena
larga (C16-C18) y, dependiendo de la especie y de la composicién de la dieta

pueden contener tambien acidos grasos de cadena media (C8-C14), y algunas
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veces acidos grasos de cadena corta (C4-C8). Los acidos grasos de cadena larga
pueden ser saturados o insaturados, mientras gue los de cadena media y corta
son solamente saturados.

Los acidos grasos de cadena larga provienen principalmente de la dieta, de la
movilizacion de los triacilgliceroles almacenados en el tejido adiposo durante el
embarazo y de la sintesis en el higado, mientras que los de cadena media son

sintetizados en la glandula mamaria a partir de glucosa principalmente (1,12-15).

2. La composicién lactea y su relacion con la dieta materna:

En humanos existen muy pocos estudios disponibles en los que se hayan
estudiado las alteraciones en el contenido total de lipidos en la leche, generados
por cambios en la ingesta materna. La conclusién que emerge de esos trabajos es
que el contenido de lipidos en la leche es independiente del estado del consumo
materno {9, 16-19).

Estudios realizados en roedores y en cerdos han mostrado que las modificaciones
en el contenido de lipidos de la dieta de la madre durante la lactancia estan
asociadas con el aumento {20-22), Ia disminucion (23) o la ausencia de¢ cambios
en el contenido de lipidos en la leche (11,12, 24).

Las discrepancias en los resultados de eslos estudios puede explicarse por la
diferencia que existe en el disefio experimental entre ellos. En algunos estudios
se ha proporcionado la dieta experimental con elevado contenido de lipidos
durante periodos muy cortos después del parto (24,20), mientras que otros la han
proporcionado durante toda la gestacion y la lactancia (21,22).

Otra diferencia entre los estudios es ia cantidad de lipidos utilizados para elaborar
las dietas experimentales y la manera en que se aumenta el contenido de lipidos
en las dietas. E! contenido de lipidos ha variado del 10 al 80%, y se ha logrado en
algunos casos aumentar el contenido de lipidos controlando la densidad
energética de la dieta al disminuir el contenido de los carbohidratos (20,24),
mientras que en otros estudios el aumento en el contenido de lipidos se ha

realizado adicionando grasa a la dieta, con ia consecuente reduccion en la
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proporcion de proteina y otros nutrimentos de la dieta (12,23).

En experimentos realizados con roedores a los que se les ha proporcionado
desde el inicio del embarazo una dieta de cafeteria (salami, gallelas de queso y
chocolate, etc.), la cual es rica en lipidos y tiene una elevada densidad
energética, se ha mostrado que la concentracion de lipidos en la leche de esos
animales es mayor si se compara con un grupo de animales que reciben una dieta
estandar (21). Esos estudios no permilen establecer si el aumento en el
contenido de lipidos de la leche es ocasionado por la mayor ingesta energética,
por el aumento especifico en la ingesta de lipidos o por una mayor movilizacion
de las reservas corporales maternas durante la factancia.

La composicion de los acidos grasos en os lipidos de ia leche puede modificarse
al cambiar el balance energético o el tipo y la cantidad de lipidos en la dieta de la
madre lactante (7,8,16,17,20). Si ésta es alimenlada con una dieta de bajo
contenido de lipidos y un elevado contenido de hidratos de carbono, la proporcion
de los Acidos grasos de cadena media aumenta en la leche, mientras que se
reduce |a proporcion de los acidos de cadena larga, estos cambios reflejan el
incremento en la sintesis de nove de los acidos grasos por la glandula mamaria y
la disminucion en el uso de los acidos grasos tanto de la dieta como de las
reservas corporales (16,17, 20).

Si la madre es alimentada con dietas con un elevado contenido de lipidos, la
proporcion de los acidos grasos saturados e insaturados que contiene la dieta se
ve reflejada en los Acidos grasos de Ia leche, sin cambios en el contenido total de
los lipidos de la leche (16,20,25),

Se acepta que la captacion de los lipidos circulantes y la sintesis de novo de
Acidos grasos en la glandula mamaria, son los dos mecanismos responsables de
determinar el contenido total de lipidos en la leche. Este, no se modifica
importantemente por las manipulaciones en la dieta materna, a pesar de que el
aumento en la ingestidon de lipidos por la madre lactante inhibe importantemente

la lipogénesis mamaria.
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3. Lalipogénesis en la glanduta mamaria:

Los acidos grasos son sintetizados por las células endoteliales de la glandula
mamaria a través de una serie de reacciones calalizadas por la acetil coenzima A
carboxilasa y la sintetasa de los acidos grasos (1).

En muchos animales no rumiantes, la principal fuente de carbono para la sintesis
de 1a acetil-CoA es la glucosa, la que es transformada a piruvato por la glucélisis
o por la ruta de las pentosas. El piruvato es convertido a acetil-CoA por el
complejo de la piruvato deshidrogenasa. La acetil-CoA no puede ser transportada
a través de las membranas mitocondriales hacia el citoplasma. Para logrario, se
une al acido oxalcacético para formar citrato, este es transportado al citoptasma y
aqui es transformade a acetil-CoA por la enzima ATP citrato liasa (26) El lactato,
la leucina y la alanina pueden ser usados como fuentes de carbono (27,28).

En los rumiantes y en otras especies como el conejo, el acetato es el principal
sustrato para la sintesis de los acidos grasos (1).

La acetil-CoA carboxilasa cataliza la formacidn de malonil-CoA a partir de acetil-
CoA siento esta reaccion el pase limitrofe en la sintesis de los acidos grasos. Ei
sistema multi enzimatico de la sintetasa de los acidos grascs cataliza una
secuencia de reacciones que juntas afaden dos carbonos, provenientes de la
malonil-CoA, a la cadena del &cido graso. La fase de elongacidn en ia sintesis de
los &cidos grasos se inicia con la union del acetil-CoA y del malonil-CoA con el
dominio analogo a la proteina acarreadorz de grupos acilo (ACP), para fermar
acetil-ACP y malonil-ACP. Estas dos Ultimas se condensan para formar
acetoacetil-ACP. Las siguientes tres reacciones en la sintesis de los acidos
grasos reducen el grupo ceténico del carbono tres a un grupo metileno,
conduciendo a la formacion de butiril-ACP lo cual completa el primer ciclo de
elongacion. La cadena permanece covalentemente unida al complejo enzimatico y
queda disponible para la adicion sucesiva de mas unidades de dos carbonos
provenientes de la malonil-ACP. Cada ciclo de reaccidn requiere de dos
moléculas de NADPH (26).

Existen tres diferentes rutas en la glandula mamaria para generar el NADPH: la
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ruta de! acido 6-fosfogiuconico, el ciclo de transhidrogenacidon del malato y la
deshidrogenasa del isocitrato. En la glandula mamaria de los roedores, las dos
primeras rutas parecen ser las mas importantes, la ruta del acido 6-fosfoglucénico
proporciona cerca de la mitad de los equivalentes reductores necesarios para la
sintesis de los acidos grasos (27).

En el higado y en el tejido adiposo, cuando la cadena del acido graso recién
sintetizado, alcanza un tamafio de 16 carbonos o mas, la sintesis es terminada
por la tioesterasa |. Esta parte integral del sistema de la sintetasa de los Acidos
grasos termina la sintesis del acide graso retirando la molécula final del 4cido
graso de su sitio de union con 1a enzima. En el citoplasma de las células
epiteliales de la glandula mamaria de las ratas, ratones y conejos existe una acil-
tioester hidrolasa (tioesterasa li) para los acidos grasos de cadena media (29).
Esta enzima termina la sintesis de los acidos grasos cuando estos alcanzan una

longitud de 8 a 14 carbonos.

3.1. La regulacion de la sintesis de [os acidos grasos:

La sintesis de los &cidos grasos es un proceso que requiere de mucha energia,
por lo que esta sujeto a regulacion. La regulacion involucra mecanismos de corto
y largo plazo.

a) Regulacién a corto plazo: Involucra ia moduiacion de la actividad de las
enzimas a través de efectores alostéricos o a ciclos de fosforilacion-
defosforilacidon. La piruvato deshidrogenasa y la aceti-CoA carboxilasa,
enzimas clave en el proceso de sintesis de los dcidos grasos, son enzimas
cuya actividad puede ser regulada por ciclos de fosforilacién-defosforilacidn.
La fosforilacion de la2 piruvato deshidrogenasa conduce a la inactivacién de la
enzima, mientras que su defosforilacion la activa. Cuatro factores estan
involucrados en la regulacién de la piruvato deshidrogenasa cinasa: la
concentracion de piruvato y los cocientes de ATP/ADP, acetil CoAf CoA vy
NADH/ NAD+. Elevados valores de estos cocientes activan a la cinasa y por

lo tanto, inhiben a la piruvato deshidrogenasa (30).
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La aceti-CoA carboxilasa existe como un mondmero que presenta muy baja
actividad, y como un pelimero con una elevada actividad. El citrato aumenta
marcadamente la actividad de la enzima causando su polimerizacion, mientras
que los azil CoA de cadena larga favorecen la disociacion hacia ia forma menos
activa. La acetil-CoA carboxilasa es ademas regulada por ciclos de fosforilacion-
defosforilacion. La fosforilacion de fa enzima causa su inactivacion (31).

Existen varios ejemplos de la regulaciéon a corto plazo de la lipogénesis en la
glanduia mamaria. La sintesis de lipidos en la glandula mamaria disminuye rapida
y dramaticamente al someter a un periodo de ayuno a ia madre lactante (32, 33).
También la administracidn de triacilgliceroles de cadena media o larga, asi como
el consumo de dietas con un elevado contenido de lipidos durante la lactancia,

disminuye la sintesis de lipidos en la glandula mamaria hasta en un 90% (33-35).

b) Regulacion a largo plazo: La regulacidn a targo plazo involucra 1a modulacion
de la cantidad de enzima presente en la célula a través de regular la velocidad de
sintesis y degradacion de la enzima. En las cercanias del parto, por ejemplo, la
piruvato deshidrogenasa, la ATP-citrato liasa, la acetil CoA carboxilasa y la
sintetasa de los acidos grasos aumentan varias veces su concentracién en el
tejido mamaric (36).

4. La captacién de los lipidos circulantes y la actividad de la lipoproteina
lipasa:

Los acidos grasos de cadena larga de la leche provienen principalmente de la
dieta y de la sintesis de acidos grasos en el higado y glandula mamaria y en
menor grado de los depositos de grasa del tejido adiposo.

Los Acidos grasos son transportados de! intestino y del higade en sl tarrente
sanguineo como ftriacilgliceroles asociados a los quilomicrones y a las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), respectivamente.

La mayoria de los 4cidos grasos movilizados de los depdsitos de grasa para ser

utilizados en la produccién de leche son primero incorporados por el higado en
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triacilgliceroles de tas VI.DL y después transportados como tales a la glandula
mamaria (37).

La captacion de los acidos grasos de los triaciigliceroles, contenidos en los
quilomicrones y las VLDL, requiere de la presencia de {a lipoproteina lipasa (LPL)
en la superficie luminal de los capilares {38). La aclividad de |la LPL aumenta en
la gldndufa mamaria y disminuye en el tejido adiposo a partir del final de la
gestacion y durante la lactancia, dando como resultado que los triacitgliceroles del
plasma que contienen a los acidos grasos provenientes de los depésitos de
lipidos del tejido adiposo sean utilizados preferentemente por la glandula mamaria
para la produccion de leche (39).

En varias especies animales se presenta hipertrigliceridemia durante el Gltimo
trimestre del embarazo y desaparece en las cercanias del parto (40). La relacion
entre esta hipertrigliceridemia y la actividad de la lipoproteina lipasa se ha
estudiado en la rata {41). La actividad de la LPL en el corazon, el mosculo del
diafragma y el pulmén de rata no se modifican por el embarazo, pero la actividad
de la LPL del tejido adiposo comienza a disminuir varios dias antes del parto
{39,41). El desarrallo de la hipertrigliceridemia ocurre antes de que disminuya la
actividad de la LPL en el tejido adiposo v puede atribuirse al aumento en la
ingesta de alimento de la madre gestante. Ei aumento en la actividad de la LPL en
la glandula mamaria de la rata, en las cercanias del parto, coincide con la
desaparicién de la hiperlipemia, por Io que se asume que el aumento en la
captacion de lipidos por la glandula mamaria es responsable de la disminucién en
la concentracion de triacilgliceroles en el plasma materno (22},

La actividad de la lipoproteina lipasa en la glandula mamaria aumenta hasta 6
veces durante la lactancia en cobayos, ralas, cabras y vacas (38). La elevada
actividad de la LPL en la leche humana sugiere que la glandula mamaria humana
tiene también una elevada actividad de la enzima durante la lactancia (42).

La actividad de LPL en la glandula mamaria de la rata aumenta muy lentamente
durante los primeros 20 dias del embarazo, se duplica en el siguiente dia,

disminuye abruptamente durante el parto, y finalmente aumenta en los primeros
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dos dias después del parto para mantenerse elevada durante la lactancia (39).
Una vez que la demanda disminuye, la actividad de la LPL en la glandula
mamaria también disminuye hasta alcanzar los valores de los animales nuliparos.
La actividad de la LPL en el tejido adiposo disminuye durante la lactancia y se
mantiene baja mientras las crias succionen. Al suspenderse la lactancia, |a
actividad aumenta en 48 h hasta alcanzar los niveles presentes en animales

nutiparos (39).

5. La reguiacién de la actividad de la lipoproteina lipasa:

La succion es esencial para mantener los niveles de LPL elevados en fa glandula
mamaria de los animales lactantes. Al suspenderse la succién por 4 h en las
ratas, se acumula leche en la glandula mamaria, lo que origina una pequena
disminucion en ia actividad de LPL en este tejido. La suspensién de la lactancia
por 9 h disminuye en un 70% la actividad de la LPL en la glandula mamaria y
duplica la actividad en el tgjido adiposo (39).

En experimentos en donde se han ligado los conductos que drenan |a glandula
mamaria inguinal-abdominal en la rata, se observa una reduccion de 50% en ia
actividad de la LP, atin cuando se permita a las crias succionar (43).

Los cambios en la actividad de la LPL en la glandula mamaria y en el tejido
adiposo que ocurren al establecerse o suspenderse |a lactancia sugieren que una
o mas de las hormonas responsables de la secrecidn lactea pudiera regular
también la actividad de la LPL durante la lactancia. Estudios realizados en ratas
lactantes hipofisectomizadas han permitido mostrar el efecto de la prolactina, la
hormona del crecimiento y el ACTH (44). La hipofisectomia disminuyd la actividad
de la LPL en la glandula mamaria y aumentd la actividad en el tejido adiposo. La
inyeccién de prolactina, 2 h después de la operacion, aumenta la actividad de la
LPL en la glandula mamaria hasta los niveles encontrados en los animales
normales y bloquea completamente la actividad de la LPL en el tejido adiposo.
Estos efectos no se alteraron por la administracion de hormona del crecimiento ©

tiroxina.
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La inyeccién de dexametasona aumento la actividad de la LPL en la glandula
mararia, pero solamente en un 50% de los valores mostrados por los animales
tratados con la prolactina. La administracién de las cuatro hormonas juntas
produjo el mayor aumento en la actividad de LPL en la glandula mamaria y en la
secrecion de leche, Esta Uitima se presentd solamente en las ratas que recibieron
la prolactina sola o junto con otras hormonas, y estuvo siempre asociada al
aumento en la actividad de la LPL en la giandula mamaria.

La administracion de bromocriptina, que inhibe la liberacién de prolactina por la
hipdfisis, disminuy6 la actividad de la LPL en la glandula mamaria y la aumentd en
el tejido adiposo de las ratas lactantes. La administracion de prolactina evitd ios
efectos de la bromocriptina. Estos resultados muestran el importante pape! de la
prolactina en la regulacidn de la LPL.

Estudios recientes han analizado los efectos de la deficiencia de insulina y de la
deficiencia de insulina y prolactina sobre la captacion de lipidos en la glandula
mamaria y sobre |a actividad de la lipoproteina lipasa (43,45,46). Estos trabajos
han mostrado que la deficiencia de insulina disminuye en mas de un 80% la
captacion de '“C-trioleina, administrada por via intragdstrica, y !a actividad de la
LPL en el tejido mamario. La actividad de la enzima disminuye ain mas con la

deficiencia simultanea de ias dos hormonas.

6. La composicién corporal matema:

El embarazo y la lactancia son estados fisiologicos en los que se presentan
cambios importantes en el peso y en el contenido de grasa corporal de la madre.
Durante el embarazo, el peso del concepto, el aumento en el volumen sanguineo
y el desarrollo de la gldndula mamaria contribuyen con una parte de la ganancia
de peso (40,47), otro de los componentes de esta ganancia es la acumulacion de
alrededor de 10 g de triacilgliceroles en el cuerpo de la rata madre {48). Este
deposito de energia ocurre como preparacion para la laclancia, ya que la
movilizacion de estas reservas y la hiperfagia cubren normalmente ias demandas

de energia que impone la produccién de leche (49}).
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Las ratas son capaces de catabolizar alrededor de dos terceras partes de su
grasa corporal total mientras amamantan una camada de 8 crias por 16 dias,
Como resultado de esta movilizacion, jos animales pueden terminar el periodo de
tactancia con una menor cantidad de grasa corporal que al principio del ciclo
reproductivo {48,49).

El principal determinante en la ganancia de pesc de la madre durante la gestacion
es la dieta disponible durante esta etapa (50). En modelos animales es posible
inducir obesidad, ofreciendo a ios animales dietas con alta palatabilidad o con un
elevado contenido de lipidos {50-53).

ta perdida de lipidos corporales durante la lactancia estd directamente
relacionada con la cantidad de lipidos acumulados durante la gestacién. Las ratas
alimentadas con dietas con elevado contenido energético, acumulan mas lipidos
en las reservas adiposas durante el embarazo y movilizan mas grasa durante la
lactancia que los animales alimentados con dietas con bajo contenido energético
(51). Parece, por lo fanto, que los cambios en el peso corporal de la rata, duranie
la lactancia, se dan en relacion con la cantidad total de grasa corporal acumulada
durante la gestacion, indicando que durante la lactancia las ratas estan en un
estado catabdlico en el cual la cantidad de grasa corporal movilizada depende de
la cantidad disponible.

Otros factores que también pueden influir sobre los cambios en €l peso corporal
son las demandas impuestas por ia lactancia y los cambios en el uso de energia.
Por egjemplo, se ha mostradoe que si los animales alimentados con la dieta
estandar de laboratorio amamantan hasta 4 crias, el peso de los depésitos
grasos en el postparto permanece muy cercano a los valores del embarazo.
mientras que las ratas que amamantan a camadas de entre 8 y 14 crias, pierden

en el postparto dos terceras partes de la grasa acumuiada (23).

7. La composicidon de los acidos grasos en el tejido adiposo:
Los acilgliceroles del tejido adiposo de los organismos vivos contienen acidos

saturados e insaturados, de todos los acidos grasos monoinsaturados, el acido
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oleico es é! mas abundante, en algunos casos puede representar hasta el 30%
del total. Otros acidos grasos como el linoleico, el palmitoleico y el palmitico son
casi tan abundantes como el acido oleico (54).

La composicion de acidos grasos del tejido adiposo esta determinada por factores
dietarios, ambientales y filogenéticos.

La ingestion de dietas ricas en carbohidratos produce un aumento en el contenido
de acidos grasos salurados en el tejido adiposo (54). El tejido adiposo del tigre y
el puma proporciona un buen ejemplo del efecto de la dieta sobre la composicién
del tejido adiposo, ya que estos animales al alimentarse normalmente de ovejas o
venados, animales que contienen elevados niveles de acido estedrico en su tejido
adiposo, también presentan en su tejido graso niveles elevados de acido
esledrico. Sin embargo, cuando scn alimentados con la dieta de los zooldgicos,
comunmente carne de caballo, la composicion de los acidos grasos del tejido
adiposo del tigre y del puma se altera, pues el contenido de acido estedrico se
reduce drasticamente y otros acidos grasos insaturados presentes en la grasa del
caballo, aumentan (55).

La ingestion de dietas ricas en triacilgliceroles con acidos grasos de cadena
media reduce la acumulacién de lipidos en el tejido adipose en comparacion con
las dietas con mayor contenido de &cidos grasos de cadena larga (56,57). Los
acidos grasos de cadena media liberados de los triacilgliceroles de la dieta no son
reesterificados en las células intestinales y son transportados directamente, via la
circulacion portal, al higado para su oxidacion parcial a cuerpos ceténicos o su
oxidacion completa hasta CQ, Como consecuencia, los acidos grasos de cadena
media provenientes de la dieta, son rapidamente utilizados para obtener energia y
poco incorporados en los triacilglicercles del tejido adiposo, si se compara con los

triacilgliceroles que contienen acidas grasos de cadena larga (58).
8. El crecimiento de las crias:

Los estudios en donde se ha tratado de relacionar el contenido de lipidos en ia

dieta, durante el embarazo y la lactancia y el crecimiento de las crias, muestran
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resuitados contradictorios, ya que, en experimentos realizados en roedores se ha
mostrado efecto positivo (20), negativo {35,59) o nulo (24} entre la mayor ingesta
de lipidos y el crecimiento de la cria.

Experimentos con ratas lactantes alimentadas con dieta de cafeteria {alimentos
con elevado contenido energético), desde el inicio de la lactancia muestran que la
velocidad de crecimiento de la camada es mayor que |a del grupo control que fue
alimentado con la dieta estandar de laboratorio con bajo contenido de lipidos (50).
Estudios con cerdos han mostrado que la adicién de lipidos a la dieta del animal
durante la lactancia, sin controlar la ingesta energética, produce un mayor
crecimiento de las crias que esta relacionado con la produccion de una leche con
mayor contenido de sélidos y lipidos (23).

Los estudios en los que se han observado efectos negativos o ningun efecte entre
el contenido de lipidos en la dieta materna y el crecimiento de las crias coinciden
en haber proporcionado la dieta experimentatl solo durante un corto periodo
durante la lactancia (4-7 dias), mientras que los que se mencionaron
anteriormente proporcionan la dieta desde el embarazo y durante ifoda la
lactancia. Es probable que el tiempo durante el cual se proporciona la dieta con
elevado contenido de tipidos sea importante para determinar la produccion y 1a
composicion de la leche y como consecuencia, modificar el crecimiento de las

crias.



JUSTIFICACION

JUSTIFICACION:

Los estudios disponibles en la literatura, en los que se ha evaluado el efeclo de
modificar el consumo de lipidos por la rata madre y el desarrollo de ia lactancia
muestran resultados contradictorios. La discrepancia entre los estudios puede
estar relacionada con el tiempo en el que se propoerciond la dieta y si se controld
o no el consumo total de energia por la madre lactante.

Se desconocen los efectos de incrementar el consumo de lipidos, sin medificar la
ingesta energética por la rata madre, durante todo el ciclo reproductivo o solo
durante una etapa de este (embarazo o lactancia) sobre la composicion y
produccion lactea y sus efectos sobre el crecimiento de las crias.

L as adaptaciones en la utilizacion de los lipidos de origen dietario por la glandula
mamaria como respuesta al aumento en la ingestion de lipidos no se han
estudiado.
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OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL:

Determinar los efectos de proporcionar a la rata, desde la gestacion y/o durante la
lactancia, una dieta con un elevado contenido de fipidos pero isoenergética con la
dieta habitual de la rata, sobre el metabolismo de lipidos de la glandula mamaria
lactante, la produccion y composicién lactea y la repercusidn sobre el crecimiento

y composicidn corporal de las crias.
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OBJETIVO

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Cuantificar la concentracion de lipidos, proteinas, lactosa y el patron de acidos
grasos en la leche de ratas alimentadas durante la gestacion y/o la lactancia con

dietas purificadas, isoenergéticas con diferente contenido de lipidos.

2. Comparar el efecto de diferentes niveles de fipidos en ia dieta de la rala madre
durante la gestacién y/o la lactancia sobre el peso de la cria al nacimiento, su

crecimiento en las dos primeras semanas de vida y su composicidn corporal.

3. Cuantificar la captaciéon y la sintesis de lipidos en la glandula mamaria de
animales lactantes alimentados con dietas isoenergéticas con diferente contenido
de lipidos.

4. Comparar la actividad de la lipoproteina lipasa en la glandula mamaria de

animales lactantes alimentados con dietas con diferente contenido de lipidos.



METODOS

METODOS:

1. Animales:

Se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley alimentadas a libre demanda con
un alimento comercial (Laboratory rodent diet, PMI Feeds Inc, St Louis MO, USA))
hasta la edad de 12 semanas. A las 12 semanas de edad, los animales cuyo peso
corporal se encontrd entre 220 y 260 g se adaptaron durante dos semanas a una
dieta purificada con un contenido de 2.5 % de lipidos, que corresponde al
contenido de lipidos en la dieta habitual de la rata (dieta BL). La composicion
porcentual de macronutrimentos de |a diela BL se muestra en la Tabla 1 (60).

Tabla 1
Composicidn de las dietas experimentales

Ingrediente Dieta Baja en lipides Dieta Alta en lipidos
{BL)? (AL}
g/ kg dieta
Caseina 284 284
Glucosa 308 110
Fécula de Maiz 308 i10
Aceite de Maiz 25 200
DL-Metionina 3 3
Vitaminas' 10 10
Minerales? 26 26
Celulosa 36 257
Energia Kcal/ g 3.8 3.8

' Contenido por kg: PABA, 11.01 g; Acido ascérbico, 101.66 g; Biotina, 0.044g;
B12, 2.97 g: Pantotenato de calcio, 6 61 g; Citrato de colina dihidrogenada,
349.69 g; 4cido fatico, 0.20 g; inosital, 11.07 g; menadicna, 4.95 g; Niacina,
9.91 g, HCI BB, 2.20 g: B2, 2.20 g: HCI B1, 2.20 g; Palmitato de retinil, 3.96 g,
ergocalciterol, 0.44 gq; Acetato de DL-u-tocoferol, 24.23 g; Fécula de maiz,
466.67 g.

? Contenido por kg: Molibdato de amonio, 0.025 g; Carbonato de calcio, 292.9 g;
Fosfato de calcio, 4.3 g: Sulfato cuaprico. 1.6 g: Citrato férrico, 6.23 g; Sulfato
de magnesio, 99.8 g. Sulfato de manganeso. 1.21 g; Yoduro de potasio, 0.005
g: Fosfato de potasio, 343.1 g. Cloruro de sodio, 250.6 g. Selenito de sodio,
0.015 g: Cloruro de Zinc, (.2 g.

? La dieta es isoenergética con el alimento comercial para roedores
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La dieta AL se diseAid para aumentar el consumo de lipidos en un grupo de
animales sin que se modificara el consumo total de energia, por lo que al
aumentar el contenido de lipidos en la dieta AL, se disminuyt el contenido de
carbohidratos. Finalmente se obtuvieron dos dietas con la misma densidad
energetica y con diferente contenido de lipidos.

A las 14 semanas de edad, los animales cuyo peso corporal se enconird entre
220 y 260 g se aparearon con machos de la misma cepa. El primer dia de la
gestacion, diagnosticado por la presencia de espermatozoides en la citologia
vaginal, ia rata se transfirid a una jaula individual y se asigné al azar a unc de
cuatro grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Tipo de dieta y periodo durante el cual se proporcioné la
dieta a los animales de cada grupo de experimentacion.

Grupo experimental % de lipidos en la dieta propercionada
gestacion Lactancia
BL 25 25
AL 20 20
BL/AL 25 20
AL/BIL. 20 25

Al grupo BL se le proporciond la dieta purificada con 2.5% de lipidos durante el
embarazo y la lactancia, mientras que el grupo AL recibié durante el mismo
periodo una diefa con 20% de lipidos, iscenergética con la dieta del grupo BL
{Tabla 1).

Los grupes BL/AL y AL/BL recibieron la dieta con 20% de lipidos solo durante una
parte del ciclo reproductivo, e! primer grupo la recibid durante la lactancia,
mientras que el segundo solo la recibid durante el embarazo.

Para diferenciar los efectos de ia mayor ingesta energética con los de la mayor
ingesta de lipidos, se incluyd en el estudio un grupo de ratas que recibieron la
dieta AL pero con un consumo de alimento igualado diariamente con el del grupo

BL, a este grupo se le denominé grupo AL-Res.
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2. Registro del consumo de alimento:

Desde el primer dia del embarazo y hasta el dia 14 de fa lactancia, se registrd
diariamente &l consumo de alimento de la rata madre. Cada animal recibid
diariamente 200 g del alimento correspondiente a su grupo de alimentacion y el
dia siguiente, a la misma hora, se colectd e! alimento residual. Ei alimento
consumido se calculd a partir de la diferencia entre el alimento colocado y el

residual.

3. Registro de! peso de la rata madre y de las crias:

A partir del primer dia del embarazo, se registro diariamente el peso corporal de la
rata madre utilizando una bascula electronica OHAUS con sensibilidad de 1g. El
peso de los animales se regislrc’: a la misma hora en la que se les proporcions el
alimento.

El dia del parto, que fue considerado como el primer dia de lactancia, se registré el
peso y numero de crias de cada rata y se ajusté el tamafio de la camada a ocho
crias por rata. A partir del primer dia de ja lactancia se registro diariamente el peso
corporal de la camada utilizande una bascula electrénica OHAUS con sensibilidad
de 0.1g.

4. Obtencién de la muestra de leche:

La leche se colectd entre los dias 12 y 14 de lactancia en las ratas de todos los
grupos de alimentacidn. Para los grupos BL y AL la leche se colectd cada cuatro
horas en seis subgrupos diferentes (seis animales en cada uno) para cada grupo
de alimentacion, iniciando con el primer subgrupo a las 7:.00 AM de un dia y
concluyendo con el sexto subgrupo a la misma hora del dia siguiente. Las ratas de
cada subgrupo fueron ordefiadas una sola vez en todo el periodo de estudio para
eliminar los posibles cambics en fa composicion de la leche ocasionados por la
ordena seriada (10).

Para los animales de los grupos AL/BL, BL/AL y AL-Res se obtuvo una muestra de

leche a las 13:00h en 6 animales por grupo.
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Las ratas madre se separaron de sus crias 4 h antes de ser ordefiadas, después
de este tiempo fueron inyectadas intraperitonealmente con 4 Ul de oxitocina y 5
minutos después fueron anestesiadas por la inyeccién intraperitoneal de
pentobarbital sodico (35 mg/ kg de peso corporal). La leche se obtuvo mediante la
ordefia manual de las regiones mamarias inguinal y pectoral de cada animal. La
leche obtenida de tddas las tetas se mezcld y se almaceno a -20°C hasta su

analisis.

5. Analisis de ta composicion de la leche:

La concentracidon de proteinas, lipidos totales, lactosa y la composicion de los
acidos grasos se determind en todas las muestras de leche.

El contenido de proteinas se cuantificc por el métode de Lowry (61), la
concentracion de lipidos por gravimetria después de la extraccién de los lipidos
con cloroformo: metanol (2:1 viv) (62). El contenide de lactosa se determind
cuantificando la concentracidon de glucosa por el método de glucosa oxidasa,

después de la hidrdlisis enzimatica de la lactosa (63).

6. Determinacion de la produccién lactea:

El volumen de leche producido por las ratas de los cinco grupos experimentales se
determind cuantificando a transferencia de agua tritiada de la madre lactante a las
crias (64). La produccién de leche se analizé en oche animales de cada grupo de
alimentacion entre los dias 12 y 14 de lactancia.

Los valores de produccion de leche en 24 h, junto con los datos de composicién
lactea (seccidn 5), fueron utilizados para calcular la produccidn en 24 h de lipidos,
proteinas y laclosa.

7. Andlisis de la composicion de los acidos grasos:

El tipo de acido graso presente en los triacilgliceroles de la leche y en la grasa de
la carcasa de los animales (6 animales por grupe de alimentacion} se determiné
por cromatografia de gases. Los lipidos de las muestras fueron exiraidos con

cloroformo: metanol (2:1 viv) y fueron transesterificados con metanol para ser
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identificados como ésteres metilicos (65).

Los é4cidos grasos fueron separados en un cromatégrafo de gases Hewlett-
Packard modelo 5890 utilizando una columna capilar de 100 m de longitud y con
CP-Sil 88% como fase estacionaria. Las condiciones de separacion fueron las
siguientes: temperatura del inyector 270°C, temperatura del detector de ionizacion
de flama 300° C, la temperatura inicial de la columna fue de 105°C durante 22
minutas con un incremento posterior de 15°C cada minute hasta alcanzar 230°C
y mantenerla asi durante 15 min.

Se anadio a cada muestra acido margarico {acido heptadecancico) como estandar
interno. Los acidos grasos de las muestras se identificaron por su comparacién
con los tiempos de retencién de estdndares de referencia (Poly Science, llinois
USA).

8. Determinacién de la composicién corporal:

La composicién corporal de la rata madre y de las crias se determind en seis
animales para cada grupo de alimentacion en el primer dia y al dia 14 de
lactancia.

Despues del sacrificio de 1a rata madre y de las crias en una camara de CQ;, los
animates fueron evicerados y se les eliming la piel y la cabeza. Los tejidos
restantes (principalmente masa muscular, dsea y tejido adiposo) fueron
nombrados como la carcasa.

La carcasa de la rata madre y de las crias se peso y se licud por separado con
agua (111 piv). El homogeneizado fue verlido en una charola de aluminio
previamente tarada y se coloct dentro de un horno a 100°C hasta obtener un peso
constante. El material seco se pulverizé finamente con ayuda de un mortero y el
polvo se conservd en frascos de vidrio con tapon de rosca a 4°C, hasta su uso. La
diferencia enlre el peso humedo de la carcasa y el peso del polvo se considerd
como el contenide de agua.

El cantenido de lipidos y nitrogeno se determing en el polvo obtenido de la carcasa
de los animales. El contenide de nitrdgeno se determiné por el método de Kjeldatl

utiizando un destilador y titulador semiautomatico (Tecator modelo 1035) (66). El
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contenido de lipidos totales se determing por gravimetria después de la extraccion
de los lipidos con éter etilico en caliente y a reflujo durante cuatro horas
(Labconco)(66).

9. Determinacion de la sintesis de lipidos en la glandula mamaria:

La sintesis de lipidos se cuantifico in vivo a través de la incorporacién de agua
tritiada en los lipidos de la glandula mamaria en 6 animales de cada grupo de
alimentacion {67).

La cinética de la incorporacion de la marca del agua tritiada en los lipidos de la
glandula mamaria fue establecida midiendo en diferentes grupos de animales (3
animales por grupo) la incorporacion de la marca en los lipidos del tejido durante
15, 30 y 60 minutos después de la administracién del agua tritiada. Para
determinar la lipogénesis en la glandula mamaria en los animales de los cuatro
grupos de alimentacion se eligid un fiempo dentro del intervalo lineal de ta
incorporacion de fa marca en los lipidos tisulares.

Ocho ratas de cada grupo de alimentacion recibieron por inyeccion intraperitoneal
2 mCi de agua tritiada. Después de 60 minutos, los animales se anestesiaron con
la administracion intraperitoneal de pentobarbital sodico (60 mg/ kg de peso
corporal) y se tomé una muestra de sangre arterial para determinar la radiactividad
especifica del agua titiada en el plasma. Los animales se sacrificaron y la
glandula mamaria de las regiones pectorai e inguinal fue disecada y pesada. Los
lipidos del tejido fueron extraidos con el procedimiento descrito por Stansbie (68).
Brevemente, se pesaron por duplicado aproximadamente 0.5 g de glandula
mamaria y se les agregaron 2.5 mL. de KOH 6M y 2.5mL de etanol, los tubos se
mantuvieron a 70°C durante 2h. Los lipidos saponificados se extrajeron 4 veces
con éter de petrdleo. El solvente se evapord a temperatura ambiente bajo la
campana de extraccidn y el contenido de lipidos totales de las muestras se
determind por gravimetria para finalmente delerminar la radiactividad de Ia

muestra en un contador de centelleo liquido (Beckman LS6000).
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10. La actividad de 1a lipoproteina lipasa:

10.1. Preparacion del polvo aceténico:

Después de |a obtencion de la muestra de sangre en los animales utilizados en la
seccién anterior (8 animales por grupo) y antes de su sacrificio, se diseco un
fragmento de la glandula mamaria de aproximadamente 1 gramo. El tejido se
congeld de inmediate en nitrogeno liquido y se mantuvo congelado a -70 °C hasta
su utilizacién. Los tejidos se pulverizaron en un mortero de porcelana, enfriado
con nitrogeno liquide sin descongelar el tejido. El tejido pulverizado se pesd, se
coloco en tubos de ensayo y se le adiciond acetona enfriada a -20 °C. El polvo se
mezcld con la acetona y la mezcla se centrifugd durante 5 minutos a 1800g. Al
término de la centrifugacion se eliminé la acetona y el procedimiento se repitio 3
veces. El polvo obtenido se lavd con 10 mL de éler etilico, se centrifugs en las
mismas condiciones y se decantd cuidadosamente el éter para no resuspender el
polvo, El sedimento se seco al vacio y el polvo oblenido se peso y utilizd para
extraer de él a la enzima.

10.2 Extraccion de la enzima:

La enzima se extrajo del polvo aceidnico utilizando una sotucidn de Tris-HCI
0.05M pH 8 con 1M de etilen glicol. Para eso se adiciond 1mL de Ia solucion por
cada 10 mg de polvo acetdnico y se mantuvo con agitacién constante durante 1 h
en hielo. Transcurrido ese tiempo, la mezcla fue centrifugada a 3,000 X g durante

20 minutos y el sobrenadante fue utilizado como fuente de la enzima.

10.3. Preparacion del sustrato:

Se pesaron 300 mg de trioleina no marcada con 99% de pureza {Sigma), 0.25 mCi
de trioleina tritiada disuelta en tolueno (Dupont) y 18 mg de lecitina (Sigma). E!
tolueno se evapord bajo corriente de nitrdgeno y se adicionaron 5 mbL (6.28 g) de
glicern! (Sigma). La mezcla se emulsificé con la ayuda de un homogeneizador
Polytron (Brinkmann PT3000) durante & minutes & velocidad maxima,
manteniéndola en hielo.

La solucion de trabajo se prepard diariamente mezclando un volumen de ia
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solucion de trioleina concentrada, 4 volumenes de amortiguador Tris-HCI 0.2M, pH
8.0 que contiene 3% de albumina de suero de bovino libre de &cidos grasos y 1
volumen de suero de rata. Este ltimo se obtuvo de ratas en ayunode 24 hy se

calentd a 60°C durante 10 minutos para eliminar su actividad lipolitica.

10.4. Determinacién de la actividad de la lipoproteina lipasa

La actividad de la LPL_se determind por el método descrito por Nilson-Ehle (69).
Se mezclaron 100 pL de fa solucion de sustrato de trabajo con 100 pl del extracto
enzimatico y se incubaron durante 60 minutos a una temperatura de 37 °C. Al
término de la incubacién se afadieron 3.3 mL de una mezcla de metanol-
cloroformo-heptano 1.41:1.25:1 (viviv) y 1 mL de amortiguador de carbonato de
potasio 0.05 M, pH 10.5 conteniendo 0.05 M de borato. La mezcla se agitd
durante 15 segundos y se centrifugd por 15 minutos a 1800 X g.

Un mL de la fase acuosa se coloco en viales de vidrio a los que se afadio 10 mL
de liquido de centetleo y se dstermind la radiactividad utilizande un contador de
centelleo liquido (Beckman LS 6000). Las determinaciones se realizaron por
duplicado.

Previamente a la determinacion de la enzima en la glandula mamaria de las ratas
de los diferentes grupos de dieta, se establecieron en nuestro laboratorio las
condiciones de concentracion de sustrato, pH, concentracién de enzima y tiempo

necesarias para el estudio dptimo de la actividad enzimatica.

11, Captacion de lipidos por la glandula mamaria:

La captacién de lipidos de origen dietético por la glandula mamaria fue evaluada a
través de la incorporacion de los acidos grasos de la tricleina radiactiva,
administrada por via bucal en los lipidos de la glandula mamaria y en la leche
(70.71). Junto a esa incorporacion se valord la oxidacion de los lipidos
determinando la produccion de '“COx,

Las ratas (6 animales por grupo de dieta) recibieron intragastricamente [1-
“Cltrioleina (0.5g, 0.8uCi), no se ulilizé anestésico para la intubacion.

Inmediatamente después, [as ratas y sus crias fueron colocadas en un desecador

26



METODOS

de vidrio conectado a una botella que contenia 30 mL de una solucion saturada de
KOH para absorber ei CO; La Figura 1 muestra esquematicamente el equipo
utilizado para la coleccidén de CO» Se introdujo aire al desecador a una velocidad
de 1L / minuto (Figura 1 A).

E! contenido de la botella (C) se cambid cada hora. Después de 5 h de la
administracién de la dosis de ftricleina, la rata madre se anestesio con la
administracion intraperitoneal de pentobarbital sddico (60mg/ kg de peso corporal).
Después de la toma de muestra de sangre arterial, la rata se sacrifico y se disecd
completamente el tracto gastrointestinal, el higado, el tejido adiposo parametrial y
la glandula mamaria de la rata madre. Las crias fueron sacrificadas con éter
etilico, se diseco el estdbmago y el contenido estomacal {cuajo de leche) fue
separado y pesado. La carcasa de la rata madre y de |as crias se homogeneizd

en agua (1:1 p/v). El tracto gastrointestinal materno se homogeneizo con 150 mL
de acido perclérico al 3%.

(o]

Fig. 1. Sisterna disefiado para caplurar el "“CO; proveniente de la oxidacién de la "*C-trioleina.
A = entrada de aire al sistema. B = desecador donde se coloca a la rata madre con sus crias.

C = recipiente con solucién saturada de KOH. D = recipiente con agua. E = conexion a! vacio.
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Muestras por duplicado de fragmentos (aproximadamente 0.5 g) de la glandula
mamaria, def higado y del tejido adiposo materno, del contenido estomacal de las
crias y alicuotas (aproximadamente 5g) de los homogeneizados del tracio
gastrointestinal y de tas carcasas, fueron utilizadas para la extraccién de lipidos
por el método de Stansbie (68).

Los lipidos extraidos se disolvieron en 10 mL de liquido de centelleo y la
radiactividad se cuantificd para determinar los lipidos marcados acumulados por
los tejidos.

La absorcion de la dosis oral de trioleina se calculd como la diferencia entre la
radiactividad en la dosis administrada y la radiactividad en ios lipidos presentes en
ef tracto gastrointestinal materno después de 5 h de la administracion de ia dosis.
La captacién de los lipidos por los tejidos se expresé como porcentaje de la dosis
absorbida.

E! CO; capturado en la solucidn de hidroxido de potasio fue destilado con acido
sulfurico 2 M y vuelto a capturar en 5 mL de una solucion de etanol amina- etilen
glicol (1:1). Terminada la destilacion se afiadio liquido de centelleo a esta solucién
y se determind la radiactividad en el contador de centelleo.

12. Andlisis estadistico:

Los resultados se expresaron como promedio £ desviacidn estandar. Las series
longitudinales de dalos (peso corporal de la rata madre, ingesta de alimento,
crecimiento de las crias) se analizaron con una prueba de ANQVA de dos vias
seguida de una prueba de Tukey. La composicion y la produccidn tactea, la
lipogénesis y la captacion de lipidos en los cuatro grupos de alimentacion fueron
comparadas utilizando una prueba de ANOVA (72).
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RESULTADOS:

1. La ingesta materna:

La ingesta de alimento de las ratas de los cuatro grupos experimentales se
muestra en la figura 2. La ingesta se increment6 progresivamente durante el
embarazo en todos los grupos. No se encontraron diferencias significativas en el

consumo de alimento durante el embarazo entre los grupos experimentales.

60 +

PSSPV USRS TR VRN TR YN VAN ST SURY SUUR PO ST ST S TR TS U S S S B -
1] R T e e B L e e e B S S ML A s s b S s +—

2 4 6 8 10 12 t4 16 18 20 22 1 3 5 7 9 1N
Embarazo dias Lactancia

[Ze—AL B BL —a—ALBL —%—BLAL |

Figura 2. Consumo de alimento de la rata madre durante el embarazo vy
la lactancia, con una dieta que contiene 20% {AL} 0 2.5% (BL} de lipidos.
AL n= 38. BLn=239, AL/BL n= 22, BL/AL n= 23. Los valores se presentan

como promedio.
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La ingesta de alimento de los animales durante la lactancia se incrementé
notablemente en todos los grupos, en los primeros cinco dias de la lactancia el
consumo de alimento no fue significativamente diferente entre los grupos. A partir
del sexto dia de lactancia, la ingesta de los grupos de ratas que recibieron la
dieta alta en lipidos durante alguna etapa de su ciclo reproductivo (grupo AL,
BL/AL y AL/BL) fue significativamente mayor en comparacion con los animales
que recibieron solamente la dieta con un contenido normal de lipidos (grupo BL).

La ingesta energética de las ratas durante el embarazo y la lactancia se muestra

en la figura 3.

200 —
180 +

160 +

140 4

120

Kcaildia

|
20‘.L::;{%::1:;:%:5:::25;;—:—{:;1:;sa:.’
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 1 3 5 7 9 11
Embarazo DIAS actancia

—e—AlL -B8-BL —a—AL/BL —X—BL/AL

Figura 3. Consumo energético de la rata madre durante el embarazo
y ia factancia, con una dieta que contiene 20% {AL) 0 2.5% (BL}
de lipidos. ALn= 38, BLn=39, AL/BLn= 22, BL/AL n= 23.

Los valores se presentan como promedio.
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La ingesta energélica en todos los grupos presenta los mismos cambios que (a
ingesta total de alimento debido a que las dietas experimentales se prepararon

para mantener la misma densidad energética por gramo de alimento.

2. Cambios circadianos en fa ingesta de alimento:

Para conocer si los animales que reciben los diferentes tipos de dieta presentan
un diferente patrén de consumo de alimento con relacidn a la hora del dia, se
midié en 6 animales del grupo AL y en 6 animales del grupo BL su ingesta de
alimento cada cuatro horas durante 24h. En la figura 4 se muestra el consumo
de alimento cada 4h en los animales de los dos grupos de dieta en el dia de

maxima produccién lactea (dia 12 de lactancia).

gléh

7:00-11:.00 11:00-15:00 15:00-15.00 19:00-23:00
hora det dia

Figura 4. Consumo de alimento cada 4h en el dia 12 de lactancia en los
animales que recibieron la diela con 20% (AL} o con 2.5% de lipidos {(BL). n= 6

Los datos se muestran como promedio + desviacidn estdndar.
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Los animales del grupe AL tuvieron en promedio un consumo de alimento mayor
que el grupo BL en 4 de los & periodos del dia estudiados aunque no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en
ninguno de estos periodos.

En la figura 5 se muestra el consumo de los animales del grupo AL y BL

expresado como porcentaje del alimento total consumido durante el dia,

% consumovidia

7.00-11:00 11:00-15:00 15:00-19:00 19:60-23:00 23:00-3:00 3:00-7:00
hora del dia

RAL GBL

Figura 5. Consumo de alimento en el dia 12 de lactancia en los animales
que recibieron una dieta con 20% (AL) 0 2.5% (BL) de lipidos. Los resultados
se muestran como promedio + desviacion estandar (n=6).
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Los resultados muestran que no hay diferencias en el patrén circadiano de
ingesta del alimento entre el grupo BL y AL. Ambos grupos de animales tuvieron
el periodo de mayor ingesta de alimento entre las 19:00 y las 23:00h del dia, en
este periodo los animales ingirieron del 25 al 30% del total del alimento
consumido durante el dia. En el periodo de obscuridad (19:00-7:00h), los dos
grupos consumieron alrededor del 60% del alimento total ingerido en el dia.

El consumo total de alimento, en el dia en el que se midié el consumo cada 4 h,
no fue diferente al que mostraron los animales un dia antes o un dia después de

fa valoracion.

3. El peso corporal de las crias:
El mayor contenido de lipidos en ia dieta de la madre durante la gestacion no
ocasiond cambios en e! peso de las crias al nacimiento 0 en el nimero de crias

por camada (tabla 3).

Tabla 3. Efectos del contenido de lipidos en la dieta de (a rata madre sobre el
nimero y peso de las crias al nacimiento.

Grupo n Numero de crias al Peso al nacimiento (g}
nacimiento
por camada por cria
AL 24 10.7 £2.3 76.4% 9.2 71407
BL 19 108+27 7791202 75+13

Los resultados se muestran como promedio t la desviacion estandar.

A partir del octavo dia de lactancia, las crias de las ratas que consumieron la

dieta con la mayor concentracion de lipidos durante alguna de las etapas del ciclo
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reproductivc (AL, AL/BL, BL/AL o Al-res) tuvieron un peso corporal

significativamente mayor al de las crias del grupo BL (figura 6, tabla 4).

PE3C {g)

{-+—Al —o—BL —=—Al -RES —+—ALBL —= BUAL |

Figura 6. Peso corporal de 1as crias de ratas alimentadas durante el
embarazo y la lactancia, con una dieta que contiene 20% (AL} 0 2.5%
(BL} de lipidos. AL n= 38, BL n=38, AL/BL n= 22, BL/AL n= 23, AL-Res=9.

Los valores se presentan como promedio.

Al dia 12 de lactancia, el peso corporal de las crias del grupo BL/AL fue 20%
mayor que el de las crias del grupo BL. No se encontraron diferencias
significativas en el peso corporal entre aquellos grupos que recibieron al menos
en una etapa de su ciclo reproductivo el alimento con alta concentracion de
lipidos aungue el peso corporal promedic de las crias fue mayor cuando sus

madres recibieron la dieta AL durante la lactancia.
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Las crias de las ratas que recibieron la dieta con alta concentracion de lipidos
pero cuya ingesta energética fue igualada a la del grupo BL (AL-Res), no
mostraron diferencias significativas en su peso corporal en comparacion con las
ratas que tuvieron ademas de un mayor consumo de lipidos, un mayor consumo

energético (grupo AL).

Tabla 4. Peso corporal de las crias de ratas alimentadas durante el embarazo y
la lactancia una dieta con 2.5% (BL) 0 20%(AL]} de lipidos.

DIA DE LACTANCIA

Grupo n 1 6 12
Peso (g)

AL 38 6.6x 0.8 14.7 + 1.9 27.3 £ 3.4**

BL 39 6.5 £+ 1.3 136 £ 2.0 23.2 + 3.7

Al-res 9 7.1 £ 14 14.7 = 0.9 26.4 £ 1.6**

AL/BL 22 6.6 £ 0.6 i4.0 + 1.5 25.7 + 1.9%*

BL/AL 23 7.0 £ 0.3 15.0 £ 1.0 284 + 2.0**

Los valores se muestran como promedio + la desviacién estdndar. Los promedios que son
significativamente diferentes contra el grupo BL se muestran como **p<0.01.

4. El peso corporal matemo:

El peso corporal de la rata madre durante el embarazo y 1a tactancia en los 5
grupos de animales se muestra en la figura 7. El peso corporal de la rata madre
aumentd progresivamente durante el embarazo en todos los grupos. No se
observaron diferencias significativas en el peso corporal de la madre durante el
embarazo o la lactancia entre los grupos con ia diferente alimentacion, a pesar de
que durante la lactancia, la ingesta energética de las ratas alimentadas con la
dieta AL fue mayor. Las ratas del grupo AL con ingesta igualada al grupo BL
{grupo AL-Res) presentaron una constante disminucién en et peso corporal a

partir del octavo dia de lactancia.
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§. La composicion de la leche:

Los cambios circadianos en la concentracion de los principales macronutrimentos
de la leche se estudié en 36 ratas del grupo AL y en 36 animales del grupo BL. La
concentracion de lipidos, lactosa y proteina en la leche de los animales de ambos

grupos en relacion con la hora del dia, se muestra en la tahla 5.

Tabla 5. Efecto de la hora del dia sobre la composicion de la teche en ratas
lactantes alimentadas con una dieta baja {2.5% BL) o alta (20% AL) en
lipidos.

Al BL
Lipidos  Proteina _ Lactosa Lipidos  Proteina Lactosa
Hora gL g/L

700 13£03 09:02 011001 1.0£01 0901 02200
11:00 1.5+05 1.0+£03 02+001 1201 07+£01 012001
1500 1.4+03 0802 0201 12402 08+01 02:001
19:00 1.4+02 0902 021001 14+05 08x0t 01001
23:00 16001 08+03 0212001 1.4+£04 09502 0101
300 14202 09101 02001 12402 1003 0.1+0.01

Los resultados se muestran como promedio t la desviacién estandar de los valores
obtenidos con seis animales por subgrupo.

No se encontraron diferencias significativas en la concentracién de ninguno de los
macronutrimentos de ia leche con relacion a la hora del dia.

En la tabla 6 se muestra la composicion de la leche obtenida a la 13:00 h en
todos los grupos de dieta. El contenido de lipidos en |a leche de los animales solo

fue significativamente mayor en el grupo AL en comparacion con el grupo BL. No
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se abservaron diferencias en el contenido de proteinas y lactosa entre los grupos

de dieta.

Tabla 6. Concentracion de los principales macronutrimentos en la
leche de ratas alimentadas en el embarazo y/o la lactancia con dietas
con 2.5% o 20% de lipidos.

Lipidos Proteina Lactosa
Grupc n
all

AL 12 1.44 + 0.16" 0.89+0.25 0.16 £ 0.05
BL 12 1.18 £ 0.18 0.85+0.14 0.14 £ 0.05
AL/BL 6 1.08 £ 0.09 097 +0.27 0.191£0.03
BUAL 6 1.25+£0.25 0.90+0.10 0.22 +0.06
Al-res 8 1.37 £+ 0.14 1.03+0.24 0.20 £ 0.05

Los valores se muestran como promedio + la desviacion estandar. Las
diferencias que son estadisticamente diferentes contra el grupo BL se muestran
como: * p<0.405

6. La produccidon de leche:

El volumen de leche y la produccion por 24 h de lipidos, proteinas y lactosa en

leche se muestran en la tabla 7. La produccion de los macronutnimentos de la

leche se calculd utilizando los datos de composicion lactea y los valores de

produccién lactea obtenidos para cada animat.

Las ratas que consumieron a libre demanda la dieta AL durante el embarazo y la

lactancia o solamente durante una etapa de! ciclo reproductivo produjeron un

mayor volumen de leche en comparacion con el grupo BL.
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La produccion diaria de lipidos en la leche fue significativamente mayor en el
grupo AL y BL/AL en comparacion con el grupo BL. La produccion diaria de
lactosa y proteina en la leche fue significativamente mayor en los grupos de
animales que recibieron la dieta alta en lipidos en cualquier momento de su ciclo
reproductivo, en comparacion con el grupo BL. No se presentaron diferencias

significativas en la produccién de lactosa y proteina entre los grupos AL y AL-res.

Tabla 7. Volumen de leche y produccién de lipidos, lactosa y proteinas en la
leche de los animates alimentados con una dieta que contiene 2.5% (BL) o
20% de lipidos (AL).

Produccién por dia

Lipidos Proteina Lactosa Energia
Grupo n Volumen gfdia Kcal/dia
mlL/dia
AL 12 446+59* 65109** 39105 0701 7671101
BL 12 37.5+67 45:08 32108 0.5+01 554+99

AL/BL 6 50273 541x08 4807 09:+01™ 721 105"
BL/AL 6 549132 69+04™ 50x03™ 1201 868651

Al-res 6 372161 5108 40+£07* 07x01™ 648+10.1

Los valores se muestran como promedio t desviacidén estandar (n=6). Los resultados que
son estadisticamente diferentes al grupo BL se muestran como: * p<0.05, ** p<0.01,
***p<0.001

L.a produccion diaria de energia en la leche fue significativamente mayor en los
grupos de ratas que recibieron a libre demanda la dieta Al en cualguier momento

de su ciclo reproductive, en comparacion con el grupo BL.
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7. Composicién de acidos grasos en la dieta y en la leche:
La composicion de los acidos grasos del aceite de maiz utilizado para 1a

preparacion de las dietas se muesira en la figura 8.
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Figura 8. Compaosicién de los dcidos grasos en el aceite de maiz.
Los resultados se muestran como promedio + 1a desviacidn
estandar, n= 6.

En el aceite de maiz, tres cuartas partes de los 4cidos grasos tienen 18
carbonos. El acido hexadecanoico contribuye con una cuarta parte de los acidos
grasos presentes en el aceite de maiz.

La composicion de acidos grasos de la leche obtenida cada 6h en los animales de
los grupos AL y BL se muestra en la tabla 8. En las figuras 8 a la 12 se muestran
graficamente estos resultados.

No se observaron variaciones circadianas en el tipo de acido graso presente en la
teche en el grupo de ratas BL. En el grupo AL el porcentaje de los acidos grasos
de 8, 10 y 12 carbonos aumentd entre las tres y las once de |a mafiana, disminuyo
notablemente para las tres de la tarde y de esta hora hasta las once de la noche
se incrementd nuevamente. Los &cidos grasos de mas de 16 carbonos no

mostraron cambios con relacion a la hora del dia en el grupo AL
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ALIDGS GRASOS
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s

Figura 9. Efecto de la hora del dia en la composicién de los Acidos grasos de 8
a 14 atomos de carbono contenidos en la leche de ratas alimentadas con una
dieta con 2.5% (BL) de lipidos, n=36.
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Figura 10. Efecto de la hora del dia en la composicidn de los 4cidos grasos de
16 a 18 atomos de carbono contenidos en la leche de ratas alimentadas con
una dieta con 2.5% (BL) de lipidos, n=36.
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Figura 11. Efecto de ia hora del dia en la composicién de los acidos grasos de 8
& 14 dlomos de carbono contenidos en la leche de ratas alimentadas con una
dieta con 20% (AL) de lipidos, n=36.
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Figura 12. Efecto de |a hora del dia en la composicién de los dcidos grasos de
16 a 18 atomos de carbono contenidos en ta leche de ratas alimentadas con
una dieta con 20% (AL) de lipidos, n=36.
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La figura 13 muestra los valores promedio de cada acido graso para los cuatio

grupos de animales.
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Figura 13. Composicion de acidos grasos en los lipidos de la leche obtenida de
ratas que recibieron dietas con niveles contrastantes de lipidos durante el
embarazo y la lactancia. Los valores se muestran como promedio + desviacion
estiandar AL n= 36, BL n=38, AL/BL n=6, BL/AL n= 6.

La composicidn de acidos grasos en los lipidos de la leche fue diferente entre los
grupos de alimentacion dependiendo det tipo de dieta que la rata madre recibio
durante |a etapa de lactancia. No se encontraron diferencias entre los grupos BL y
AL/BL o entre los grupos AL y BL/AL.

La leche de aquellos animales que recibieron la dieta con elevado contenido de
lipidos durante la lactancia (grupos AL y BL/AL) muestra un predominic de los
acidos oleico y linoléico que son los mismos que predominan en el aceite de maiz

que se utilizd como fuente de lipidos en la preparacion de las dietas, mientras que

44



RESULTADOQOS

la leche de los animales que recibieron la dieta con bajo contenido de lipidos
durante la lactancia {grupo BL y AL/BL) mostré un predominio de los acidos
grasos con menos de 18 carbonos (CB-C16).

El porcentaje de acidos grasos de 6 a 16 carbonos se sumo y se ulilizé como un
indicador de la sintesis de acidos grasos por la glandula mamaria, mientras que la
suma de los acidos grasos de 18 carbonos se utilizé come un indicador de la

captacion de lipidos por la glandula mamaria (takla 9).

Tabla 9. Porcentaje y secrecion de acidos grasos de cadena media y larga en
la leche de animales lactantes con dietas contrastantes en su contenido de
lipidos.

Secrecién de acidos grasos

gfdia
Grupo % %
Ce-C16 Cc18 Ce-C186 C18
AL 308164 692 +64™ 2004 45104
BL 754153 24652 35%02 112024
AL/BL 76.3+45 23.7+45 4.1+ 02" 13102
BL/AL  27.4%37" 726237 19102 50+02™

Los valores son promedio + desviacién estandar. Las diferencias significativas con el
grupo BL se muestran como: ** p<0.05, ***p<0.001
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La leche de los animales que consumieron !a dieta AL durante la lactancia (AL y
BL/AL) presentd una mayor proporcion de acidos grasos de cadena larga (C18,
C18:1, €C18:2) que los grupos gue recibieron la dieta BL durante el mismo periodo
{BL y AL/BL). En contrasle, estos dltimos grupos presentaron una mayor
proporcion de acidos grasos de cadena media (C6-C14) en comparacion con los
grupos de animales que recibiercn la dieta AL durante la lactancia.

De acuerdo con el analisis de la composicidn de los 4cidos grasos en la leche, en
los animales que consumieron ia dieta AL durante el periodo de lactancia,
alrededor del 70% de los acidos grasos presentes en la leche provienen de la
captacion de los acidos grasos de la circulacion y un 30% de la sintesis de novo
en la glandula mamaria, mientras que para los grupos de ratas que consumieron
ia dieta BL durante la lactancia, esta relacién se invierte y mas del 70% de los
acidos grasos en la leche provienen de la sintesis por la glandula mamaria y el

resto proviene de la captacion de los acidos grasos de la circulacién.

8. La composicion corporal materna:

La composicion corporal de los animales de los diferentes grupos experimentales
determinada el dia de! parto y al dia 14 de la laclancia se muestra en |a tabla 10.
Se observa gque las ratas que recibieron ia dieta AL durante el embarazo, tienen
en el dia 1 de lactancia un porcentaje de lipidos significativamente mayor en
comparacion con las ratas gue recibieron la dieta BL durante et embarazo.

El porcentaje de lipidos en la carcasa de las ratas en el dia 14 de la lactancia no
mostro diferencias significativas entre los grupos. El contenido de grasa corporal
de los grupos BL, AL y AL/BL disminuyo significativamente del dia 1 al dia 14 de
la lactancia. El grupo BL/AL no mostrd diferencias significativas en el contenido

de grasa la carcasa de la madre entre el dia 1 y el 14 de lactancia.
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Tabla 10. Efecto del contenido de lipidos en {a dieta de la rata madre
sobre su composicién corporal al inicio y al dia 14 de lactancia.

Dia 1 Dia 14
Grupo n % Lipidos % Proteina % Lipidos % Proteina
AL 6 59408 192109 3.6 +0.9* 189423
BL 6 451086 198+1.2 321+08* 19.9+ 05
ALIBL & 59+08* 192 +09 41 +09* 20407
BL/AL 6 45+ 086° 198+1.2 44109 195+1.3

Los valores se muestran como promedios + desviacion estandar. Las diferencias
significativas entre el dia 1y 14 de lactancia se muestran como *p<0.05, **p <0.01.
Los valores entre grupos de alimentacion que no comparten superindices son
diferentes p< 0.05

No se encontraron diferencias significativas en el contenido de proteinas en la

carcasa de los animales del dia 1 o del dia 14 de lactancia.

9. La composicion corporal de las crias:

En la tabla 11 se muestra la composicion de la carcasa de las crias de los
diferentes grupos.

Se observa que la concentracidn de lipidos y de proteinas en la carcasa de las
crias al nacimiento no mosird diferencias significativas entre los diferentes
grupos, mientras que en el dia 14 de lactancia las crias cuyas madres recibieron
la dieta con elevado contenido de lipidos al menos durante una parte de su ciclo
reproductivo, tuvieron una concentracion de lipidos en su carcasa

significativamente mayor con relacion a las crias del grupo BL.
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Tabla 11. Efecto del contenido de lipidos en |a dieta de 1a rata madre
durante el embarazo o la lactancia sobre la composicion corporal de las
crias.

Dia 1 Dia 14
Grupo n % lipidos % proteina % lipidos % proteina
AL 6 1.0+£0.2 93104 85104 13.1+08
BL 6 1.0£03 98103 54109 131205
AL/BL 6 1.0+£02 93+04 70£1.1** 139+1.1
BL/AL 6 1.0£03 9.8+03 B7 14" 136 +0.3

Los valores se muestran como promedios t desviacion estandar. Las diferencias
significativas con el grupe BL se muestran como : ***p<0.001

La comparacién de la composicion corporal de las crias los dias 1 y 14 de la
lactancia muestra un aumento significativo de la concentracién de proteinas en

todos los grupos, pero no existen diferencias significativas en la concentracion de

proteina de la carcasa de las crias de la misma edad.

10. La compaosicion de acidos grasos en los lipidos corporales en la rata

madre y de las crias:

La composicion de acidos grasos en la carcasa de la rata madre se muestra en la

figura 14.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales en la

composicion de acidos grasos en los lipidos de la carcasa de la rata madre. En
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todos los grupos predominaron el &cido palmitico, el estedrico, el oleico y el

linoléico.
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Figura 14. Composicion de acidos grases en los lipidos de la carcasa de la rata madre.
Los resultados se muestran como promedio + la desviacidn estandar. n=6.

En la figura 15 se muestra la composicion de acidos grasos en los lipidos del
carcass de las crias de todos los grupos de alimentacidn.

El porcentaje de los acidos grasos con 10, 12, 14 y 16 carbonos fue mayor en fos
lipidos del carcass de las crias cuyas madres recibieron la dieta BL durante la
lactancia en comparacion con el de las crias de los grupos AL y BL/AL, en donde

el porcenlaje de Acidos grasos de 18 carbonos fue mayor.
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Figura 15. Composicién de &cidos grasos en Jos lipidos de fa carcasa de las
crias a los 14 dias de edad.

Los resultados se muestran como promedio + desviacion estandar.

La tabla 12 muestra los resultados cuande los acidos grasos se agrupan en
cadena media y en cadena larga.

E! porcentaje de acidos grasos de cadena media en las ratas que recibieron la
dieta AL durante la lactancia fue significativamente menor y el de los &cidos
grasos de cadena larga mayor, en comparacion con los valores mostrados por los

grupos alimentados con la dieta BL durante la lactancia.
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Tabla 12, Efecto del contenido de lipidos en la dieta de la rata
madre sobre la composicion de acidos grasos en la carcasa
de las crias a los 14 dias de edad.

Porcentaje
Grupo C6-C16 C18-C18:2
AL 31.4+£3.0" 684131~
BL 69.4+43 302167
AL/BL 62736 366139
BL/AL 336147 652152~

Los valores son promedio t desviacion estandar. Las diferencias
estadisticas contra el grupo BL se muestran como: ***p<0.001, n=6.

11. La lipogénesis en la glandula mamaria:

La figura 16 muestra la secuencia de incorporacion del agua tritiada en los lipidos
de fa glandula mamaria en el dia 12 de lactancia en las ratas de los grupos AL y
BL.

La incorporacion de la marca en la glandula mamaria del grupo BL aumenta
rapidamente en los primeros 30 minutos {90 nmoles/g tejido) y se estabiliza
después de este tiempo, mientras que en el grupo AL la incorporacion de la
marca en los lipidos es lenta y su maximo valor (35 nmoles/g tejido) no alcanza
los valores maximos del grupo BL. Se eligié hacer las determinaciones de |a
lipogénesis en la glandula mamaria en todos los grupos experimentales a los 60
minutos para permitir a las ratas del grupo AL tener una incorporaciéon de agua

tritiada en los lipidos de la glandula mamaria que nos permita su cuantificacion,
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Fig. 16 Incomporacién de agua tritiada a los lipidos de la glandula mamaria de las ratas
alimentadas con una dieta con 20% (AL) 0 2.5% de lipidos (BL}, n=3 por punto.

En la tabla 13 se muestra la lipogénesis en la glandula mamaria de los animales

de los grupos AL y BL.

Tabla 13. Efecto del contenido de lipidos en ia dieta de la rata lactante sobre
el contenido y la sintesis de lipidos en la glandula mamaria.

Lipogénesis

Grupo Peso tejido % lipidos pmol 3HZOIhIg pmol 3H;O:’tejido

(9) total
Al 1550 £+1.90 16,19 +501 229+150* 34805 +221.01 *
8L 1523 +236 1903 +876 88.3 £+333 12427 £385.10

Los valores son promedios & desviacion estandar. Las diferencias estadisticas contra el
grupo BL se muestran como: * p<0.053, **p< 0.61, ***p<0.001, n=6.
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Los animales que recibieron la dieta BL tuvieron una lipogénesis
significativamente mayor en comparacion con el grupo AL. No se encontraron

diferencias significativas en el tamafio del tejido © en su contenido de tipidos.

12. Actividad de la lipoproteina lipasa en la glandula mamaria:
El efecto de la concentracion del sustrato, concentracion de proteina, pH y tiempo
sobre la actividad de la lipoproteina lipasa se evalud en experimentos separados

y los resultados se muestran en la figura 17.
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Fig. 17 Actividad de |a lipoproteina tipasa. Efecto de la concentracidon de sustrato, la
concentracion de enzima, pH y tiempo.
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De acuerdo con esos resultados, las condiciones elegidas par fa determinacion de
la enzima fueron pH 8.5 Tris-HCI 0.07M, 1.13 mM de tricleina, 30-200 pg de
proteina y un tiempo de incubacion de 30 minutos.

En la tabla 14 se muestra la actividad de la Lipoproteina lipasa determinada en la

glandula mamaria de los animales de los grupos AL y BL.

Tabla 14. Efecto de la ingesta de una dieta con alto o bajo contenido de
lipidos durante la gestacién y la lactancia de la rata sobre la actividad de
lipoproteina lipasa en la gldndula mamaria.

Actividad de la lipoproteina lipasa

nmol &c. cleico/min/ nmol ac. oleico/min/ rpmol ac. oleico/min/
Grupo n mg proteina mg polvo aceténico tejido total
AL 9 19.6 £+ 7.5 2.87 £ 0.41 ** 7.03 + 91 **
BL 10 16.9 + 4.3 2.19 = 0.43 5.67 + 1.24

Los valores son promedios t+ desviacion estandar. Las diferencias estadisticas contra el
grupo BL se muestran como: **p< 0.01

No se encontraron diferencias entre los grupos en la actividad especifica de la
enzima; sin embargo, la actividad expresada por mg de polvo acetonico o por

tejido total fue significativamente mayor en el grupo AL.

13. Utilizacion materna y transferencia a las crias de 1-"C trioleina
administrada oralmente a la rata madre:
La absorcion de la dosis oral de trioleina marcada fue significativamente mayor en

las ratas con la dieta AL en comparacidn con las ratas de! grupo BL (tabla 15).
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Para corregir las diferencias en la absorcion entre los grupos experimentales,
todos ios resuitados se expresaron como porcentaje de ia dosis absorbida.
La incorporacion de la [1-*C] trioleina en la glanduta mamaria de la rata madre y

su transferencia a las crias se muestra en la tabla 15.

Tabla 15. Efecto del contenido de lipidos en la dieta de la rata lactante sobre la
absorcién y acumutacion en la glandula mamaria de 1a [1-"C] trioleina.

Acumulacién total de ['*C]-lipidos
(% dosis absorbida / tejido total)

Grupo
Absorcion Glandula  Cugjode Carcasa de Cuajo de leche
de la dosis de  mamaria leche las crias + carcass de crias
{"“Cltrioleina
(%)
AL 891173 23B+79 15774 7.1+ 3.5* 22.949.1*
BL 7784103 285176 11052 46+1.8 156 £6.2

Los resultados son promedios * la desviacion estandar, n=6. Las diferencias significativas
entre grupos de dieta se muestran como: * p<0.05

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la acumulacion de
los lipidos radiactivos en la glandula mamaria o en el cuajo de leche obtenido del
estémago de las crias. La acumulacion de la [1-C]-trioleina en el carcass de las
crias fue significativamente mayor en el grupo AL. La suma de la marca radiactiva
transferida a las crias fue significativamente mayor en el grupo de ratas que

recibieron la dieta AL.
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14. La produccién de "CO, y la acumulacion de '“C lipidos en el higado y en
el tejido muscular de la rata madre.

La produccion de '“CQ, durante ias 5 h posteriores a la administracion de la [1-
'C] trioleina en ias ratas que recibieron la dieta AL o BL durante la iaclancia se

muestra en la figura 18.

25 ¢+

% Doiss Absorbida
&

Horas

HAL BBL

Figura 18 Produccién de '*CO,en las ratas alimentadas con dietas con 20% {AL) o
con 2.5% (BL) de lipidos. Las diferencias significativas entre los grupos se muestran

como * p<0.01, n=6

En las ratas pertenecientes al grupo AL, la oxidacién de la [1-*C]tricleina es
mayor desde la primera hora y se obtiene un maximo entre la segunda y la
cuarta hora después de administrar la dosis. A 1a segunda hora existe una

diferencia muy importante entre 0s grupos, las ratas del grupo AL alcanzaron
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un 1.72% +0.5 contra Gnicamente 0.44% + 0.17 en el grupo de ratas BL
{(p<0.001). En este dltimo grupo la oxidacién de la [1-"*Cltrigleina en las
ratas aumenta paulatinamente durante las cinco horas y durante este periodo
no se pudo determinar el tiempo en donde se presenta el maximo de oxidacidn
de la dosis.

En la tabla 16 se muestran los valores acumulados de produccién de “CO,

durante las 5 horas del estudio en los dos grupos de animales.

Tabla 16. Efecto del contenido de lipidos en la dieta de la rata lactante sobre
la produccion de "CO, y la incorporacién de 'C-trioleina en el higado, el
carcass y el tejido adiposo parametrial de la rata lactante.

Acumulacion de '“C-lipidos
{% dosis absorbida / tejido)

Grupo Produccidn de
CO;
{% dosis Tejido adiposo
absorbida) Higado Carcasa parametrial
AL 7132216 3.45+10* 431115 0.13+0.15
BL 3.33+1.49 518+ 20 49217 0.151+0.06

Los resultados se presentan como promedios t la desviacion estandar, n=6. Los valores
gue son estadisticamente diferentes se muestran como * p<0.05, **p<0.01

No se encontraron diferencias entre los grupos en la acumulacion de los lipidos
marcados en la carcasa o en el tgjido adiposo de las ratas madre; sin embargo la
acumulacion de la [1-"*Cltricleina en el higado fue significativamente menor en las

ratas alimentadas con la dieta AL.
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DISCUSION:

Esta investigacion se propuso evaluar los efectos de aumentar el consumo de
lipidos de la rata durante el embarazo y la lactancia sobre la composicion y
produccion lactea y su repercusion en el crecimiento de la cria.  Aunque en fa
literatura existen algunos estudios que analizan el efecto de la dieta sobre la
composicion lactea o sobre el crecimiento de las crias, existen pocos trabajos en
los que se integren estas observaciones. Ademas, es importante mencionar que
los resultados entre las diferentes investigaciones no siempre apuntan hacia la
misma direccion. La diferencia en los resuitados obtenidos, puede radicar en la
forma de modificar el contenido de lipidos en la dieta de la rata. Algunos
investigadores han agregado la grasa, ya sea de origen vegetal ¢ animal a la
dieta no purificada que la rata normalmente come y esto liene como consecuencia
una reduccién en la proporcidn de la proteina y de otros nutrimentos en la dieta
que puede repercutir negativamente en la produccion de leche y en el crecimiento
de las crias {12, 35). Con esta aproximacién ademas, no es posible diferenciar los
efectos del aumento en el consumo especifico de lipidos sobre los del aumento
en la ingesta de energia. Otra diferencia importante, radica en el tiempo durante
el cual se ha proporcionado la diela experimental y ese ha fluctuado entre sdlo
algunos dias durante la lactancia hasta todo el embarazo v la lactancia.

El disefio de nuestro estudio permite evaluar los efectos de aumentar el consumo
de lipidos, controlando la ingestion total de energia, durante un periodo corto
(solo embarazo o lactancia) o durante un periode prolongado (todo el ciclo
reproductivo), sobre el desarrotio de la lactancia.

Las dietas utilizadas en nuestro estudio, fueron disefadas para proporcionar la
misma densidad energétlica por gramo de alimento, pero empleando una cantidad
baja (2.5%) o bien una cantidad mayor (20%) de lipidos. En la literatura, se ha
recomendado para la rata en el periodo de reproduccion o durante la lactancia,
una dieta con 5 a 7% de lipidos (60). El contenido de 2.5% de lipidos en |a dieta
BL, que parece bajo de acuerdo a estas recomendaciones, se eligié basandose

en {a composicion quimica de la dieta que las ratas consumian normalmente en el
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bioterio, por lo tanto las ratas del grupo BL se mantuvieron consumiendo los
niveles de lipidos a los que estaban acostumbradas.

El peso corporal de las crias al nacimiento y su crecimiento durante la lactancia
son buenos indicadores del estado de nutricidn materno. Cuando comparamos el
crecimiento de las crias del grupo BL con el de las crias de ratas alimentadas con
el alimento comercial o con datos reportados en la lileratura utilizando otro
alimento no purificado, no se encontraron diferencias ni en el peso al nacimiento,
ni en el crecimiento de la cria en el periodo posnatal.

La concentracion de 20% de lipidos utilizada para la dieta de! grupo AL es 5
veces mayor a las recomendaciones para roedores en su ciclo reproductivo,
algunos investigadores han utilizado hasta el 50 © el 60% de lipidos en la dieta.
Nosotros elegimos el nivel de 20% por ser el valor mas ampliamente utilizado en

la Witeratura, lo que nos permitid tener un mayor marco de comparacion.

Composicion de la leche:

Los estudios que han evaluado la refacion entre una mayor ingesta de lipidos por
la madre lactante y la composicién de |a leche se han realizado aumentando el
consumo de lipidos de la rata lactante controlando la densidad energética de la
dieta (11,12,20,24) o aumentando el contenido de lipidos en la dieta sin control
del consumo total de energia (21,23,73). Las ratas que reciban alimentos con
elevada densidad energética (dieta de cafeteria) durante el embarazo y la
lactancia produjeron leche con una menor concentracion de proteina pero con
una concentracion de lipidos y una densidad energética mayor que los animales
alimentados con la dieta normal de laboratorio (21). Este disefio no permite
diferenciar los efectos ocasionados por [a mayor ingesta de lipidos de los efectos
provocados por el mayor consumo total de energia. Ademas, la disminucion en la
concentracion de proteinas en la leche de los animales alimentados con la “dieta
de cafeteria” es un reflejo de la disminucién en su consumo de proteinas, el cual
es desplazado por el aumento en la ingestidn de lipidos. Junto con la disminucién

en el consumo de proteina por estas ratas, es probable que el consumo de
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muchos micronutrimentos esté también disminuido y esto puede infiuir en los
cambios observados en la composicidon de la leche.

Otros estudios realizados durante la lactancia en la rata, en donde se ha
mantenido constante (a densidad energetica y se ha aumentado el contenido de
lipidos de [a dieta, han mostrado aumentos discretos, pero no significativos en la
concentracion de lipidos en la leche (20, 21, 24). Este resultado coincide con los
nuestros, ya que no encontramos diferencias en la composicion de la leche
cuando a los animales solo se les proporciond la dieta AL durante |a tactancia.

En nuestro estudio, unicamente la leche de los animales que consumieron la
dieta con un alto contenido de lipidos durante el embarazo y la lactancia, tuvo
una concentracién de lipidos significativamente mayor en relacion con el grupo
BL. Cuando se iguald e! consumo energético del grupo AL con el del grupo BL, la
diferencia en la concentracién de los lipidos en la leche disminuyo, lo que sugiere
que el aumento en la concentracion de los lipidos en la leche mostrada por el
grupo AL, es funcién de la mayor ingesta de lipidos junto con una mayor ingesta
total de energia.

Como ya se mencioné, cuando se proporciond la dieta AL solo durante el periodo
de la lactancia, no se abservaron diferencias en la concentracion de los lipidos de
la leche. Esto sugiere, |a participacion de la acumulacion de las reservas lipidicas
durante la gestacion y de la movilizacion de estas sobre la composicién de la
leche, es decir, solo los animales que tuviercn la posibilidad de acumular mas
reservas lipidicas durante el embarazo (grupo AL) y de movilizarlas en mayor
proporcion durante la lactancia (grupe AL) tuvieron un incremento en la
concentracion de los lipidos en la leche. Et aumento en estos dos factores (dieta
y movilizacion) aumento la disponibilidad de dcidos grasos en la circulacion y por

lo tanto 1a gldndula mamaria aumentd su captacion y su exportacion en la leche.
Composicién de los &cidos grasos de fa leche:

La composicion de los acidos grasos de la leche estd fuertemente influenciada

por el tipo de acido graso y por su cantidad en los lipidos de a dieta de la madre
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lactante (7,8,16,18,20). Los datos obtenidos en nuestro estudio muestran que el
tipo de acidos grasos que recibid la rata madre en su dieta durante la lactancia,
es el principal determinante de la composicién de acidos grasos de la leche, y que
el tipo de dieta proporcionada durante la gestacidon no modifica el tipo de acido
graso presente en la leche. Cuando los acidos grasos no son proporcicnados en
la dieta, la glandula mamaria sintetiza acidos grasos de cadena media ya que
contiene una magquinaria enzimatica para sintetizarios difiere de la de otros
tejidos, ya que posee una hidrolasa de acilticesteres de cadena media
(tioesterasa {l}, que termina la sintesis de los acidos grasos después de que estos
alcanzan de 8 a 14 carbonos de longitud {(29).

Los animales que consumieron la dieta AL durante la lactancia {grupo AL y
BL/AL) secretaron una leche que mostrd predominio de los Aacidos grasos
contenidos en el aceite de maiz utilizado para la preparacion de la dieta (98% de
los acidos grasos constituidos por el acido palmitico, el oléico y el linoléico),
mientras que en los animales que recibieron la dieta con bajo contenido de lipidos
durante la lactancia {grupo BL y AL/BL) la leche mostrd una mayor proporcion

{76%) de acidos grasos de cadena media.

Produccion de leche:

£n los estudios realizados con ratas, la influencia del contenido de lipidos en la
dieta de la madre sobre la preduccion de leche se obtenido a partir de los datos
del crecimiento de las crias, el cual esta fuertemente correlacionado con la
produccidn tactea (74). En nuestro estudio, la produccién de leche no se infirid del
crecimiento de las camadas, sinc que fue determinada a través de la transferencia
de agua tritiada de la madre a las crias.

Los estudios publicados muestran que la produccion de leche de ias ratas obesas
alimentadas con una "diela de cafeteria” durante la lactancia, es 25% menor en
comparaciaon con la produccion de las ratas alimentadas con la dieta habilual baja
en grasa (75). En contraste, cuando las ratas no obesas son alimentadas con una

dieta purificada ailta en lipidos y con niveles adecuados de proleina, o con una
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dieta suplementada con huevos y aceite, producen un mayor volumen de leche
que los animales alimentados con la dieta habitual (20,73). Nuestros resultados
concuerdan con los de estos dltimos y muestran que las ratas alimentadas con
una dieta con 20% de lipidos durante una parte o durante todo el ciclo
reproductivo, pero utilizando niveles adecuados de proteina (24%) aumentan su
produccion de leche en un 33% en comparacion con el grupo control.

El volumen de leche producido por la madre laclante estd en funcidn de la
demanda de leche de la cria, que a su vez depende del tamafio y |a velocidad de
crecimiento de esa. Se ha propuesto que el mecanismo a través del cual la cria
determina la produccion de leche es aumentando {a secrecién de prolactina
como respuesta a un mayor estimulo de succién (76,77). En nuestro estudio, las
crias de los animales que recibieron al menos durante una etapa de su ciclo
reproductivo la dieta AL mostraron un peso corporal mayor desde el séptimo dia
de lactancia, en comparacién con las crias BL, lo que pudo determinar la mayor

produccion de leche por la rata madre.

Crecimiento y composicion corporal de las crias:

La relacion que existe entre el crecimiento de las crias y el contenido de lipidos
en la dieta de la madre lactante ha sido estudiado por otros investigadores y se
han encontrado resultados que sefalan hacia direcciones opuestas. Algunos
autores han mostrado que la ingesta de dietas con elevado contenido de lipidos
durante la lactancia repercute negativamente en el desarrollo de la cria, ya que
conduce a la disminucidn en el crecimiento y a un aumento en la mortalidad de!
recién nacide (58,78-80). Otros autores han mostrado el efecto contrario,
experimentos con ratas lactantes alimentadas con “dieta de cafeleria” (alimentos
con elevado contenido energético como galletas de chocolate y salami) desde el
inicio de la lactancia muestran que la velocidad de crecimiento de la camada es
mayor que la del grupo control que fue alimentade con la dieta estandar de
laboratorio con 2% de lipidos (50). Grigor y Warren no observaron modificaciones

en la ganancia de peso de las crias de ratas lactantes que fueron alimentadas
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durante cuatro dias con una dieta purificada que contenia 20% de aceite de coco
{4.9% de acido laurico), mientras que la administracion de ofra dieta purificada de
composicion similar pero que contenia aceite de cacahuate {mezcla de 46% de
acido oleico y 36% de acido linoléico) aumentd significativamente el crecimiento
de las crias {20).

En nuestro estudio, las crias de las ratas que recibieron la dieta con un elevado
contenido de lipidos al menos durante una parte de su ciclo reproductivo {grupos
AL, AL/BL y BL/AL) tuvieron un mayor crecimientc y un mayor porcentaje de
lipidos corporales en comparacion a las crias del grupo control. Esta diferencia en
el crecimiento de las crias esta directamente relacionada con los cambios en el
volumen y en la composicion de la leche que recibieron, ya que no se detectaron
diferencias en el peso de as crias al nacimiento vy la leche fue la unica fuente de
nutrimentos para !as crias durante la etapa de estudio.

El consumo de la dieta con mayor contenido de lipidos dnicamente durante la
gestacién no ocasiond cémbios en el peso o en la composicidon corporal de las
crias al nacimiento, ya que el feto utiliza la glucosa y no los lipidos como la
fuente principal de energia para su desarrollo (81). Resultados de otros
investigadares coinciden con los nuestros ya que demuestran que el contenido de
lipidos en la dieta de la madre no tiene ningun efecto en la deposicion de lipidos
en el feto de la rata a pesar de que se presente un aumento importante en la
disposicién de triacilgliceroles circulantes por el consumo de la dieta alta en
lipidos (82).

La mayor ingesta de lipidos por |a rata madre durante la lactancia mostré una
mayor influencia sobre el crecimiento de las crias que la movilizacion de las
reservas adiposas maternas. Las crias del grupo que consumio la dieta alta en
lipidos durante la lactancia (BL/AL} mostraron pesos mayores que las crias de las
madres que recibieron la dieta con mayor contenido de lipidos durante el
embarazo (AL/BL).

Et mayor crecimiento observado en las crias AL es consistente con el mayor

volumen y la mayor concentracion de lipidos de la leche de sus madres, sin
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embargo, se desconoce el o los factores que inician el crecimiento acelerado de
las crias AL.

El peso corporal y la compasicion de la carcasa de las crias AL y BL fue similar al
nacimiento y su peso corporal permanecid en valores comparables hasta el dia 6
posparto. Es posible que la composicion de la leche del grupo AL haya
presentado una mayor densidad energética desde etapas muy tempranas de la
lactancia y que esto influenciara el mayor crecimiento de ias crias.

La mayor produccion de leche y el mayor contenido de lipidos en la leche del
grupo de animales que recibieron la dieta con elevado contenido de lipidos
durante el embarazo y la lactancia, puede explicar el mayor crecimiento de fas
crias AL, sin embargo, las ratas madre del grupo AL-Res no presentaron
diferencias en la produccion diaria de lipidos en la leche en comparacion con el
grupo control, y aun asi, las crias AL-Res mostraron un peso corporat similar al de
las crias del grupo AL.

Las diferencias en el crecimiento entre las crias del grupo AL-Res y las del grupo
BL, puede explicarse con base en la diferente composicion de los &cidos grasos
de la leche. Se ha mostrado que la ingesta de dietas con elevado contenido de
lipidos modifica el tipo de acidos grasos de la leche de la rata, aumentando la
proporcidn de los acidos grasos de cadena larga (provenientes de dieta) a
expensas de la disminucion en el porcentaje de Acidos grasos de cadena media
(provenientes de la sintesis de novo) (83).

El catabolismo de los acidos grasos de cadena media es diferente al de los acidos
grasos de cadena larga (58). Los 4cidos grasos de cadena media liberados de los
triacilgliceroles presentes en la dieta no son reesterificados en las células del
intestino y son transportados directamente via el sistema porta al higado en
donde scn oxidados a cuerpos cetdnicos o hasta CO, Par lo tanto, los acidos
grasos de cadena media son principalmente utilizados para la obtencion de
energia y son incorporados en forma menos efectiva en los triacilglicerales del

tejido adiposo. Lo opuesto ocurre con los &cidos grasos de cadena larga.
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Estas diferencias en el metabolismo de los acidos grasos de cadenas media y
larga pueden ser importantes en el control de la cantidad de lipidos que son
depositados en el tejido adiposo de las crias ya que, como se sefald
anteriormente, la alimentacion de las ratas adultas con dietas ricas en &cidos
grasos de cadena media, resulta en una menor acumulacion de lipidos en el tejido
adiposo (56,57).

L os resultados de la composicidn corporal obtenidas en nuestro estudio cainciden
con lo anterior, y muestran que las crias de las ratas que recibieron la dieta AL
durante cualquiera de ias dos etapas del ciclo reproductivo y cuyas madres
produjeron una leche con una mayor proporcion de acidos grasos de cadena
larga, tuvieron un mayor contenide de lipidos en su carcasa el dia 14 de lactancia
en comparacion con las crias de las ratas que nunca recibieron esa dieta y en
cuya leche predominaban los dcidos grasos de cadena media.

La composicién de Yos acidos grasos en la leche de la rata madre tuvo ademas,
repercusiones importantes en la composicion de los acidos grasos de la carcasa
de las crias. Las ratas AL/BL que produjeron una leche con una alta proporcion
de acidos grasos de cadena media tuvieron crias que en su carcasa presentaron
un mayor porcentaje de acidos grasos de cadena media. Se desconoce la
importancia que pueda lener para el desarrollo posterior de las crias que en su
composicién corporal predominen los acidos grasos de cadena media sobre los
acidos grasos de cadena targa. Parece entonces interesante estudiar el desarrollo
de las crias de las ratas alimentadas con dietas con un elevado contenido de
lipidos para conocer la repercusidn a largo plazo de la ingesta de esta dieta.

El mayor peso corporal que muestran las crias de las ratas que recibieron al
menos durante una parte de su ciclo reproductivo (AL, AL/BL o BL/AL) la diela
con 20% de lipidos no es sindnimo de un mejor crecimiento, ya que en la
ganancia de peso predoming la acumulacion de grasa con una cantidad constante
de proteina. Guo y Jeng mostraron que las crias de ratas alimentadas con 40% de

lipidos tenian niveles mas altos de glucosa y de triacilgliceroles en sangre que las
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crias del grupe control, lo que puede representar factores de riesgo para gue en
la vida adulta desarroilen cbesidad, diabetes o arteriosclerosis (84).

Et aumento en el almacenamiento de grasa corporal puede ser el resuitado de un
aumente en el namero de células, de un aumento en el tamafio de ias céiulas
existentes o una combinacidén de estos dos factores (53,85). Martin y Herbein
mostraron gue las crias recién nacidas de ratas alimentadas durante la gestacion
con una dieta con 60% de lipidos, tenian el mismo ntimero de células en el tejido
adiposo que las crias de ratas alimentadas con una dieta control con 5% de
lipidos. Tres semanas después del nacimiento, las crias del grupo con 60% de
lipidos tenian una mayor cantidad de grasa corporal y un mayor numero de
células que las crias de las ratas control {86). En nuestro estudioc no
determinamos si el aumento de contenido de lipidos en la carcasa de las ratas AL
estaba relacionado con un mayor nimero © con un mayor tamanio de los

adipocitos.

Metabolismo de lipides en la glandula mamaria y su relacién con el tipo de
dieta:

La glandula mamaria de la rata alimentada con una dieta normal de laboratorio
{80% de carbohidratos y 4% de lipidos), sintetiza a partir de glucosa alrededor del
50% de los lipidos de la leche (87). La oira mitad proviene de |la captacion y
reesterificacion, por el tejido mamario, de los &cidos grasos presentes en la
sangre. Con el consumo de digtas con elevado contenido de lipidos durante la
lactancia, la glandula mamaria disminuye la lipogénesis (34,35).

El anadlisis de la composicién de fos acidos grasos en la leche de nuestros
animales mosird que el consumo durante la lactancia de la dieta con mayor
contenido de lipidos disminuy6 en un 50% la proporcidn de los acidos grasos de
cadena media que son sintetizados en 1a glandula mamaria, mientras que
aumentd la proporcion de fos acidos grasos provenientes de la dieta. Estos

resultados sugieren que el consumo de la dieta con AL ocasiona que la glandula
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mamaria capte una mayor cantidad de los lipidos circulantes y se disminuya la
lipogénesis.

Se ha reconocido que la acetil-CoA carboxilasa es la enzima que limita la
veldcidad de sintesis de los acidos grasos, su actividad puede estar disminuida
en los animales alimentados con 1a dieta alta en lipidos ya que los derivados de
CoA de los acidos grasos de cadena larga inhiben su actividad, Ademas, el
aumento en la oxidacidn de los acidos grasos ocasionada por un aumento en los
niveles de Acidos grasos por el consumo de la dieta alta en lipidos puede
aumentar la relacion acetil-CoA/CoA y |la del NADH/NAD, inhibiendo a !a piruvato
deshidrogenasa y bloqueando la conversion de piruvato a acetil-CoA.

La lipoproteina lipasa se ha descrito como la enzima clave para la captacion por
los tejidos extrahepaticos de los acidos grasos contenidos en los triacilgliceroles
de la sangre, y en nuestro estudio fue utilizada como un indicador de la captacion
de triacilgliceroles por la glandula mamaria {38).

La determinacién de la actividad de la lipoproteina lipasa y de la sintesis de
lipidos en la glandula mamaria de nuestras ratas confirma lo sugerido por el
analisis de la composicion de acidos grasos en la leche, ya que, en la glandula
mamaria de los animales alimentados con la dieta rica en lipidos habia mas
triacilgliceroles en circulacion y el incremento observado en la actividad de la
lipoproteina lipasa facilito su transporte hacia el interior del lactocito lo que
ocasiond una reduccion en la sintesis de acidos grasos.

La actividad de la lipoproteina lipasa en la glandula mamaria y en el tejide
adiposo se modifica dependiendo de la disposicion de alimento por el animal y de
la etapa fisiologica (39,43,88). Existe poca informacion que muestre que la
concentracion de lipidos en la dieta con la que es alimentada la madre lactante
modifique la actividad de la LPL en la glandula mamaria. En un estudio en
hombres, se mostrd que la alimentacién durante 6 semanas con una dieta rica en
lipidos produjo un aumento en la actividad de la lipoproteina lipasa en el plasma
(89).
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Nuestros resultados mostraron que en el grupo de ratas alimentadas con la dieta

AL existio una mayor concentracion de acidos grasos de cadena larga en la leche

y una mayor captacidn de la trioleina radiactiva de la dosis oral por la glandula

mamaria y una mayor transferencia de la marca a las crias aunque la actividad

especifica de la lipoproteina lipasa no fue diferente entre los grupos. Esta

aparente diferencia entre los indicadores de captacion de lipidos estudiados

puede explicarse de la siguiente manera:

1

2)

3)

La alimentacion con la dieta con mayor contenido de lipidos aumento la
concentracion de acidos grasos no esterificados en el plasma (89) lo que
ocasiond un aumento en |a proporcion de los écidos grasos captados por la
glandula mamaria de estos animales (90).

La dieta no indujo un aumento adicional en la actividad de la lipoproteina
lipasa ya que el aumento producido al iniciarse ta laclancia (38,39) y el
aumento en el flujo sanguineo hacia la gldndula mamaria durante esta etapa
(87) permitieron que este tejido captara los 4acidos grasos de los
triacilgliceroles circulantes, atn cuando su concentracion se incrementd por el
aumento en el consumo de lipidos.

Que exista una distribucién de la lipoproteina lipasa intra y extracelularmente
diferente entre el grupo AL y BL. La enzima presente en la superficie luminal
del endotelio vascular que permite la captacion de los acilgliceroles circulantes
esta aumentada en la glandula mamaria del grupo AL, mientras que la forma
intracelular (forma no activa) predomina en el grupe BL (91,92). Esta
redistribucion no modifica la concentracion total de enzima.

En nuestro estudio se midié la actlividad total de la enzima en el tejido y no se
realizd ningun intento de diferenciar la actividad de la enzima presente en la

superficie endotelial ¢ en intracelularmente.

Consumo y compaosicién corporal materna:

Para distinguir el efecto de! mayor consumo de lipidos por ia madre lactante sobre

el desarrollo de la lactancia del de o de los efectos producidos por el mayor
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consumo de energia, se alimentaron durante el ciclo reproductivo dos grupos de

animales con dos dietas isoenergéticas con niveles contrastantes de lipidos.

Esperabamos que el consumo de alimento {en gramos) no fuera diferente entre

los dos grupos de dietas, sin embargo, observamos que los animales que

recibieron la dieta AL consumieron mas alimento durante la lactancia en
comparacion con los que recibieron la dieta BL. La hiperfagia de las ratas AL
puede tener varias explicaciones:

1. La rata tenia preferencia por los alimentos ricos en grasa. Al analizar el
consumo de los animales de los dos grupos de dieta durante el periodo pre-
embarazo y durante el embarazo, no se encontraron diferencias en el consumo
de alimento que sugirieran una mayor preferencia por la dieta AL.

2. La mayor velocidad de crecimiento de las crias y el mayor volumen de leche
producido por las ratas AL imponen mayores demandas energéticas en este

grupo de ratas que son cubiertas por un mayor consumo de alimento.

Durante el embarazo, la madre deposita grasa corporal (48), la cual es
movilizada durante la lactancia para apoyar ia produccion de leche, aun a pesar
del aumento importante en la ingesla de alimento (87). La magnitud de la grasa
corporal movilizada durante la lactancia estd en relaciéon con la cantidad de
lipidos acumulados al finalizar el embarazo (50). En nuestro estudio las ratas que
recibieron la dieta AL durante el embarazo iniciaron la lactancia con un 30% mas
de grasa corporal que las ratas BL y al término de 1a lactancia el grupo AL mostrd
una pérdida de lipidos corporales 80% mayor en comparacidn con las ratas que

recibieron la dieta BL durante el embarazo.

Comparacién de los hallazgos en los animales con los de los humanos:
Se debe ser muy cauteloso cuando se usan los hallazgos experimentales de una
especie para hacer predicciones con relacion al control de la fisiologia o del

metabolismo en otras.
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La rata ha sido utilizada ampliamente como modelo experimental para el estudio
de la fisiologia y las adaptaciones metabdlicas del organismo materno durante la
lactancia. En comparacion con el humano, la rata produce una leche con un
mayor contenido de lipidos y proteinas y un menor contenido de lactosa, ademas,
produce de 115 a 140 mi de leche por kilogramo de peso corporal, mientras que
el humano produce entre 12 y 23 mlkg de peso (15). Esto significa que las
demandas nutricionales de la lactancia son muche mayores en la rata que en el
humano y por lo tanto es de esperarse que las modificaciones en la dieta
muestren efectos mas pronunciados en la composicion y la produccion de la teche
en la rata.

En estudios con roedores se ha demostrado ampliamente que parte de los lipidos
requeridos por la glandula mamaria para la sintesis de la leche son
proporcionados por la movilizacion de las reservas acumuladas durante el
embarazo en el igjido adiposo. Por ofra parte, se ha establecido que el consumo
de una dieta con elevado contenido de lipidos esta relacionado en muchas
especies con el aumento de peso y de grasa corporal (93).

En nuestro estudio, las ratas que recibieron la dieta rica en lipidos almacenaron
mas grasa corporal durante el embarazo, misma que movilizaron durante la
lactancia, quedando al final de! ciclo reproductive con una composicidn corporal
similar a la de la rata no embarazada no lactante. En los humanos parece que
esta situacién no se repite, ya que en la mayoria de los estudios, |la velocidad de
pérdida de peso y los cambios en la composicién corporal materna ne son
diferentes entre mujeres no lactantes y lactantes (24,95).

La evidencia epidemioldgica en humanos sugiere que exisle una relacion directa
entre la cantidad de grasa consumida en la dieta y el grado de obesidad (96). A
diferencia de las ratas madre alimentadas con la dieta rica en lipidos, que
terminaron su ciclo reproductivo sin modificaciones en su composicion corporal,
las crias alimentadas por estas ratas resultaron obesas al final del periodo de
lactancia ya que tuvieron 60% mas grasa corporal que las crias del grupo control,

El aumento en la cantidad de lipidos circulantes ocasionado por el mayor
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contenido de lipidos en la leche que recibieron las crias AL, pudo aumentar el
deposito de lipidos en los adipocitos presentes al nacimiento, ocasionando el
aumento en el tamafo de las células. Si estas crias continuaran recibiendc una
dieta con un elevado contenido de lipidos, el nimerc de adipocitios podria
aumentar y contribuir al aimacenamiento de una cantidad adicional de lipidos que
finalmente conduce al desarrollc de la obesidad. Como lo mostraron Faust y
Hirsch quienes observaron que la sobrealimentacion de la rata desde su
nacimiento repercute en un mayor peso corporal, en una mayor masa grasa y en
el aumento tanto en el numero como en el tamafio de los adipocitos en la rata
adulta, Estos autores concluyen y gque el numero de las células adiposas no esta
determinado al nacimiento (97).

Knittle y colaboradores han mostrade que los nifios obesos no difieren, al
nacimiento, ni en el numero, ni en el tamafo de las células en su tejido adiposo
con los nifios no obesos. Sin embarge despues de 10s dos afos de edad, tanto el
namero como el tamaiio de los adipocitos es mayor en los nifios con diagnéstico
de obesidad (98). Se ha mostrado también que la sobre alimentacion y el
establecimiento de ia obesidad en la edad temprana estan refacionados con la
presencia de obesidad y de arteriosclerosis en la vida adulta (99,100).
Actualmente, algunos organismos de salud en los Estados Unidos sugieren la
reduccion en el consumo de energia y de lipidos por la poblaciéon americana,
Aunque estas recomendaciones excluyen a las mujeres embarazadas a las
mujeres lactantes y a los nifios mencres de dos afos (101).

En humanos no se ha encontrado ninguna asociacion entre la alimentacidon con
feche humana y el desarrollo de la obesidad en el adulto, En general, los estudios
indican que los nifios alimentados al seno materno tienen menos grasa corporal

que los alimentados con férmula (102).
En resumen nuestros resultados muestran varios hallazgos importantes.

1. Es posible aumentar la concentracion de lipidos y el volumen de leche

producido por las ratas solamente si se aumenta el consumo de lipidos
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durante todo el cicio reproductivo, puesto que la alimentacion con la dieta con
elevado contenido de lipidos solo durante una etapa del ciclo reproductivo no
modifico la composicién de la leche aunque si aumenté el volumen de leche.
Los cambios en la produccion de leche ocasionados por la manipulacidn de la
dieta de la rata madre repercutieron en el crecimiento de las crias, ya que las
crias de las ratas que recibieron al menos en una etapa de su ciclo
reproductivo la dieta con elevado contenido de lipidos tuvieron un peso
corporal mayor que aguellas cuyas madres nunca recibieron la dieta AL.

La mayor concentracion de lipidos en la leche de! grupo AL se alcanzé gracias
a un aumento en |a captacién de los lipidos circulantes. En esas condiciones la

sintesis de tipidos en la glandula mamaria disminuy6 de manera importante.
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CONCLUSIONES:

1. Las ratas alimentadas con una dieta con un elevado contenido de lipidos
durante el embarazo y la lactancia produjeron un mayor voiumen de leche
con una mayor concentracion de lipidos que aquellos animales gue nunca
ingirieron esa dieta.

2. Los animales que ingirieron la dieta alta en lipidos solo durante el embarazo
o solo durante la lactancia no mostraron cambios 'significativos en la
composicion de su leche, pero el volumen de leche producido fue
significativamente mayor que el del grupo control, ‘

3. El crecimiento de las crias fue significativamente mayor en aquellas cuyas
madres ingirieron la dieta con elevado contenido de lipidos durante alguna
etapa del ciclo reproductivo.

4, Las crias de las ratas que recibieron la dieta AL durante alguna parte de su
ciclo reproductivo tuvieron un mayor porcentaje de lipidos y un porcentaje
similar de proteinas en relacién con las crias del grupo BL. Se desconoce el
efecto en su desarrollo en la vida adulta de estos cambios en la
composicidn corporal en el inicic de la vida.

b.La mayor captacién de lipidos de origen dietario en los animales
alimentados con la dieta AL estd acompanada por fa disminucién en la

lipogénesis en la glandula mamaria.
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