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RESUMEN

Se ha demostrado que ias ratas alimentadas con una dieta con elevado
contenido de lipidos durante e! embarazo y la lactancia producen un mayor
volumen de leche, con un mayor contenido de lipidos que las ratas
alimentadas con la dieta habitual baja en lipidos. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar los efectos de proporcionar, desde la gestacion y
durante la lactancia, una dieta con elevado contenido de lipidos,
isoenergética con la dieta habitual de la rata, sobre la captacion de lipidos
por la glandula mamaria.

Ratas Sprague-Dawley de 12 semanas adaptadas por dos semanas a3 una
dieta purificada {(BL), se aparearon con machos de Ia misma cepa y el
primer dia de gestacién, se asignaron aleatoriamente a uno de dos grupos
de dieta. El grupo BL recibid una dieta con 2.5 % de lipidos, mientras que
el grupo AL {con dieta alta en lipidos) recibié una dieta con 20 % de
lipidos. Ef consumo de alimento, el peso de las ratas madre y el peso de la
camada se registraron cada tercer dia. Entre el dia 12 y 14 de lactancia las
ratas recibieron una carga intragdstrica de [1-"*Cltrioleina (0.5g, 0.8uCil, a
la mitad de los animales de cada grupo de alimentacidn se les retird el
alimento durante el experimento. La oxidacién de la dosis de M- trioleina,
su incorporacién a la gidndula mamaria, el tejido adiposo, el higado y la
carcasa materna, y su transferencia a las crias, se determind 5 h después
de la dosis. La actividad de la lipoproteina lipasa (LPL} se determind en la
glandula mamaria.

La absorcidn de la dosis de trioleina fue significativamente mayor en los
animales alimentados con la dieta AL que en los animales BL. La oxidacidn
de "C trioleina fue mayor en las ratas del grupc AL a partir de la primera
hora después de !a dosis, la maxima incorporacion de la marca en CO, se
presenté a la tercera hora en el grupo AL. La produccién acumulada de
“cO, a las 5h fue significativamente mayor en el grupo de ratas
alimentadas con la dieta AL en relacidon al grupo BL. La incorporacién de
lipidos marcados en el higado y en el suero fue significativamente menor
en las ratas AL en comparacién con las BL {3.218+0.46 vs 4.6756+1.83,
p<0.01; 0.133+0.02 vs 0.178+0.09, p<0.05). La transferencia de la
dosis de tricteina a las crias fue mayor en el grupe AL en comparacion con
el control (26.37+5.75 vs 19.156+4.93, p<0.05). La dosis de trioleina
acumulada en GM vy la dosis transferida a las crias fue significativamente
mayor en las ratas a las que se les proporciond alimento durante las 5 h en
ambos grupos. La actividad de la LPL fue significativamente mayor en las
ratas AL que recibieron alimento durante el experimento en comparacién
con las ratas AL ayuno y con los dos grupos de ratas BL.

La captacién de lipidos por la gidndula mamaria y su transferencia a las
crias es mayor en los animales alimentados con una dieta con elevado
contenido de lipidos, lo cual concuerda con el mayor crecimiento de las
crias. La LPL parece no ser el (nico mecanismo para que la glandula
mamaria pueda utilizar los lipidos circulantes.



1. ANTECEDENTES

La lactancia es un proceso notable durante el cual el organismo materno
sintetiza leche que puede mantener totalmente el desarrollo y crecimiento de
la cria.

La importancia de la lactancia radica en que los recién nacidos se nutren con
leche materna, hasta que son capaces de ingerir alimentos soligos, reduciendo
asi el riesgo a enfermedades infecciosas y alergias {96). La leche posee una
elevada densidad energética y un equilibrio de nutrientes que satisface las
necesidades de los recién nacidos y les permite un crecimiento adecuado
(81,99,101). La leche ademds, es un importante vehiculo para transferir
inmunoglobulinas, enzimas, hormonas, agentes anti-inflamatorios y en algunos
casos factores no especificos (lisozima, folato, lactoperoxidasa) que
interfieren con el desarrollo bacteriano ¢ potencian la actividad inmune de
anticuerpos.

El cuerpo materno se prepara para la lactancia a partir del primer dia de
embarazo, periodo en el cual la madre acumula reservas energéticas,
principalmente grasa en el tejido adiposo, el higado y la carcasa {401, que son
movilizadas durante la lactancia para contribuir a la preduccién de la leche un

elevado valor energético {72,13,38).




1.1. Estructura de la glandula mamaria.

La gidndula mamaria es un Grgano que se origina en el ectodermo embrionario
{4], en la mayoria de las especies consta de una teta, un sisterna de
conductos, [6bulos y lobulillos de tejido secretor.

Los l6bulos estdn separados por hojas de tejido conjuntivo en el cual corren
vasos sanguineos, linfaticos y nervios (28). Los I6bulos estan formados por
jobulillos y estos por acinos o alveolos (5). De cada alveolo sale un conducte
que se une a otros conductos cercanos fokmando conductos tubulares més
grandes Hamados conductos lactiferos (5), los sistemas de conductos
conectan a los alvéeclos con el pezén (88}, Un poco antes de que los
conductos lactiferos penetren al pezdn, -estos presentan dilataciones que se
conocen con el nombre de senés lactiferos, cada conducto lactifero
desemboca en su propio poro en el exterior del pezdn {Fig. 1) {28,88).

La inervacién de !os ISbulos es muy rica y proviene de los nervios
intercostales, siendo el mas importante el cuarto nervio intercostal que provee
de inervacién aferente y eferente al pezdn. La irrigacién estad dada en mayor
parte por la arteria mamaria lateral, rama de !a subclavica y en menor
proporcién por la mamaria interna, rama epigdstrica. El plexo linfatico es
abundante de vasos linfaticos que drenan a la giéndula mamaria (28). La rata
tiene seis pares de glandulas mamarias: tres pares toracicos, dos inguinales y
un abdominal. Las glandulas toracicas son irrigadas por ramas de arterias y

venas de la tordcica interna, la epigéstrica y la craneal, ademdas de vasos



cervicales superficiales a los que llegan ramas de los vasos torécicos, a los
cuales se les unen ramas cuténeas laterales de los intercostales. Las gidndulas
abdominales e inguinales reciben sangre de ja arteria epigastrica superficial,
de las arterias pudenda externa superficial y profunda, y en ocasiones de la
rama iliaca de 1a arteria ilio-lumbar y de las ramas cutdneas laterales de las
arterias frénico-abdominales. La inervacién es por fibras procedentes de
distintos nervios: cutaneos taterales del tercer jumbar al tercer toréacico,

espermdatico externo y ramas cutdneas ventrales de los intercostales (81},

Célula miocpicelial
Arterioia .
Alveolo

CElulas
alveolores

Luche

Ducto licteo

Fig.1. Estructura de un agregado de alveolos en la gldandula mamaria
(En: Stanbenfeldt GH.,1992).

La unidad secretora fundamental en la gtandula mamaria son los alveolos, que

son pequefias evaginaciones vasculares que se forman desde el ducto alveolar




(28,88). Los alveolos estdn compuestos por tres tipos de células: las primeras
células se localizan en la luz del alveolo y se llaman superficiales 6 laminares,
a estas les sigue una capa de células mds claras denominadas principales 6
basales, rodeadas de células mioepiteliales (5}, también conocidas como
células “en canasta”. Las células mioepiteliales tienen capacidad contractil, su
contraccion permite el vaciamiento del contenido alveolar a la luz de los
conductos lactiferos durante el reflejo de eyeccién de la leche {28]. Los
conductos lactiferos estin también envueltos por células mioepiteliales, tanto

en sentido transversal como longitudinal (81).

1.2. Desarrollo de la glandula mamaria.
El desarrollo y funcién de la glandula mamaria comprende diferentes etapas:
mamogénesis, lactancia ({lactogénesis y eyeccién ldctea) y regresion 6

involucion.

1.2.1. Mamogénesis.

Se caracteriza por el desarrollo de la glandula mamaria, que se inicia en la
etapa fetal y se encuentra bajo control genético y endacrino (88).

En un periodo posterior a la fertilizacién se puede observar a las células
ectodérmicas mamarias apiladas en una linea extendida desde la base de la
axila a la regién inguinal {25), conocida como linea mamaria o zona mamaria,

dando origen a yemas mamarias {81). Estas yemas mamarias se modifican



pasando de tener forma aplanada a una forma esférica (B1), y penetran en el
mesénquima produciendo un primordio primario definitivo, que se ramifica
configurando los primordios que serén mas tarde los ldbulos (97). En los
humanos la invasién de las yemas mamarias en el mesénquima se realiza en
un sélo sitic, formandose de 15 a 25 I6bulos, de los cuales de 10 a 15 son
funcionales y el resto aparecen como vestigios (28).

Entre e! nacimiento y la pubertad, el subsecuente crecimiento de la glandula
mamaria depende de la duracidn del ciclo reproductivo de la especie. Cuando
el ciclo es relativamente corto, como en el caso de la rata, el desarrollo de la
gtdndula es limitado a la maxima extensién del sistema ductal (16). Tras la
pubertad, el desarralio de la mama se encuentra bajo influjo de hormonas del
ovario, estrdgenos y progesterona, junto con la somatotrofina, Ié insulina y 1a
prolactina (81,101). En este periodo aumenta el crecimiento de las yemas, el
numero de ramificaciones laterales y de los extremos terminales en los brotes

{secundarios y terciarios) transformarse en alveolos.

1.2.2. Lactancia.

La lactancia es la fase final de! ciclo reproductivo de los mamiferos {16),
durante este periodo se da la sintesis y la liberacién de leche por las células
epiteliales del alveolo, para sustentar a la progenie durante el periodo neonatal

{101). La lactancia se caracteriza por un aumento en la demanda de sustratos



por la gldndula mamaria para sintetizar los constituyentes de la leche (lactosa,
lipidos y proteinas).

La primera fase de la lactancia es el proceso denominado lactogénesis, el cual
se define como el inicio de la secrecidén de leche, procesc en el cual se da la
sintesis de los constituyentes de la leche dentro de las células alveolares y su
paso al lumen alveolar {16).

En las primeras horas posteriores al parto, las células alveolares llegan a
desarrollar una citologia semejante a las céiulas exdcrinas, en la base de la
célula se puede observar una gran cantidad de ribosomas libres, que son
remplazados por membranas del reticulo endopldsmico rugosa, 1as cuales son
evidentes 48 horas después. En este tiempo el epitelio alveolar adquiere una
forma cuboidal e incrementa su actividad secretora, la cual puede iniciarse
con la repentina disminucién o cese de la liberacién de progesterona (16) y
con la evacuacién de ios productos que forman el calostro (81). |

Ei al_veolo se distiende en presencia de la leche, el epitelio se hace flacido vy se
distorsiona, la contraccién de las células mioepiteliales ayudan a la propulsidn
de la leche (eyeccion lactea) desde el lumen alveolar hasta los ductos y senos
(28), donde la leche se encuentra bajo presién y disponible para la succion
{16). El ritmo de secrecién de la leche es alto cuando la presién en los
conductos y alveolos alcanza un nivel muy bajo, a medida que la presién

aumenta e! ritmo de produccion disminuye (90},



El mantenimiento de la secrecién lictea depende del estimulo mecénico de la
succion recibido en las terminaciones nerviosas del pezdn, ef cual produce
impulsos nerviosos que llegan a {a médula espinal, siguen la via
espinotalamica hasta el mesencéfalo donde es posible que se bifurquen
siguiendo dos rutas separadas hasta las dreas del hipotdlamo, determinando
asi la liberacion de prolactina, oxitocina y de la hormona de crecimiento

{5,81,83).

1.2.3. Involucién.

Cuando el estimulo de succién es detenido totalmente, la presién retrograda
de la leche dentro de los alveolos inhibe graduaimente la secrecién de leche,
dando lugar a ta fase de regresion de células alveolares y de fos conductos
pequefios. Esta fase coincide con la presencia de una gran cantidad de
lisosomas y de su actividad autofdgica. Dentro de pocos dias el resto de la

leche contenida en el lumen alveolar y en los ductos es reabsorbida (28,88).

1.3. Control hormonal del desarrollo de la gldndula mamaria.
Los cambios hoermonales que intervienen en el desarrolio y funcicnamiento de
la glandula mamaria, presentes antes del parto y durante 1a lactancia (Fig. 2),

son similares entre las especies.
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CONDUCTOS ATROFICOS

/

estragenos + GH +
esteroides
adrenales

SECRECION CRECIMIENTO DE
DE LECHE LOS CONDUCTOS
estrdgenas + progesterona +
PRL + esteroides PRL + GH + esteroides
adrenales adrenales

CRECIMIENT( 1.OBULO-ALVEOLAR

Fig.2. Hormonas relacionadas con el desarrolio de la glandula mamaria y
con la secrecién de leche (En: Stanbenfeldt GH.,1992).

Los estrogenos junto con la hormona de crecimiento y los esteroides
adrenales son fos responsables de la proliferacién del sistemna de conductos -
(5); el crecimiento de los alveolos en las terminales de los conductos
necesitan ademds, de estas hormonas, progesterona y prolactina (16,88,90}.
En el ratén también se encuentra implicado el factor de crecimiento
epidérmico en el desarrdilo de la glandula mamaria {65).

La prolactina {PRL) se produce en células especificas de la porcidn anterior de
la hipdfisis llamadas Iaclét:ofos, su produccién se debe al efecto supresor de

la accién tdnica del factor de la inhibicidn de la prolactina (P.I.LF.} vy a un

T



factor ¢ factores, uno de estos es la hormona tirotrépica, la cual
probablemente facilita su produccion {5). La prolactina actia sobre receptores
especificos de membrana en las células de! epitelio glandular, promoviendo la
sintesis intracelular de la leche y su transporte del interior de la célula a la luz
alveolar (5,16). Por otro lado, la profactina junto con 1os glucocorticoides
estan involucrados en la transcripcion de el ARN mensajero {(mARN} necesario
para la sintesis de 1a caseina {16). Cuando existe ausencia de prolactina la
produccion de leche disminuye hasta un 50 %, pero cuando la hormona de
crecimiento {GH) es neutralizada, al mismo tiempo, la secrecién de leche es
detenida completamente {7).

La hormona de crecimiento (GH) es liberada por la hipdfisis durante la
succién. Se ha demostrado que la actividad de la GH tiene un efecto
mamogénico, porque estimula de manera significativa el desarrollo de
estructuras alveolares {21}, ademds participa en el transporte de iones vy
favorece la captacién de metabolitos por la gldnduta mamaria (7,16). La GH es
importante en e} mantenimiento de la produccidén y de la secrecion de lipidos
por la glanduta mamaria {23,84). La neutralizacién de la GH reduce
potencialmente la lipogénesis y la captacion de acidos grasos por la glandula
mamaria, mientras que tiene un efecto contrario en el tejido adiposo (7}.

La oxitocina se produce en los nicleos supradptico y paraventricular del
hipotadlamo, es atmacenada en la hipéfisis y es liberada a la circulacién cuando

la hipdfisis recibe el estimulo producido par la succidn. La cantidad de

12



oxitocina secretada por dfa es determinada por la duracién de la succién (80).
La oxitocina se combina con receptores especificos sobre las células
mioepiteliales que rodean al alveolo (60,61) y produce la contraccién de estas
células, expulsando 1a leche de los alveolos hacia el sistema de conguctos 8
través del cual fluye a las cisternas de fa mama y del pezén (16,81},

La insulina, secretada por Ias. células beta en el pancreas, juega un importante
papel en la mamogénesis, debido a que interviene en la proliferacion de
conductos, durante el embarazo participa en la diferenciacién de las células
principales y de las mioepiteliales {5). En la lactancia, la insulina es esencial en
el mantenimiento o la sobrevivencia de las células alveolares {16). Estimula el
transporte de glucosa a través de las membranas en la glandula mamaria,
proporcionando el sustrato disponible para la sintesis de lipidos {35). También
se ha propuesto que la insulina es importante en la regulacién de la captacién
de lipidos y de la actividad de la lipoproteina lipasa (LPL) en la glandula
mamaria, lo cual se demostré al analizar la deficiencia de insulina y la
deficiencia de insulina y prolactina en ratas lactantes {17,18,68); la deficiencia
de insulina, provoca una disminucién en la captacién de trioleina marcada
administrada intragéstricamente y en la actividad de LPL en tejido mamario,
estos cambios son mas drasticos cuando la deficiencia es de insulina y

prolactina.
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1.4. Sintesis de leche.

La sintesis de leche en la gldndula mamaria cambia marcadamente durante el

periodo de lactancia, incrementa dramdticamente en la primera parte de la

lactancia y disminuye gradualmente después del periodo de méxima

produccién lactea (63}, esta etapa se presenta en las ratas entre el dia 10 y

14 de lactancia .

Durante la lactancia la gldndula mamaria capta de la circulacién: glucosa,

aminodcidos y 4&cidos grasos no esterificados, para la sintesis de los

componentes de la leche (101).

Se han definido cinco vias especificas (Fig. 3}, que actdan paralelamente, para

la sintesis y secrecion de fa fteche en la gldndula mamaria. Estas vias

transforman a precursores derivados de la sangre y a precursores internos en

constituyentes de la leche,

+« Mecanismo | (Exocitosis): Las micelas de caseina, las proteinas, el calcio, el
fosfato y el citrato son empaquetados en vesiculas secretoras (51). Estas
vesiculas se mueven hacia el apice de la célula, se fusionan con la
membrana celular y liberan su contenido hacia la luz alveolar por exocitosis
{60,59].

s Mecanismo W (Sintesis y secrecibn de lipidos): Los triacilgliceroles
sintetizados en el citosol y en el reticulo endoplasmico liso, coalescen en

vacuolas y se dingen al apice de la célula, ahi son envueltos por una
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porcidn de la membrana apical y son separados de la célula como glébulos
de grasa {8,38,59,60).

*» Mecanismo lli {Secrecién de iones y agua): El sodio, el potasio y el agua
atraviesan la membrana libremente. El agua lo hace de acuerdo a un
gradiente osmdtico impuesto por la lactosa. Los electrolitos se mueven bajo
su gradiente electroguimico (59,60).

* Mecanismo IV (Secrecién de inmunoglobulinas): La inmunoglobulina A {IgA}
y otras proteinas se unen a un receptor especifico en la membrana
basolateral de la cétula. El receptor y la inmunoglobulina son internados en
vesiculas endociticas pare ser transportadas hacia la membrana apical y ser

F excretadas al lumen alveolar {(31,59,60).

* Mecanismo V (Via paracelular): se designa como mecanismo paracelular
porque involucra el paso entre las paredes laterales de las células
epiteliales. A través de esta ruta se transportan células, proteinas
plasmaticas y sodio. Durante el embarazo las uniones paracelulares
herméticas se encuentran separadas y se cierran progresivamente hacia el
final del embarazo vy el principio de -Ia lactancia (47,59,60).

La sintesis de leche esta determinada por la capacidad y el nimero de células

secretoras, el nimero de células esta Ii.gado a factores genéticos, mientras

que la capacidad de cada una estd influenciada por factores externos, tales

como la alimentacién y las condiciones climaticas (90).
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VIAS TRANSCELULARES VIA PARACELULAR
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Fig. 3. Vias de sintesis y secrecién de leche por la célula epitelial mamaria
(En Neville MC, Allen JC. and Watters C. 1983).

1.4.1. Lipidos.

Los lipidos son la principal fuente de energia para el recién nacido {15,40) y
son esenciales para su crecimiento debido a que proporcionan los 4cidos
grasos necesarios para el desarrollo del cerebro, forman parte integral de las
membranas celulares y son el vehiculo para transportar vitaminas y hormonas
liposolubles (36,98).

Los lipidos son el componente més variable en la leche, su concentracion y

composicién varfa entre individuos, dependiendo de factores como ia
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alimentacién, la duracion de la gestacién, la etapa de lactancia y la hora de!
dia (3,32,35,36.60,701).

Los lipidos de la leche se encuentran contenidos en los glébulos de grasa
formados por membranas tridimensionales compuestas por fosfolipidos,
colestero! y proteinas {98,44). Entre el 37 vy el 99 % de los lipidos contenidos
en estos glébulos son triacilgliceroles (15,32,36,44,70), los cuales
proporcionan entre el 40 al 50 % de la energia 1otal de la leche 134,61}).

Los acidos grasos de los triacilgliceroles de ia leche provienen de la circulacion
o de 1a sintesis en la gidndula mamaria {30,44,58,67,101}.

Los acidos grasos de cadena corta con menos de 8 carbonos), especialmente
butirico y hexanoico, son tomados directamente de la circulacién o
sintetizados a partir de p-hidroxibutirato (61). Los &cidos grasos de cadena
media (C8-14) son sintetizados en la gtdndula mamaria, a partir de glucosa,
acetato, lactato y algunos aminodacidos (27,32,70,100}. Los 4cidos grasos de
cadena larga {2 C16), saturados e insaturados, provienen de la dieta o de I3
movilizacion de tos acidos grasos del tejido adiposo. La composicién de los

acidos grasos en la leche varia con la especie y el tipo de dieta {30,32.61).

1.4.1.1. Captacién de los lipidos circulantes y la actividad de la LPL.
Durante la lactancia, los 4cidos grasos de cadena larga, provenientes de la
dieta y de la movilizacién de los &4cidos grasos del tejido adiposo (32), son

transportados hacia la glandula mamaria en los quilomicrones y en las
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lipoproteinas de muy baja densidad {VLDL) {81,102). La lipoproteina lipasa
{LPL) presente en el endotelio capilar mamario, convierte a los triacilgliceroles
de las lipoproteinas circulantes en acidos grasos libres, diacitgliceroles y en 2-
monoacilgliceroles {34}, que son transportados hacia el interior del factocito y
convertidos nuevamente en triacilgliceroles {32,33,83).

La lipoproteina lipasa es la enzima que se ha descrito como clave para permitir
la captacion de lipidos por los tejidos. Es una proteina, de 55-kDa, sintetizada
por células del parénquima en varios tejidos y es transportada a su sitio de
accién en el endotelio vascular donde cataliza la hidrélisis de los
triacilgliceroles de los quilomicrones y de las VLDL para que los productes de
la hidrélisis puedan ser captados por los tejidos {16,34,49,61,92). La elevada
actividad de la LPL durante !a lactancia en la gidndula mamaria (61,67} y su
baja actividad en el tejido adiposo, permiten dirigir a los lipidos circulantes
preferentemente hacia Ja glandula mamaria para la formacidn de leche

(37.49,105).

1.4.1.2. Regulacitn de la actividad de LPL.

La actividad de LPL en los tejidos puede cambiar rapidamente bajo diferentes
condiciones fisiolégicas (37), tal es el caso de los cambios que se presentan
en el tejido adiposo y en la gidndula mamaria durante la gestacion y la
lactancia. La actividad de la LPL en el 1ejido adiposo es elevada en la

gestacién, sin embargo, al final de este periodo la actividad de la enzima
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disminuye significativamente en el tejido adiposo al mismo tiempo en que 13
actividad de la LPL en glandula mamaria aumenta (37,49,69,83}.

Se ha propuesio la participaci6én de algunas hormonas, como la prolactina

(PRL} ¥ la insulina en {a regulaci-o;f de la actividad de la LPL {17,18,68,83,84).
Existe amplia evidencia de que la prolactina participa en la regulacién de la
actividad de LPL en la glandula mamaria. La concentracién de esta hormona
aumenta en respuesta al estimulo de succién. En ratas lactantes
hipofisectomizadas, la actividad de la LPL en la gldndula mamaria disminuye
en las primeras 6 h después de la operacidén, mientras que la actividad de la
enzima en el tejido adiposo aumenta. Al inyectar a estas ratas prolactina, la
actividad de la enzima en la gldndula mamaria aumenta hasta alcanzar sus
valores normales y disminuye en el tejido adiposo (105). En ratas tratadas con
bromocriptina {inhibidor de la secrecién de prolactina), la actividad de la LPL
en gldndula mamaria disminuye (7), restableciéndose la actividad de 1a enzima
al administrar prolactina.

La separacidn de las crias de la rata madre ocasiona la disminucidn en los
niveles de PRL y de la actividad de la LPL en la gldndula mamaria. Algunas
evidencias experimentales han sugerido que la prolactina no es la unica
hormona que controla la actividad de !a LPL en gtdndula mamaria. El sellado
de las tetas de ratas lactantes, que permite la succién pero no la salida de
leche disminuye hasta en un 50 % la actividad de la LPL en la glandula

mamaria sin cambios en la concentracién de la PRL circulante. E! ayuno por
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24 h en ratas lactantes disminuye la sintesis de la leche y la actividad de la
LPL en Ja glandula mamaria sin que se presenten modificaciones en I3
concentracién en sangre de la PRL (68).

La insulina es otra de las hormonas que pueden estar involucradas en la
regulacion de ta actividad de la LPL en la glandula mamaria. La actividad de la
lipoproteina lipasa en la gldndula mamaria es estimulada por la insulina cuando
la secreciéon de PRL es inhibida por bromocriptina {17}. La deficiencia de
insulina inducida por estreptozotocina disminuye la actividad de la LPL en la
glandula mamaria. La deficiencia paralela de PRL e insulina causa un cambio
mas dramatico en fa actividad de la enzima. El remplazo de insulina a ratas
deficientes de insulina o de insulina y prolactina restablece la actividad de la

LPL en la glanduta mamaria {18).

1.4.1.3. Sintesis de dcidos grasos.

Los 4cidos grasos de cadena media presentes en la leche provienen de la
sintesis de novo en ja glandula mamaria utilizando a la glucosa como el
principal sustrato lipogénico (Fig. 4).

La glucosa dentro de la gldndula mamaria:

1) Es convertida en acetil-coenzima A {CoA)} proporcionando las unidades de

carbono para la sintesis de los 4cidos grasos.
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2) Es convertida a ribulosa-5-fosfato por la ruta del acido 6-P-glucdnico,
contribuyendo a ia formacién de NADPH necesario para la sintesis de dcidos
grasos {75},

3} Es transferida a gliceraldehido-3-fosfato en la glucélisis, el cual puede ser
convertido a glicerol-3-fosfato y utilizado para §a sintesis de triacilgliceroles
(60).

En el citosol de células mamarias, la glucosa es fosforilada y convertida a
piruvato por la glucdlisis. Dentro de la mitocondria el piruvato es oxidado por
la enzima piruvato deshidrogenasa a acetil-CoA. La aceti-CoA se une con
oxalacetato en el primer paso del ciclo de Krebs para formar citrato, el cual es
transportado al citosol y convertido a acetil-CoA por la enzima ATP citrato
liasa. La conversion de acetil-CoA a malonil-CoA es el paso limitante en la
biosintesis de Acidos grasos y es catalizado por la enzima acetil-CoA
carboxilasa en presencia de ATP. Después de la formacién de malonil-CoA, la
sintetasa de JAcidos grasos cataliza una secuencia de siete reacciones,. cada
reaccion adiciona dos carbonos derivados del malonil-CoA para la enlogacién
de la cadena. Cada ciclo requiere dos moléculas de NADPH (50,60,61,103).
En el higado y en el tejido adiposo, cuando la cadena del dcido graso recién
sintetizado, alcanza un tamano de 16 carbonos 0 mas, la sintesis es terminada
por la tioesterasa i. Esta parte integral del sistema de la sintetasa de los
dcidos grasos termina la sintesis del acido graso retirando la molécula final de

su sitic de unién con la enzima. En el citosol de las células epiteliales
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mamarias en animales no rumiantes, la sintesis de acidos grasos es detenida
por la tigesterasa I, después de que la cadena de &acido graso alcanza una

longitud de 8 a 14 carbonos {35,61,8b).

Glucosa Glicerol Acidos grasos
\ l Acetato
AN

e I

4 lHexucinasa I
Fi Glicerol-3-P + Acil CoA —

m—— yADPHsT.;’ G-6-P

o / &
! Acido graso

¥ rer

Ribulpsa-5-PO,

|Foslolrucm-

cinasa-1 Malanil CoA
F-1,6-PB " .
) TIAcem-Coa carboxilasa |
Acetil CoA
i ido-3-P
Giliceraldehido-3 / Tma]
* Acetato Citrato
Piruvato
1
* / MITOCONDRIA
Piruvato Piruvato .
\Deshidrogenasa /C:tram
Acetil-CoA
Fig.4. Sintesis de lipidos en ‘a glandula mamaria {En Neville MC. and
Picciano MF. 1997).
1.4.1.4. Regulacion de la lipogénesis.
La regulacién a corto plazo de la lipogénesis en la gldndula mamaria es
compleja y varia en respuesta al estade hormonal y nutricional del animal, de
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manera fisioldgica (2). Entre los miitiples mecanismos de control podria
incluirse la regulacién de fa transcripcién del ADN para formar ARN mensajero
vy la subsecuente traduccidn a enzimas especificas de la sintesis de lipidos
(53).

La acetil-CoA carboxilasa y la piruvato deshidrogenasa (PDH) son enzimas
clave y sitios de regulacidén de la lipogénesis (7). La acetil-CoA carboxilasa
existe como un mondémero que presenta muy baja actividad, y como un
polimero con una elevada actividad. El citrato aumenta marcadamente la
polimerazacidn de la enzima causando un aumento en su actividad. Por otra
parte los acil CoA de cadena larga [principalmente palmitoitCoA}, productos
de la sintesis de &cidos grasos, favorecen la disociacidn de la enzima hacia su
forma menos activa. -

La acetil-CoA carboxilasa es ademds regulada por ciclos de fosforilacidn-
defosforilacién. La fosforilacibn de la enzima causa su inactivacidn
(38,46,93).

Existen varios ejemplos de la reguiacion a corto ptazo de la lipogénesis en la
glandula mamaria. La sintesis de lipidos en la glandula mamaria disminuye
rapidamente al someter a un periodo de ayuno a la rata madre lactante que
coincide con un aumento en la fosforilacion de la acetil-CoA carboxilasa
(56,61,79). También !a administracién de triacilgliceroles, asi como el
consumo de dietas con un elevado contenido de lipidos, disminuye l2

lipogénesis mamaria y aumenta la fosforilacion de la enzima (2,79,87). En
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cultivos de células secretoras de ratas alimentadas con una dieta alta en
lipidos, la insulina puede aumentar la actividad de la acetil-CoA carboxilasa a
través de aumentar la defosforitacién de la enzima (57).

La piruvato deshidrogenasa también es controlada a través de su estado de
fosforilacién, se encuentra en forma activa (defosforilada) e inactiva
{fosforilada} (100,103). En la regulacién de la piruvato deshidrogenasa cinasa
estan involucrados cuatro factores: la concentracién de piruvato y las
relaciones ATP/ADP, acetil-CoA/CoA y NADH/NAD®. Elevados valores de
estas relaciones activan la cinasa e inhiben a la piruvato deshidrogenasa (71}.
En acinis de ratas alimentadas con dieta de cafeteria {alimentos con elevado
contenido energético) se presenta una depresién en la actividad de la piruvato

deshidrogenasa {1}.

1.4.1.5. Influencia de la dieta sobre la composicidn de los lipidos de la leche.
La dieta controla la sintesis de los acidos grasos y de los triglicéridos de la
leche, modulando la sintesis o la actividad de las enzimas que intervienen en
su sintesis, aumentando la disponibilidad de cofactores {dc. pantoténico,
biotina) o influenciando la concentracion de hormonas que inducen la sintesis
de atgunas de las enzimas lipogénicas (34}.

Existen variaciones en la proporcion de los &cidos grasos de la leche,
ocasionadas por cambios en el contenido y composicién de los lipidos de la

dieta. Estudios en humanos y animales han mostrado que al proporcionar una
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dieta con aito contenido de carbohidratos y un bajo contenido de lipidos, Ia
proporcién de Acidos grasos de cadena media en la leche aumenta (35,101},
Cuando se proporciona a la madre, una dieta con elevado contenido de lipidos
o se le administra una carga intragastrica de lipidos, que resulta en la
constante liberacién de quilomicrones a la circulacién {66,91), se tiene como
resultado una disminucién en la lipogénesis en la gldndula mamaria que
repercute en la disminucidn en la proporcidn de los dcidos grasos de cadena
media en la leche y en el aumento en la proporcién de 4cidos grasos de

cadena larga provenientes de la dieta (1,2,13,30,32,35,54,57,87,100,101).

1.4.2. Proteinas.

Las proteinas de la leche son sintetizadas en la glandula mamaria a partir de
ios aminoéacidos tomados de la circulacidn (16}, los cuales provienen
principalmente de la dieta y de la movilizacién de proteinas corporales {95). La
glandula mamaria puede sintetizar también aminoédcidos no esenciales a partir
de glucosa y de acetato (81).

La a-lactoalbimina, es una proteina con funcién catalitica y nutricional, puede
contribuir hasta con el 30 % de las proteinas de la leche {95). Esta proteina se
encuentra presente en la leche de todas las especies que secretan lactosa,
debido a que actua como cofactor en el proceso de sintesis de {actosa.

La lactoferrina es una proteina que une hierro y que actla como bactericida y

como agente bacteriostético (60).
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La a y P-caseina, son pioteinas lineales que contienen una gran proporcion de
residuos de prolina. Una de los extremos terminales de cada una de estas
moléculas tiene una gran cantidad de grupos carboxilo y fosfato cargados
negativamente, lo que permite que interactuen con calcio para formar micelas
{60).

La secuencia de la sintesis de proteinas en Ja célula epitelial mamaria incluye
la replicacién de ADN, la transcripcién del ADN para formar el mARN y la
traduccion del mARN para la formacidn final de la proteina. El producto inicial
derivado de la traduccién del mARN de la caseina y la latoalbumina contiene
una secuencia extra de 16 a 18 aminoacidos en el extremo N-terminal que se
ha denominado péptido serial. Esta proteina es procesada en el reticulo
endoplasmico en donde se remuve el péptido serial y se afaden residuos de
oligosacéridos ricos €n manosa. Una vez que la proteina es modificada es
transferida al sistema de Golgi, en donde toma lugar la fosforilacion de las
proteinas y la formacién de micelas de caseina. Las proteinas envueltas en
vesiculas secretoras migran a la membrana apical de la célula y son

secretadas por exocitosis (81},

1.4.3. Lactosa.

La lactosa es el principal carbohidrato en la leche humana, es un disacarido

de glucosa y galactosa, sintetizado solo en los mamiferos (62,90,100).
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Una parte de la glucosa que entra a la glandula mamaria se dirige al Aparato
de Golgi donde es combinada con UDP-galactosa para formar lactosa,
reaccién catalizada por el complejo de la lactosa sintetasa (62). El complejo de
la lactosa sintetasa consiste en dos componentes, la enzima galactosil
transferasa y la parte reguladora que es la a-lactoalbimina. La galactosi!
transferasa cataliza la transferencia de los grupos galactosil de la UDP-
galactosa a los carbohidratos de las glicoproteinas. La unidén de la o-
lactoalbimina a la galactosil transferasa aumenta la afinidad de la enzima por

la glucosa, permitiendo que la sintesis de tactosa ocurra {16,60).

1.5. Cambios en el metabolismo materno durante la lactancia.

Durante la lactancia el cuerpo materno sufre una serie de cambios en el

metabolismo de varios tejidos con el fin de proporcionar los substratos

necesarios por la glandula mamaria para la sintesis de leche, entre estos
cambios se encuentran:

1. La hipertrofia del higado, que estd acompafiada por cambios en la actividad
de las enzimas que intervienen en el metabolismo de carbohidratos vy tipidos
(100,101}). El higado convierte una gran proporcién de &cidos grasos de
cadena larga provenientes de la dieta en lipidos esterificados y disminuye 1a
proporcién que es convertida en cuerpos cetdnicos, con el fin de
proposcionar lipidos a la gldndula mamaria en el inmediato estado post-

absortivo (101,104).
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2. La hipertrofia dei intestino deigado que acompaiada por la hiperplasia de la
mucosa intestinal, aumenta la capacidad absortiva del intestino (100,101).
3.El aumento en la movilizacién de los lipidos acumulados durante la
gestacién y ia disminucién en la sintesis y captacion de lipidos en el tejido
adiposo, tienen como resultado que menos glucosa y triacilgliceroles sean
captados por el tejido adiposo vy mas acidos grasos no esterificados vy
glicerol sean liberados a la circulacién para ser captados por la glandula

mamaria (52).

4. Et aumento en el consumo de alimento es en funcién del requerimiento de
energia asociado con la sintesis de leche. En general los animales con una
elevada produccién de leche tienden a comer mas alimento (22}, en el caso
de ias ratas, estas llegan a triplicar su ¢consumo calérico durante la lactancia

{55},
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2. JUSTIFICACION.

Estudios previos han mostrado que el consumo de una dieta con elevado
contenido de lipidos durante la lactancia, repercute en una mayor
concentracion de lipidos en la leche y en un mayor crecimiento de las crias
en la rata {20,41). El anédlisis de [a composicién de &dcidos grasos en la
teche y ta medicién de la lipogénesis en la glandula mamaria, muestra que
la sintesis de lipidos en este tejido es menor en los animales alimentados
con la dieta con elevado contenido de lipidos. Se desconoce el efecto de el
consumo de esta dieta sobre la captacidn de los lipidos de origen dietario y

la actividad de ia lipoproieina lipasa en la glandula mamaria.
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3. OBJETIVOS.

3.1. OBJETIVO GENERAL:
Determinar los efectos de proporcionar a la rata, desde la gestacién y
durante Ja lactancia, una dieta isoenergética pero con etevado contenido de

lipidos sobre la captacién de lipidos por la gldndula mamaria.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Comparar la actividad de la lipoproteina lipasa en ia glandula mamaria de
las ratas alimentadas durante e! embarazo y la lactancia con dietas con
niveles contrastantes de lipidos.

2. Evaluar la captacion de una dosis de C-trioleina por la glandula
mamaria y su transferencia a las crias de ratas alimentadas durante el

embarazo y 1a lactancia con dietas con niveles contrastantes de lipidos.
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4. HIPOTESIS:

La actividad de la lipoproteina lipasa, la captacién de la %C-trioleina en la
glandula mamaria y su transferencia a las crias ser§d mayor en las ratas

alimentadas con ia dieta alta en lipidos.
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5. MATERIAL Y METODO.

5.1. Animales:

Se utilizaron 50 ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley con doce semanas
de edad, obtenidas del bioterio del Centro Médico Nacional siglo XXI del
Instituto Mexicano del Seguro Social.

Las ratas fueron alimentadas a libre demanda con alimento comercial
{Laboratory rodent diet, PM| Feeds Inc, St Louis MO, USA.) y mantenidas a
temperatura de 22°C con ciclos de luz-oscuridad de 12 h. A ias 12 semanas
de edad, las ratas con un peso corporal entre 220 y 280 gramos se adaptaron
durante un periodo de dos semanas a una dieta purificada (dieta BL), cuya
composicién porcentual de nutrimentos fue similar a la dieta comercial que se
les proporcionaba anteriormente (25 % de proteina, 61.5 % de hidratos de
carbono y 2.5 % de lipidos). A las 14 semanas de edad las ratas con un peso
entre 220 y 280 gramos se aparearon con machos de la misma cepa por el
método de trios (9.

Se determind el primer dia de gestacién por la presencia de espermatozoides
en la citologia vaginal (Anexo 1}, ese dia las ratas fueron transferidas a jaulas
individuales y asignadas aleatoriamente a dos grupos para recibir una de dos
tipos de dieta {Tabla 1). El difa de parto se consider6 como el primer dia de

lactancia.
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El grupo de ratas alimentadas con fa dieta baja en lipidos {BL}, grupo control,
se les proporciond dur_ante todo el periodo de gestacién y la lactancia, la
misma dieta purificada (2.5 % de lipidos) que recibieron durante el periodo de
adaptacién, esta dieta es isoenergética a la dieta habitual de la rata.

£l grupo de ratas alimentadas con la dieta alta en lipidos {AL}, recibi6 desde el
inicio de la gestacién y durante la lactancia una dieta con 20 % de lipidos

idieta AL), la cual fue isoproteica e isoenergética con la dieta BL.

Tabla 1. Composicién de las dietas.

Dieta BL Dieta AL

Componentes de la dieta ' (a/Kg) (9/Kg)
Caseina ! 284.0 284.0
Glucosa ‘ 308.0 110.0
Almiddn 308.0 110.0
Celulosa 38.7 259.7
Metionina 3.0 3.0
Minerales : 26.1 26.1
Vitaminas 3 10.0 10.0 1
Lipidos 22.2 197.2

1.-Caseinato de calcio (Biotecnologia y Nutricién, S.A. de C. V.) cada 100g contienen: proteinas B6 a 90g que
equivalen a 13.5-14,1g de nitrégeno, minerales 3.8 a 6 g, grasa 0.0 a 2.0g y humedad 0 a 6.2g.

2.-Mineral Mix, Rogers-Harper {Harlen, Tecklad) contenido por Kg.: molibdato de amonic 0.025¢, carbonato de calcio
292.9q. fosiato de calcio 4.3g, sulfate edprico 1.56g, citrate férrico 6.23g, suifato de magnesio 99.8g, sulfato da
manganeso 1.21g, yoduro de potasio 0.005g, fosfato de potasio 343.1 g, cloruro de sodio 250.8g, solenito de sodio
0.015g, cloruro de cinc 0.2g.

3.-Vitamin Mix, Tecklad (Hardan, Tecklad) contenido por Kg.: &cido p-aminobenzeico 11.01g, Acido ascérbico
101.66g, biotina 0.0449. ¢yanoccbalamina 2.97g. pantotenalo do calcio 6.81g, citrato de colina 349.69¢g, 4cido
fdtico 0.20g, inositol 11.01g, menadicna 4.959, niacina 3.91g, piridoxina HCI 2.20g, riboflavina2.20g, tiamina HCI
2.20q. palmitato de retinol anhidro 3,969, ergocalciferol anhidro 24.23g, almidén de malz 466.679.
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5.2. Registro del consumo de alimento:

A partir del primer dia de gestacién y durante la Iactanr_:ia, se registré cada
tercer dia el consumo de alimento de la rata madre. Se le proporciond a cada
rata 200 g del alimento correspondiente de acuerdo a su grupo de dieta vy al
tercer dia a la misma hora se colecté el alimento residual. El consumo de
alimento se calculé a partir de la diferencia entre el alimento proporcicnado y

el alimento residual.

5.3. Registro del peso de la rata madre y de las crias:

A partir del primer dia de gestaci6n, se registrd el peso corporal de la rata
madre utilizando una bascula electrénica marca “OHAUS” con sensibilidad de
0.1 9.

El peso se registré a la misma hora en que se les colocé el alimento.

El dia del parto, considerado como el primer dia de lactancia, se registré el
peso y nimero de crias de cada rata; se ajustd el tamano de la camada a
ocho crias por rata. A partir del primer dia de lactancia, se registré cada tercer
dia el peso corporal de la camada utilizando una béscula electronica marca
“OHAUS" con sensibilidad de 0.1 g. El registré se llevo a cabo a la misma

hora en la que se les proporciond el alimento.
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5.4. Determinacion de la transferencia de [1-'° C]trioleina:

Entre el dia 12 vy 14 de lactancia (periodo de maxima produccién lactea) las
ratas madre recibieron por via bucal

[1-'*Cltrioleina (0.5 g, 0.8 uCi) entre las 8:00 y 9:00 am. Las ratas juntc con
su camada se introdujeron dentro de un desecador, en un sistema (Fig. 5)
disefado para capturar el 14COz proveniente de la oxidacién de la [1-'*C]
trioleina. €1 '*CO, fue atrapado con una solucién de KOH saturada, la solucién
de KOH se cambio cada hora durante 5 horas. Después de este periodo las
ratas madre fueron anestesiadas con pentobarbital sédico {60 mg/Kg de peso
corporal}, se tomd una muestra de sangre de la arteria aorta abdominal. Un
fragmento de glandula mamaria (aproximadamente 1 g} se disecoé y se congeld
inmediatamente en unas compresas de acero inoxidable enfriadas con
nitrégeno liquido. El tracto gastrointestinal, la gldndula mamaria, el tejido
adiposo parametrial y el higado fueron disecados y se registré el peso de cada
uno de tos tejidos. Las crias fueron sacrificadas con éter etilico, se diseco el
estémago de cada cria y el contenido estomacal {cuajo de leche) fue pesado.
El carcass de tas crias y el de la rata madre fueron homogeneizados por
separado en 1 volumen de H,0, el carcass se obtuvo al quitar a las ratas la
cabeza, cola, piel y visceras. El tracto gastrointestinal de la madre se
homogeneizé en HCIO, al 3 % .

La sangre se centrifugd durante cinco minutos, 20 pl de suero se colocaron

en viales que contenian 10 ml de liquido de centelleo y se determind la
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radiactividad de la muestra en un contador liquido de centelieo {Beckman,
Fullerton,CA}.

La dosis absorbida se calculd a partir de la diferencia entre la dosis de [1-*c]
trioleina administrada y los lipidos radiactivos presentes en el tracto

gastrointestinal de la madre.

5.5. Determinacién de la acumulacién de los**C lipidos en los tejidos:

La acumulacién de los lipidos marcados en los tejidos se determiné midiendo
\a radiactividad en los lipidos extraidos de los tejidos.

Se pesaron muestras por duplicade de cada uno de los tejidos
(aproximadamente 0.5 gl y de los homogeneizados de el tracto
gastrointestinal y de los carcass {aproximadamente 5 g). Los lipidos se
saponificaron con la adicion de 1.5 mt de KOH al 60 %. Los tubos se
incubaron 10 minutos a 70°C y se les adicion$ 1.5 ml de etanol absoluto,
agitando la mezcla en vortéx e incubando nuevamente a 70°C por dos horas.
Después de la incubacion, las muestras se neutralizaron con 1.5 ml de H,SQ0,
6M y se extrajeron ios lipidos tres veces con éter de petréleo (89).

La fase etérea se lavé con agua y se evaporé durante 24 horas en viales
previamente pesados. Se adicionaron 10 ml de liquido de centelleo a cada vial
y se determind la radiactividad en los lipidos extraidos en un contador liquido

de centelleo.
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A. Emtrada de aire al sistema.

B. Desecador conteniendo a 1a rata y a su camada.
C. Botella de lavado de KOH (Captura de CO,}

D. Trampa de H,0.

E. Manguera conectada al vacio para generar el fujo.

5.6. Determinacién de la actividad de la lipoproteina lipasa :

El fragmento de gldndula mamaria congelada se pulverizd sin descongelar en
un mortero de porcelana enfriade con nitrégeno liquide. Una vez pulverizado,
se registré su peso y se le adiciond acetona enfriada a -20°C, se agitd y
centrifugé durante cinco minutos a 2500 r.p.m. La acetona se decanté y se
repitié el mismo procedimiento tres veces. El polvo obtenido se lavd con 10

mi de éter etilico y el polvo se dejd secar en un desecador a vacio durante dos
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horas. Se registrd el peso del polve y una muestra se utilizd para extraer la

enzima.

5.6.1. Extraccion de la enzima

La enzima se extrajo del polvo aceténico utilizando un amaortiguador (Tris-HCI
0.05M con 1M de etilen glicol, pH 8.0). La mezcta se mantuvo en hielo con
agitacién constante durante una hora. Después de centrifugar, el

sobrenadante se utilizé como fuente de la enzima.

5.6.2. Preparacidn del sustrato

Se mezclaron 300 mg de trioleina no marcada con 99 % de pureza, 0.25 mCi
de trioleina tritiada, 18 mg de lecitina y 6.28 g de glicerol. La mezcla se
emulsificd en hielo durante cinco minutos en un homogenizador de tipo
Polytron a velocidad méxima. Esta solucidn es estable durante seis semanas
a temperatura ambiente,

£l dia del ensayo, se prepard el sustrato mezclando un volumen de la solucion
de trioieina concentrada, cuatro volimenes de amortiguador Tris-HCIl 0.2 M,
pH 8.0 con 3 % de albumina de suero libre de dcidos grasos y un volumen de
suero de rata. E) suero se obtuvo de ratas en ayuno de 24 horas y se calentd

10 minutos a 60°C para eliminar su actividad lipolitica.
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5.6.3. Determinacion de la actividad de la lipoproteina lipasa:

La actividad de la lipoproteina lipasa {LPL) se determiné por el método descrito
por Nilson-Ehle (64) utiizando una emulsién de trioleina tritiada como sustrato
y determinando los dcidos grasos liberados por la accién enzimatica.

La determinacién de 1a actividad enzimitica se efectué por duplicado. Se
mezclaron 100 ul de la solucidn del sustrato con 100 ul de el extracto
enzimatico y se incubd durante 60 minutos a 37°C. Al finalizar el periodo de
incubacion se adicionaron 3.3 ml de una mezcla de metanol-cloroformo-
heptano 1.45:1.25:1 (v/vivi y un mililitro de amortiguador de carbonato de
potasio-borato 0.1M, pH 10.5. La mezcla se agité 15 segundos vy se
centrifugd durante 15 minutos a 2500 r.p.m.. Se determiné la radiactividad en

un mililitro de 1a fase acuosa con un contador liguido de centelleo.

5.6.4. Determinacién de proteinas

Se determiné la concentracién de proteinas en 20 W de el extracto
enzimatico por el método de Lowry modificado por Hartree (39,48).

La curva patrén fue preparada adicionando 0, 200, 400, 600 y 800 i de
solucién estdndar de albtimina sérica bovina {100 ug/ml} a diferentes
volimenes de agua hasta obtener un volumen final de 1 m!, obteniéndose una
curva estén.dar con 0 20, 40, 60, 80, 100 pg de albimina por mi. A todos
los tubc')s se les agregaron 200 ul de solucién A {Na,CO, y Tartrato de Na-K

en NaOH al 1 N}, se agitaron e incubaron durante 10 minutos a 50°C. Al
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termino de la incubacién se -dejaron reposar 5 minutos a 5°C, después de lo
cual se les adicionaron 100 wl de solucién B {Tartrato de Na-K y Suifato
cuprico-5H,0 en NaOH al 1N). Después de un reposo de 10 minutos a
temperatura ambiente, se adicionaron 3 mil de solucion C  {1vol. Folin
Ciocalteau de Sigma Diagnostics por 15 vol. de H,0), se agitaron
vigorosamente y se incubaron a 50°C durante 10 minutos. La absorbancia se

midid a 740 nm.

5.7. Determinacién de los triacilgliceroles en suero.

La determinacién de triacilgliceroles en suero se llevé a8 cabo con un método
colorimétrico enzimdtico (“Triglyceride-UVv”, Sigma Diagnostics). En este
método los triacilgliceroles son hidrolizados por la lipasa a glicerol y acidos
grasos. E| glicero! es fosfarilado con adengsin trifosfato (ATP) para producir
glicerol-1-fosfato y adenosin difosfato (ADP), en una reaccidn catalizada por la
glicerol cinasa {GK). Ef ATP es regenerado en una reaccién catalizada por la
piruvato cinasa (PK) en donde participan el ADP vy el fosfoenol piruvato. El
piruvate formado en esta reaccién es reducido a lactato con oxidacién
simultdnea de cantidades equimolares de NADH en presencia de la lactato
deshidrogenasa (LDH}. La disminucién en la concentracion de NADH se
traduce en la disminucién en la absorbancia a 340 nm y es directamente

proporcional a la concentracion de triglicéridos {1 2).
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Lipasa

Triacilglicerol —_— Glicerol + Acs. grasos
GK
Glicero! +ATP ———™ Glicerol- 1 - fostato + ADP

PK
ADP + Fostoenol piruvato ———— Piruvato + ATP

LDH .
Piruvato + NADH + H- —— —*  lactato + NAD

En los tubos de ensaye de las muestras, de el control y del blanco se colocd 1
mi de reactivo y se incubaron a 37°C por un periodo de 10 minutos. Al tubo
denominado como control se le adiciond 20 pl de esténdar [Precinorm U,
Boehringer; rango de concentracién 90-120 mg/dll v a los tubos restantes se
les adiciond 20 pl de suero. Los tubos se mezclaron, se incubaron durante 10
minutos a 37°C y al término de este periodo se determino la densidad Gptica a
340 nm. Ei calculo de la concentracion de triacilgliceroles se basa en la

absortividad molar del NADH (6.22 x 10%).

5. 8. Analisis estadistico:

Los resultados fueron expresados como promedio + desviacién estandar. El
andlisis de crecimiento de las crias y ganancia de pesoc se flevd a cabo
mediante un andlisis de regres;ién para el célculo de los pesos tedricos en los
dias que no se llevo a cabo la medicién. Las series longitudinales de datos
{consumo de alimento, peso Eorporal de la rata madre y crecimiento de las

crias) fueron comparadas con ANOVA bifactorial para mediciones repetidas.
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La actividad de LPL y la acumulacidn de la [1-”C]triolefna en los tejidos fueron
comparados con ANOVA bifactorial para Mediciones independientes
realizando todas las comparaciones post hoc por el método de Tukey (HSD)

con un nivel a=0.05. (86).
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6. RESULTADOS.

6.1. Peso corporal de las ratas madre:

En la grafica 1 se muestra el pesc corporal de las ratas de los grupos AL y

BL (grupo control) durante el embarazo y la lactancia.

430 -

Peso (g)

A s b it bt i
200 t—=t—4—1 SR Y ..

135 7 9111315171921231 3 8 7 9 1113
Embarazo Dias Lactancia

=

Gréafica 1. Peso corporal de las ratas madre durante el embarazo y la lactancia.
Los resultados se muestran como promedio + desviacién estandar conn=13.

El peso corporal de los animales de los dos grupos aumentd
progresivamente durante el embarazo. E) dia de! parto el peso corporal de
los animales en ambos grupos disminuyé bruscamente Yy Se mantuvo
constante durante la etapa de lactancia. No se encontraron diferencias
significativas entre los grupos de dieta en ninguna de las etapas

estudiadas.
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§.2. Consumo de alimento de las ratas madre:

El consumo de alimento expresado en gramos por dia de las ratas de los dos
grupos de dieta se muestra en la grafica 2.

El consumo de alimento aumenté ligeramente en ambos grupos de animales
durante la gestacién. A partir de! primer dia de lactancia, el consumo de
alimento aumentd importantemente en fos animales de ambos grupos.

Al final del periodo de estudio el consumo de los dos grupos de ratas fue tres
veces mayor que ei mostrado al inicio del embarazo. No se encontraron

diferencias significativas entre los grupos en ninguna de las etapas

estudiadas.

Alimento {g}

4 3 6§ 7 9 11 1315 17 1921 23 1 3 5 7 98 11 13 15
Embarazo Dias F—=A - BL] Lactancia

Grafica 2. Consumo de alimento de las ratas madre.

Los resultados se muestran como promedio + desviacion estandar con
n=11.



6.3. Peso corporal de las crias:

En la grafica 3 se muestra el peso corporal de las crias de los dos grupos
de dieta, desde e! primer dia de nacirmiento hasta el dia 15 de lactancia.

El primer dia de lactancia el peso corporal de las crias del grupo AL
{6.23 + 0.99) fue similar al del grupo BL (6.01+1.3).

A partir del dia diez de lactancia el peso de las crias de las ratas
alimentadas con la dieta alta en lipidos (23.26x2.13) fue
significativamente mayor en comparacién con el grupo BL {20.73+2.03,

p<0.05), esta diferencia se mantuvo hasta el final del periodo de estudio.

Peso (g)

0 } } ] 1 : 4 ] 1 3 } 3 } 1
t T T t) T J T L T ¥ t T

1 2 3 4 5 6 7. 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias

AL - = = BL

Gréafica 3. Peso corporal de las Crias.

Los resultados se muestran como promedio t desviacion estandar con
n=12. Las diferencias entre los grupos que son estadisticamente
significativas se muestran si p<0.05
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6.4. Subgrupos de estudio y absorci6n de la 1-'C trioleina:

Para cada grupo de dieta en los que se llevéd a cabo la medicién de la
wransferencia de la trioleina marcada, se establecieron dos grupos de estudio
que se diferenciaban en la administracion o no de alimento durante el periodo
de medicién. La mitad de los animales de cada grupo de alimentacidn
recibieron alimento durante las 5 horas posteriores a la administracién de la
dosis {subgrupo alimentado), mientras que la otra mitad de los animales no
recibieron alimento durante ese periodo {subgrupo en ayunol.

En la tabla 2 se muestra la absorcidn de la dosisAde trioleina para los dos
grupos de dieta y en las dos condiciones de alimentacién.

Los animales atimentados con la dieta AL mostraron una absorcidn de la dosis
significativamente mayor que los animales BL. No se encontraron diferencias
significativas entre los subgrupos de alimentacién en ninguno de los tipos de
dieta.

Los resultados de la incorporacion de la marca a los tejidos en todos los
resultados que se muestran posteriormente se expresan como porcentaje de la
dosis de trioleina absorbida para tomar en cuenta las diferencias de absorcion

encontradas entre los grupos de alimentacidn.
6.5. Oxidacién de la [1-'*C]trioleina:

La grafica 4 muestra la produccién de 1“COZ por hora, durante las 5 horas que

duré el estudio.
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Tabla 2. Porcentaje de absorcidn de la [1-”C]trioleina en las ratas
alimentadas con una dieta con 20% de lipidos (AL} 0 con una dieta con 2.5%
de lipidos (BL).

Grupo AL BL

Condicidén

Alimentada 91.06 * 78.99 *
(3.22) {9.9)

Ayuno 5h 87.06 76.6
{9.73) (11.31)

Total grupo 89.06 * 77.8
(7.3} {10.3)

Promedio {Desviacion estdndar). Las diferencias que por ANOVA bifactorial para mediciones
independientes fueron encontradas se muestra como:

* p<0.01 Entre dietas.

*P<0.01 Andlisis de medias realizadas con Tukey. n =7 ratas por subgrupo.

No se encontraron diferencias entre subgrupo de alimentacién, por lo que solo
se presentan los resultados agrupados por tipo de dieta. La oxidacién de la
'4C trioleina es mayor en las ratas alimentadas con la dieta AL a partir de la
primera hora después de recibir la dosis de [1-'*Cltrioleina en comparacién
con el grupo BL. El maximo valor se alcanza a la tercera hora en el grupo AL,
mientras que en el grupo de ratas alimentadas con la dieta baja en lipidos no
se logra percibir el valor méximo de oxidacion durante las 5 horas de
observacién. Dos horas después de recibir la dosis de [1-'*C]trioleina se
encontraron diferencias significativas entre los dos grupos experimentales que

se mantienen hasta la cuarta hora postdosis.
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BAL EBL

*% Doiss Absorbida

Horas

Grafica 4. Produccion de **C0O,.

Los resultados se muestran como promedio + desviacidn estandar con

n=14 en el grupo AL y n=16 en el grupo BL. Las diferencias entre los grupos
que son estadisticamente significativas se muestran si p<0.01

La produccién acumulada de '*CO, durante las 5 horas después de la dosis se
muestra en la grafica b, los valores se expresan como porcentaje de dosis
absorbida. En la primera hora posterior a la dosis no se encontraron
diferencias en la produccion de '*CO, entre los grupos.

A partir de la segunda hora, la produccién de 14CO2 fue significativamente
mayor {p<0.001} en el grupo de las ratas alimentadas con la dieta AL en

relacidn a las del grupo BL (7.13+2.16 vs 3.33%1.49).
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Grafica 5. Produccién acumulada de '*C0O,.

Los resultados se muestran como promedio + desviacién estidndar con
n=14 en el grupo AL y n=186 en el grupo BL. Las diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos se muestran si p<0.001.

6.6. Peso de los tejidos:

La tabla 3 muestra los pesos de los tejidos de las ratas de los dos grupos de
alimentacién. Los resultados son los promedios de siete ratas por subgrupo
experimental.

El peso de los cuajos fue mayor en las ratas que recibieron alimento durante el
experimento {5.61+1.02 alimentadas vs 4.58+1.45 ayuno, p<0.05). No se

encontraron diferencias en retacién al tipo de dieta.
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6.7. Contenido de lipidos en los tejidos:

En la tabla 4 se muestra la concentracidn de lipidos en los tejidos de las ratas
con cinco ratas por subgrupo. El contenido total de lipidos fue
significativamente menor en el higado de las ratas alimentadas con la dieta AL
respecto a las del grupo BL (0.612+0.19 vs 0.879+0.,27 alimentadas y
0.659%0.24 vs 0.881x0.27 en ayuno, p<0.09). El contenido de lipidos fue
significativamente mayor en el carcass de las crias de el grupo con la dieta
alta en lipidos (17.934+2.39 vs 10.170+1.25 alimentadas y 16.636+2.55
vs 8.754 +1.47 en ayuno, p<0.05). No se encontraron diferencias cuando se
analizd por condicién de alimentacién. En el tejido adiposo, en el carcass de la
rata madre y en la gldndula mamaria no se encontraron diferencias en el
contenido de lipidos al analizarse el resultado por el tipo de dieta o por la

condicidn de alimentacion.

6.8. Incorporacién de los lipidos marcados a los tejidos:

En la tabla 5 se muestra la incorporacion de los lipidos marcados en el higado,
tejido adiposo, carcass de la madre y en el suero. La incorporacidon de los
lipidos marcados en el higado fue significativamente menor en las ratas AL en
comparacién con las BL {3.2184+0.46 vs 4.675+1.83, p<0.01), mientras
gue la incorporacién en el suero fue significativamente menor en el grupo AL

en comparacién con el BL {133+0.02 vs 0.178+0.09, p<0.05). No se
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encontraron diferencias en la incorporacion de la marca a el tejido adiposo y a
el carcass de la rata madre entre 1os grupos de alimentacidn.

En la tabla 6 se muestra la incorporacién de los lipidos marcados en la
gldndula mamaria, en el cuajo de leche, en el carcass de las crias. la
incorporacién de los lipidos marcados fue significativamente mayor en el cdaio
y en el carcass de las crias en las ratas del grupo AL en comparacién con fas
8L {19.08+6.64, 8.50x2.93 vs 13.67+4.06, 5.49x2.03, p<0.05). La
transferencia de la dosis de trioleina a fas crias {Cj+ Cc) fue mayor en el grupo
AL en comparacién con el grupo contro! (26.37£5.75 vs 19.156+4.93, p<
0.05).

La dosis de tricleina acumulada por la glandula mamaria (GM+Cc+Cj) v la
dosis transferida a las crias (Cc + Cj) fue significativamente mayor en las ratas
a 1as que se les proporciond alimento durante el experimento con respecto a

las que se mantuvieran en ayuno en los dos grupos de dieta.

6.9. Actividad especifica de la lipoproteina lipasa y concentracién de
triacilgliceroles en plasma:

En la tabla 7 se muestra la concentracién de triglicéridos plasméticos y fa
actividad de la LPL en la gldndula mamaria en los animales de los diferentes

grupos de alimentacién,
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La concentracion de triacilgliceroles fue significativamente mayor en el plasma
de las ratas del grupo AL (209.96+74.14 vs 90.54x33.34, p<0.01) en
comparacion con los animales del grupo BL.

Las actividad de la LPL fue significativamente mayor en las ratas AL que
recibieron alimento durante el experimento en comparacidn con las ratas AL
en ayuno y con los dos grupos de ratas BL. No se encontraron diferencias en
la actividad de la LPL en la glandula mamaria con relacidn a la concentracion

de lipidos en la dieta de los animales.

Tabla 7. Triacilgliceroles plasmaticos y actividad de 1a lipoproteina lipasa en la
glandula mamaria en las ratas lactantes alimentadas con una dieta con 20%
{AL) o con 2.5% de lipidos {BL}.

Grupo n TAG*" EA LPL®®  EA LPL®®®
{mg/dL} {nmol/minfmg {nmol/min/mg
polval} pioteina)
AL Alimentada 6 209.96" 5.81" 1288"
(74.14} {1.60) {397)
Ayuno 7 122.54" 1.78" 418"
{47.56}) {1.21) {280}
BL Alimentada 7 90.54" 3.28™" 82g""
{33.34) {1.85) (415)
Ayuno 5 108.89" 2.98™" 907"
(59.72) (1.87) {737)

Promedio (Desviacion estandar). Las diferencias que por ANOVA bifactorial para mediciones
independientes fueron encontradas se muestra como:

’p <0.01 entre dietas

Pp<0.01, ®p<0.05 entre condicion de alimentacion

‘p<0.05 Dieta x Condicitn.

Andlisis de medias realizada con Tukey HSD. Letras iguales no hay diferencia.
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7. DISCUSION:

Esta investigacién fue disefiada para evaluar los efectos del consumo de una
dieta con elevado contenido de lipidos sobre la captacion de los lipidos y la
actividad de la LPL en la gldndula mamaria de la rata.

Los resultados muestran varios hallazgos importantes. Las ratas alimentadas
con la dieta con elevado contenido de lipidos desde el embarazo, presentaron
durante la lactancia un manejo méas eficiente de la carga oral de trioleina que
los animales alimentados con la dieta BL. Esta mayor eficiencia se observa
desde la mayor absorcién de la dosis {ver tabla 2} de lipidos hasta en la mayor
transferencia de estos lipidos a las crias {ver tabla 6}. La mayor transferencia
de los lipidos de ia dieta a la gldndula mamaria de los animales alimentados
con la dieta AL se relaciond con el mejor crecimiento de las crias (ver grdfica

3).

7.1. Metabolismo de lipidos en la glanduta mamaria y su relacién con el tipo
de dieta:

En la rata alimentada con una dieta normal de laboratorio {elevado contenido
de carbohidratos y con un bajo contenido de lipidos), 1a gldndula mamaria
sintetiza a partir de glucosa alrededor de el 50 % de los lipidos de la leche

(99). La otra mitad de los lipidos de la leche proviene de la captacién y
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reesterificacién por el tejido mamario de los 4cidos grasos presentes en la
circulacién.

La ingesta de dietas con elevado contenido de lipidos durante la lactancia
disminuye ia lipogénesis en la glandula mamaria de las ratas {2,87), esto
coincide con el andlisis de la compaosicidn de los 4cidos grasos en la leche de
animales estudiados en nuestro laboratorio, el cual muestra que el consumo
de 1a dieta con alto contenido de lipidos durante la lactancia disminuyd
importantemente 1a proporcion de los dcidos grasos de cadena media que son
sintetizados en la glandula mamaria, mientras que !a proporcién en los lipidos
de la leche de los acidos grasos provenientes de la dic;.ta aumentd {42}, Estos
resultados sugieren gue el consumo de una dieta con alto contenido de lipidos
no solo disminuye la lipogénesis, sino que al mismo tiempce aumenta la
captacién de los lipidos circulantes por la glandula mamaria.

La lipoproteina lipasa se ha descrito como la enzima clave para la captacion
de los acidos grasos de los triacilgliceroles de ta sangre por la glandula
mamaria (82). La actividad de la enzima en la gldndula mamaria y en el tejido
adiposo presenta cambios importantes dependiendo de la etapa fisiol6gica y
de la disposicién de alimento por el animal lactante {37,68,73), sin embargo
no existe en la literatura evidencia de que la actividad de la LPL cambie en la
glandula mamaria dependiendo de la composicién de la dieta de la madre
lactante. En un estudio en humanos se mostré un aumento en la actividad de

la lipoproteina lipasa en el plasma postheparinizado en hombres que recibieron
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una dieta alta en lipidos durante 6 semanas {14).
Los resultados de nuestro estudio muestran que la gldndula mamaria de los -
animales alimentados con ta dieta AL y a los que se les proporciond alimento
durante el experimento fue la que mostré la mayaor actividad de la lipoproteina
lipasa, misma que disminuye notablemente si a los animales se les retira el
alimento durante el experimento {ver tabla 7). La lipoproteina lipasa de la
gldndula mamaria de animales del grupo AL, alimentados durante el
experimento, mostrd mayor actividad lo cual coincide con la mayor
transferencia de la trioleina marcada hacia la leche y las crias. Sin embargo,
jos cambios en la actividad de la lipoproteina lipasa en la glandula mamaria no
siempre se correlacionaron cuantitativamente con los cambios en la captacion
de lipidos por la gldndula mamaria y la transferencia de la marca hacia las
crias. Por ejemplo, mientras que la actividad de la lipoproteina lipasa
disminuye en un 60 % en la glandula del grupo AL cuando los animales se
someten a un ayuno de 5 horas, en las mismas condiciones la transferencia
de la trioleina marcada hacia la leche y las crias solo disminuye en un 30 %.
Esta poca correlacién entre los diferentes resultados puede indicar que en la
gldndula mamaria lactante existe un mecanismo diferente a la lipoproteina
lipasa que le permite at tejido captar los dcidos grasos de la circulacién.
Estudios en animales han mostrado que la alimentacién con una dieta con alto
contenido de Ilpidos aumenta la concentracién de &cidos grasos no

esterificados en plasma (19} y que la captacién de estos dcidos grasos por la
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giandula mamaria estd linealmente relacionada con su concentracién en
girculacion {63).

La lipoproteina lipasa tiene su sitio de accidn en la superficie luminal del
endotelio vascular, aunque su sitio de sintesis es el adipocito y no la célula
epitelial mamaria (45). Otra explicacién para la poca correlacién entre la
actividad de 1a enzima y la transferencia de los lipidos hacia la teche y fas
crias es que la enzima puede estar presente en una mayor proporcién en su
sitio activo {unida al endotelio) sin que se presenten cambios en la cantidad
total de la enzima. En nuestro estudio se midio la actividad total de la enzima
en el tejido y no se realizé ningun intento para diferenciar la actividad de la
enzima presente en la superficie endotelial o dentro de la célula.

La medicién de la incorporacion de una dosis bucal de trioleina marcada nos
permitié estudiar las adaptaciones en el metabolismo de los lipidos que
presentaron las ratas como respuesta a la ingesta de una dieta con elevado
contenido de lipidos durante todo su ciclo reproductivo.

Las ratas que recibieron una mayor cantidad de lipidos en su dieta a 1o largo
del estudio manejaron los lipidos de la carga intragdstrica de una forma mucho
mas eficiente que las ratas del grupo BL. La mayor absorcion de |a dosis de
trioleina sugiere que la maquinaria enzimatica del tracto gastrointestinal para
la digestién y la absorcion de lipidos en el grupo AL se encontraba mejor

preparada para manejar la carga intragdstrica de lipidos que en el grupo BL.
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No existe en la literatura evidencia de que la mayor ingestion de grasa
aumente !a absorcidn de lipidos a nivel intestinatl.

Cuando analizamos la incorporacion de la marca expresada como porcentaje
de dosis por tejido total observamos que las ratas del grupo AL tuvieron una
mayor incorporacién de la marca en el cuajo y en el carcass de las crias (ver
tabla 6). De la misma manera, las ratas que recibieron alimento durante el
experimento, independientemente del tipo de dieta recibida, tuvieron una
mayor incorporacidn de }a marca en estos compartimientos. Estos hallazgos
nos sugieren que la transferencia de los lipidos de la dieta a la leche depende
de la disposicion de alimento y del contenido de lipidos del mismo.

La mayor produccién de 1"COZ encontrada en las ratas AL {ver grafica 4 y 5)
es otro dato que junto con la absorcién de la dosis permite sugerir un mejor
manejo de la carga intragéstrica de lipidos en este grupo. La maéaxima
incorporacién de la marca en el aire espirado se presenté en el grupo AL a las
3 horas de haber iniciado el estudio mientras gue en el grupo BL 5 horas
después no se habia presentado aun este maximo. La produccién acumulada
de MCOZ a las b horas fue mdas del doble en el grupo AL en comparacién al
grupo BL.

La '*C-trioleina de 1a dosis se diluy6 con los lipidos del plasma en una mayor
proporcidn en el grupo AL que en grupo BL debido a que, en el primer grupo,
la concentracién de triacilgliceroles plasmadticos fue significativamente mayor.

Esto introduce problemas en la interpretacion de los resultados puesio que
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para el grupc AL la acumulacion de la marca en ljos tejidos podria estarse
subestimando y contribuir a la falta de diferencia entre los grupos en la

incorporacion del isdtopo a ia gléndula mamaria

7.2. Crecimiento corporal de las crias:

La relacidn 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 sefialan 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 esta etapa ya que conduce a la disminucién en el crecimiento Y
a un aumento en la mortalidad del recién nacido (55,76,77). Algunos otros
autores han mostrado el efecto contrario {30,74,77). Experimentos con ratas
lactantes alimentadas con dieta de cafeteria {alimentos con elevado contenido
energético) desde el inicio de la lactancia muestran gque la velocidad de
crecimiento de la camada es mayor que la del grupo controt que fue
alimentado con la dieta estadndar de laboratorio con bajo contenido de lipidos
{77). Grigor y Warren observaron que al alimentar a la rata lactante durante
cuatro dias con una dieta sintética que contenia aceite de coco (200g/kg de
dieta, 490g de 4cido ldurico/kg de aceite} no se modificaba la ganancia de
peso de las crias al compararlas con ratas alimentadas con la dieta comercial.

La administracién de una dieta sintética similar pero que contenia aceite de
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cacahuate (mezcla de é&cido oleico y linoleico} auments significativamente el
crecimiento de las crias {30}.

La controversia entre los resultados de los diferentes grupos de investigacién
puede radicar en la manera en la que se modifica el contenido de lipidos en la
dieta de la rata. Algunos investigadores han agregado la grasa ya sea de
oriéen vegetal o de origen animal a la dieta no purificada que la rata
normalmente come y esto tiene como consecuencia la reduccion en la
proporcién de la proteina y de otros nutrimentos en la dieta que puede
repercutir negativamente en la produccidn de teche y en el crecimiento de las
crias {29,87). Owa diferencia importante radica en el tiempo en el que se ha
proporcionado la dieta experimental; este ha fluctuado entre sélo algunos dias
durante la lactancia hasta todo el embarazo vy la lactancia.

Nuestros resultados muestran que la administracién de una dieta con elevado
contenido de lipidos durante el embarazo y la lactancia en la rata repercute
positivamente sobre el crecimiento de las crias (ver gréfica 3).

Las diferencias en el crecimiento de las crias entre el grupo AL y BL esta
relacionada con cambios en la cantidad y en composicién de la leche que
recibieron, ya que, no se detectaron diferencias en el peso de las crias al
nacimiento y la leche fue la dnica fuente de nutrimentos para las crias durante
la etapa de estudio.

Rolls et al. encontrd una correlacién directa entre la ingesta diaria de energia

de la rata madre lactante y la velocidad de crecimiento de las crias (78). Las
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ratas alimentadas con Ia dieta con elevado contenido de lipidos estudiadas por
nosotros presentaron una mayor ingesta de energfa durante el periodo de
lactancia en comparacion con el grupo control y esto por si solo podria influir
sobre la produccidén de leche y sobre el crecimiento de las crias. Sin embargo,
en un estudio previo, las crias de las ratas que recibieron la misma dieta con
elevado contenido de lipidos pero cuyo consumo de alimento se iguald al del
grupo contyol, presentaron la misma velocidad de crecimiento que las crias dei
grupo AL y mayor que la del grupo control {20}. Por lo tanto, el mayor
crecimiento de las crias de l0s grupos de animales que recibieron la dieta con
mayor contenido de lipidos puede atribuirse a un efecto directo de la mayor
ingesta de lipidos de la rata madre lactante sobre la produccién y composicién
de la leche.

Se ha mostrad6 que la ingesta de dietas con elevado contenido de lipidos
modifica 1a composicién de los acidos grasos en la leche de la rata,
aumentando la proporcidn de los acidos grasos de cadena larga a expensas de
la disminucién en el porcentaje de 4cidos grasos de cadena media (10). El
destino metabdlico de tos &cidos grasos de cadena media es diferente al de
los dcidos grasos de cadena larga (6}. Los acidos 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 son oxidados parcialmente a cuerpos cetdnicos o son

oxidados completamente a C0O,. Como consecuencia, los acidos grasos de
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cadena media son mds rapidamente utilizados para la obtencidn de energia
que los Acidos grasos de cadena larga, perg son incorporados en las
triacilglicerotes del tejido adiposo en forma menos efectiva.

Estas diferencias en el metabolismo de acidos grasos de cadena media y larga
pueden ser importantes en el control de la cantidad de lipidos que son
depositados en el tejido adiposc de las crias, ya que la alimentacidén de ratas
adultas con dietas con dcidos grasos de cadena media, ha tenido como

resultado una menor acumulacién de lipidos en el tejido adiposo {11,26).

7.3. Ingesta materna:

A pesar de los esfuerzos que se realizaron para analizar especificamente los
efactos sobre el desarrolle de la lactancia del mayor consumo de lipidos por
fa madre lactante y disecarlos de los efectos del mayor consumo de energia,
los animales que recibieron la dieta AL maostraron ligeramente un mayor
consumo de alimento durante la lactancia en comparacién con los grupos que
recibieron la dieta BL (ver gréfica 2}. Durante el perfodo pre-embarazo y
durante e! embarazo, no se encontraron diferencias en el consumo de
alimento entre los diferentes grupos de animales, jo due puede indicar gue la
hiperfagia que presentd el grupo AL durante la lactancia no esta relacionada
con una mayor preferencia por la dieta con elevado contenido de lipidos.

El costo energético de la lactancia incluye el contenido de nutrimentos y

energia en la leche asi como el costo energético de la sintesis de lactosa,
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caseina vy lipidos. La mayor ingesta del grupo AL durante la lactancia puede
estar relacionada con 1as mayores demandas de este grupo de ratas impuestas

por la mayor velocidad de crecimiento de sus crias.

7.4. Ganancia de peso materno:

El aumento de peso corporal durante la gestacién se debe, en la fase
temprana a ta proliferacién de tejido mamario y posteriormente al aumento en
el peso del feto, de las membranas, de los fluidos y los depdsitos de tejido
adiposo (55,69). En la lactancia, el peso corporal materno presenta pequenios
cambios a pesar de el aumento en el cansumo de alimento (13,22,37,55,83).
El peso corporal de 1as ratas de nuestros dos grupos de estudio, permanecio
constante durante la lactancia sin existir diferencias entre los grupos
ocasionadas por el tipo de alimentacién (ver grafica 1). Estos resultados
coinciden con {os de Burnol et al. quien no encontré diferencias en e! peso

corporal en el periodo de lactancia, al utilizar dos dietas con diferente

contenido de lipidos (13).
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. CONCLUSIONES:

-Los animales del grupo AL presentan una mayor eficiencia en el manejo de
la carga intragastrica de trioleina, vatorada a través del mayor porcentaje de
absorcién, asi como por Ia mayor oxidacién de la dosis.

-Las ratas alimentadas con la dieta AL presentan 37.7 % mayor
transferencia de los lipidos de la dieta a la leche con respecto a ratas
alimentadas con la dieta BL, lo cual puede estar relacionado con el mayor
crecimiento de sus crias.

.No se encontré correlacidn entre la transferencia de MC-"DidOS hacia la
gldndula mamaria, cuajo de la leche o carcasa de las crias, con la actividad
de la LPL.

. Es posible que exista en fa gldndula mamaria otro mecanismo para la

captacidn de los lipidos circulantes diferente a !a lipoproteina lipasa.
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10. ANEXO 1.

Citologia vaginal :

La actividad reproductora en las hembras se relaciona con la liberacién de

hormonas y es influenciada por el medio ambiente {43). El ciclo estral se

define como la periodicidad con la que se presenta el estro en una especie
determinada; se divide en cuatro etapas (Fig. 6} que pueden identificarse por
cambios caracteristicos en ¢l tipo de células presente en la citologia vaginal

{24,41).

» Estro.- al principio desaparecen los leucocitos, del 80 al 90% de las células
epiteliales presentes son grandes, cornificadas y no nucleadas. En esta fase
se presenta el calor sexual, donde ta hembra acepta copular; se da la
ovulacion y el évulo puede ser fertilizado resultando en embarazo (9).

+ Metaestro 0 Metestro.- ocurre después de la ovulacién, aparecen una gran
cantidad de leucaocitos neutréfilos junto con vestigios de célutas epiteliales
cornificadas.

« Diestro.- especialmente predominan los leucocitos polimorfonucleares vy
algunas células epiteliales nucleadas, las células epiteliales presentan un
tamaino mayor a los leucocitos.

¢ Proestro.- es una fase preparatoria, preliminar a! préximo ciclo estral. En
esta etapa aumenta el 95% de las células son epiteliales nucleadas, no

cornificadas y pueden presentarse leucocitos.
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Et ciclo estral en la rata tiene una duracién de cuatro a cinco dias y se repite a
lo largo del afio y puede ser interrumpido por el embarazo (9). El diestro dura
entre 60 y 70 horas, el proestro tiene una duracién de 12 a 14 horas, el estro

de 9 a 19 horas y el metaestro entre 8 y 10 horas.

Céolas epiteliales correlcadas

‘Céindlas epietisles nuckeadas

Leucocitos

DIESTRO

Fig. 6. Citologia del Ciclo Estral de la rata
{En Hoar WS, and Hickman CP., 1978).

80



Procedimiento para realizar a citologia vaginal:

El frotis consiste en introducir en el orificio vaginal de la rata unas gotas de
solucién fisioldgica (NaCl 0.9 %) con una pipeta. Enseguida, mediante
aspiracién con 1a misma pipeta, se recoge el contenido vaginal, que se
extiende de manera uniforme sobre un portacbjetos y se observa al
microscopio éptico a 10X. Para obtener una observacién mas nitida es
necesario realizar una tinci6n de la siguiente manera: e! contenido del
portaobjeto se seca suavemente a la llama, se realiza una fijacién en alcohol-
éter {1:1) durante tres minutos, se aclara en agua, se realiza una coloracién
con la solucién de Giemsa (XX gotas en 5 ml de agua destilada} durante 15 a
20 minutos, aclarado en agua, secado y finalmente observacién (41).

La unién del macho con la hembra debe realizarse entre las fases del proestro
y el estro, manteniéndolos unidos unas horas.

A continuacién se separa a la hembra y se le hace un frotis vaginal con fin de
determinar si ha habido o no copulacién. Ello se comprueba porque
microscépicamente se visualizan los espermatozoides con la tipica cabeza de
gancho. Este es el momento adecuado, una vez constatada la prefiez, de

separar a las ratas.
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