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. RESUMEN
Antecedentes. El recién nacido requiere acidos grasos poli-insaturados de cadena
larga (LC-PUFAs) para su crecimiento y su desarrollo cerebral. Estos son
proporcionados por la leche materna, sin embargo, no se sabe si la glandula
mamaria puede sintetizar LC-PUFAs a través de la accidon de las delta desaturasas.
La A5 (A5D) y A6 (A6D) desaturasas son enzimas microsomales que forman parte
de un sistema de tres enzimas que incluye NADH-citocromo b5 reductasa, citocromo
b5, y A6D o A5D. Estas enzimas convierten a los &acidos grasos indispensables
(AGI): &cido linoléico (AL; 18:2 n-6) y acido a-linolénico (ALN; 18:3 n-3), en LC-
PUFAs como el acido araquidonico (AA) y el acido docosahexaenoico (DHA)
respectivamente. Los mamiferos son incapaces de sintetizar AGI a partir de acetil-
CoA, asi que deben ser proporcionados en su dieta. Objetivo. Determinar el efecto
de la cantidad del acido linoléico de la dieta, sobre la biosintesis de acidos grasos
poli-insaturados de cadena larga en ratas lactantes. Estrategia metodoldgica.
Ratas de la cepa Sprague Dawley fueron alimentadas durante el embarazo y hasta el
dia 12 de la lactancia con una dieta que contenia el 2, 5y 10% de lipidos (grupos:
dieta baja, DBL; suficiente, DSL y alta, DAL en lipidos), los cuales fueron
proporcionados por el aceite de maiz (rico en AL, 55.3%). El dia 12 de lactancia a los
animales se les administré una dosis oral de **C-AL o **C-AL, en las ratas que se les
administré el *C-AL se midi6 la oxidacién y distribucién del AL en el organismo
materno mediante la extraccion de lipidos totales de los tejidos, seguida de la
medicion de la radiactividad en los lipidos. En las ratas que se les administré el **C-
AL se midi6 la conversion del AL en AA en el higado, tejido adiposo, glandula
mamaria y contenido estomacal (cuajo) de las crias mediante espectrometria de
masas de relaciones isotdpicas. Ademas, en estas ratas se evaluo la expresion del
RNAmM de A6D, A5D, SREBP-1, PPARa, PGC-1a, PGC-1 en higado, glandula
mamaria, tejido adiposo mediante Northern blot y PCR en tiempo real. Resultados.
En el dia 12 de lactancia aproximadamente el 35 % del AL de la dieta es transferido
a la glandula mamaria independientemente del contenido de lipidos de la dieta.
Ademas el 1.14 + 0.53 %, 0.49 + 0.09 % y 0.20 + 0.06 % (grupos DBL, DSL y DAL
respectivamente) del AL de la dieta fue utilizado para la sintesis enddégena de AA
secretado en la leche. Los resultados mostraron una menor sintesis de AA cuando
los animales fueron alimentados con una dieta con mayor contenido en lipidos

(aceite de maiz) en comparacién con el grupo DSL. Asimismo, se observé que en la



glandula mamaria se expresa el RNAmM de la A5 y A6 desaturasas ademas del
higado y el tejido adiposo. El contenido de acido linoléico del aceite de maiz reguld la
expresion de ambas desaturasas en la glandula mamaria y en el higado, pero no en
el tejido adiposo. La dieta con mayor cantidad de aceite de maiz disminuyd la
expresion del RNAm de las dos desaturasas. Ademas, la expresion de la A5 y A6D
estuvo asociada positivamente con cambios similares en la expresion de SREBP-1y
PGC-18 en la glandula mamaria y el higado. Por otro lado, la expresion de ambas
desaturasas estuvo inversamente asociada con la abundancia del RNAm de PPARq
y PGC 1-a en el higado, sin embargo, en la glandula mamaria el RNAm de
PPARa apenas fue perceptible y su expresion no se afecto por la cantidad de acido
linoléico de la dieta, mientras que el RNAm de PGC-la incremento cuando el
contenido de acido linoléico de la dieta fue mayor. Conclusién. Debido a que una
cantidad importante (35%) del AL de la dieta se transfiere a la glandula mamaria y
gue ademas se expresa el RNAmM de la A5 y A6D en este tejido, la glandula mamaria
lactante tiene la capacidad de sintetizar LC-PUFAs de la misma manera que el
higado, y que esta sintesis puede ser regulada por la cantidad de &cido linoléico

presente en el aceite de maiz en ambos tejidos.



Background. Newborn requires long chain-polyunsaturated fatty acids (LC-PUFAS)
for his normal growth and brain development. They are provided by maternal milk;
however, it is not known whether the lactating mammary gland can synthesize LC-
PUFASs through the action of the enzymes A5 and A6 desaturases. A5 (A5D) and A6
(A6D) desaturases are microsomal enzymes that form part of a three enzymes
system that includes NADH-cytochrome b5 reductase, cytochrome b5, and A6D or
A5D. These enzymes convert the essential fatty acids (EFA); linoleic acid (LA) and
alfa linolenic acid (LNA) in LC-PUFAs such as arachidonic acid (AA) and
docosahexaenoic acid (DHA) respectively. Mammals are unable to synthesize EFA
from acetyl-CoA, thus must be supplied in its diet. Objective. To evaluate the effect
of dietary linoleic acid on long chain polyunsaturated fatty acids synthesis in lactating
rats. Methods. Sprague Dawley rats were fed during gestation and lactation with 2, 5
and 10% (groups low; LCOD, adequate; ACOD and high; HCOD corn oil diet
respectively) of lipids, these were supplied by corn oil (contains 55.3 % LA). In the
12" day of lactation an oral doses of **C-LA or *C-LA was given to the animals. In
rats with oral doses of **C-LA the oxidation and distribution of LA were evaluated in
the maternal organism. The *C-LA was administered to evaluate on the liver,
mammary gland, adipose tissue and clot, the conversion of linoleic acid in arachidonic
acid by isotope ratio mass spectrometry. Besides, in experimental groups (LCOD,
ACOD and HCOD) the A5D and A6D, PPARa, SREBP-1, PGC-1¢g, PGC-18 mRNA
were measured in the same tissues by Northern blot and real time PCR. Results. On
day 12 of lactation approximately 35% of the linoleic acid in the diet, which is the
precursor of LC-PUFAs is transferred to the mammary gland independently of dietary
corn oil content. Also the 1.14 = 0.53 %, 0.49 £ 0.09 % and 0.20 £ 0.06 % (LCOD,
ACOD and HCOD respectively) dietary linoleic acid was utilized to endogenous
synthesis of AA secreted in the milk. There was less synthesis of AA when animals
were feeding with higher corn oil content. In addition, there was expression of A5 and
A6 desaturases in mammary gland as well as in liver and adipose tissue. The LA of
the corn oil in the diet regulated the expression of A5 and A6 desaturases in
mammary gland and liver but not in adipose tissue. The higher the corn oil contents in
the diet the lower the expression of both desaturases. Expression of A5 and A6D was
associated positively with similar changes in SREBP-1 and PGC-1p in mammary

gland and liver. On the other hand, the expression of both desaturases was inversely



associated with PPAR[] mRNA and PGC 1-a in the liver, however, in the mammary
gland PPARq, was barely detected and it was not affected by the corn oil content in
the diet, whereas PGC-1q expression increased as the corn oil in the diet increased.
Conclusion. These results indicate that due to an important (35%) quantity of dietary
linoleic acid is transferred to the mammary gland and that A5 and A6D RNAm is
expressed in this tissue, the lactating mammary gland has the capacity to synthesize
LC-PUFAs similar to liver, and can be regulated by the LA content in the corn oil in

both tissues.
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Existen tres formas principales de lipidos que se encuentran en el organismo
de los mamiferos y en la dieta humana: triacilgliceroles (TG), fosfolipidos y esteroles.
Los TG son la forma de almacenamiento de la grasa y son los mas abundantes en los
en los alimentos, ya que conforman del 95-98% de los lipidos ingeridos. Un porcentaje
similar de esta grasa se encuentra en los tejidos del humano. La estructura de los TG
esta formada por tres acidos grasos, unidos a una molécula de glicerol mediante un
enlace éster.!

Los &cidos grasos consisten de una cadena hidrocarbonada con un grupo
metilo hidrofébico y un grupo carboxilico hidrofilico. La longitud de la cadena y la
presencia de insaturaciones determinan las propiedades de los diferentes acidos
grasos. Se conoce con el nombre de insaturaciones a las dobles ligaduras que se
encuentran dentro de la estructura del acido graso. Los &cidos grasos saturados no
tienen estas dobles ligaduras, los acidos grasos insaturados pueden ser mono-

insaturados (una doble ligadura) 6 poli-insaturados (mas de una doble enlace).!

A. Acidos grasos poli-insaturados

a) Familias de acidos grasos poli-insaturados

Los acidos grasos indispensables (AGI), linoléico y alfa linolénico, que obtiene
el organismo a través de la dieta son acidos grasos poli-insaturados (PUFAs por sus
siglas en inglés polyunsaturated fatty acid), pertenecen a las familias n-6 y n-3
respectivamente. Estas dos familias se diferencian por la posicion del primer doble
enlace, contando a partir del extremo metilo de la molécula del acido graso. Los
acidos grasos linoléico (AL) y alfa linolénico (aALN) son indispensables, debido a que
los mamiferos carecen de las enzimas necesarias para insertar dobles enlaces en los
atomos de carbono que estdn antes del carbono 9 contando a partir del extremo
metilo. EI AL es una molécula de 18 atomos de carbono con dos dobles ligaduras, la
primera se localiza en el sexto carbono, su homenclatura es 18:2 w6 y pertenece a la
familia n-6. El o ALN también es una molécula de 18 atomos de carbonos y tiene tres
dobles ligaduras, la primera se encuentra en el tercer carbono, su nomenclatura es
18:3 w3 y pertenece a la familia n-3, (Figura 1).? Dentro del organismo los PUFAs, se

pueden transformar en acidos grasos de cadena larga y con mayor numero de



insaturaciones (LC-PUFAs). Los acidos araquidénico (AA), eicosapentaenoico Yy

docosahexaenoico (DHA) son ejemplos de LC-PUFAs.?

r
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Figura 1. Estructura quimica de los acidos grasos poli-insaturados de las

familias n-6 y n-3.



b) Funciones de los PUFAs

Los PUFAs tienen funciones biolégicas muy importantes entre las que
destacan:

1). Estructural.

Algunos PUFAs forman parte de las membranas celulares. Los &cidos grasos
constitutivos de las membranas pueden influir directa o indirectamente en diferentes
funciones de las células, ya que afectan la permeabilidad de éstas, las actividades del
transporte y el funcionamiento de enzimas asociadas a las membranas y receptores
qgue controlan la particion de metabolitos y sefiales (hormonas) entre las células y
dentro de ellas. Por lo tanto, las funciones de los receptores y de algunas enzimas
dependen de la fluidez de la membrana, la cual a su vez depende de la cantidad y del
tipo de Acidos grasos, colesterol y vitamina D en la dieta.?

2). Respuesta inflamatoria.

Los PUFAs también participan en la respuesta inflamatoria y en la hemostasia
debido a que son precursores de productos oxidados a los que, en conjunto, se les
denomina eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos). Estos se
sintetizan por la accion de la ciclo-oxigenasa y la lipo-oxigenasa sobre los LC-PUFAs
y existe una competencia entre el EPA y el AA por estas enzimas. El AA es el
precursor de las prostaglandinas y los tromboxanos de la serie 2 y de los leucotrienos
de la serie 4, mientras que el EPA es el precursor de las prostaglandinas y los
tromboxanos de la serie 3 y leucotrienos de la serie 5.* ° Los eicosanoides méas
potentes son los derivados del acido araquidénico, los que se forman a partir del EPA
tienen efectos opuestos o mas débiles que los provenientes del AA. Los tromboxanos
y las prostaglandinas, causan vasoconstriccion y agregacion plaquetaria. Los
leucotrienos son potentes agentes quimiotacticos que desempefian un papel
importante en la contraccion del musculo liso y en la inflamacion ya que pueden
aumentar la secrecion de linfocinas (interleucinas, interferén) y son moduladores de

las funciones de las células B y NK (natural killer).% ®



3). Desarrollo congnoscitivo.

Algunos LC-PUFAs como el DHA y el AA son importantes para el desarrollo
cerebral fetal y cognoscitivo de los mamiferos, lo cual ha aumentado el interés por su
estudio.”® Estos &cidos grasos son abundantes tanto en la retina como en el cerebro,
ya que mas del 30% de los acidos grasos de los fosfolipidos estan formados por AA'y
DHA.'° Esta concentracién alta de DHA incrementa la fluidez de la membrana y
modifica la movilidad de las proteinas y las actividades de las enzimas de la retina
para la transduccién de sefiales visuales.!* Los efectos del AA y sus metabolitos en
las células nerviosas consisten en la modulacién de la sefalizacion a través de la
membrana, la regulacion de la liberacion de neurotransmisores y la captaciéon de
glucosa.’ En el humano, el incremento en el contenido de DHA y AA en el cerebro y
en la retina se lleva a cabo durante el ultimo trimestre del embarazo y los primeros
meses post-natal, etapas en las cuales se presenta un aumento en el crecimiento del
cerebro.*

Debido a la importancia de estos acidos grasos es nhecesario que el ser
humano los consuma. Ademas, dado que la madre debe consumir tanto los PUFAs
como los de cadena larga desde el embarazo y la lactancia para proporcionarlos al

feto y al recién nacido, es necesario conocer las fuentes alimenticias de éstos.

c) Fuentes alimenticias de los PUFAs

Los &cidos grasos n-3 se encuentran principalmente en los aceites vegetales y
en el pescado. El pescado es una fuente importante de EPA y DHA, el o ALN se
encuentra principalmente en los cloroplastos de los vegetales de hojas verdes, en los
aceites de soya, en la canola y en la linaza. Entre otras fuentes de acidos grasos n-3
se encuentran las semillas, las nueces y algunas frutas. Los alimentos que contienen
mas oALN es el aceite de canola (7.9-9.3 g/100g alimento), de soya (6.8 g/100 g
alimento) y la linaza (14.2-22.8 g/100g alimento). Aunque esta Ultima es la mas
enriquecida con oALN, la linaza no es un alimento que se consuma comunmente en
nuestro pais. Con respecto al EPA y al DHA, algunos aceites de pescado como el de
sardina, salmon y bacalao son ricos en estos acidos grasos. El aceite de bacalao es el

mas enriquecido, ya que contiene 13.2 y 10.9 g/100g de aceite de EPA y DHA



respectivamente. Sin embargo, el contenido de estos acidos grasos puede variar
entre los diferentes tipos de pescado (Tabla 1).*

Con respecto a los acidos grasos de la familia n-6, las principales fuentes de
AL son los aceites de origen vegetal. En la tabla 1 se puede observar que el AL es
mas abundante en los aceites de cartamo (74 g/100 alimento), girasol (65 g/100g
alimento), maiz (58 g/100g alimento) y soya (51 g/100g alimento). Las fuentes
alimenticias del AA son algunos alimentos de origen animal, como la yema de huevo,
la carne, el higado y el aceite de bacalao. Debido a que en nuestra dieta no se
consume habitualmente la linaza y el aceite de canola, alimentos que son ricos en
oALN, podria presentarse una baja ingesta en los acidos grasos de la familia n-3.
Ademas, el consumo de pescado en nuestro pais es bajo, de manera que los PUFAs
del tipo n-3 son muy escasos en nuestra dieta, en comparacion con los de la familia n-
6.13
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Tabla 1. Contenido de &cidos grasos de las familias n-3 y n-6 en diferentes alimentos

ALIMENTO
Yema de huevo
Sardina
Salmon
Aceite de bacalao
Aguacate
Aceite de canola
Aceite de cartamo
Aceite de girasol
Aceite de maiz
Aceite de oliva
Aceite de soya
Ajonjoli
Almendras
Cacahuate
Linaza
Nuez de castilla
Pistaches
Nuez

Nuez de la india

PUFAs-n6
AL (18:2)  AA(20:4)  ALN (18:3)
35 0.4 0.10
0.05 0 0.02
0.22 0.26 0.13
2.2 1.2 0.93-15
1.67 0 0.1
19.2-20.3 0 7.9-9.3
74.1 0 0
65.7 0 0
58 0 0.7
7.9-9.2 0 0.6-0.79
51 0 6.8
23.2 0 2.0
12.21 0 0
15.69 0 0.003
43 0 14.2-22.8
38 9
14.0 0.26
21 1
7.7 0.16

PUFAs-n3

g/100 g de alimento

EPA (20:5)
0.01
0.12-0.47
0.32-0.67
6.89-13.2

0

O O O O O o o o o o

DHA (20:6)
0.11
0.57

1.11-1.96
10.9
0

O O O O O o o o o o

AL = &cido linoléico, AA = acido araquidonico, o ALN = acido alfa linolénico, EPA =
acido eicosapentaenoico, DHA = acido docosahexaenoico. Tomada de Rodriguez-

Cruz et al., 2005.%2
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B. Lactancia
La lactancia se considera como la fase final del ciclo reproductivo de los

mamiferos,**

en este periodo se incrementa la demanda de los sustratos por la
glandula mamaria necesarios para la sintesis de los componentes de la leche
(lactosa, lipidos y proteinas) por las células epiteliales del alveolo, para sustentar a la
progenie en el periodo neonatal (Figura 2).™ La etapa en la cual la glandula mamaria
de los mamiferos desarrolla la capacidad para secretar la leche se denomina
lactogénesis. En esta fase se sintetizan los componentes de la leche dentro de las
células del alveolo y pasan al lumen alveolar.* La etapa de lactogénesis se divide en
2 fases: cerca de la mitad del embarazo la glandula mamaria es capaz de secretar
leche, a este proceso de maduracién se le conoce como lactogénesis fase 1. La fase
2 se caracteriza por una abundante secrecién de leche y tiene lugar alrededor del
parto, el inicio de este proceso toma cerca de cuatro dias en el humano.*®

Durante las primeras horas posparto en el humano, las células del alveolo
presentan una citologia similar a las células exocrinas. En estas células se observan
ribosomas libres, que son substituidos por membranas del reticulo endoplasmico
rugoso, estas se hacen evidentes a las 48 horas. Mientras tanto, el epitelio alveolar
adopta una forma cuboidal y aumenta su actividad secretora, la cual puede iniciarse
con la repentina disminuciébn o cese de la liberacion de progesterona y con la
liberacién de los productos que forman el calostro.’” 8

La leche es secretada continuamente hacia el interior del lumen alveolar, donde
es almacenada hasta que se inicia la succién por el recién nacido.® El alvéolo se
distiende en presencia de la leche, el epitelio se hace flacido y se distorsiona, las
células mioepiteliales se contraen y la leche es forzada a salir del alveolo hacia el
pezoén. A este proceso se le conoce como eyeccion lactea (Figura 2),*° sélo entonces
la leche se encuentra bajo presién y disponible para la succién.'* *® ?° La produccién
de la leche es alta cuando la presion en los ductos y alvéolos alcanza un nivel muy
bajo. En cambio, a medida que la presién aumenta, la produccién disminuye.?° El
mantenimiento de la secrecion lactea depende del estimulo mecénico de la succién
recibido en las terminaciones nerviosas del pezon. Este estimulo produce impulsos

nerviosos que llegan a la médula espinal, siguen la via espinotalamica hasta el
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mesencéfalo donde es posible que se bifurquen siguiendo dos rutas separadas hasta

las areas del hipotalamo, determinando asi la liberacion de prolactina, oxitocina y de

la hormona de crecimiento, hormonas que regulan la produccion de leche.*® 2

Tejido Células v W

Costillas adiposo mioepiteliales

. . !
Musculo Células secretoras L

“Lébulos  alveolares " Arteriola
Vénula

Senos lactiferos
Areola

Abertura
del pezén

Pezén

Y "

Tejido inframamario H*\
Ductos

Figura 2. Anatomia de la glandula mamaria humana. Tomada de Averbach K.,
et., al 1999.7

La sintesis de la leche esta determinada por la capacidad y el numero de
células secretoras, este niumero de células esta ligado a factores genéticos, mientras
qgue la capacidad de cada una esta influenciada por factores externos, tales como la
succién por el neonato. Por otro lado, la composicion de la leche varia de persona a
persona. Los lipidos son los componentes méas variables en la leche,” ya que su

concentracion y composicion depende de factores como; la alimentacién, la duracién
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de la gestacion, la etapa de lactancia y la hora del dia.>*?’ Los lipidos de la leche se
encuentran contenidos en los glébulos de grasa formados por membranas
compuestas por fosfolipidos, colesterol y proteinas. Entre el 97 y el 99% de los lipidos
contenidos en estos glébulos son triacilgliceroles los cuales proporcionan del 40 al
50% de la energia total de la leche.?* 2% 28

Durante la lactancia, los componentes de la leche son formados de diferentes
fuentes, ya que la glandula mamaria capta glucosa, aminoacidos y acidos grasos no
esterificados de la circulacion.’® ' Para que se lleve a cabo la sintesis de estos
componentes, deben ocurrir diferentes procesos dentro de la célula alveolar. Se han
definido 5 vias que actian de manera paralela para la sintesis y la secrecion de la
leche. A través de estas vias los precursores derivados de la sangre se transforman
en los constituyentes de la leche. Estas vias son; 1) exocitosis, 2), via paracelular 3)
secrecion de iones y agua, 4) secrecion de inmunoglobulinas y 5) sintesis y secrecion
de lipidos. 6 262930

Los lipidos, en especial los constituidos por PUFAs (acidos linoléico y
linolénico) y por LC-PUFAs (AA, EPA, y DHA) que se encuentran en la leche materna
provienen de diversas fuentes: de la dieta, de la movilizacion desde el tejido adiposo y

de la sintesis de novo (AA, EP y DHA) llevada a cabo en el higado (Figura 3).3*

H\.

ﬁ Sintesis
&

Figura 3. Origen de los acidos grasos poli-insaturados de cadena larga que se

Movilizacion ]x Dieta

encuentran en la leche.



C) Contribucion de los PUFAs y LC-PUFAs dietarios en la composicion de los
lipidos de la leche.

La lactancia se ha descrito como el mayor estrés fisioldgico del ciclo de vida,
debido principalmente al incremento en las necesidades de proteina y de energia para
sintetizar la leche. Existe ademas, una gran demanda de PUFAs necesarios para el
recién nacido. La madre satisface estas necesidades en parte por el consumo de
lipidos de la dieta. EI consumo de éstos durante la lactancia influyen su concentracion
en la leche, esto se ha observado claramente en estudios donde muestran que
mujeres que consumen una dieta rica en AA, EPA y DHA, tienen una leche con mayor
cantidad de éstos &cidos grasos.**>* Sin embargo, no existen suficientes estudios que
demuestren con cuanto contribuyen los LC-PUFAs ni de sus precursores (AL y o ALN)
de la dieta en la sintesis de los lipidos de la leche.

Algunos estudios metabdlicos indican las vias que siguen los precursores
dietarios de los LC-PUFAs dentro del organismo lactante.®® 3¢ Utilizando is6topos
estables en mujeres lactantes con nutricibn marginal de nuestro pais, se ha
observado que una pequefia proporcion (15-20%) del acido linoléico de la dieta es
dirigida directamente a la leche. En este estudio se propuso que alrededor del 60% es
retenido en tejidos de recambio lento como el tejido adiposo.®” Adicionalmente, se
observé que la leche de estas mujeres tiene niveles adecuados de AA, comparables a
los de mujeres de paises desarrollados a pesar de que en nuestra poblacion el
consumo de este acido graso es hasta 10 veces menor. La medicion de la sintesis
endogena del AA en estas mujeres utilizando isotopos estables mostré que ésta
contribuye solamente con el 0.1% del AA presente en la leche.®” De manera que la
baja ingestion y la reducida sintesis endogena del AA no cubren las necesidades de
este 4cido graso para la sintesis de la leche.

Debido a esto se ha propuesto que la contribucion de los acidos grasos de
cadena larga w6 a los lipidos de la leche, parece no depender principalmente del
contenido en la dieta de la madre. Un origen posible para los LC-PUFAs de la leche,
qgue no ha sido explorado, podria ser su sintesis en tejidos extrahepaticos como la
glandula mamaria o la movilizacion de éstos del tejido adiposo para la sintesis de los
lipidos de la leche. Debido a que esta hipo6tesis no puede ser probada en humanos,
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por la imposibilidad de obtener muestras de tejidos es necesario utilizar un modelo
animal como la rata.

La rata es un buen modelo para estudiar estos parametros debido a que en los
mamiferos los lipidos siguen las mismas rutas metabdlicas.®® Ademas se sabe que la
transicidn que experimenta la rata durante el embarazo, se caracteriza por cambios
rapidos en el metabolismo de los lipidos en la glandula mamaria y en otros tejidos

maternos.3®

D) Sintesis endogena de LC-PUFAs

La sintesis de AA, EPA y DHA se lleva a cabo en los microsomas hepaticos por
las desaturasas delta 5 (A5D) y delta 6 (A6D)** **y por las elongasas*® Esta sintesis
ocurre a través de la secuencia de reacciones alternas de desaturacion y elongaciéon
de la cadena de acidos grasos indispensables; &cido linoléico y acido alfa linolénico.
El DHA es sintetizado a partir del aALN, inicialmente por la adicion de un doble enlace
por la A6D, para formar el acido estearidénico (SDA, C18:4n-3 por sus siglas en
inglés); de la elongacion del SDA se produce el acido eicosatetraenoico (ETA, C20:4
n-3); la adicion a éste acido graso de otro doble enlace por la A5D da como producto
el acido eicosapentaenoico (EPA, C20:5n-3); la elongacion de EPA produce acido
docosapentaenoico  (n3-DPA, C22:5n-3); éste es elongado a &cido
tetracosapentaenoico (TPA, C24:5n-3); una doble ligadura es agregada al TPA por
una A6D para formar el acido tetracosahexaenoico (THA, C24:6n-3) y el THA es
oxidado a DHA en los peroxisomas.***® La misma A6D adiciona un doble enlace al
acido linoléico para sintetizar el acido y-linolénico (GLN; 18:3n-6), la elongacion del
GLN produce el &cido dihomo y-linolénico (DHGLN; 20:3N-6), la misma A5D que
desatura los acidos grasos de la familia n-3 también agrega un doble enlace al
DHGLN para sintetizar el AA.** Las desaturasas son complejos enzimaticos
microsomales supuestamente formados por un sistema de tres enzimas que incluye:
la NADH-citocromo b5 reductasa, la citocromo b5 y la desaturasa respectiva*’ Las

elongasas también son enzimas microsomales, éstas interaccionan con la 3-ceto acil
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CoA reductasa, una deshidratasa y una trans 2,3-enoil CoA reductasa para elongar
acidos grasos.*® La taza de elongacién de &cidos grasos esta determinada por la
actividad de la elongasa (enzima condensante) y no por la reductasa o la
deshidratasa.*® Existen seis subtipos diferentes de elongasas de &cidos grasos (Elovl-
1 a Elovl-6) en el ratén, la rata y el humano. De éstas la Elovl-2 y la Elovl-5 son las
que participan en la sintesis endégena de LC-PUFAs.*® Sin embargo aun no se sabe

cuales acidos grasos de las familias n3 y n6 elongan estas enzimas (Figura 4).
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Figura 4. Sintesis de acidos grasos poli-insaturados de cadena larga a partir de

los acidos grasos indispensables acido linoléico (AL) y acido alfa linolénico (aALN).
PUFAs = acidos grasos poli-insaturados de cadena larga; AA = &cido araquidoénico;
EPA = acido eicosapentaenoico; DHA = acido docosahexaenoico; SDA = acido

estearidonico; ETA = acido eicosatetraenoico; DPA = &cido docosapentaenoico; TPA
= delta 6

desaturasa, ASD = delta 5 desaturasa, E = elongasa.

acido tetracosapentaenoico; THA, &cido tetracosahexaenoico; A6D
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a) Expresion génica de la 46D y 45D

Estudios realizados en animales y en el humano han mostrado que el higado
es el 6rgano principal de sintesis de la A5D y la A6D. Sin embargo, en los ultimos
cinco aflos se ha identificado el RNAm de ambas desaturasas en tejidos
extrahepaticos como el cerebro, rifidn, pulmoén, glandula adrenal, testiculos, tejido
adiposo, placenta y musculo esquelético de humanos y de roedores. Estos hallazgos
han mostrado que los niveles del RNAm de estas desaturasas en el pulmén vy el
corazén son comparables a los encontrados en el higado. Inclusive la abundancia del
RNAm de la A6D en el cerebro fue mayor que en otros tejidos, incluyendo el higado.*"
42. 49 Estos resultados sugieren que probablemente otros 6rganos al igual que el
higado tienen la capacidad de sintetizar LC-PUFAs. De manera que el AL y el a-ALN
ademas de ser convertidos a LC-PUFAs en el higado, almacenados en el tejido
adiposo o captados por la glandula mamaria para su transferencia directa a la leche,
también podrian ser metabolizados hasta LC-PUFAs en o6rganos extrahepaticos.
Asimismo, se ha reportado que la abundancia del RNAmM de la A5D en la glandula

mamaria de ratas lactantes es mayor que la encontrada en el higado.*

b) Regulacion de la expresién génica de la 46D y A5D

La expresion génica y la actividad enzimatica de la A6D y A5D son reguladas
por 1) factores exdgenos incluyendo los componentes especificos de la dieta; 2) por
factores fisiologicos tales como: estado posprandial, ayuno, estado hormonal, ritmo
circadiano, edad, fondo genético y 3) por factores patolégicos.>*>*

Con respecto a la regulacién por componentes de la dieta, actualmente se sabe
que los PUFAs y los de cadena larga controlan la expresién génica y la actividad
enzimatica de las desaturasas. La velocidad de conversion del AL y o ALN en LC-
PUFAs esta determinada por la actividad de la A6D y A5D desaturasas. La actividad y
la expresidon génica de estas desaturasas en el higado dependen de la composicién
de los lipidos de la dieta. La ingestion de dietas bajas en PUFAs o LC-PUFAs n-3 o n-
6 da como resultado niveles mas altos de la actividad enzimatica y de la abundancia

del RNAmM de la A6D y A5D comparadas con el consumo de lipidos ricos en estos

19



acidos grasos.*" > 4”51 Ademés, el RNAm esta incrementado por una dieta libre de
grasa y por una dieta que contiene acidos grasos monoinsaturados (18:1 n-9) como
Unica fuente de carbono, este tipo de dietas podria considerarse baja en PUFAs.*" 42
La regulacion de la expresiéon de las desaturasas por los acidos grasos de la
dieta es a través de mecanismos que censan los niveles de lipidos en la célula. Los
factores de transcripcion, proteinas de unidn a elementos de respuesta regulatorios
de esteroles (SREBPs por sus siglas en inglés; sterol regulatory element binding
protein) y los receptores activados por proliferadores de peroxisoma (PPAR por sus
siglas en inglés; peroxisome proliferator activated receptor) regulan la expresion de la
A6D y A5D*. A su vez, estos factores de transcripcién (SREBP-1 y PPARa) son
regulados por co-activadores especificos que aumentan o reprimen su actividad. La
familia de co-activadores PGC-1 esta involucrado en la expresion de genes que son
regulados por SREBP-1 y PPARa. Existen dos miembros de la familia de PGC-1,;
PGC-1a y PGC-1p. PGC-1a esta asociado con la activacion de la oxidacion de acidos
grasos, mientras que PGC-1p esta asociado con la lipogénesis entre otras

funciones.> °°

1. Regulacion a través de SREBP-1a.

Las SREBPs son una familia de factores de transcripcion formada por tres
miembros SREBP-1a, 1c y 2. SREBP-2 regula genes involucrados en el metabolismo
de colesterol, mientras que SREBP-la y 1c regulan genes involucrados en la
lipogénesis. Las SREBP-1 se sintetizan como una proteina precursora de 125 kDa
unida al reticulo endoplasmico. Estas proteinas tienen una region amino terminal de
480 aminoacidos con 2 dominios transmembranales y una region carboxilo terminal, y
se encuentran unidas a SCAP (SCAP por sus siglas en inglés SREBP cleavage
activating protein; proteina que activa el rompimiento de SREBP). Cuando hay
disminucién en la concentracion de colesterol intracelular, SREBP-1/SCAP son
translocadas de la membrana del reticulo endoplsamico a la del aparato de Golgi. En
donde la regién amino terminal debe ser liberada proteoliticamente, para este proceso
se requieren dos proteasas, una de ellas denominada como S1P (proteasa del sitio 1)
y S2P (proteasa del sitio 2). La proteasa S1P divide a SREBP1 en dos fragmentos
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COOH y NH; terminal. Posteriormente S2P libera el NH; terminal y se transloca al
nucleo para activar la transcripcion de genes que participan en el metabolismo de
los lipidos.>” Se ha demostrado que las SREBP-1a aumentan los niveles basales de
transcripcion de enzimas lipogénicas como la acetil-CoA carboxilasa, la enzima mélica
y la sintasa de los acidos grasos.”’ Interesantemente, la expresién génica de la A6D y
la A5D se induce en ratones transgénicos que sobreexpresan a la SREBP-12.*° Lo
anterior se debe a que la regién promotora del gen A6D contiene un SRE.>® Asi que la
expresion del gen de la A6D es regulada por SREBP-1a (Figura 5).

Recientemente se han propuesto algunos mecanismos que sugieren que los
PUFAs y los LC-PUFAs no solo regulan la expresion de genes que participan en la
lipogénesis, sino que también regulan la expresion de las desaturasas que los
sintetizan a través de SREBP-1. El primero propone que estos acidos grasos reducen
la forma nuclear activa de SREBP-1 en el higado de ratas.>® Segundo, disminuyen la
estabilidad del mensajero de SREBP-1%°y tercero suprimen la expresion del RNAm de
SREBP-1.°! Por lo que dietas con alto contenido en PUFAs y de LC-PUFAs favorecen
la disminucion de SREBP-1 y como consecuencia disminuye la expresion de la A6D y

la lipogénesis (Figura 5).

2. Regulacién a través de PPARGa..

Los PPARs son receptores nucleares que pertenecen a la familia de factores
de transcripcion involucrados en la regulacion de la expresion de genes del
metabolismo de los lipidos. Existen 3 subtipos de PPAR, el a, y y 6 la activacion de
PPARa induce la expresion de genes que codifican proteinas hepaticas, cardiacas y
del musculo esquelético involucradas en el transporte y oxidacién de lipidos, y en la
termogénesis (carnitin  palmitoiltransferasa, acil CoA oxidasa y proteina-3

62.63 5 naturales, los

desacoplante). Los PPARs son activados por ligandos sintéticos
PUFAs pertenecen a éstos Ultimos e incrementan la capacidad oxidativa de los tejidos
a través de su union a PPARa dando como resultado la induccion de la transcripcion
de genes que codifican proteinas involucradas en la oxidacién de acidos grasos.®* Los

PUFAs se unen a las tres isoformas y con mayor afinidad para PPARa. El
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PPARgactivado se une a elementos de respuesta para PPAR llamados PPRE
(elementos de respuesta para PPAR) que se encuentran en genes que participan en
el metabolismo de los lipidos.®*

Los PUFAs n-3 son mas potentes que los PUFAs n-6 como activadores de
PPAR in vivo. Los metabolitos de los PUFAs como los eicosanoides o acidos grasos
oxidados son los mas potentes activadores de PPAR debido probablemente a su alta
insaturacion.®* Ademas, se ha observado que la administracién de fibrato, un ligando
sintético-farmacologico que activa a PPARa genera un incremento en la expresion de
la ASD y la A6D.*® Esto se debe a que en el promotor de la A6D se encuentra un
PPRE® (Figura 5), lo cual indica que la expresién de la A6D es regulada por PPAR

gue puede ser activado por acidos grasos o por ligandos sintéticos.

Insulina

PUFAs

pppppp

LIGANDOS PPAR o

1. PUFAs — Inactivo

2. WY14,643

3. Clofibratos ﬁggﬁ’z

Sintesis de
LC-PUFAs

Promotor A6D

NUCLEO

HEPATOCITO

Figura 5. Regulacion del promotor del gene de la A6D por los PUFAs. SREBP-
1 proteinas de union a elementos de respuesta de esteroles; PPAR, receptor activado
por proliferadores de peroxisomas; PUFAs, acidos grasos poli-insaturados; RXR,
receptor X para el acido retinoico; PPRE, elemento de respuesta para PPAR; SRE,

elemento de respuesta para SREBP. Tomada de Rodriguez-Cruz et al., 2005.
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Los estudios de expresion y regulacion de A6D y A5D se han realizado en
células hepaticas de ratones, por lo que se desconoce como se regula la expresion
génica de ambas desaturasas en el higado y en la glandula mamaria durante la
lactancia. Etapa en la que existe un aumento en las necesidades de acidos grasos

poli-insaturados de cadena larga.
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[Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dada la importancia de los &cidos grasos poli-insaturados de cadena larga
(LC-PUFAS) durante el desarrollo fetal y postnatal, es fundamental conocer las
adaptaciones metabdlicas en el organismo materno que permiten cubrir las
elevadas demandas de estos acidos grasos durante la lactancia. Especialmente

cuando la ingesta materna no cubre los requerimientos de estos acidos grasos.
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IV. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto de la cantidad del acido linoléico de la dieta, sobre la

biosintesis de acidos grasos poli-insaturados de cadena larga en ratas lactantes.

A. Objetivos especificos
Estudiar comparativamente en ratas lactante alimentadas con dieta baja (2
%), adecuada (5 %) y alta (10 %) en lipidos (aceite de maiz, 53.4 % de AL) lo

siguiente:

1. El porcentaje del &cido linoléico de una dosis oral transferido directamente a la

leche o incorporado a la glandula mamaria, higado y tejido adiposo.

2. La conversién del acido **C-linoléico en acido **C-araquidénico.

3. La composicion de acidos grasos en la glandula mamaria, higado, y tejido
adiposo de la madre y cuajo de la cria.

4. La presencia y cuantificacion de la expresion del RNAm de la A5 y A6

desaturasas en la glandula mamaria, higado y tejido adiposo.

5. La relacion entre la expresion de los RNAm de SREBP-1 y PPARa con la
expresion de la A5 y A6D desaturasas en la glandula mamaria, higado y tejido

adiposo.
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V. HIPOTESIS
La biosintesis de acidos grasos poli-insaturados de cadena larga, sera

menor en las ratas lactantes alimentadas con una dieta alta en &acido linoléico

durante el embarazo y hasta el dia 12 de la lactancia.
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VI. ESTRATEGIA METODOLOGICA
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A. Tipo de estudio
a) Experimental, en el que se vario la concentracion de lipidos de la dieta.
b) Prospectivo, ya que los resultados se recopilaron al término del estudio.
c) Estudio de tipo transversal donde las variables se midieron una sola vez.

d) Comparativo, ya que se compararon tres grupos.

B. Ubicacién espacio temporal

El estudio se realizo durante el periodo de septiembre del 2002 a septiembre
del 2005 en:
a) Unidad de Investigacion Médica en Nutricion del Instituto Mexicano del Seguro
Social (Centro Médico Nacional Siglo XXI). Ubicado en Av. Cuauhtémoc N° 330 Col.
Doctores, D. F.
b) Departamento de Fisiologia de la Nutricién, Instituto Nacional de Ciencias Médicas

y Nutricion Salvador Zubiran. Ubicado en Vasco de Quiroga No 15 México, D.F 14000.

C. Animales

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley de 8 semanas de edad.
Se formaron aleatoriamente tres grupos (16 ratas por grupo) y fueron alimentadas a
libre demanda con una dieta baja (2 %), suficiente (5 %) o alta (10 %) en lipidos. Los
lipidos fueron proporcionados por el aceite de maiz, la composicion de las dietas se
indica en la tabla 2. Debido a que los acidos grasos saturados (estearico y palmitico) y

mono-insaturados (oleico) no afectan la expresion de las desaturasas*" #* 4°

y los
acidos grasos poli-insaturados (acido linoléico y linolénico) si lo hacen, en este estudio
se utilizé aceite de maiz que contiene 55.3 % de &cido linoléico. Los animales se
mantuvieron bajo ciclos de luz y oscuridad de 12h, en el bioterio del Centro Médico
Nacional Siglo XXI-IMSS.

A las 14 semanas de edad (adultos jovenes), los animales se aparearon con
machos de su misma cepa y se alimentaron con la misma dieta inicial durante el
embarazo y hasta el dia 12 de la lactancia. Mediante una citologia vaginal, se
determiné el primer dia de la gestacion y en ese dia, la rata fue transferida a una jaula
individual. De cada uno de los grupos de ratas se formaron dos subgrupos en los

cuales se midio 1) la oxidacion total y la incorporacion a los tejidos maternos del **C-

30



acido linoléico y 2) la conversion del **C-acido linoléico en **C-acido araquidénico y la
expresion génica de las desaturasas (A6D y A5D) y de los factores de transcripcion

(SREBP-1c y PPARQ) en los tejidos.

Tabla 2. Composicion de las dietas experimentales

Ingrediente DBL DSL DAL
0/Kg

Caseina’ 222 222 222
Glucosa 336 307.5 272.5
Fécula de maiz 336 307.5 272.5
Aceite de maiz? 20 50 100
Vitaminas® 10 10 10
Minerales® 40 40 60
Celulosa® 36 63 63
Energia Kcal/Kg 3756 3798 3968

DBL= dieta baja en lipidos, DSL= dieta suficiente en lipidos, DAL= dieta alta en lipidos.

1.- Caseinato de calcio (Biotecnologia y Nutricion, S.A. de C.V.) cada 100 g contienen: proteinas
86 a 90 g que equivalen a 13.5-14.1 g de nitrdgeno, minerales 3.8 a 6 g, grasa 0.0 a2.0gy
humedad de 0.0 a 6.2 g. 2.- Aceite de maiz (La Gloria): 55.3 % linoléico, 30.7 % oleico, 11 %
palmitico, 2.1 % estearico. 3.- Mezcla de vitaminas, Tecklad (Harlan, Tecklad) Contenido por Kg:
acido p-aminobenzoico 11.01 g, acido ascorbico 101.66 g, biotina 0.044 g, cianocobalamina 2.97
g, pantotenato de calcio 6.61 g, citrato de colina 349.69 g, acido félico 0.20 g, inositol 11.01 g,
menadiona 4.95 g, niacina 9.91 g, piridoxina HCI 2.20 g, riboflavina 2.20 g, tiamina HCI 2.20 g,
palmitato de retinol anhidro 3.96 g, ergocalciferol anhidro 24.23 g, almidén de maiz 466.67 g. 4.-
Mezcla de minerales, Rogers-Harper (Harlan, Tecklad) Contenido por Kg: molibdato de amonio
0.025 g, carbonato de calcio 292.9 g, fosfato de calcio 4.3 g, sulfato clprico 1.56 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
0.2 g. 5. Celulosa marca Harlan. Los ingredientes se mezclaron con agua hasta formar una
pasta, posteriormente se formaron galletas, las cuales se dejaron secar para proporcionarlas a

los animales.
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D. Registro de la ingesta dietaria

A partir del primer dia de estudio (8 semanas de edad) y hasta el dia 12 de la
lactancia (dia del experimento), se registré diariamente el consumo del alimento. Se
les proporcioné 100 g del alimento y al siguiente dia a la misma hora se colect6 el
alimento residual. EI consumo de alimento se calculd a partir de la diferencia entre el

alimento proporcionado y el alimento residual.

E. Registro del peso corporal de las madres y de las crias

Desde las 8 semanas de edad y hasta el dia 12 de lactancia se registro
diariamente el peso de la rata madre con una bascula OHAUS con sensibilidad de
0.01 g. El dia del parto, se registr6 el nimero y el peso de todas las crias con la
misma bascula, posteriormente la camada se ajustd a 8 crias por rata madre y se

registro diariamente el peso de las camadas hasta el dia 12 de lactancia.

F. Conversién del acido linoléico (**C-AL) de la dieta en acido araquidénico
(*3C-AL) en el organismo materno.
Para medir la conversién del acido linoléico de la dieta, el dia 12 de la lactancia

las ratas de cada subgrupo (8 ratas) alimentadas con diferentes concentraciones de

lipidos (2, 5 y 10 %) recibieron 1.0 mg de 13C-él(:ido linoléico por via oral. Las ratas

mas la camada se introdujeron dentro de una jaula, 5h después de la administraciéon

de la dosis la rata madre se sacrificO para medir el enriquecimiento del 1?’C- en acido
linoléico y é&cido araquiddénico en el higado, tejido adiposo parametrial, glandula
mamaria y cuajo. Las crias se sacrificaron para disecar el contenido estomacal (cuajo
de leche) del cual se extrajeron los lipidos. Se pesaron muestras por duplicado de
cada uno de los tejidos (aproximadamente 0.5 g), y los lipidos se extrajeron utilizando
el método de Folch modificado.?® Este método se basa en la extraccion de lipidos de
los tejidos y del cuajo con una mezcla de solventes organicos (cloroformo:metanol,
2:1) y posteriormente cuantificados por gravimetria. Con el fin de determinar los
niveles basales del enriquecimiento natural dado por el consumo del aceite de maiz
de la dieta, que contiene *C, se incluyeron tres ratas por grupo a las cuales no se les
administré la dosis oral de **C-4cido linoléico.
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a. Andlisis de la composicion de acidos grasos

Los &cidos grasos presentes en los lipidos del cuajo o de los tejidos (higado,
glandula mamaria, tejido adiposo) se identificaron por cromatografia de gases. Los
acidos grasos fueron trans-esterificados con metanol en acido clorhidrico (HCI 3N) y
extraidos en hexano, posteriormente fueron identificados como ésteres metilicos.®’ El
acido clorhidrico en metanol es util para preparar metil ésteres de &cidos grasos
volatiles. Los acidos grasos son esterificados calentandolos con un alcohol anhidrido
(por ejemplo metanol en presencia de un catalizador acido como el HCI). En la
reaccion, una molécula del &cido graso y una molécula del alcohol son unidas, con la
liberacibn de una molécula de agua, los derivativos son recuperados facil y
rapidamente. El proceso de metilacion consistio en lo siguiente: A 20 mg de los lipidos
extraidos se agregd 1 ml de metanol (99.9 %), 1ml de HCI 3N y 0.5ml de hexano
(pureza 97 %) que contenia acido margarico (C17) como estandar interno (acido
heptadecaenoico 1 mg/0.75ml de hexano). La mezcla se incubd a 90 °C durante 1h,
posteriormente se elimino el exceso de agua agregando una mezcla anhidra en polvo
de Na,SO,/NaHCO3/NaCO3; 2:2:1. A continuacion se agrego 1 ml de hexano y se
centrifugo para separar la fase organica. La fase organica se evapordé con gas
nitrégeno (99.999 % pureza). Finalmente los &cidos grasos metilados fueron disueltos
en 1ml de hexano que contenia butilhidroxitolueno (BHT 2 g/L) como agente
antioxidante (67). De esta solucion se inyecto 1 ul en un cromatégrafo de gases
Hewlett-Packard modelo 5890 Serie Il para la identificacion de los &cidos grasos,
utilizando una columna capilar de 50 m de longitud, 0.32 mm de diametro interno y
con CP-Sil 88 % como fase estacionaria. Los &cidos grasos fueron separados en las
siguientes condiciones: temperatura del inyector 270 °C, temperatura del detector de
ionizacion de flama 300 °C, la temperatura inicial de la columna fue de 130 °C durante
1 min con un incremento posterior de 0.1 °C/min hasta alcanzar 131 °C, y un segundo
incremento de 2.5 °C/min hasta alcanzar 210 °C y se mantuvo en esta temperatura
durante 5 min. Los acidos grasos de las muestras se identificaron por su comparacion

con los tiempos de retencién de estandares de referencia (Poly Science, llinois USA).

b. Andlisis de la relacion isotopica *C/**C en el &acido linoléico y &cido

araquidonico.
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Para la determinacion del enriquecimiento de “C en 4cido linoléico y acido
araquidénico se inyecto 1 ul de la solucion que contenia los acidos grasos
transesterificados en un cromatografo de gases (GC) Agilent 6890, acoplado a un
espectrometro de masas de relaciones isotopicas (EMRI) mediante una interfase GC
Combustion Il Finnigan Termo Quest. En este andlisis, primero los acidos grasos
fueron separados en un cromatégrafo de gases en las siguientes condiciones:
temperatura del inyector 250 °C, la temperatura inicial de la columna fue de 130 °C
durante 1 min con un incremento posterior de 3 °C/min hasta alcanzar 180 °C, y un
segundo incremento de 4 °C/min hasta alcanzar 200 °C; finalmente un tercer
incremento de 1 °C/min hasta alcanzar 210 °C, se mantuvo en esta temperatura
durante 27 min. La columna utlizada para la separacion tiene las mismas
caracteristicas que la mencionada anteriormente. Los acidos grasos pasan a traves
de la columna capilar del cromatégrafo de gases en donde son separados en base a
su peso molecular y al numero de insaturaciones. Posteriormente llegan al reactor de
oxidacion, los primeros acidos grasos que llegan a éste son los que tienen un menor
namero de atomos de carbono. El reactor consiste de un tubo de aluminio (Al.O3), que
tiene tres alambres entrelazados, uno de cobre, uno de niquel y uno de platino
(Cu/Ni/Pt). En el reactor se lleva a cabo la combustion de cada acido graso hasta CO:2
a 940 °C. A continuacion el CO, pasa a una fuente de ionizacion en donde es ionizado
por un impacto electrénico, los iones generados son acelerados por un gradiente de
potencial proporcionandoles energia cinética. Los iones son deflectados al pasar por
un campo magneético, el radio de giro es menor para los iones (isétopos) ligeros, es
decir su trayectoria se deflecta en mayor medida que la de los iones pesados. Estos
isétopos son colectados simultdneamente en diferentes colectores de Faraday, que
identifican las masas 44, 45 o 46. La concentracién de las masas 44 (*2C*®0,), 45
(*3c’0, y cr’0'0) y 46 (**C'®0*®0), resultado de las diferentes combinaciones
posibles de los is6topos 20, 0, '°0, ®C y '*C, se determiné a partir de las
corrientes ionicas medidas en los colectores. El enriquecimiento en “C se calculo en
base a un gas de referencia (CO;), valores positivos de &“C/*“C indican un
enriquecimiento de las muestras con “*C. A partir de los valores de las §*C/*C se
calculo el % de “C-AL presente en las muestras y el % de **C-AL convertido en AA. El
andlisis de la relacion isotépica **C/*C en los acidos grasos se realiz6 en el laboratorio
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de espectrometria de masas de la Unidad de Investigacion Médica en Nutricion-CMN,
IMSS.

G. Incorporacion a los tejidos maternos y oxidacion total del &cido
linoléico (**C-AL) de la dieta.

Para medir la incorporacion y la oxidacion total del &cido linoléico de la dieta en
las ratas, se utilizé el método descrito por Oller Do Nascimento (1986).% El dia 12 de
la lactancia las ratas de cada subgrupo (8 ratas) alimentadas con diferentes
concentraciones de lipidos (2, 5y 10 %) recibieron por via oral una dosis de 0.8 uCi
(0.5 g) de “C-AL. Posteriormente las ratas (més las crias) se introdujeron en un
sistema disefiado para capturar el 14CO2 proveniente de la oxidacién del “C-AL. El
14CO2 fue atrapado en una mezcla de etanolamina/etilenglicol 1:1, la mezcla se
cambio cada hora durante 5h. De ésta se tomaron por duplicado 500 pl y se
agregaran 5 ml de liquido de centelleo (Instagel) y se cuantificé la radiactividad del e

en un contador de centelleo liquido (Beckman Fullerton, CA).

a) Determinacion de la incorporacién de los lipidos marcados con “C a los
tejidos.

Cinco horas después de la administracion del “C-AL las ratas madres se
anestesiaron con pentobarbital sédico (35 mg/kg de peso corporal) y se disecaron el
higado, el tejido adiposo, la glandula mamaria y el tracto gastrointestinal, éste Ultimo
fue homogeneizado con 100 ml de acido perclérico (HCIO,) al 3%. Ademas, las crias
se sacrificaron introduciéndolas en una camara con éter etilico y se disecé el
estdbmago para obtener el cuajo de leche. Posteriormente, se extrajeron los lipidos de
los tejidos, de la carcasa de la madre, de la cria y del cuajo utilizando el método de
Stansbie. Este método consiste en pesar muestras por duplicado de cada uno de los
tejidos (aproximadamente 0.5 g), de los homogeneizados del tracto gastrointestinal y
de la carcasa se pesaron aproximadamente 5 g. Los lipidos se saponificaron con la
adicion de 1.5 ml de KOH al 60% y se incubaron a 70 °C por dos horas. Después de
la incubacion, las muestras se neutralizaron con 1.5 ml de H,SO, 6M vy los lipidos se

extrajeron tres veces con éter de petroleo. En la Ultima extracciéon se evaporé el
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solvente y los lipidos se disolvieron con liquido de centelleo (Instagel), la radiactividad

del “C se cuantificé en un contador de centelleo liquido (Beckman Fullerton, CA).

H. Expresion del RNAm de A6D, A5D, SREBP-1, PGCa, PGCp, y PPARa en

glandula mamaria, higado y tejido adiposo de rata lactante.

a. Extraccion de RNA total

A partir de tres ratas de cada subgrupo utilizado para medir la conversion del
acido linoléico (**C-AL) de la dieta, se obtuvieron muestras de higado, tejido adiposo y
glandula mamaria, las cuales se congelaron inmediatamente en nitrogeno liquido y se
conservaron -70 °C hasta su analisis. De los tejidos se extrajo el RNA total usando el
método de Chirgwin (1979).%° Este método consiste en moler 0.5 g de tejido en un
homogeneizador (Polytron® PT 1200, Kinematica AG) con 8 ml de tiocianato de
guanidina y 56 ul de B-mercaptoetanol. Posteriormente se agregaron 400 ul de
sarcosil al 10 % y se centrifugo para obtener el sobrenadante, el cual se transfirié a un
tubo que contenia 4 ml de CsCI 5.7 M y se centrifugé a 29,000 rpm durante 18h a 18
°C. El precipitado se disolvi6 en agua con dietilpirocarbonato (DEPC) estéril,
posteriormente el RNA se extrajo y se precipitd con acetato de sodio 3 M y etanol

|.69

absoluto, finalmente el RNA se disolvié en agua DEPC estéril.”” Se tomaron alicuotas

para su cuantificacion e integridad y el resto se conservé a -70 °C hasta su analisis.

b. Cuantificacion del RNA total.
Las muestras de RNA total se cuantificaron midiendo la absorbancia a 260 y 280
nm en un espectrofotometro (Beckman) con lampara UV. A partir de los valores de

absorbancia a 260 nm se calcul6é su concentracion utilizando la siguiente ecuacion.

[RNA] (ng/ul) = (Absorbancia a 260 nm) (Dilucién) (40 pg/ul)/1000

Sabiendo que 1 densidad o6ptica a 260 nm (1 DO2g0) = 40 ng deRNA.

La relacién de absorbancia a 260/280 indica la pureza de RNA, se considera
que las relaciones cercanas a 2.0 unidades de DOzs0/280 SON las Optimas.

c. Integridad del RNA
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Para determinar la integridad de RNA total, se sometié una muestra del mismo a
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.0 % tefiido con bromuro de etidio
(0.5 pg/ml). La electroforesis se llevo a cabo a 90 voltios durante 2 horas. EI RNA se
observé en un transiluminador con luz ultravioleta.

El RNA extraido se utilizé primeramente para saber si se expresaba el RNAm de
la A6D y A5SD en la glandula mamaria y el tejido adiposo mediante
transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR),
posteriormente se cuantificé la abundancia de los RNAm utilizando la técnica de
Northern blot.

d. RT-PCR

El cDNA se sintetizé a partir del RNA total obtenido de los tejidos por medio de
la transcripcion reversa, utilizando oligo dT. Las moléculas de RNAm funcionan como
molde y el oligo dT como cebador. Ademas, se requiere la presencia de dNTP’s que
funcionan como sustrato para la transcriptasa reversa, de lo que resulta una hebra de
DNA complementario. EI cDNA sintetizado sirvi6 como molde para su amplificacién
por PCR. El RT-PCR se realiz6 en dos etapas:

1. RT

En 11 pl de volumen final se mezclaron; 5 ug de RNA total, 2 ul de solucion
amortiguadora de transcriptasa reversa 5X (Tris-HCI 250 mM pH 8.3; KCI 375 mM;
MgCl, 15 mM de), 2 ul de la mezcla de dNTP’s (dATP, dGTP, dCTP y dTTP) 2 mM, 1
ul de inhibidor de RNAsa (40 U/ul, Boerhinger Mannheim), 1 ul de ditiotreitol (DTT) 0.1
M, 1 ul de oligo (dT;215 500 ug/ml) y 0.25 ul de transcriptasa reversa M-MLV (por sus
siglas en inglés Moloney Murine Leucemia Virus, 200 U/ul, Invitrogen™ Life
Technologies). La reaccion se llevé a cabo de la siguiente manera, primero se alineo
el oligo dT a 65 °C durante 5 min y posteriormente la sintesis se llevé a cabo a 42 °C
durante 60 min y finalmente a 94 °C por 5 min.

2. PCR

El cDNA obtenido se uso para la PCR en un volumen final de 25 pl, la mezcla de
reaccion contenia lo siguiente: 2.5 ul amortiguador de PCR 10X (Tris-HCI 200 mM pH
8.4, KCI 500 mM), 1.5 ul de MgCl, (25 mM), 1 ul de la mezcla de dNTP’s (10 mM), 1
ul del oligonuleotido (20 pmoles) especifico, 2 ul del cDNA y 0.5 ul de la Taq
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polimerasa (5 U/ul). La secuencia de cada oligonucleétido, el tamafio de los productos
de amplificacion y la temperatura de alineamiento de cada uno de los genes
estudiados se muestra en la tabla 3. Todas las regiones génicas se amplificaron bajo
las siguientes condiciones:

1) Un ciclo a 95 °C por 5 min; Tm por 1 miny 72 °C por 90 seg.

2) Treinta y tres ciclos a 95 °C, 1 min; Tm, 1 miny 72 °C, 90 seqg.

3) Unciclo 95 °C, 1 min; Tm, 1 miny 72 °C, 7 min.

La Tm o temperatura de alineamiento fue especifica para cada oligonucledtido,
ver tabla 3.

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa
al 2 % tefiidos con bromuro de etidio (0.5 pug/ml). Para identificar el tamafio de los
productos de PCR, en la electroforesis se incluyé un marcador de pares de 100 pares
de bases.

Para confirmar las secuencias de bases, los productos de PCR de la A6D y
A5D fueron secuenciados usando ABI PRISM Big Dye Terminators v3 en un
secuenciador automatizado siguiendo los procedimientos del fabricante (Applied

Biosystems).

38



Tabla 3. Secuencia de oligonucledtidos utilizados para la amplificacién por PCR de las

regiones génicas.

A6D Upper 5TGCCTTCCGTGCCTTCCAC 3 925 59.4°C
Lower 5 GTG CCC GCT GAACCAGTCATT 3
A5D Upper 5" TCT TGC CCACGATGC CACGAC 3 688 60.6 °C

Lower 5 CTTTGC CCCGCCTGCTTCTGA 3

SREBP-1 Upper 5" TCC CAGAGTAGCCCCTTGTTC 3 1008 60.7 °C
Lower 5'CCAGTC CCCATC CACGAAZ
FAS Upper 5GCTTTGCTG CCGTGT CCTTCT 3 850 61°C
Lower 5 GTG TCT GCT GGG GTCCTC GTT 3
PPARa Upper 5 GTC GAA TAT GTG GGG ACA AGG 3 977 56.4 °C

Lower 5 AAG GAG CTT TGG GAA GAG GAA 3

Secuencia de los oligonucledtidos de la A6D = delta 6 desaturasa, A5D = delta 5
desaturasa, SREBP-1 = proteina de unién a elementos de respuesta a esteroles,

PPARa = receptor activado por proliferadores de peroxisoma, pb = pares de bases.

e. Andlisis por Northern Blot

Para cuantificar la abundancia de los RNAm de los genes estudiados se utilizé
el método de Northern Blot. Este procedimiento consta de diferentes pasos a partir del
RNA total aislado: 1) Separacion del RNA total de acuerdo a su tamafio en un gel
desnaturalizante de agarosa; 2) transferencia del RNA a un soporte solido de manera
gue permita conservar su distribucién topoldgica; 3) fijacion del RNA a una matriz
sélida; 4) hibridacion del RNA con sondas complementarias a las secuencias de
interés; 5) eliminacion del exceso de sonda unida no especificamente a la matriz
sélida y 6) deteccion, captura y analisis de una imagen de la sonda unida a su

secuencia especifica.®

38



Brevemente este método consiste en lo siguiente: 15 ug de RNA total
previamente desnhaturalizado (65 °C durante 5 min) se sometieron a electroforesis
horizontal utilizando un gel de agarosa al 1.0 % con 37 % de formaldehido
(desnaturalizante). Se utiliz6 GRB 1x como amortiguador para la electroforesis, ésta
se llevo a cabo a 90 volts durante 2.5 horas. Posteriormente, el RNA se transfirid a
una membrana de nylon (soporte sélido, Hybond-N+, Amersham, Buckinghamshire,
UK) durante 24 h a temperatura ambiente, y después se fijjo con luz UV en un
crosslinker (Amersham). Las membranas fueron prehibridadas con el amortiguador
rapid-hyd (Amersham) a 65 °C durante 1 hora y posteriormente hibridadas con la
sonda de DNA complementario durante 2.5 h a 65 °C. Las sondas de cDNA de los
genes A5D, A6D, SREBP-1, FAS (sintasa de acidos grasos) y PPARa se obtuvieron
del RNA de higado y se prepararon mediante RT-PCR. Se incluyé a FAS porque es
un gene blanco para SREBP-1. Inmediatamente se marcaron con desoxicitidina 5’[a.-
32P] trifosfato (110 Thg/mmol, Amersham) usando el sistema rediprime para el
marcaje del DNA (Amersham). Las membranas se lavaron una vez con citrato de
sodio estandar (SSC) 2X / sulfato dodecil de sodio (SDS) 0.1 % a temperatura
ambiente durante 20 minutos, después se lavaron dos veces con SSC 0.1X / SDS 0.1
% a 65°C durante 15 minutos cada lavado. Las membranas se expusieron a peliculas
de rayos X (Eastman Kodak) a -70 °C utilizando una pantalla intensificadora. Las
imagenes se digitalizaron y las bandas radiactivas se cuantificaron (cpm) usando un
Instant Imager (Packard Instrument, Meriden CT). Los resultados se expresaron como

unidades arbitrarias.

f. PCR en tiempo real

Para la cuantificacion del RNAm por PCR en tiempo real, el RNA total fue
extraido de glandula mamaria de acuerdo al método de Chirgwin (1979).%° El cDNA se
sintetizo a partir de 350 ng de RNA total con el Multiscribe Master Mix (PE Applied
Biosystems). ElI cDNA fue amplificado por PCR en tiempo real usando la sonda
Tagman y los oligonucledtidos para PGC-la (Rn 00580241) y PGC1-18 (Rn
00598552). La reacciéon y deteccion se llevo a cabo en un sistema ABI PRISM 7000
(Applied Biosystems). La sonda estaba marcada con FAM en el extremo 5 y con
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TAMRA en el extremo 3'. La amplificacion se llevo a cabo en un volumen total de 10
ul conteniendo 22 ng de cDNA, 900 nM de cada oligonucleotido y 12.5 ul de mezcla
maestra Universal Tagman. En cada reaccion la polimerasa se activo pre-incubando a
95 °C por 10 min. La amplificacion se realiz6 en 45 ciclos de 95 °C por 15 segq,
finalmente una extension final de 60 °C por 60 seg. La cantidad de cDNA de PGC-1a
y de PGC-1p en cada muestra se normalizé con el gene housekeeping para B-actina.
La sonda y los oligonucleotidos para PGC 1-a, 1B y B-actina se obtuvieron de PE
Applied Biosystems (Pre-developed TagMan Assay Reagents Control kits). EI PCR en

tiempo real se realiz6 por triplicado para cada muestra.

l. Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio = error estandar. Las series
longitudinales de datos (peso corporal de la rata madre, ingesta de alimento) y la
comparacion en la incorporacion, conversion del acido linoléico y % de cada é&cido
graso entre los 3 grupos de estudio se hizo con analisis de ANOVA de una via y con

una pos prueba de Bonferroni.

J. Consideraciones éticas

La presente investigacion cumple con las consideraciones éticas, los
reglamentos institucionales y con las normas propuestas por la ley General de Salud.
El sacrificio de los animales esta de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999.
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VIl. RESULTADOS
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A. Caracterizacion del modelo animal

a) Ingesta materna

La ingesta de alimento (g/dia) de las ratas madre durante el embarazo y hasta el
dia 12 de la lactancia de los tres grupos experimentales se muestra en la gréfica 1. Al
inicio de la gestacion la ingesta dietaria fue 19.5 g/dia, la cual se incrementd
ligeramente hasta alcanzar 21 g/dia en la ultima etapa de la gestacion, estos valores
se observaron en promedio en los tres grupos experimentales. Durante la lactancia, la
ingesta de alimento se incrementd en un 100 % en todos los grupos, al iniciar fue de
21 g/dia y aumento hasta 42 g/dia en promedio en los tres grupos experimentales en
el dia 12 de lactancia. No se encontraron diferencias significativas en la ingesta de
alimento durante el embarazo y los primeros 12 dias de la lactancia entre los grupos

experimentales.

A DAL
B DSL

~
T

Dia del parto

Consumo de alimento (g)

1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 2 4 6 8 10 12
Embarazo Lactancia
Tiempo (dias)

Grafica 1. Ingesta de alimento de la rata madre durante el embarazo y hasta el
dia 12 de lactancia de ratas alimentadas con diferente concentracion de aceite de
maiz. DBL = dieta baja (2 %); DSL = dieta suficiente (5 %); y DAL = dieta alta (10 %)
en lipidos (aceite de maiz), n = 20 ratas por grupo. Los valores se presentan como

promedio *+ desviacion estandar.
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b). Peso corporal materno

El peso corporal (en gramos) de las ratas madre durante el embarazo y hasta
el dia 12 de la lactancia de los tres grupos experimentales se muestra en la gréafica 2.
Durante el periodo de gestacion, el peso de las ratas aumento progresivamente desde
276 g en el dia uno de embarazo hasta alcanzar un peso de 415 g al final del
embarazo, estos valores fueron en promedio en los tres grupos experimentales. El dia
del parto se presentd una disminucion en el peso, el cual no llegé a descender al que
la rata tenia al inicio del embarazo. En el dia 1 de la lactancia la rata tuvo un peso
corporal promedio en los tres grupos de 324.9 g, éste se mantuvo constante durante
los primeros 12 dias de lactancia. En este dia (dia del experimento) la rata madre tuvo
un peso de 312.65 g. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en

el peso corporal entre los grupos (DBL, DSL y DAL) en las etapas estudiadas.

Dia del parto

A DAL
500 4 w pSL

450 ~
400
350

300

250 :

200

Peso corporal materno (g) (g)

I T
1 3 5 7 911 13 1517 19 21 2 4 6 8 10 12
Embarazo Lactancia

Tiempo (dias)

Grafica 2. Peso corporal (en gramos) de las ratas madre durante el embarazo y
hasta el dia 12 de la lactancia de ratas alimentadas con diferente concentracion de
aceite de maiz. DBL = dieta baja (2 %); DSL = dieta suficiente (5 %); y DAL = dieta
alta (10 %) en lipidos (aceite de maiz), n = 20 ratas por grupo. Los valores se
presentan como promedio + desviacion estandar.

B. Conversién del acido linoléico (*3C-AL) de la dieta en &cido araquidénico
(*3C-AA) en el organismo materno.
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A ratas alimentadas con una dieta baja (2 %), suficiente (5 %) o alta (10 %) en
lipidos durante el embarazo y hasta el dia 12 de la lactancia se les administré una
dosis oral de **C-AL, cinco horas después se obtuvo el cuajo de las crias y los tejidos
maternos en donde se midi6 la conversién de este &acido graso en *C-acido
araquidénico (**C-AA). Para calcular esta conversién es necesario conocer el
contenido de AL y AA en cada uno de los tejidos, de tal manera que se determind la
composicidn de acidos grasos en éstos.

a) Andlisis de la composicion de acidos grasos.

En las gréficas 3A-D se muestran la composicion de acidos grasos que se
encuentran en el cuajo y en los tejidos analizados (glandula mamaria, higado y tejido
adiposo) de ratas de 12 dias de lactancia. En la glandula mamaria los acidos grasos
mas abundantes fueron; C16:0, C18:1 y C18:2, de estos el mas abundante fue el
C18:1. De éstos, soélo los porcentajes del C16:0 y C18:2 fueron estadisticamente
diferente en los grupos experimentales. Siendo para el C16:0 de 27.11 + 0.54 %,
23,96 £ 0.55 % y 20.44 + 0.26 % en los grupos DBL, DSL y DAL respectivamente, y
para el C18:2 fue de 13.23 £ 0.64 %, 22.77 £ 0.81 % y 30.07 + 0.45 % en los grupos
DBL, DSL y DAL respectivamente (grafica 3A). Los acidos grasos mas abundantes
en el cuajo fueron; ladrico (C12:0), miristico (C14:0), palmitico (C16:0), oleico (C18:1)
y linoléico (C18:2), siendo el mas abundate el palmitico. El porcentaje de C16:0 y
C18:2 fueron estadisticamente diferentes en los tres grupos experimentales, el C16:0
fue del 33.3 £ 0.82 %, 26.7 + 0.75 %, 24.2 = 0.53 % en los grupos DBL, DSL y DAL
respectivamente, y para el C18:2 fue de 7.5 £ 0.31 %, 18.02 £ 0.74 % y 24.49 + 0.59
% en los grupos DBL, DSL y DAL respectivamente (gréfica 3B). Los acidos grasos
mas abundantes en el higado fueron; C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 y araquiddnico
(C20:4), siendo el mas abundante el C18:1. De éstos se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los tres grupos experimentales en el C18:1 y C18:2.
Siendo para el C18:1 el 30.33 + 1.90 %, 21.62 + 1.87 % y 13.96 £ 0.34 % en los
grupos DBL, DSL y DAL respectivamente, y para el C18:2 de 8.41 + 1.83 %, 11.0
1.18 % y 17.63 = 0.62 % en los grupos DBL, DSL y DAL respectivamente (gréfica
3C). Los acidos grasos mas abundantes en el tejido adiposo fueron: C16:0, C18:1 y

C18.2, no se encontraron diferencias en el porcentaje de los acidos grasos entre los
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grupos experimentales. Los valores se expresan como promedio del porcentaje +

error estandar (gréafica 3D).
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A) Composicién de acidos grasos en la glandula mamaria
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B) Composiciéon de acidos grasos en el cuajo de crias
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Graficas 3A-B. Composicion de acidos grasos de la glandula mamaria, n = 10
(3A) y del cuajo de 7 crias por camada, n = 12 (3B) de ratas lactantes (12 dias)
alimentadas con diferente concentracion de lipidos (aceite de maiz). Los resultados se
muestran como promedio * error estdndar. Diferente letra en las barras que

representan cada acido graso indican p < 0.05.
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C) Composicion de acidos grasos en el higado
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D) Composicion de acidos grasos en el tejido adiposo
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Gréficas 3C-D. Composicion de acidos grasos del higado, n = 10 (3C) y del
tejido adiposo n = 5 (3D) de ratas lactantes (12 dias) alimentadas con diferente
concentracion de lipidos (aceite de maiz). Los resultados se muestran como promedio

+ error estandar.
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La composicion de acidos grasos de la dieta proporcionada a los animales en
estudio, en su mayoria contiene LC-PUFAs, cuya composicion es la siguiente; C16:0
11.9%, C18:02.1%, C18:1 30.7% y C18:2 55.3%.

b. Anélisis de la relacién isotépica **C/**C en los &cidos grasos.

En las graficas 4A-B se representan las masas isotépicas del CO., 45, 46 y 47
con los valores de & **C/*2C, en este caso el CO, proviene de la combustién del AL de
una muestra de cuajo de una cria, cuya madre recibié una dosis oral de *C-AL (4A).
En 4B se muestra lo mismo, pero la madre no recibi6 la dosis, por lo que el valor de
delta & **C/**C es el enriquecimiento basal. En promedio el valor de § **C/**C para el
gas de referencia fue de -43.47, en base a este valor se calcularon los & **C/**C de las

muestras.
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Gréficas 4A y B. Gréficas representativas de las masas isotopicas del COy;
44,45 y 46. Cuajo de cria, cuya madre recibié una dosis oral de **C-AL (A) y una que

no la recibié (B).

En la tabla 4 se muestra la incorporacién del **C-AL y su conversién en *C-AA.
Los resultados muestran que la mayor incorporacién del AL fue en la glandula
mamaria de 20.93 £ 6.22 %, 19.62 = 2.74 % y 10.17 + 2.05 % en los tres grupos
experimentales; DBL, DSL y DAL respectivamente. La incorporacion al cuajo, a la
glandula mamaria y al higado fue similar entre los tres grupos siendo menor en el
higado. En el tejido adiposo no se detect6 AL marcado con el is6topo. En la misma
tabla se muestra el % de **C-AL convertido en *C-AA. El *C-AA sintetizado a partir
del *3C-AL que se encontré6 en el higado fue similar en los tres grupos experimentales.
Ademas, el *C-AA se encontré en mayor porcentaje en la glandula mamaria y en
menor cantidad en el cuajo, siendo en ambos casos estadisticamente menor en el
grupo DAL en comparacién con el grupo DSL. No se detectd *C-AA en el tejido
adiposo en ninguno de los grupos experimentales. Los valores se expresan como

promedio del porcentaje + error estandar.
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Tabla 4. Incorporacion y conversion del acido linoléico en acido araquidonico

en higado, glandula mamaria, tejido adiposo y cuajo.

DBL DSL DAL
% de incorporacién del *3C-AL/tejido total
Higado 2.60 £ 0.22 3.25+0.38 2.48 £ 0.37
Glandula mamaria 20.93 + 6.22 19.62 +2.74 10.17 £ 2.05
Cuajo 7.16 £ 2.33 13.73+£1.35 6.01 +2.43
Tejido adiposo ND ND ND

% del **C-AL convertido en AA/tejido total

Higado 0.62 +0.12 0.81 +0.17 0.39 +0.12
Glandula mamaria 1.04 + 0.49%P 0.36 + 0.08? 0.17 +0.05"
Cuajo 0.10 + 0.04*° 0.13 +0.012 0.03 + 0.01°
Tejido adiposo ND ND ND
13C-AL convertido en AA 1.35 + 0.46 0.46 + 0.08 0.18 £ 0.05
(GM+Cu)

Los resultados son expresados como el promedio + error estandar. ND = no
detectado, DBL = dieta baja (2 %, n = 14); DSL = dieta suficiente (5 %, n = 10) y DAL

abc

= dieta alta (10 % n = 10) en lipidos (aceite de maiz). Las letras indican el ANOVA “°p

< 0.05.
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C. Incorporacion a los tejidos maternos y oxidacion total del &cido
linoléico (**C-AL) de la dieta.

En la tabla 5 y 6, se muestra la incorporacion del acido linoléico y sus
derivados marcados con *C en las crias y en el organismo materno en el dia 12 de
lactancia. Los animales fueron alimentados con dieta baja (2 %), suficiente (5 %) y
alta (10 %) en lipidos (aceite de maiz) desde el embarazo hasta el dia 12 de lactancia
(dia del experimento), en este dia a la rata madre se le administré una dosis oral de
14c-4cido linoléico (1-**C-AL). No se encontraron diferencias significativas en la
cantidad de 1-*“C-AL de la dosis que fue absorbida por el intestino de los animales
(promedio + error estandar DBL 80.9 + 3.3 %, DSL 82.7 + 1.8 % y DAL 78.2 + 2.9
%). Sin embargo, los resultados se presentan como porcentaje de la dosis absorbida
y no de la dosis administrada Cinco horas después de la administracién del 1-*“C-AL,
el compartimiento con la mayor incorporacion fue la glandula mamaria seguida del
cuajo y de las crias. Los resultados de la tabla 5 muestran que aproximadamente el
35 % del &cido linoléico de la dieta es transferido a la glandula mamaria. El total de 1-
“C-AL transferido a la glandula mamaria se defini6 como la suma de los porcentajes
de la dosis absorbida/tejido total en la glandula mamaria, cuajo y crias.

Ademas, con los datos de incorporacién del **C (en los lipidos del cuajo,
glandula mamaria y las crias) y los datos del analisis del perfil de acidos grasos del
aceite de maiz, el cual mostré6 que contiene un 55.3 % de &acido linoléico, se
calcularon los gramos de AL de la dieta /100g de alimento consumido que son
transferidos a la glandula mamaria para la sintesis de la leche. Considerando que el
55.3 % de aceite de maiz es AL, entonces la DBL (2 g aceite de maiz) contiene 1.1 g,
la DSL (5 g aceite de maiz) contiene 2.75 g y la DAL (10 g aceite de maiz) contiene
5.5 g de AL/100g de dieta. El 1.1, 2.75 y 5.5 g de AL/100g de dieta representan el 100
%, de AL, sin embargo, la incorporacion de este acido graso no fue del 100%. Con
base a esto se calcularon cuantos g de AL se incorporaron considerando el % de
incorporacion **C a los lipidos en los tejidos. Aunque no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el % de incorporacion del 1-*“C-AL a los diferentes
tejidos, si se observaron diferencias en los g AL incorporados/100 g dieta a la glandula

mamaria, los resultados muestran que las ratas alimentadas con la dieta alta en
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lipidos incorporan a la glandula mamaria 2.06 y 5.9 veces mas AL de la dieta que el

grupo DSL y DBL respectivamente.
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Tabla 5. Incorporacion del **C-acido linoléico de la dieta en el dia 12 de lactancia en la glandula

mamaria, cuajo y crias de ratas alimentadas con diferentes concentraciones de aceite de maiz.

% de dosis absorbida/tejido total

Grupo experimental ~ Glandula Cuajo
(g AL /100g de dieta) mamaria
DBL 243+33 101+22
(1.1)
DSL 216+13 121+17
(2.75)
DAL 226+32 125+25
(5.5)

g AL incorporado/100 g dieta consumida

(GM + Cu + CC)
Carcasade Transferido a la glandula
las crias mamaria
(GM + Cu + CC)
58+1.6 326+7.0 0.36 £ 0.08¢
44+0.6 37.9+£26 1.04 +0.08P
51+0.7 34031 2.15+0.322

Los resultados son expresados como el promedio * error estandar. DBL = dieta baja (2 %, n = 14); DSL = dieta
suficiente (5 %, n = 10 ); y DAL = dieta alta (10 % n = 10) en lipidos (aceite de maiz). GM = glandula mamaria,

Cu = cuajo, CC = carcasa de las crias, la n = nUmero de camadas. Diferente letra dentro de la columna indica la

diferencia estadistica por el ANOVA de una via ®*°p<0.05.
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Ademas, el 1-**C-AL se incorporé a otros tejidos como el higado, seguido de la
carcasa materna y el tejido adiposo parametrial (tabla 6). No se observaron

diferencias significativas en % de incorporacién del 1-**C-AL a los diferentes tejidos.

Tabla 6. Incorporacion del **C-acido linoléico en el dia 12 de lactancia en el
higado, carcasa y tejido adiposo parametrial de ratas alimentadas con diferentes

concentraciones de aceite de maiz.

% de dosis absorbida/tejido total

Grupo experimental Tejido adiposo Higado Carcasa
(contenido de AL g/100g) Parametrial materna
DBL 0.54 £ 0.08 83+1.2 7.0+1.2

(1.1)
DSL 0.42+0.11 5.2+0.7 45+0.9

(2.75)
DAL 0.65+0.13 6.1+1.0 58+1.4

(5.5)

Los resultados son expresados como el promedio + error estandar. DBL = dieta baja
(2 %, n = 14); DSL = dieta suficiente (5 %, n = 10); y DAL = dieta alta (10 % n = 10) en

lipidos (aceite de maiz).

En la tabla 7 y en la grafica 5 se observa el % de CO, espirado por la rata
madre (en el dia 12 de lactancia) y sus crias, proveniente de la dosis oral del *C-AL
administrada a las ratas alimentadas con una dieta con diferente contenido de lipidos
(aceite de maiz). La oxidacion total del 4cido graso marcado **C se monitore6 cada
hora durante 5 horas. Ademas, se calcularon los gramos de AL oxidado/100g dieta de
la misma manera que se calcularon los gramos de AL incorporados/100 g dieta, para
este calculo se utilizé % de CO, producido durante las 5 horas después de administrar
“C-AL. Aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el %

de CO, producido a partir del 1-**C-AL durante las 5 horas, si se hubo diferencias en
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los g AL oxidados/100 g dieta. Los resultados muestran que las ratas alimentadas con
la dieta alta en lipidos oxidan 2.1 y 4.8 veces mas &cido linoléico de la dieta que las
ratas de los grupos DSL y DBL respectivamente. Es decir, la oxidacion del 1-*C-AL
hasta CO, es directamente proporcional a la concentracion de aceite de maiz de la
dieta.

Tabla 7. Oxidacion total del **C-acido linoléico en el dia 12 de lactancia de

ratas alimentadas con diferente concentracion de lipidos.

Grupo experimental % de CO,de dosis g AL oxidado/100g dieta
(contenido de AL g/1009) absorbida

DBL 18.09 + 3.14 0.22 + 0.04°

(1.1)

DSL 15.95+1.85 0.48 + 0.06"
(2.75)

DAL 1743+ 2.0 1.05+0.12°

(5.5)

Los resultados son expresados como el promedio + error estandar. DBL = dieta baja
(2 %, n = 14); DSL = dieta suficiente (5 %, n = 10); y DAL = dieta alta (10 % n = 10) en
lipidos (aceite de maiz). AL = &cido linoléico. ANOVA de una via *°p<0.05.
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Gréfica 5. Efecto del contenido del aceite de maiz de la dieta sobre la oxidacion
total del acido linoléico y sus derivados. Los resultados son expresados como el
promedio * error estdndar. DBL = dieta baja (2 %, n = 14); DSL = dieta suficiente (5
%, n = 10); y DAL = dieta alta (10 % n = 10) en lipidos (aceite de maiz). AL = &cido
linoléico. ANOVA de una via 2*°p<0.05.

D. Expresion del RNAm de A6D, D5D, SREBP-1, PGCa, PGCB, y PPARa en
glandula mamaria, higado y tejido adiposo de rata lactante.

Se estudio el efecto de diferentes concentraciones de aceite de maiz en la dieta
sobre los niveles de expresion del RNAm de A6D, A5D, SREBP-1, PGCa, PGCp vy
PPARa en glandula mamaria, higado y tejido adiposo en el dia 12 de la lactancia en
ratas.

a) Expresion del RNAm de la A6D, A5D en tejido adiposo y glandula mamaria.

Primeramente se investigd la presencia del RNAm de la A6D y A5D en la
glandula mamaria y el tejido adiposo mediante RT-PCR. En la figura 6 se muestra la
expresion del RNAm de la A6D y A5D en tejido adiposo, glandula mamaria 'y en
los tejidos previamente reportados que expresan estas desaturasas como el

higado y elcerebro. Los productos de PCR de la A6D y A5D desaturasa fueron
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secuenciados como se describe en la estrategia metodoldgica, la secuencia de ambas
desaturasas coincidié en un 100 % con el cDNA reportado en el GenBank para estos

genes.
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Figura 6. Producto de la reaccion en cadena de la polimerasa del gen delta 6
(A6D) y delta 5 desaturasa (A5D). La PCR se hizo del cDNA sintetizado a partir del
RNA total de; H = higado, TA = tejido adiposo, GM = glandula mamaria y Ce =
cerebro. M = marcador de pares de bases (100 pares de bases, pb). Gel de agarosa

al 2% tefnido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml).
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b) Cuantificacion de la abundancia del RNAm de la A6D, A5D, SREBP-1 y
PPARa por Northern blot.

Mediante el analisis de Northern blot en higado y glandula mamaria se
identificaron dos transcritos de la A6D, uno reportado como dominante y uno menor
con aproximadamente 4.0 y 2.2 kb respectivamente (Figura 7A). Ademas, los
resultados muestran que en el higado y en la glandula mamaria la abundancia del
RNAmM de la A6D, A5D, SREBP-1 y FAS disminuye cuando las ratas fueron
alimentadas con una dieta alta (10 %) en aceite de maiz (55.3 % de &cido linoléico) en
la dieta, lo que sugiere que el RNAmM de estos genes depende del contenido de &cido
linoléico de la dieta. La mayor expresion del RNAm de A6D, A5D, SREBP-1y FAS se
observé en el grupo de animales alimentado con una dieta baja en aceite de maiz (2
%).

Estos resultados indican que el alto contenido del acido linoléico en el aceite de
maiz disminuye la lipogénesis ya que se observo una menor expresion del RNAm de
FAS, esto fue mas claro en el higado de los animales del grupo DAL, ya que se
reprimio totalmente la expresion del RNAmM de FAS. La disminucién de la expresion es
mediada a través de SREBP-1, ya que FAS es un gen blanco de este factor de
trascripcion. La expresion del RNAm de FAS siguié un patrén similar al de SREBP-1
(Figura 7A). Esos datos indican que el consumo del aceite de maiz disminuye la
lipogénesis en el higado y en la glandula mamaria. Ademas, los resultados muestran
gue la abundancia del RNAmM de PPARa en el higado incrementa cuando aumenta el
contenido de aceite de maiz de la dieta (Figura 7A). La abundancia del RNAmM de
PPARa fue 1.33 veces mayor en el grupo DAL que en el grupo DBL y DSL (Figura
7B). Por otro lado, en la glandula mamaria el RNAmM de PPARa fue imperceptible por
el andlisis de Northern blot y apenas detectable por PCR en tiempo real.

En el tejido adiposo se expresd exclusivamente el transcrito dominante de la
A6D, ademas de la expresion del RNAm de A5D. Asimismo, en este tejido no se
observaron cambios en la abundancia del RNAm de A6D, A5D, SREBP-1 y FAS en

los grupos experimentales alimentados con diferentes concentraciones de aceite de
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maiz en la dieta. La expresion del RNAm de PPARa en el tejido adiposo fue minima
(Figura 7A).
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H GM TAP

% de aceite de maiz

2 5 10 2 5 10 2 5 10
B - 4.0 kb
AGD el o 2.2 kb
A5D 3.4 kb
SREBP-1 3.0kb
FAS 9.1 kb
PPARa 2.0 kb
28 S
RNA
total
18 S

Figura 7A. Andlisis de Northern blot de A6D, A5D, SREBP-1, FAS y PPARa en
el H = higado, GM = glandula mamaria y TAP = tejido adiposo parametrial de ratas de
12 dias de lactancia, alimentadas con diferente concentracion de aceite de maiz. 15
ng de RNA total fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante.
El RNA fue transferido a una membrana de nylon e hibridado con la sonda especifica
marcada con dexosicitidina 5’[a-32P] trifosfato. Finalmente las membranas se

expusieron a peliculas de rayos X.
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Figura 7B. Las imagenes autorradiograficas del Northern blot se digitalizaron y
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las bandas radiactivas se cuantificaron (cpm) usando un Instant Imager (Packard
Instrument, Meriden CT). m = DBL, m = DSL, o = DAL.
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c¢) Cuantificacion de la abundancia del RNAm de PGCla y PGC1p por PCR en
tiempo real.

La represion coordinada de la expresion de A6D, A5D y FAS por SREBP-1 en la
glandula mamaria en respuesta al aceite de maiz de la dieta, nos condujo a investigar
si los coactivadores PGCla y PGC1p son regulados por la presencia del acido
linoléico de la dieta. Los PGC-1 tienen una actividad eficaz transcripcional cuando se
acoplan a un factor de trascripcion.

PGC-1a se une y puede coactivar a la mayoria de los miembros de la familia de
los receptores nucleares como PPARa, sin embargo, la expresiéon de PPARa en la
glandula mamaria fue minima medida por Northern blot y PCR en tiempo real. En la
grafica 6 se puede observar que la abundancia expresada en unidades relativas del
RNAmM PGC-1a en la glandula mamaria, fue significativamente mayor en el grupo de
animales alimentado con la dieta alta en aceite de maiz que en los grupos DBL y DSL.

Interesantemente PGC-1B puede interactuar con SREBP-1. Como puede verse
en la gréfica 6, en la glandula mamaria hubo una disminuciéon en el RNAm PGC-1f3
cuando la concentracién del aceite de maiz en la dieta incremento, y se asocioé con
una expresion mas baja de SREBP-1 y de los genes blanco de SREBP-1: FAS, A5D y
A6D, sin embargo, esto solo fue significativo en los animales alimentados con una

dieta alta en aceite (10 %).
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Grafica 6. Expresion del RNAm de (A) PGCla y (B) PGC-1B en glandula
mamaria de ratas alimentadas con dieta baja (2 %), suficiente (5 %) y alta (10 %) en
aceite de maiz determinado por PCR en tiempo real. La abundancia del RNAm se
expresa como unidades relativas, los valores se muestran como el promedio + error
estandar; n= 3. Las letras indican las diferencias significativas entre los grupos, p <

0.05. m = DBL, m =DSL, o =DAL.
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VIIl. DISCUSION
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Uno de los objetivos del presente estudio fue identificar la contribucion del
acido linoléico (AL) en los lipidos de la leche, asi como conocer la distribucion y
conversion del AL en acido araquidénico (AA) en el organismo materno.
Adicionalmente se estudio la expresion del RNAm de la A5D y A6D responsables de la
conversion en la glandula mamaria, y si esta expresion es regulada por el contenido
de AL de la dieta a través de los factores de transcripcion SREBP-1 y PPARa en el
higado, tejido adiposo y glandula mamaria de ratas lactantes alimentadas con
diferentes concentraciones de aceite de maiz. Los resultados mostraron que en el dia
12 de la lactancia aproximadamente el 35% del acido linoléico de la dieta es
transferido a la glandula mamaria. Ademas del higado y el tejido adiposo, se observo
que en la glandula mamaria se expresa el RNAm de la A6D y A5D. La presencia del
AL de la dieta regul6 negativamente la expresion de estas desaturasas en la glandula
mamaria y el higado, pero no en el tejido adiposo. Los resultados sugieren que en
ambos tejidos, esta regulacion es mediada a través del factor de transcripcion
SREBP-1. Los hallazgos del presente estudio indican que al igual que el higado, la
glandula mamaria tiene la maquinaria necesaria para sintetizar LC-PUFAs, y que esta
sintesis puede ser regulada por la cantidad de acido linoléico de la dieta en ambos
tejidos.

El modelo animal que se utilizé en este estudio fue ratas hembras de la cepa
Sprague Dawley, a las cuales se les proporcion6 una dieta elaborada en el laboratorio
con diferente contenido de lipidos proporcionados por el aceite de maiz (55.3 % de
AL), durante todo el embarazo y hasta el dia 12 de lactancia. En estas ratas se evaluo
el consumo de alimento durante el embarazo y hasta el dia 12 de lactancia. En el
embarazo la ingesta de alimento fue incrementando conforme éste se desarrollaba.”
El aumento en el consumo de alimento en esta etapa se debe a que la rata necesita
generar las reservas energéticas que le ayudaran en el futuro para sustentar la
lactancia. Ademas, este incremento también se debe a que la madre necesita
suministrar un aporte adecuado de nutrimentos hacia el feto, para que éste tenga un
crecimiento normal. Como se puede observar en la grafica 1 el consumo de alimento
disminuye el dia anterior al parto, esto se ha reportado en otros estudios como el

de Evans R. et al (1989) y el de Wilde & Kuhn (1979), en el cual observaron que la
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ingesta no soélo disminuye desde los 4 dias previos al parto, sino que también
disminuye en las 24 horas posteriores a éste.”*

Esta bien documentado que la hiperfagia acompafia el establecimiento de la
lactancia, estudios previos muestran que el consumo de alimento aumenté de 21
g/dia en animales virgenes hasta 50g/ dia a la mitad de la lactancia.”* En nuestro
estudio se observé un incrementé en la ingesta, semejante al reportado desde el
primer dia de lactancia y hasta el dia 12 de lactancia. ° Esto se debe a que la rata
madre necesita consumir mayor cantidad de alimento para sintetizar los componentes
de la leche.”* Durante la gestacion y hasta el dia 12 de la lactancia existe un aumento
en el consumo de alimento, este consumo no se afectd por la cantidad de aceite de
maiz que contenia la dieta.”

El peso corporal de la rata madre aumenté conforme se desarrollé la
gestacion,’® en la primera etapa, este aumento se debe principalmente al crecimiento
del feto, de la placenta, de los fluidos y los almacenes de tejido adiposo.”® ™ A partir
del primer dia de lactancia el peso disminuy6 y se mantuvo constante hasta el dia 12
de lactancia. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso
corporal entre los grupos (DBL, DSL y DAL) experimentales en ninguna de las etapas
estudiadas.”® Nuestros resultados coinciden con lo previamente reportado, en donde
no se encontraron diferencias significativas en el peso corporal durante la lactancia en
ratas alimentadas con dietas que contenian diferente cantidad de lipidos.”™

Para medir la conversion del AL en AA se administré una dosis oral de **C-AL a
ratas de 12 dias de lactancia. En los tejidos maternos de estas ratas y en el cuajo de
las crias, se determind la composicién de acidos grasos.

La composicion de acidos grasos en el cuajo mostré una mayor cantidad de
acidos grasos de cadena media (AGCM) en el grupo DBL en comparacion con el
grupo DAL, ya que se observo un mayor porcentaje de C12, C14 y C16 (Grafica 3A).
Cuando el organismo materno no recibe los acidos grasos en la dieta, la glandula
mamaria toma estos AGCM del plasma que provienen de la movilizacién del tejido
adiposo o bien los sintetiza a partir de hidratos de carbono como la glucosa, que es su
principal precursor.”” " La composicién de los acidos grasos de la leche esta

influenciada por el tipo de acidos grasos y por la cantidad de lipidos de la dieta de la
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madre lactante.””®? Nuestros resultados indican que la proporcién de &cidos grasos en
el cuajo esta determinada por los acidos grasos presentes en la dieta de la rata
madre, ya que el grupo de animales alimentados con una dieta alta en aceite de maiz
(10 %) secretaron una leche que mostré mayor similitud con la composicion de acidos
grasos del aceite de maiz, utilizado para la preparacion de las dietas. Esto se muestra
claramente en la cantidad de AL, ya que el cuajo de los animales alimentados con la
DBL contiene cantidades significativamente menores de este acido graso que los
grupos DSL y DAL. Por otro lado, la cantidad de &cido araquidénico en el cuajo fue
significativamente menor en el grupo de animales alimentados con la DBL en
comparacion con los grupos DSL y DAL. Esto indica que las adaptaciones
metabodlicas que realizé el organismo materno, las cuales se mencionaran mas
adelante no fueron las suficientes para aportar leche a las crias con cantidades
suficientes de AA, aunque la cantidad de este acido graso es igual en la glandula
mamaria en los tres grupos experimentales. Lo que sugiere que podria existir menor
transferencia de AA de la glandula mamaria a la leche de los animales alimentados
con una DBL.

La composicion de acidos grasos de la glandula mamaria muestra una menor
cantidad de AGCM que los presentes en el cuajo, probablemente debido a que una
vez sintetizados son rapidamente transferidos a la leche. La mayor proporcion de
acidos grasos esta dada por los acidos grasos de cadena larga como el C18:1 vy el
C18:2. Este ultimo se encontr6 en mayor cantidad en el grupo de animales
alimentados con una DAL (Gréfica 3A). Lo cual refleja la composicion de los acidos
grasos presentes en el aceite de maiz.

Con respecto a la composicién de acidos grasos del higado, es interesante
notar que la mayor cantidad de AA y C18:0 se encontr0 en este Organo en
comparacion con el resto de los tejidos (Grafica 3A). El alto contenido de AA en el
higado, se debe a que este 6rgano es uno de los principales sitios de sintesis de
acidos grasos poli-insaturados de cadena larga como el AA.®* Existe un estudio en
donde también encuentran un mayor porcentaje de AA en el higado con respecto a

otros tejidos (carcasa, cerebro, piel, tejido adiposo y musculo). En esta investigacion
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se midi6 el contenido de AA y DHA en crias cuyas madres fueron alimentadas con
dietas que contenfan diferentes concentraciones de estos acidos grasos.®*

El tejido adiposo fue abundante en los &cido grasos C16:0, C18:1 y C18:2, ya
gue estos constituyeron en promedio aproximadamente el 90% del total de acidos
grasos (Gréfica 3D). Existen otros estudios que indican que de los LC-PUFAs, el AL
es el mas abundante en el tejido adiposo de ratones lactantes.® El acido linoléico es
un acido graso indispensable, por lo tanto la rata lo obtuvo a través de la dieta que se
le proporciond, la cual tiene un alto contenido de este &cido graso (55.3%). Esto indica
que durante el embarazo y la lactancia la rata madre almacend parte del &cido
linoléico de la dieta en el tejido adiposo.

En cuanto a la sintesis de AA, observamos que el 1.35 + 0.46 %, 0.46 + 0.08 %
y 0.18 = 0.05 % (grupos DBL, DSL y DAL respectivamente) del AL de la dieta se
utiliza para la sintesis endogena del acido araquidonico que se encuentra en los
lipidos de la leche. Aunque se observa una tendencia en la disminucién de la sintesis
de AA conforme aumenta el contenido de aceite de maiz en la dieta, la diferencia
sOlo fue estadisticamente significativa entre los grupos DSL y DAL. Lo que sugiere
que hay una menor sintesis de AA cuando la dieta que consumieron los animales
contenia mayor cantidad de acido linoléico. Son pocos los estudios que se han hecho
acerca de la sintesis del AA en organismos lactantes, uno de estos realizado en
humanos muestra una recuperacién de la marca (**C) como AA en la leche del 0.01
%, el cual proviene del *C-AL, esta recuperacion fue menor a la de nuestro estudio.?’
Esta diferencia en la recuperacion podria deberse a diferentes factores: primero a que
en nuestro estudio se pudo medir la cantidad de **C-AA en la glandula mamaria de la
rata, lo cual no fue posible en el estudio de Del Prado y col., segundo, el *C-AA
medido en las mujeres se hizo entre el 5 y 6 mes postparto, se sabe que la cantidad
de LC-PUFAs como el AA y el DHA disminuyen aproximadamente el 38 % en la leche
durante el primer mes de la lactancia.

Con respecto al tejido adiposo, no se detectd *C-AL ni *C-AA, lo que sugiere
que durante la lactancia el AL que consume la madre y el AA recién sintetizado se
utiliza preferentemente para sintetizar los lipidos de la leche y no para formar parte de

las reservas corporales.
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Durante la lactancia existe un incremento en los requerimientos de los
nutrimentos para la madre y el recién nacido.®® Para cubrir la demanda de nutrientes
por el recién nacido, la madre los proporciona a través de la leche. De manera que la
glandula mamaria tiene una gran demanda de nutrientes para sintetizar la leche, y
para mantener las funciones metabdlicas de los lactocitos.®® Entre los nutrientes
presentes en la leche estan los LC-PUFAs como el AA, EPA y DHA, los cuales tienen
una funcién importante en el desarrollo neurolégico y de la retina del recién nacido.*”
87.88 | a madre obtiene estos &cidos grasos de la dieta o de la sintesis endégena a
partir de los acidos grasos indispensables AL y ALN

Existen pocos estudios acerca de la distribucion de los &cidos grasos
indispensables de la dieta en un organismo lactante (higado, tejido adiposo y glandula
mamaria principalmente), ademas de que no existen reportes de como es esta
distribucion en respuesta a una dieta baja en estos acidos grasos. En relacion a esto,
en el estudio realizado por Del Prado y col. se observé que la dieta consumida por los
habitantes de San Mateo Capulhuac, Edo. de México, es rica en productos de origen

vegetal y escasa en los de origen animal,®’

esto provoca que haya un consumo
deficiente de AA. Interesantemente, aun con esta deficiencia, las mujeres de esta
zona tienen concentraciones adecuadas de AA en su leche, esto en comparacion con
mujeres de paises desarrollados con un buen estado de nutricién. Esto sugiere que
en el organismo materno se llevan a cabo algunas adaptaciones metabdlicas para
proporcionar al recién nacido leche con una cantidad adecuada de LC-PUFAs, las
cuales podrian incluir la movilizacidon de las reservas corporales maternas (tejido
adiposo), o la participacion de tejidos extrahepaticos en la sintesis de estos acidos
grasos.

Informes previos indican que el higado es considerado el érgano principal de
sintesis de AA a partir de acido linoléico requerido por los tejidos extrahepaticos.®® Sin
embargo, en el presente estudio, observamos que aproximadamente entre el 5y el 8
% del [*C]-LA y sus [**C]-derivados se incorporaron al higado. Mientras que la
transferencia de estos acidos grasos, particularmente fue mayor en la glandula
mamaria (35 %). Por otro lado, en la leche se transfirié el 12 %, independientemente

del contenido de aceite de maiz en la dieta.”® Es notable observar que el porcentaje
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de recuperacioén del [**C]-LA en la leche fue similar a lo reportado en estudios previos
de mujeres lactantes, en donde recuperaron entre el 10 y el 12% de **AL en la leche
hasta 108 h después de proporcionar la dosis.** *° Asimismo, asumiendo que la taza
de transferencia de **C-AL es aplicable al AL no marcado de la dieta, podriamos
sugerir que aproximadamente el 35% del acido linoléico de la dieta es utilizado para
sintetizar los lipidos de la leche. Por otro lado, se analiz6 la contribucion del acido
linoléico de la dieta de la madre a los lipidos presentes en la leche, para esto se
calcularon los gramos de AL/100 g de dieta que se transfirieron a la glandula mamaria
(la transferencia a la glandula mamaria se defini6 como la suma de los gramos de
AL/100 g de dieta que se incorporaron a la glandula mamaria, cuajo y crias). Los
resultados muestran que hubo menor transferencia del AL en el grupo DBL que en los
grupos DSL y DAL, esto fue debido a la menor cantidad de AL presente en la dieta en
comparacion a la dieta que consumieron los otros grupos experimentales. Nuestros
resultados indican que la glandula mamaria podria ser un almacén temporal de acido
linoléico durante la lactancia antes de ser secretado a la leche o ser metabolizado
hasta AA en este mismo tejido."

Asimismo, se observé baja captacion del [**C]-AL por el tejido adiposo (0.5 % de
la dosis adsorbida), estos resultados no coinciden con el modelo tedrico sugerido por
Koletzko et al., en donde proponen que aproximadamente el 67% de una dosis oral de
[**C]-AL administrada oralmente a mujeres lactantes era captada por el tejido adiposo
y otros depositos.®* Sin embargo, es importante resaltar que en este estudio no fue
posible medir la captaciéon del [**CJ]-AL en el tejido adiposo de dichas mujeres.
Nuestros resultados fueron consistentes cuando a las ratas se les administré6 una
dosis oral de **C-AL. La baja proporcion de los lipidos que son captados por el tejido
adiposo, se debe a que durante la lactancia la mayor demanda de éstos es para la
sintesis de leche y no de reservas corporales.®

También se evalué la oxidacion total del [**C]-AL en el organismo materno
lactante tal y como se indica en la estrategia metodoldgica. Los resultados muestran
gue las ratas alimentadas con la dieta alta en aceite de maiz oxidan 2.1 y 4.8 veces
mas acido linoléico de la dieta que las ratas de los grupos DSL y DBL. Es decir, la

tasa de oxidacion del acido linoléico de la dieta hasta CO, aumenta cuando se
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incrementa la cantidad de este acido graso en la dieta.”® Esto coincide con estudios
previos que muestran disminucion en la oxidacién de trioleina (triglicérido con solo
acido oleico, acido graso mono-insaturado) de la dieta durante la lactancia en ratas
alimentadas con una dieta baja en lipidos.®* ® Nuestros resultados sugieren que en
un organismo lactante la oxidacion del acido linoléico de la dieta no es la principal via
metabolica que sigue este acido graso, ya que éste se utiliza preferentemente para la
sintesis de los lipidos de la leche.”

Para probar nuestra hipdtesis acerca de si la glandula mamaria posee la
maquinaria enzimatica para metabolizar el AL hasta AA, se procedié a la identificacion
del RNAm de la A6D y A5D. Nuestros resultados mostraron la presencia del RNAm de
ambas desaturasas en la glandula mamaria, sugiriendo que este tejido podria tener la
capacidad para sintetizar AA y DHA a partir de los acidos grasos indispensables AL y
ALN respectivamente.”®

Posteriormente, se evalud el efecto del acido linoléico de la dieta sobre la
expresion del RNAm de las desaturasas (A6D y D5D), los factores de transcripcion
(SREBP-1 y PPARa) vy los coactivadores (PGCa y PGCpB) mediante Northern blot y
PCR en tiempo real. El analisis de expresion de la ASD mostr6 un transcrito de 3.4 kb
en higado, glandula mamaria y tejido adiposo. En el caso de la A6D, se observaron
dos transcritos: uno denominado dominante de 4.0 kb y otro menor de 2.2 kb en
higado y glandula mamaria, mientras que en el tejido adiposo se expreso solo el
transcrito de 4.0 kb (Figura 7A).”° La presencia del transcrito menor sélo habia sido
identificada en el higado y no en otros tejidos.** Se ha propuesto que existen dos
isoformas de la A6D: una que cataliza la desaturacion inicial del 18:2 (acido linoléico;
n6) o 18:3 (acido linolénico; n3), y otra que cataliza la conversiéon de 24:5(n3) a
24:6(n3)" (Figura 4). Sin embargo, es necesario realizar mas estudios para
determinar si existen dos isoformas de la A6D.

La actividad enzimética y la expresion del RNAm de la A6D y A5D pueden ser
reguladas por factores hormonales y nutricios. Especificamente, la ingestion de bajas
niveles de acidos grasos indispensables resulta en mayor expresion hepatica de

ambas desaturasas.*” ** En nuestro estudio se observé por andlisis de Northern blot
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gue la expresion de la A6D y A5D, fue reducida en el higado y en la glandula mamaria
cuando se incrementd la cantidad de acido linoléico de la dieta, indicando que ademas
del higado, la glandula mamaria juega un papel importante en la sintesis de LC-
PUFAs durante la lactancia.”® Estos resultados coinciden con reportes previos que
demuestran que tanto los PUFAs, como los de cadena larga n-3yn-6 suprimen
la expresion hepatica de la A6D y A5D por inhibicidn de la tasa de transcripcién de los
genes A6D y A5D en roedores. La inhibicion de la transcripcién de estos genes aplica
para ambos el humano vy la rata.®® Interesantemente, en el tejido adiposo no se
observaron cambios en la expresion de ambas desaturasas, |0 que sugiere que la
regulacion de la expresion del RNAm de éstas es tejido especifico para el higado y la
glandula mamaria. Nuestro trabajo es el primer reporte que muestra algunos de los
mecanismos de regulacion de la expresion del RNAm de las desaturasas en la
glandula mamaria lactante.”

Se ha reportado que en el higado, SREBP-1 activa genes de la sintesis de
acidos grasos, incluyendo las tres desaturasas (A6D, A5D y A9D esteroil CoA
desaturasa). La activacion de los genes blanco, es a través de la union del factor de
transcripcion SREBP-1 a elementos reguladores de esteroles (SRE) en el promotor de
dichos genes.>” Se han identificado SRE en el gene de la A6D y A9D y probablemente
también se encuentren en el promotor de la A5D aunque esto no ha sido demostrado.
A su vez los PUFAs regulan a SREBP-1, recientemente se han propuesto diferentes
mecanismos por los cuales estos &cidos grasos y los de cadena larga n3 y n6 regulan
la lipogénesis a través de SREBP-1 en el higado. El primero sugiere que los PUFAs y
los de cadena larga reducen la forma nuclear activa de SREBP-1 en ratas.>® Segundo,
disminuyen la estabilidad del mensajero de SREBP-1°° y tercero suprimen la
expresion del RNAm de SREBP-1°! Por lo que dietas con alto contenido en estos
acidos grasos favoreceran la disminucion de SREBP-1 y como consecuencia
disminuye la lipogénesis, (Figura 7A). En el presente estudio demostramos que la
mayor cantidad de &cido linoléico presente en el aceite de maiz de la dieta disminuyé
la expresion del RNAm de SREBP-1 conduciendo a una reduccion en la expresion de

A6D, A5D y FAS no sélo en el higado, sino también en la glandula mamaria indicando
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que la lipogénesis y la sintesis de LC-PUFAs esta disminuida. Este efecto no se
observo en el tejido adiposo en ninguno de los grupos analizados, lo que sugiere que
durante la lactancia la expresion de SREBP-1 en el tejido adiposo no es regulada por
la cantidad de acido linoléico de la dieta.”® Dado que SREBP-1 regula la expresion de
ABD,”® es razonable pensar que al no haber cambios en su expresién tampoco se
presenten cambios en la expresion del RNAm de sus genes blanco como la A6D y
A5D, tal y como se observé en el tejido adiposo (Figura 7A)."

Por otro lado, nuestros resultados sugieren que la oxidaciéon de acidos grasos
parece ocurrir preferentemente en el higado via PPARa, esto se deduce dado que en la
glandula mamaria y en el tejido adiposo se expresaron muy bajos niveles del RNAm de
PPARa. Ademas, el grupo de animales que consumieron mayor concentracion de acido
linoléico mostro una mayor expresion del RNAm de PPARq,lo cual incremento la
oxidacion de acidos grasos en el higado. Esto se infiere de los resultados de oxidacion
del AL de la dieta, los cuales muestran que en el grupo experimental DAL, la oxidacion
de este &cido graso fue mayor en comparacion con los grupos DSL y DBL. Referente a
la glandula mamaria lactante, es necesario realizar mas investigacion para aclarar los
mecanismos de oxidacién de &cidos grasos en este 6rgano.”

Los resultados sugieren que cuando el contenido de &cido linoléico de la dieta
es alto (10 % de aceite de maiz), las desaturasas actian a mayor velocidad porque
hay mas sustrato. Por lo contrario, a bajos niveles de AL el organismo ajusta la
deficiencia de AA y aumenta la expresion de las desaturasas A6D, A5D para aumentar
la sintesis de AA.”

Los coactivadores PGC-la tienen una poderosa actividad transcripcional
cuando se unen al factor de transcripcion PPARo.>> *° La minima expresién de
PPARa en todos los grupos experimentales y la mayor expresion del RNAm de PGC-
la en el grupo DAL en la glandula mamaria, sugieren que aunque la presencia del
RNAmM de PPARa es insignificante, PGC-1a se requiere para la expresion normal de
una gran cantidad de genes mitocondriales®® incrementando la capacidad enzimatica
para la B—oxidacion de acidos grasos, cuando los animales son alimentados con una

dieta alta en acido linoléico. Por otro lado, la baja expresion de PGC-1p estuvo
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asociada con baja expresidon de SREBP-1 y sus genes blanco FAS, A6D y A5D
(Figura 7A). Estos resultados sugieren que PGC-1p esta involucrada en la represion
de genes lipogénicos después del consumo de altas concentraciones de &acido
linoléico (10 % de aceite de maiz). Esta represion parece ser mediada a través de la
represion de SREBP-1 en la glandula mamaria, contrario a lo que se ha reportado en
roedores alimentados con una dieta alta en grasa saturada en el cual la expresion de
PGC1-p esta inducida.”® Estos resultados indican que la expresion de PGC1-p esta
influenciado por el tipo de grasa de la dieta en la glandula mamaria y bajo diferentes
condiciones fisiolégicas como la lactancia.

Los resultados del presente estudio nos permiten inferir que, cuando la cantidad
de PUFAs en la dieta es baja (2 %), existe un mecanismo adaptativo para sintetizar
LC-PUFAS a través de un incremento en la expresion de SREBP-1 en la glandula
mamaria y el higado, el cual entonces incrementa la expresion de la A6D, A5D y FAS.
Al mismo tiempo, existe una reduccion en la expresion de PPARa reduciendo asi la
oxidacion de acidos grasos. Esas adaptaciones tienen la finalidad de que la glandula
mamaria sintetice leche con concentraciones adecuadas de acidos grasos
indispensables y LC-PUFAs n3 y n6 requeridos para enfrentar las necesidades del
recién nacido.

Finalmente, los resultados sugieren que durante la lactancia, el acido linoléico
que proviene de la dieta se incorpora preferentemente en la glandula mamaria. Sitio
en el cual, ademas del higado y el tejido adiposo expresan el transcrito de la A6D y
A5D desaturasas. Asi que, estos hallazgos sugieren que conjuntamente con el
higado, la glandula mamaria podria tener una participacién importante en la sintesis
de AGPI-CL. Asimismo, esta sintesis parece ser regulada por el contenido de AL
dietario a través de SREBP-1 y no de PPARa. Por el contrario, no se observaron
cambios en la expresion de los transcritos de la A6D y A5D desaturasas en el tejido

adiposo.
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1. El acido linoléico de la dieta se incorpora principalmente en la glandula
mamaria de la rata lactante, este efecto es independiente del contenido de lipidos
presentes en la dieta consumida por la rata.

2. La oxidacion total del acido linoléico fue directamente proporcional al

contenido de lipidos de la dieta consumido por la rata.

3. Existe una menor sintesis endégena de acido araquidénico a partir del acido

linoléico, cuando la dieta es alta en lipidos que cuando es adecuada.

4, En la glandula mamaria se expresan las dos isoformas de la A6D desaturasa

y en el tejido adiposo solo se expresa uno de ellas.

5. La expresion del RNAm de la A6D y A5D en el higado y en la glandula
mamaria es regulada por la cantidad de acido linoléico del aceite de maiz de la
dieta. La mayor expresion de los mensajeros se observdo en los animales
alimentados con el 2 % de aceite de maiz. Esta expresion esta directamente
relacionada con la expresion del factor de transcripcion SREBP1, en el higado y en

la glandula mamaria

6. La expresion del RNAmM de la A6D y la A5D en el tejido adiposo no es
regulada por el contenido de lipidos de la dieta ni existe relacion con la expresion
del RNAm de SREBPL1.

7. La expresion del factor transcripcional PPARa en el higado, depende del
contenido de acido linoléico en la dieta, ya que esta fue mayor cuando los animales
fueron alimentados con una dieta alta en aceite de maiz. Tal efecto no se observo

en la glandula mamaria.
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