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1.  RESUMEN 

 

Durante los periodos de gestación y de lactancia existen diversas adaptaciones metabólicas 
en el hígado, el tejido adiposo y la glándula mamaria de la madre para utilizar las diferentes 
fuentes de energía. El objetivo de este estudio fue analizar las adaptaciones en la expresión 
de genes involucrados en el metabolismo de lípidos, hidratos de carbono y aminoácidos en 
el hígado, el tejido adiposo y en la glándula mamaria de ratas gestantes y lactantes 
alimentadas con diferentes concentraciones de proteína dietaria (10, 20 y 30%). La 
expresión de dichos genes se  midió por PCR en tiempo real y la concentración de las 
proteínas FAS y SNAT2 se midió  por western blot. Durante la gestación y la lactancia la 
expresión de genes lipogénicos (SREBP-1, ACC y FAS), y glicolíticos (PK) en el hígado,  
se incrementó conforme disminuía la concentración de proteína en la dieta; sin embargo, la 
lipogénesis hepática fue mayor en el periodo de lactancia. En contraparte, la expresión de la 
enzima degradadora de aminoácidos (SDH) presentó un patrón de expresión opuesto, y 
consecuentemente el gen gluconeogénico (PEPCK) siguió el mismo patrón de expresión 
durante la gestación. Sin embargo, durante el periodo de lactancia la expresión de SDH no 
se incrementó al aumentar la concentración de proteína proveniente de la dieta. En el tejido 
adiposo, se observó un incremento en la expresión del trasportador de glucosa GLUT4 y de 
genes lipogénicos (SREBP-1, ACC y FAS) durante la gestación (día 14) en las ratas 
alimentadas con una restricción proteica (10%), no se observaron cambios en los otros 
grupos experimentales. En contraste con los otros dos tejidos, en la glándula mamaria la 
expresión de genes lipogénicos (SREBP-1, ACC y FAS), de transporte de aminoácidos 
(SNAT2) y de mTOR, se incrementó conforme transcurrían los periodos de gestación y 
lactancia independientemente de la concentración de proteína en la dieta; de manera 
opuesta, se redujo la expresión de genes lipolíticos (HSL) y de beta-oxidación (CPT-1) 
sobre todo en el periodo de lactancia. Estos resultados indican que el exceso de 
aminoácidos provenientes de la dieta sirven como fuente de energía al hígado, mientras que 
una carencia de aminoácidos genera adaptaciones metabólicas en el hígado y tejido adiposo 
de estos animales para proveer a la glándula mamaria los sustratos necesarios para la 
síntesis de proteínas y lípidos y cubrir la demanda energética de las crías en el periodo de 
lactancia, en el cual éste órgano lleva a cabo un proceso anabólico intenso 
independientemente de la concentración de proteína en la dieta. 
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2.   INTRODUCCIÓN  

 
Los periodos de gestación y lactancia son estados fisiológicos en los cuales se presentan 
una gran cantidad de cambios hormonales y metabólicos que tienen como fin capacitar a la 
madre para cubrir las necesidades de crecimiento y desarrollo del feto y de la cría después 
del nacimiento. En estos periodos se incrementan los requerimientos nutricios.1 Algunos 
estudios en ratas han demostrado esta condición al encontrar un aumento en el consumo de 
alimentos durante estos periodos, pero especialmente durante la lactancia lo que está 
asociado con la ganancia de peso de las crías.2 Durante la lactancia la rata madre 
incrementa la ingestión de alimento en un 300%. 
 
 
2.1  Cambios metabólicos durante la gestación  

El feto puede considerarse como otro tejido que requiere nutrimentos y emplea 
fundamentalmente glucosa para la obtención de energía; sin embargo, también utiliza 
aminoácidos, lactato, ácidos grasos y cuerpos cetónicos. El lactato producido en la placenta 
mediante glucólisis tiene dos destinos: parte se dirige al feto donde se utiliza como 
combustible, mientras que el resto retorna a la circulación materna para establecer un ciclo 
de Cori en el hígado. El colesterol materno de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) es 
un importante precursor de las hormonas esteroides de la placenta (estradiol y 
progesterona). Durante el embarazo, el ciclo de ayuno-alimentación queda perturbado.  

La placenta secreta una hormona polipeptídica, el lactógeno placentario, y dos hormonas 
esteroides, estradiol y progesterona. El lactógeno placentario estimula la lipólisis en el 
tejido adiposo, y en conjunto con las hormonas esteroides induce un estado de resistencia a 
la insulina en diversos órganos de la madre como son el tejido adiposo, el hígado y el 
músculo. Además hay un incremento progresivo en la secreción de insulina en este periodo. 
La respuesta normal de las células beta del páncreas a la resistencia a la insulina es 
incrementar la secreción de insulina por lo que al disminuir las concentraciones de glucosa 
circulante disminuye la secreción de insulina en el páncreas. La secreción de insulina en 
páncreas se ve favorecida por una combinación de hipertrofia e hiperplasia de las células 
beta del páncreas ocasionado por hormonas presentes en altas concentraciones en la 
circulación sanguíneas de la madre.  

En el estado post-prandial la madre entra en estado de inanición más rápidamente, debido al 
consumo incrementado de glucosa y aminoácidos por parte del feto. Las concentraciones 
plasmáticas de glucosa, aminoácidos e insulina caen rápidamente, mientras que las 
concentraciones de glucagon y lactógeno placentario aumentan y estimulan la lipólisis y la 
cetogénesis. El consumo de glucosa y aminoácidos por parte del feto puede ser tan grande 
que induzca en la madre una hipoglucemia.3 



3 
 

Al igual que la insulina, la leptina está involucrada en la modulación del balance energético 
inhibiendo el consumo de alimento e incrementando la generación de energía mediante la 
activación del sistema nervioso simpático.4 El periodo de gestación se caracteriza por ser un 
estado en donde se presenta resistencia a la leptina debido a que el consumo de alimento se 
mantiene estable o incrementa sin importar que exista un aumento en las concentraciones 
séricas de esta hormona.5 Particularmente durante la gestación la resistencia a la leptina se 
debe principalmente a que las proteínas de unión a leptina en el plasma secuestran a la 
hormona restringiendo su actividad en los tejidos. Además, el incremento en la 
concentración de estrógenos en este periodo fisiológico inhibe la expresión hipotalámica 
del receptor de leptina.6 

Los cambios metabólicos se observan en diferentes órganos de la madre; sin embargo, para 
fines de este trabajo se enfatiza en los cambios observados en tres órganos fundamentales 
en estos estados fisiológicos: el hígado, el tejido adiposo y la glándula mamaria. 

El hígado es un órgano crítico involucrado en el metabolismo y en una gran variedad de 
efectos fisiológicos como la captación, almacenamiento y distribución de nutrimentos. Se 
encarga de mantener la concentración de glucosa y lípidos circulantes7,  sintetizar proteínas 
y metabolizar nutrimentos, toxinas y fármacos. Durante la gestación el hígado incrementa 
su capacidad funcional y lleva a cabo diversos ajustes metabólicos. Estos cambios están 
relacionados con la actividad de enzimas metabólicas8, la expresión de receptores y la 
señalización desencadenada por hormonas gonadales e hipofisiarias. Se ha observado que el 
peso del hígado incrementa durante la gestación en el ratón y la rata.9  
 
Dentro de los ajustes metabólicos llevados a cabo por el hígado en estos periodos 
fisiológicos destacan el metabolismo de glucosa y lípidos que han sido los mayormente 
estudiados. El  metabolismo de la glucosa, basal y postprandial cambia gradualmente con el 
curso de la gestación para cubrir las necesidades de la madre y el feto. Se ha visto en 
ensayos de tolerancia a la glucosa  que hay una disminución en la tolerancia a la glucosa en 
el primer trimestre del embarazo. En estado no gestante, el hígado es el encargado de 
producir la  glucosa endógena y la tasa de producción y utilización es similar. Durante la 
gestación, la glucosa en ayuno disminuye progresivamente conforme avanza el embarazo 
debido a diversos factores como un incremento en el volumen sanguíneo (por dilución), una 
mayor utilización de glucosa por parte de la placenta-feto, o la madre. A pesar de esto, la 
producción de glucosa hepática durante el embarazo se incrementa, sobre todo en etapas 
tardías de la gestación y no se suprime por efecto de la insulina como normalmente ocurre 
en estado no gestante. Esto demuestra que existe una resistencia a la insulina en el hígado 
de la madre durante este periodo. La disminución de la glucosa en sangre en el ayuno, se 
exacerba si el ayuno es prolongado por lo que hay una compensación incompleta en la 
producción endógena de glucosa por parte del hígado. La producción hepática de glucosa 
incluye los procesos de gluconeogénesis y glucogenólisis. La disponibilidad de sustratos 
para la gluconeogénesis como es la alanina juega un papel importante en este proceso.10 La 
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concentración de ácidos grasos libres y la producción hepática de glucosa  también están 
correlacionadas. Adicionalmente se ha observado un incremento de 2 a 4 veces  en la 
concentración de triglicéridos y de 25 a 50%  en la concentración de colesterol circulante 
durante el embarazo, asociados a lipoproteínas provenientes del hígado.  

 
El tejido adiposo es otro órgano afectado por la de gestación y la lactancia. Hay un 
incremento en el depósito de lípidos en el tejido adiposo (efecto anabólico) en la primera 
etapa el embarazo; mientras que predomina la movilización de lípidos en la última etapa de 
la gestación y sobre todo a lo largo de la lactancia (efecto catabólico).11 La concentración 
de insulina y su sensibilidad se ve favorecida a inicios de la gestación, mientras que la 
hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina prevalecen en las siguientes etapas de este 
periodo. La lipoproteína lipasa regulada por la insulina cataliza la hidrólisis y captación de 
los triglicéridos circulantes y su actividad es especialmente mayor en el tejido adiposo en 
comparación con otros tejidos regulando el almacenamiento de lípidos en los adipocitos.12 

Durante la gestación hay un incremento tanto del tejido adiposo subcutáneo como el 
visceral y ambos cubren  funciones particulares. El tejido adiposo subcutáneo juega un 
papel importante como fuente de energía para la madre y el feto, especialmente en la etapa 
tardía de la gestación y durante la lactancia. El incremento en el tejido adiposo visceral 
puede estar relacionado con la disminución de la sensibilidad a la insulina sobre todo en la 
etapa final del embarazo.13  

 
Una característica fundamental y particular de los mamíferos es la facultad que poseen para 
sintetizar alimento para sus crías. La glándula mamaria es la encargada de la producción de 
leche materna y es por ello que cobra especial importancia en estos periodos fisiológicos. 
 
A lo largo de la gestación el propósito final de la glándula mamaria es su proliferación y 
desarrollo alveolar como preparación para cubrir las demandas de síntesis de componentes 
de leche en el periodo de lactancia. Al final del embarazo, las hormonas placentarias 
inducen a la lipoproteína lipasa en la glándula mamaria y promueven el desarrollo de las 
células y conductos secretores de leche. 
 
Dentro de los cambios metabólicos presentados en el tejido mamario durante la gestación 
se encuentra la activación del factor de transcripción PPARα (peroxisome proliferators-
activated receptor α), el cual activa la expresión de enzimas de la β-oxidación así como la 
enzima  ACOT1 (Acyl-CoA thioesterasa 1) en las células epiteliales del tejido mamario. 
ACOT1, provee el aporte de ácidos grasos libres (AGL) en el citoplasma incrementando la 
activación de PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ) y favoreciendo la 
proliferación celular.  La proteína FABP3 (fatty acid binding protein 3) también se 
incrementa en este periodo permitiendo el aporte de AGL a las células mamarias. 
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2.2  Cambios metabólicos durante la lactancia  

La lactancia requiere la movilización de nutrimentos de diversos órganos como son  del 
hígado y del tejido adiposo  hacia la glándula mamaria para la síntesis de leche.  Este 
proceso requiere de cambios sustanciales  en el metabolismo de lípidos, glucosa y 
aminoácidos en estos órganos durante este proceso fisiológico.   

El hígado incrementa de manera considerable la producción de lipoproteínas de muy baja 
densidad (VLDL) y lipoproteínas de baja densidad (LDL) para abastecer a la glándula 
mamaria de triglicéridos y colesterol. También favorece el flujo de aminoácidos hacia la 
circulación sanguínea.  En el tejido adiposo las reservas acumuladas durante la gestación 
son movilizadas durante el periodo de lactancia. Hamosh y colaboradores14 midieron los 
cambios en la actividad de la lipoproteína lipasa (LPL) como un indicador de acumulación 
de grasa en la rata. La reserva de grasa incrementó en el embarazo; sin embargo durante 
lactancia el acumulo de lípidos en el tejido adiposo cesó y se activó la liberación de ácidos 
grasos hacia la glándula mamaria para la síntesis de lípidos de la leche. A los 20 días 
postparto Steingrimdottir y colaboradores15 encontraron que los animales lactantes tenían 
adipocitos más pequeños y una menor actividad de la LPL que los controles no lactantes.  

Además del efecto de resistencia a la insulina, las catecolaminas juegan un papel 
importante en el control endocrino y la movilización de lípidos en el tejido adiposo blanco. 
Las catecolaminas activan los receptores adrenérgicos β favoreciendo la producción de 
adenosin monofosfato cíclico (AMPc) por la adenilato ciclasa y activando a la proteína 
cinasa A (PKA). PKA activa a su vez a la lipasa sensible a hormona (HSL) desencadenando 
el proceso de lipólisis. En roedores, el receptor adrenérgico β-3  es el más abundante en el 
tejido adiposo blanco. Las catecolaminas también pueden impedir la movilización de 
lípidos en el tejido adiposo activando a los receptores adrenérgicos α e inhibiendo la 
producción de AMPc. Ambos receptores coexisten en el tejido adiposo por lo tanto la 
activación de una clase α o β determina si los lípidos son almacenados o liberados al 
torrente sanguíneo.16  

La glándula mamaria es el órgano con mayor actividad en el periodo de lactancia. Utiliza 
glucosa para la síntesis de lactosa y triglicéridos, tanto como esqueletos de carbono así 
como principal fuente de energía. Se captan aminoácidos para la síntesis de proteínas y los 
quilomicrones y lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) se utilizan como fuente de 
ácidos grasos para la síntesis de triglicéridos (Figura 1).28 Si no se suministran los 
nutrimentos en la dieta, se activan procesos de proteólisis en el  músculo, gluconeogénesis 
en el hígado y lipólisis en el tejido adiposo, lo que puede conducir a un estado de 
desnutrición en la madre. 
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Figura 1. Cambios en el metabolismo de la madre durante la lactancia. 

 

El inicio de la actividad secretora marca un cambio importante en la regulación de lípidos 
en la glándula mamaria 17.  Este órgano además de utilizar los triglicéridos y ácidos grasos 
de la circulación provenientes del hígado y el tejido adiposo, tiene la capacidad de llevar a 
cabo la síntesis de novo de lípidos, particularmente de ácidos grasos, por lo que deben de 
ocurrir una serie de adaptaciones funcionales en este órgano para cubrir las demandas de 
lípidos que conformarán la leche.  

Lo anterior demuestra que el tejido mamario cobra especial importancia durante la 
gestación y sobre todo en el periodo de lactancia,  por lo que se presentará a continuación 
un panorama más amplio de los cambios morfológicos, el transporte de solutos y los ajustes 
metabólicos que se llevan a cabo en  este tejido retomando algunos resultados encontrados 
en diversas investigaciones. 

 
Debido a que en este trabajo se determinará el efecto que tiene un cambio en la 
concentración de proteína de la dieta en los periodos de gestación y lactancia, también se 
presentarán posteriormente algunos estudios relacionados con el ajuste energético o 
proteico que ocurren en estos periodos fisiológicos y los efectos que ejercen en la madre o 
en las crías. 
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3.  ANTECEDENTES 

 

3.1  La glándula mamaria: órgano clave  

 
3.1.1 Cambios en su morfología durante la gestación y la lactancia 
 
El tejido mamario atraviesa por diferentes etapas de maduración en las cuales  logra 
adquirir la conformación necesaria para cubrir las demandas energéticas de las crías. En la 
figura 2 se esquematiza el cambio en la morfología en el tejido mamario de rata en los 
periodos de gestación y lactancia. 
 

 
 
Figura 2. Cambio en la morfología del tejido mamario. Cortes histológicos de glándula 
mamaria de rata teñidos con hematoxilina/eosina 40X. 
 
 
Durante la gestación tiene lugar un crecimiento de los acinos y es entonces cuando se 
define la estructura definitiva de la glándula. Esto se produce como respuesta a las 
concentraciones elevadas de estrógenos y progesterona. 
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El desarrollo de la mama desde el punto de vista funcional finaliza hacia la mitad del 
embarazo; sin embargo la lactancia está inhibida hasta que la concentración de estrógenos 
desciende, lo que ocurre después del nacimiento. El inicio del puerperio desencadena una 
caída súbita de estrógenos y progesterona, producidos por la placenta, lo que conlleva una 
descarga importante de prolactina que estimula el inicio de la secreción por parte de los 
alvéolos glandulares.18 Estos provocan la congestión sanguínea, posteriormente el calostro, 
la leche de transición y finalmente la leche madura. La oxitocina es otra hormona que 
interviene en el proceso de lactancia pues actúa sobre los elementos mioepiteliales que 
rodean a los acinos glandulares y a los conductos galactóforos para lograr la extracción de 
leche mediante una contracción muscular.   
 
La conversión de células en el tejido mamario es un factor importante en la producción de 
leche; el número de células secretoras durante la lactancia, correlaciona con la producción 
láctea.19 Diversos factores de crecimiento inducen la proliferación celular en el tejido 
mamario entre los que se encuentran el factor de crecimiento semejante a la insulina IGF-I 
(insulin growth factor I) sistémico o local. El IGF-I es un factor mitótico que induce la 
proliferación celular y está relacionado con el número de células estromales y epiteliales en 
la glándula mamaria. Existe un incremento de IGF-I en la etapa tardía de la gestación sin 
embargo, a pesar de su incremento, su papel biológico está influenciado por su 
biodisponibilidad que está regulada por medio de sus proteínas enlazantes IGFBP (insulin 
growth factor binding proteins). 20 
 
Cuando finaliza la lactancia la mama comienza un periodo de involución. Este periodo 
atraviesa por diferentes procesos como la apoptosis del epitelio mamario, la remodelación 
de la glándula, y la vuelta a su estado anterior al embarazo. En el periodo de destete un 
factor pro-apoptótico denominado Bax incrementa su expresión considerablemente. Este 
factor se transloca a la membrana interna de la mitocondria en donde forma oligómeros los 
cuales inducen la liberación de citocromo C y se da el inicio del fenómeno de apoptosis.21 
 
En tejidos animales, como es el caso de la rata, se presentan de la misma manera cambios 
en la composición del tejido mamario en el periodo de gestación, lactancia 22 y destete.23 
 

3.1.2 Transporte de solutos en la glándula mamaria 

El estudio del transporte de solutos a través de las membranas de las células secretoras de la 
glándula mamaria, es de gran importancia debido a la relevancia fisiológica en este tejido. 
Los estudios conocidos sobre el transporte de solutos se han llevado a cabo en diversos 
cortes de tejidos, utilizando explantes.24 

Existen diferentes rutas celulares de secreción de biomoléculas y para el caso de las células 
secretoras de la glándula mamaria se conocen cinco rutas, cuatro de ellas son transcelulares 
y una es paracelular. 25 
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 Ruta de membrana. Las sustancias atraviesan la membrana apical de las células (y la 
basolateral si provienen de la sangre). Algunos ejemplos son el agua, urea, glucosa, 
Na+, K+ y Cl-. 

 Ruta de Golgi. Los productos de secreción son transportados o secuestrados por el 
aparato de golgi y secretados (leche) por exocitosis. Algunos ejemplos de esta ruta son 
la caseína, otras proteínas, lactosa, citrato y calcio. 

 Ruta de la grasa de la leche. Los glóbulos que conforman la grasa de la leche son 
expulsados de las células rodeados por una membrana y en algunas ocasiones con 
fragmentos de citoplasma. Por este mecanismo salen de las células la grasa de la leche, 
hormonas liposolubles, medicamentos, factores de crecimiento y leptina. 

 Transcitosis. Este es un transporte vesicular que incluye varios organelos. De esta 
manera atraviesan las inmunoglobulinas durante la formación del calostro, la 
transferrina y la prolactina.  

 Ruta paracelular. Esta ruta involucra el paso directo de fluido intersticial a la leche. 
 

 

Figura 3. Rutas de secreción del epitelio mamario. 1. Ruta de membrana. 2. Ruta de golgi. 
3. Ruta de la grasa de la leche. 4. Ruta paracelular. Adaptado de Linzell y Peaker 1971. 
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En la Figura 3 se esquematizan las diferentes rutas de transporte. El transporte transcelular 
comprende el paso de solutos a través de las membranas del epitelio, mientras que el 
transporte paracelular requiere del movimiento entre las células mediante uniones. En el 
tejido mamario la mayoría de los solutos se transportan vía transcelular, sin embargo el 
transporte paracelular puede ocurrir durante la gestación y en algunas especies, durante la 
lactancia. 

Así como en la gestación diversas hormonas secretadas por la placenta y los ovarios 
favorecen la diferenciación y el cambio morfológico en la glándula mamaria, en el periodo 
de lactancia es la prolactina la hormona encargada de mantener y regular la síntesis de 
diversos componentes de la leche. Rudolph  y colaboradores26 llevaron a cabo un estudio de 
inhibición en la actividad de la prolactina en la glándula mamaria de ratones lactantes al 
utilizar el inhibidor bromocriptina.  Los ratones con inhibición en la actividad de la 
prolactina disminuyen la expresión de los genes de β-caseina y α-lactoalbúmina, así como 
genes involucrados en la captación de glucosa, glucólisis, vía de las pentosas, síntesis de 
novo de ácidos grasos y biosíntesis de triglicéridos. Debido a estas alteraciones 
metabólicas,  el crecimiento de las crías se detiene significativamente.  
 

3.1.3 Ajustes metabólicos en la glándula mamaria en el periodo de lactancia 

 
La glándula mamaria lactante debe mantener un constante aporte de ácidos grasos para la 
síntesis de triglicéridos. Los triglicéridos de la leche, provienen de fuentes exógenas (dieta) 
y endógenas (ácidos grasos provenientes del tejido adiposo y síntesis de novo en la glándula 
mamaria). Durante la lactancia se activa la exportación de ácidos grasos del tejido adiposo 
y de lipoproteínas provenientes del hígado hacia la glándula mamaria; así como el proceso 
de síntesis de novo de ácidos graso en este tejido.  El proceso de síntesis de ácidos grasos 
requiere de la coordinación de diversos genes que permiten el flujo de nutrimentos 
necesarios para este proceso entre los que se encuentran enzimas, transportadores y 
proteínas de unión. 

Existe un balance entre la captación de lípidos exógenos provenientes de la dieta y de la 
biosíntesis de lípidos endógena. Los AGL son hidrolizados de los triglicéridos presentes en 
los quilomicrones y lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL) para atravesar la 
membrana basolateral de los lactocitos. Durante el ayuno, los AGL son liberados por el 
tejido adiposo, y transportados por albúmina para ser captados por las células alveolares. 
Una vez dentro de las células mamarias, estos ácidos grasos exógenos al igual que los 
sintetizados endógenamente son esterificados a acil-CoA por la acil CoA sintetasa (ACSL). 
Los AGL pueden ser desaturados o elongados en su proceso para formar parte de los 
triglicéridos.18 

Los genes involucrados en la síntesis de triglicéridos ACSL (long-chain acyl CoA 
synthetase) y AGPAT (1-acylglycerol-3-phosphate-O-acyltransferase), y en la elongación y 
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desaturación ELOVL (elongation of very long chain fatty acids), SCD2 (stearoyl-CoA 
desaturase 2) y FADS (fatty acid desaturases) incrementan su expresión al final de la 
gestación, mientras que los genes involucrados en la síntesis de ácidos grasos en la glándula 
mamaria,  incrementan considerablemente su expresión al iniciar la actividad secretora en 
la lactancia ACC (acil CoA carboxylase), FAS (fatty acid synthase),  y enzima málica. El 
incremento en la expresión de varias de estas enzimas se debe a la actividad del factor de 
transcripción SREBP1 (sterol regulatory element binding protein). En un estudio realizado 
en ratones knock out de Srebp1c y SCAP (SREBP cleavage- activating protein ) proteína 
encargada de liberar a este factor del aparato de Golgi para su migración al núcleo, se 
observó que éstos animales presentaban grandes deficiencias en la producción de lípidos al 
disminuir la concentración de mRNA de FAS, Insig1 (insulin-induced gene 1), Slc25a1 
(mitocondrial citrate transporter) y SCD2.27 Por su parte, los genes involucrados en la β-
oxidación disminuyen al iniciar la actividad secretora. 
 
 
Por otra parte, se presentan de igual manera algunos ajustes en el metabolismo de hidratos 
de carbono. La concentración de lactosa en la leche de muchas especies es relativamente 
elevada debido a que es uno de los osmolitos más importantes. 

La lactosa  se sintetiza en el lumen del aparato de golgi por la lactosa sintasa y se transporta 
en vesículas por exocitosis. El volumen de leche secretada está relacionada con la síntesis 
de lactosa. La glándula mamaria requiere de la d-glucosa para la síntesis de lactosa  y esta 
demanda es cubierta por su entrada a través de diferentes transportadores de glucosa en la 
glándula mamaria como GLUT1 (glucose transporter 1),  GLUT4 (glucose transporter 4), 
sensible a insulina,  y SGLT (sodium-dependent glucose cotransporter), dependiente de 
sodio. También se han identificado algunos factores que controlan el transporte de glucosa 
en el tejido mamario. Dentro de estos se encuentra el estadio de desarrollo de la glándula 
mamaria, la participación de hormonas como la prolactina y la hormona del crecimiento, 
así como el estado nutricio de la madre. 

 
Así como existen adaptaciones en el metabolismo de lípidos e hidratos de carbono, el 
metabolismo de aminoácidos también lleva a cabo ajustes y cobra especial importancia en 
estos periodos. Los aminoácidos son las unidades estructurales de las proteínas. 
Dependiendo del estado fisiológico por el cual atraviese un organismo, las necesidades de 
aminoácidos son diferentes. La glándula mamaria requiere de aminoácidos durante la 
gestación para cubrir las demandas de proliferación celular y desarrollo alveolar. Sin 
embargo, es durante el periodo de lactancia en donde se dan los principales cambios en la 
movilización de aminoácidos hacia la glándula mamaria principalmente para la síntesis de 
proteínas de la leche.  
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Es posible calcular la captación de aminoácidos por la glándula mamaria mediante el 
estudio de diferencias arteriovenosas de los aminoácidos. En un estudio realizado por 
Barber T. y colaboradores28 se encontró que se incrementa la captación de aminoácidos en 
la glándula mamaria durante la lactancia, especialmente de alanina y glutamina. La 
captación de algunos de los aminoácidos por la glándula mamaria como arginina, leucina, 
isoleucina, valina, fenilalanina, treonina, glutamina y alanina excede significativamente la 
salida de éstos en las proteínas de la leche por lo que se sugiere que existe un depósito de 
proteínas en la glándula mamaria o que éstos aminoácidos tienen funciones metabólicas 
adicionales.29 
 
La síntesis de las proteínas de la leche y de las enzimas involucradas en ésta las estimula la 
prolactina, la insulina y el cortisol. La prolactina se encarga de incrementar el proceso de 
transcripción de las proteínas de la leche, particularmente de la caseína y α-lactoalbúmina. 
La insulina estimula la síntesis de proteínas activando la vía de mTOR1 (mammalian target 
of rapamycin 1) mediante la activación previa de la proteína Akt/PKB (Protein kinase B) la 
cual se encarga de liberar al factor inhibitorio del complejo mTOR1 y de esta manera 
favorecer su activación. 
 
Debido a que la síntesis de estas proteínas requiere de aminoácidos plasmáticos para su 
captación, el epitelio mamario generara gradientes de concentración de aminoácidos 
transepiteliales (plasma>leche), así como también mantiene gradientes de concentración de 
muchos aminoácidos a través de las membranas apicales y baso-laterales de las células 
mamarias (intracelular>extracelular).24  Esto sugiere que se requiere una fuente de energía 
durante el proceso de transporte de algunos aminoácidos.  

La captación de aminoácidos por la glándula mamaria, al igual que del resto de los tejidos 
la llevan a cabo los transportadores de aminoácidos. Diversos estudios confirman la 
existencia de una amplia variedad de sistemas de transporte de aminoácidos30,31 y se 
clasifican dependiendo de la carga neta de los sustratos que transportan en neutros, 
catiónicos y aniónicos. También pueden clasificarse de acuerdo a su dependencia o 
independencia para su co-transporte con el sodio. Se ha demostrado la presencia de varios 
sistemas de transporte de aminoácidos en el tejido mamario.32,33 En un estudio realizado en 
rumiantes se identificaron los sistemas de transporte A, ASC, L, N, Gli y EAAC en la 
glándula mamaria.34 En tejido mamario de ratas se han encontrado los sistemas de 
transporte A, ASC, L, CAT, EAAC, GLAST, y β.35,36 

 
Como se mencionó anteriormente, estudios de diferencias arteriovenosas demostraron que 
los aminoácidos mayormente captados por la glándula mamaria son la alanina y la 
glutamina los cuales son transportados por el sistema A del cual se mostrarán algunos 
aspectos de este sistema de transporte de aminoácidos a continuación.  
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3.2  Sistema A de transporte de aminoácidos 

El sistema A es una familia de transportadores de aminoácidos dependientes de sodio que 
se encargan de transportar aminoácidos neutros de cadena corta como son la alanina, 
glicina, serina, prolina, cisteína y glutamina. El SNAT2 (sodium-dependent neutral amino 
acid transporter 2) representa la isoforma del sistema A clásico. Fue el primer transportador 
de aminoácidos dependiente de sodio en ser estudiado siendo descrito en 1963 en células 
Ehrlich de ascitis de ratón.37 Este transportador es capaz de mediar el transporte de 
aminoácidos-N-metilados no metabolizables como el metilaminoisobutirato (MeAIB) que 
es su sustrato modelo38 además del aminoisobutirato (AIB). Existen datos de que este 
transportador interactúa con proteínas del citoesqueleto y participa activamente en procesos 
como la duplicación celular y la regulación del volumen celular.39 En el hígado el SNAT2 
transporta alanina que provee átomos de carbono para la gluconeogénesis y nitrógeno para 
la producción de urea, y se ha considerado que el transporte de alanina a través de este 
sistema es el paso limitante para su utilización como sustrato para la gluconeogénesis.4  

El nivel de actividad de este transportador influencia de manera importante la 
concentración de la poza de aminoácidos intracelulares. La glutamina y la alanina 
representan una porción significativa de la poza total de aminoácidos tanto in vivo como in 
vitro; además la glutamina también puede interaccionar con otros sistemas 
intercambiadores como el ASC y L, estimulando la entrada de leucina, isoleucina y valina a 
las células. El SNAT2 es electrogénico y tiene la capacidad de responder al potencial de la 
membrana40. Es un transportador de aminoácidos dependiente de sodio; la Asn-82 y la Thr-
384 se han identificado como los aminoácidos involucrados en la unión del ión sodio al 
transportador.41 El SNAT2 también es regulado por acción hormonal. En el hígado, el 
glucagon estimula su actividad y expresión a través de la formación del AMPc, activando al 
factor de transcripción CRE que se une a la región promotora del gen de SNAT2.42 También 
la insulina promueve la migración de éste transportador de los compartimentos 
endosomales a la membrana celular en células de músculo esquelético;43así como la 
migración de este transportador del aparato de Golgi a la membrana plasmática en 
adipocitos.44 

La prolactina estimula la actividad del sistema de transporte A en la glándula mamaria. 
Esto se demostró en un estudio con administración de bromocriptina (inhibidor de la 
prolactina) en donde se encontró una disminución significativa de las concentraciones de 
aminoácidos dependientes de este sistema.6 

La expresión del SNAT2 se activa por algunas vías de señalización. Ensayos realizados en 
explantes de glándula mamaria de rata demostraron que la forskolina y el 12- miristato -13- 
acetato de forbol (PMA), activadores de las vías de señalización de las proteínas cinasas A 
y C respectivamente, inducen la expresión de SNAT2, y dicho efecto se reprime 
parcialmente al pre-incubar los explantes con inhibidores de estas vías.36 
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Por otro lado se ha demostrado que la ausencia extracelular de sustratos de SNAT2  
incrementa la actividad de este sistema, fenómeno que se le conoce como regulación 
adaptativa.45 La regulación adaptativa de la actividad del sistema A  ocurre en conjunto con 
un incremento en la expresión del RNAm y la abundancia de dicho transportador en la 
membrana. La deprivación de aminoácidos también puede ser detectada por una reducción 
en el volumen celular, ocasionado por el efecto osmótico que provoca la disminución en la 
captación de aminoácidos. Del mismo modo la exposición de la célula a medios 
hipertónicos reduce la actividad del SNAT2 y su expresión génica, así como el añadir al 
medio el sustrato no metabolizable MeAIB o alguno (s) de los aminoácidos sustrato. 

 

3.2.1 Expresión de RNAm y concentración de la proteína de SNAT2 en la glándula 
mamaria durante la gestación y la lactancia. 

El análisis por Northern blot de diferentes estadios de la gestación y la lactancia muestra 
variaciones en la expresión del RNAm del SNAT2 en ratas vírgenes, gestantes, lactantes y en 
destete.34 Se observa un incremento progresivo en la expresión del RNAm de SNAT 2 durante 
el periodo de gestación encontrándose un pico máximo en el día 18 seguido de un decremento 
en el día 20 de gestación, un día antes del nacimiento de las crías. En el periodo de lactancia se 
presenta un nuevo incremento en la expresión del RNAm de SNAT2 sobre todo en los días 12 
y 16. Durante el destete disminuye la expresión del RNAm de SNAT2. Estas variaciones se 
presentan en la figura 4.  

 

Figura 4. Expresión del RNAm de SNAT2  por Northen Blot en glándula mamaria en los 
periodos de gestación, lactancia y destete. López A et al Am J Physiol Endocrinol Metab 2006. 
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Por otra parte, el análisis por Western Blot de la concentración de proteína de SNAT2 en 
glándula mamaria de rata durante la gestación y la lactancia muestra variaciones 
interesantes. En la figura 5 se observa que en la glándula mamaria virgen se encuentra este 
transportador en grandes cantidades. Durante la gestación el patrón de expresión de esta 
proteína se mantiene elevado en el tejido mamario seguido de un descenso repentino en el 
día 20 de gestación, a tan solo un día del nacimiento de las crías. Posteriormente durante la 
lactancia vuelve a presentarse un incremento en la cantidad de proteína de SNAT2, aunque 
no tan intenso como en los periodos anteriores, mostrando fluctuaciones en los diferentes 
días de lactancia y presentando finalmente un ligero descenso en el primer día de destete. 
Estos resultados demuestran que las concentraciones máximas de este transportador de 
aminoácidos neutros cortos dependiente de sodio, se presentan en la glándula mamaria 
virgen y gestante. 

 

Figura 5. Concentración de proteína de SNAT2 en glándula mamaria de rata durante la 
gestación y la lactancia. 
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3.3  Efecto de la restricción energética o proteica en la dieta en el balance energético y 
metabólico durante la gestación y la lactancia 

Existe una gran controversia sobre un incremento en el consumo de alimento de ratas 
alimentadas con dietas bajas en proteína. Los animales en periodos en crecimiento con 
dietas restringidas en proteína incrementan su consumo de alimento para tratar de reponer 
la deficiencia generada por la dieta y tienden a incrementar sus depósitos de grasa.46 La 
hiperfagia debida a una disminución en el aporte normal de proteína se acompaña de un 
incremento en la pérdida de energía ya que ocurre un cambio metabólico que favorece la 
termogénesis incrementando el metabolismo basal. El incremento en la termogénesis está 
asociado a un aumento en la actividad del tejido adiposo pardo debido a la estimulación por 
sistema nervioso simpático. Un incremento en la actividad del sistema nervioso simpático 
conduce a una disminución de la secreción de insulina mediada por glucosa, la cual se 
compensa al aumentar la tolerancia a la glucosa y la acción de la insulina en dietas 
restringidas en proteína. 

También se ha encontrado una serie de cambios en la distribución y metabolismo de 
nutrimentos en modelos de restricción energética o proteica durante los periodos de 
gestación y lactancia. En un estudio realizado en cabras, se observó que las concentraciones 
en plasma de ácidos grasos no esterificados (NEFA), ácido beta-hidroxibutírico (BHBA), y 
triglicéridos se incrementan en los animales con restricción energética (80% de su 
requerimiento).47 

Se ha hipotetizado que una deprivación de energía o proteína durante el embarazo puede 
afectar el desarrollo o proliferación de la glándula mamaria así como la producción láctea; 
sin embargo durante los periodos de gestación y sobre todo de lactancia, a pesar de  una 
restricción energética o proteica, la glándula mamaria tiene prioridad sobre el 
mantenimiento de otros tejidos. Incluso se ha observado que el abasto de nutrimentos hacia 
la glándula mamaria para su desarrollo no se ve comprometido o alterado por el consumo 
de alimento.  

En  un estudio realizado en ovejas con restricción energética-proteica en la última etapa del 
embarazo se observa una disminución en la producción de calostro en comparación con los 
animales alimentados sin restricción por lo que se concluye que la producción de calostro si 
es dependiente del estado nutricio de la madre.48 Sin embargo ni la expresión ni el 
contenido de α-lactoalbúmina o la producción láctea en etapas posteriores de lactancia se 
afecta por la restricción dietaria, por lo que se comprueba nuevamente que la movilización 
de nutrimentos de otros tejidos juega un papel muy importante para que la composición de 
la leche no se ve afectada por una restricción energética.  

 

 



17 
 

Se ha estudiado ampliamente en modelos de restricción proteica los efectos que se 
producen en las crías en su vida adulta, lo que se conoce como programación metabólica. 
Existen numerosos artículos en modelos animales de rata y ratón que señalan que los 
animales nacidos de madres con restricción proteica durante el embarazo o la lactancia 
presentan alteraciones metabólicas relacionadas con genes del metabolismo de hidratos de 
carbono, proteínas y lípidos que los condicionan a desarrollar enfermedades crónicas como 
diabetes, dislipidemias, enfermedades cardiovasculares o síndrome metabólico en su etapa 
adulta.  

En un modelo de ratón con restricción proteica prenatal, se encontró que el hígado de los 
descendientes de las madres que sufrieron restricción proteica durante el embarazo sufre 
adaptaciones epigenéticas entre las que se encuentran la hipermetilación del promotor del 
gen LXR (liver X receptor), un receptor nuclear involucrado en el metabolismo de 
colesterol y ácidos grasos. Esto conlleva a una disminución en los niveles de mRNA de los 
transportadores de colesterol ABCG5 (ATP-binding cassette transporter subfamily G 
member 5) y ABCG8 (ATP-binding cassette transporter subfamily G member 8), y una 
disminución de la excreción de colesterol endógeno en el hígado.49  

García-Souza y colaboradores50 encontraron que los adipocitos de rata sometidos a 
restricción proteica e inducidos posteriormente con insulina presentan una reducción en la 
fosforilación de IRS (insulin receptor substrate 1)-1 y un incremento en la fosforilación de 
IRS-2 (insulin receptor substrate 2), Akt y mTOR, en comparación con los controles. La 
captación de glucosa basal es mayor en los adipocitos sometidos a restricción de 
aminoácidos debido a un incremento en la concentración del transportador de glucosa 
dependiente de insulina GLUT4 en la membrana plasmática de éstos. 

Por su parte, Guan y colaboradores51 encontraron que las ratas adultas cuyas madres son 
alimentadas con restricción proteica (8%) durante la gestación y la lactancia tienen un  
mayor contenido de tejido adiposo visceral en comparación con las ratas control, debido 
principalmente a un proceso de hiperplasia del tejido adiposo.  
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4.  JUSTIFICACIÓN 

 

Los periodos de gestación y de lactancia son estados fisiológicos en donde existen una serie 
de cambios en el metabolismo de glucosa, aminoácidos y lípidos, de acuerdo con las 
necesidades particulares que se presenten por parte de la madre y de las crías a lo largo de 
estos periodos. Particularmente el organismo de la madre enfoca su atención en el 
abastecimiento de nutrimentos hacia dos tejidos que cobran especial importancia: la 
placenta para el desarrollo del feto,  y la glándula mamaria que será la encargada de llevar 
la carga metabólica después del parto. 

Se sabe que a lo largo de la gestación el hígado incrementa su actividad  para mantener la 
concentración de glucosa y lípidos circulantes. El tejido adiposo se encarga de almacenar 
reservas energéticas favoreciendo la lipogénesis en la primera mitad del embarazo, y la 
lipólisis aumenta en la segunda mitad de este periodo. La glándula mamaria lleva a cabo un 
proceso muy activo de proliferación celular y desarrollo alveolar como preparación para el 
periodo de lactancia. Adicionalmente se conoce que durante la lactancia ocurre un ajuste 
metabólico en donde la glándula mamaria tiene prioridad dándose la movilización de 
nutrimentos de otros tejidos hacia el tejido mamario e incrementándose la expresión de 
transportadores, y enzimas encargadas de la síntesis de hidratos de carbono, lípidos y  
proteínas que conformarán la leche materna.   

Existen diversos estudios sobre el metabolismo de lípidos en tejido adiposo, hígado y 
glándula mamaria durante la gestación y la lactancia. También se han llevado a cabo 
estudios que reportan cambios metabólicos  en las crías de madres alimentadas bajo una 
restricción proteica durante estos periodos fisiológicos. Sin embargo no se ha evaluado el 
metabolismo de la madre a lo largo de la gestación y la lactancia y el efecto que pueda 
causar diferentes concentraciones de proteína en la dieta en diversos indicadores del 
metabolismo de glucosa, aminoácidos y lípidos. Es por eso que el presente proyecto 
pretende realizar una integración del metabolismo de la madre en tres órganos que 
presentan gran actividad durante la gestación y la lactancia: el hígado, el tejido adiposo y de 
manera especial, la glándula mamaria cuando se consume una dieta deficiente de proteína, 
o una suficiente en proteína, o una con un exceso de proteína requerida. 
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5. HIPÓTESIS 

 

La expresión de genes y proteínas  involucrados en el metabolismo de glucosa, 
aminoácidos y de lípidos se modificará dependiendo de la concentración de proteína en la 
dieta durante los periodos de gestación y de lactancia  en hígado, tejido adiposo y glándula 
mamaria.  Por lo que una dieta baja en proteína activará la expresión de genes lipogénicos y 
glucolíticos,  mientras que una dieta alta en proteína, la cual provee aminoácidos por arriba 
del requerimiento, activará a genes involucrados en el transporte de aminoácidos, así como 
de la gluconeogénesis hepática. 

 

6. OBJETIVOS 

 

6.1  Objetivo General: 

 

 Determinar la expresión de genes y proteínas involucradas en el metabolismo de 
lípidos, aminoácidos y glucosa en hígado, tejido adiposo y glándula mamaria de 
ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante los 
periodos de gestación y lactancia. 

 

 

6.2  Objetivos Específicos: 

 

 Determinar el efecto del consumo de dietas que contengan 10, 20 y 30% de proteína 
dietaria sobre la ganancia o pérdida de peso de la madre durante la gestación y la 
lactancia.  
 

 Determinar el efecto del consumo de diferentes concentraciones de proteína  (10, 20 
y 30%) por parte de la madre, sobre el peso de las crías. 

 

 Analizar los parámetros bioquímicos de glucosa, insulina y leptina de ratas 
alimentadas con 10, 20 y 30% de proteína, en estado virgen, durante la gestación los 
días 5, 14 y 20; y durante la lactancia los días 5 y 12. 
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 Cuantificar la expresión de genes involucrados en el metabolismo de lípidos en el 
tejido adiposo, hígado y glándula mamaria de ratas alimentadas con 10, 20 y 30% 
de proteína, por análisis de PCR en tiempo real, en estado virgen; durante la 
gestación los días 5, 14 y 20; y durante la lactancia los días 5 y 12. 

 

 Cuantificar la expresión de genes involucrados en el metabolismo de aminoácidos 
en el tejido adiposo, hígado y glándula mamaria de ratas alimentadas con 10, 20 y 
30% de proteína, por análisis de PCR en tiempo real, en estado virgen, durante la 
gestación los días 5, 14 y 20; y durante la lactancia los días 5 y 12. 

 

 Cuantificar la expresión de genes involucrados en el metabolismo de hidratos de 
carbono en el tejido adiposo, hígado y glándula mamaria de ratas alimentadas con 
10, 20 y 30% de proteína, por análisis de PCR en tiempo real, en estado virgen, 
durante la gestación los días 5, 14 y 20; y durante la lactancia los días 5 y 12. 

 

 Cuantificar la concentración de las proteínas SNAT2 y FAS por medio de la técnica 
de Western Blot, en hígado, tejido adiposo y glándula mamaria de ratas  
alimentadas con 10, 20 y 30% de proteína  en estado virgen; durante la gestación los 
días 5, 14 y 20; y durante la lactancia los días 5 y 12. 

 

 Analizar la morfología del hígado mediante la tinción del corte histológico con H/E 
de ratas  alimentadas con 10, 20 y 30% de proteína durante la lactancia día 5. 
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7.  METODOLOGÍA 

7.1 Diagrama de flujo 

 

Grupos experimentales

 4 ratas 10% caseína 

 4 ratas 20% caseína 

 4 ratas 30% caseína 

Sacrificio 

Obtención de  tejido adiposo, hígado  y 
glándula mamaria

Interpretación y análisis estadístico 

Medición de la proteína 
(Western Blot) 

Medición de  la expresión de genes 
(PCR en tiempo real) 

Registro diario de la cantidad de 
alimento consumido por cada rata.

Registro de la ganancia o pérdida de peso 
3 veces a la semana (madres y crías). 

Gestación 

    5          14         20 

Lactancia 

5             12 

Vírgenes 
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Población de estudio 

Se utilizaron 72 ratas  hembras de la cepa Wistar de 200 g de peso provenientes del 
Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán 
(INCMNSZ), 60 fueron apareadas y se les realizo frotis vaginal para detectar presencia de 
espermatozoides; 12 fueron vírgenes (grupo control). 
 
 
Tipo de estudio 
Se trató de un estudio experimental con mediciones en los días 5, 14 y 20 de gestación y 5 y 
12 de lactancia. 

 
Tamaño de la muestra 

Grupos experimentales 

Cada grupo estuvo compuesto por: 

 4 ratas con una dieta del 10% caseína 

 4 ratas con una dieta del 20% caseína 

 4 ratas con una dieta del 30% caseína 
 
Los grupos fueron los siguientes: 

 Gestación: días 5, 14 y 20  

 Lactancia: días  5 y 12  
 

Variables 

Variables Independientes 

 Dieta con 10% de proteína (ratas gestantes y lactantes). 

 Dieta con 20% de proteína (ratas gestantes y lactantes). 

 Dieta con 30% de proteína (ratas gestantes y lactantes). 
 

Variables dependientes 

 Concentraciones séricas de glucosa, insulina y leptina. 

 Expresión de los genes que codifican para las proteínas SREBP1c, FAS, ACC, 
HSL, CPT1, PEPCK, PIRUVATO CINASA, GLUT4, mTOR1, SNAT2, SDH y 
GHD.  

 Concentración de las proteínas SNAT2 y FAS. 
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Composición de las dietas experimentales 

 

Las dietas que se dieron a las ratas en el presente estudio se presentan en la Tabla 2. Estas 
dietas cumplen con los requerimientos de las ratas durante la gestación y la lactancia según 
las recomendaciones del AIN-93G (American Institute of Nutrition). 52 

 

Tabla 2. Composición de las dietas experimentales  

 

Ingredientes 

 

g/kg dieta (20%) 

 

g/kg dieta (10%) 

 

g/kg dieta (30%) 

Almidón 397,5 460,0 322,10 

Caseína 200,00 100,00 300,00 

Dextrina 132,00 152,5 107,3 

Sacarosa 100,00 115,3 100,00 

Aceite de soya 70,00 70,00 70,00 

Mezcla de 
Minerales  

35,00 35,00 35,00 

Mezcla de 
Vitaminas 

10,00 10,00 10,00 

L-cistina 3,00 3,00 3,00 

Colina 2,500 2,500 2,500 

Celulosa 50,00 50,00 50,00 

Total 1000 1000 1000 
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7.2 Procedimientos y métodos de recolección de datos 
 
Las ratas se mantuvieron en jaulas individuales de acero inoxidable, con ciclos de 
luz/obscuridad de 12 h, con temperatura y humedad controladas. A todos los grupos se les 
inició al mismo tiempo el tipo de dieta determinada una vez que se detectó la presencia de 
espermatozoides en frotis vaginal.  Todas las técnicas que se mencionarán a continuación se 
realizaron conforme a los procedimientos establecidos por el Departamento de Fisiología 
de la Nutrición del INCMNSZ. 
 
Técnica para obtención de tejidos 
Después de seguir la dieta correspondiente de acuerdo a su grupo, las ratas se anestesiaron 
en una cámara con CO2 para su posterior decapitación. El suero de cada rata se recolectó en 
tubos de ensaye previamente etiquetados.  El tejido adiposo, el hígado y la glándula 
mamaria se extrajeron y enjuagaron por separado en solución salina al 0.9%, enfriada 
previamente a 4ºC, para su inmediata congelación en nitrógeno líquido. El tejido extraído 
se almacenó a -70ºC hasta el momento de su utilización.  

 
Métodos para medir la expresión de genes 
 
Aislamiento de ARN total por el método de tiocianato de guanidina 
El ARN total del tejido adiposo, el hígado, el músculo y la glándula mamaria se aisló por el 
método de tiocianato de guanidina y cloruro de cesio, un desnaturalizante de proteína y una 
sal para la separación del ácidos nucleicos (ver ANEXO I).  

 
Cuantificación de ARN 
El ARN se cuantificó midiendo su absorbancia a 260 nm por espectrofotometría, se utilizó 
un nano-espectrofotómetro de Thermo Scientific que calcula los microgamos del RNA por 
microlitro de muestra (ver ANEXO II). 
 
Electroforesis de ARN 
Los resultados de la purificación del ARN se evaluaron por la separación electroforética de 
los productos purificados. La separación electroforética está basada en el peso molecular 
del ARN por lo que es necesario trabajar en condiciones desnaturalizantes. Este método 
muestra la integridad del ARN obtenido antes de seguir con el proceso pues en el caso de 
estar degradado no se puede seguir utilizando (ver ANEXO III). 

 
RT PCR 
Una vez verificada la integridad del ARN se llevó a cabo la conversión de las moléculas de 
ARN a sus respectivas secuencias de ADN complementario (cDNA) utilizando RT PCR.  
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RT PCR es la tecnología por medio de la cual las moléculas son convertidas en sus 
secuencias de DNA complementario (cDNA) por alguna de las DNA polimerasas 
dependientes de RNA también conocidas como transcriptasas reversas, que son las enzimas 
requeridas para la síntesis de cDNA 53 (ver ANEXO IV). 
 
Análisis de PCR- Tiempo Real 
PCR, por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction, es la amplificación de 
secuencias de DNA genómico o complementario mediado por iniciadores.54 El PCR se 
divide en ciclos que se repiten sucesivamente (45 veces) para obtener la amplificación 
exponencial de los genes blanco. Esta técnica se emplea para el análisis de ARN mensajero  
con el fin de estudiar la expresión de un gen específico. Se realizó un análisis de expresión 
relativa tomando como gen estructural a la actina (ver ANEXO V). 
 
Métodos para medición de la proteínas 

 
Extracción de proteína de tejido adiposo, hígado, músculo y glándula mamaria 
Se agregaron 2 mL de Buffer RIPA directamente al tejido. Se homogenizó la muestra con 
el Politron cuidando que no quedara líquido. Se centrifugó a 1090 g en la centrífuga de 
modelo JA-20 durante 5 minutos a 2°C. El sobrenadante se guardó en el congelador (ver 
ANEXO VI). 
 
Cuantificación de Proteína 
La preparación de las muestras se hizo 1 a 20 para las muestras de hígado y 1 a 10 paras las 
muestras de tejido adiposo y glándula mamaria utilizando como diluyente agua 
desionizada. De cada una de estas diluciones se toman 10 μL y se colocan en tubos 
eppendorf diferentes y rotulados. A cada uno de estos tubos se les agregó 50 μL de 
Reactivo A (BioRad Protein Assay), se mezclaron y posteriormente se les agregó 400 μL 
de Reactivo B (BioRad Protein Assay), se mezclaron y se colocaron 15 minutos en 
oscuridad para lograr que las muestras reaccionen. Una vez que las muestras reaccionaron 
se colocaron en celdas para lectura en espectrofotómetro. Todo se realizó por duplicado 
para evitar errores y confirmar que las cuantificaciones sean correctas. Se sacaron 
promedios de los duplicados para obtener la cuantificación de cada muestra. 
 
Western Blot 
El Western Blot es un método utilizado para la separación de proteínas de un tejido 
previamente homogeneizado,55 está formado por tres pasos: preparación de geles, 
preparación de muestras, transferencia y revelado (ver ANEXO VII). 
 
Fijación del hígado para histología 
La fijación permite la preservación de los tejidos para su tratamiento subsecuente. Un 
fragmento del hígado extraído se colocó en cassettes y posteriormente se agregó a  una 
solución de formalina la cual preserva las proteínas celulares.  
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Deshidratación, esclarecimiento e infiltración de la glándula mamaria 
 
Los tejidos se sometieron a tres procesos para su posterior inclusión. Para la deshidratación 
se utilizaron alcoholes, el xileno se utilizó para la limpieza del tejido y la parafina para su 
infiltración (ver ANEXO VIII). 
 
 
Inclusión  
 
La inclusión es el proceso por el cual se rodea el tejido con parafina para poder realizar 
posteriormente los cortes del tejido. La parafina es una mezcla de hidrocarburos derivados 
del petróleo disponible con diferentes puntos de fusión en donde el recomendable para este 
proceso es de 56°C. Algunos polímeros plásticos son agregados a la parafina para 
incrementar la consistencia y dar elasticidad.  El sulfóxido de dimetilo (DMSO) es un 
compuesto higroscópico que se agrega a la mezcla de parafina para promover la 
infiltración.56 La mezcla anterior se agregó a los tejidos y se colocó en una superficie fría 
para favorecer su solidificación. Posteriormente los bloques de tejido en parafina se 
cortaron en un micrótomo en secciones de 3 µm de espesor, se agregaron en agua caliente y 
posteriormente se colocaron en portaobjetos para su utilización en microscopia. Cada 
portaobjetos con el corte de tejido se denomina laminilla. 
 
 
Tinción de los cortes de hígado por el método Hematoxilina-Eosina (H-E) 
 
Las laminillas se desparafinaron en un horno  a  70ºC por 10 minutos. Posteriormente los  
cortes de tejido se hidrataron pasándolos por un tren de soluciones que van de xilol a 
alcohol (xilol 100%, xilol 90% alcohol 10%, xilol 60% alcohol 40%, xilol 50% alcohol 
50%, alcohol absoluto y alcohol 96%). Después de la hidratación, las laminillas se 
colocaron en un recipiente con hematoxilina por 7 minutos, se lavaron a chorro de agua y 
se sumergieron en una solución de alcohol ácido para quitar el excedente de hematoxilina. 
Posteriormente se lavaron nuevamente a chorro de agua y se pasaron a una solución de 
carbonato de litio para contrastar y permitir que el colorante vire a una tonalidad azul. Las 
laminillas se estabilizaron en agua para ser pasadas nuevamente por un tren de soluciones 
pero esta vez de alcohol a xileno para deshidratarlas. En este tren se incluyó la tinción de 
los cortes con eosina (alcohol 96%, eosina, alcohol absoluto, alcohol 50% xilol 50%, xilol 
60% alcohol 40%, xilol90% alcohol 10% y xilol 100%). Finalmente las laminillas se 
montaron quitando el excedente de xilol con una gasa (sin tocar el tejido). Se les agregó 
una gota de resina en un costado y se les colocó el cubreobjetos presionando ambos vidrios 
con el dedo para evitar la formación de burbujas. 
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Análisis estadístico 
 
Para el análisis estadístico de las variables, se utilizó la prueba de ANOVA de una vía para 
determinar si existía una diferencia estadística entre los diferentes días de estudio durante la 
gestación y la lactancia. De cada punto de medición se calculó el promedio y la desviación 
estándar de un tamaño de muestra (n) de 4 por grupo experimental. Posteriormente, se 
utilizó la prueba de los cuadrados mínimos de Fischer para determinar entre qué grupos 
existía una diferencia significativa. Se consideró que una p< 0.05 o menor indica una 
diferencia significativa entre los grupos.  
 
Aspectos éticos 
 
El protocolo del presente estudio se aprobó por el Comité de Ética para uso de animales 
experimentales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. 
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8.  RESULTADOS 

 

8.1  Consumo de alimento 

Efecto de la concentración de proteína en la dieta en el consumo de alimento de la madre 
durante la gestación y la lactancia 

El consumo de alimento de las ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteína 
se mantuvo muy similar durante la gestación. En el periodo de lactancia, el consumo de 
alimento se incrementó de manera considerable en los tres grupos con diferentes 
concentraciones de proteína. El grupo del 10% de proteína tuvo un incremento mayor en el 
consumo de alimento durante la lactancia comparado con los grupos que consumieron 20 y 
30% de proteína en la dieta (Figura 6). 

 

 

 

Figura 6. Efecto de la proteína de la dieta en el consumo de alimento de la madre durante la 
gestación y la lactancia. Los resultados son X ±SD,   n=4 animales por grupo experimental. 
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A pesar de este incremento en el consumo de alimento, las ratas que consumieron 10% de 
proteína en la dieta tuvieron el menor consumo de proteína; esto se observa en la Figura 7 
en donde se presenta el consumo total de proteína en la dieta de cada uno de los grupos 
experimentales durante los periodos de gestación y de lactancia. 

 

 

Figura 7. Consumo total de proteína en ratas alimentadas con diferentes concentraciones de 
proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los resultados son X ±SD,   n=4 
animales por grupo experimental. 

 

8.2  Ganancia de peso  

 

Efecto de la concentración de proteína de la dieta en el peso de la madre y las crías 
durante la gestación y la lactancia. 

El peso de las ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta se 
incrementó de manera similar durante la gestación, presentándose una ligera diferencia en 
las ratas alimentadas con 10% de proteína, las cuales alcanzaron un peso menor al término 
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de este periodo. Al momento del parto se presentó una disminución significativa en el peso 
de la madre  alimentadas con esta dieta debido en parte al bajo peso de sus crías. Durante la 
lactancia se observa una recuperación en el peso de la madre la cual es más pronta en las 
ratas alimentadas con 30% de proteína en la dieta en comparación con las ratas alimentadas 
con 10 y 20% de proteína en la dieta (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Efecto de la concentración de proteína de la dieta en el peso de la madre durante 
la gestación y la lactancia. Los resultados son X ±SD,   n=4 animales por grupo 
experimental. 

 

En las crías también se encontró una diferencia notable en la ganancia de peso. Las crías de 
las madres que fueron alimentadas con 20 y 30% de proteína en la dieta presentaron un 
incremento de peso similar, mientras que las ratas de las madres alimentadas con 10% de 
proteína presentaron una menor ganancia de peso y un menor peso al nacer (Figura 9). 
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Figura 9. Efecto de la concentración de proteína de la dieta de la madre en el peso de las 
crías. Los resultados son X ±SD,   n=4 animales por grupo experimental. 

 

8.3  Parámetros bioquímicos 

 

Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la concentración de glucosa, insulina 
y leptina de ratas vírgenes, gestantes y lactantes. 

 

La concentración de glucosa en suero presentó algunos cambios. Durante el periodo de 
gestación disminuyó en los grupos alimentados con 10 y 20% de proteína, mientras que se 
observó un incremento en los grupos de ratas alimentadas con 30% de proteína en el día 5 
de gestación (p=0.006). Durante la lactancia hubo un incremento en los tres grupos 
experimentales principalmente en el grupo alimentado con 30% de proteína en la dieta en el 
día 12 de lactancia (p=0.03). Esto se puede observar en la figura 10. 
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Figura 10. Efecto de la concentración de proteína de la dieta de la madre en la 
concentración de glucosa en suero. Los resultados son X ±SD,   n=4 animales por grupo 
experimental. 

 

Figura 11. Efecto de la concentración de proteína de la dieta de la madre en la 
concentración de insulina en suero. Los resultados son X ±SD,   n=4 animales por grupo 
experimental. 
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En la Figura 11 se observa que la concentración de insulina en suero se incrementó durante 
la mitad del embarazo en ratas alimentadas con 10 y 20% de proteína, principalmente con 
10% de proteína, y este incremento fue seguido de una disminución en la concentración de 
esta hormona hacia finales del embarazo para luego presentar un nuevo aumento en los 
primeros días de lactancia. En las ratas alimentadas con 30% de proteína en la dieta se 
observó un patrón diferente en donde se presentó un incremento en la concentración de 
insulina principalmente durante el periodo de lactancia. 

 

 

Figura 12. Efecto de la concentración de proteína de la dieta de la madre en la 
concentración de leptina en suero. Los resultados son X ±SD,   n=4 animales por grupo 
experimental. 

 

Por su parte, la concentración de leptina se incrementó a lo largo del periodo de gestación 
en todos los grupos experimentales encontrándose el mayor aumento en las ratas 
alimentadas con 10% de proteína en el día 20 de gestación. En el periodo de lactancia la 
concentración de leptina en suero disminuyó considerablemente en los tres grupos 
experimentales encontrándose el mayor decremento en las ratas alimentadas con 20% de 
proteína en el día 12 de lactancia. Estos cambios no fueron significativos debido a la 
variabilidad biológica. 
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8.4   Hígado 

Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes del 
metabolismo de lípidos en el hígado 

 

  

 

Figura 13. Expresión del RNAm de genes lipogénicos (SREBP1, ACC y FAS) en hígado 
de ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la 
gestación y la lactancia. Los resultados son X ±SD. 
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En el hígado de ratas alimentadas con 10% de proteínas la expresión del factor de 
transcripción SREBP1, que regula la expresión de enzimas lipogénicas como ACC y FAS, 
se mantuvo siempre elevado en comparación con los otros grupos experimentales 
observándose un nuevo incremento de hasta 10 veces más (p <0.001) en la expresión de 
SREBP1 durante la lactancia especialmente en el pico de mayor producción láctea (día 12). 
La expresión de ACC (Acetil CoA Carboxilasa), enzima encargada de la transformación de 
Acetil CoA a malonil CoA para iniciar la lipogénesis, presentó patrones diversos, sobre 
todo en estado virgen dependiendo del porcentaje de proteína de la dieta (p< 0.0001), 
durante la lactancia. La expresión del gen de ACC se aumentó principalmente en los grupos 
de ratas alimentadas con 10 y 20% de proteína.     

 

 

 

Figura 14. Concentración de la proteína FAS en hígado de ratas alimentadas con diferentes 
concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los resultados 
son X ±SD. 
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La expresión de FAS (sintasa de ácidos grasos) en el hígado presentó una tendencia a la 
baja en el periodo de gestación y se mantuvo así hasta el día 12 de lactancia (día 32) en las 
ratas alimentadas con un porcentaje normal de proteína en la dieta (20%). En el grupo de 
30% se incrementó su expresión en los primeros 5 días de gestación y posteriormente 
disminuyó conforme transcurrio el resto de la gestación y la lactancia. En contraparte, en 
ratas alimentadas con 10% de proteína, la expresión de FAS disminuyó en los primeros 5 
días de gestación, presento un incremento moderado en el día 14 de gestación y volvió a 
disminuir al término de este periodo. Durante la lactancia la expresión de esta enzima se 
incrementó significativamente (2.2 veces en el día 12 de lactancia) en el grupo de 
restricción proteica. 

La concentración esta proteína (FAS) analizada por Western Blot, presento una tendencia 
similar a su patrón de expresión determinado por PCR en tiempo real. Aumentó 
significativamente en el día 14 de gestación de las ratas alimentadas con 10 y 20% de 
proteína en comparación con el grupo de 30% de proteína dietaria y disminuyó en el día 20 
de gestación sobre todo en las ratas del grupo de 20% de proteína. En el periodo de 
lactancia se observó un incremento significativo en las ratas alimentadas con 10% de 
proteína en la dieta tanto en el día 5 (día 26) como en el día 12 (día 32) de lactancia 
(p<0.0001) (Figura 14). 

Este incremento en la expresión de las enzimas lipogénicas encontrado en el periodo de 
lactancia de ratas alimentadas con 10% de proteína en la dieta se vió reflejado en un 
acumulo de vesículas de grasa como se muestra en la figura 15 en los cortes histológicos de 
hígados de ratas alimentadas con 10, 20 y 30% de proteína en la dieta, teñidos con 
hematoxilina y eosina, en el día 5 de lactancia o día 26 del estudio. En estas imágenes fue 
evidente el depósito de lípidos en las ratas con deficiencia proteica (10% de proteína). Por 
su parte, las ratas alimentadas con 20 y 30% de proteína presentaron algunas vesículas de 
grasa dispersas en el tejido; sin embargo la morfología del hígado hizo evidente un tejido 
sano. 
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Figura 15. Morfología del hígado. Tinción de corte histológico H/E en hígado de ratas 
alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta en el día 5 de lactancia 
(día 26 del estudio). 
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Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes del 
metabolismo de hidratos de carbono en hígado de ratas vírgenes, gestantes y lactantes. 

   

Figura 16. Expresión del RNAm de PEPCK y piruvato cinasa en hígado de ratas 
alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la 
lactancia. Los resultados son X ±SD. 

 

Las enzimas reguladoras de la gluconeogénesis, PEPCK (Fosfoenolpiruvato carboxicinasa), 
y de la glucólisis, la piruvato cinasa (PK), también presentan cambios en su expresión en el 
hígado de ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta. La 
PEPCK tuvo patrones de expresión variables a lo largo de la gestación y la lactancia en las 
ratas alimentadas con 20 y 30%. En el grupo del 30% presentó dos incrementos en su 
expresión, uno a mediados de la gestación (día 14) y el otro en los primeros días de 
lactancia, mientras que en el grupo del 20% el incremento se dio a finales de la gestación 
(día 20) y en el día 12 de lactancia. Por otra parte,  la expresión de esta enzima se inhibió en 
ratas alimentadas con 10% de proteína en la dieta (p<0.0001) debido a la falta de 
aminoácidos provenientes de la dieta de estos animales, los cuales sirven como fuente de 
carbono para la vía de gluconeogénesis. La piruvato cinasa por el  contrario presentó 
valores de expresión muy bajos en las ratas alimentadas con 20 y 30% de proteína y 
aumentó significativamente a principios de la gestación y durante la lactancia de las ratas 
alimentadas con 10% de proteína en la dieta (Figura 16) debido a un incremento en la 
concentración de glucosa proveniente de la dieta en este grupo experimental en donde la 
proporción de hidratos de carbono compensa la restricción proteica. 
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Por otra parte, el factor de transcripción activado por hidratos de carbono ChREBP  
(carbohydrate response element binding protein) también presentó modificaciones en su 
expresión en el hígado. Incremento su expresión en el día 20 de gestación en el grupo de 
20% de proteína (4 veces); sin embargo en los grupos de 10 y 30% este incremento (3-3.5 
veces) se observó en el día 12 de lactancia (Figura 17). Al parecer este factor de 
transcripción no sigue un patrón de expresión definido y la variación se da si no se consume 
la concentración adecuada de proteína (20%). 

 

Figura 17. Expresión del RNAm de ChREBP en tejido adiposo, hígado y glándula mamaria 
de ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la 
gestación y la lactancia. Los resultados son X ±SD. 

 

Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes y proteínas del 
metabolismo de aminoácidos en hígado de ratas vírgenes, gestantes y lactantes. 

 

El transportador de aminoácidos SNAT2 no presentó variaciones significativas en su 
expresión en el grupo de ratas alimentadas con una concentración adecuada de proteína 
dietaria (20%) a lo largo de los periodos de gestación y lactancia. En el grupo experimental 
alimentado con 10% de proteína, hubo un incremento en el día 14 de gestación y sobre todo 
en el día 5 de lactancia. Mientras que en el grupo de 30% de proteína  se observó el mayor 
aumento en la etapa temprana del embarazo correspondiente al día 5 de gestación y de 
manera menos pronunciada, en los primeros días de lactancia (día 26 del estudio) (Figura 
18). 
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Figura 18. Expresión del RNAm de SNAT2 en hígado de ratas alimentadas con diferentes 
concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los resultados 
son X ±SD. 

 

Por su parte el análisis por Western Blot en este tejido demostró que la proteína SNAT2 
disminuye a mediados de la gestación (día 14) en ratas alimentadas con 20 y 30% de 
proteína en la dieta. Posteriormente la concentración de esta proteína se incrementó 
conforme transcurren los días de estudio y este aumento es significativamente mayor en el 
grupo alimentado con exceso de proteína (30%) en los día 20 de gestación y 5 de lactancia 
(26 de estudio). Por otra parte, en el grupo con restricción proteica hubo un incremento en 
la concentración de este transportador en el día 14 de gestación, disminuyendo hacia finales 
de este periodo. Posteriormente se elevó nuevamente durante la lactancia aunque este 
incremento fue significativamente menor en el día 5 de lactancia o día 26 del estudio, al 
compararlo con los grupos alimentados con 20 y 30% de proteína dietaria (Figura 19). 
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Figura 19. Concentración de la proteína SNAT2 en hígado de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 
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Figura 20. Expresión del RNAm de mTOR1 en hígado de ratas alimentadas con diferentes 
concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los resultados 
son X ±SD. 

 

La expresión de mTOR1 del grupo alimentado con porcentaje normal de proteína se 
incrementó en la segunda mitad de la gestación (días 14 y 20), disminuyendo en los 
primeros días de lactancia y volviendo a aumentar en el día 12 de lactancia. En el grupo de 
restricción proteica hubo un incremento en la expresión en el día 14 de gestación, 
disminuyendo a finales del embarazo y aumentando nuevamente durante la lactancia. Por 
su parte en el grupo alimentado con exceso de proteína la expresión de esta proteína se 
incrementó a finales de la gestación (día 20) y de manera más pronunciada (5 veces) en el 
día 12 de lactancia o día 32 del estudio en donde el incremento fue significativamente 
mayor comparado con los otros dos grupos experimentales (p<0.0001) como se observa en 
la figura 20. 
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Figura 21. Expresión del RNAm de GDH en hígado de ratas alimentadas con diferentes 
concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los resultados 
son X ±SD. 

 

La expresión de la enzima GDH (Glutamato deshidrogenasa) encargada de la síntesis de 
urea debido a la degradación de aminoácidos (glutamato) se incrementó significativamente 
a finales de la gestación  en el hígado de ratas alimentadas con 20% de proteína en la dieta 
en comparación con los otros grupos, y a mediados de la lactancia (día 32 de estudio). En 
las ratas alimentadas con dieta baja en proteína tuvieron una menor expresión de esta 
enzima en los días 14, 20 y 32 del estudio. Por su parte el grupo con exceso de proteína en 
la dieta mantuvo la expresión de esta enzima durante la gestación y presentó un aumento 
significativo (1.7 veces) en el día 12 de lactancia o día 32 del estudio en comparación con 
los otros dos grupos experimentales (Figura 21).  

La enzima serina deshidratasa (SDH) encargada de la degradación de serina y utilizada 
como una enzima con un comportamiento típico de las demás enzimas involucradas en la 
degradación de aminoácidos en el hígado, se incrementó de manera significativa (20 veces) 
durante la gestación en ratas alimentadas con 30% de proteína en la dieta. Durante la 
lactancia disminuyó considerablemente la expresión de esta  enzima en todos los grupos 
inclusive en el grupo alimentado con 30% de proteína en la dieta (p<0.0001) (Figura 22). 
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Figura 22. Expresión del RNAm de SDH en hígado de ratas alimentadas con diferentes 
concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los resultados 
son X ±SD. 
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8.5   Tejido Adiposo 

 

Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes del 
metabolismo de lípidos en tejido adiposo de ratas vírgenes, gestantes y lactantes. 

 

 

   

 

Figura 23. Expresión del RNAm de genes lipogénicos (SREBP1, ACC y FAS) en tejido 
adiposo de ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante 
la gestación y la lactancia. Los resultados son X ±SD. 
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La expresión de los genes lipogénicos en el tejido adiposo se incrementó de manera 
significativa en el día 14 de gestación de las ratas alimentadas con 10% de proteína en la 
dieta. El factor de transcripción SREBP1, se incrementó 150 veces, mientras que las 
enzimas activadas transcripcionalmente por SREBP1: ACC y FAS se incrementaron 130  y 
60 veces respectivamente (p<0.0001) en este mismo grupo experimental (Figura 23). 

En el grupo de ratas alimentadas con 20% de proteína dietaria la concentración de mRNA 
de ACC se incrementó de manera gradual pero significativa durante la gestación (hasta 27 
veces), disminuyendo en el inicio de la lactancia y aumentando nuevamente en el día 12 de 
la lactancia (hasta 13 veces).  

El análisis por Western Blot demostró que con el trenscurso de la gestación disminuyó la 
expresión de la proteína FAS y en el periodo de lactancia se encontró en bajas 
concentraciones en los tres grupos experimentales (Figura 24).  

 

 

Figura 24. Concentración de la proteína FAS en tejido adiposo de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 
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Figura 25. Expresión del RNAm de HSL en tejido adiposo de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

Otra enzima involucrada en el metabolismo de lípidos es la lipasa sensible a hormona 
(HSL). Esta enzima participa en el proceso de  lipólisis para la liberación de ácidos grasos a 
la circulación. Su expresión en el tejido adiposo se muestra en la figura 25. En el grupo de 
ratas alimentadas con 20% de proteína se encontró un incremento significativo en su 
expresión en la etapa final del embarazo (40 veces) y durante la etapa de mayor producción 
láctea (25 veces), coincidiendo con los datos reportados en estudios previos.15,16 Sin 
embargo, en las ratas alimentadas con 10% de proteína se observó un aumento importante 
(p<0.0001) en la expresión de esta enzima en el día 14 de gestación (150 veces) el cual 
disminuyó durante la lactancia. Las ratas alimentadas con 30% de proteína no presentaron 
cambios en la expresión de esta enzima en este tejido. 
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Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes del 
metabolismo de hidratos de carbono en tejido adiposo, hígado y glándula mamaria de 
ratas vírgenes, gestantes y lactantes. 

 

 

Figura 26. Expresión del RNAm de GLUT4 en tejido adiposo de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

La expresión del transportador de glucosa GLUT4 dependiente de insulina también 
presentó cambios en su expresión en los diferentes tejidos durante la gestación y la 
lactancia en ratas alimentadas con diferente concentración de proteína en la dieta. En el 
tejido adiposo de ratas alimentadas con 10 y 20% de proteína en la dieta se observó un 
incremento significativo en la expresión del transportador durante la gestación el cual fue 
mayor en el grupo de restricción proteica sobre todo el día 14 de gestación (9.8 veces). 
Durante la lactancia disminuyó significativamente la expresión de este transportador en 
estos dos grupos experimentales.  En los animales alimentados con 30% de proteína se 
observó un aumento en los primeros días de la gestación (3.4 veces) aunque fue menor que 
en los otros grupos experimentales y disminuyó posteriormente en la segunda mitad del 
embarazo. Durante la lactancia la expresión de GLUT4 en este grupo experimental se 
incrementó significativamente en comparación con los grupos alimentados con 20 y 30% 
de proteína en la dieta (p<0.0001)  en los días 26 y 32 del estudio (Figura 26). 
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Por su parte, el factor de transcripción activado por hidratos de carbono ChREBP se 
aumentó principalmente durante la gestación en las ratas alimentadas con 10% de proteína 
en la dieta (hasta 23 veces en día 14 de gestación, p<0.0001) en el tejido adiposo. Este 
comportamiento es similar al observado en la expresión de las enzimas lipogénicas en este 
mismo grupo experimental. En el grupo alimentado con 20% de proteína dietaria también 
hubo un incremento en la concentración de mRNA de ChREBP durante el embarazo, efecto 
que se reprimió en los primeros días de lactancia (Figura 27), mientras que en el grupo de 
30% de proteína disminuyó la expresión de esta enzima en la segunda mitad de la gestación 
y se aumentó significativamente en los primeros días de lactancia (día 5 de lactancia) en 
comparación con los otros dos grupos experimentales. 

 

 

Figura 27. Expresión del RNAm de ChREBP en tejido adiposo de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 
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Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes y proteínas del 
metabolismo de aminoácidos en tejido adiposo de ratas vírgenes, gestantes y lactantes. 

 

 

Figura 28. Expresión del RNAm de SNAT2 en tejido adiposo de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

El transportador de aminoácidos SNAT2 también presentó variaciones en su expresión en 
el tejido adiposo. Disminuyó de manera moderada pero significativa (p<0.0035) durante el 
embarazo en los tres grupos experimentales. En el grupo de 30% la disminución fue 
significativamente mayor en los días 5 y 14 de gestación, mientras que en los grupo de 10 y 
20% la diminución fue mayor en el día 20. Durante la lactancia se incrementó la expresión 
de este transportador en los tres grupos experimentales (Figura 28). 
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Figura 29. Concentración de la proteína SNAT2 en tejido adiposo de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

El análisis con western blot de este transportador reveló que durante la gestación disminuyó 
su expresión en este grupo mientras que se incrementó en los grupos de ratas alimentadas 
con 10 y 20% de proteína en a dieta. Al término del embarazo, en el día 20 de gestación, la 
concentración de esta proteína disminuyó de manera significativa en los grupos 
alimentados con 10 y 20% de proteína mientras que en el grupo de 30% hubo un aumento. 
Durante la lactancia la concentración de SNAT2 en el tejido adiposo se incrementó en los 
tres grupos de manera proporcional a la concentración de proteína en la dieta  (p<0.001) de 
manera similar a lo que se observó en la expresión génica de SNAT2 en este tejido (Figura 
29). 
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8.6   Glándula mamaria 

 

Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes del 
metabolismo de lípidos en la glándula mamaria. 

 

 

   

 

Figura 30. Expresión del RNAm de genes lipogénicos (SREBP1, ACC y FAS) en glándula 
mamaria de ratas alimentadas con diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante 
la gestación y la lactancia. Los resultados son X ±SD. 
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En la glándula mamaria se observó un incremento moderado, pero significativo, en la 
expresión del factor de transcripción SREBP1 conforme transcurre el embarazo. Sin 
embargo fue impactante el incremento en la expresión de los tres genes lipogénicos 
analizados en este estudio (SREBP1, ACC y FAS) durante el periodo de lactancia en donde 
se alcanzaron valores de expresión muy elevados de hasta 6000 veces (p <0.001)  para  
SREBP1 y ACC, 5000 veces en FAS (Figura 30). Estos cambios fueron similares en los 
tres grupos experimentales. 

Estos resultados coincidieron con el análisis por Western Blot de la proteína FAS  en el 
tejido mamario presentados en la figura 31. FAS aumentó ligeramente en la etapa final del 
embarazo en los tres grupos experimentales. En la lactancia, la concentración de FAS se 
elevó de manera significativa sin importar la concentración de proteína en la dieta 
destacando la prioridad que tiene el tejido mamario en el suministro de nutrimentos en este 
periodo fisiológico. 

 

 

Figura 31. Concentración de la proteína FAS en glándula mamaria de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 
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Figura 32. Expresión del RNAm de HSL en la glándula mamaria de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

En contraparte con los resultados anteriores, la expresión de genes involucrados con 
lipólisis (HSL) y oxidación de ácidos grasos (CPT-1) se comportaron de manera inversa en 
la glándula mamaria lo que nos habla que existe una adaptación en el metabolismo de 
lípidos entre los periodos de gestación y lactancia. 

Se observó un incremento en la expresión de HSL durante los primeros días de gestación 
(hasta 350 veces), especialmente en las ratas alimentadas con 20 y 30% de proteína en la 
dieta y disminuyó en el día 12 de lactancia (p<0.001); mientras que las ratas alimentadas 
con 10% de proteína tuvieron el mayor incremento en la expresión de esta enzima 
conforme se establecía el periodo de lactancia aumentándose  hasta 250 veces en el día 12 
de lactancia (p<0.0001). 

La expresión de la enzima CPT-1 (Carnitil palmitoil transferasa), encargada de introducir 
los ácidos grasos a la mitocondria para su oxidación, se incrementó de manera significativa 
en la glándula mamaria en la mitad y sobre todo en la etapa final de la gestación, 
principalmente en las ratas alimentadas con 30% de proteína en la dieta (26 veces). Durante 
la lactancia disminuyó la expresión de esta enzima. Estos resultados se presentan en las 
figuras 32 y 33. 
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Figura 33. Expresión del RNAm de CPT1 en glándula mamaria de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes del 
metabolismo de hidratos de carbono en glándula mamaria de ratas vírgenes, gestantes y 
lactantes. 

 

Figura 34. Expresión del RNAm de GLUT4 en glándula mamaria de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 
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El transportador de glucosa GLUT4 presentó un patrón variable de expresión en este 
estudio. Se incrementó principalmente en los inicios de la gestación (hasta 8 veces)  en las 
ratas alimentadas con 10 y 20% de proteína, disminuyó al término de la gestación y se 
elevó nuevamente durante la lactancia (5 veces). En las ratas alimentadas con 30% de 
proteína se observó un aumento en la expresión de este gen a partir del día 14 de gestación 
el cual continuó en aumento hasta el periodo de lactancia. Todas estas variaciones fueron 
significativas (Figura 34). 

 

Figura 35. Expresión del RNAm de ChREBP en glándula mamaria de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

En la glándula mamaria ChREBP se incrementó en el periodo de gestación. Este aumento 
ocurrió de manera más rápida en las ratas alimentadas con 10% de proteína (hasta 70 veces 
en el día 5 de gestación) mientras que en las ratas alimentadas con 20 y 30% de proteína el 
incremento se observó hasta el día 14 de gestación (55-70 veces). Durante la lactancia  
disminuyó progresivamente la expresión de este gen en ratas alimentadas con 20 y 30% de 
proteína; sin embargo en el grupo del 10% la expresión de ChREBP se mantuvo en 35 
veces en este periodo. Los cambios en este tejido tuvieron una p<0.0001 (Figura 35). 
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Efecto de la concentración de proteína de la dieta en la expresión de genes y proteínas del 
metabolismo de aminoácidos en glándula mamaria de ratas vírgenes, gestantes y lactantes. 

            

 

Figura 36. Expresión del RNAm de SNAT2 en glándula mamaria de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

La expresión del transportador de aminoácidos SNAT2 presentó un aumento significativo 
durante el periodo de lactancia sobre todo en el día 12 (p<0.0001). En el grupo de ratas con 
10% de proteína dietaria este incremento fue mayor en el día 5 de lactancia, mientras que 
en el día 12 es proporcional a la concentración de proteína en la dieta (Figura 36). 
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Figura 37. Concentración de la proteína SNAT2 en glándula mamaria de ratas alimentadas 
con diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. 
Los resultados son X ±SD. 

 

El análisis en la concentración de proteína presentó diferencias entre el patrón de expresión 
observado. La concentración de proteína SNAT2  disminuyó  en el día 20 de gestación de 
los tres grupos experimentales de manera significativa. En el grupo de restricción proteica 
se presentó un incremento en el día 14 de gestación. En el periodo de lactancia se aumentó 
la concentración de esta proteína de manera moderada pero significativa, en los tres grupos. 
De manera general a lo largo de estos periodos en el grupo de ratas alimentadas con 30% de 
proteína en la dieta se encontró en concentraciones mayores a pesar de presentar un patrón 
de cambio similar. 
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Figura 38. Expresión del RNAm de mTOR1 en glándula mamaria de ratas alimentadas con 
diferentes concentraciones de proteína en la dieta durante la gestación y la lactancia. Los 
resultados son X ±SD. 

 

En la glándula mamaria, se observó un incremento progresivo en la expresión del complejo 
mTOR1 que comienza en la etapa temprana de gestación de las ratas alimentadas con 10% 
de proteína y en la segunda mitad del embarazo en ratas alimentadas con 20 y 30% de 
proteína. Durante la lactancia se encontraron los niveles máximos de expresión de mTOR1 
en el tejido mamario, en donde incrementó de 300 a 600 veces (p<0.0001). El incremento 
fue mayor en el grupo de ratas alimentadas con 30% de proteína de la dieta (Figura 38). 
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9. DISCUSIÓN 

 

La variación en la concentración de proteína en la dieta durante los periodos de gestación y 
de lactancia provoca diversos cambios metabólicos en la madre y el feto. Se sabe que  las 
dietas bajas en proteína y el periodo fisiológico de gestación se caracterizan por ser estados 
en donde se presenta resistencia a la leptina debido a que el consumo de alimento se 
mantiene estable o incrementa sin importar que exista un aumento en las concentraciones 
séricas de esta hormona.  

Estudios previos de restricción proteica encontraron un incremento en el consumo de 
alimento provocado por una alteración en la respuesta a la leptina en el hipotálamo. 34 En 
este proyecto, se encontró de igual manera un incremento en el consumo de alimento en las 
ratas alimentadas con 10% de proteína en la dieta; sin embargo ese incremento no fue 
suficiente para cubrir la alta demanda de aminoácidos en estos periodos fisiológicos lo que 
provocó una recuperación más lenta en el peso de la madre durante la lactancia y un 
incremento inadecuado en el peso de las crías cuyas madres se alimentaron con una dieta 
baja en proteína. Tal y como se esperaba, la concentración de leptina sérica se incrementó 
en el periodo de gestación, especialmente en las ratas alimentadas con baja concentración 
de proteína en la dieta (10%). Este incremento en la concentración de leptina no se 
relacionó con el peso de la madre, ya que fueron las ratas alimentadas con 10% de proteína 
las que alcanzaron un menor peso al término de la gestación. Sin embargo, posiblemente si 
se relacione con la cantidad de tejido adiposo ya que la mayoría de las enzimas lipogénicas 
se encuentran notablemente incrementadas en este grupo experimental en comparación con 
los grupos de ratas alimentadas con 20 y 30% de proteína en la dieta, aunque el peso del 
tejido adiposo no fue registrado en este estudio. 

 

Las concentraciones séricas de glucosa presentaron algunos cambios disminuyendo a lo 
largo de la gestación e incrementando ligeramente durante la lactancia en las ratas 
alimentadas con 10 y 20% de proteína en la dieta. Las ratas alimentadas con 30% de 
proteína presentaron un patrón diferente al tener dos picos de hiperglucemia en los días 5 
de gestación y 12 de lactancia. Esto posiblemente se debió a que este grupo al tener un 
mayor aporte de aminoácidos permitía que el hígado tuviera fuentes de carbono para llevar 
a cabo gluconeogénesis y mantener las concentraciones de glucosa en sangre un poco más 
elevadas, sobre todo en el periodo de gestación en donde se sabe que generalmente se 
encuentran disminuidas al haber una mayor utilización de glucosa gracias al feto.10 

 

El metabolismo de lípidos, hidratos de carbono y aminoácidos está sujeto al control 
hormonal. La insulina es una hormona anabólica que estimula la lipogénesis al liberar la 
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forma activa del factor de transcripción SREBP1 de la membrana del retículo endoplásmico 
al núcleo para que active los genes de las enzimas lipogénicas ACC y FAS57. También 
favorece la captación de glucosa, al estimular la translocación del transportador de glucosa 
GLUT4 a la superficie celular58; y la síntesis de proteínas al favorecer la translocación del 
transportador de aminoácidos SNAT2 de compartimentos intracelulares hacia la membrana 
celular para favorecer la captación de aminoácidos por la célula43 y la activación del 
complejo proteico mTOR1, encargado de estimular la síntesis de proteínas.59  

Los ácidos grasos son la mayor fuente de energía para la mayoría de los tejidos en periodos 
donde existe un balance de energía negativo como es el periodo de lactancia para la madre 
o durante la gestación en donde el feto tiene prioridad en la captación de glucosa para 
cubrir sus demandas de energía para su crecimiento y desarrollo.60  Durante la gestación las 
hormonas liberadas por la placenta y los ovarios (lactógeno placentario, estrógenos y 
progesterona) provocan en la madre un estado de resistencia a la insulina para favorecer la 
captación de nutrimentos por parte del feto3. Sin embargo, se ha reportado que dietas bajas 
en proteína incrementan la tolerancia a la glucosa y la acción de la insulina favoreciendo un 
incremento en la expresión de genes lipogénicos (SREBP1, ACC, FAS) y  GLUT 4  en el 
tejido adiposo, tal y como se observó en este estudio en los animales alimentados con 10% 
de proteína. Además estos aumentos encontrados en el día de gestación 14 de las ratas 
alimentadas con 10% de proteína también coinciden con una elevación  en la concentración 
de insulina sérica encontrada en este estadio.  

En el hígado también se encontró un incremento en la expresión de SREBP1 en ratas 
alimentadas con 10%  de proteína, indicándole a las células hepáticas una señal para hacer 
lipogénesis debido al incremento en la cantidad de hidratos de carbono (glucosa) que  
estaban consumiendo estas ratas como compensación a la restricción de aminoácidos. Este 
dato concuerda también con el incremento en la expresión de la enzima piruvato cinasa 
(paso limitante en la glucólisis) en el hígado de las ratas alimentadas con restricción 
proteica por lo que la expresión de esta enzima se modificó considerablemente por la 
concentración de proteína en la dieta ya que en las ratas alimentadas con un adecuado 
aporte de aminoácidos no presentaron cambios importantes en su expresión.   

En contraparte, este mismo grupo (10% de proteína en la dieta) tuvo una expresión inhibida  
de  PEPCK, lo que indica una represión en la gluconeogénesis en el hígado de las ratas 
madres debido a la falta de esqueletos carbonados provenientes de los aminoácidos y a un 
incremento en la proporción de glucosa consumida. 

 

Se puede determinar si existe un exceso en el consumo de proteína dietaria midiendo la 
expresión de enzimas degradadoras de aminoácidos, las cuales sensan la cantidad de 
nutrimento, en este caso de aminoácidos y activan o inhiben su expresión en el hígado. La 
enzima serina deshidratasa (SDH) es una enzima involucrada en la degradación de serina 
para la utilización de su esqueleto carbonado. Esta enzima responde a diferentes 
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concentraciones de proteína en la dieta incrementando su expresión al haber un exceso de 
aminoácidos.61 En este estudio, aumentó significativamente la expresión de SDH 20 veces 
en el hígado de las ratas que consumieron 30% de proteína en la dieta en el día 5 de 
gestación. Sorpresivamente en los días posteriores de gestación y durante el periodo de 
lactancia se normalizó la expresión de esta enzima lo que posiblemente se asocie a que el 
requerimiento de proteína en la madre incrementa de manera considerable en este periodo. 
Clowes y colaboradores62 reportaron que durante el periodo de lactancia hay un incremento 
en la demanda de aminoácidos por la glándula mamaria, lo que hace que el músculo 
establezca un estado de catabolismo proteico para movilizar aminoácidos a la circulación 
sanguínea con el propósito de compensar esa demanda. En este proceso se activa la 
expresión de proteasas y se inhibe la síntesis de proteínas en muchos tejidos, 
principalmente en el músculo esquelético de la madre, además se incrementan las 
concentraciones de aminoácidos libres sobre todo de glutamina. En este estudio se encontró 
que las ratas alimentadas con 30% de proteína fuero aquellas que recuperaron más rápido 
su peso en el periodo de lactancia infiriéndose que tuvieron una menor pérdida de masa 
muscular ya que la dieta les ayudó a cubrir la demanda de aminoácidos por parte de la 
glándula mamaria en este periodo. La enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) también 
respondió a la cantidad de proteína de la dieta expresándose en mayor proporción en el 
hígado y músculo de las ratas alimentadas con un exceso de proteína (30%), sobre todo 
durante la lactancia. 

 

Durante el periodo de lactancia, el hígado, el tejido adiposo y la glándula mamaria son los 
principales órganos en donde se encuentra activo el metabolismo de lípidos. El tejido 
adiposo y el hígado favorecen el flujo de ácidos grasos y triglicéridos respectivamente. La 
glándula mamaria lleva a cabo la síntesis de novo de ácidos grasos y  biogénesis de 
triglicéridos que conforman la leche materna y que ayudarán al recién nacido a obtener 
energía y mantener la temperatura corporal.18 

Cabe mencionar que los tres tejidos pueden sintetizar ácidos grasos de novo y esterificarlos 
a triacilglicéridos pero durante la lactancia; la glándula mamaria es la principal productora 
de ácidos grasos coincidiendo con el incremento encontrado en la expresión del factor de 
transcripción SREBP1 y sus enzimas blanco (ACC y FAS), así como en la concentración 
de la proteína FAS en este periodo fisiológico, no importando la concentración de proteína 
en la dieta.  

En el hígado, se encontró un incremento en la expresión de enzimas lipogénicas (ACC y 
FAS) durante la lactancia en el grupo alimentado con 10% de proteína en la dieta 
coincidiendo con la acumulación de vesículas de grasa en este tejido observadas en el corte 
histológico de estos animales en el día 5 de lactancia. Estos datos concuerdan con lo 
encontrado por Kwon y colaboradores 63  en un estudio realizado en ratas lactantes con 
restricción proteica (8%), en donde se encontró la presencia de hígado graso como 
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respuesta a una acumulación de triglicéridos ocasionada por una alteración en la secreción 
de lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL). Al existir una deficiencia de aminoácidos, 
no se pueden formar de manera suficiente las proteínas que conforman a las lipoproteínas 
las cuales son partículas transportadoras de triglicéridos y colesterol que reparten estos 
nutrimentos a los diversos órganos. Por lo tanto los lípidos se acumulan en el hígado de 
manera patológica dando como resultado el hígado graso. 

Adicionalmente hay que recordar que las dietas para los tres grupos eran isocalóricas y el 
contenido de grasa era el mismo en todos los grupos, la dieta con 10% de proteína contenía 
una mayor cantidad de hidratos de carbono (almidón y dextrosa) en comparación con la 
dieta de 20% y aún más con la de 30% de proteína. Por lo anterior, la concentración de 
glucosa ingerida en estos animales fue mayor. Un estudio realizado en hepatocitos 
demostró que concentraciones altas de glucosa inhiben a AMPK y mTOR1 y favorecen los 
procesos de glucólisis, y lipogénesis estimulados por la insulina para convertir el exceso de 
glucosa en depósitos de ácidos grasos,64 lo que explica un incremento en la expresión de 
FAS y ACC en el hígado de ratas alimentadas con 10% de proteína durante la lactancia.  

En contraparte, un exceso de aminoácidos provocado por un aumento en la concentración 
de proteína en la dieta inhibe de igual manera a AMPK pero activa a mTOR1 lo que 
favorece la activación de la síntesis de proteínas coincidiendo con lo encontrado durante la 
lactancia en el hígado al presentarse un incremento en la expresión del complejo proteico 
mTOR1 en las ratas alimentadas con 30% de proteína en la dieta.  

La glándula mamaria es el tejido en donde se encontraron los mayores cambios en la 
expresión de genes relacionados no solo con el metabolismo de lípidos sino también de 
aminoácidos e hidratos de carbono durante el periodo de lactancia. Esto se debe al “switch” 
metabólico que existe en este periodo y al incremento en la demanda de todos los 
nutrimentos para la síntesis de proteínas, lactosa y triglicéridos que formarán parte de la 
leche. Esto explica el aumento notable en la expresión de mTOR1 y la recuperación en la 
concentración de SNAT2 en la lactancia después de haber disminuido de manera 
importante en los últimos días de gestación; el incremento en la expresión del transportador 
de glucosa GLUT4, y de los genes lipogénicos SREBP1, FAS,  y ACC; así como la 
disminución de genes lipolíticos (HSL), y de beta-oxidación (CPT-1) en este periodo. Sin 
embargo a pesar de que los cambios metabólicos entre el estado virgen, gestante y lactante 
en el tejido mamario fueron muy grandes no hubo diferencia entre las concentraciones de 
proteína en la dieta. Con esto se comprueba que el tejido mamario tiene prioridad sobre el 
resto de los tejidos y son el hígado, el tejido adiposo y  el músculo, los encargados de 
proveer nutrimentos a la glándula mamaria para solventar las demandas energéticas y 
mantener en lo posible una adecuada composición de la leche, lo cual dependerá de la 
concentración de proteína dietaria.   
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10. CONCLUSIONES 

 

El estado nutricio de la madre durante los periodos de gestación y lactancia interviene  de 
manera importante en el desarrollo y crecimiento de las crías así como en la recuperación y 
normalización del estado metabólico de ella. Un cambio en la concentración de proteína en 
la dieta generó cambios sobresalientes en la expresión de genes y proteínas del 
metabolismo de glucosa, aminoácidos y lípidos que repercutieron en el estado nutricio de la 
madre. 

Cada tejido ejerce una función en estos periodos fisiológicos y la dieta modula estos 
cambios. En el tejido adiposo, una disminución en la concentración de proteína en la dieta 
activó el proceso de lipogénesis durante el día 14 de embarazo, evidenciado por un 
incremento en la expresión de los genes SREBP1, FAS, ACC (responsables en la síntesis 
de ácidos grasos) y de manera indirecta de GLUT4 y ChREBP, los cuales respondieron a 
un aumento en la concentración de hidratos de carbono en la dieta de estos animales y 
además también favorecieron el proceso anabólico de lipogénesis. Durante el periodo de 
lactancia disminuyó considerablemente la expresión de estos genes en el tejido adiposo sin 
importar en porcentaje de proteína en la dieta y se elevó la expresión y la concentración del 
transportador de aminoácidos SNAT2 de manera proporcional a la cantidad de proteína 
aportada por la dieta. 

En el hígado, el grupo experimental que tuvo restricción proteica (10% de proteína dietaria) 
presentó un incremento en la expresión de genes involucrados en la lipogénesis (SREBP1, 
ACC y FAS) durante la gestación pero sobre todo en el periodo de lactancia. Este 
incremento también se observó al medir por Western Blot la concentración de la proteína 
FAS en hígado y se corroboró al encontrar una acumulación de vesículas de grasa en el 
corte histológico de este tejido en el día 5 de lactancia. Las ratas alimentadas con 20 y 30% 
de proteína dietaria no presentaron dicho incremento.  

La expresión de la enzima glucolítica, piruvato cinasa (PK) aumentó en las ratas 
alimentadas con restricción proteica mientras que en las ratas alimentadas con un adecuado 
aporte de aminoácidos no presentó cambios en su expresión. Por el contrario, la expresión 
de la PEPCK se inhibió en las ratas alimentadas con 10% de proteína dietaria indicando una 
inhibición en la gluconeogénesis debido a la falta de esqueletos carbonados provenientes de 
los aminoácidos y a un incremento en la proporción de glucosa consumida. 

La enzima serina deshidratasa (SDH) incrementó significativamente su expresión en el 
hígado de las ratas que consumieron 30% de proteína en la dieta en el día 5 de gestación. 
En los días posteriores de gestación y durante el periodo de lactancia disminuyó la 
expresión de esta enzima asociándose a un aumento en el requerimiento de proteína en la 
madre en este periodo.  
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En la glándula mamaria los cambios en la expresión de genes y concentración de proteínas 
fueron mayores. Durante la gestación se encontró un incremento moderado, pero 
significativo en la expresión de genes involucrados en la síntesis de proteínas (mTOR1); así 
como en el transporte de glucosa (GLUT4). Las enzimas HSL  y CPT1 también presentaron 
un incremento en su expresión en este periodo, sobre todo en las ratas alimentadas con 30% 
de proteína en la dieta. La proteína SNAT2 se encuentra elevada en la glándula mamaria 
virgen de los tres grupos experimentales y disminuyó durante la gestación sobre todo un día 
antes del nacimiento de las crías. Durante el periodo de lactancia se observó un aumento 
muy pronunciado en la expresión de genes lipogénicos (SREBP1, ACC y FAS)  y la 
proteína FAS; así como también incrementó la expresión génica del complejo proteico 
mTOR y la recuperación en la expresión y concentración de la proteína SNAT2. En 
contraparte se encontró una disminución en la expresión de la enzima lipolítica (HSL) y de 
la β-oxidación (CPT-1) y en al día 12 de lactancia.  

En conjunto estos resultados indican que durante el periodo de lactancia aumenta el 
requerimiento de nutrimentos en la glándula mamaria para las síntesis de leche; y son el 
hígado, el tejido adiposo y el músculo los órganos encargados de solventar el aporte de 
nutrimentos hacia la glándula mamaria en este periodo, ya que se lleva a cabo un proceso 
anabólico muy intenso. 
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12. ANEXOS 
 
 
ANEXO I – Extracción de RNA con Tiocianato de Guanidina y Cloruro de Cesio 
 
DIA 1 
 

1. Se limpió el área de trabajo con etanol y DEPC 
 

2. Se encendieron y ajustaron las centrifugas 

 Centrifuga: 15 min, 18°C,  23700 g (Rotor JA-20 14000 rpm) 

 Ultracentrífuga: 18 h, 18°C, 29000 rpm 
 

3. Se colocaron las 6 camisas delgadas en el rotor de la centrífuga. 
 

4. Se colocaron  40 tubos falcon en una gradilla y se agregó agua DEPC a cada uno. 
 

5. Se colocaron tubos Corex de 30 ml en una gradilla y agregaron 8ml de Tiocianato 
de guanidina con una pipeta estéril desechable. 
 

6. Se agregaron 56 µl de β mercaptoetanol a cada tubo (en la campana). 
 

7. Se taparon los tubos con papel aluminio y se dejaron en la campana. 
 

8. Se sacaron tejidos del ultracongelador y se colocaron en nitrógeno líquido. 
 

9. Se agregó 500 mg de tejido en cada tubo y se homogenizó con Politron (nivel 3 y 
previamente lavado x6). Se lavó 6 veces con agua DEPC después de cada muestra. 
 

10. Se agregaron 400 µl de sarcosil 10% por la pared del tubo. 
 

11. Se mezcló cada tubo con el homogenizado por inversión 1 vez. 
 

12. Se centrifugó por 15min, 18°C, a 23700 g (Rotor JA-20 14000 rpm). 
 

13. En tubos de polialómero, se agregaron 4 ml de cloruro de cesio. 
 

14. Se sacaron los tubos de la centrífuga y se tomaron 8 ml de sobrenadante y se 
vertieron suavemente por las paredes del tubo de polialómero para no romper el 
gradiente. 
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15. Se colocaron las muestras en las camisas de la ultracentrífuga y se atornilló la tapa. 
 

16. Se engancharon las camisas al rotor y revisaron que estuvieran bien fijas. 
 

17. Se encendió el vacío y se centrifugó 18 h, 18°C a 29000 rpm. 
 
DIA 2 
 

1. Se apagó el vacío y se retiraron las muestras de la ultracentrífuga. 
 

2. Se destaparon las camisas y extrajeron los tubos con una aguja. 
 

3. Se vertió el sobrenadante en un vaso y se dejaron invertidos en una gradilla. 
 

4. Se cortaron los tubos de polialómero a 2 cm de la base con un cutter. 
 

5. Se disolvió la pastilla con 200 µl de agua DEPC pipeteando suavemente. 
 

6. Se pasó el sobrenadante a un tubo eppendorf y se agregaron otros 200 µl de agua  
DEPC. 

 

7. Se dio vortex hasta disolver la pastilla por completo. 
 

8. Se agregaron 30 µl de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 750 µl de etanol 100% frío. 
 

9. Se dio vortex y se almacenó a -70°C por 24hrs. 
 

 

DIA 3 
 

1. Se encendió la microcentrifuga y se ajustó 30 min, 4°C, 12500 g (14000 rpm). 
 

2. Se sacaron las muestras del ultracongelador  y se descongelaron en hielo. 
 

3. Se centrifugaron las muestras 30 min, 4°C, 12500 g (14000 rpm). 
 

4. Se desechó etanol cuidando de no desprender la pastilla y se dejaron escurrir por 
inversión. 
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5. Se añadió 1 ml de etanol al 70% frío y se dió vortex hasta desprender la pastilla. 

 
6. Se centrifugaron las muestras 30 min, 4°C, 12500 g (14000 rpm). 

 
7. Se tiró el etanol y se secó el borde del tubo. 

 
8. Se resuspendieron con 500 µl de agua DEPC y se dio vortex hasta disolver 

completamente. 
 

9. Se almacenó a -70°C. 
 
 
 

ANEXO I.1 – Reactivos para extracción de RNA con Tiocianato de Guanidina  

 

 Tiocianato de Guanidina 
 
Tiocianato de Guanidina 236.32 g 
Citrato de sodio 1M, pH 7 12.5 ml 
Agua DEPC Aforar a 500 ml 
Se calentó a baño maría por 30 min a 40°C y se enfrió en hielo. Se esterilizó por 
filtración con membrana de nylon 0.22 µm y se guardó a 4°C. 
 

 Cloruro de Cesio  
 
Cloruro de cesio 230 g 
Acetato de sodio 3M, pH 5.2 2 ml 
Agua DEPC Aforar a 250 ml 
Se esterilizó por filtración con membrana de nylon 0.22 µm y se guardó a 
temperatura ambiente. 
 

 Acetato de sodio 3M 
 
Acetato de sodio 20.415g 
Agua DEPC Aforar a 50ml 
Se esterilizó por filtración con membrana de nylon 0.22 µm y se guardó a 
temperatura ambiente 
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 Lauril Sarcosina 10% 
 
N-Lauroilsarcosina sal de sodio 10 g 
Agua DEPC Aforar a 100 ml 
Se mezcló por 1 hora hasta disolver y s dejó reposar 15 min. Se esterilizó por 
filtración con membrana de nylon 0.22 µm y se guardó a temperatura ambiente 

 

 

ANEXO II – Cuantificación de RNA 

 

 Se midió la absorbacia a 260 nm por espectrofotometría. 
 

1. Se incubaron las muestras de RNA a 65°C por 5 min. 
 

2. Se colocaron 2µl de la muestra de agua DEPC y se hizo la lectura del blanco.  
Se limpión la superficie de lectura con paño Kimwipe.  

 
3. Se colocaron 2µl de la cada muestra de RNA y se llevó a cabo la lectura. 

 
4. Las lecturas se realizaron en el nano-drop de Thermo Scientific. 

 

 Para corroborar la pureza del RNA, se obtuvo la relación 260/280nm que debe ser entre 
1.9 y 2.2. 
 

 Se obtuvo la cuantificación del RNA en µg / µl de muestra. 
 

 Se ajustó a la concentración deseada para correr la electroforesis 
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ANEXO III – Electroforesis de RNA 

 

a) PREPARACION DEL GEL DE AGAROSA 1.5% 
 

1. Se lavó la cámara de electroforesis, el peine y la caja con agua DEPC. Se colocó la 
cámara en la campana para equilibrar. 
 

2. Se pasaron 1.5 g de agarosa grado biología molecular en papel aluminio y se agregó 
a un matraz. 
 

3. Se midieron 72 ml de agua  y se agregaron al matraz con la agarosa. 
 

4. Se disolvió calentando en microondas y agitando lentamente. 
 

5. Se dejó enfriar a 50°C y se agregaron 10 ml de MOPS 10X y 18 ml de 
formaldehido. 
 

6. Se vació en la cámara de electroforesis y se dejó solidificar 1 hora. 
 

7. La cámara se cubrió con plástico hasta que las muestras estuvieran listas. 
 

b) PREPARACION DE MUESTRAS Y ELECTROFORESIS 
 

1. Se incubó el RNA a 65°C por 5 min. 
 

2. Se hizo una dilución del RNA en agua estéril a una concentración de 7.5 µg/µl de 
cada muestra y se colocaron en hielo. 
 

3. En tubos eppendorf nuevos se agregó: 
MOPS 10X   2 µl 
Formaldehido              4 µl 
Formamida   10 µl 
Bromuro de etidio  1 µl 
RNA total (7.5µg/µl)             2 µl 
 

4. Se dejó incubando la reacción 10 min a 75°C 
 

c) CARGADO Y CORRIMIENTO DEL GEL 
 
1. Se llenó la cámara de electroforesis con MOPS 1x frío hasta 1mm por arriba del gel. 
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2. Se pre corrió el gel 5 min a 95 volts. 
 

3. Se sacaron las muestras y se enfriaron en hielo por 10 min. Se les dio un spin. 
 

4. Se añadió 2 µl de Loading Buffer a cada tubo y se mezcló por pipeteo. 
 

5. Se cargaron las muestras en el gel de agarosa y se corrieron 2.5 h a 95 volts. 
 

d) FOTOGRAFÍA DEL GEL 
 
Se visualizó el gel en el transluminador sobre plástico adherible y se tomó una foto 
(Kodak, Digital Imaging). Se observó la banda 28 S dos veces más brillante que la 18 S 
en RNA no degradado. 

 

 

ANEXO IV – RT por MMuLV 

 

Se colocaron en hielo los reactivos y soluciones: 

 Buffer RT 5x 

 dNTPs 2 mM  

 Oligo dT (1:5) 

 DTT 0.1 M 

 Agua estéril 

 RNA total 
 

1. Se colocaron los tubos eppendorf en una gradilla y se rotularon. 
 

2. Se encendió el termociclador. 
 

3. Se agregó el agua estéril y la muestra de RNA a cada tubo: 
5 µg de RNA en un volumen de 3.75 µl 
 

4. Se preparó el Mix con los demás reactivos en un tubo eppendorf de 1.5 ml con el 
volumen para el numero de reacciones más 1. 
 

5. Se agregó el Mix a cada tubo con la muestra de RNA. 
 

6. Se corrió en el programa del termociclador (42°C 1 h, 95°C 5 min, 4°C 10 min) 
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PREPARACIÓN DEL MIX 

1. Se descongelaron los reactivos. 
 

2. Se añadió cada reactivo mezclando por pipeteo: 
 

Reactivo Por reacción (µl) 

Buffer de RT 5x 4 

Mezcla de dNTPs 4 

Oligo dT 2 

DTT 2 

 
3. Se sacaron las enzimas del refrigerador sin agitar. Se agregaron las enzimas al Mix 

pipeteando suavemente: 
 

Inhibidor de RNasas 1 

RT (M-MuLV) 0.5 

 

 

ANEXO V – PCR tiempo real por Taq DNA polimerasa (Invitrogen) 

 

Se colocaron en hielo los reactivos y soluciones: 

 Buffer PCR (10x) 

 MgCl2 25 mM 

 dNTPs 10 mM  

 Upper y lower primers 20 µM 

 Agua DEPC 

 Producto de RTcDNA  
 

1. Se encendió el termociclador. 
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2. Se preparó un mix con el número de reacciones más 1 en un tubo eppendorf de 1.5 
ml. 
 

3. Cada reactivo se descongeló, se mezcló por vórtex y se depositó en el fondo del 
tubo, pipeteando para mezclar.  
 
 

 
Reactivo Por reacción (µl) 

Buffer PCR (10x) 2.5 

MgCl2 25 mM 1.5 

dNTPs 10 mM 1 

Upper primer 1 

Lower primer 1 

Agua DEPC 15.5 

 
 

4. Se sacó  la enzima del refrigerador SIN AGITAR y se depositó en el fondo del tubo, 
pipeteando para mezclar. 

 

 
Reactivo Por reacción (µl) 

Taq DNA polimerasa 0.5 

 
 

5. Se agregó la muestra de DNA complementario (cDNA)  mezclando por pipeteo. 
 
 

Reactivo Por reacción (µl) 

Producto de RTcDNA 2 

        
 

VOLUMEN FINAL: 25 µl 
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6. Se programó el equipo y se corriéron los programas de la siguiente manera: 
 

Programa #ciclos descripción 

6 1 95°C 5 min; TA 1 min: 72°C 1 min 30 seg 

7 33 95°C 1 min; TA 1 min: 72°C 1 min 30 seg 

8 1 95°C 1 min; TA 1 min: 72°C 7 min 30 seg 

9 - 4°C 

 

 

 

ANEXO VI- Preparación de la solución buffer para extracción de proteína del tejido 
mamario, hígado y tejido adiposo. 

 

Tabla 4. Buffer de lisis RIPA 

RIPA ml 

  10 50 100 150 200 250 500 

PSB 1X ml 9.9 49.5 99 149 198 248 495 

NP-40 al 1% ml 0.1 0.5 1 1.5 2 2.5 5 

Deoxicolato de sodio al 0.5% g 0.05 0.25 0.5 0.75 1 1.25 2.5 

SDS 0.1% g 0.01 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.5 

Azida de sodio al 0.006% g 0 0 0.01 0.01 0.01 0.02 0.03

 

Se pesaron todos los ingredientes y se mezclaron con agitador. Se filtró la solución y se 
guardó a 4°C y protegido de la luz. 

Al momento de usarse para la extracción de proteína se agregaron las pastillas de 
inhibidores de proteasas (se agregó 1 por cada 10 ml). 
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ANEXO VII- Técnica Western Blot para separación de proteínas 

 

1) Preparación de geles 
Se lavaron las cámaras con agua destilada y posteriormente se limpiaron con alcohol etílico 
(ETOH). Se montaron las cámaras asegurándose de que los soportes detuvieran 
correctamente los vidrios. Se dibujó una línea de 5 centímetros sobre el vidrio chico con el 
peine. Se preparó el gel de acuerdo al porcentaje en tubo falcón (los porcentajes se 
muestran en la tabla 5). Se vació el gel de separación y se adicionó lentamente isopropanol. 
El gel tardó 20 minutos en polimerizar, después de este tiempo se retiró el isopropanol y se 
secó con cuidado  con un papel filtro. Posteriormente se vació el gel de concentración, se 
introdujo el peine y se esperó otros 20 minutos a que polimerizara.  Se retiró el peine y se 
lavó con agua desionizada. Al final los geles se colocaron en la cámara y se agregó el 
buffer de corrida.  

Tabla 5. Reactivos para preparación de los geles de Western Blot 

 

 

Reactivos 

Gel de separación Gel de concentración 

8% 4% 

 2 geles 4 geles 2 geles 4 geles 

H2O destilada (ml) 7.44 14.88 3.6 7.2 

Acrilamida (ml) 4.32 8.64 0.8 1.6 

Tris 1.5M pH 8.8 (ml) 4 8   

Tris 1M pH 6.8 (ml)   1.5 3 

SDS 10% (μL) 160 320 60 120 

APS  (persulfato de 
amonio) 10% (μL) 

80 160 30 60 

TEMED (μL) 16 32 12 24 

 

El porcentaje que se usó dependió del tamaño de la proteína.  * Se agregó todo en tubos 
falcon, excepto el  APS 10% y el temed. Una vez polimerizado el gel de separación, se 
agregó  el APS 10% y el temed al gel de concentración. 
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2) Preparación de muestras 

Las muestran se ajustaron a 12.5 μL con buffer RIPA en tubos eppendorf de tal manera que 
de todas las muestras se cargara la misma cantidad de proteína (50 μg). Se agregaron 12.5 
μL de buffer de carga. Todas las muestras se calentaron 5 minutos a una temperatura de 
80°C y posteriormente se colocaron unos segundos en la microcentrífuga. Se cargaron 25 
μL de cada muestra en el gel al igual que 15 μL de marcador en el primer pozo el cual sirve 
para identificar el peso molecular según el color del arcoíris. Se corrió en una fuente de 
poder a 75 volts por 30 minutos para concentrar y posteriormente a 100 volts por 120 
minutos para separar las proteínas.  

 

3) Transferencia 

Se cortaron las membranas PVDF de un tamaño de 6 x 8 centímetros. Se sumergieron en 
metanol por 15 segundos y posteriormente en agua destilada por 5 minutos. Las 
membranas, el gel y los filtros se sumergieron en buffer de transferencia por 20 minutos y 
se colocaron en el transblot de la siguiente manera: filtro → membrana → gel → filtro. Se 
corrieron a 15 volts en la fuente de poder por 30 minutos. Después se tiñeron y destiñeron 
los geles con solución de teñido para asegurar que la transferencia fue completa. Las 
membranas se lavaron con TBS tween. 

 

       4) Bloqueo e incubación con anticuerpos 

Se agregaron 5 ml de solución de bloqueo (leche al 5%) a cada membrana y se agitó 
suavemente a 120 rpm por 1 h a temperatura ambiente. Se lavó 3 veces cada membrana con 
5 ml de TBS tween a 150 rmp pos 5 min. Se agregó la solución de anticuerpo primario 
(anticuerpo de interés a la dilución adecuada en solución blotto). SNAT2 1:800, FAS 
1:3000, Actina 1:1000.  Se agitó suavemente a 120 rpm overnight a 4°C y posteriormente se 
dejó  1 h a temperatura ambiente.  Se lavaron  las membranas por 10 min con TBS tween  3 
veces  a 150 rpm. Se agregó la solución del anticuerpo secundario haciendo una dilución 
1:3000. Se incubó por 160  minutos a 120 rpm a temperatura ambiente. Se lavaron  las 
membranas por 10 min con TBS tween  3 veces  a 150 rpm. 
  

 

4) Revelado 

Las membranas se colocaron en un recipiente con parafilm. Se agregó el revelador 
mezclando los reactivos A y B (ECL Immobilon Western (millipore) 1:1) y se dejó reposar 
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por 5 minutos. Las membranas fueron secadas nuevamente y colocadas en un cassette para 
revelar en placas en un cuarto oscuro.  

 

 

ANEXO III- Deshidratación, Limpieza e Infiltración del tejido.  

 

La muestras de tejido en los cassettes colocados en formalina, se pasaron a un recipiente 
con agua, posteriormente se les dio el siguiente tratamiento. 

1. Se colocaron una hora en alcohol al 96 %. 
2. Se cambiaron a alcohol absoluto y se dejaron una hora. 
3. Se pasaron una hora en una solución de alcohol 75% y xilol 25%. 
4. Se transfirieron a una solución de alcohol 50% y xilol 50% y se dejaron una hora. 
5. Se cambiaron a una solución de xilol 75% y alcohol 25% por una hora. 
6. Se pasaron a la parafina 1 por una hora. 
7. Se cambiaron a la parafina 2 por otra hora 
8. Se transfirieron a la parafina 3 esperando una hora. 
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