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Resumen

Introduccién: Durante la lactancia el organismo materno desencadena diversas
adaptaciones metabdlicas para hacer frente a la demanda de acidos grasos poli-
insaturados de cadena larga (LC-PUFAs por sus siglas en inglés) requerida para el
recién nacido. Estos LC-PUFAs como el acido araquidonico (AA), acido
eicosapentaenoico (AEP) y acido docosahexaenoico (ADH), son componentes
estructurales de las membranas celulares, ademas, intervienen en el crecimiento y
desarrollo del cerebro y de la retina en los periodos prenatal y posnatal. Estos son
sintetizados a partir de los PUFAs (acido linoleico y acido a-linolénico) a través de
diversas etapas de desaturacion por las desaturasas delta 5y 6 (A5D y A6D) y
elongaciéon por las elongasas 2 y 5 (Elovl-2 y Elovl-5). En la actualidad, poco se
sabe sobre los procesos de regulacion metabdlica de la leche en los humanos debido
a las limitaciones en la obtencion de tejido mamario. Debido a esto, es necesario
conocer si en la glandula mamaria se expresan los genes que participan en la
sintesis de estos acidos grasos y si dicha expresién se modifica en el transcurso de
la lactancia. Objetivo: Determinar los cambios en la expresion de las enzimas que
participan en la sintesis de acidos grasos omega 3 y 6 en las células epiteliales
mamarias de la leche materna y su correlacion con la concentracion de LC-PUFAs
en el calostro, la leche de transicién y en leche madura. Metodologia: El tipo de
estudio fue observacional, prospectivo y longitudinal. Se determino la expresion del
ARNmM de los genes blanco A5D, A6D, Elovl-2, Elovl-5 y los genes de referencia ARP
y B—actina de células epiteliales mamarias durante la secrecion de calostro, leche de
transicion y leche madura de 6 mujeres, por PCR en tiempo real. Ademas, se analizo
la composicion de &acidos grasos en el calostro, leche de transicién y leche madura
por cromatografia de gases. Resultados: Durante la secreciébn de leche madura
incrementd la expresion de la A5D, A6D y Elovl-5 con respecto al calostro. Las
proporciones de AL y ALN permanecieron estables durante el transcurso de la
lactancia, mientras que la proporcion de AA y ADH disminuyeron durante la
secrecion de leche madura en relacion al calostro. Conclusién: En los glébulos de
grasa de leche humana, se encuentran los transcritos provenientes de las células
epiteliales mamarias y que codifican para las enzimas que participan en la sintesis de
los LC-PUFAS. Durante la secrecién de la leche madura se incrementa la expresion
de estas enzimas para cubrir las necesidades de estos acidos grasos impuestas por
el recién nacido. Estos resultados sugieren que probablemente la glandula mamaria,
en conjunto con el higado participa en la sintesis de los &cidos grasos poli-
insaturados; AA, AEP Y ADH en respuesta a su alta demanda para el desarrollo del
neonato.



Abstract

Background. Breastfeeding is a physiological stage with high metabolic demand.
During this period; breast milk provides the newborn the nutrients needed for growth
and development. The long chain-polyunsaturated fatty acids (LC-PUFASs) like
araquidonic (AA) eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic (DHA) are essential
fatty acids for the infant. LC-PUFAs are part of cell membranes, are involved in the
developing brain and retina in the prenatal and postnatal periods. They are
synthesized from PUFAs (linoleic acid and alfa-linolenic acid) through various stages
of desaturation and elongation by desaturases delta 5 (D5D) y 6 (D6D) and
elongases 2 (Elovl-2) and 5 (Elovl-5). To date little is known about the regulation of
metabolic pathways of milk in humans due to limitations in obtaining mammary tissue.
Therefore, it is necessary to study whether mammary gland can synthesize LC-
PUFAs through the expression of desaturasas and elongases and whether this
expression is modified during lactation. Objective. Determine changes in the
expression of enzymes involved in the synthesis of omega 3 and 6 in mammary
epithelial cells in breast milk and its correlation with the concentration of LC-PUFA in
colostrum, transitional milk and mature milk. Methods. Total RNA was extracted from
milk fat globules through lactation in six women by Trizol method. The transcripts
D5D, D6D, Elovl-2 and Elovl-5 were identified and quantified by real-time RT-PCR
using two reference genes ARP and B-actin for normalization. Also, the fatty acid
composition of breast milk was determined by gas chromatography. Results. Human
mammary epithelial cells express transcripts of D5D, D6D and Elovl-5. This
expression increased during the secretion of mature milk with respect to colostrum.
The proportion of AL and ALN remained stable during the course of lactation, while
the proportion of AA and DHA decreased during secretion of mature milk compared to
colostrum. Conclusions. Human mammary gland expresses genes involved in the
synthesis of LC-PUFASs, suggesting that probably the breast tissue, together with the
liver (the main organ that synthesizes LC-PUFAS) participates in the synthesis of AA,
EPA and DHA in response to high demand for the development of the newborn.



INDICE

INTRODUCCION. IMPORTANCIA DE LA GLANDULA MAMARIA .....ooooeeeeeecee 1
ANATOMIA DE LA GLANDULA MAMARIA ..ottt ee e eeiiaa e 2
FISIOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA ..ottt e eiinaa e 3
Periodo MamOtrOfiCO ....con i e e 3
o= T To [ 18 =T (o T =] o 1o o T 4
Periodo |aCtOPOYELICO ......ceiiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e 6
COMPOSICION DE LA LECHE HUMANA .....ooiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 8
AU e e 9
LECNE B traNSICION .o et 9
(Yo Lol 01 1= 10 U] = NPT 9
COMPOSICION DE LOS LIPIDOS EN LA LECHE ...oco oo, 10
IMPORTANCIA DE LOS ACIDOS GRASOS POLI-INSATURADOS EN EL
LA T AN T E i e 12
FUENTES DE PUFAS Y LC-PURAS ..o 14
][] = 15
MOViliZacCiOn de reSEIVAS MALEINES ...c..veniee ettt et e e e e e e aaees 16
SINtESIS de NOVO AE LC-PUFAS ... e e 16
EXPRESION GENICA DE LAS ENZIMAS QUE SINTETIZAN LC-PUFAS ............... 19
FACTORES QUE REGULAN LA EXPRESION GENICA DE LAS DESATURASAS Y
B L ON G A S A S oo 20
FACOIrES IBAIIOS ... e e e e 21
GENICO (POlIMOIISMOS) ... e e e e e e 24
[ (01§ 0 070 1= 1 FETE TP 25
AN T E CEDEN T ES ..o e e 26
Participacion de la glandula mamaria en la sintesis de LC-PUFAS ...........ccccccvvvnne. 27
JUSTIFICACION .o e ettt ettt eeiia e 30
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ..., 31
OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS ...onii e 32
H P O T E SIS .o 33

METODOLOGIA oo e ettt e e et 34



DIAGRAMA EXPERIMENTAL ..ottt e e 35

DESARROLLO EXPERIMENTAL oot e e e e e e e eaas 36
Obtencion de muestras de l8Che.........ccooei i, 36
Separacion de los globulos de grasa y extraccion de ARN...........cccceeviiieiiiiieeiiinnnnnn. 37
Cuantificacion del ARN tOtal..........ooooeeieeiie i 38

Electroforesis en gel de agarOSa.......ccooeeviviieeiiiiiiii e e e e e eeaenes 38
Sintesis de cDNA Y PCR punto final ..........ccooiiiiiiiiiiic e 39

PCR €N tIEMPO @I ... .ttt 40

Andlisis de composicion de los acidos grasos de la leche materna...........ccccccce...... 42
Extraccion de lipidos de leche humana............ooooiiiiiiiiiiieeeeee e 42
Metilacion de acidos grasos (ACId0-DASICA).........ccuvvveeieeieeriiiiiiieieeeee e 43

EN b= LS RS =1S] = To L] (ol PP 44

RESULTADOS ... ..ttt ettt e e ettt e e e e e e e e s et e e e e e e e e s s e nnbbanaeeeeeeeesnanns 45
Caracteristicas demograficas de los sujetos de estudio.............covveeiieeeeeririiiiinnnnnn. 45
Cuantificacion y pureza del ARN total .........cccooeeeiiiiiiiiiiiii e, 46
INtEgridad deI ARN ...t 47
Amplificacion por PCR punto final...........oooiiiiiiiiiiiiieeee e 48
Analisis cuantitativo de la expresion génica por PCR en tiempo real....................... 50

Expresion génica de la desaturasa A5 ........ccooooeevvvieiiiiiiiie e 50
Expresion génica de la desaturasa A6...........ccoeeevviiiiiiiiiiieieeeee e 52
Expresion génica de la elongasa 5 (EIOVI-5) ..o, 53

Analisis de composiCiON de ACIAOS GraSOS ........uueeiieeeeiiiiiiiiiiiiieeee e e e esiieeeeeeeaeeeeanes 54
Acidos grasos poli-iNSAtUIA00S. .............eieeeeiieee e e 54
Asociacion entre la expresion génica y la composicién de LC-PUFAS en la leche..56
Acidos grasos MonO-iNSALUIAGOS ............ccecoveieeieeirieeeeeeeee e s s eee e 58

ACIAOS Grasos SALUIAUOS ..........coveviieeeeeee e et e e e s es e 59
Expresion génica de a-lactoalbimina (a-LA) y caseina 3 (CAS-3)............. 61

3151010 1S [0 TSR 63

CONCLUSION ...ttt et es et e e 69

PERSPECTIVAS ...ttt e e e e e e e e et e et e e e e s s e e aeeaaeea e e 70

BIBLIOGRAFIA .ttt e e e e e e e e ennnn 71



INTRODUCCION

IMPORTANCIA DE LA LACTANCIA MATERNA

La lactancia materna es un proceso fisioldgico en el cual la madre, a través de la
leche, le provee al recién nacido los nutrientes, los factores de crecimiento y
componentes inmunol6gicos necesarios para un adecuado crecimiento y desarrollo
durante el primer afio de vida. Otras ventajas de la lactancia materna incluyen la
reduccion de la incidencia y la severidad de infecciones, disminucién de la tasa de

retinopatia grave y la prevencion de alergias (Leung Ay cols., 2005).

Algunos reportes sugieren que los grupos de infantes alimentados al seno materno
tienen mejores resultados en pruebas psicométricas que los infantes que son
alimentados con férmula lactea (Innis SM y cols., 1997). Por otro lado, estudios con
nifios nacidos a término indican que los niveles de ADH en la corteza cerebral son
mas altos cuando son alimentados con leche materna, en comparacién con los
alimentados con férmula lactea, lo cual, puede estar relacionado a cantidades

elevadas de este acido graso en la leche humana (Farquharson J y cols., 1992).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Leung%20AK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Farquharson%20J%22%5BAuthor%5D

ANATOMIA DE LA GLANDULA MAMARIA

La glandula mamaria tiene como funcion principal la produccién y secrecion de
leche durante la lactancia y esta glandula mamaria esta formada por tejido glandular,
conjuntivo, adiposo y estroma. El tejido conjuntivo permite mantener agrupados los
diferentes lobulos en una estructura glandular, mientras que el tejido adiposo se
dispone entre los distintos I6bulos. El tejido glandular secretor esta formado por 15-
20 Iébulos que se disponen radialmente hacia el pezén. EIl estroma vascular provee
de los nutrientes necesarios presentes en la circulacién al tejido glandular para la

sintesis de la leche ((Fig. 1) (Gonzéalez., 2006, Lawrence y Lawrence., 2007).

. CELULAS 1
LOBULOS MIOEPITELIALES | (W

SENOS LACTIFEROS

DUCTOS

Fig. 1. Estructura anatdmica de la glandula mamaria humana (Lawrence y Lawrence., 2007).



Cada I6bulo esta formado por una serie de lobulillos (entre 20 y 40); a su vez cada
lobulillo esta constituido por numerosos alvéolos (Gonzélez., 2006). Los alvéolos son
unidades que corresponden a pequefas vesiculas o sacos formados por una lamina
simple de células epiteliales secretoras, en disposicion cubica o columnar, que

rodean la luz alveolar, en la cual se va recolectando la leche formada (Fig. 2).

Tejido conjuntivo

y Sk \
/ / . AR
[0 e Célula epitelial
{ | |
| | : )
\ e o A ) ] <
o ) j B Aess Nucleo
A A — A ) s .
» - 3 T trmmem === /’ \
” i 7 )
Célula mioepitelial Sy

Luz alveolar que contiene
material secretado

Fig 2. Corte transversal de un alvéolo maduro o galactéforo (Pocock y col; 2005).

Las células epiteliales también llamadas lactocitos son las que sintetizan y secretan
los componentes de la leche; y muestran todas las caracteristicas clasicas de las
células secretoras, ya que poseen microvellosidades en las superficies luminales y
su citoplasma es rico en mitocondrias, en membranas de Golgi, reticulo
endoplasmico rugoso, granulos de secrecion y en gotas de lipidos (Pocock y col.,

2005). La division y diferenciacion de estas células tienen lugar durante el tercer



trimestre de la gestacion. Los alvéolos estan rodeados por células mioepiteliales
formando una red laxa con numerosas ramificaciones cuya configuracion es
estrellada y que al contraerse, en respuesta a la oxitocina, expulsan la leche hacia
los conductos galactoforos para que salga por el pezon durante la succion (Lawrence

y Lawrence., 2007).

FISIOLOGIA DE LA GLANDULA MAMARIA

Desde el punto de vista funcional, el desarrollo de la glandula mamaria pasa por
cuatro periodos que son: el mamotréfico, durante el cual se llevan a cabo los
cambios estructurales de la glandula mamaria. El lactogénico, que corresponde a la
reorganizacion estructural y fisioldgica que da lugar a la produccion de leche. El
lactopoyético, que corresponde al mantenimiento de la producciéon de leche.
Finalmente, en el climaterio, se inicia el periodo de la involucion de la mayor parte de
las estructuras glandulares y de otros tejidos de la glandula mamaria (Arrieta y

Cravioto, 1985).

Periodo Mamotréfico

La glandula mamaria evoluciona a lo largo de tres periodos: embriogénico, puberal-
adulto y gestacional. En el primero, la gldndula no es mas que una excrescencia de
la piel y sélo aparecen pequefias arborizaciones o conductos primitivos que se

propagan dentro del tejido subyacente.



Durante la infancia, estos conductos van desarrollandose, aunque el proceso queda
inhibido por la presencia de la testosterona. Ya en la pubertad o madurez sexual se
produce una rapida extension de los conductos por accion de los estrégenos
ovaricos (Cordova, 2003). Durante la pubertad y la vida adulta, la mamogénesis se
presenta de forma ciclica en las dos fases del ciclo menstrual: folicular y lutea.
Durante la primera, se incrementan las concentraciones de estrégenos produciendo
pigmentacion de la areola, aumento en el depdsito de los tejidos adiposo y
conjuntivo, asi como, incremento ductal. En la fase luteinica, se incrementa la
concentracion de progesterona, promoviendo el crecimiento I6bulo-alveolar. La
accion de los estrogenos y la progesterona la accion sinérgica de otras hormonas
como la prolactina, hormona del crecimiento, insulina, cortisol y tiroxina. Las dos
fases de la mamogénesis puberal preparan, durante cada ciclo a la glandula

mamaria para la gestacion (Cordova, 2003).

Periodo lactogénico

Durante el embarazo tiene lugar el crecimiento de las glandulas mamarias y la
maduracién funcional de las células secretoras de los alvéolos. En este proceso
intervienen la progesterona, los estrégenos, la prolactina y el lactdgeno placentario,
entre otros. La placenta tiene un papel importante en el inicio del periodo lactogénico
ya que produce progesterona que se incrementa a lo largo del embarazo, dando
como resultado el aumento en la proliferacion y la maduracion de los alvéolos y de

las células secretoras del tejido mamario (Lawrence y Lawrence; 2007).



Ademas, los estrogenos también producidos por la placenta y la estimulacion del
pezon incrementan los valores plasmaticos de prolactina, la cual es fundamental en
el proceso de la lactogénesis, ya que incrementa el crecimiento y la maduraciéon de
los alvéolos. También regula la sintesis de proteinas, de lactosa y el metabolismo de
los lipidos de la leche. Al término del parto y después de la expulsion de la placenta,
la produccion de estrégenos y progesterona disminuye rapidamente, mientras que se
mantiene la produccion de prolactina (Lawrence y Lawrence; 2007). Otra hormona
que tiene un papel importante en la lactogénesis es el lactdgeno placentario
humano (HPL) ya que tiene accion mamotréfica y lactogénica. Ademas, el HPL
estimula el desarrollo fetal y ejerce otros efectos metabdlicos importantes que se
relacionan principalmente con el ajuste de los niveles maternos de ciertos
metabolitos, moviliza las grasas y las hace disponibles como fuente de energia, lo
que disminuye el consumo de glucosa por parte de la madre y aumenta su

disponibilidad para el feto. (Guillot, 2003).

Periodo lactopoyético

En este periodo la secrecién lactea se mantiene mediante un mecanismo
neurohormonal en el que intervienen fundamentalmente la prolactina y la oxitocina.
(Fig 3). Durante los primeros 5-7 dias después del parto, la concentracion de
prolactina disminuye incluso en niveles inferiores a los existentes durante el
embarazo (Gonzéalez, 2006). Su produccion se mantiene por el estimulo local que se

produce con la succion del pezon, que por via nerviosa origina la disminucion de



dopamina, y con ello se incrementa temporalmente la liberacion de prolactina vy,
quiza también, por estimulo de la TRH. La oxitocina producida en el I6bulo posterior
de la hipofisis, tiene un papel importante en la lactancia, esta actia sobre las células
mioepiteliales, cuya contraccion es responsable del vaciamiento de los alvéolos y de
los pequefios conductos (Gonzalez, 2006). La liberacion de la oxitocina hipofisaria se
produce por un reflejo que se inicia en la mama, fundamentalmente por el estimulo
qgue produce la succion en el pezoén, pero el reflejo puede ponerse en marcha por el
llanto del lactante y puede ser inhibido por alteraciones emocionales o estrés

(Gonzaélez, 2006).

Estos procesos fisiolégicos, regulados por hormonas, que ocurren durante el
embarazo y lactancia son mecanismos de adaptacion para preparar al organismo
materno a procesos metabdlicos de alta demanda, en los cuales tiene que
proporcionarle al recién nacido los nutrimentos necesarios para su crecimiento y

desarrollo a través de la leche materna.
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Fig. 3. Etapas fisioldgicas para la secrecion de leche. 1) En el momento que el recién nacido succiona
el pezdn, los receptores sensoriales envian la informacién al cerebro indicando que es necesario
producir leche. 2) En el hipotadlamo, la glandula hipéfisis segrega prolactina y oxitocina, estas
hormonas viajan por el torrente sanguineo hasta llegar a las glandulas mamarias. 3) Posteriormente,
la prolactina llega a los alvéolos y estimula las células secretoras responsables de producir leche
(células epiteliales). 4) Finalmente, la oxitocina, al contraer a las células mioepiteliales que rodean a
las células epiteliales, provocan la liberacién de la leche, la cual viaja a través de los conductos hasta
los senos galactoforos. Los senos galactéforos que almacenan la leche se vacian por la succién del
recién nacido. La produccion lactea esta determinada por la frecuencia de la succién y el vaciado.

(Modificada de: www.pediatriaaldia.com).



COMPOSICION DE LA LECHE HUMANA

En general, la leche humana es una solucion acuosa de hidratos de carbono, lipidos,
proteinas, lactosa, minerales y vitaminas hidrosolubles. La proporcion de estos
componentes cambia durante la lactancia, teniéndose como resultado tres diferentes
tipos de leche: calostro, leche de transicién y leche madura. (Lawrence y Lawrence;

2007)

Tabla 1. Composicién de la leche humana

Componente Calostro Transicion Madura
g/100mL
Hidratos de carbono
(Lactosa) 5.3 6.6 7.0
*Lipidos 2.9 3.6 3.8
Proteinas 4.1 1.6 0.9
(caseina) 1.6 0.5 0.25
(Alfa-lactoalbumina) 1.1 0.4 0.26
mg/100mL
Calcio 39 40 31
Fésforo 14 18 15
Potasio 74 64 53
Sodio 48 29 16
Hierro 70 40 80
pg/100mL* -  mg/100mL?
Vitamina A’ 151 88 54
Vitamina C? 5.9 5.5 4.4
Calorias (Kcal) 64.5 65.2 65.8

Modificada de Casanueva; 2009 y *Pombo; 1992.



Calostro

El calostro es la leche que se produce entre el dia 5 al 7 postparto, su volumen varia
entre 2-20mL/dia, tiene un contenido mas elevado de proteinas incluyendo
inmunoglobulina A (IgA) y lactoferrina. Ademas, contiene oligosacaridos complejos
como la lacto-N-tetraosa, lacto-N-fucopentaosa monofucosilada | y Il (Aranceta,
2005) diversos minerales como sodio, zinc, hierro, manganeso y potasio, menor

contenido en hidratos de carbono y lipidos (como colesterol).

Leche de Transicion

La leche de transicion esta presente entre el 8° y el 14° dia postparto. Este tipo de
leche contiene menor cantidad de proteinas y vitaminas que el calostro, sin
embargo, el contenido de lactosa y lipidos (principalmente triacilgliceroles) es mayor

que la del calostro (Hernandez, 2010).

Leche Madura

La leche madura se produce desde el 15° dia hasta el final de la lactancia, tiene
mayor porcentaje de lipidos (triacilgliceroles y colesterol) e hidratos de carbono en
comparaciéon con el calostro (Hernandez, 2010). La proporcion proteinas
totales/caseina del suero es de 60/40 e incluso 50/50 en la lactancia prolongada
(Majem y cols., 2006).

La composicién de la leche materna contiene los nutrimentos necesarios para el
crecimiento del recién nacido; entre éstos los lipidos son componentes importantes
para que se lleve a cabo dicho proceso.
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Composicion de los lipidos de la leche

Los lipidos presentes en la leche materna representan una importante fuente de
nergia para el recién nacido y aportan aproximadamente el 50% de las calorias.
Ademas, son indispensables para el crecimiento y desarrollo del neonato,
especialmente durante el primer afio de vida. Los principales compuestos lipidicos de
la leche humana estan en forma de triacilgliceroles (98%), diacilgliceroles,
monoacilgliceroles, glicolipidos, esteroles, fosfolipidos y fracciones lipidicas de las
vitaminas A, D y K. (Fernandez y cols., 2008), (Aguilar, 2005). Los acidos grasos son
acidos carboxilicos con cadenas hidrocarbonadas (de 4 a 24 a&tomos de carbono) no
ramificadas (Koolman y cols; 2005). Dependiendo de su grado de saturacion, los
acidos grasos se clasifican: saturados, mono-insaturados y poli-insaturados, estos
altimos conocidos como PUFAs por sus siglas en inglés (PolyUnsaturated Fatty
Acids). Con base en la posicion del primer doble enlace o instauracién (contando
desde el extremo metilo al grupo funcional carboxilico), los PUFAs pueden
clasificarse en las tres principales series: acidos grasos omega (»)-9 (primer doble

enlace en el carbono 9), acidos grasos »-6 (primer doble enlace en el carbono 6) y

acidos grasos »-3 (primer doble enlace en el carbono 3; (Fig 4).
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Fig. 4. Estructura quimica de los acidos grasos; omega (®»)-9 (acido oleico), o-6 (acido linoleico; AL) y

-3 (4cido alfa linolénico; a-ALN).

Los acidos grasos omega-9 no son indispensables, ya que los mamiferos pueden
introducir una insaturacion a un acido graso saturado en el carbono 9 y por lo tanto
se pueden sintetizar a partir de sus precursores. No ocurre o mismo con los acidos
grasos -6 y o-3, ya que los mamiferos no pueden introducir insaturaciones en los
carbonos 6 y 3. De esta forma, los acidos grasos como el acido linoleico (C18:2,

omega-6, AL) y el acido alfa linolénico (C18:3, o-3, a-ALN) son indispensables.
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Estos son precursores de PUFAs de cadena larga (LC-PUFAs; del idioma inglés) -
PUFAs como el acido araquidonico (AA), el &cido eicosapentaenoico (AEP) y el 4cido
docosahexaenoico (ADH). Debido a esto, se requiere obtenerlos con la dieta en
proporciones bien determinadas (Valenzuela y cols; 2003), ya que su carencia 0
desequilibrio en la ingesta estd asociada a procesos inflamatorios diversos y al

desarrollo precario de neuronas en pacientes con depresion (Herrera y cols., 2006).

Importancia de los acidos grasos poli-insaturados en el lactante

Los LC-PUFAs como el AA y el ADH ejercen sus funciones metabdlicas formando
parte de la estructura de los fosfolipidos de las membranas celulares, particularmente
de la fosfatidilcolina, la fosfatidiletanolamina y la fosfatidilserina. Por su alto grado de
poliinsaturacién, estos acidos grasos le aportan gran fluidez a las membranas. Esta
fluidez es esencial para que las proteinas de la membrana (canales idnicos,
receptores, uniones comunicantes, receptores cataliticos, enzimas, estructuras
formadoras de vesiculas, etc) puedan tener la movilidad que requieren sus funciones,
ya sea en la superficie de las membranas o en el interior de la bicapa lipidica
(Valenzuela y cols; 2003). Ademas, la fluidez de las membranas es particularmente
importante en la funcién del sistema nervioso, especialmente del cerebro.

Las etapas mas criticas en la formacion de la estructura del encéfalo ocurren durante
el altimo trimestre gestacional en el humano y continlian hasta los dos afios después
del nacimiento. Estos procesos morfogénicos, que se inician en la cresta neural, se
caracterizan por sucesivas etapas de neurogénesis, migracién neuronal, apoptosis

selectiva, sinaptogénesis y mielinizacion, etapas que en forma relativamente
13



secuencial dan forma y funcionalidad al tejido cerebral. Y los procesos celulares
requieren, a su vez, de la participacion activa de las células gliales, especificamente
de los astrocitos, quienes proveen a las neuronas de los metabolitos y del soporte
fisico que requiere su movilizacion dentro del encéfalo. Esta morfogénesis,
intimamente asociada a la funcion del cerebro, requiere de un extraordinario aporte
de LC-PUFAs, particularmente de AA y de ADH (Valenzuela y cols., 2003). Por otra
parte, la retina estd formada por miles de células fotorreceptoras, que contienen
cantidad elevada de ADH que desempefian un papel importante para el envio de las
sefales en las transmisiones nerviosas correspondientes a los estimulos luminosos.
Ademas, la concentracion de ADH, tanto en el cerebro como en la retina, aumenta
durante el tercer trimestre de la vida y durante la infancia temprana, cuando estos
tejidos experimentan un periodo de mayor crecimiento (Aranceta y cols., 2005).
Durante la etapa gestacional e incluso después del nacimiento, el aporte de LC-
PUFAs es realizado por la madre, ya que si bien el feto y el recién nacido tienen la
capacidad para formar LC-PUFAs a partir de los precursores AL y a-ALN, ésta es
muy limitada y no es suficiente para proveer la cantidad de LC-PUFAs requerida
(Valenzuela y cols., 2003), debido a que la actividad biosintética del higado fetal es
muy incipiente por la inmadurez fisioldgica de este érgano, por lo que a menor edad
gestacional su capacidad es menor. Se desconoce si la placenta humana tiene la
capacidad para sintetizar LC-PUFAs, sin embargo, es selectivamente permeable a

estos acidos grasos.
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Fuentes de PUFAs y LC-PUFAs

Este tipo de acidos grasos en la leche materna pueden tener su origen de la dieta, de
los acidos grasos liberados por la movilizacion del tejido adiposo materno o de la
sintesis de novo en el higado y en la glandula mamaria a partir de los precursores

provenientes de la dieta (Fig 5; Rodriguez y cols; 2006; Sheila, 2007).

Ay

Dieta: PUFAs Sintesis endogena: higado

Movilizacién del
tejido adiposo

Glandula mamaria

PUFAs
LC-PUFAs
PUFAs

LC-PUEAS LC-PUFAS

Fig 5. Fuentes de los PUFAs y LC-PUFAs presentes en la leche.
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Dieta

La composicidon de los acidos grasos de la leche materna se modifica con la dieta
materna, de tal modo que la composicion de la grasa ingerida se refleja en la grasa
lactea. Tanto la dieta previa al embarazo, que determina la composicién de los
acidos grasos del tejido adiposo acumulado durante este periodo, como la dieta
durante la lactancia, son los principales determinantes de la composicién de acidos
grasos que forman parte de los triacilgliceroles de la leche (Macias y cols., 2006).
Una dieta rica en PUFAs determina mayor contenido de éstos en la leche, mientras
gue una dieta con predominio de hidratos de carbono sobre lipidos determinara la
sintesis de novo de &cidos grasos saturados y monoinsaturados en la glandula, con
mayor concentracion de acidos grasos saturados de cadena media (Macias y cols.,
2006). El AL y a-ALN estan presentes principalmente en los aceites de semillas. Los
LC-PUFAs como el AA se encuentra en la yema de huevo y la carne magra, mientras

que el ADH se encuentra principalmente en pescados grasos.

El contenido de estos acidos grasos en la leche depende de la disponibilidad en los
tejidos maternos, por lo tanto, en mujeres gestantes y durante la lactancia se
recomienda la ingestion de al menos 200-300 mg/dia de ADH que se consiguen con

dos raciones de pescado (45 gramos cada uno) a la semana (Campos y cols., 2010).
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Movilizacion de reservas maternas

Si durante la lactancia el consumo de PUFAs es bajo, las reservas corporales
pueden ser usadas como un suplemento adicional para satisfacer los requerimientos
fisiolégicos de la madre y el feto. Cantidades considerables de AL se almacenan en
el tejido adiposo y son faciles de movilizar, sin embargo, el tejido adiposo contiene
bajas cantidades de AEP y ADH (Arterburn y cols., 2006), lo cual sugiere una
capacidad limitada para almacenar estos LC-PUFAs y la necesidad de ser
suplementados a través de la dieta o sintetizarlos a partir de sus precursores.
Aunque, se ha observado que en adipocitos humanos aislados e incubados con
agentes lipoliticos los acidos grasos AEP y ADH se movilizan preferentemente en

comparacion con otros acidos grasos. (Zhou y cols., 2001).

Sintesis de novo de LC-PUFAS

Las enzimas microsomales delta 5 y 6 desaturasas (A5D y A6D) forman parte de un
complejo enzimatico, el cual incluye a la citocromo NADH b5 reductasa, citocromo b5
y la desaturasa respectiva (A6D o A5D) (Hyekyung y cols., 1999a). Estas enzimas se
encuentran en la cara citosélica de la membrana del reticulo endoplasmico de los
hepatocitos, su funcion es introducir dobles enlaces en las moléculas de &cidos
grasos de cadena larga esterificados con la coenzima A (acil-CoA) mediante una
reaccion de oOxido-reduccion. Mientras que el proceso de elongacion es catalizado
por las elongasas 5y 2 (Elovl-5 y Elovl-2), empleando malonil-CoA como donador de

grupos acetilos y NADPH como agente reductor.
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Los sustratos de Elovl-2 incluyen a los LC-PUFAs de 20 y 22 carbonos, mientras que

la Elovl-5 puede usar una serie mas amplia de sustratos, de 16 a 22 carbonos
(Wang y cols., 2005). Dentro del higado, el AL y el a-ALN son elongados y
desaturados para formar los LC-PUFAs (Anderson y cols., 2009). La biosintesis de
LC-PUFAs se lleva a cabo en los microsomas del reticulo endoplasmico de los
hepatocitos. El primer paso en la biosintesis de los LC-PUFAs es la formacion de un
doble enlace cis entre los carbonos 6 y 7 del C18:3w-3 (a-ALN) y C18:2w-6 (AL)
provenientes de la dieta, para producir el C18:4w-3 y C18:3w-3, respectivamente.
Esta reaccion es catalizada por la enzima A6 desaturasa. El siguiente paso,
catalizado por la elongasa 5 es la adicion de un par de carbonos empleando malonil-
CoA como donador del grupo acetilo y NADPH como agente reductor, para formar el
C20:3w-6 y C20:4w-3. Posteriormente, la A5 desaturasa forma un doble enlace en
los &cidos grasos C20:3w-6 y C20:4»-3 para formar C20:4 ®-6 (AA) y C20:50-3
(AEP) respectivamente. A continuacion, el AEP es elongado a través de las
elongasas 2 y 5 para formar C22:5®-3, el cual es elongado (Elovl-2) y desaturado
(A6D) para formar 24:60-3. Finalmente, este acido graso intermediario es ingresado
al peroxisoma y mediante pB-oxidacion limitada, se remueven dos atomos de carbono
para formar el ADH (C22:6 »-3), proceso conocido como retro-conversion (Bradbury,

2011; Fig 6).
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Fig 6. Vias metabolicas para la sintesis de novo de LC-PUFAs en higado. Acido alfa linolénico (a-
ALN), &cido eicosapentaenoico (AEP), 4cido docosahexaenoico (ADH), acido linoleico (AL), &cido

araquidonico (AA). (Qin y cols., 2009).



EXPRESION GENICA DE LAS ENZIMAS QUE SINTETIZAN LC-PUFAS

En el humano, los genes que codifican para las enzimas A5D y A6D se localizan en
el cromosoma 11 en la regidon 11g12-g13.1, con orientacidon cabeza-cabeza en el
promotor. Cada uno de los genes contienen 12 exones y 11 intrones (Xie y cols.,
2008). Por otro lado, los genes que codifican para las enzimas Elovl-2 y Elovl-5 se
localizan en el cromosoma 6 en las regiones 6p24.2 y 6p21.1-p12.1 respectivamente.
Cada gen contiene 8 exones y 7 intrones (www.ensembl.org). Es sabido que tanto el
ARNmM de la A5D como de la A6D se expresan en varios tejidos de roedores y del
humano, incluyendo musculo esquelético, pulmén, placenta, rifion, corazén, glandula
adrenal, tejido adiposo blanco, cerebro, glandula mamaria y pancreas, entre otros,
sin embargo, se ha demostrado que se expresan de forma mas abundante en
higado, cerebro, corazén (Hyekyung y cols., 1999b) y glandula mamaria lactante
(Rodriguez y cols., 2006).

Los genes de las elongasas se han identificado en el genoma humano, de rata y
ratdn. A la fecha se han identificado siete subtipos de elongasas de acidos grasos
(Elovl 1-7;(Jakobsson y cols., 2006; Jump., 2009). De los cuales se ha demostrado
gue los ARNm de Elovl-2 y Elovl-5 se expresan en testiculo, glandula adrenal,
higado, cerebro, tejido adiposo, cerebro, riidn (Tvrdik y cols., 2000) y glandula

mamaria lactante. (Rodriguez y cols, 2011).

20



FACTORES QUE REGULAN LA EXPRESION GENICA DE LAS DESATURASAS Y

ELONGASAS

La expresion génica de las enzimas que sintetizan LC-PUFAs es regulada por
diversos factores, dentro de estos se encuentran los dietéticos, genéticos y

hormonales (Fig 7).

PUFAS
LC-PUFAs

Factores de transcripcion
(SREBP y PPAR-3)

Regulacion de la
expresion genica
de la ASD, A6D,
Elovl-2 y Elovi-5

Insulina

! ‘ Polimorfismos
Prolactina

(Desaturasas y elongasas)

Fig 7. Factores asociados a la regulacién de la expresion génica de las enzimas que sintetizan los LC-

PUFAs.
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Factores dietarios

La actividad enzimética, tanto de las desaturasas (A5 y A6) como de las elongasas
(Elovl-2 y Elovl-5), es altamente dependiente de la composicion de los lipidos de la
dieta. Uno de los mecanismos de inhibiciobn de estas enzimas es por medio de
retroalimentacion negativa debido al exceso de los productos finales LC-PUFAs, ya
que estos pueden actuar, directa o indirectamente, como reguladores de la
homeostasis lipidica mediante su interaccidén con factores de transcripcién (Matais y
cols., 2004). En estudios previos se ha observado que estos acidos grasos pueden
actuar como supresores de las proteinas de unidon a elementos de respuesta a
esteroles (SREBP), particularmente SREBP-1c y como inductor de los receptores

activados por proliferadores de los peroxisomas (PPAR) (Harnack y cols., 2009).

La familia de SREBP’s presenta 3 isoformas (SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2). La
proteina SREBP-1a activa genes que regulan la sintesis de colesterol, acidos grasos y
triacilgliceroles, mientras que SREBP-1c induce genes asociados a la sintesis de
acidos grasos y finalmente SREBP-2 activa genes implicados en la sintesis del
colesterol (Horton y cols., 2002). SREBP-1a y SREBP-2 son regulados mediante
retroalimentacion negativa por el colesterol (Chatterje y cols., 2009), mientras que en el
higado SREBP-1c es regulado, en el nivel transcripcional por la ingestiéon de hidratos
de carbono, insulina y glucosa (Matsumoto y cols., 2010). Ademas, tanto SREBP-1a
como SREBP-1c son suprimidos por niveles elevados de LC-PUFAs (Takeuchi y cols.,

2010).
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Se han propuesto diversos mecanismos por los cuales los LC-PUFAs regulan la
lipogénesis a través de SREBP-1; 1) los LC-PUFAs reducen la forma nuclear activa
de SREBP-1, 2) los LC-PUFAs disminuyen la estabilidad del ARN mensajero de
SREBP-1, y 3) los LC-PUFAs suprimen la expresion del ARNm de SREBP-1. Por lo
cual, dietas con alto contenido en LC-PUFAs favoreceran la disminucion de SREBP-

1y, como consecuencia, disminuiran la lipogénesis (Rodriguez y cols., 2005).

Diversos estudios han demostrado que la expresion génica de la A5D y A6D se
induce en ratones transgénicos que sobre

expresan el ARNm de SREBP-1c. Esto se debe a que la regién promotora del gen
A6D contiene un elemento de respuesta para SREBP-1c (Nara y cols., 2002).
Ademas, existen algunos estudios, incluyendo el realizado por nuestro grupo, que
muestran el efecto positivo del ARNm de SREBP-1c sobre la expresion génica de las
desaturasas en el higado y en la glandula mamaria lactante. Aunado a esto,
Matsuzaka y colaboradores, reportaron que en el higado, tanto la expresién como la
actividad enzimatica de la A5D y A6D son inducidas por dietas bajas tanto en PUFAs
como LC-PUFAs y reprimida por dietas con alto contenido en estos acidos grasos
(Matsuzaka y cols., 2002). Un ejemplo de esto es la supresion del los ARNm de
Elovl-5, ASD y A6D en el higado de ratas alimentadas con una dieta a base de aceite
de pescado. Sin embargo, no se encontr6 efecto cuando los animales fueron
alimentadas con aceite de oliva (Qin y cols., 2009). Los cambios en la expresién de
estos genes responden a cambios en la composicién de los PUFAs de la dieta y de
los requerimientos de éstos por los tejidos (Wang y cols. 2005).
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Por otra parte, los PPARs presentan 3 isoformas (a, & y y) y se activan por
concentraciones micromolares de LC-PUFASs, por eicosanoides derivados del acido
araquidonico y también por medicamentos hipolipemiantes, como los fibratos y por
proliferadores de peroxisomas (Kliewer y cols., 1997). PPAR-a induce genes
involucrados en la oxidacion de acidos grasos de la mitocondria y de los
peroxisomas. PPAR-3 activa genes implicados en la regulacion del metabolismo y la
inflamacion (Pollock y cols., 2011), mientras que PPAR-y induce la activacion de
genes asociados a la diferenciacion de adipocitos y metabolismo de la glucosa
(Jurkowski y cols., 2011, Schmidt y cols., 2010). Clark y colaboradores han reportado
gue los LC-PUFAs ®»-3 son mas potentes que los LC-PUFAs »-6 como activadores
de PPARs in vivo (Clark y cols., 2000). Sin embargo, los metabolitos de los LC-
PUFAs como son los eicosanoides o &cidos grasos oxidados tienen mayor afinidad
por PPAR-a y por lo tanto, son activadores transcripcionales mas potentes de los
genes dependientes de PPAR-o, entre los cuales se encuentran A5D y A6D.
Estudios previos, realizados en un modelo murino con una dieta deficiente en lipidos,
muestran que PPAR-a es necesario para la induccion de la expresion de la ASD y
A6D (Li y cols., 2005). Estos resultados son consistentes con datos que muestran
que el promotor de la A6D tiene elementos de respuesta para PPAR-a (PPRE)

(Nakamuray cols., 2002).
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Factores Genéticos

Polimorfismos

Los polimorfismos genéticos son variantes del genoma que aparecen por mutaciones
en algunos individuos, se transmiten a la descendencia y adquieren cierta frecuencia
en la poblacion tras multiples generaciones. Se ha estimado que hay una variante en
cada 1000 pares de bases de los 3000 millones que configuran el genoma humano
(Iniesta y cols., 2005). Debido a esto es muy factible encontrar variantes en todos los
genes, incluyendo los genes que codifican para las enzimas involucradas en la
sintesis de LC-PUFAS. Algunos estudios han reportado polimorfismos en las
desaturasas A5 y A6, en donde la presencia de estos polimorfismos se asocia
indirectamente con la concentracidon de LC-PUFAs en los fosfolipidos del suero o
plasma, en fosfolipidos de la membrana de eritrocitos y adipocitos (Puigmarti., 2010).
De manera que polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en los genes A5D y A6D
contribuyen a la variabilidad del AA en los fosfolipidos del plasma y en los lipidos
totales en eritrocitos (Xie y cols., 2008). Aunado a esto, Morales y colaboradores
observaron que diversas variantes alélicas en los genes A5D, A6D, Elovl-2 y Elovl-5
estdn asociados con la concentracion de LC-PUFAs en el calostro de mujeres
espafiolas; en donde la presencia de las variantes alélicas rs174537-T, rs174570-T,
rs2072114-G, rs174602-G, rs526126-G, rs174626-C, rs174464-T y rs174468-G de
los genes de la A5D y A6D estan asociados con bajos niveles de AA. Mientras que
rs174602-G y 174464-T en estos mismos genes se asociaron con niveles bajos de

ADH. Con respecto a las elongasas, las variantes rs953413-A y rs3798719-T en el
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gen Elovl-2 se asociaron con niveles elevados de AEP. Por lo contrario, ninguno de
los SNPs identificados en el gen Elovl-5 se asocio con los niveles altos de AA, AEP o
ADH, aunque se observd una tendencia entre la presencia del polimorfismo

rs12207094 y los niveles de AEP (Morales y cols., 2011).

Factores Hormonales

De los factores hormonales, se conoce que la insulina tiene un papel importante en el
control de la lipogénesis. Diversos estudios han demostrado que esta hormona
promueve la expresion de la A5D y A6D a través de la induccion de la abundancia de
SREBP-1c (Wang y cols., 2005). De acuerdo con esto, Rimoldi y colaboradores
reportaron que la abundancia del ARNm de A6D en higado de ratas diabéticas fue
menor en comparacion con el grupo control (Rimoldiy cols., 2001). Estos resultados
indican que la actividad de esta desaturasa, en respuesta a la insulina, podria estar
regulada al menos en parte, por eventos post-transcripcionales que requieren la
sintesis de una o varias proteinas aun desconocidas.

Por otra parte, estudios previos reportan que la actividad de la A5D y A6D puede
tener una funcion importante en la expresiéon y regulacion del receptor GLUT-4, a
través de la modulacion en la sintesis de LC-PUFAS vy, por tanto, en su
concentracion en diversos tejidos. Esto se debe a que los LC-PUFAs incrementan la
fluidez de la membrana celular y con ello elevan el numero de receptores de GLUT-4

y su afinidad por la insulina en adipocitos. (Peyron y cols., 2002, Das y cols., 2005).
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Otra hormona que al parecer también modula la expresion de las desaturasas es la
prolactina. Esta propuesta esta basada en estudios previos realizados en un modelo
murino, en donde ratas que presentan hiperprolactinemia disminuye la concentracion
de AA, asi como también el indice de insaturacion, por lo tanto, sugiere que
disminuye la actividad de la A-5D y A-6D (Bellini y cols., 2007). Apoyando estos
hallazgos, también se ha observado que la prolactina estimula la transcripcion de
moléculas clave para la sintesis de acidos grasos; tal como SREBP-1c durante el

embarazo (Naylor y cols., 2005).

ANTECEDENTES

Estudios realizados en nuestro pais han mostrado que los niveles de AA en la leche
de mujeres con nutricion deficiente (cuando el aporte de nutrientes no es suficiente
para cubrir las necesidades fisiologicas del organismo) son similares al mostrado en
mujeres con un estado de nutricion adecuado (aquel que permite un funcionamiento
optimo de todas las funciones celulares) (Martinez y cols., 2005). Esto sugiere que
durante la lactancia que es un estado fisiolégico de mayor demanda de LC-PUFAs, el
organismo materno promueve diversas adaptaciones metabdlicas para sintetizar

cantidades adecuadas de estos acidos grasos.
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Participacion de la glandula mamaria en la sintesis de LC-PUFAs

Estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion en ratas lactantes
alimentadas con una dieta con diferente concentracion de lipidos (2, 5 y 10% de
lipidos totales), demostraron que en el dia 12 de lactancia aproximadamente el 35%
del acido linoléico (precursor de los LC-PUFAs »-6) de la dieta es incorporado a la
glandula mamaria. Es importante sefialar que, en este estudio también se observo
que la ASD y A6D se expresardn en este tejido y que su expresion esta regulada por
los lipidos de la dieta, ya que a mayor concentracion de lipidos de la dieta disminuyé
la expresion de SREBP-1 y con ello también la expresion de la A5D y A6D en
glandula mamaria. Por lo anterior, el incremento en la concentracion de lipidos en la
dieta es una sefial para que el organismo no sintetice mas LC-PUFAs. Por lo
contrario, se observé que cuando la cantidad de PUFAs en la dieta fue baja, se
activan mecanismos adaptativos para sintetizar LC-PUFAs a través del incremento
en la expresion de SREBP-1 en la glandula mamaria y en el higado, el cual a su vez
incrementa la expresion de las enzimas A5D y A5D. Al mismo tiempo, hay reduccion
en la expresion de PPAR-a hepético, disminuyendo la oxidacion de &cidos grasos.
Estos resultados indicarén que la glandula mamaria tiene la capacidad de sintetizar
LC-PUFAs y que esta sintesis puede ser regulada por el contenido de lipidos en la
dieta (Rodriguez y cols., 2006). Ademas, nuestro grupo de investigacion observo que
tanto en la glandula mamaria como en el higado la sintesis endogena de AA, a partir
del AL que proveniente de la dieta es regulada por la concentracion de AL. En el

mismo estudio, la sintesis enddégena de AA fue mayor en el grupo de ratas
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alimentadas con una dieta baja en lipidos en comparacion con el grupo de animales
alimentados con una dieta alta en lipidos. No obstante, la sintesis enddgena fue
insuficiente para alcanzar las concentraciones de AA semejantes a las encontradas
en la leche de ratas alimentadas con una dieta adecuada o alta en lipidos. La sintesis
limitada probablemente se explica por la baja cantidad del precursor AL en el grupo
con una dieta baja en lipidos. Sin embargo, se observé mayor incorporacion de AL
en la glandula mamaria de ratas alimentadas con la dieta baja en lipidos, indicando
gue cuando la suplementacion de AL de la dieta es limitado, éste debera ser captado
de manera preferencial por el tejido mamario para ser secretado en la leche o
metabolizado para formar AA (Rodriguez y cols., 2009). Estos resultados sugieren
gue algunas de las adaptaciones maternas que sSe generan para compensar
deficiencias en LC-PUFAs en la dieta es a través de mayor transferencia de los
precursores de LC-PUFAs a la glandula mamaria y su posible incremento en la
sintesis de AA. Los requerimientos de los LC-PUFAS inician desde etapas
tempranas del embarazo y aumentan durante la lactancia, debido a que el consumo
de estos acidos grasos en el recién nacido a través de la leche esta relacionado con
el Optimo desarrollo cerebral fetal y cognoscitivo. Por esto, Rodriguez y
colaboradores (2011) determinaron en qué etapa del embarazo inicia la expresion de
las enzimas involucradas en la sintesis de LC-PUFAs, en los principales tejidos que
aportan estos acidos grasos. Los resultados de este estudio demostraron que la
expresion génica de la A6D y A5D, asi como también de la Elovl-5, en la glandula

mamaria es mayor al final del embarazo y al inicio de la lactancia hasta alcanzar
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valores entre 32 y 67 veces mas, respectivamente, en comparacion a la glandula
mamaria de ratas virgenes. En contraste, con lo observado, en el higado, donde la
expresion aumento en la segunda mitad del embarazo y la primera de la lactancia,
s6lo hasta valores maximos de ~2.7 veces mas con respecto al higado de ratas
virgenes, para ambas desaturasas. Por otro lado, en el tejido adiposo se observaron
incrementos de la expresion de A5D en los dias 14 del embarazo y 5 de lactancia, la
expresion de A6D no varié durante el embarazo y la lactancia. La expresion de Elovl-
2 incrementd Unicamente en el dia 5 del embarazo y disminuyé gradualmente
durante la lactancia, mientras que la expresion de Elovl-5 fue mas alta durante el
embarazo y la lactancia, en comparacion con el grupo de ratas virgenes. Cabe
sefalar que en el tejido adiposo se expresan estos genes que codifican para las
enzimas involucradas en la sintesis de los LC-PUFAs; sin embargo, su sintesis
pudiera no estar activa, ya que estos acidos grasos se presentan en concentraciones
muy bajas. Estos hallazgos sugieren que el tejido mamario es mas importante que el
higado y el tejido adiposo con respecto a la expresion de dichas enzimas durante el
embarazo y la lactancia; lo anterior, dio como resultado mayor contenido de AA 'y
DHA en la glandula mamaria durante la primera mitad de la lactancia (Rodriguez y
cols., 2011). Con base en los resultados anteriores, se propone que la glandula
mamaria y el higado actian de forma sinérgica en la sintesis de LC-PUFAs durante
el periodo de embarazo y lactancia. Durante estas etapas existe alta demanda
metabdlica en el organismo materno para proveerle las concentraciones adecuadas

de estos acidos grasos, tanto al feto como al recién nacido.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

La nutricibn materna es de crucial importancia durante el embarazo y la lactancia.
Los nutrimentos indispensables para el feto y el recién nacido incluyen los PUFAs y
LC-PUFAs, los cuales son muy importantes para el desarrollo cerebral fetal y
cognoscitivo del recién nacido; estos acidos grasos los adquiere el feto a través de la
placenta y el recién nacido por medio de la leche humana. Estudios previos reportan
variabilidad en la concentracion de estos acidos grasos en la leche humana, la cual
puede estar dada por diversos factores que regulan su sintesis (genéticos, dietéticos
y hormonales). En la actualidad poco se sabe sobre los mecanismos de regulacion
metabdlica involucrados en la sintesis de estos acidos grasos en la leche humana,
principalmente debido a las limitaciones en la obtencién de tejido mamario. Debido
esto la mayoria de las investigaciones se han realizado en modelos murinos. En
estudios recientes se ha demostrado la factibilidad de obtener ARN total de células
epiteliales presentes en los glébulos de grasa de la leche materna humana. Esto
genera la posibilidad de realizar estudios encaminados a identificar dichos

mecanismos.

Esta informacion nos plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢Las células epiteliales mamarias participan en la sintesis de &cidos grasos poli-

insaturados de cadena larga omega 3y 67
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HIPOTESIS

La expresion de las enzimas que participan en la sintesis de LC-PUFAs omega 3y 6,
en células epiteliales mamarias humanas, aumentara en la leche de transicion y
madura con respecto al calostro, lo que se correlacionara con el contenido de LC-

PUFAs presentes en ellas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar los cambios en la expresion de las enzimas que participan en la sintesis

de acidos grasos omega 3 y 6 en las células epiteliales mamarias de la leche

materna y su correlacion con la concentracion de LC-PUFAs en el calostro, la leche

de transicion y en leche madura.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar si las células epiteliales expresan el transcrito de la A5D, A6D y Elovl-

5 en leche de mujeres.

Identificar el patron de expresiéon de la A5D, A6D y Elovl-5 durante la secrecién

de calostro, leche de transicion y leche madura en mujeres.

Identificar la composicion de acidos grasos en el calostro, en la leche de

transicion y en la leche madura en mujeres.

Determinar si existe asociacion entre la expresion de los genes que participan en
la sintesis de &cidos grasos omega 3 y 6 con la composicién de éstos presentes

en la leche humana.
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DISENO METODOLOGICO

Tipo de estudio: observacional, prospectivo y longitudinal.

+ Criterios de inclusion
Mujeres primigestas que cursaron embarazo normo evolutivo, a término (> 37
semanas de gestacion) con producto Unico cuyo peso al nacimiento fue mayor a 2.5
Kg, atendidas en la Unidad de Medicina Familiar No.1 del IMSS. Edades entre 18 y
35 afios, que no consumieron alimentos enriquecidos o suplementos con PUFAs y/o
LC-PUFAs durante el embarazo y que otorgaron su consentimiento informado por

escrito.

+ Criterios de eliminacién
Se eliminaron del estudio a las mujeres que consumieron alimentos enriquecidos o
suplementos con PUFAs y/o LC-PUFAs durante el estudio, que utilizaron algun
método anticonceptivo hormonal, que desarrollaron alguna enfermedad vy aquellas

que decidieron abandonar el estudio.

Tamafio de muestra

El tamafio de la muestra fue de 6 mujeres por factibilidad, la cual esta determinada
por la complejidad de los procedimientos y por el elevado costo de los estudios.
Ademas, existen reportes recientes que demuestran que con 6 a 10 mujeres
lactantes es suficiente para observar cambios importantes en el perfil de expresion
de diversos genes en células epiteliales presentes en globulos de grasa de leche

humana (Maningat y cols., 2007).
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

1.- Obtencion de muestras de leche.

Reportes previos realizados en mujeres mexicanas lactantes indican que las
muestras de leche colectadas a las 12:00, 20:00 y 24:00 h son las mas
representativas de la produccion de lipidos durante 24h (Stafford y cols., 1994). Asi
que por factibilidad las muestras de leche que se utilizaron para este estudio se
extrajeron a las 12:00 h. Las muestras fueron colectadas entre el dia 5y 7 post-parto
(calostro), en el dia 14 (leche de transicion) y los dias 21 y 28 (leche madura) del
mes 1, posteriormente se tomd otra muestra en los dias 28 del mes 2, 3 y 4. Para
facilitar la extraccion de leche y estimular el reflejo de bajada o de eyeccion lactea, se
debe preparar el pecho a través de un masaje previo. El masaje se realizé con los
pechos descubiertos, oprimiendo firmemente el pecho hacia la caja toracica
(costillas), usando un movimiento circular con los dedos en un mismo punto, sin
deslizar los dedos sobre la piel. Este movimiento circular se cambid, después de
unos segundos, hacia otra zona del pecho. Posteriormente, el pecho se froto
cuidadosamente desde la parte superior hacia el pezén, por todo alrededor (Aguayo
y cols, 2001). Una vez que se han reblandecido los lobulillos periféricos, la expresion
areolar que se acaba de describir es util para facilitar un vaciamiento completo de los
conductos colectores de la propia areola, este vaciamiento permite extraer tanto la
leche frontal o inicial como la leche escondida o final. La leche inicial no requiere
succion del recién nacido ya que es liberada por accion de la oxitocina y se

caracteriza por tener un bajo contenido en lipidos, mientras que la leche final
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requiere una extraccion mas prolongada y se caracteriza por tener un alto contenido
lipidico y caldrico (Aguilar y cols, 2005). Posterior al masaje, le leche se colecté en
recipientes estériles (sumergidos en hielo) vaciando simultaneamente ambos pechos
utilizando una bomba eléctrica grado hospitalario. De la leche obtenida de ambos
pechos se tomaron aproximadamente 13 ml para la separacion de gloébulos de grasa
para la posterior extraccion del ARN. Ademas, se tomé una alicuota de 2 ml de leche
para el analisis de composicion de acidos grasos, el resto de la leche se le entrego a

la madre para la alimentacién del recién nacido.

2. Separacién de los globulos de grasa y extraccion de ARN

Los 13 ml de leche se centrifugaron a 2680 g durante 10 minutos a 4 °C.
Posteriormente la capa de grasa del sobrenadante se transfirio a otro tubo estéril y
se realizo la extraccion de ARN (Maningat y cols, 2007). A esta grasa se le agregé 1
mL de Trizol, se mezcl6 con el vortex y se dej6 reposar durante 5 minutos.
Posteriormente se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4°C, una vez
centrifugado se obtuvieron tres fases, de las cuales se tomd la fase media y se pasé
a otro tubo estéril. Seguido de este paso se le agregaron 200 ul de cloroformo y se
centrifugé a 1000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Se obtuvieron dos fases: una
acuosa y otra organica, la fase acuosa se pasé a otro tubo estéril y se le agregaron
600 ul de isopropanol para precipitar el ARN, se mezclo con el vortex y se dejo a -
72°C durante toda la noche. Finalmente la muestra se descongel6é a temperatura

ambiente y se centrifugé a 10 000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se desecho¢ el
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sobrenadante y al precipitado se agregaron 1 mL de etanol. Después, se centrifugo a
7500 rpm durante 5 minutos a 4°C, se eliminé el sobrenadante y se dej6é secar el
boton durante aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente. EIl boton de ARN
se resuspendié con aproximadamente 30 puL de agua grado biologia molecular

(Chomczynski y cols, 1987).

2. Cuantificacién del ARN total

Para conocer la concentracion del ARN total (ARN;) obtenido, se tomé un 1 pL de
ARN y se cuantificd a una longitud de onda de 260nm y 280nm en el espectrometro
Nanodrop ND-1000 u. v.vis marca Termo Scientific. Dado que el espectrofotémetro
da valores en nanogramos, se realiz6 una conversibn a g para tener
concentraciones de ARN en esta unidad. La relacién de absorbancia 260/280 indica
la pureza del ARN y se considera que las relaciones en un rango de 1.8- 2.0 son

Optimas.

3. Electroforesis en gel de agarosa

Para determinar la integridad del ARN total extraido, se llevé a cabo la técnica de
electroféresis horizontal en gel de agarosa al 1% tefildo con bromuro de etidio (10
mg/dL). Esta técnica se basa en el desplazamiento en este caso del ARN a través de
una matriz porosa formada por la agarosa polimerizada, donde el tamafio del poro
esta determinado por la concentracion de ésta en una solucién de sales. Al aplicarse
una corriente eléctrica a través del gel, los &cidos nucleicos que poseen una carga
negativa conferida por los grupos fosfato, migran hacia el &nodo en condiciones de

pH neutro.
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El procedimiento de esta técnica se llevéd a cabo de la siguiente manera: se mezclo 1
png/uL de ARN con 2ul de buffer TBE 1X y 2uL de solucién de arrastre (azul de
bromofenol-xilencianol y glicerol 40%). La electroforesis se llevo a cabo a 90 voltios
durante 60 minutos. Finalmente el ARN se observé en un transiluminador con luz

ultravioleta a 260nm y se tomd una fotografia de las muestras de ARN.

4. Sintesis de cDNA y PCR punto final

A partir de 2 ug de ARN total se sintetizo el cDNA utilizando la transcriptasa reversa
MMLV. El ARN total se pre-incub6 con oligo dT y dNTPs (100 mM) a 65°C por 5
minutos. Posteriormente el producto se incubd con un amortiguador de reaccién (250
mM Tris-HCI, 375 mM KClI, y 15 mM MgCI2) y DTT (0.1 M) a 37°C durante 2 minutos.
Finalmente, la sintesis de cDNA se realiz6 con la transcriptasa reversa MMLV,
ajustando a un volumen final de 20 ul con agua grado biologia molecular libre de
ARNasas. La sintesis se realizé a 25°C por 10 minutos seguida de una incubacion a
37°C durante 50 minutos y finalmente a 70°C por 15 minutos (Hernandez y cols;
1994). Para determinar que el cDNA se haya sintetizado de manera adecuada, se
realizo PCR punto final utilizando el gen constitutivo B-actina y el producto

amplificado se verific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%.
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5. PCR en tiempo real

La cuantificacion del ARNm de los genes de estudio se realizé mediante PCR en
tiempo real y se utilizO B-actina y ARP como genes de referencia. EI cDNA
sintetizado se amplificé mediante la enzima ADN polimerasa del kit LightCycler Fast
Start DNA MasterPLUS SYBR Green | (Roche, Indianapolis, IN) utilizando “primers”
para los genes A6D, A5D, Elovl5, a-lactoalbumina y caseina-3 (Tabla 2). Los primers
de a-lactoalbumina y caseina-3 se utilizaron para confirmar que el ARN proviene de
células epiteliales, ya que estas proteinas se expresan abundantemente sélo en este
tipo celular. La reaccion se llevd a cabo en el equipo LightCycler 2.0 (Roche
Molecular Biochemicals Mannheim Germany), que mide continuamente la
amplificacion de productos de PCR en cada ciclo, usando “primers” comunes para
PCR y el fluorocromo SYBR Green que se intercala en el surco menor de las hebras
de doble cadena de DNA, emitiendo fluorescencia. La amplificacion se realiz6 en un
volumen total de 20 pl conteniendo 2 ul de cDNA, 40 pmol de cada “primer” y 4 pl de
MasterPLUS SYBR Green que contiene la enzima polimerasa Fast Start,
amortiguador para PCR, SYBR Green y MgCI2 3.5 mM en capilares de borosilicato
de 20 ul. Durante la reaccion, la polimerasa se activa y el cDNA se desnaturaliza
pre-incubando a 95°C durante 10 minutos. La amplificacion se desarrollé durante 35
ciclos a 95°C por 10 segundos y un alineamiento 60°C por 7 segundos. La
adquisicion de la fluorescencia se realizo al terminar cada ciclo de PCR. Todas las
reacciones se realizaron por triplicado. Para el analisis de la expresion se determiné

el ciclo donde inicia el aumento de la fluorescencia, denominado punto de corte (Cp
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de crossing point) o ciclo de umbral (Ct de threshold cycle). Se identificé el Ct del gen

de normalizacion, y se calcul6 el valor de AACt en unidades relativas y el resultado

se reportd como 2~ 22°T, para lo cual se us6 el software del instrumento LightCycler

(Roche) (Hernandez y cols; 1994).

Tabla 2. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para la amplificacion de las

regiones génicas.

Gen

Sentido

Antisentido

Genes de estudio

A5D
A6D
Elovl-5

Genes tejido especifico
a-LA
CAS-3

Genes de referencia

p-actina
ARP

5 - TTGGCCTGGATGATTACCTT-3’
5- ATCCCTTTCTACGGCATCCT-3’
5-GTGCACATTCCCTCTTGGTT-3’

5-CATAATGTGCCAAGAAGATCCT-3
5-CAACGGTGGACAGTGTAGTCA-3’

5 -TGGAATCCTGTGGCATCCATG-3’
5- GGCACCATTGAAATCCTGAGTGAT-3’

5-CTGTGTCACCCACACAAACC-3
5-TAGGCCTCCTGGTCAATCTC-3"
5-TGGTCCTTCAGGTCCTCTTT-3

5-GCCACTGTTCCAGCTTCTCAGT-3
5-AGGCAGACAAATGGCTGAAG-3’

5-TAAAACGCAGCTCAGTAACAG-3
5-TTGCGGACACCCTCCAGGAAGC-3

*Wang Y y cols, 2006, ** Maningat y col, 2007, ***Disefiados con el programa

www.http://Primer3INPUT4.com.mx. Desaturasa A5 (ASD), desaturasas A6 (A6D), elongasa 5 (Elovl-

5), alfa lactoalbumina (a-LA), caseina-3 (CAS-3) y proteina acidica ribosomal (ARP).
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6. Andlisis de composicion de acidos grasos de la leche materna.

Extraccion de lipidos a partir de leche humana

Las muestras de leche se descongelaron a temperatura ambiente, posteriormente se
incubaron en bafio maria a 37° C durante 15-20 minutos y se agitaron en vortex
hasta homogenizar la muestra. Seguido de este paso se agregdé 1 ml de leche a un
tubo conico de vidrio de 50 ml (este paso se hizo por duplicado), posteriormente se
agregaron 18 mL de la mezcla cloroformo-metanol (2:1) y se mezclé en vortex
durante 5 minutos. A continuacion se le adicionaron 6 ml de solucién NaCl al 0.7% y
se mezcldé nuevamente en vértex. La muestra se centrifugd a 2600 rpm durante 20
minutos a 4°C, después se aspir6 con vacio la capa superior (fase acuosa y
remanente de proteinas que forman un anillo en la interfase). A continuacién se
transfirid una alicuota de 8 mL de la fase de cloroformo (capa inferior) a un tubo
conico de 15 ml previamente puesto a peso constante. Después, se evapord el
solvente a sequedad con corriente de gas nitrdgeno en una campana de extraccion
(Modificado de Folch y cols, 1956). Finalmente, la cantidad de grasa extraida se
calculo restando al valor del peso del tubo con los lipidos extraidos menos el peso

del tubo vacio.
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Metilacidén de acidos grasos (acido-basica)

El procedimiento que se desarroll6 en este trabajo consiste basicamente en una
reaccion de transesterificacion en medio alcalino seguida de una esterificacion por
catdlisis acida, al cual denominamos método combinado de metilacion (Kramer y
cols, 1997).

A partir de 0.5 gr de grasa obtenida en el paso anterior, se afiadié 0.5 ml de tolueno
seco (5M) y 1ml de una solucién 0.5 N de metéxido de sodio disuelto en metanol.
Posteriormente se agregaron 250 ul de solucion de acido margarico como estandar
interno en metanol (MetOH) 1mg/ml, se agité durante 30 segundos y se incub6 en un
moddulo de calentamiento (Pierce) a 55°C durante 20 minutos. Terminado el
calentamiento, los viales se enfriaron a temperatura ambiente. Después de este
paso, se agreg6 1ml de una solucién de trifluoruro de boro disuelto en metanol a una
concentracion de 14%. Se agitd durante 30 segundos y se coloc6 en el modulo de
calentamiento en las mismas condiciones del punto anterior. Se dejo enfriar y se
afladié 1ml de iso-octano y 4ml de solucién saturada de NaCl (130 g en 500 mL de
H,O destilada). Posteriormente, se agitd durante 2 minutos y se centrifugé a 2500
rom a 4°C durante 10 minutos. Finalmente, la fase superior se transfirié a viales
color ambar previamente pesados con tapén de rosca y septo de PTFE/silicon. Se
dej6é evaporar el solvente a sequedad con corriente de nitrégeno y se volvieron a
pesar los viales para calcular el peso de los ésteres metilicos obtenidos. Con este
peso se ajustd la concentracion de grasa metilada a una concentracién deseada de 2

mg/ml, para obtener picos de forma simétrica y bien definidos.
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Las alicuotas de esta solucidén se usaron para la cuantificacion de los acidos grasos
individuales por cromatografia de gases (Hewlett Packard 5890) equipado con un
detector de ionizacion de flama. La separacion de los ésteres metilicos de los acidos
grasos se realizé en una columna BPX 70 (SGE Germany) de 100 m de longitud. La
identificacion de los acidos grasos se llevé a cabo comparando con los tiempos de

retencion de estandares de acidos grasos comerciales (Harris C; 2006).

Analisis estadistico

Los resultados se describieron con medidas de tendencia central y de dispersion. La
expresion de las desaturasas y elongasas se compararon a lo largo del tiempo con
ANOVA para mediciones repetidas. La asociacion entre la expresion de las
desaturasas y elongasas con la composicion de LC-PUFAs se llevo a cabo con el

coeficiente de correlacion de Pearson.

La correlacion de Pearson permite medir la fuerza de la relacion lineal entre dos
variables. El valor de correlacion de —1 (sentido negativo) o +1 (sentido positivo)
indica una correlacion perfecta. Cuanto mas cercanos al 0 sean los valores, indican
una mayor debilidad de la relacion o incluso ausencia de correlacion entre las dos

variables.
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Resultados

Caracteristicas demograficas de los sujetos de estudio

En este estudio participaron seis mujeres primigestas que cursaron embarazo normo
evolutivo a término, con producto Unico. Las variables clinicas se muestran como
promedios * desviacion estandar. (Tabla 3). La duracion del embarazo fue alrededor
de las 39.8 semanas, la edad y estatura promedio fue de 28.4 afios y 1.52 metros,
respectivamente. El peso previo al embarazo fue de 58.8 kilogramos y el peso al final
del mes 4 post-parto fue de 54.6 kilogramos. Los suplementos reportados por las

mujeres de estudio durante la lactancia fueron el acido félico y el hierro (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas demograficas de los sujetos de estudio

Variable Promedio
Edad (afios) 28.4+ 4.8
Talla (m) 1.52+0.1
Peso previo al embarazo (Kg) 58.8 £ 9.2
Peso mes 4 post parte(Kg) 54.6+12.1
Gestacion (semanas) 39.8 £0.3
Suplementos Acido fdlico y sulfato ferroso
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Cuantificacion y pureza del ARN total

Uno de los pasos criticos para el éxito de los analisis realizados mediante PCR en
tiempo real es la cantidad y calidad de las muestras del ARN total. La calidad del
ARN total se mide en base a tres parametros basicos: pureza (se considera que el
cociente debe estar en un rango de 1.8-2.0 para ser consideradas optimas),
integridad (en el gel se deben observar dos bandas bien definidas que son
caracteristicas de los ARN ribosomales) y contaminacion por ADN gendémico (no se
debe observar una banda arriba de las banda que corresponde al ARN ribosomal

28S).

Con la finalidad de determinar la concentracién y pureza del ARN total obtenido de
las muestras de glébulos de grasa de la leche de mujeres, se llevd a cabo la
cuantificacion del ARN total en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 a una

longitud de onda de 260nm.

La pureza del ARN total, con respecto a contaminacion por proteinas, se determino
estableciendo la relacion de absorbancia 260/280, lo que indica que el ARN total
obtenido de las células epiteliales mamarias secretadas en los glébulos de grasa
cumplié con los requisitos necesarios para la posterior cuantificacion de los
transcritos de estudio. Los datos presentados en la tabla 4 son un ejemplo de la

concentracion y pureza de las muestras del ARN total.
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Tabla 4. Concentracién y pureza del ARN total obtenido de células epiteliales

mamarias secretadas en globulos de grasa

Etapa de lactancia ng/ul 260/280
Semana 1 379.0 1.94
Semana 2 919.9 1.92
Semana 3 621.4 1.90
Semana 4 555.8 1.88

Mes 2 506.5 1.88
Mes 3 474.7 1.89
Mes 4 243.2 1.84

Integridad del ARN

Como se mencion6 anteriormente, es importante determinar la integridad del ARN
total obtenido de los glébulos de grasa ya que una integridad inadecuada puede
afectar la eficiencia de la técnica de retrotranscripcion y del PCR. Por lo tanto, la
integridad de este ARN, fue analizada por electroforesis en gel de agarosa,
visualizandose dos bandas bien definidas que son caracteristicas de los ARN
ribosomal (ARNr) 28S y 18S (Fig 8) (Schroeder y cols., 2006), lo cual nos indicd una

adecuada integridad del ARN.
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M1S1 M1S2 M1S3 M1S4 M2 M3 M4

285 ARNFr —> o .HF—H
18S ARNr —> .H~.~~

Fig 8. ARN total obtenido de glébulos de grasa de células epiteliales mamarias. Gel de agarosa al 1%,

tefiido con bromuro de etidio (10 mg/dL). M = mes, S = semanas.

Amplificacién por PCR punto final

Para verificar la sintesis de cDNA de todas las muestras se realiz6 PCR punto final
del gen endogeno B-actina. La figura 9 es un ejemplo de la amplificacion del cDNA
de una sola mujer durante los primeros cuatro meses de lactancia. Lo que se puede
observar es un solo producto de PCR indicado por una sola banda intensa y bien
definida que corresponde al tamafio esperado del amplicon de B-actina (320 pb). En
ninguna corrida de electroforesis se observd contaminacién del control negativo, lo

gue demostré la eficiencia de la reaccién de PCR punto final.
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Fig 9. Producto de PCR del gen B—actina sometido a electroforesis a 90V durante 30 minutos. Gel de

agarosa al 2%, teflido con bromuro de etidio (10mg/dL), se utiliz6 un marcador de 100 pares de bases

(pb). S = semanas, M= mes, control negativo de PCR (PCR-).
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Analisis cuantitativo de la expresion génica por PCR en tiempo real

Con la finalidad de cuantificar los transcritos A5D, 46D, Elovl-5, a-LA y Cas-3 se
llevd a cabo su amplificacion por PCR en tiempo real. La cuantificacion relativa nos
indica el nUmero de veces que el transcrito se expresa en relacion a la muestra de
referencia utilizada como control, que en este estudio es el calostro. Se utilizé el nivel
de expresion del gen B-actina como gen referencial endégeno para normalizar el

nivel de expresiéon de los genes de interés.

Expresion génica de la desaturasa 45

En la grafica 1 se observo que el perfil de expresion de la A5D incrementd de manera
gradual durante los primeros cuatro meses de lactancia materna. A partir de la
semana 4 de lactancia (leche madura) la expresion del transcrito fue de 1.9 veces
mas significativamente en comparacion con el calostro (semana 1). Mientras que
durante el mes 2 y 3 el incremento en la expresion fue 2.3 veces mas en la leche
madura en relacién al calostro, identificandose una méaxima expresion del ARNm de

A5D de 2.77 veces mayor en el mes 4 (leche madura) con respecto al calostro.
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Expresion del ARNm de A5D en células epiteliales mamarias
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Grafica 1. Expresion del ARNm de la A5SD en células epiteliales presentes en globulos de grasa de
leche materna humana. Los niveles de expresién del ARNm de la A5D en la leche de transicion y
leche madura se compararon con el calostro. Los datos son mostrados como promedio (+ error
estandar), S = semanas, M = mes. Prueba de ANOVA para mediciones repetidas, con post-prueba de

Dunnet. *P < 0.05.
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Expresion génica de la desaturasa 46

Aunqgue la expresion del ARNm de A6D en células epiteliales mamarias incrementé a
partir de la semana 2 de lactancia, etapa que también corresponde a la leche de
transicion este incremento fue significativo a partir del mes 2 (grafica 2). La maxima
expresion del ARNm de la A6D fue en promedio 2.7 veces mayor en el mes 3 de

lactancia en la leche madura con respecto al calostro.

Expresion del ARNm de A6D en células epiteliales mamarias
o 40
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| | |
Calostro | eche de Leche madura
transicion

Grafica 2. Expresion del ARNm de la A6D en células epiteliales presentes en glébulos de grasa de
leche materna humana. Los niveles de expresion del ARNm de la A6D en la leche de transicién y
leche madura se compararon con el calostro. Los datos son mostrados como promedio (+ error
estandar). S = semanas, M = mes. Prueba de ANOVA para mediciones repetidas, con post-prueba de

Dunnet. *P < 0.05.

52



Expresion génica de la elongasa 5 (Elovl-5)

Aunque en la grafica 3 se observa que la expresion del ARNm de la Elovl-5
incrementd a partir de la semana 3 (leche madura), éste fue significativo hasta el mes
3 de lactancia. Observandose que la maxima expresion fue en promedio 2.9 veces

mMas con respecto al calostro.

Expresion del ARNm de Elovl-5 en células epiteliales mamarias
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transicion

Grafica 3. Expresién del ARNm de la Elovl-5 en células epiteliales presentes en glébulos de grasa de
leche materna humana. Los niveles de expresion del ARNm de la Elovl-5 en la leche de transicion y
leche madura se compararon con el calostro. Los datos son mostrados como promedio (+ error
estandar). S = semanas, M = mes. Prueba de ANOVA para mediciones repetidas, con post-prueba de

Dunnet. *P < 0.05.
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Andlisis de composicion de acidos grasos

En este estudio, se determiné la composicion de &cidos grasos totales en los
distintos tipos de leche: calostro, la leche de transicion y la leche madura durante los
primeros cuatro meses de lactancia. Para esto, primero se extrajeron los lipidos
mediante la técnica de Folch modificada, posteriormente los &cidos grasos fueron
esterificados y finalmente el andlisis de los mismos se hizo mediante cromatografia

de gases.

Acidos grasos poli-insaturados

En la grafica 4 se observé que la proporcién de los PUFAs como son el AL y a-ALN,
precursores de los LC-PUFAs no cambiaron durante el transcurso de la lactancia. Sin
embargo, la proporcién de sus metabolitos como el ADH y AA disminuyeron de
manera significativa durante el transcurso de la lactancia. La proporcion de AA
disminuy6o 3% en la leche de transicion y 8% en la leche madura con respecto al
calostro, mientras que la proporcion de ADH disminuy6 6% en la leche de transiciéon
y 14% en la leche madura en relacién al calostro. Lo cual nos indicé que en el
calostro hay una proporcion mas alta de LC-PUFAs y mientras transcurre el periodo
de lactancia esta proporciéon disminuye en la leche madura. Por lo contrario,
podemos observar que la proporcion de AEP se mantiene constante durante los

primeros cuatro meses de lactancia.
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Composicidn de acidos grasos poli-insaturados en la leche matema
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Gréfica 4. Composicion de PUFAs y LC-PUFAs en la leche materna humana durante la secrecién de
calostro, leche de transicién y leche madura. Con motivo de una mejor presentacion de los datos,
éstos se presentan en logaritmo y son mostrados como promedio (z error estandar) del total de acidos
grasos durante los diferentes tiempos de lactancia materna. Los datos de leche de transicion y de
leche madura se compararon con los de calostro. S = semanas, M = mes. Prueba de ANOVA para
mediciones repetidas, con post-prueba de Dunnet. El simbolo * muestra diferencias significativas con
una p<0.05. Acido linoléico (AL), acido araquidénico (AA), acido alfa-linolénico (a-ALN), &cido

eicosapentaenoico (AEP) y acido docosahexaenoico (ADH).
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Asociacion entre la expresion génica y la composicion de LC-PUFASs en la leche

Para determinar si existe asociacion entre la expresion de los transcritos que
codifican para las enzimas que sintetizan los LC-PUFAs con la proporcion de éstos

en la leche materna, se utilizé el coeficiente de correlacién de Pearson.

En la tabla 5 se observo que en la semana 2 de lactancia hay una asociacion positiva
entre la expresion de la A5D con la proporcion de AA, lo cual indica que cuando se
secreta la leche de transicion aumentoé tanto la proporcién de AA como la expresion
del transcrito de la ASD. También en la semana 4 de lactancia se observé una
asociacion positiva entre la expresion la A6D y AA, indicando que cuando se secreta
leche madura, aumenta la expresién de la A6D y como consecuencia también
incrementa la proporcion de AA. Estos resultados mostraron que en el mes 3 de
lactancia existe una asociacion positiva entre la expresion de la A6D con la
proporcién de AEP. Esto sugiere que cuando incrementa la expresion de la A6D
también aumenta la proporcion de AEP cuando se secreta la leche madura. Sin
embargo, durante el mes 2 de lactancia se observé una asociacion negativa entre la
expresion del ARNm de Elovl-5 con la proporcion de AEP, indicando que cuando se
secreta la leche madura existe un incremento en la expresion del transcrito de Elovl-5
pero disminuye la proporciéon de AEP. También en el mes 3 de lactancia se observd
una asociacion negativa entre la expresion de la A6D y Elovl-5 con la cantidad de

ADH en la leche madura.
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Tabla 5. Asociacion entre la expresion de A5D, A6D y Elovl-5 con la proporcién
de LC-PUFAs presentes en la leche.

LoM1S2 AA

LoM1S4 AA

LoM2 AEP

LoM3 AEP

LoM3 ADH

LoM1S2A5D

Correlacién de Pearson
Sig. (bilateral) (P)

0.869
<0.05

LoM1S4 A6D

Correlacién de Pearson
Sig. (bilateral) (P)

0.933
<0.05

LoM3 A6D

Correlaciéon de Pearson
Sig. (bilateral) (P)

0.928
<0.05

-1.000
<0.05

LoM2 Elovl-5

Correlacién de Pearson
Sig. (bilateral) (P)

-0.890
<0.05

LoM3 Elovl-5

Correlaciéon de Pearson
Sig. (bilateral) (P)

-0.983
<0.05

Los datos se convirtieron a logaritmo y son mostrados como promedio (+ error estandar) del total de
acidos grasos durante los diferentes tiempos de lactancia materna. N = 6 mujeres Los resultados se
analizaron con Coeficiente de correlacion de Pearson (*) P < 0.05. S = semanas, M = mes. Logaritmo

(Lo), Delta 5 desaturasa (A5D), Delta 6 desaturasa (A6D), Elongasa 5 (Elovl-5), Acido araquidénico

(AA), Acido eicosapentaenoico (AEP), Acido docosahexaenoico (ADH).
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Acidos grasos mono-insaturados

En la tabla 6 se observo que el acido graso mono-insaturado mas abundante en los
tres tipos de leche fue el acido oleico (C18:1n9c). Del mismo modo, le sigue el acido
palmitoleico (C16:1) y el menos abundante fue el acido elaidico isomero trans del

acido oleico (C18:1n9t).

Tabla 6. Composicion de acidos grasos mono-insaturados en la leche materna
humana durante la secreciéon de calostro, leche de transicién y leche madura

. Leche de Leche madura
Acido Graso Calostro transicion
M1S1 M1S2 M1S3 M1S4 M2S4 M3S4 M4S4
% de acidos grasos totales
0.20 £ 0.22 + 0.22 + 0.26 + 0.28 0.29 + 0.27 +
Cl4:1 0.03 0.04 0.05 0.06 +0.05 0.10 0.03
2.67 2.85+ 3.00 + 2.76 + 3.08 + 3.18 + 2.91 +
Cle:1 0.79 0.73 0.70 0.53 1.02 1.35 0.87
1.83 + 2.33+ 1.65+ 211 + 217 + 1.73+ 1.80 +
C18:1n9t 0.76 1.94 0.47 0.87 0.82 0.49 0.61
34.28 + 34.66 + 35.69 + 36.49 + 34.15 + 34.78 £ 33.69 +
C18:1n9c 4.19 3.21 5.41 2.87 2.14 3.65 3.56
0.26 + 0.30 0.30 + 0.32 + 0.34 + 0.33 % 0.28 +
C20:1n9 0.05 0.06 0.04 0.06 0.07 0.09 0.04
0.30 £ 0.20 + 0.15 + 0.13 + 0.12 + 0.12 + 0.12 +
C24:1n9 0.12 0.05 0.02 0.03 0.01 0.04 0.008
39.54 + 40.56 * 41.01 + 42.07 + 40.14 + 40.43 + 39.07 +
SUMA 5.94 6.03 6.69 4.42 4.11 5.72 5.11

Los &cidos grasos mono-insaturados son mostrados como promedio (+ D.E) del total de acidos

grasos durante los diferentes tiempos de lactancia materna. n = 6 mujeres. S = semanas, M = mes.
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Acidos grasos saturados

De los acidos grasos saturados presentes en los tres tipos de leche se encontré que
el acido palmitico (C16:0) fue el mas abundante, después el acido estearico (C:18) y

el menos abundante el acido araquidico (C20:0) (tabla 7 y 8).

Tabla 7. Composicion de acidos grasos mono-insaturados en la leche materna

humana durante la secrecién de calostro, leche de transicién y leche madura

Acido Calostro Lech_e _d,e Leche madura
Graso transicion
M1S1 M1S2 M1S3 M1S4 M2S4 M3S4 M4S4

% de &cidos grasos totales

c8:0 0.14 0.16 = 0.16 £ 0.14 0.20 0.15+ 0.18 +

0.08 0.07 0.13 0.07 0.11 0.08 0.06

C10:0 0.67 10+ 111+ 1.16 112+ 1.09 = 112+
0.56 0.36 0.26 0.23 0.16 0.27 0.15

C12:.0 49+ 479 497 4.64 + 457 + 5.08 £
4.0+2.38 181 2.08 1.66 0.94 1.49 1.24

C14:0 548 = 51+ 4.74 5.25+ 5.13 + 5.24 + 5.56
1.90 161 1.80 1.22 0.93 1.43 1.28

C15:0 0.35 =% 0.33 = 031+ 0.36 = 0.39 % 0.38 £ 0.34
0.08 0.06 0.06 0.07 0.06 0.11 0.05

C16:0 2437 + 23.63+ 2123+ 2121+ 2362+ 2259+ 2295%
1.46 1.98 1.72 1.23 1.93 2.34 2.55

C18:0 593+ 6.21 + 537+ 5.93+ 6.71 + 6.43 £ 6.40 +
1.08 141 0.67 0.27 1.23 0.51 0.84

Los &cidos grasos saturados son mostrados como promedio (+ D.E) del total de &cidos
grasos durante los diferentes tiempos de lactancia materna. n = 6 mujeres. S = semanas,

M = mes
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Acidos grasos saturados

Tabla 8. Composicion de acidos grasos saturados en la leche materna

humana durante la secreciéon de calostro, leche de transicién y leche madura

Acido Leche de
Calostro . Leche madura
Graso transicion

M1S1 M1S2 M1S3 M1S4 M254 M3S4  M4S4

% de &cidos grasos totales

C20:0 0.10+ 0.13 * 017+ 016+ 017+ 0.16+ 0.14%
0.01 0.04 0.03 0.03 0.03 0.03 0.02

C21:0 0.09+ 0.09 * 011+ 009+ 010+ 0.10+x 0.10%
0.01 0.02 0.02 0.01 0.02 0.01 0.01

C22:.0 0.67 % 0.54 + 049+ 045+ 039+ 037+ 038=
0.10 0.07 0.06 0.08 0.05 0.06 0.06

C23:0 0.13+ 0.12 + 0.13+ 013+ 012+ 0.11+ 0.12%
0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.03 0.01

C24:0 0.07 % 0.07 + 0.10+ 0.08+x 0.07+ 0.08x 0.09=
0.02 0.03 0.03 0.00 0.01 0.02 0.02

SUMA 4277 4228+ 38.71 3993 4266 4127+ 4246=
7.48 +6.88 +4.89 *549 6.38 6.29

Los acidos grasos saturados son mostrados como promedio (x D.E) del total de acidos
grasos durante los diferentes tiempos de lactancia materna. n = 6 mujeres. S = semanas,

M = mes.



Expresion génica de a-lactoalbumina (a-LA) y Caseina 3 (CAS-3)

En la grafica 5 se observé que a partir de la semana 2 incremento significativamente
la expresion del ARNm de la a-LA y su maxima expresion fue de 4.7 veces mas en la
lecha madura (semana 3) con respecto al calostro. También la expresion del ARNm
de la CAS-3 incrementd significativamente a partir de la semana 2, presentando en
este periodo su méxima expresion, la cual fue de 4.2 veces mas en relacion al
calostro. Estos resultados indicaron que ambos genes se activan cuando se secretd
la leche de transicion y la expresion se mantuvo elevada durante el transcurso de la
lactancia, cuando se secretd la leche madura. Estos hallazgos confirmaron que el
ARN total extraido de los glébulos de grasa proviene de células epiteliales

(lactocitos) de la glandula mamaria.
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Expresion del ARNm de a-LA y CAS-3 en células epiteliales mamarias
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Grafica 5. Expresion del ARNm de la a-LA y CAS-3 en células epiteliales presentes en glébulos de
grasa de leche materna humana. Los niveles de expresion del a-LA y CAS-3 en la leche de transiciéon

y leche madura se compararon con los niveles de expresion en el calostro. Los datos son mostrados

como promedio (+ error estdndar). S = semanas, M = mes. Prueba de ANOVA para mediciones

repetidas, con post-prueba de Dunnet. *P < 0.05.
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DISCUSION

La lactancia es un proceso fisioldgico de alta demanda metabdlica, etapa en la cual
la madre a través de la leche le provee al recién nacido los nutrimentos necesarios
para un adecuado crecimiento y desarrollo durante el primer afio de vida. Dentro de
estos nutrimentos indispensables se encuentran los LC-PUFASs, entre ellos el AAy el
ADH se encuentran en mas del 30% de los acidos grasos que forman los fosfolipidos
de las membranas del sistema nervioso central, mientras que el 50% del ADH forma
parte de la estructura de los bastones de la retina (Martinez y cols., 1992).

En el higado tanto el AL (C18:2»-6) como el a—ALN (C18:3w-3) son desaturados y
elongados a través de las desaturasas (A5 y A6) y elongasas (Elovl-2 y Elovl-5), para
finalmente formar los LC-PUFAs (Anderson y cols; 2009). Estudios previos realizados
en modelos tanto murino como humano han reportado que el higado es el érgano
principal de sintesis y actividad enzimatica de las desaturasas y elongasas; sin
embargo, Cho y colaboradores (1999 a y b) identificaron el transcrito que codifica
para la ASD y A6D en tejidos extrahepaticos en humanos y rata. Los autores
observaron que la cantidad del ARNm para ambas desaturasas tanto en el pulmén
como en el corazdn es comparable al que se presenta en el higado. Con respecto a
las elongasas, Wang y colaboradores (2005) reportaron que los transcritos de estas
enzimas también se expresan en el higado, pulmén, cerebro, tejido adiposo café,
riion, piel y corazén de rata. La identificacion del transcrito de las desaturasas y
elongasas en tejidos extrahepaticos sugiere que ademas del higado, probablemente
otros organos tienen la capacidad de sintetizar LC-PUFAs n3 y n6.
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En este contexto, Rodriguez y colaboradores (2006 y 2011) reportaron que el tejido
mamario de ratas lactantes se expresan los transcritos de las enzimas que participan
en la sintesis de los LC-PUFAs. Estos resultados indicaron que la glandula mamaria
de rata tiene la capacidad de sintetizar LC-PUFAs. La mayoria de estas
investigaciones se han realizado en modelos murinos debido a las limitaciones en la
obtencion de tejido mamario humano, en el presente estudio se reporta por primera
vez la expresion de los transcritos de las enzimas que participan en la sintesis de los
LC-PUFAs, en células epiteliales humanas obtenidas de los glébulos de grasa de
leche materna humana. Interesantemente, se observd que el perfil de expresion de
estos transcritos varia dependiendo de la etapa de secrecidn de la leche materna, ya
que a partir de la semana 4 de lactancia se incrementd significativamente la
expresion del ARNm de A5D (grafica 1), lo cual sugiere que este gen se activa
cuando se secreta la leche madura, mientras que la expresiéon de Elovl-5 increment6
en la semana 4 , aunque de manera significativa hasta el mes 3 de lactancia (gréfica
3), lo cual esta asociado con la secrecion de la leche madura. Se sabe que la A5D,
A6D y Elovl-5 son enzimas clave para la sintesis de AA (20:4 n-3) y AEP (20:5 n-3) a
partir de AL y a—ALN, respectivamente. En relacion a la A6D, el transcrito incremento
su expresion a partir del mes 2 de lactancia, etapa en la cual también se secreta la
leche madura. Cabe mencionar, que tanto la Elovl-2 como la A6D son enzimas clave
para la sintesis de ADH (22:6 n-3) a partir de AEP (20:5 n-3). Estos resultados son
similares por lo reportado por Rodriguez y colaboradores (2011) donde observaron

un incremento gradual en la expresion de ambas desaturasas (A5 y A6) y la Elovl-5
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durante el transcurso de la lactancia en tejido mamario de rata. Cabe sefalar que el
ARNmM de Elov-2 no fue detectable en las células epiteliales mamarias de la leche
humana, estos resultados concuerdan por lo reportado por Rodriguez vy
colaboradores, donde observaron que la expresion de este gen fue minima en tejido
mamario de rata, por lo cual resta investigar los mecanismos de regulacién de este
gen durante el transcurso de la lactancia materna. Estudios previos realizados por
Rodriguez y colaboradores., (2011) reportan que en cultivo de células epiteliales
mamarias (lactocitos) de ratén, se expresa el ARNm de A5D, A6D, Elovl-2 y Elovl-5,
tanto en lactocitos no secretores como en los secretores. Interesantemente se
reportd que la expresion de estos genes incrementa cuando los lactocitos no
secretores en la etapa de embarazo tardio se diferenciaron a lactocitos secretores
durante el inicio de la lactancia (Rodriguez y cols., 2011).

De acuerdo con Lemay y colaboradores (2007) durante la lactancia hay un
incremento de la lipogénesis, el cual estd dado por una alta demanda de lipidos
durante este periodo, Sauerwald y cols., (2001) han reportado que conforme avanza
la lactancia, este incremento aumenta del 2% en el calostro hasta el 4% en la leche
madura. En este estudio se observo que la proporcion de acidos grasos saturados y
mono-insaturados permanecieron estables durante el transcurso de la lactancia, lo
cual sugiere que estos no varian ya que aportan preferencialmente la fuente de
energia para el recién nacido. Respecto a los resultados obtenidos al cuantificar los
PUFAs, tanto el AL y a-ALN, permanecieron sin cambio durante el transcurso de la

lactancia (grafica 4 y tabla 6), lo cual sugiere que estos acidos grasos permanecen
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estables debido a la importancia que tienen en la sintesis de prostaglandinas,
hormonas del crecimiento y la biosintesis de los componentes de la membrana (Gurr
1992; Root 1992). La unica fuente por la cual el recién nacido puede adquirir tanto
los PUFAs como los LC-PUFAs es mediante la leche materna, ya que el recién
nacido aun no es capaz de sintetizar la cantidad suficiente de LC-PUFAs. Con
respecto a la proporcion de los LC-PUFAs, se observo que la proporcion de AA 'y
ADH fue significativamente menor en la leche madura con respecto al calostro y la
leche de transicién. Estos resultados son similares a lo reportado en mujeres
alemanas (Genzel y cols., 1997), australianas (Makrides y cols., 1995) y espafiolas
(Puigmarti y cols., 2011) donde se reportd6 que durante los primeros 30 dias
postparto (leche madura), disminuye significativamente el porcentaje de acidos
grasos 20:4(n-3) y 22:6(n-3). Estos resultados, pueden ser explicados por diversos
factores como son: la disminucion de la biosintesis de fosfolipidos en la glandula
mamaria en etapas tardias de la lactancia, cambios en las necesidades fisiologicas
del recién nacido durante la lactancia (Bitman y cols., 1983) y la variabilidad en el
consumo de PUFAs por parte de la madre (Makrides y cols., 1995). En el presente
estudio se sugiere que el incremento en la expresion ambas desaturasas estudiadas
durante la secrecion de leche madura, es un mecanismo de adaptacion del
organismo materno para incrementar la sintesis de LC-PUFAs en la leche, ya que
estos tienen una funcion muy importante en el desarrollo neuroldgico y visual del
recién nacido. Sin embargo, este mecanismo parece no ser suficiente para mantener

la proporcion adecuada de LC-PUFAs, ya que las cantidades de AA y ADH
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detectadas en este estudio fueron aun menores que los reportados por Sauerwald y
colaboradores (2001), estudio realizado en mujeres de diferentes paises.
Probablemente, conforme avanza la lactancia estos LC-PUFAs podrian estar
regulando la expresion de las desaturasas y elongasas a través de un mecanismo de
retroalimentacion, donde la baja concentracion del producto (LC-PUFAS) promueve
la activacion de las enzimas que los sintetizan y este mecanismo podria estar
modulado por la expresion de SREBP-1c, el cual se ha reportado incrementa la

expresion de la ASD y A6D.

Ademas, estudios previos han reportado que mujeres que consumen una dieta
deficiente en PUFAs durante la lactancia, la movilizacion de las reservas corporales
de la madre pueden ser usadas como un suplemento adicional de PUFAs y LC-
PUFAs. Sin embargo, Martin y colaboradores (Martin y cols., 1991), reportaron que
en ratas lactantes el contenido de LC-PUFAs totales fue mayor en el calostro en
comparacion con el tejido adiposo, lo cual sugiere una capacidad limitada para
almacenar estos LC-PUFAs y la necesidad de ser suplementados a través de la dieta
o sintetizarlos a partir de sus precursores. También se ha reportado que la paridad es
un factor que puede modificar la movilizacion de las reservas corporales y como
consecuencia, la composicion lipidica de la leche. Nommsen y colaboradores,
reportaron que mujeres primigestas tenian niveles de lipidos mas altos que las
mujeres multiparas (Nommsen y cols., 1991), ya que en cada embarazo se van

agotando las reservas corporales, por tal motivo, en nuestro estudio se incluyeron
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Gnicamente mujeres primigestas, para evitar variables de confusion en el analisis de

composicién de lipidos en la leche materna.

Con la finalidad de validar el estudio, se midio la presencia del transcrito que codifica
a las proteinas a-LA y CAS-3 obtenido a partir de los globulos de grasa de la leche,
lo que permiti6 demostrar que el ARN total que se purificO provino de células
epiteliales mamarias (grafica 5). En la actualidad no hay estudios que reporten el
perfil de expresion de ambos transcritos durante el transcurso de la lactancia en el
humano, sin embargo, se sabe que la a-LA, es una de las proteinas de la leche que
se encuentra en mayor porcentaje (20-25% del total de proteinas) (Lénnerdal y cols.,
2003) y se ha descrito que tiene diversas funciones fisiolégicas en el periodo
neonatal. Interesantemente, en este estudio se observé que a partir de la semana 2
de lactancia, incrementé la expresién del ARNm que codifica para la sintesis de a-
LA, alcanzando su maximo en la semana 3 y permanece significativamente alta, con
respecto a lo observado en el calostro, durante todo el estudio, lo cual sugiere que
este gen se activa cuando se secreta la leche de transicidon, observandose la maxima
expresion de a-LA durante la secrecion de la leche madura. Estos resultados
correlacionaron con la importancia de esta proteina en la sintesis de lactosa, ya que
forma parte del complejo enziméatico de la lactosa sintetasa, facilitando asi la
produccién y secrecién de leche durante el transcurso de la lactancia, etapa en la
cual incrementan los requerimientos del recién nacido. Ademas, estudios previos han
reportado la importancia que tiene la a-LA en la nutricion del recién nacido,

facilitando la absorcién de minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento
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infantil. De manera similar la CAS-3 incrementd su expresion a partir de la semana 2
de lactancia y su maxima expresion fue en este periodo, lo cual indica que este gen
se activa a partir de la secrecion de la leche de transicion y permanece elevada hasta
la secrecion de leche madura. Estudios previos han reportado la importancia de la
CAS-3 también conocida como caseina kappa en diversos procesos fisiolégicos.
Ward y colaboradores, reportaron que en el intestino la proteina CAS-3 ingerida es
dividida en dos péptidos: uno insoluble (caseina kappa) y un glicopéptido hidrofilico
soluble (caseinomacropéptido), el cual incrementa la eficiencia del proceso de
digestion, previene al neonato de hipersensibilidad a las proteinas que ingiere, y

participa en la inhibicion de patégenos gastricos (Ward y cols., 1997).
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Conclusion

En los globulos de grasa de leche humana, se encuentran los transcritos
provenientes de las células epiteliales mamarias y que codifican para las enzimas
qgue participan en la sintesis de los LC-PUFAS. Durante la secrecion de la leche
madura se incrementa la expresion de estas enzimas para cubrir las necesidades de
estos acidos grasos impuestas por el recién nacido. Estos resultados sugieren que
probablemente la glandula mamaria humana, en conjunto con el higado participa en
la sintesis de los &cidos grasos poli-insaturados; araquidénico, eicosapentaenoico y

docosahexaenoico en respuesta a su alta demanda para el desarrollo del neonato.
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Perspectivas

A partir de los estudios y discusiones presentados en este estudio, las perspectivas

de trabajos futuros se orientan en dos direcciones.

En un primer plano estarian los trabajos destinados a determinar la participacion de
algunos factores de transcripcion como SREBP-1c y PPAR-a, en la regulacién de la
expresion de las desaturasas (A5 y A6) y las elongasas (Elovl-2 y Elovl-5) durante el

transcurso de la lactancia.

También es necesario identificar en poblacibn mexicana la presencia de SNP’s en
los genes que codifican para las enzimas A5D, A6D, Elovl-2 y Elovl-5, que podrian

estar influyendo en la concentracién de LC-PUFAs en la leche materna.
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