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Resumen

Introduccioén: la regulacion metabdlica para la sintesis de
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPCL)
omega-3 y omega-6 de la leche humana (LH) es poco co-
nocida, esto debido a las limitaciones en la obtencién de
tejido mamario.

Objetivo: determinar si las células epiteliales del tejido ma-
mario humano (CETMH) expresan enzimas que sintetizan
AGPCL y analizar los cambios de esa expresion en los di-
ferentes tipos de leche y su correlacion con el porcentaje
de AGPCL.

Material y métodos: en el calostro, leche de transicion y
leche madura de 6 mujeres, se analiz6 la composiciéon de
acidos grasos mediante cromatografia de gases y la expre-
sion del ARNm de las desaturasas A5D, A6D y la elongasa
Elovl-5 mediante gPCR.

Resultados: las CETMH expresan el ARNm de A5D, A6D y
Elovi-5 para la sintesis de AGPCL, dicha expresién aumen-
ta2.4,2.7y 2.9 veces, respectivamente, en la leche madura
con respecto al calostro. El porcentaje de acido linoleico y
alfa-linolénico es igual en los tres tipos de leche, mientras
que el porcentaje del acido araquidonico y el del acido do-
cosahexaenoico disminuyeron 8% y 14%, respectivamente,
en la leche madura respecto al calostro. La expresion de
A5D y A6D correlaciond con el porcentaje de acido araqui-
donico, y la expresion de A6D y Elovi-5 correlacioné con el
porcentaje de acido docosahexaenoico (ADH).
Conclusiones: las CETMH expresan las enzimas que sin-
tetizan AGPCL y su expresién aumenta en la leche madura,
para cubrir la demanda del recién nacido. Esto demuestra
el papel de la glandula mamaria en la sintesis de AGPCL
omega-3, como el acido eicosapentaenoico y ADH indispen-
sables para el desarrollo neuronal y de la retina del recién
nacido.

Abstract

Background: The metabolic regulation for the synthesis
of human milk (HM) long-chain polyunsaturated fatty acids
(LC-PUFAs) w3 and w6 is poorly known; it is due to the limi-
tations in obtaining breast tissue.

Objective: To determine whether the epithelial cells of
human breast tissue (ECHBT) express the enzymes that
synthesize LC-PUFAs, and to analyze the expression chan-
ges in the different types of HM and its correlation with the
percentage of LC-PUFAs.

Material and methods: In colostrum, transition and mature
HM of 6 women, the fatty acid composition was analyzed
by gas chromatography and the mRNA expression of the
desaturases A5D, A6D and elongase Elovi/-5 in the ECHBT
was analyzed by gPCR.

Results: tissue express the mRNA of A5D, A6D and EloviI-5
for the synthesis of LC-PUFAs, this expression increases in
mature milk with respect to colostrum. The percentage of
linoleic and alpha-linolenic acid is the similar in the three ty-
pes of milk, while that of arachidonic acid and docosahexae-
noic acid decreased (8% and 14% respectively) in mature
milk compared to colostrum. The mRNA of A5D and A6D
correlated with the percentage of arachidonic acid, that of
A6D and Elovl-5 correlated with the percentage of docosa-
hexaenoic acid (DHA).

Conclusions: The ECHBT express the enzymes that
synthesize LC-PUFAs and their expression increases in
mature milk, to meet the demand of the newborn. This de-
monstrates the role of the mammary gland in the synthe-
sis of LC-PUFAs w3, such as eicosapentaenoic acid and
DHA, essential for neuronal and retinal development of the
newborn.
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Introduccion

Los lipidos de la leche humana (LH), son una fuente cru-
cial de energia para los lactantes, ya que aportan entre el
45-55% de la ingesta total,! cumpliendo con distintas funcio-
nes celulares, tanto estructurales como metabdlicas.? Los
triacilgliceroles representan, aproximadamente, el 90% del
total de lipidos de la LH; estan formados por una molécula
de glicerol esterificada con tres moléculas de acidos gra-
sos y estan presentes como glébulos de grasa en la leche
(GGL), producidos por las células alveolares de la glandula
mamaria.3

Los acidos grasos pueden ser saturados, monoinsatura-
dos y poliinsaturados (AGPI). Los AGPI se clasifican en tres
principales familias: omega-9, omega-6 y omega-3.* Los
AGPI, acido linoleico (AL) y acido alfa linolénico (a-AL) son
esenciales ya que los humanos no pueden sintetizarlos y
son precursores de AGPI de cadena larga (AGPCL), como
el acido araquidonico (AA), el acido eicosapentaenoico
(AEP) y el acido docosahexaenoico (ADH).*

Los AGPCL tienen un papel fundamental en el desarrollo
del lactante, pues promueven la morfogénesis cerebral al
aportar fluidez a las membranas de las células que confor-
man las células del sistema nervioso central. También estan
involucrados en la respuesta inflamatoria, lo cual brinda
proteccién inmunolégica al lactante, ademas, participan en
la formacién de la retina, que estd compuesta por células
fotorreceptoras que contienen concentraciones elevadas de
ADH que participa en la transmisiéon de las sefales nervio-
sas en respuesta a los estimulos luminosos que recibe el
lactante.®

Los triacilgliceroles de la LH provienen de la dieta
materna o de la movilizacion desde las reservas corporales
maternas; también pueden ser sintetizados de novo tanto
en el higado como en la glandula mamaria.*

Nuestras investigaciones han demostrado que, en la
glandula mamaria, la sintesis de AGPCL esta mediada por
las enzimas desaturasas A5D y A6D, que introducen dobles
enlaces, y por las elongasas 2 y 5 (Elovl-2 y Elovi-5), las
cuales se han identificado en tejido mamario de ratas. La
expresion de estas enzimas se regula por varios factores,
como los lipidos de la dieta; a mayor concentracion de lipi-
dos de la dieta disminuye la expresion de la A5D y A6D.
También se encontré que, durante el embarazo y la lactan-
cia, la expresion génica de A6D, A5D y Elovl-5 aumenta
significativamente.®”

A pesar de la evidencia existente se conoce poco sobre

los mecanismos de regulacion de la sintesis de los AGPCL
en la glandula mamaria humana, debido a las limitaciones
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para la obtencion de tejido mamario. Se ha demostrado la
factibilidad de obtener ARNm total de células epiteliales o
lactocitos presentes en los GGL.8 Esto permite explorar los
mecanismos que se desencadenan en la glandula mamaria
durante la lactancia para sintetizar los componentes de la
leche materna y hacer frente a las demandas del lactante.®
El objetivo de este estudio fue determinar si las células epi-
teliales del tejido mamario humano (CETMH) expresan las
enzimas que sintetizan AGPCL y analizar los cambios de
dicha expresion en los diferentes tipos de leche y su corre-
lacién con el porcentaje de AGPCL.

Material y métodos

El disefio del estudio fue observacional, analitico, pros-
pectivo y longitudinal. Se incluyeron 6 mujeres entre 18 y
35 afos, lactantes, primigestas, que tuvieron un embarazo
normo evolutivo a término, con producto unico > 2.5 kg, aten-
didas en la Unidad de Medicina Familiar No.1 del IMSS, que
no consumieron suplementos con AGPI y/o AGPLC durante
el embarazo y que otorgaron su consentimiento informado
por escrito. El proyecto fue registrado ante el Comité Local
de Investigacion en Salud con nimero R-2009-3603-25.

Obtencion de muestras

Se obtuvieron 42 muestras de leche de 6 mujeres, es decir
7 muestras por cada participante. Las muestras de LH se
recolectaron en recipientes estériles (15 mL) mediante una
bomba eléctrica de grado hospitalario (Lactina®, Medela®,
Suiza) en los dias 3 a 6 posparto (calostro),'11-1213 gn el dia
14 (leche de transicion)'®'! y entre los dias 21 a 28 (leche
madura)'%1".13 del mes 1. Posteriormente se tomo otra
muestra en los meses 2, 3 y 4 posparto.

Separacion de los gléobulos de grasa y
extraccion de ARN

Se separd la grasa de 13 mL de leche y se realizé la
extraccién de ARN siguiendo el protocolo de Maningat y
colaboradores.® EI ARN obtenido se cuantificé a una lon-
gitud de onda de 260 nm y 280 nm en el espectrometro
Nanodrop (ND-1000 UV visible Thermo Scientific®). Poste-
riormente, para evaluar la integridad del ARNm total, se rea-
liz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con
bromuro de etidio (10 mg/dL). Se mezclé 1 pg/uL de ARN
con 2 ul de buffer TBE 1X y 2 uL de solucién de arrastre
(azul de bromofenol-xilencianol y glicerol al 40%); se llevo a
cabo a 90 voltios durante 60 minutos. Finalmente, el gel se
observé en un transiluminador con luz ultravioleta a 260 nm.
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Sintesis de cDNA y PCR punto final

La sintesis de cDNA se realiz6 utilizando la transcriptasa
reversa MMLV, a partir de 2 pg de ARN, siguiendo la meto-
dologia descrita previamente.' La expresion del ARNm de
los genes de estudio se realizd6 mediante gqPCR en tiempo
real; se utilizaron B-actina y ARP como genes de referencia.
El cDNA sintetizado se amplific6 mediante la enzima DNA
polimerasa del kit LightCycler Fast Start DNA MasterPLUS
SYBR Green | (Roche, Indianapolis, IN) utilizando primers
para los genes A6D, A5D, Elovi5, alfa lactoalbumina (a-LA)
y caseina 3 (CAS-3), estos dos ultimos utilizados como con-
trol, debido a que son genes especificos del tejido mamario.
La reaccion se llevo a cabo en el equipo LightCycler 2.0
(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany).

La amplificacién se realizé en un volumen total de 20 uL
conteniendo 2 pL de cDNA, 40 pmol de cada primery 4 pL
de MasterPLUS SYBR Green, que contiene la enzima poli-
merasa Fast Start, amortiguador para PCR, SYBR Green y
MgCI2 3.5 mM en capilares de borosilicato de 20 yL. Para
el analisis de la expresion se determiné el ciclo donde ini-
cia el aumento de la fluorescencia, denominado punto de
corte (Cp de crossing point) o ciclo de umbral (Ct de cycle
threshold). Se identifico el Ct del gen de referencia para nor-
malizar, y se calculé el valor de AACt en unidades relativas,
el resultado se reporté como 2—22CT para lo cual se uso
el software del instrumento LightCycler (Roche, Mannheim,
Germany).

Andlisis de composicion de dcidos grasos
de la leche materna

Las muestras de leche se incubaron a 37 °C durante
15-20 minutos y se homogeneizaron, se agregdé 1 mL de
leche a un tubo coénico de vidrio de 50 mL y se realizo la
extraccion de lipidos siguiendo el método modificado de
Folch y colaboradores. Posteriormente, se llevé a cabo la
metilacion acido-basica de los acidos grasos.'®

Se utilizé 1 pL para la cuantificacion individual de los aci-
dos grasos mediante cromatografia de gases con detector
de ionizacion de flama. La separacion de los ésteres meti-
licos 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 realizé comparando con los tiempos
de retencién de estandares de acidos grasos comerciales.

Andlisis estadistico

El analisis de los datos se realiz6 utilizando el programa
SPSS ver. 25 (SPSS, In., Chicago, IL, USA). Las caracte-
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risticas demograficas se describen como media + desvia-
cion estandar. La expresion del RNAm de los genes de
estudio se expresa como unidades relativas y el contenido
de acidos grasos se describe como porcentaje del total de
acidos grasos identificados en las muestras de leche. Los
resultados se muestran con medidas de tendencia central y
de dispersion. Para determinar la distribucion de los datos
se realizd una prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, los
datos tuvieron una distribucién normal. Debido a que las
unidades relativas de expresion de las desaturasas y elon-
gasa mostraron una distribucion normal, se compararon a lo
largo del tiempo mediante una prueba ANOVA para medi-
ciones repetidas y se aplico la posprueba de Dunnet. Ade-
mas, se aplicd la prueba de correlacion de Pearson para
evaluar la correlacion entre la expresion de las desaturasas
y la elongasa Elovl-5 con la composicion de AGPCL. Se
consideraron como variables independientes a las desa-
turasas y elongasas y como variables dependientes a los
AGPCL; un valor de p < 0.05 se considero estadisticamente
significativo.

Resultados

Las caracteristicas antropométricas y demograficas de la
poblacion de estudio se muestran en el cuadro I. Los suple-
mentos consumidos por las mujeres que participaron en el
estudio fueron acido félico y hierro.

Al cuantificar la expresién de los transcritos de A5D,
A6D y Elovl-5, se observd que la expresion de la desatu-
rasa A5D incrementé gradualmente durante los primeros
cuatro meses de lactancia. En la semana 4, la expresion
del transcrito fue 1.9 veces mayor en comparacion con el
calostro; mientras que en el mes 2 y 3 incrementd 2.3 veces
en la leche madura comparada con la del calostro. El punto
maximo de expresion de la A5D, fue en el mes 4, siendo 2.8
veces mayor con respecto al calostro (figura 1A). La expre-
sion de la desaturasa A6D incrementd significativamente
hasta el mes 2, la maxima expresién del transcrito fue en
el mes 3, siendo 2.7 veces mayor con respecto al calostro
(figura 1B). La expresion de la elongasa Elovl-5 fue signifi-

Cuadro | Caracteristicas demograficas y antropométricas de la
poblacion de estudio

Edad (afios) 284 +4.38
Talla (m) 1.52 +0.1
Peso pregestacional (kg) 58.8+9.2
Peso al mes 4 posparto (kg) 54.6 +12.2
Semanas de gestacion 39.8+0.3

Los datos de la tabla se muestran como promedio + DE
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cativa hasta el mes 3 de lactancia, alcanzando la maxima
expresion, 2.9 veces mayor que la observada en el calostro
(figura 1C).

Por otra parte, el porcentaje de los AGPCL AL y a-ALN,
que son precursores de los AGPCL, no cambié en el trans-
curso de la lactancia. Por lo contrario, la proporcion de AA
disminuy6 un 3% en la leche de transicion y 8% en la leche
madura con respecto al calostro, y la proporcién de ADH
disminuy6 6% en la leche de transicion y 14% en la leche
madura en comparacion con el calostro. La proporciéon de
AEP se mantuvo constante durante los primeros cuatro
meses de lactancia (figura 2).

Al analizar las correlaciones entre las unidades relativas
de expresion de los transcritos que codifican para las enzi-
mas que sintetizan los AGPCL con el porcentaje de estos en
la LH, se encontr6 que el porcentaje de AEP correlaciond con
la expresion de la Elovi-5 (r = -0.890, p < 0.05) y de la A6D
(r=0.928, p < 0.05) en el mes 2 y 3, respectivamente. Igual-

mente, la cantidad de DHA correlacion6 con la expresion de
la A6D (r =-1.000, p < 0.05) y Elovl-5 (r = -0.983, p < 0.05).
Ademas, el porcentaje del AA correlacion6 con la expre-
sion de la A5D (r = 0.869, p < 0.05) y de la A6D (r = 0.933,
p <0.05) en la semana 2 y 4 correspondientemente.

Finalmente, al analizar la expresion de los genes a-LA 'y
CAS-3 se observo que a partir de la semana 2 la expresion
del ARNm de la a-LA incrementé significativamente y su
maxima expresion fue 4.7 veces mayor en la lecha madura
(semana 3) en comparacion con el calostro. También, la
expresion del ARNm de la CAS-3 aumentd significativa-
mente a partir de la semana 2, presentando en este periodo
su maxima expresion, la cual fue 4.2 veces mayor con res-
pecto al calostro (figura 3).

Discusion

Los resultados de esta investigaciéon demuestran que

Figura 1 Expresion del ARNm de la A5D, A6D y EloviI-5 en calostro, leche de transicién y leche madura humana
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La figura representa los niveles de expresion del ARNm de la A) A5D, B) A6D 'y C) Elovi-5 en el calostro, leche de transicion y leche madura.
Los datos se muestran como media (+ DE). Se realizé una prueba de ANOVA para mediciones repetidas, con posprueba de Dunnet

*p <0.05
S: semanas; M: mes
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Figura 2 Composicion de AGPI y AGPCL en calostro, leche de transicion y leche madura humana
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La figura representa la composicion de AGPI y AGPCL en el calostro, leche de transicion y leche madura. Los datos se muestran como media
(x DE) del porcentaje total de los acidos grasos. Se realizé una prueba de ANOVA para mediciones repetidas, con posprueba de Dunnet
*p <0.05

S: semanas; M: mes; AL: acido linoleico; AA: acido araquidonico; a-ALN: acido alfa-linolénico; y-ALN: acido gamma-linolénico; AEP: acido
eicosapentaenoico; ADH: acido docosahexaenoico; AGPI: acidos grasos poliinsaturados; AGPCL: AGPI de cadena larga

Figura 3 Expresion del ARNm de la a-LAy CAS-3 en los GGL de calostro, leche de transiciéon y leche madura humana
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La figura representa los niveles de expresion del RNAm de a-LA y CAS-3 en los glébulos de grasa del calostro, leche de transicién y leche
madura. Los datos se muestran como media (+ DE). Se realizé una prueba de ANOVA para mediciones repetidas, con posprueba de Dunnet
*p <0.05

S: semanas; M: mes; GGL: glébulos de grasa en la leche; AGPI: acidos grasos poliinsaturados; AGPCL: AGPI de cadena larga; a-LA: alfa
lactoalbumina; CAS-3: caseina 3
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las CETMH expresan el ARNm de las enzimas A5D, A6D y
Elovi-5. Estudios previos realizados tanto en modelos muri-
nos como humanos reportaron que el higado es el érgano
principal de sintesis y actividad enzimatica de las desatura-
sas y elongasas.'® El gen que codifica para la A5D y A6D
se expresa en tejidos extrahepaticos de humanos vy ratas.
La cantidad del ARNm para ambas desaturasas, tanto en
el pulmén como en el corazén, es comparable al que se
presenta en el higado. Con respecto a las elongasas, se
reportdé que los transcritos de estas enzimas también se
expresan en el higado, pulmoén, cerebro, tejido adiposo
café, rifion, piel y corazén de ratas.®

La identificacion del transcrito de las desaturasas y elon-
gasas en tejidos extrahepaticos sugiere que ademas del
higado, probablemente, otros érganos tienen la capacidad
de sintetizar AGPCL. Entre estos 6rganos esta la glandula
mamaria, tal y como lo demostrd por primera vez nues-
tro grupo de investigacion en el 2006. En ese estudio se
reportd la presencia de las enzimas A5D y A6D en tejido
mamario de un modelo murino y se observé que la dieta
regula la expresion de ambas enzimas.® Posteriormente, en
otro trabajo de nuestro grupo, se encontré que la expresion
de las desaturasas A5D y A6D en el tejido mamario de ratas
incremento durante la ultima etapa del embarazo y durante
la lactancia; mientras que la transcripcion de la elongasa
ElovI-5 aumento Unicamente durante la lactancia, en conse-
cuencia, se encontré un mayor contenido de AGPCL en el
tejido mamario de las ratas lactantes.”

En el presente estudio, observamos que el perfil de expre-
sion de las enzimas A5D, A6D y Elovi-5 varia dependiendo
de la etapa de lactancia, alcanzando la maxima expresién a
partir del primer mes de lactancia, lo cual corresponde con
lo que se report6 previamente.®” A partir de estos hallazgos,
podemos hipotetizar que el aumento en la expresion de las
desaturasas y la elongasa Elov/-5 durante la secrecion de
leche madura podria ser un mecanismo de adaptacion del
organismo materno para aumentar la sintesis de AGPCL y
secretarlos en la leche para cubrir las demandas requeridas
para el desarrollo del lactante.

Se ha descrito que durante la lactancia aumenta la lipo-
génesis debido a la demanda alta de lipidos durante este
periodo, desde el 2% en el calostro hasta el 4% en la leche
madura.'”-'8 En este estudio no encontramos cambios en
el porcentaje del AL y a-ALN, a pesar de que ambos aci-
dos grasos son precursores de los AGPCL, los cuales son
esenciales para las distintas funciones, como la sintesis de
prostaglandinas, hormonas del crecimiento y la biosinte-
sis de los componentes de la membrana.*5 El AL y a-ALN
se obtienen directamente de la dieta materna, pero si las
mujeres consumen una dieta deficiente en AGPI durante la
lactancia, las reservas corporales de la madre son movili-
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zadas para utilizarse como fuente de AGPl y AGPCL. Esto
esta sustentado por los resultados de un estudio previo de
nuestro grupo de trabajo, en el cual se encontré que cuando
existe una dieta deficiente de AGPI o AGPCL ocurren adap-
taciones maternas que incluyen una mayor sintesis endé-
gena de AA, una elevada absorcion de LA en la glandula
mamaria y una sintesis mayor de acidos grasos poliinsatu-
rados de cadena larga. Lo anterior sugiere que la glandula
mamaria y el higado participan juntos en la sintesis de AA
para secretarlos en la leche cuando este acido graso no se
proporciona en la dieta.'® Por lo tanto, la cantidad constante
de AL y o-ALN de la leche materna que observamos en este
estudio podria sugerir que durante la lactancia ocurren dis-
tintas adaptaciones metabdlicas, tanto para movilizar los AA
desde las reservas corporales maternas como para favorecer
su incorporacion en el tejido mamario.

Por otra parte, observamos que el porcentaje de los
AGPCL AA y ADH disminuyo conforme transcurrié la lactan-
cia y que la expresion de los transcritos de A5SD y A6D corre-
laciona con el porcentaje de AA y AEP. Estos resultados
sugieren que, conforme transcurre la lactancia, los AGPCL
regulan la expresion de las desaturasas y elongasas a tra-
vés de un mecanismo de retroalimentacion, en el cual una
baja concentracion de AGPCL podria activar las enzimas
que los sintetizan, este mecanismo es modulado por el
gen de transcripcion maestro, Sterol Regulatory Element-
Binding-Protein (SREBP-1c) lo cual ya se demostré en el
modelo murino.?20 Sin embargo, se requieren mas estudios
para confirmar si este mecanismos también se lleva a cabo
en el humano.

Finalmente, para confirmar que el ARN que se extrajo
proviene de células epiteliales mamarias, se analizaron
los transcritos que codifican las proteinas a-LA y CAS-3,
lo que permiti6 demostrar que el ARN total que se purificd
proviene de dichas células. En un estudio previo se reportd
que el ARNm dé a-LA y CAS-3 representan el 45% del ARN
total de la leche madura.2! Se sabe que la a-LA es una de
las proteinas de la LH que se encuentra en mayor porcen-
taje (20-25% del total de proteinas) y tanto la a-LA como
la CAS-3 Gnicamente son sintetizadas por los lactocitos.22

Nuestros resultados muestran que conforme transcurre
la lactancia aumenta la expresién de la a-LA; esta proteina
tiene un papel importante en la sintesis de lactosa, ya que
forma parte del complejo enzimatico de la lactosa sintetasa,
facilitando asi la produccion y secrecion de leche durante la
lactancia, etapa en la cual incrementan los requerimientos
del recién nacido. Se ha reportado que la a-LA facilita la
absorcion intestinal de minerales y aminoacidos esenciales
para el crecimiento infantil y participa en el establecimiento
de la microbiota intestinal.23
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De manera similar, la expresion de CAS-3 aumentoé con-
forme transcurria la lactancia; estudios previos han reportado
la importancia de la CAS-3 también conocida como caseina
kappa en diversos procesos fisioldgicos. Ward et al. reporta-
ron que en el intestino la proteina CAS-3 ingerida se divide
en dos péptidos, uno insoluble (caseina kappa) y un glico-
péptido hidrofilico soluble (caseinomacropéptido), el cual
aumenta la eficiencia del proceso de digestién, previene al
neonato de hipersensibilidad a las proteinas que ingiere, y
participa en la inhibicion de patdégenos gastricos y en el esta-
blecimiento de la microbiota intestinal 2

Conclusién: En este estudio se identificaron los transcri-
tos de las enzimas A5D, A6D y Elovi-5 que participan en la
sintesis de los AGPCL en las CTEMH de la leche humana.
Se encontré que durante la secrecidon de leche madura
aumenta la expresion de estas enzimas, con la finalidad de
cubrir la demanda de AGPCL para el recién nacido. A partir
de estos resultados se puede comprobar que la glandula
mamaria tiene un papel fundamental en la sintesis de los
AGPICL como el AA, AEP y ADH para hacer frente a las
demandas del lactante.

Limitaciones del estudio

La principal limitacion de este trabajo es que se realizé
en un numero pequefio de mujeres. Otra limitante fue que
no se evalué el impacto de la dieta materna sobre la con-
centracion de los AGPl y AGPCL en la LH.
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