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RESUMEN

Cambios en la composicion lipidica de microsomas hepéticos de
rata inducidos por la dieta

Se realiza un estudio comparativo para determinar el efecto sobre los
microsomas del higado de ratas tras ser alimentadas con aceites de oliva
virgen (10%) o pescado (10%), suplementados o no con colesterol (1%).
Se emplearon ratas machos Wistar recién destetadas, y la composicién en
4cidos grasos, desaturasas y microviscosidad (fluidez de membrana) fue-
ron determinados. Por el conjunto de resultados obtenidos en este trabajo
podemos deducir que la composicién y propiedades de las membranas
microsomales hepaticas varian dependiendo de la alimentacién. Destaca
el incremento de la rigidez y el descenso significativo de la actividad desa-
turasa A6 de los microsomas hepaticos de los animales alimentados con
las dietas ricas en colesterol.

PALABRAS-CLAVE: Acido graso (composicién en) — Higado —
Microsomas — Rata.

SUMMARY

Changes in the lipid composition of rat hepatic microsomes
induced by the diet

The effect on the hepatic microsomes from rats fed with either virgin
olive oil (10%) or fish oil (10%), with or without added cholesterol (1%),
has been studied. The fatty acid composition, desaturase activities and
microviscosity (membrane fluidity) using male Wistar rats after weaning
were determined. The results show that the fatty acid composition and
other properties of the hepatic microsomes change with the diet. After
cholesterol feeding, an increase in membrane microviscosity and a
decrease in the activity of A6 desaturase were observed.

KEY-WORDS: Fatty acid (composition in) — Liver — Microsomes —
Rat.

1. INTRODUCCION

Se ha demostrado que los acidos grasos poliinsatu-
rados procedentes de los aceites marinos (familia n-3)
tienen un efecto antiaterogénico al reducir la viscosidad
de la sangre por aumento de la deformabilidad de los
glébulos rojos (Herold, 1986). Esto permite una mejora
en el abastecimiento de oxigeno a tejidos irrigados por
microcapilares. Ademas, el aceite de pescado ocasiona
una moderada reduccién de la presién arterial y aumenta
la relajaciéon endotelial de las arterias coronarias
(Kromhout, 1985).

Por otro lado, los acidos grasos monoinsaturados,
que se encuentran por ejemplo en el aceite de oliva, tie-
nen un efecto hipocolesterolémico y se relacionan con
una baja incidencia de enfermedades cardiovasculares
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(Mensik, 1987). Asi, en estudios anteriores hemos obser-
vado un descenso de los niveles de colesterol libre en el
corazén de animales alimentados con aceite de oliva vir-
gen (Ruiz-Gutiérrez, 1990a). Este descenso fué mas
efectivo que cuando se utilizaron aceites ricos en acidos
grasos poliinsaturados de la familia n-6 (aceites de maiz o
de soja), y similar al conseguido con aceite de pescado.
Estos resultados estan de acuerdo con trabajos previos
que indican una reduccién en el nivel de lipoproteinas de
baja densidad asociadas a colesterol, tras la ingestion de
aceite de oliva en la dieta de humanos (Mensik, 1987;
Mattson, 1985). Por otra parte, se ha visto que los acidos
grasos de la familia n-3 tienen efectos de otro tipo. Por
ejemplo, se ha demostrado que la presencia de los &ci-
dos eicosapentaenoico o docosahexaenoico en los fosfo-
lipidos de membranas celulares afectan a las propieda-
des fisicas de las mismas (Field, 1987). Esto se produce
por modificacién del microambiente en el que estas protei-
nas de membrana (receptores, transportadores y/o enzi-
mas) se encuentran (Deuel, 1976; Brenner, 1984). El pre-
sente trabajo ha sido realizado para obtener mayor infor-
macién acerca del efecto que producen los aceites de
oliva virgen y pescado, en presencia de colesterol, sobre
la composicion lipidica de las membranas microsomales
del higado de animales de experimentaciéon. Ademas, se
han estudiado las actividades de algunas enzimas del
metabolismo lipidico, concretamente las desaturasas A9,
A6 y A5. Finalmente se estudié el efecto del aporte de
colesterol en la dieta sobre la fluidez de membranas
mediante la técnica de polarizacion de fluorescencia.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Animales y dietas

Se utilizaron ratas Wistar machos (lffa Credo, Lyon,
Francia) de tres semanas de edad. Después de una
semana de aclimatacién se dividieron en cuatro grupos
de seis ratas, distribuidas de la siguiente forma:

-Grupo alimentado con un 10% de aceite de oliva

virgen.

-Grupo alimentado con un 10% de aceite de oliva

virgen +1% de colesterol.

-Grupo alimentado con un 10% de aceite de pescado.

-Grupo alimentado con un 10% de aceite de pescado

+ 1% de colesterol.
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La temperatura del animalario fué de 21+2°C, y el
ciclo luz-oscuridad de 12 horas. La composicién porcen-
tual de la dieta base fué: 20,8% de caseina de leche,
19,6% de almidén de maiz, 37% de glucosa, 5,3% de celu-
losa, 6,3% de mezcla de minerales y 1,0% de vitaminas
(PANLAB, Barcelona, Espafia). La composicion de los dos
aceites de suplementacién viene dada en la tabla I. Como

Acidos grasos, % AO AP

14:0 - 38
16:0 104 139
16:1(n-7) 09 15.1
18:0 30 0.9
18:1(n-9) 77.8 26.2
18:2(n-6) 59 , 5.1
18:3(n-3) 06 0.2
18:4(n-3) - 25
20:0 , 04 .

20:1(n-9) 0.3 24
20:2(n-6) - 14
20:3(n-6) ~ - 04
20:4(n-3) - 0.6
20:5(n-3) - 13.8
22:4(n-6) ' - 0.3
22:5(n-3) - 0.4
22:6(n-3) - 12.7
240 : 04 -

Otros 0.3 0.3

AQ = aceite de oliva virgen.

AP = aceite de pescado.

Una dieta libre de grasa es suplementada con el 10% de aceite de
oliva virgen o de pescado.

Los resultados se expresan en porcentaje total de ésteres metilicos
de dcidos grasos.

se puede observar, hay una gran diferencia en la concen-
tracion del acido palmitoleico (16:1(n-7)), que en el aceite
de pescado es del 15,1%, mientras que en el aceite de
oliva virgen no excede del 1%. Con el acido miristico
(14:0) sucede lo mismo. Sin embargo, la gran diferencia
entre ambos aceites viene dada por la alta concentracion
del &cido oleico (18:1(n-9)) en el aceite de oliva virgen, y la
alta concentracion de 20:5(n-3) y 22:6(n-3) en el aceite de
pescado. Las dietas experimentales y el agua se suminis-
traron “ad libitum” y todas las dietas se prepararon sema-
nalmente y se conservaron a 4°C en atmoésfera de N,.
Después de 6 semanas de alimentacion, los animales se
sacrificaron por decapitacién. Los higados se extrajeron
inmediatamente, se pesaron, y se homogeneizaron en una
solucion amortiguadora conteniendo 10mM Tris-HCI (pH
7,4), 0,25M sacarosa, 20mM EGTA y 5mM DTT. Para la
trituracion se usé un homogenizador Potter-Elvehjem. La
preparacion de los microsomas se realizd por el mismo
método que se describe en anteriores trabajos (Muriana,
1991). La concentraciéon de proteinas se determiné por el
método de Lowry et al. (Lowry, 1951).
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2.2 Medidas enzimaticas

Las actividades de las desaturasas A9, A6 yAS5 se
midieron de acuerdo con el procedimiento descrito en tra-
bajos previos (Ruiz-Gutiérrez, 1992). La A9 desaturasa es
una enzima que cataliza la conversién del acido palmitico
a acido palmitoleico. La A6 desaturasa convierte el acido
linoleico en &acido vy-linolénico; mientras que la A5 desatu-
rasa cataliza la conversion del acido eicosatrienoico a
acido araquidénico. En funcioén de la dieta es posible esti-
mular o deprimir de distinta manera la actividad de cada
una de estas enzimas, modulando la composicion lipidica
de las membranas.

2.3 Andlisis de lipidos

Los lipidos de los microsomas hepaticos fueron extrai-
dos por el método de Folch et al. (Folch, 1957). La compo-
sicién en acidos grasos se determiné por cromatografia
gaseosa en un cromatégrafo Hewlett-Packard modelo 5710
A, equipado con una columna capilar de silice fundida
Supelcowax 10 (60m x 0,25mm) (Ruiz-Gutiérrez, 1990b).

2.4 Estudios de polarizacion

Las medidas de polarizacién de fluorescencia se reali-
zaron en un espectrofluorimetro Perkin-Eimer modelo
650-40, utilizando como sonda 1,6-difenilhexatrieno
(Muriana, 1991). La longitud de onda de excitacién fue de
360nm y la de emision de 440nm. A partir de la anisotro-
pia de fluorescencia se obtuvo el parametro de orden, S
(Melchior, 1980).

2.5 Analisis estadistico

Todos los datos de las tablas vienen expresados por
la media + desviacién tipica, siendo el nivel de significa-
cion de p <0,05. La diferencia entre las distintas dietas se
ha realizado mediante el test t de Student.

3. RESULTADOS

Los datos relativos al peso de los animales, al peso
de los higados y a la ingesta de los alimentos, aparecen
en la tabla Il. En ellos podemos observar como la inges-
tién de alimentos es similar en los distintos grupos. Sin
embargo, se registra un descenso en el peso de los ani-
males que tenian el suplemento de aceite de pescado en
la dieta. En cuanto al peso del higado, se puede ver que
éste aumenta ligeramente en los animales a los que se
les ha suministrado una dieta con aporte de colesterol.

La tabla lll se refiere a la composicién en acidos gra-
sos de los microsomas del higado de las ratas alimenta-
das con las distintas dietas. Se puede observar que los
microsomas de animales alimentados con aceite de oliva
virgen tienen una gran cantidad de 18:1 (n-9 + n-7). Este
hecho se debe sin duda a la abundancia de éste &cido
graso en el aceite de oliva virgen (tabla I). Sin embargo,
en los animales que estan alimentados con aceite de pes-
cado, los microsomas hepaticos presentan una gran acu-
mulacién de 22:6(n-3), y al mismo tiempo de &cido eico-
sapentaenoico (20:5 (n-3)), este ultimo ausente en el
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AO AO+Colesterol AP AP+Colesterol
Peso de los animales® (g) 210£7.1* 212+8.3" 174+55" 175+6.3*
Consumo de alimentos (g/dia) 16.9+1.1 17.2x1.2 17.3+14 16.5+1.0
Peso del higado (g) 11.0£1.2 11.8£1.2 8.8+1.1 94+1.1

Los resultados se expresan por la media + la desviacion tipica de seis animales por grupo.
Diferencias significativas p<0.05*, p<0.01**,
? Indica la diferencia de pesos entre el final y el comienzo del tratamiento.

AO AO+Colesterol AP AP+Colesterol
14:0 1.15+0.32 0.94+0.22 1.66+0.31 1.13+0.27
16:0 17.86+2.25 17.73+3.26 22.56+2.77 22.42+3.33
16:1(n-7) 1.70+0.27 1.35+0.33 1.05+0.31 1.54+0.24
16:1(n-5) 0.23+0.09 0.44+0.13 0.17+0.08 0.19+0.11
18:0 15.85=1.55 15.97+1.44 27.42+2 33" - 27.28+3.44*
18:1(n-9) 23.58+3.44** 27.37+4.33"™* 6.59+1.43* 6.47+0.57""
18:1(n-7) 1.67+0.23* 1.17+0.33* 0.34+0.01* 0.30+0.05"
18:1(n-5) 0.42+0.12 0.44+0.01 0.22+0.05 0.31+0.03
18:2(n-6) 6.85+1.13" 9.32+147 1.52+0.07** 1.33+0.15***
18:3(n-3) 0.77£0.32 0.57+0.02 0.59:0.01 0.59-0.02
20:0 0.25%0.02 0.24+0.02 0.36+0.12 0.22+0.13
20:1(n-9) 0.15+0.02 0.20+0.02 0.16+0.12 0.22+0.13
20:1(n-7) 0.32+0.07 0.33+0.12 0.41+0.07 0.33+0.05
20:4(n-6) 19.83+3.22 15.02+1.13 6.85+0.21*** 4,68+0.14***
20:5(n-3) - - 6.65+0.37* 7.08+0.32
22:5(n-3) 4.14+1.22 5.83+1.03 427+1.22 11.33+2.76
22:6(n-3) 4.64+1.22 2.51+0.22* 17.27+1.22*** 14.36+2.76*"
18:2/20:4 0.34 0.62 0.22 0.29
Ssat 35.11 34.88 52.00 51.05
>monoinsat 28.07 31.30 8.92 9.36
S poliinsat 36.23 33.25 37.15 39.37

Los resultados se expresan en medias + desviacion tipica del porcentaje total de ésteres metilicos de dcidos grasos.
Diferencias significativas p<0.05, p<0.01**, p<0.001***,

AO AO+Colesterol AP AP+Colesterol
A9 desaturasa 400.4+17.8 2200.6£23.1*** 1200.1£11.2 2200.9+34.5**
A6 desaturasa 1900.9+12.1 600.1%£15.3** 1500.3+84.9 200.7£5.6**
A5 desaturasa 1500.1+14.4 1100.9+14.9* 1100.1+23.2 1300.7£11.2**
] 0.202+0.006 0.230::0.009** 0.188+0.005 0.213+0.008**

*Actividad expresada en pmol.min".mg proteina,

Los resultados se corresponden a la media = la desviacion tipica de seis animales por grupo. Diferencias significativas p<0.01**, p<0.001***,
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grupo de animales que recibieron una dieta con aceite de
oliva virgen. Por otra parte, los niveles de 18:2(n-6) y
20:4(n-6) son mucho mas altos en los animales que reci-
bieron aceite de oliva virgen que en los que recibieron
aceite de pescado. Esto provoca un valor significativa-
mente menor del cociente (n-6)/(n-3) en las ratas alimen-
tadas con aceite de pescado. Lo cual coincide con resul-
tados obtenidos por nuestro grupo de investigacion en un
trabajo anterior (Ruiz-Gutiérrez, 1990b). En la tabla IV se
muestran las actividades de las enzimas desaturasas,
donde se aprecian unos valores inferiores de la A6 y A5
tras el tratamiento con aceite de pescado cuando se com-
para con el aceite de oliva virgen. En presencia de coles-
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terol, esta dinamica sélo se mantiene con la desaturasa
A6, que ademas disminuye drasticamente su actividad.
Los resultados relativos a la fluidez de membrana se
expresan por el parametro Sppy Este parametro (menor
cuanto mayor es la fluidez de membrana) indica que la
microviscosidad de los microsomas de animales que se
alimentaron con aceite de pescado es significativamente
menor que la que presentan los animales alimentados
con aceite de oliva virgen. Sin duda, la composicién en
acidos grasos de los microsomas hepaticos es determi-
nante en esta propiedad. La figura 1 representa de una
forma gréfica la probable composicién de las membranas
microsomales de los animales tratados en este estudio.
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Probable estructura de la membrana microsomal de higado de rata, segun las condiciones de este estudio. Se pueden observar los sistemas de desaturacion
de 4cidos grasos, asi como los sistemas de biosintesis y esterificacién de colesterol. En el parte inferior del esquema se observa la composicién en &cidos gra-
sos de los fosfolipidos que componen la membrana: A(B), los fosfolipidos de los microsomas de animales alimentados con aceite de oliva virgen (aceite de
pescado).

Simbologia: NAD(P)H, nicotinamida adenin dinucleétido (fosfato) en su forma reducida; cito, citocromo; CoA, coenzima A; ACAT, acil-CoA-colesterol aciltrans-
ferasa; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A; EC, colesterol esterificado; CL, colesterol libre.
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4. DISCUSION

En la actualidad, se admite que el balance entre los
acidos grasos n-6 y n-3 es un factor determinante en la
regulacién de las caracteristicas fisicoquimicas de la
matriz lipidica de las membranas bioldgicas. Por otra
parte, las enzimas unidas a membrana también se ven
influenciadas por estos acidos grasos (Cook, 1987). Asi,
se ha demostrado que los acidos grasos n-3 inhiben el
metabolismo de los n-6, especialmente al actuar sobre el
sistema de desaturacién (Garg, 1988; Garg, 1990). Los
resultados del presente estudio indican que una dieta rica
en aceite de pescado (por lo tanto, rica en acidos grasos
n-3) reduce las actividades de las desaturasas A6 y A5 en
microsomas hepaticos de rata, en relaciéon con una dieta
rica en acidos grasos n-6 (aceite de oliva virgen). El
mecanismo implicado en ésta disminucién es aun desco-
nocido. Es probable que tanto el acido eicosapentaenoico
como el docosahexaenoico entren en competicién con el
acido araquidénico (Nassar, 1986) y se incorporen mas
rapida y preferencialmente en los fosfolipidos de membra-
na. Entonces, los procesos de homedstasis mantendran
un'suficiente grado de insaturacién compatible con bajos
niveles de desaturacion.

Cuando realizamos el estudio sobre los animales ali-
mentados con un aporte extra de colesterol en la dieta,
vimos que en los microsomas hepaticos de los grupos de
aceite de oliva virgen y de aceite de pescado se producia
un incremento en el contenido del &cido linoleico conco-
mitante con una disminucién en el contenido del acido
araquidénico. Como consecuencia de este hecho, el
cociente entre 18:2(n-6) y 20:4(n-6) es mayor. Esto nos
indica que la conversion de 18:2(n-6) a 20:4(n-6) puede
estar parcialmente inhibida en los animales sujetos a este
tipo de dieta, aunque resulte sélo aparente en el caso del
tratamiento con el aceite de oliva virgen. También es posi-
ble que este descenso en la concentracion del acido ara-
quidénico sea debido al incremento en la demanda de su
utilizacién para formar los ésteres de colesterol dentro de
las lipoproteinas de baja densidad. Por otra parte, hemos
visto que el colesterol en la dieta incrementa los niveles
de 22:5(n-3) y 18:1(n-9), a la vez que disminuye los de
22:6(n-3), en los microsomas hepaticos de los animales
alimentados con los aceites de oliva virgen o de pescado.
Comparando estos resultados con las actividades de las
enzimas desaturasas, es evidente la complejidad de los
mecanismos de regulacién que tratan de mantener un
equilibrio entre la desaturacion y elongacién de acidos
grasos. La microviscosidad de los microsomas hepaticos
es otro parametro que parece estar relacionado no sélo
con la composicién en acidos grasos de la membrana,
pero también con el contenido de colesterol y otros facto-
res, pobablemente la interaccion lipido/proteina, que adn
son desconocidos. En conclusion, los resultados de este
estudio sugieren que la manipulacién de la dieta es capaz
de provocar cambios en las membranas, tanto en la com-
posicién lipidica y fluidez como en los sistemas de desa-
turacién asociados a la misma. No obstante, necesitamos
llevar a cabo mas estudios para considerar una posible
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mejora nutricional relacionada con el uso del aceite de
oliva virgen o del aceite de pescado. El consumo de algu-
no de estos aceites puede presentar distintos aspectos
beneficiosos a la salud, aunque los dosis, los efectos
imprevistos, la compatibilidad entre ambos, las condicio-
nes carenciales que justifiquen su empleo y otros facto-
res, estan todavia por definir.
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