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RESUMEN. El presente trabajo tuvo por objeto estudiar el origen
de los 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL)
necesarios para el desarrollo postnatal del cerebro. Ratas normales
recién nacidas de 1,5,10 y 20 dias de edad fueron decapitadas,
inmediatamente después los higados fueron procesados para obtener
lafraccién microsomal y determinar la composici6n de 4cidos grasos
y la actividad de la enzima A6 desaturasa. También se analizaron: la
composicién de 4cidos grasos en plasma, homogenizado de hemisfe-
rios cerebrales y en la leche tomada del estomago de las ratas recién
nacidas. Nosotros encontramos que la actividad de la enzima A6
desaturasaen el higado fue muy baja en comparacién ala observada
en ratas adultas. Durante el desarrollo postnatal se observaron canti-
dades apreciables de DHA y AA enlaleche, microsomas hepéticos,
lipidos de plasma y hemisferios cerebrales. En conclusién propone-
mos que durante el desarrollo postnatal, 1a sintesis hepética contribu-
ye poco en el aporte de DHA y AA para el crecimiento del cerebro,
pero tiene 1a capacidad de concentrar estos acidos grasos provenien-
tes de la Jeche, en los microsomas hepéticos y secretarlos hacia el
plasma para finalmente llegar al cerebro.

Palabras clave: Acidos grasos poliinsaturados, desarrollo postnatal
del cerebro, ratas.

INTRODUCCION

El cerebro se caracteriza por contener unaelevadapropor- .

cién de 4cidos grasos poliinsaturados de cadena larga con 20
6mds dtomosde carbono (AGPI-CL), como son el araquidénico
(AA) y el docosahexaenoico (DHA) (1). Se ha demostrado
que estos dcidos son fundamentales para el desarrollo y la
funci6n normal del cerebro (2-6), y se sintetizan a partir de los
4cidos grasos esenciales de 18 dtomos de carbono provenien-
tes de la dieta: linoleico (LA) y o linolénico (0LNA). En la
compleja secuencia de reacciones que conducen a la sintesis
de AGPI-CL interviene lamanera fundamental de A6 desaturasa
de 4cido grasos, que es la enzima més influyente en la
regulacién de esa via metabélica (7). Esta enzima se ha
detectado en el cerebro (8,9), y en cultivos de astrocitos se ha
observado la conversién de LA y oo LNA en AGPI-CL (10).
Sin embargo es mds importante la capacidad que tiene el
cerebro paracaptar AA y DHA del compartimiento plasmdtico
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SUMMARY. The liver as a source of LC-PUFA for postnatal
brain development in the rat. We address here the issue concerning
the origin of essential Jong chain polyunsaturated fatty acids (LC-
PUFA) needed for early postnatal brain development. Normal newborn
rats 1, 5, 10 and 20 day-old were decapitated. immediately after, the
livers were processed to obtain the microsomal fraction and its A6
fatty acid desaturase activity and fatty acid composition were
determined. Samples of plasma, whole homogenized brain
hemispheres and milk containde in the gastric cavity of the suckling
rats, were analyzed to obtained their fatty acid composition. We fond
that the rat neonate has a very low A6 desaturase activity in liver
microsomes as compared with the adult. In contrast, there is a
considerable quantity of DHA an AA in the milk, liver micromes,
plasma lipids and brain. In conclusion, we propose that brain DHA
and AA cannot be derived substantially through liver synthesis, but
through the availability of these preformed fatty acids in the milk .
These fatty acids are concentrated in liver microsomes and then
secreted into plasma lipid pool to reach finally to brain structures.
Key words: Polyunsaturated fatty acids, postnatal brain development,
rats.

(1,11,12).En el animal adulto se sabe que el higado es respon-
sable de la mayor parte de la sintesis de DHA y AA que se
requieren en el organismo, pero poco conocemos sobre este
proceso en las ratas recién nacidas, en donde existe una gran
demanda por parte del sistema nervioso central en répido
crecimiento. En experimentos con animales, Cook ha mostra-
do que la actividad de la A6desaturasa del higado de rata es
menor que el cerebro (8), mientras que Bourré y Picioti en
ratones han encontrado lo contrario (13). Li y col. han obser-
vado que la incorporaciénde [1” 14 C] DHA en laretinade las
ratas lactantes, ocurre después que el 4cido marcado se ha
incorporado a los fosfolipidos hepéticos (14). Estos y otros
trabajos (15,16) permiten pensar que la mayor parte de los
AGPI-CL que requiere el cerebro de los animales recién
nacidos provienen de la leche materna.

La informacidn sobre la influencia de la sintesis hepatica
de AGPI-CL y el desarrollo del cerebro en el humano ha sido
mds dificil de obtener, se encuentran en la literatura pocos
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trabajos como el de Martinez, quien ha mostrado que el
porcentaje de AA y DHA enlafosfatidiletanolamina obtenido
del higado y del cerebro de humanos varian en el mismo
sentido durante el perfodo prenatal (17).

Sin embargo hay ya un extenso consenso sobre la necesi-
dad de suplementar las féormulas l4cteas para prematuros y
recién nacidos con AA y DHA (18). Es por tanto muy
pertinente cualquier esfuerzo para aumentar el conocimiento
de los detalles metabdlicos de esta relacién higado-cerebro
durante el desarrollo postnatal.

Eneste sentido, nuestro trabajo trata sobre el metabolismo
de los 4cidos grasos en el higado de ratas normales durante el
periodo derdpido crecimiento del cerebro, enla vida postnatal.
Paraellodeterminamoslaactividad delaenzima A6 desaturasa
en el higado, la concentraciones de AA y DHA en el plasma
y enlos microsomas hepaticos, durante los primeros 20dias de
edad. El estudio se complet6 con el andlisis de los 4cidos
grasos en los hemisferios cerebrales y en la leche extraida del
estémago de las ratas.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El 4cido linoleico, 4cido o linolénico, albimina bovina
libre de 4cidos grasos, NADH, Coenzima A, ATP, PPO y
POPOP fueron adquiridos de Sigma Chemical Co (St Louis
MO,USA) el 114 C 4cido linoleico, 50 mCi/mmol a New
England Nuclear (Boston, MA,USA) todos los demds reactivos
empleados fueron de grado analitico.

Animales

Ratas hembras y machos, normales de la cepa Sprague
Dawley de 1, 5, 10y 20 dias de edad, provenientes de madres
alimentadas con una dieta estdndar comercial, Protinal
(Valencia,Venezuela).

Métodos

Actividad de la enzima A6 desaturasa

Las ratas fueron pesadas y sacrificadas por decapitacién
entre las 10 y 11 de 1a mafiana para evitar variaciones de la
actividad enzimética debidas al ritmo circadiano. La sangre
fue recogida en tubos con EDTA y rdpidamente se extrajo el
higado, los hemisferios cerebrales y el estémago para tomar de
€ste laleche. El higado se pesaba y se lavaba en sacarosa 0,25
M. Luego se homogenizaba en buffer fosfato 50 mM pH 7.4;
NaCl 250 Mm; EDTA 5 mM vy glutationa 1 mM, en la
proporcidén 1:3 (p/v). La primera centrifugacién se hizo a
15.000 durante 15 min. para sedimentar las células no rotas,
nicleos y mitocondrias. El sobrenadante posteriormente se
centrifugaba a 105.000 g por 1 hora para obtener la fraccién
microsomal. Todo el procedimiento se realizé a 4°C.

La determinacién de proteinas se hizo por el método de

Markwell y col. (20). Las determinaciones enzimdticas se
realizaban e] mismo dfa en que se aislaban los microsomas. El
medio de incubacién contenia: buffer fosfato 100 mM pH 7.4,
MgClp 5mM; Coenzima A 50mM; ATP2mM; NADH 1 mM,
y 100 mM de LA, el cual se preparé en una solucién de
albtimina libre de 4cidos grasos al 0.2%, al que se le agregé [1°
14C) LA como trazador. La concentracién de proteina
microsomal fue 2 mg/ml. Las incubaciones se realizaban enun
bafio a 37°C con agitacién constante durante 10 min. La
reaccién se detenia por la adicién de 4 ml de cloroformo/
metanol (1:1 v/v), posteriormente se agregaban 2 ml de
cloroformo y los lipidos se extraian de acuerdo al método de
Folch y col (21).

Los metil ésteres de los dcidos grasos se obtenian por
transesterificacién en una mezcla que contenia metanol/acido
sulfirico/tolueno (86:10:4 v/v) a 70°C durante 1 hora. Los
metil ésteres de los 4cidos grasos fueron separados por
cromatografia de capa fina, sobre silica gel G-60 impregnada
en AgNO3 al 10% y sumergidas en una mezcla de hexano/
dietil éter (85:15 v/v).

Se emplearon patrones de LA y o-LNA para ubicar las
zonas correspondientes al sustrato y producto, los cuales se
visualizaban bajo luz u.v. rociando previamente la placa con
2', 7' dibromofluoresceina al 0.2% en etanol. Las zonas se
raspaban y colocaban en viales con 10 ml de una solucién de
PPO-POPOP en tolueno y el contaje de laradioactividad se
llevaba acabo enun contador 1219 Rack Beta, LKB (Suecia).

La actividad enzimadtica se expresa como pmoles de 4cido
convertido en el producto por min y por mg de proteina

microsomal.

Separacion de fosfolipidos y acidos grasos

La composicién de 4cidos grasos en plasma, leche,
microsomas y fosfolipidos de los hemisferios cerebrales, se
hizo aislando previamente los lipidos totales segiin Folch y
col. (21). Los fosfolipidos se aislaron por cromatografia de
capafina, en silica gel G-60, el andlisis cromatogréfico se hizo
con una fase mévil de éter de petréleo:dietil éter:dcido acético
(90/10/1 v/v). Los metil ésteres se prepararon como se explicé
en la determinacién de la actividad de la A6 desaturasa y la
separacién se hizo por cromatografia gas-liquido en un
cromatdgrafo Hewlett-Packard modelo 5880-A (USA). Se
empled una columna de vidrio de 4mm x 183 cm empacada
con polietileno glicol adipato al 4% en peso sobre cromosorb
AW de 80 mesh. Las condiciones para la separacién fueron:
temperatura del horno 200°C, temperatura del detector de
llama 250°C; N como gas transportador, velocidad del flujo
60 cc/min.

Enlos procedimientos de extraccién de lipidos y metilacién
seempled 2,6-di-ter-butil-p-cresol (BHT)al 0.1% (p/v)como
antioxidante.
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Andlisis estadistico

Las diferencias entre los valores obtenidos a diferentes
edades fueron determinadas usando el método de ANOVA de
una via, cuando se observaron diferencias significativas (p<
0.05) se emplearon las pruebas de Tukey. Para los resultados
mostrados en la Tabla 4 se empled la prueba “t” de Student.

RESULTADOS

En el Gréfico 1 se observa que el crecimiento de los
hemisferios cerebrales durante los primeros 20 dias de la vida
postnatal va acompafiado de un aumento significativo de
DHA, mientras que el AA aumenta significativamente hacia
el dfa 5 y luego se mantiene constante.

GRAFICO 1
Porcentaje de AA y DHA en los fosfolipidos totales de los
hemisferios cerebrales, y peso de estos en ratas de diferen-
tes edades. Los valores representan el promedio + error
estdndar (n=10)
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En la Tabla 1 se presenta la composicién de la leche
materna extraida del estémago de las ratas lactantes. Laleche
del primer dia presenta 4.68% de AA 'y 1.68% de DHA, estos
valores son significativamente mds altos en comparacién a las
del dia 5 (p<0.001). En los dfas siguientes continua disminu-
yendo el AA, y el DHA se mantiene constante. Hacia el dia 20
los porcentajes son cercanos al 1% para los dos dcidos grasos.

En la Tabla 2 se presenta la composicién de 4cidos grasos
en los lipidos totales de los microsomas hepaticos. El porcen-
taje de DHA aumenta significativamente entre el primer y
quinto dia de la vida postnatal de un 8% a un 17% (p<0.001),
y luego se mantiene constante en los dias siguientes. El
porcentaje de AA es mds alto (13%) que el de DHA en el
primer dia y esta proporcién no varia significativamente alo
largo de los primeros 20 dias.

TABLA 1
Porcentaje de dcidos grasos de lipidos totales en la leche
tomada del estémago de ratas a diferentes edades

Acidos 1dia 5 dias 10 dias 20 dias
graso n=9 n=7 n=9 n=9
10:0 2.80+0.63 7.21+0.54 4.98+237 7.57£1.30
12:0 2.2010.32 12.43+0.39 9.88+1.39 10.29+0.63
14:0 2.10+0.07 13.4940.35 14.94i0\.§3 12.4330.84
16:0 22.04+0.31 23.8540.29 31.53%£3.26 25.34+1.09
16:1 4.89+0.82 1.87£0.09 1.2840.48 2.1140.11
18:0 4.3940.26 3.59+£0.07 3.35£2.55 3.2840.19
18:1 28.85+1.05 17.74+£.0.64 12.86£.96 16.48+1.33
18:2 14.86£043  13.9340.18 13.06%£1.09 14.28+1.00
18:3 (n-6) 1.1540.05 0.30+0.02 0.41+0.11 0.3840.03
18:3 (n-3) 0.6610.04 0.35+0.01  0.7120.21 0.9310.04
20:3 (n-6) 1.22+0.08 0.61£0.04 0.7410.24 0.6140.05
20:4 (n-6) 4.68+0.15%  1.2340.04** 0.92+0.16 0.6510.04
22:6 (n-3) 1.68+0.22*** 0.80+0.02 0.7140.15 0.8110.01

Los valores representan la media * el error estdndar.

*El porcentaje de 4cido araquid6énico (20:4n-6) es significativamente
més alto en la leche del primer dia en comparacién a los demds
(p<0.001).

** E] porcentaje del dfa 5 es también més alto que el de los dias 10
y 20 (p<0.01) .

***E] porcentaje de 4cido docosahexaenoico (22:6 n-3) es
significativamente més alto enla leche del primer dfaen comparacién
a todas las demés.

TABLA 2
Porcentaje de 4cidos grasos en los lipidos totales de
microsomas de higados de ratas de diferentes edades

Acidos 1 dia 5 dias ‘10 dias 20 dias
graso n=3 n=3 n=3 n=7

16:0 21.9740.63 25.3530.16 27.21%0.27 25.0310.48
16:1 3.04+0.15 1.26+0.68  0.65:0.04 tz

18:0 9.91x0.79 14.55£1.19 13.8210.49 14.88+0.30
18:1 19.44+1.34 7.89+2.11 13.86+£0.13 5.3940.28
18:2 9.05+0.25 7.63+1.64  9.2630.20 11.1710.68
20:3 (n-6) 1.4740.18 1362040 2.57+0.17 1tz

20:4 (n-6) 13.7640.89 17.05%£1.20* 14.4510.17 13.05+0.64
22:5 (n-3) 0.09+0.04 1.72£0.54  2.5910.07 3.19+0.14
22:6 (n- 3) 7.99£0.49*%* 19.50£2.78 17.941+0.32 18.24+0.44

Estos valores corresponden al promedio + el error estdndar, y cada
uno se obtuvo de un pool de 3-5 higados. (tz = trazas).

*El porcentaje de AA alos 5 dfas es significativamente m4s alto que
a los 20 dias (p< 0.05) seglin ANOVA de una via.

**Existe una diferencia significativa entre el porcentaje de DHA
correspondiente al primer dia respecto a los demés, (p<0.01) segiin
ANOVA de una via. )

En el Gréifico 2 se observa que la actividad de 1a enzima
A6 desaturasa del higado es muy baja a los 10 y 20 dias de la
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vida postnatal en comparacién a los observados en la rata
adulta.

GRAFICO 2
Las columnas representan el valor de las medias * el error
estdndar de tres determinaciones independientes. Los
valores correspondientes a los 10 y 20 dias se obtuvieron de
un pool de 4-5 higados de ratas. Las actividades
enzimdticas a los 10 y 20 dias fueron significativamente
menor que a los 120 dias (p<0.01).
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En la Tabla 2 se presenta la composicion de 4cidos grasos
enlos lipidos totales del plasma obtenido durante el periodo de
no-ayuno. Se observa que las concentraciones de AA y DHA
se mantienen a concentraciones elevadas entre los 5 y 20 dfas
de edad.

En la Tabla 4 se presentan los porcentajes de AA y DHA
en plasma y microsomas obtenidos de ratas de 20 dfas de edad,
bajo las condiciones de ayino y no-ayuno. Se puede observar
que las concentraciones de AA y DHA en el plasma aumentan
significativamente en lacondicién de ayuno (p<0.0001), y son
mas cercanas a los porcentajes obtenidos en la fraccién
microsomal. También se observa en esta fraccién que el
porcentaje de AA aumentasignificativamente (p<0.0001) con
la condicién de ayuno.

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que laactividad de laenzima
A6 desaturasa en los microsomas hepéticos es muy baja a los
10 dfas de edad, periodo en el cual hay un crecimiento
acelerado del cerebro y se mantiene aun baja a los 20 dfas
(Gréfico 1), lo cual indica que la biosintesis hepdticade AAy
DHA en este periodo no aporta cantidades importantes de
estos dcidos grasos para el desarrollo del cerebro. Estos
resultados son iguales a los obtenidos por Cook (10), y
conducen a reforzar la idea de que la fuente principal de AA
y DHA parael crecimiento del cerebro es la leche materna. En
relaci6n a este aspecto nuestros resultados sobre la composi-
cién de 4dcidos grasos en leche materna de ratas, muestran que

los porcentajes de AA y DHA representan cerca de un 7% en
el primer dia, luego descienden. bruscamente hacia el quinto
dia y luego mds lentamente. Cambios similares se han obser-
vado en la composicién de la leche humana, en la que el
calostro tiene mayor proporcién de AGPI-CL que la leche
madura (19).

TABLA 3

Porcentaje de dcidos grasos en los lipidos totales en plasma

de ratas de diferentes edades
Acidos 5 dia 10 dias 20 dias
graso n=3 n=3 n=3
12:0 tz 2.1240.11 2.86+0.37
14:0 1.63+0.36 4.6710.05 5.631041
16:0 8.361+2.05 23.23+0.91 23.69+0.53
16:1 5.50+0.47 1.4740.21 1.35+0.07
18:0 2.9440.51 7.10+0.13 7.07+0.14
18:1 17.63%2.46 7.9440.02 10.7940.75
18:2 9.21+1.33 19.6910.62 22.52+0.53
183 (n-6) tz 0.7530.06 0.6310.15
18:3(n-3) tz 0.60+0.09 0.60+0.06
20:3(n-6) tz 2.15+0.19 0.8910.06
20:4 (n-6) 10.63%1.17 13.47X0.73 8.8940.61
22:6 (n-3) 4.73+1.68 6.7510.34 6.9740.08

Los porcentajes representan las medias * el error estdndar, cada
valor corresponde aun pool obtenido de 3-5 ratas en condicién de no-

ayuno.
No hube diferencias estadisticamente significativas, para los 4cidos
AAy DHA.

TABLA 4
Porcentaje de AA y DHA en lipidos totales de plasma
y microsomas hepéticos de ratas

: Plasma Microsomas
% No ayuno Ayuno  No ayuno Ayuno
n=3 n=9 n=6 n=3
AA 9.1110.58* 21.57£1.27 14.58+0.24** 18.04+0.88
DHA 6.4310.63* 9.82+0.13 19.08+0.79 19.51£0.82

Los porcentajes de 4cido araquidénico (AA) y docosahexaenoico
(DHA) en microsomas y plasmas corresponden a la media (el error
estandar obtenido cada valor de un pool proveniente de 3-9 ratas
de 20 dias de edad . -

* Existe una diferencia altamente significativa entre las condiciones
de no-ayuno vs. ayuno para los p.rcentajes del AA y DHA en el
plasma (p< 0.0001).

**Existe una diferencia altamente significativa entre las condiciones
de no-ayuno vs. ayuno para los porcentajes de AA en microsomas
(p< 0.0001).

Por otra parte, la acumulacién significativade AAy DHA
en la fraccién microsomal del higado de rata después del
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primer dfa de nacidas, refleja que el higado de las ratas
lactantes presumiblemente posee enzimas aciltransferasas
con alta especificidad para estos 4cidos grasos, lo cual
garantiza el ensamblaje de lipoproteinas con concentraciones
adecuadas de AA y DHA, para sustentar el desarrollo normal
del cerebro. En efecto, el anélisis de los dcidos grasos en el
plasma de las ratas lactantes de 5, 10 y 20 dias de edad en
condicién de no-ayuno, muestra concentraciones altas de
estos 4cidos grasos (Tabla 3). En el plasma con bajos niveles
de lipoproteinas de origen intestinal (condicién de ayuno), las
concentraciones de AA y DHA aumentan significativamente
y son més cercanas alas observadas en lafraccién microsomal
(Tabla4: determinaciénrealizada en ratas de 20 dias de edad).
Son escasos los trabajos que presentan la composicién de
4cidos grasos del plasma durante este periodo, al respecto
Nouvelot observé que las fracciones de VLDL-LDL y HDL
obtenidas en ratas de 17 dias contienen concentraciones
significativamente altas de AA y DHA, las cuales son sensi-
bles ala composicién de la dieta (22), sin embargo no observo
una relacién clara entre la composicién plasmatica y la com-
posicidn de dcidos grasos en el higado, probablemente esto se
debié a que €l hizo el andlisis en los lipidos totales de este
6rgano. Sinclair (23) también le daimportancia al metabolismo
de los 4cidos grasos por el higado durante el desarrollo del
cerebro. El observa que durante los primeros dias de la vida
postnatal se produce un aumento en el contenido total de
lipidos y que las concentraciones de AA y DHA disminuyen
en los triglicéridos y aumentan en los fosfolipidos hepéticos.
Al comparar nuestros resultados con lo de estos autores,
sugerimos que el an4lisis de los 4cidos grasos en la fraccién
microsomal de higado reflejan més cercanamente los cam-
bios observados en el plasma, lo cual es de esperarse ya que
en esta fraccién sedimentan las organelas que ensamblan las
lipoproteinas plasmadticas.

Nuestros resultados obtenidos en el periodo de crecimien-
to rapido del cerebro, permiten concluir que el higado, aunque
no estd lo suficientemente desarrollado para sintetizar AA y
DHA, juega un papel clave en el suministro de cantidades
adecuadas de estos 4cidos grasos para el crecimiento de ese
6rgano, dado que desde el nacimiento tiene la capacidad de
seleccionar especificamente AA y DHA provenientes de la
leche, y ensamblar lipoproteinas enriquecidas en ellos. Esto
unido a la alta especificidad que también tiene el cerebro para
lacaptaciénde AA y DHA, garantiza que el rapido crecimien-
to de este drgano vaya acompaiiado de una alta incorporacién
de estos 4cidos grasos poli-insaturados de cadena larga.
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