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diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con
valores de r2>0,6 y con significacion p<0.01.

Tabla 69. Correlaciones entre el C24 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con
valores de r2>0,5 y con significacion p<0.01.

Tabla 70. Correlaciones entre el C22:6n3 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con
valores de r2>0,5 y con significacion p<0.01.

Tabla 71. Correlaciones entre las sumas de &cidos grasos en el grupo de
sueros control. * p<0.06 y ** p<0.01.

Tabla 72. Correlaciones entre las sumas de acidos grasos en el grupo de
sueros problema. * p<0.06 y ** p<0.01.

Tabla 73. Correlaciones entre las sumas de acidos grasos en el grupo de
fosfolipidos de membrana control. * p<0.06 y ** p<0.01.

Tabla 74. Correlaciones entre las sumas de acidos grasos en el grupo de
fosfolipidos de membrana problema. * p<0.06 y ** p<0.01.

Tabla 75. Correlaciones entre las proporciones de cada acido graso en

suero frente a las de los acidos grasos en fosfolipidos de membrana.
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1. INTRODUCCION.

Los acidos grasos, componentes mayoritarios de las moléculas lipidicas, tienen
dos funciones generales en los seres vivos: una funcion de almacenamiento energético y
una funcion estructural, ademas de algunas funciones especificas. No se encuentran en
forma libre, su presencia en los seres vivos es formando parte de biomoléculas en las
que estan esterificados, Unicamente en procesos metabolicos y durante tiempos cortos

permanecen en forma de acidos grasos libres.



La grasa de deposito, utilizada como almacén energético y principalmente
distribuida en el tejido adiposo, estd compuesta mayoritariamente por triglicéridos,
moléculas formadas por tres &cidos grasos unidos a una molécula de glicerol. La
naturaleza hidrofébica de los triacilgliceroles y su estado relativamente reducido los
transforman en compuestos eficientes para el almacenamiento de energia. En primer
lugar, a igualdad de peso, la cantidad de ATP que se obtiene de la oxidacion completa
de los triacilgliceroles es dos veces y media superior a la correspondiente al glucogeno.
En segundo lugar, los triacilgliceroles se pueden almacenar como lipido puro sin
asociarse con el agua, mientras que el glucégeno es muy hidrofilico y cuando se

almacena en los tejidos fija el doble de su peso de agua.

En su funcion estructural, forma parte de los fosfolipidos de membrana, que
junto con proteinas son los componentes mas abundantes de la misma. Cada célula se
encuentra rodeada por una membrana plasmatica que la rodea, le da forma, es especifica
de sus funciones y la relaciona con el medio extracelular. Actia como una barrera de
permeabilidad que permite a la célula mantener una composicion citoplasmatica distinta
de la del medio extracelular. Contiene enzimas, receptores y antigenos que desempefian
un papel central en la interaccion de la célula con otras células, asi como con las
hormonas y otros agentes reguladores presentes en el liquido extracelular. Los
fofolipidos presentan una cabeza polar y dos cadenas hidrofobicas, constituidas por
acidos grasos con unas propiedades fisico-quimicas concretas que transfiere a dicha
membrana. Segin cual sea el componente que predomine, la membrana serd méas o
menos fluida, mas o menos permeable a determinadas sustancias. Es importante el
porcentaje en el que cada acido graso se halla en la membrana, porcentaje que puede

estar determinado genéticamente y en gran medida de la dieta.

Una de las propiedades méas prominentes y significativas de los acidos grasos y
de los lipidos es su falta de afinidad por el agua. Este caracter hidrofébico es esencial
para la construccion de las complejas estructuras bioldgicas, para la separacion del

entorno acuoso Yy para constituir un buen deposito energético.



1.1. ACIDOS GRASOS.

Los &cidos grasos constan de una cadena alquilica con un grupo carboxilico
terminal siendo la configuracion mas sencilla la de una cadena lineal completamente
saturada. La formula basica es CHs-(CH2),-COOH, siendo los acidos grasos mas
comunes de los sistemas bioldgicos los que tienen un nimero par de tomos de carbono.
Los acidos grasos de importancia para los humanos tienen configuraciones
relativamente sencillas, aparecen comunmente insaturaciones con hasta seis dobles
enlaces por cadena. La mayor parte de los acidos grasos del cuerpo humano tienen 16,
18 ¢ 20 &tomos de carbono, si bien hay varios con cadenas mas largas que se encuentran

principalmente en los lipidos del sistema nervioso.

En la tabla siguiente figuran los acidos grasos presentes en la naturaleza con sus

nombres comunes Yy sistematicos (IUPAC):

Tabla 1. Formula empirica, nombre comun y nomenclatura IUPAC de los acidos

grasos saturados presentes en la naturaleza.

Ne Formula empirica IUPAC Nombre comudn
C8 CHj;-(CH,)-COOH Octanoico Caprilico
Cc10 CHj;-(CH,)s-COOH Decanoico Céprico
Ci12 CH3-(CH,)1,-COOH Dodecanoico Laurico
Cl14 CHs-(CH,)1,-COOH Tetradecanoico Miristico
C16 CHs-(CH,)14-COOH Hexadecanoico Palmitico
C18 CHs-(CH,)16-COOH Octadecanoico Estearico
C20 CHs-(CH,)15-COOH Eicosanoico Araquidico
C22 CH3-(CH,)2-COOH Docosanoico Behénico
C24 CHs-(CH,)2,-COOH Tetracosanoico Lignocérico
C26 CHj3-(CH,),4-COOH Hexacosanoico Cerotico

Para los &cidos grasos insaturados se ha escogido la numeracién desde el metilo
(carbono ¢ 0 n), no confundir con la numeracion de la IUPAC que inicia a contar desde
el carboxilo. En el caso de los acidos grasos es mas util la numeracién desde el carbono
n, al clasificarlos por familias de insaturados, cuyas elongaciones, desaturaciones y

degradaciones estan ligadas.




Tabla 2. Formula empirica, nombre comun y nomenclatura IUPAC de los acidos

grasos monoinsaturados presentes en la naturaleza.

Ne Férmula empirica IUPAC Nombre comun
C14:1n5 CHa~(CH2)3-CH=CH-(CHy);-COOH Cis-9-Tetradecenoico Miristoleico
C16:1n7 CHs~(CH2)s-CH=CH-(CH_);-COOH Cis-9-Hexadecenoico Palmitoleico
C18:1n9 CHs~(CH2)-CH=CH-(CH_);-COOH Cis-9-Octadecenoico Oleico
tC18:1n9 CHa~(CH2);-CH=CH-(CHy);-COOH Trans-9-Octadecenoico Elaidico
C20:1n15 CHs-(CH2)15-CH=CH-(CH,);-COOH Cis-5-Eicosenoico
C20:1n9 CH3~(CH,)7-CH=CH-(CH2)-COOH Cis-11-Eicosenoico Gondoico
C22:1n9 CHa-(CHz);-CH=CH-(CH,)1;-COOH Cis-13-Docosenoico Erucico
C24:1n9 CHg-(CH,);-CH=CH-(CH_)13-COOH Cis-15-Tetracosenoico Nervénico

Tabla 3. Formula empirica, nombre comun y nomenclatura IUPAC de los acidos

grasos poliinsaturados n-6 presentes en la naturaleza.

Ne Férmula empirica IUPAC Nombre comudn
C18:2n6 CH3~(CH2)a-(CH=CH-CHa),-(CH,)-COOH Cis-9,12-Octadecadienoico Linoleico
C18:3n6 CHa~(CH2)s~(CH=CH-CHy)s-(CH,);-COOH Cis-6,9,12-Octadecatrienoico y-Linolénico
C20:2n6 CHs~(CH2)s-(CH=CH-CH,),-(CHz)s-COOH Cis-11,14-Eicosadienoico
C20:3n6 CH3~(CH,)4-(CH=CH-CHy)3-(CH,)s-COOH Cis-8,11,14-Eicosatrienoico
C20:4n6 CHa~(CH2)s-(CH=CH-CHa)4-(CH,),-COOH Cis-5,8,11,14-Eicosatetraenoico Araquidonico
C22:2n6 CH3-(CH2)4-(CH=CH-CH)-(CHz)1,-COOH Cis-13,16-Docosadienoico
C22:4n6 CHs-(CHy)4-(CH=CH-CHy)s~(CHz),-COOH Cis-7,10,13,16-Docosatetraenoico




Tabla 4. Formula empirica, nombre comun y nomenclatura IUPAC de los acidos

grasos poliinsaturados n-3 presentes en la naturaleza.

Ne Férmula empirica IUPAC Nombre comdn
C18:3n3 | CH;-CH,-(CH=CH-CHa)s-(CH,)e-COOH | Cis-9,12,15-Octadecatrienoico Linolénico
C20:3n3 | CH3-CHy-(CH=CH-CH,)5-(CH,)s-COOH | Cis-11,14,17- Eicosatrienoico
C20:5n3 | CHs-CHy-(CH=CH-CH,)s-(CH,),-COOH | Cis-5,8,11,14,17-Eicosapentanoico Eicosapentanoico
C22:3n3 | CHs-CHy-(CH=CH-CHy)s-(CH2)10-COOH | Cis-13,16,19-Docosatrienoico
C22:6n3 | CH3-CHy-(CH=CH-CH,)s-CH,-COOH Cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaenoico | Docosahexaenoico

Los &cidos grasos se encuentran principalmente en forma de ésteres del glicerol,

como se muestra en la figura:

7 tl? Il
HgC—g—C—R H,C-O-C-R H,C-O-C-R
0 0
CH-O-(ILI‘-R' CH-0O-C-R’ CH-OH
Q
CH,-0-C-R"”’ CH,-OH CH,-OH
Triacilglicerol Diacilglicerol 1-Monoacilglicerol

Figura 1. Estructura de los Acilgliceroles.

CH,-OH

|9

CH-O-C-R

CH,-OH

2-Monoacilglicerol

Los 4&cidos grasos libres, asi como los compuestos con un 4&cido graso

esterificado (monoacilgliceroles) o dos (diacilgliceroles) se encuentran solamente en

cantidades relativamente pequefias y aparecen en gran medida como intermediarios

metabolicos en la biosintesis y degradacion. La mayor parte de los acidos grasos del

cuerpo humano existen en forma de triacilgliceroles en los que los tres grupos hidroxilo

del glicerol estan esterificados con un acido graso, denominados historicamente grasas

neutras o triglicéridos y fosfolipidos en los que el tercer hidroxilo esta esterificado con

fosfato.




1.2. METABOLISMO ACIDOS GRASOS.

Una gran proporcion de los acidos grasos utilizados por el hombre se obtiene de
la dieta. Diversos lipidos animales y vegetales son ingeridos, hidrolizados, al menos
parcialmente por enzimas digestivos, y absorbidos a través de la pared intestinal,
mediante su emulsién mediante los &cidos biliares, y distribuidos a través del cuerpo,
primero en el sistema linfatico y después en el torrente circulatorio (Palou, 2008).Los
procesos metabdlicos que tienen lugar en los tejidos del cuerpo humano normal pueden
modificar los &cidos grasos de la dieta y/o los que son sintetizados en dichos tejidos

para producir casi todas las estructuras requeridas.

El hombre utiliza dos tipos de vehiculos para transportar los acidos grasos entre

los distintos érganos:

- Los quilomicrones y otras lipoproteinas plasmaticas en los que los
triacilgliceroles son transportados junto con otros lipidos en goticulas de lipidos
recubiertos por proteina. Las lipoproteinas plasmaticas se sintetizan en el intestino y en
el higado, y son un grupo heterogéneo de complementos lipido-proteina compuesto por
diversos tipos de lipidos y apoproteinas. Las dos categorias mas importantes para el
transporte de los lipidos son los quilomicrones y las VLDL, ya que ambas contienen una
cantidad relativamente elevada de triacilgliceroles.

- Acidos grasos unidos a la albimina sérica. La albimina sérica actua
como transportador de una serie de sustancias en la sangre, siendo los acidos grasos
algunas de las mas importantes. Estos &cidos son insolubles en agua, cuando se liberan
al plasma durante la hidrolisis de los triacilgliceroles se unen rapidamente a la albumina.
Esta proteina tiene diversos centros de fijacion para los acidos grasos, dos de los cuales,

son de alta afinidad.

Los lipidos ligados a las lipoproteinas o los acidos grasos unidos a la albumina
son captados facilmente por los tejidos para su almacenamiento, transformacion en otros
acidos grasos o su oxidacion y produccion de ATP. La energia de los &cidos grasos

almacenados o circulantes en forma de triacilgliceroles no es asequible directamente,



sino que estos ultimos compuestos han de hidrolizarse enzimaticamente para liberar los
acidos grasos y el glicerol. Los acidos grasos para su degradacion o inclusion en una

molécula se activan previamente a acil-CoA.
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Figura 2. Esquema de la p-Oxidacion de los acidos grasos. Se producen tantos
ciclos como fragmentos de 2 carbonos del acido graso, menos uno, y en la dltima vuelta

se producen 2 acetil-CoA.

Ademas del suministro alimenticio, la segunda fuente principal de acidos grasos
en los humanos es su biosintesis a partir de intermediarios de pequefio tamafio los
cuales pueden provenir de la degradacion de azucares, de algunos aminoacidos y de
otros acidos grasos. En la mayor parte de casos se sintetiza en primer lugar el acido
palmitico, acido saturado de cadena lineal de 16 carbonos obteniéndose los demas
acidos grasos mediante modificaciones del acido palmitico. El acetil CoA es la fuente
directa de todos los atomos de carbono para su sintesis obteniéndose los &cidos grasos
mediante adicion secuencial de unidades de dos carbonos al extremo carboxilo activado

de cadena creciente. La biosintesis ocurre en el citosol catalizada por el complejo



multienzimatico dimérico con siete actividades enzimaticas: acetil-CoA-ACP
transacetilasa; malonil-CoA-ACP transferasa; [-cetiolasa; p-hidroxiacil CoA
deshidrogenasa; enoil CoA hidratasa; enoil CoA reductasa; en el centro del complejo
esta la proteina portadora de acilos (ACP); y la actividad hidrolitica que escinde el acido
palmitico en la dltima vuelta de la proteina central portadora de acilos. En esquema la

secuencia de reacciones esta representada en la figura 3:
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Figura 3. Biosintesis de los acidos grasos mediante el complejo multienzimatico
acido graso sintasa. En cada vuelta el acido graso resultante tiene 2 carbonos mas que
su predecesor, hasta llegar a palmitato. Hay que destacar que el alargamiento se produce

por el carboxilo terminal.



Los &cidos grasos de cadena larga se sintetizan a partir del palmitico. Este
alargamiento se produce en el reticulo endoplasmatico liso y en la mitocondria mediante
un proceso semejante a una vuelta del proceso de biosintesis. El sistema de
alargamiento que tiene lugar en la mitocondria funciona sencillamente invirtiendo la
ruta B-oxidacion de los acidos grasos, a excepcion de que la enoil CoA reductasa ligada
a NADPH (ultimo paso del alargamiento) sustituye a la acil CoA deshidrogenasa ligada
a FAD (primer paso de la B-oxidacion) (Figura 3).

La formacion de dobles enlaces se produce por una reaccion oxidativa catalizada
por la acil-CoA desaturasa, oxidasa mixta con dos sustratos el &cido graso y el NADPH.
Esta enzima no puede actuar entre carbonos méas cercanos de metilo de la posicion 9 y
crea el enlace en la forma isomérica cis. Un esquema de posibles intercambios entre los

acidos grasos mas comunes se presenta en la figura 4:

PALMITICO (C16)

alargamiento

ESTEARICO (C18)

. desaturacion
G/OW \

ACIDOS GRASOS SATURADOS LARGOS desaturacion PALMITOLEICO (C16:1n9)

OLEICO (C18:1n9)

ACIDOS GRASOS MONOINSATURADOS
C20:1n9; C22:1n9; C24:1n9

Figura 4. Reacciones de elongacion e insaturacion entre los acidos grasos

comunes.

Acidos grasos de menor nimero de carbonos de 16 saturados y monoinsaturados

pueden producirse mediante oxidacion parcial en la B-oxidacion.



1.3. ACIDOS GRASOS ESENCIALES.

Los mamiferos superiores, entre ellos el hombre, son incapaces de producir
ciertos acidos grasos poliinsaturados, los cuales a pesar de esta incapacidad de ser
sintetizados, son esenciales para algunas funciones especificas. Los acidos grasos
esenciales (AGE), son sustancias criticas en la nutricién ya que el metabolismo de los
seres humanos los requiere y no pueden ser sintetizados en el organismo. Estos poseen
un doble enlace en posicién 6 o en posicion 3 en el extremo contrario al carboxilo. El
hombre es incapaz de producir una desaturacion en dichas posiciones. Si puede
metabolizarlos mediante elongacion y desaturacion en otras posiciones. Investigaciones
recientes han demostrado que mas del 25% de los adultos y un porcentaje similar en
nifios presentan anormalidades de los AGE debido a que las fuentes dietéticas de estos
acidos grasos esenciales son insuficientes (Martinez, 2001; MERCASA, 2009). Los

alimentos procesados han destruido la mayoria de los AGE.

El &cido linoleico (LA, 18:2n-6) y el &cido oa-linolenico (ALA, 18:3n-3) son
acidos grasos esenciales; esto es, que no pueden ser sintetizados por el ser humano ya
que carece de enzimas capaces de sintetizar estos acidos grasos desde acetilCoA, y

deben ser provistos por la dieta.

coor

Ve VaVaVV
20:4 n-6

SEMIESENCIALES

Figura 5. Estructura de los acidos grasos esenciales n-6 y n-3 y sus derivados

mas importantes.

Compiten por el mismo sistema enzimatico para la desaturacion-elongacion de



su cadena carbonada y son precursores de los acidos grasos de cadena larga (LC-
PUFA), de las series n-6 y n-3 (semiesenciales), dihomo-y-linoleico (DHGLA, 20:3n-
6), acido araquidonico (ARA, 20:4n-6), acido docosatetraenoico (DTA, 22:4n-6), &cido
eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3), &cido docosapentaenoico (DPA,22:5n-3), y acido
docosahexaenoico (DHA, 22:6n-3). (Brett, 2001)

Aceite maiz Aceite canola
Aceite girasol
18:2n6 18:3n3
Elongacion A6desaturacion Elongacion
v N
20:2n6 18:3n6 18:4n3 20:3n3
asdesatm Elongacion Asgsaturacion
v v
20:3n6 20:4n3
ASdesaturacion
Huevos - v \ Aceite
Carne 20:4n6 20:5n3" pescado
Elongacién
v v
22:4n6 22:5n3
Elongacién
v v
24:4n6 24:5n3
Aédesaturacion
v v
22:5n6 24:6n3
Boxidacion
" \4 Aceite
22:5n6 22:6n3 pescado

Figura 6. Interconversion entre los &cidos grasos insaturados de las familias n-6

y n-3.

El metabolismo de los acidos poliinsaturados (PUFA), es una alternancia de
pasos entre desaturacion y elongacion. El dltimo de ellos daria lugar a la sintesis de
22:5n-6/22:6n-3, a través de una elongacion y una A6-desaturacion y una -oxidacion.

Recientemente, se ha sugerido que los recién nacidos tienen un sistema metabolico



inmaduro y que utilizan una via alternativa: elongacion de LA (y ALA), dando lugar a
20:2n-6 (y 20:3n-3) y posterior A8 desaturacion, dando lugar a DHGLA (y 20:4n-3).
(Dunchén, 2001)

Las enzimas encargadas de este metabolismo se encuentran repartidas por todo
el organismo, incluido el cerebro. También se sabe que la introduccion en la dieta, tanto
del precursor 18:2n-6, como de éacidos poliinsaturados disminuyen la actividad de la
enzima A6 desaturasa. Esta regulacion feedback se produce también cuando se

introduce acido oleico.

Los acidos grasos n-3 y n-6, ambos esenciales, no pueden interconvertirse entre
ellos, es mas en muchos procesos tienen un efecto combinado en mdltiples sistemas
(prevencién enfermedades cardiovasculares), y en algunos casos su funcion es
antagonista (enfermedades inmunitarias, inflamatorias, etc), se hace necesario mantener
una dieta equilibrada entre ambos tipos de &cidos grasos para mantener el estado de
salud (Palou, 2008). Diferentes relaciones n-6/n-3 se han mostrado eficaces en el
tratamiento de diversas patologias, no estando bien definida la proporcién idonea, pero
siendo la adecuada entre 4/1 a 2/1, proporciones en las que se ha visto un descenso de la
tasa de mortalidad por enfermedad cardiovascular, disminucion proliferacion celular en
cancer colorectal y reduccion de la inflamacion en artritis reumatoide, entre otras
(Simopoulos, 2006). Proporcion alejada de las dietas actuales de los paises occidentales,

con cantidades relativas muy altas de n-6 (Palou, 2008; Carrillo, 2011).

En un estudio realizado en higado de rata con una dieta deficiente en acidos
grasos n-3, se encontrd una cantidad mayor significativa de 22:6n-3 que la encontrada
con dietas enriquecidas en DHA. Se sugiere que una cantidad significativa de 22:6n-3
de la dieta fue degradada via A-oxidacion, y una porcion de 20:5n-3 fue reciclado para
la sintesis de 22:6n-3 (Kanazawa, 1997).

Otros estudios muestran que solo un pequefio porcentaje de los acidos grasos
precursores de la dieta llegan a convertirse en acidos grasos poliinsaturados (PUFA).
Asi, la suplementacion dietética de PUFA podria ser necesaria en estadios tempranos de
desarrollo (Dunchen, 2001).



El papel que juega el &cido docosahexaenoico es esencial en el desarrollo del
sistema nervioso central. Esto sugirié que podria ser Gtil un enriquecimiento de la leche
materna en dicho &cido. Incluso una suplementacion durante un corto periodo de tiempo

(2-4 meses) puede tener beneficios a largo plazo (12 meses).

Dictas deficientes en acido linoleico o cambios significativos en y-linolénico,
inducen a cambios en la composicion de membranas neuronales y células gliales. Estos
cambios, producen a su vez, alteraciones en la funcion de dichas células en retina y
cerebro. Estos efectos funcionales serian consecuencia de la modificacion del contenido
de PUFA en la membrana celular, lo que incluye modificaciones en su fluidez y en las
actividades asociadas a la membrana y a la funcion de sus proteinas (transporte,
receptor, enzimas), y a la produccion de importantes sefiales moleculares (como las

producidas por acido linoleico oxigenado y derivados de y-linolénico) (Farooqui, 2011).

Debido a las propiedades de estos acidos poliinsaturados, intervienen en distintas
actividades fisiologicas. Asi, hay estudios que muestran su actividad anticonvulsivante
y antiarritmica, en corazén y cerebro (Chung, 2008; Jackson, 2007) Tienen un
importante papel en la inflamacion y regulacion de la inmunidad (Calder, 2001; Gomes,
2010). Intervienen en el crecimiento infantil por su efecto sobre la transcripcion
genética (Lapillonne, 2001). Influyen en la fluidez de la membrana en células
endoteliales (Hashimoto a, 1999), y en la funcién cognitiva (Hashimoto b, 2011). Hay
evidencias de que han podido influir en la evolucion del cerebro del hominido moderno
(Levant, 2006). Protege el desarrollo mitocondrial en la apoptosis de retina (Politi,
2001), actua en la agudeza visual (Jeffrey, 2002). Su deficiencia puede provocar
desdrdenes en el comportamiento infantil, como muerte slbita, dislexia o esquizofrenia
(Colombo, 2001). Interviene en la neurotransmisién cerebral y por lo tanto afecta a la
funcién cerebral (Chalon, 2001)

La fuente es claramente dietética, asi, en un estudio realizado en madres
lactantes de diferentes paises, se les suministraron 1080 mg/dia de EPA, 720 mg/dia de
DHA y 6 mg/dia de vitamina E, de aceite de pescado. El porcentaje de EPA se
incrementd hasta 6 veces en la leche y en los eritrocitos maternos y de los lactantes. El
DHA se incrementd un 25% en ambos tipos de eritrocitos, pero sélo se doblaron en la

leche. Posiblemente, estos dos &cidos grasos n-3, desplazan &cidos saturados de los



fosfolipidos (Fernstrom, 1999). Y Unicamente con la ingesta de dos raciones de pescado
a la semana durante la gestacion, la leche materna present6 niveles significativamente

mayores de Eicosapentanoico (EPA) y Docosahexanoico (DHA) (Moya, 2001).
1.4. ACIDOS GRASOS TRANS.

Con la alimentacion se incorporan tres tipos de &cidos grasos: saturados,
monoinsaturados, con un doble enlace en su molécula, y poliinsaturados, con mas de un
doble enlace. EI nimero, la localizacion y la geometria de los dobles enlaces de estos
acidos grasos tienen un profundo efecto sobre los niveles de lipidos plasméticos. A
estos se debe agregar un cuarto grupo que ha demostrado tener efecto sobre la
colesterolemia y el metabolismo celular: Los isdmeros trans de los acidos grasos
(AGT), con al menos un doble enlace en configuracion trans. Estos ultimos, tienen
efecto similar al de los acidos grasos saturados (Katan, 1995; Carrillo, 2011). Producen
variaciones en la actividad de enzimas relacionadas con el metabolismo de los &cidos

grasos esenciales.

La cantidad especifica de cada AG presente en la grasa determina si ésta es
solida o liquida. Los &cidos grasos saturados (AGS), presentes en la carne de vacuno,
forman alimentos solidos a temperatura ambiente porque sus moléculas son lineales y
las uniones entre moléculas son mas estables y compactas. En efecto, en el doble enlace
de un AGT, los dos atomos de Hidrégeno estan situados en lados opuestos de la cadena

de carbono.

HBC\\ //CH3 HSC\

C C

/ N

H H H
Configuracién Tipo Cis  Configuracién Tipo Trans

Figura 7. Configuracion cis y trans de un doble enlace.

En contraste con la configuracién cis, en la configuracion trans el angulo del

doble enlace es mas pequefio y la cadena carbonada es mas lineal, resultando una



molécula mas rigida, con un punto de fusion maés alto. En la configuracion cis, los
atomos de hidrégeno, estan en el mismo lado de la cadena de carbono, formando un
pliegue y resultando una molécula mas flexible. Asi, el &cido oleico (18:1n-9) funde a
13°C y su isémero trans, el acido elaidico (t18:1n-9) funde a 44°C; el acido estearico
(18:0), que es saturado funde a 72°C. La estructura espacial de los AGT esta entre los
AGS Yy los &cidos grasos insaturados (AGI) con configuracion cis. Los acidos grasos
mono-insaturados (AGMI), abundantes en el aceite de oliva, son liquidos a temperatura
ambiente, pero solidos a temperaturas refrigeradas. Los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI), como los presentes en los aceites de semillas, tienen 2 0 méas curvas en su
estructura y permanecen liquidos incluso cuando son refrigerados, disminuyendo su

punto de fusién con el nimero de dobles enlaces.

Las curvaturas en la estructura molecular de los &cidos grasos mono y poli-
insaturados pueden alterarse a través del proceso de cocinado o la hidrogenacién. La
hidrogenacion es un proceso que transforma un aceite liquido en un aceite solido mas
estable, menos susceptible de descomponerse. En este proceso, usando presion,
temperatura y un metal catalizador (frecuentemente, el niquel), gas hidrégeno es
burbujeado a través de un aceite liquido. Se saturan parte de los dobles enlaces
presentes en los acidos grasos y otra parte cambian su configuracion cis por trans.
También puede ocurrir que el doble enlace cambie su posicion dentro de la misma

molécula.

La accion de los &cidos grasos trans (AGT) es similar a la de los saturados
procedentes de grasas solidas, afectando a la fluidez de las membranas. Asi, en las
membranas celulares con un alto contenido en AGT, los fosfolipidos de membrana
forman paquetes mas rigidos, debido a una interaccion hidrofdbica de unas cadenas con
otras. Contrario a esto, el doble enlace cis posee una curva con un angulo de 30° en la
cadena carbonada, que impide esta interaccién de unas cadenas con otras, lo que

produce un aumento significativo en la fluidez de la membrana (Cevc, 1991).

Los acidos grasos trans pueden provenir de dos fuentes principales en la dieta
humana: la biohidrogenacién en el intestino de los rumiantes y por otra parte, la
hidrogenacion comercial de aceites vegetales y de origen marino para dar margarinas y

grasas, utilizadas en bolleria industrial y comida preelaborada a altas temperaturas, y



que contienen una cantidad variable de acidos grasos trans, del orden del 40-50% del
total de su materia grasa. Estos productos comerciales son las mayores fuentes de AGT
en la dieta. EI promedio de su consumo en USA se ha calculado en 7-8 g diarios
(Hunter, 1991; Castro-Martinez, 2010)

Otros autores consideran que es de 13,3 g/dia (Enig, 1990). En Alemania, el
consumo es de 3,4 g/dia para las mujeres y 4,1 g/dia para los hombres (Steinhart, 1992).
En la poblacion de Escocia, se ha determinado que es de 7 g/dia (Bolton, 1995). Esparia

posee uno de los valores mas bajos, con 2,4 g/dia.

La composicion de AGT en el tejido adiposo viene a reflejar el tipo de grasa en
la dieta. Asi, Chen et al. (Chen, 1995) encontr6 que la distribucién del isomero t18:1 en
el tejido adiposo en Canada era similar a los de los aceites vegetales parcialmente
hidrogenados, y distintos de los de la mantequilla, indicando que esos aceites eran la
fuente dominante de AGT en la dieta. Uno de los estudios méas exhaustivo sobre este
tema es el estudio EURAMIC (Aro, 1995), en el cual se determina el acido t18:1 en
tejido adiposo en hombres y mujeres postmenopausicas de paises europeos, observando
un gradiente que va desde el norte de Europa al Mediterraneo y que confirma que la
dieta espariola contiene menor cantidad de AGT (2,3% en Alemania hasta un 0,43% en
Espafia). También en muestras de leche materna, la distribucion de los distintos
isdbmeros trans, parece reflejar la fuente predominante de AGT en su dieta. La presencia
de una cantidad relativamente grande de acido vaccénico (trans-11 18:1) y la cantidad
relativa de trans-16 18:1, indica que la leche y otros productos lacteos son la mayor
fuente de AGT en la dieta materna, como en ocurre en Francia (Chardigny, 1995),
(Wolff, 1995). Por otro lado, una distribucion mas equitativa de trans-11 18:1 y trans-10
18:1 indica que los AGT en la dieta materna derivan principalmente de grasas
comercialmente hidrogenadas, como ocurre en Canada (Chen, 1995).

Por otra parte, la sensibilidad de los aceites vegetales ante el tratamiento
térmico varia notablemente con la composicion en AG de los mismos. Asi, en el aceite
de girasol (86% insaturados) el calentamiento a 240°C (temperatura de fritura) durante
2h, produce 5% de isébmeros trans, mientras que el aceite de palma (50% insaturados), el
mismo tratamiento produce 0,3% de estos isomeros. Como resultado de la

biohidrogenacion, la carne que proviene de animales rumiantes, contiene del orden de 1



a 8% del total de su grasa, en forma de AGT.

Algunas de las alteraciones de procesos metabdlicos que han podido
demostrarse por parte de AGT son: disminucion de la funcién mitocondrial, inhibicién
de la glucolisis, estimulacion de la lipogénesis en adipocitos, alteracion de los
receptores LDL, estimulo de la agregacion plaquetaria, aumento de la cetogénesis,
inhibicion del metabolismo de los PUFAs (por inhibicion de la 6 y 5 desaturasas), y

aumento en la sintesis de colesterol (Kromhout, 1995).

La ingesta de formas "trans" de los &cidos mono y polietilénicos se relaciona con

diversos efectos bioldgicos (Judd, 1994). A destacar, entre ellos:

- Modificacién en el perfil de los triglicéridos y ésteres de colesterol y
fosfolipidos de la membrana celular, interfieren en la desaturaciéon y elongacion de los
AG, alterando asi sus multiples funciones (Hoy, 1991). Aumento de LDL-Colesterol,
disminucion de HDL-C (Subbaiah, 1998), a través de la enzima colesterol-
acyltransferasa, que esterifica el colesterol libre en plasma transfiriendo el grupo acilo
desde la fosfatidilcolina, y que no puede utilizar como sustrato la fosfatidilcolina que
contiene un AGT. Esto induce a la formacion de ésteres de colesterol saturados, mas
aterogénicos. EI aumento de la proporcion de LDL colesterol con respecto a HDL
colesterol es aproximadamente el doble que en los AGS.

- Alteracion en la sintesis de eicosanoides (Zavenbergen, 1989).

Siendo considerado un factor de riesgo en el desarrollo cerebral del feto y recién
nacidos y también en la aparicion de enfermedades cardiovasculares. Por ello, la
tendencia seria a reducir su ingesta, que se estima en Espafia de 2,4 g/persona/dia

(Boatella, 1993). Esta reduccion de ingesta se ve favorable en nifios (Salo, 2000).

La accion de los AGT se ve acentuada cuando no hay cantidades adecuadas de
magnesio, por lo que se recomienda a las madres que amamantan a que reduzcan los
AGT y incrementen el aporte de magnesio como medida para reducir el contenido de
esta fraccion lipidica del lactante (Kummerow, 1999). Sin embargo, la cuantificacion de
24 formulas lacteas en Canada, sefiala que en todas las férmulas, la proporcion del

isomero trans del alfa-linoleico es superior a la recomendada (Ratnayake, 1997).



1.5. FUNCIONES ESPECIFICAS DE ALGUNOS ACIDOS GRASOS.
1.5.1. ACIDO LINOLEICO CONJUGADO (CLA).

El &cido linoleico conjugado (CLA) es un AGT especial. Se forma en el primer
intestino de los rumiantes, junto con otros isémeros trans, como intermedio en la
hidrogenacion de linoleico (LA) durante la fermentacion anaerobia bacteriana por
Butyvibrio fibrisolvens. La primera fase en esta hidrogenacion es la isomerizacion de
acido linoleico (LA) para dar lugar a cis, trans C18:2 n-9, n-11 (CLA), una forma
conjugada de &cido linoleico. Estos intermedios son entonces hidrogenados para formar
una mezcla de &cido vaccénico y elaidico. Sin embargo, una pequefia fraccién queda
como ALC. Este AG puede formarse también a través de la autoxidacién de acido
linoleico por radicales libres, seguido por la reprotonacion del radical pentadienilo por
proteinas como las del suero (Boatella, 1993). También la flora bacteriana intestinal de
las ratas tienen capacidad de producir CLA (Chin, 1994). Libre, pero no el
esterificado, en cis, trans, C18:2 n-9, n-11 y trans, cis C18:2 n-9, n-11.

El CLA muestra acciones protectoras demostradas para algunos tipos de cancer
en animales y humanos (Ha, 1990; Masrshlall, 1996; Visonneau, 1997). Ademas de
estas propiedades protectoras, este isomero trans ha sido relacionado con el crecimiento
y desarrollo de ratas (Belury, 1997). También se le ha asociado una influencia
beneficiosa en el desarrollo del tratamiento de la aterosclerosis. Otra propiedad
extraordinaria es su accién antioxidante. En algunos modelos experimentales, se
comporta como un alpha-tocoferol y casi tan eficaz como BHT (Ha, 1990). También se
ha visto su poder de movilizacion de los depdsitos de grasa, haciendo disminuir la masa
adiposa. Extrapolando estos estudios a seres humanos, se ha considerado aumentar las
concentraciones de CLA en algunos alimentos, para obtener estos beneficios (Fritsche,
1998).

1.5.2. ACIDO DOCOSAHEXAENOICO (DHA).

El &cido docosahexaenoico (DHA) es el Gnico acido graso n-3 con aplicacion
clinica, y es el producto final de toda la serie. Sus precursores no son eficaces en su

sintesis (Unicamente alrededor del 5%), sin embargo, a partir de él se pueden formar



precursores. Es el acido graso n-3 mas largo, insaturado y con mayor relevancia clinica.

La alteracion de la elasticidad en las membranas neuronales estd en consonancia
con el numero de dobles enlaces que hay en los &cidos grasos poliinsaturados que
componen estas membranas. Estas, contienen una matriz de moléculas lipidicas con una
cabeza hidrdfila (con afinidad por el agua), y unas cadenas de acidos grasos hidrofobas
(Chalon, 2001), siendo el DHA el &cido graso de mayor nimero de insaturaciones

presente en el hombre.

Figura 8. Elasticidad de los fosfolipidos con &cidos grasos poliinsaturados.

Las membranas con alto contenido en DHA son elasticas y responden a una
deformacion externa como si fueran de goma, las cadenas poliinsaturadas dan
estructuras helicoidales, y éstas transicionan rapidamente a un gran nimero de
conformeros en forma de lazo, lo que incrementa la flexibilidad de la membrana
neuronal. A medida que aumenta la saturacion de la cadena carbonada, la estructura se

hace mas rigida y como consecuencia, la membrana pierde su flexibilidad.

La mayor concentracion de DHA en todo el organismo estd en la retina,
especialmente en los fotorreceptores y en sus segmentos externos (80-90% de los acidos
grasos). Esta muy conservado y su reciclaje debe ser rapido para la funcion de conos y

bastones. Existe una relacion directa entre la dieta materna e infantil con el nivel de



DHA en la retina. EI DHA es critico y es un nutriente esencial en el desarrollo neuronal

y de la retina en los Gltimos tres meses de embarazo y el primer afio de vida (OMS).

El DHA y ARA son probablemente uno de los factores determinantes de la
evolucion y adaptacion del hombre y de los mamiferos. EI DHA es el acido graso
critico en el nacimiento del hombre como especie. En los mamiferos existe una relacion
entre: Condicion climatoldgica, cadena trofica, composicion de PUFA en las

membranas, desarrollo SNC y sistema cardiovascular, inteligencia y funcion visual.

Se ha demostrado que el DHA tiene un potente efecto sobre el canal de K+, Na'

y Ca2+, tiene influencia sobre la transmision sindptica en la corteza cerebral. La
hipétesis inicial es que la forma activa de DHA es en forma de fosfolipido. Estos
fosfolipidos ricos en DHA activan una fosfodiesterasa especifica (cGMP-PDE) que
hidroliza a la metarodopsina (rodopsina fotoactivada) cambiando el potencial de
transmembrana e iniciando la respuesta neuronal a la luz, siendo mas eficaz cuanto
mayor es la proporcion de DHA, actuando con una amplificacion en cascada. Se han
realizado tratamientos con DHA en la retinosis pigmentaria, junto con antioxidantes
antes de la degeneracion de los fotorreceptores de los pacientes (79 Congreso de la
Sociedad Espafiola de Oftalmologia (2003).

La distribucion irregular de los fotorreceptores en la retina y en la depresion
foveal al final del desarrollo embrioldgico depende de la concentracion del DHA. Esta
depresion foveal determinard la funcién visual central y agudeza visual. La
concentracion del DHA determina la velocidad de la conduccion nerviosa, umbral y
amplitud de los conos y bastones Y la relacion con el nimero de fotones absorbidos por
la rodopsina. La eliminacion de DHA en la lactancia e infancia produce deterioro de
la funcion de los fotorreceptores y distrofia en modelos animales. EI DHA se
acumula muy rapidamente en el cerebro humano en desarrollo entre las 32 semanas de
gestacion y los primeros meses postnatales (Koletzko, 2008; Martinez, 1992; Martinez,
1974; Martinez, 1978; Martinez, 1998). La mielina empieza a formarse hacia las 35-36
semanas de gestacion (Martinez, 1986; Martinez, 1982; Innis, 2007) y prosigue hasta
mucho mas tarde, pero es la etapa inicial la verdaderamente importante. Durante este

tiempo las restricciones nutricionales o los desequilibrios dietéticos pueden ocasionar



un déficit de mielina y algunas anomalias en los patrones de &cidos grasos
poliinsaturados (PUFA) (Martinez, 1989; Martinez, 1988), produciendo un dafio que
puede ser irrecuperable. La retina se desarrolla ain méas pronto y el DHA comienza a
aumentar en este tejido hacia las 24 semanas de gestacion (Martinez, 1988), de modo
que una restriccion nutricional en este momento puede reducir el nivel de DHA de la

retina peligrosamente (Martinez, 1992).

El papel especifico del DHA en la retina puede resumirse en los siguientes

puntos:

)] Estructura de los fotorreceptores y regeneracion de los discos.

i) Neurotransmision.

iii) Fototransduccion.

iv) Inhibidor de la apoptosis e importante factor de supervivencia (Rotstein,
2003; Garelli, 2006)

V) El DHA reduce la lipoperoxidacion y el dafio producido por la luz.

El DHA es el acido graso mas fluido para su tamafio ya que es el mas
poliinsaturado y el mas sensible a la oxidacién por su cantidad elevada de enlaces
insaturados. La retina es donde se hallan los coiniciadores mas potentes de la oxidacion:
el oxigeno y la luz por lo que necesita el sistema antioxidante mas eficaz, particular y

Unico en el todo el organismo.
1.6. ACIDOS GRASOS Y ENFERMEDAD.
1.6.1. ACIDOS GRASOS TRANS Y ENFERMEDAD CORONARIA.

La hipercolesterolemia es reconocida como uno de los factores de riesgo méas
importantes en el desarrollo de la enfermedad coronaria y la progresion de las lesiones
ateroscleroticas. La dieta, junto a las drogas hipolipemiantes son el eje central para el
tratamiento de esta enfermedad, buscando prevenir la progresion de la placa

aterosclerotica.

La dieta rica en AGT procedentes de aceites vegetales y marinos hidrogenados

parcialmente afecta de forma desfavorable a las lipoproteinas séricas, LDL y HDL de



manera que incrementa el riesgo de enfermedad coronaria (EC) (Goede, 2011), en
comparacion con otros AG (Kromhout, 1995). El consumo de grandes cantidades de
AGT, tiene un nivel de riesgo comparable a la ingesta de AGS. En comidas fritas,
bolleria industrial y productos lacteos, se necesitan los AGS y AGT para obtener la

deseada textura y estabilidad.

La relacion entre la ingesta dietética de ciertos tipos de grasas, particularmente
las trans insaturadas, y el riesgo de enfermedad coronaria, fue constatado en Boston
mediante el seguimiento durante 14 afios de la dieta de 80.082 mujeres de entre 34 y 59
afos, sin antecedentes de enfermedad coronaria o hipercolesterolemia (Hu, 1997). Cada
incremento del 5% de grasas saturadas, frente a hidratos de carbono e igual cantidad de
calorias, se asocio con un aumento del 17% en el riesgo de enfermedad coronaria. El
riesgo relativo, con un incremento del 2% en la energia provista por grasas trans
insaturadas fue de 1.93, el riesgo asociado a un incremento del 5% en grasas
monoinsaturadas fue de 0.81, y el asociado a un incremento del 5% en grasas
poliinsaturadas fue de 0.62. La ingesta lipidica total no se relaciond6 de manera
significativa con el riesgo de enfermedad coronaria. Se estimo que el reemplazo de un
5% de grasas saturadas por insaturadas reduciria el riesgo en un 42%. De manera
similar, el reemplazo del 2% de grasas trans por grasas insaturadas no hidrogenadas

reduciria el riesgo en un 53%.

En estudios postmortem en victimas de EC (Thomas, 1983), se encontraron los
niveles méas altos de t16:1, sugiriendo que esto fue el resultado del consumo de
margarinas de aceites de pescado hidrogenados. Igualmente en plasma de casos de EC
documentada con angiografia (Siguel, 1996), el hallazgo mas importante fue el
incremento de la proporcion del acido graso t16:1. En Australia (Hodgson, 1993), los
isdmeros encontrados mas frecuentemente en enfermos severos fueron los 9t y 17t de
18:1, sugiriendo un consumo de margarinas poliinsaturadas. La prescripcion de una
dieta como parte de la terapia de la enfermedad produjo durante los 10 afios siguientes
un cambio radical en el &cido linoleico encontrado en los fosfolipidos. En el estudio
EURAMIC, (Kohlmeier, 1997), obtuvieron resultados que fueron concluyentes, un
consumo alto de AGT se asocia con un incremento en el riesgo de EC (los dos centros

espafioles incluidos en el estudio fueron eliminados por tasas muy bajas de AGT



lipidicos).

El origen de t16:1 en tejidos humanos puede ser por retroconversion de t18:1
(Emken, 1993). Si se asume que el t16:1 en plasma refleja la toma de este acido por la
dieta, y si el nivel de &cido linoleico es bajo, puede ser por el consumo de grasas lacteas
y de carne de animales rumiantes, ya que hay casos estudiados con EC mortal sin

consumo de aceites de pescado hidrogenados (Siguel, 1993).

En poblaciones donde se acostumbra a utilizar el aceite vegetal crudo para
cocinar, el consumo de margarina es el indicativo del incremento de AGS y AGT. Este
es el caso de los paises mediterraneos, donde se encontraron los niveles mas bajos de
AGT, (Kromhout, 1995). Incluso se observan diferencias entre las poblaciones rural y
urbana (Kroustallaki, 2011).

Todo ello, ha conducido a la industria alimentaria a ensayar nuevas formas de
produccién de las margarinas con eliminacion de los acidos grasos trans (<1%)
(Upritchard, 2005; Unilever, 2008), elaboradas a partir de aceites vegetales como soja,
maiz, oliva y girasol, con bajo contenido en colesterol y sal y adicionadas con acidos

grasos esenciales y vitaminas.
1.6.2. DEFICIT NUTRICIONAL DE ACIDOS POLIINSATURADOS.
1.6.2.1. Efectos en las neuronas.

Dietas deficientes en acido linoleico (18:2n-6), inducen a cambios en la
composicion de acidos poliinsaturados (PUFA) en las membranas de células gliales y
neuronales. Esta modificacion tiene un gran impacto en la funcién de la membrana (y
por tanto en la funcién celular), basado en los cambios en la fluidez, y en el
funcionamiento de proteinas asociadas a la membrana (transportadores, enzimas,

receptores).

Hay algunos estudios enfocados a conocer los efectos de PUFA en estas
actividades asociadas a membrana en células de cerebro y su influencia en la
transmision nerviosa. Se sabe que tiene influencia en la produccién de segundos

mensajeros (prostaglandinas), que intervienen en la respuesta celular a sefiales externas.



Ademas, tiene efectos sobre la actividad de la acetilcolinesterasa y en la recaptacion de

la norepinefrina (NE) por parte de la membrana presinaptica (Fernstrom, 1999).

Cambios en la membrana neuronal y glial de PUFAs por defecto en la dieta,
pueden afectar a una de las dos funciones neuronales, la conduccion, la transmision, o a
ambas. En ambos procesos esta implicada la funcion de la membrana celular y sus

caracteristicas de fluidez.

Se han realizado estudios sobre la influencia de PUFAS proveniente de la dieta
en la membrana de la célula nerviosa periférica y en la conduccién. Asi, en un estudio
en ratas cuya dieta contenia durante 8 meses un 5% de grasa hidrogenada de aceite de
cacahuete (deficiente en acidos grasos n-3 y n-6) o aceite de maiz (deficiente en acidos
grasos n-3), se encontr6 que en las ratas alimentadas con aceite de cacahuete los
fosfolipidos en la mielina del nervio ciético, contenian niveles considerablemente
menores de acidos grasos n-6 que en el caso de las ratas que habian ingerido aceite de

maiz. Ademas, no hubo regeneracion de este nervio.

Con deficiencia de PUFASs en la dieta, las membranas de las células nerviosas
periféricas tenian menor cantidad de DHA. Las ratas alimentadas con un dieta que
contenia un 15% de aceite de girasol (deficiente en acidos grasos n-3), durante tres-
cuatro generaciones mostraron membranas celulares con déficit notable de DHA
comparadas con ratas que habian ingerido la misma proporcion de aceite de soja (alto en

18:3n-3). El efecto reversible se produjo a los dos meses.

La pérdida o disminucion de DHA en el sistema nervioso tiene consecuencias
biol6gicas importantes, aunque éste sea mucho menos alterado que otros drganos. Asi,
en estudios realizados en diferentes animales (Salem, 2001), se hizo necesario una
disminucion del 50-80%, para que se asociara a un cambio en la funcién neuronal. Se
detectaron cambios en la vision, olfatorios y cognitivos y pérdidas de memoria espacial.
Algunos de estos efectos fueron reversibles. Estudios en nifios pretérmino cuando se ha
afiadido DHA o DHA mas ARA a la formula lactea ha tenido algunos beneficios, entre

ellos, un incremento en la agudeza visual.



1.6.2.2. Repercusion en las células cardiacas.

El corazén late con una fuerza de contraccién que es estimulada por nervios
simpaticos. Esta estimulacion se produce a través de receptores B-adrenérgicos para

norepinefrina.

En ratas gravidas alimentadas con una dieta que contenia un 16% (en peso) de
aceite de cacahuete (deficiente en acidos grasos n-6), frente a otro grupo que se
alimentd con un la misma proporcién de aceite de girasol (deficiente en acidos grasos n-
3), Y un tercer grupo con una dieta estdndar de laboratorio, se encontraron efectos
dietéticos importantes. La norepinefrina vertida fue mucho menor en aquellas ratas

alimentadas con aceite de cacahuete, la recaptacion era mayor, los receptoress o, eran

mas sensibles, el nimero de B-receptores era mayor y también la cantidad de AMPc
estimulado por la NE. En conjunto, los resultados hacen pensar que la sensibilidad del
corazén a la NE se hizo mayor. El corazén compensa la reduccién a la exposicion de
neurotransmisores, volviéndose hipersensible. Parece que el efecto primario de las
diferencias en la fuente de grasas de la dieta estd de nuevo en el sistema nervioso y no

en la célula cardiaca.
1.6.2.3. Acidos grasos omega-3 en las enfermedades mentales.

Los cambios en la dieta ocurridos en el ultimo siglo afectan en gran medida al
tipo de grasa consumida, y en poblaciones que han sufrido este cambio en una sola
generacion el indice de enfermedades mentales ha aumentado dréasticamente. También
se conoce la posible explicacion bioquimica: alteraciones en los fosfolipidos de la

membrana celular modificarian la respuesta a neurotransmisores.

El hombre ha sufrido un continuo cambio en su dieta, de ser cazador recolector
durante miles de afios, ha pasado paulatinamente a formar una sociedad sedentaria
industrializada; de alimentarse de peces, vegetales, animales salvajes y frutas (dieta rica
en acidos grasos n-3) (Crawford, 1990; Crawford, 1999) a alimentarse de animales de
granja criados con pienso, cereales y leguminosas cultivados, lacteos y alimentos

procesados (dieta rica en Omega 6 y grasas saturadas). Este cambio ha sido muy



profundo durante el siglo XX, sin tiempo a adaptaciones de la informacion genética y

que, por tanto, hace que el hombre siga necesitando una ingesta alta de n-3.

Si se ingieren alimentos ricos en acidos grasos n-6, se produce un aumento de
derivados del acido araquidonico: eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas,
tromboxanos, leucotrienos, lipoxinas, &cidos grasos hidroxilados) de las series 2 y 4, es
decir, los que participan en reacciones inflamatorias y de hipersensibilidad. Por el
contrario frente a los alimentos ricos en acidos grasos n-3, que conducen a un aumento
de eicosanoides de las series 3 y 5, con poca o nula accion inflamatoria, y con funcion

reguladora de la agregacion plaquetaria.

Se ha podido demostrar esta alteracion en animales de experimentacion. Asi,
Djemli-Shipkolye (Djemli-Shipkolye, 2003) observaron en ratas, que las propiedades
funcionales de Na, K-ATPasa, dependen en gran medida de la composicion de los

acidos grasos de la membrana celular (estudios realizados en nervio ciatico).

También, se ha demostrado en seres humanos, y fueron Nabekura J et al.,
(Nabekura, 1998) quienes en un trabajo publicado en 1998, demostraron que el
microambiente lipidico en la membrana afecta a la actividad de los canales iénicos, y
que la combinacion de tres factores, la concentracion de DHA y ARA, la composicién
de la subunidad del complejo de receptores GABA y la presencia de Zn, parece inducir
un espectro de mecanismos moduladores que afectan a la respuesta a ese

neurotransmisor en el SNC.

Hay estudios que relacionan la accion de antipsicéticos como la clozapina a la
relacion 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC)/fosfatidilserina, lo que
conformaria cambios en la organizacion lateral y las funciones de la biomembrana
(Jutila, 2001). De hecho, en otros trabajos se habla de una sinergia en el tratamiento
entre clozapina y n-3, de forma que debido al incremento en la membrana celular de la
expresion de Apoproteina D, 2g de EPA diarios podrian actuar sinérgicamente (Peet,
2001; Peet, 2002).

Todos estos descubrimientos relacionan dos fendmenos, la inflamacion y la

fluidez de la membrana de las células cerebrales con &cidos grasos en la dieta y con



trastornos psiquiatricos que afectan a neurotransmisores. De hecho, comenz6 a
denominarse teoria de la membrana para referirse a una posible sobreactividad de la
fosfolipasa A, (PLA;) (Hudson, 1996; Yao, 2003). Este aumento de actividad de la
PLA, daria lugar a niveles reducidos de los acidos grasos poliinsaturados de cadena
larga y, por tanto, estaria relacionada con una reducida formacion de eicosanoides
proinflamatorios (Horrobin, 1998), y podria explicar la baja prevalencia de

enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide.

En este caso, la obesidad estd muy relacionada con el estado de inflamacion
cronico, en el cual, las personas que la padecen, incrementan el riesgo de desarrollar

trastornos cardiovasculares (Giordano, 2011).

Las evidencias en las que se basa la teoria de la membrana son:

1) Hay un aumento de los niveles de PLA, en sangre de enfermos con
esquizofrenia (Ross, 1999), e incluso algunos autores explican la hipofrontalidad de la
ESQ en base a ese aumento (Gattaz, 1996).

2) Existen niveles reducidos de ARA y DHA en los fosfolipidos de membrana

de hematies en dichos enfermos (Nabekura, 1998).

3) La resonancia magneética nuclear indica una alta tasa significativa de

alteraciones de los fosfolipidos en el cerebro de pacientes con ESQ (Salem, 2001).

4) Estos pacientes tienen una respuesta disminuida al rubor inducido por la
niacina oral o tdpica, lo que constituye un marcador de la disponibilidad de ARA en las

sefiales celulares e indica que dicha disponibilidad esta reducida (Tavares, 2003).

5) Los enfermos de ESQ presentan una reduccion en la respuesta a los estimulos
visuales y, en este sentido hay que tener en cuenta que la retina es rica en DHA, y el

electrorretinograma maximal depende de la disponibilidad de DHA (Obayashi, 2003).

6) Se ha observado que la clozapina aumenta el ARA y DHA en hematies de

esquizofrénicos (Ranjekar, 2003).

7) La alteracion de los fosfolipidos de membrana justificarian el concepto de



enfermedad sistémica de la ESQ, explicando las asociaciones a una baja incidencia de
enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoidea. (Horrobin, 1998). La relacién
entre ESQ y artritis reumatoidea es, cuando menos, curiosa, ya que los pacientes con
esta artritis mejoran con una dieta exenta de triptéfano y nicotinamida, y en la ESQ hay
una prevalencia muy baja de esta enfermedad, y curiosamente algunos pacientes con

ESQ mejoran con triptéfano y niacina.

Parece posible tratar esta patologia con una dieta mas alta en acidos grasos n-3,
para ello, se deberia saber si se producen cambios en los fosfolipidos de las membranas
celulares o en los derivados del acido araquidénico cuando se cambia la dieta. Bien,
pues en ratones a los que se ha proporcionado una dieta con acidos n-3, se han
demostrado reducciones de leucotrienos de la serie 4 de hasta un 76% (Broughton KS et
al 1991). Y en humanos, gracias a los progresos en resonancia magnética nuclear, se
sabe que pequefios cambios en el grado de instauracion de los fosfolipidos establecen
diferencias en el transporte y paso de transmisores a través de las membranas (Salem,
2001), hay que recordar que los poliinsaturados de la dieta estan implicados en la
regulacién de la expresion génica del esterol regulador que liga la proteina-1 (SREBP-1,
sterol regulatory element-binding protein-1) que juega un papel crucial en la regulacion
de la sintesis de lipidos, su oxidacion y termogeénesis (Price, 2000).

Por otra parte, en las investigaciones en las que se tratan enfermos de ESQ con
acidos grasos n-3, se ha demostrado paralelamente que mejoran las enfermedades que
cursan con trombosis o arritmias (posiblemente por la modulacion que inducen estos
acidos grasos en los canales de iones sodio, potasio y calcio (Kang, 1996), tienen un
efecto anticonvulsivante (Yehuda, 1994), asimismo mejoran la depresion resistente al
tratamiento (Maes, 1999) vy el trastorno bipolar, aunque se han dado casos de
hipomania inducida por la ingesta de n-3 (Stoll, 2001). En ESQ, se ha dado EPA en
dosis de 2 g/d con buenos resultados (Peet, 2001), otros investigadores encuentran
modificados tanto EPA como DHA y proponen una dosis de EPA/DHA (180/120 mg)
dos veces al dia, asociado a vitamina E y C (400 Ul y 500 mg respectivamente)
(Arvindakshan, 2003). El papel de DHA podria explicarse, también, debido al
incremento de fosfatidilserina, la cual juega un importante papel en la regulacion de las

sefiales celulares y en la proliferacion celular.



Con respecto a la cantidad de &cidos grasos n-3 para obtener mejoria clinica en
enfermos de ESQ, se ha de tener en cuenta que los requerimientos diarios de n-3 son de
350-400 mg/d (0,4% de las kcal totales) (FAO, 1997). Aunque hay una cierta mejoria en
los enfermos cuando se les da una dieta rica en pescado graso, las cantidades de EPA y
DHA terapéuticas solo se pueden conseguir mediante la suplementacion, en razon de 2
g/dia de acido docosahexanoico (DHA) (Horrobin D, 2003). Hay que recordar que en el
hombre esta limitado el paso de A6-desaturasa), de modo que tomar &cido alfalinolénico

(ALA) conlleva solo un pequefio incremento de EPA y ninguno de DHA.

Parece ser que no existe ninguna contraindicacion para suministrar EPA a este
tipo de enfermos. Solamente hay que tener precaucion en enfermos que estén tomando
anticoagulantes, aunque hay trabajos en los que se observa un ligero efecto

inmunosupresor gque esta por comprobar (Wu, 1999; Thies, 2000).

1.6.3. ENFERMEDADES METABOLICAS EN LAS QUE ESTAN
IMPLICADOS ACIDOS GRASOS.

Se pueden clasificar en dos grupos:

1.6.3.1. Trastornos del ciclo de la carnitina y de la beta-oxidacién de los

acidos grasos.

Las deficiencias de la R-oxidacion mitocondrial son un grupo de enfermedades
genéticas, de caracter autosdmico recesivo. Se han descrito 15 trastornos distintos en esta
via metabdlica. Globalmente se estima una frecuencia combinada de 1:5000 en poblacion
general.

Este grupo de trastornos se caracteriza por un defecto hereditario en alguna enzima
necesaria para convertir las grasas en energia. En momentos de ayuno la glucosa
disminuye, entonces se utilizan las grasas para obtener combustibles alternativos (cuerpos
cetonicos). Dado que los nifios con estos trastornos tienen blogueada esta via, sus células
padecen crisis energéticas cuando estan bajos de glucosa. Ello es méas facil que ocurra
cuando estan enfermos o se saltan alguna comida. Sin tratamiento el cerebro y otros
organos pueden resultar afectados, progresando a veces a un estado de coma y muerte

stbita. La principal caracteristica clinica es la hipoglucemia hipocetdsica asociada con el



ayuno, sin embargo el espectro de sintomas clinicos es muy amplio y abarca desde
pacientes asintométicos o con una leve hipotonia hasta pacientes con debilidad muscular y
cardiomiopatia. Los sintomas pueden aparecer pronto después del nacimiento, en forma
de fracaso hepatico, cardiaco o pulmonar; en otros casos pueden aparecer, mas tarde en
la infancia, a menudo desencadenados por una infeccion. El diagnostico y tratamiento
precoz previene de manera efectiva estos dafios. Si bien algunos nifios a veces todavia
desarrollan algin sintoma. El tratamiento incluye una dieta rica en hidratos de carbono y
baja en grasas, suplementos nutricionales y evitar los ayunos. Las mujeres embarazadas
con fetos con deficiencia de LCHAD tienen riesgo elevado de desarrollar fallo hepéatico
agudo y otras complicaciones en el embarazo. En general el prondstico es bueno,
condicionado a que se establezca un diagndstico temprano y un manejo terapéutico
correcto. Los sintomas incluyen episodios de hipoglucemia y muerte subita inesperada
en la infancia. La mayor parte de los nifios pueden presentar fallo cardiaco progresivo.
El diagnostico precoz y el tratamiento con carnitina permiten en algunos casos un

desarrollo normal.
Entre los déficits estan:

) Deficiencia de Carnitina palmitoiltransferasa | (CPTI);

i) Deficiencia de Carnitina palmitoiltransferasa Il (CPTII);

iii) Deficiencia de Carnitina acilcarnitina translocasa (CACTD);

iv) Deficiencia sistémica de transportador de Carnitina (CTD);

V) Deficiencia de Acil CoA deshidrogenasa de cadena media (MCADD), es
la méas frecuente y se presenta en nifios que estan aparentemente bien,
que pueden desarrollar bruscamente convulsiones, fallo hepéatico, coma
y muerte subita. Es vital identificar la enfermedad para prevenir las crisis
y evitar las consecuencias. El tratamiento consiste en evitar los ayunos y
dar suplementos nutricionales;

vi) Deficiencia de 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa de cadena larga
(LCHADD);

vii)  Deficiencia de proteina trifuncional mitocondrial (mTFPD);

viii)  Deficiencia de acil CoA Deshidrogenasa de cadena muy larga (VLCAD).
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Figura 9. Localizacion de los diferentes puntos en los que se puede producir el

bloqueo en la degradacion de acidos grasos mediante la B-oxidacion mitocondrial.



Tabla 5. Alteraciones de los acidos grasos en cada uno de los tipos de

enfermedades asociadas a la 3-oxidacion mitocondrial.

Déficit CL (p) | AC/CL (p) AC (p) AGL y30HAG (p) | AO (0)
6:0-10:0
MCAD = T 6:0, 8:0, 8:1, 10:1 30H-AGM 5-OH-C6
7-OH-C8
OH-C16:0, 6:0-14:0
LCHAD = 0 OH-C18:1, 3-OH-AGL OH-C6
OH-C18:2 a-Cl4
14:0, 14:1, 16:0, 16:1,
3-OH AGM,
VLCAD (g T 16:2, 18:0, 18:1y 6:0a14:0
14:1,14:2 y 16:2
18:2
16:0, 18:0, 18:1, 3-OH AGM,
CPT-11 i T N
18:2 16:0 a 18:0

1.6.3.2. Trastornos ligados al peroxisoma.

Hay que anotar algunos hechos importantes sobre este organulo: Algunos
productos quimicos (drogas, agentes contaminantes industriales) inducen a la
proliferacion de peroxisomas y el estradiol parece tener un efecto depresivo en
peroxisomas (al menos en hepatocitos de animales marinos). Los peroxisomas se
replican a si mismos. En mamiferos son particularmente grandes y abundantes en
hepatocitos y células de porciones tubulares de las neuronas. Los peroxisomas tienen un
papel esencial en el metabolismo lipidico, en especial en el catabolismo de los acidos
grasos de cadena larga y cadena muy larga, para su completa oxidacion en las

mitocondrias.




Tabla 6. Funciones bioquimicas del peroxisoma.

FUNCIONES ANABOLICAS

FUNCIONES CATABOLICAS

Biosintesis plasmalogenos
Biosintesis colesterol
Biosintesis &cidos biliares
Gluconeogeénesis
Transaminacion glioxilato

Biosintesis prostaglandinas

Respiracion celular basada en el H,0,
Catabolismo poliaminas
Catabolismo purinas

Oxidacion etanol

Catabolismo pipecélico

B oxidacion:

AG de cadena muy larga

A dicarboxilicos de cadena larga
Acido pristanico

Xenobibticos

Hay enfermedades congénitas humanas que se asocian a la ausencia de

peroxisomas, a la disfuncion de parte de sus enzimas; o al déficit de una de ellas en

particular.

Tabla 7. Grupos de enfermedades del peroxisoma.

GRUPO ENFERMEDADES SEGUN DEFECTO

PEROXISOMAS EN

L DEFECTO ENZIMATICO
HIGADO

Grupo I: Biogénesis peroxisomal:

- Sdme. Zellweger
-Adrenoleucodistrofia neonatal
-Enfermedad de Refsun
-Condrodisplasia punctata rizomélica
-Sdme. Zellweger-Like

) Generalizado
(+/-)
(+-) -

(+) anormales

(+) normales

Plasmal6genos, fitanico H, tiolasa
“, Hde AGCML, Ac. biliares

Grupo II: Def. simple implicando p oxidacion
-Adrenoleucodistrofia ligada a X
-Pseudoneonatal ALD
-Pseudo Zellweger

-Deficiencia del enzima bifuncional

(+) normal
(+) anormal
(+) anormal

(+) normal

Proteina ALD
Acyl-CoA-oxidasa
Tiolasa

Proteina bifuncional

Grupo III: Def. sin implicacién B oxidacion
-Enfermedad de Refsun
-Condrodisplasia pseudorizomélica
-Acidemia di(tri)OHcolesteatbica

-Aciduria mevalénica

Ac. Fitanico oxidasa
Sintesis de plasmalégenos
Sintesis de acidos biliares

Sintesis de colesterol




En el primer caso, un déficit en la biogénesis de peroxisomas puede dar lugar a
un namero reducido o ausente de los mismos con consecuencia de enfermedad. Se han
identificado tres proteinas implicadas en la formacion de la membrana peroxisomal
(PEX3, PEX16, y PEX19) y una cuarta en la proliferacion de peroxisomas (PEX11).
Ademas se necesita el concurso de todas las demas proteinas de la matriz peroxisomal
que son codificadas por genes nucleares y sintetizadas en los ribosomas libres en el
citoplasma, con una post-translacion hacia el citoplasma. Se han identificado dos
sefiales de proteina peroxisomal de la matriz. La sefial PTS1, que consiste en un
tripéptido conservado en el extremo C-terminal Ser-Lys-Leu-COOH, y una segunda
sefial PTS2 con secuencia (Arg/Lys)-(Leu/Val/lle)-X(5)-(His/Glu)-(Leu/Ala), que debe
estar presente en el extremo N-terminal. La importacion de las proteinas peroxisomales
a la matriz incluye cinco pasos distintos: acoplamiento proteina a su receptor-
transportador, transporte al peroxisoma, union al complejo receptor de la membrana,

disociacion y traslocacion y reciclaje del receptor-transportador

En el caso de déficit de la biogénesis se producen el primer tipo de
enfermedades descrito en la tabla, con repercusion metabdlica sobre todas las funciones
del peroxisoma, entre otras la degradacion de &cidos grasos de cadena larga, los cuales
van a producir una acumulacién en el sistema nervioso, en las glandulas suprarrenales y
en los testiculos, en donde el material acumulado interrumpe la actividad normal. Las
caracteristicas clinicas de este grupo de enfermedades peroxisomales es la suma de las
caracteristicas de los defectos individuales, presentandose en progresion segun la
severidad del defecto en la biogénesis.

En el grupo 2, existen peroxisomas, pero hay un déficit de una enzima especifica
ligada directamente a la degradacion de los &cidos grasos de cadena larga, siendo la

acumulacién de estos acidos el desencadenante de las caracteristicas clinicas.

El peroxisoma esta especializado en la -oxidacion, entre otros compuestos, de
los AGCML (de mas de 22 a&tomos de carbono) y de los acidos biliares precursores. Los
AGCML, una vez han sido activados a acil-CoA, son acortados en dos carbonos a
través de las cuatro reacciones indicadas; la 2% y 3? son catalizadas por una misma
enzima bifuncional. El producto final puede experimentar sucesivos ciclos de oxidacién

(hasta 12 carbonos de longitud) o bien ser eliminado con el concurso de carnitina para


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/002334.htm

su posterior B-oxidacion en la mitocondria si ha sido suficientemente acortado. Los
acidos biliares precursores (ABP) requieren también su previa activacion a ABP-CoA,
mediante una sintetasa especifica microsomal, y a continuacion una oxidasa asimismo
especifica realiza la reaccion (1); las demas reacciones (2, 3y 4) se llevan a cabo por las
mismas enzimas. Por lo tanto, en los defectos genéticamente determinados de proteina
bifuncional y de tiolasa (pseudo-Zellweger) se encuentran aumentados en plasma los
AGCML vy los ABP y en cambio en el déficit de AGCML-CoA oxidasa (pseudo-
adrenoleucodistrofia neonatal) y en la X-ALD (defecto en la activacién de los AGCML
a AGCML-CoA), unicamente estdn aumentados los AGCML. En los defectos de la
biogénesis del peroxisoma hay un acumulo masivo de todos los sustratos de la
B—oxidacion, AGCML, ABP y &cidos pristanico y fitanico (Figura 10).
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Figura 10. Etapas de la f-oxidacion peroxisomal.



La més frecuente de estas enfermedades es la adrenoleucodistrofia ligada al
cromosoma X. En mujeres portadoras, el cromosoma X afecto que lleva el gen X-ALD
defectuoso no se manifiesta debido a la presencia de una copia normal del gen en el
otro X. Los hombres con un cromosoma X afecto, carecen de mecanismo

compensatorio de proteccion y manifiestan los sintomas de la enfermedad.

El principal defecto bioquimico es la alteracion de la capacidad para degradar
los AGCML saturados, lo cual produce un acumulo de AGCML saturados y no
ramificados, de 24 carbonos de longitud hasta 28 o0 mas; 26:0 y 25:0 son los mas
abundantes. Los mayores aumentos de 26:0 se dan en la fraccion de ésteres del
colesterol de glandulas adrenales y sustancia blanca cerebral en zonas de
desmielinizacion activa. Incrementos mucho menores, pero significativos, estan
presentes virtualmente en todos los tejidos y fluidos corporales, incluyendo plasma,
leucocitos y fibroblastos de piel cultivados, lo cual permite el diagnostico en vida de los

pacientes.

Es fundamental el tratamiento dietético, con restriccion de las grasas saturadas.
En ese sentido y durante varios afos, se ha utilizado el tratamiento con suplementos de
aceites enriquecidos con determinados acidos grasos; el méas utilizado es el llamado
aceite de Lorenzo (Rizzo (124) compuesto por una mezcla de trioleato de glicerol y
trierucato de glicerol, en una proporcion de 5:1. Este aceite parece actuar reduciendo la
rapidez de la sintesis enddgena de los acidos grasos saturados de cadena muy larga,
aungue su uso ha demostrado que no modifica la rapidez de la progresion neuroldgica
en las formas infantiles o del adulto, pero si resulta de utilidad en las formas

asintomaticas o presintomaticas, es decir antes de la aparicion de signos neurologicos.

El tratamiento con DHA introducido por Martinez (Martinez, 1974) es mas
eficaz al ser la carencia de DHA la principal anormalidad en los acidos grasos del

cerebro en las enfermedades peroxisomales (Martinez, 2001; Martinez, 2010)



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO.

Se han propuesto los siguientes objetivos:

1. Describir valores normales de los acidos grasos en general y LCPUFA n-3y

n-6 especialmente, en suero y fosfolipidos de membranas, a partir de un grupo control.

2. Evaluar la posible relacion é&cido graso a 4&cido graso entre sus
concentraciones en suero y sus correspondientes valores en los fosfolipidos de

membranas celulares.

3. Estudiar la posible correlacion entre los valores de los acidos grasos en suero

y sus correspondientes valores en fosfolipidos de membranas celulares.

4. Describir los valores de los acidos grasos, y en especial los LCPUFA, en
suero y fosfolipidos de membrana celular en pacientes pediatricos con afectacion

neurologica.



5. Comparar los valores de normalidad con los pacientes con afectacion

neuroldgica remitidos para descartar patologia de acidos grasos.

Como hipotesis de trabajo se ha establecido que "las concentraciones de cada
acido graso en suero y en los fosfolipidos de las membranas tienen una correlacién

directa”.



3. MATERIAL Y METODOS.

Se realizaron estudios de perfil lipidico en suero y fosfolipidos de membranas de
células sanguineas de una poblacién infantil, en el Laboratorio de Pediatria del
Departamento de Farmacologia, Pediatria y Quimica Organica de la Universidad
Miguel Hernandez de Elche y el Servicio de Pediatria del Hospital Universitario de San

Juan.

3.1. MUESTRAS.

Se han analizado las dos muestras, suero y fosfolipidos de membranas de 408
pacientes recogidos en el laboratorio de Pediatria de la Universidad Miguel Hernandez,
remitidos al mismo para descartar patologia asociada al metabolismo de acidos grasos
por presentar rasgos de enfermedad neurologica. Se ha utilizado como grupo control un

grupo sin ningun tipo de trastorno neurolégico ni nutricional conocido. En todos los



casos se han recogido Unicamente los datos de los &cidos grasos analizados,

anonimizando y eliminando todos los demas datos que pudieran constar. Las muestras

analizadas estan expresadas en la tabla 8:

Tabla 8. Distribucion de las muestras analizadas.

] MUESTRAS PAREJAS
NUMERO MUESTRAS ;
GRUPO FOSFOLIPIDOS AMBAS
PACIENTES SUERO
MEMBRANAS MUESTRAS

Control sin patologia

- - 34 31 33 30
neuroldgica ni nutricional
Remitidos por trastorno

) 374 346 351 320
neurolégico
TOTAL 408 377 384 350

Se practic6 una extraccion de sangre venosa para analitica convencional, y de la

misma se separ0 una pequefia alicuota de unos 2 ml de sangre que fue recogida en un

microtainer de polipropileno con silicona, y separado el suero a 2.500rpm durante

15min. Tanto el suero como el botén celular fueron remitidos al laboratorio de

investigacion para ser procesadas inmediatamente, o almacenadas en el congelador a

-5°C hasta el momento de su analisis, evitando la exposicién a la luz y a altas

temperaturas, que podrian alterar la composicion lipidica de las muestras debido a

reacciones de oxidacion de los acidos grasos. Las muestras son descongeladas

inmediatamente antes del andlisis.

Los reactivos, asi como el instrumental utilizado se describen en cada uno de los

apartados siguientes, junto con el método a seguir.




3.2. MATERIAL Y METODOS.

3.2.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE LA GRASA TOTAL DE
SUERO SANGUINEO.

Se toman de cada muestra de suero alrededor de 1g en tubos de vidrio,
previamente tarados, en una balanza analitica de precision Sartorius MC-1 de
sensibilidad 0,01mg. Se anoto el peso exacto de muestra (P1). Se afiade 1ml de agua
bidestilada y 3,75ml de una mezcla de metanol:triclorometano en proporcion 2:1, que se
utiliza como disolvente para iniciar asi la extraccién lipidica. Se agita mecanicamente.
Se lleva la mezcla a una temperatura de 37°C, en estufa y se mantiene en ella durante
media hora. Pasado este tiempo, se dejan enfriar los tubos hasta alcanzar la temperatura
ambiente (Folch, 1957).

Se adicionan 1,25ml de agua bidestilada junto con 1,25ml de triclorometano. Se
agita mecanicamente. Se enfrian los tubos en un bafio de hielo durante 15min. Se
centrifuga a 4.000 rpm y 5°C de temperatura durante 40min. Se separan tres fases. La
fase superior es la que contiene el extracto lipidico. Esta fase se transfiere a un tubo de
vidrio (previamente pesado, P;), mediante jeringas de vidrio provistas de agujas de
puncién lumbar. Se realiza una nueva extraccion afiadiendo 1,25ml de triclorometano y

se recoge la fase cloroférmica, afladiéndola al extracto anterior.

Se lleva a sequedad la fase organica, en atmdésfera de nitrogeno en bafio de agua
a 50°C. Una vez seco, se pesa nuevamente el tubo de vidrio (P2). La diferencia
gravimétrica permite calcular el peso de la grasa total que contenia la muestra de partida

(P2-Py) y el porcentaje de grasa de la muestra.

% Grasa = 100 x (P,-Py)/ Py

Inmediatamente pesada, y para prevenir la oxidacion de los acidos grasos de

cadena larga, se adicionan unos miligramos de pirogalol.



3.2.2. EXTRACCION DE LA GRASA TOTAL DE LAS CELULAS
SANGUINEAS.

En los botones celulares sanguineos separados del suero se procede a la
determinacion de lipidos. Para ello se toman alrededor de 0,59 pesados en tubos de
vidrio, previamente tarados, en una balanza analitica de precision Sartorius MC-1 de
sensibilidad 0,01mg. Se anota el peso exacto (P1). Se afiade 1ml de agua bidestilada a la
muestra, se deja reposar durante 5 min para favorecer la rotura de las membranas
celulares. Transcurrido este tiempo, la muestra se somete a ondas de ultrasonidos en un
sonicador Branson Ultrasonics Converter. Mediante la sonicacion se produce la total
ruptura de membranas, disgregandose y rompiéndose restos de codgulos sanguineos
procedentes de la muestra. La sonicacion se realiza en 3 intervalos de 15 seg cada uno y
descanso en hielo entre cada intervalo para evitar el excesivo calentamiento de la

muestra.

Se afnaden a la muestra 5ml de isopropanol a —80°C, con pipeta de 1000ul, gota a
gota y agitando continuamente, para evitar la coagulacion de la muestra. Se deja
reposar la a temperatura ambiente durante 15min. Se afiaden 3ml de cloroformo. Se
agita la muestra y se centrifuga a 3.600r.p.m durante 40 min a una temperatura entre 0-
10°C. El tubo centrifugado presenta 3 fases. La fase inferior contiene restos precipitados
de hematies. La fase superior es la organica, si estd algo turbia, es que posee algunos
restos acuosos que conviene desechar, para ello se efectla una nueva extraccion con
3ml de cloroformo. Una vez limpia esta fase organica se pasa a un tubo de vidrio
previamente tarado y cuyo peso se anota (P;). La muestra en el interior del tubo se lleva

a sequedad total mediante flujo de nitrogeno.

Una vez pesado el tubo con el contenido lipidico de la muestra resultante (P2), se

calcula el porcentaje total de grasa de la muestra original:

% Grasa = 100 x (P2- Py)/Py




Se afladen 150ul de una mezcla de cloroformo/metanol (19:1). Se agita el tubo
para facilitar la disolucion. Asi, una vez pesada, queda la grasa disuelta de nuevo para

su posterior procesamiento.

3.2.2.1. Separacion de los fosfolipidos por Cromatografia en Capa Fina.

Se utiliza como fase estacionaria una capa fina de gel de silica sobre placa de
vidrio. Se aplican 50ul de las muestras afiadiendo pequefias gotas de solucién en un
pequefio circulo cerca del extremo inferior de la placa. Cada aplicacion se deja secar
antes de colocar mas muestra, cuidando de que la mancha no se haga demasiado grande.
Para facilitar la aplicacidn, se fabricaron unas plantillas de acetato, en las que se hacen
unas marcas 0 recuadros sobre las que se dejaban caer las gotas. Los puntos de
aplicacion deben distar 1cm entre si, asi como de los bordes inferior y laterales.
Desarrollo de la cromatografia. En una cubeta de cromatografia se afiade la fase movil,
una mezcla de hexano-éter-acido acético (70:30:1; v:v:v), de manera que el liquido debe
cubrir alrededor de 1cm del borde inferior de la placa, y un poco por debajo de la linea
de aplicacion de las muestras. Se coloca la cromatoplaca con las muestras en el interior
de la cubeta, y se procede al desarrollo cromatografico hasta que el frente de la fase
movil llegue al final de la placa. Se saca la placa con cuidado de la cubeta y
rapidamente se sefiala en el margen la altura a la que ha llegado el disolvente. Se deja la
placa a temperatura ambiente hasta que se evapora todo el disolvente absorbido. Se
vuelve a repetir el desarrollo cromatografico hasta la marca del borde superior de la
placa, con el fin de concentrar las manchas eluidas. Se saca la placa y se deja secar hasta

que se evapora el disolvente.

Revelado de la placa. La identificacion de los diferentes tipos de lipidos se
efectla en funcién del desplazamiento que consigue cada uno de ellos en el sistema.
Una vez seca, la placa se revela con acido molibdatofosférico en etanol al 5%. El orden
de elucion obtenido es: ésteres de colesterol, triglicéridos, colesterol libre, y por altimo,
practicamente en el lugar en el que se coloca la muestra, los fosfolipidos, que se

recuperan raspando la silica, con mucho cuidado, con un bisturi y marcando



previamente el rectangulo de la plantilla de acetato utilizada para la aplicacion de las

muestras. El polvo raspado se lleva a un tubo de vidrio.

A este tubo se le afiaden 25ul de una disolucion cloroférmica (10mg/ml) de
acido heptadecanoico (estdndar Cj7). Se afiade también 1ml de una solucion de
metanol/hexano (4:1) y unos miligramos de pirogalol. Este tubo contiene la muestra

preparada ya para la obtencion de ésteres metilicos.

3.2.3. OBTENCION DE LOS ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS
GRASOS.

Para poder separar y cuantificar los &cidos grasos mediante cromatografia de

gases, antes es necesaria su metilacion:

R - COOH —_MeOH/HC

» R-CO-CHs;

Para ello, se disuelve el extracto lipidico obtenido segun el apartado anterior, en
1ml de una mezcla metanol:hexano (4:1). Se afiade 1ml de cloruro de acetilo, con
micropipeta de 200ul, y gota a gota. Se agita bien para eliminar los gases desprendidos,
todo ello en corriente de nitrogeno para evitar oxidaciones. Se tapan fuertemente los
tubos y se llevan a un bafio de agua hirviendo durante una hora. Después para parar la
reaccion se enfrian los tubos hasta alcanzar la temperatura ambiente en un bafio de hielo
Verkade HJ, (Verkade, 1989).

Se realiza entonces la extraccion de los ésteres metilicos, afiadiendo 3ml de
K.CO3 al 6% y 1ml de n-Hexano. Se agita fuertemente en el agitador mecéanico hasta
que se desprende todo el gas. Se centrifuga durante 10min a 3.600 rpm.

Se extrae el sobrenadante que contiene los ésteres metilicos de los acidos grasos.
Si la capa no estd lo suficientemente limpia o transparente, se puede realizar un
posterior lavado con una solucion acuosa de HNaCOs al 5%, agitar y centrifugar en las
mismas condiciones anteriores, extraer la fase de n-Hexano, que contiene los metil

ésteres de los acidos grasos, unir al extracto anterior y llevar todo a sequedad mediante



flujo de nitrogeno. El extracto se redisuelve en n-Hexano hasta una concentracion fija
(Img/100ul), de los que se llevan 100ul a viales conicos de 200ul de capacidad con

tapon roscado para su anélisis cromatogréfico.

3.2.4. SEPARACION Y CUANTIFICACION MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE GASES.

3.2.4.1. Preparacion de patrones.

En la preparacion de los estdndares para la utilizacion del analisis
cromatografico, se emplean viales de vidrio color ambar, con el fin de evitar la luz
directa, y una vez preparados, se llevan a —80°C, para evitar posibles oxidaciones de
acidos grasos poliinsaturados, asi como pérdidas de n-hexano por evaporacion. Para
ello, se utilizan 100ul de una mezcla estdndar de ésteres metilicos de todos los &cidos
grasos a analizar, con proporciones conocidas de cada uno de ellos (Nu-Chek-Prep, INC
GLC 85), afadiendo 40ul con los ésteres metilicos de los estandares individuales de
aquellos acidos grasos no presentes en el estandar general (Sigma Chemical Co.).

Finalmente, se diluye la mezcla con 60ul de n-Hexano.

Con esta muestra de estandares general y los correspondientes metil ésteres de
los &cidos grasos individuales, se calculan los tiempos de retencion, los espectros de
masas de cada uno de ellos, con el fin de elegir las masas mas adecuadas en cada
entorno del cromatograma y los factores de areas/concentracién y reproductibilidad del

método.

Para la posterior identificacion de los acidos grasos de las muestras a analizar, se
preparan viales iguales a los utilizados en los estandares, y se introducen 120ul de
muestra extraida de sueros y 150ul si proviene de los fosfolipidos extraidos de las
membranas celulares. Se afiaden 10ul de estandar C17 'y el resto hasta completar los
200ul de n-hexano, (70ul para muestras de suero y 40ul para muestras de fosfolipidos

de membranas).



3.2.4.2. Desarrollo cromatogréfico y cuantificacion de los &cidos grasos.

La separacion de los metil-ésteres de los acidos grasos, tanto de estandares como
de todas las muestras se ha realizado en un cromatografo de gases Shimadzu modelo
GC-17, provisto de un autoinyector Shimadzu AOC-20i y detector de espectrometria de
masas Shimadzu modelo QP-5000 (Figura 11), utilizando la columna w-wax de silica

de 30 m de longitud y un diametro interior de 0,25 mm.

Figura 11. Fotografia del sistema Shimadzu cromatografico utilizado.

El software del sistema hace posible el control del GC, Espectrometro de Masa y
Autoinyector de las muestras, mediante ordenador en el entorno Windows, controlando
el desarrollo de método, tiempo real y procesado de los datos después del analisis. Los
parametros utilizados en el sistema cromatogréafico, tanto para la separacion como para
la cuantificacion estan copiados directamente de la programacion del sistema utilizado y

son los siguientes:

Method FILE = MJHN.MET

** Header **

Developer: Pablo

Date Time :05/11/03 12:25:43

Identificacion y Calculo de Acidos Grasos en Muestras Bioldgicas
** GC Parameters **

[Injector ]

Temp. (°C): 250.00



Oven
Initial Temp.(°C): 160.00
Initial Time(min): 1.00
Temp. Program: RATE(°C/min) TEMP(°C) TIME(min)

0.50 180.00 3.00
1.00 228.00 10.00

Equil. Time(min): 3.00

[ Flow Controller ] Split: 84.40
Carr.Gas Press (kPa): 1.00
Carr.Gas Press Time(min): 1.00

Press. Program: RATE ( kPa/min) PRESS(kPa) TIME(min)

0.20 93.00 4.0
0.40 110. 50 10.3

Total Flow(ml/min): 30.30

Split Ratio: 30.00

[ Column]

Length(m): 30.00

Diameter(mm): 0.25

[ Interface ]

Temp.C°C): 230.00

** GC Event Program ** No data exists !
** DI Parameters ** No data exists

** Scan Parameters **

[Acquisition ]
Detector Volts(kV): 1.80
Solvent Cut Time(min): 1.90
Acquisition Time(min): 2.10-82.00
Mass Range: 50.00-420. 00
Interval(sec): 1.00
Threshold: 1000
Real Time Monitor
Monitor(TIC and): Spectrum
TIC Time Scale(min): 10.00
TIC Intensity Scale: 12000000
MC Intensity Scale: 1000000
Monitoring M/Z*Factor No data exists !
** SIM Parameters **

[ Acquisition ]
Detector Volts(kV): 1.50



lon Set Max.: 5

Solvent Cut Time(min): 1.80
Sampling Rate(sec): 0.20
Micro Scan Ljidth: 0.00

-- lon Set # 1--
Acquisition
Time(min): 1.85
-23.50

M/z
CH 1 5500
CH 2 69.00
CH 3 74.00
CH 4 87.00
CH 5 143.00
CH 6 186.00
CH 7 214.00
CH 8 228.00
CH 9 242.00
CH10 270.00
CH11 284.00
Real Time
Monitor
TIC Time
Scale(min): 10.00
TIC Intensity
Scale: 1000000
SIM Intensity
Scale: 1000000
Monitoring
M/Z*Factor: (1)
55.00 * 1.0

(2) 69.00 * 1.0
(3) 74.00 * 1.0

(4) 87.00 * 1.0

-- lon Set # 2--
Acquisition
Time(min) : 23.50
-47.00

M/z

CH 1 55.00
CH 2 67.00
CH 3 69.00
CH 4 7400
CH 5 8100
CH 6 83.00
CH 7 87.00
CH 8 96.00
CH 9 292.00
CH10 294.00
CH11 296.00
CH12 326.00
Real Time
Monitor

TIC Time
Scale(min) 10.00
TIC Intensity
Scale 1000000
SIM Intensity
Scale 1000000
Monitoring
M/Z*Factor (1)
55.00 X 1.0
(2) 67.00 * 1.0
(3) 69.00 * 1.0
(4) 7400 * 1.0

-- lon Set # 3--
Acquisition
Time(min): 47.00
- 65.50

M/Z

CH 1 55.00
CH 2 67.00
CH 3 79.00
CH 4 80.00
CH 5 87.00
CH 6 9100
CH 7 9500
CH 8 135.00
CH 9 150.00
CH10 161.00
CH11 180.00
CH12 320.00
CH13 322.00
Real Time
Monitor

TIC Time
Scale(min:  10.00

TIC Intensity
Scale: 1000000

SIM  Intensity
Scale: 1000000

Monitoring
M/Z*Factor: : (1)
5500 * 1.0

(2) 67.00 * 1.0
(3) 7900 *

(4) 80.00 * 1.0

-- lon Set # 4--
Acquisition
Time(min) : 65.50
-74.50

M/Z

CH 1 55.00
CH 2 67.00
CH 3 69.00
CH 4 74.00
CH 5 79.00
CH 6 80.00
CH 7 81.00
CH 8 91.00
CH 9 9500
CH10 10800
CH11 150.00
CH12 320.00
CH13 348.00
CH14 350.00
CH15 354.00
Real Time
Monitor

TIC Time
Scale(min): 10.00

TIC  Intensity
Scale: 1000000

SIM  Intensjty
Scale: 1000000

Monitoring
M/Z*Factor: (1)
55.00 * 1.0

(2) 67.00 * 1.0
(3) 69.00 * 1.0

(4) 74.00 * 1.0

-- lon Set # 5--
Acquisition
Time(min): 74.50
-102.00

M/z

CH 1 55.00
CH 2 67.00
CH 3 74.00
CH 4 79.00
CH 5 87.00
CH 6 91.00
CH 7 119.00
CH 8 131.00
CH 9 348.00
CH10 382.00
CH11 410.00
Real Time
Monitor

TIC Time
Scale(min): 10.00

TIC Intensity
Scale: 1000000

SIM  Intensity
Scale: 1000000

Monitoring
M/Z*Factor: (1)
55.00 * 1.0

(2) 67.00 * 1.0
(3) 74.00 * 1.0

(4) 79.00 * 1.0

[ MS Program ]

TIME(min) FUNCTION VALUE

32.00 Detector Volts=1.80

** Qualitative Parameters **

[ Integration Parameters 1

Processing Time: Partial
Start Time(min): 0.00
End Time(min): 23.00

Raw Spectrum: Peak Top

Background Spectrum: No




[ Peak Processing Parameters ]
Width(sec): 1.00
Slope(*1000/min) : 400.00
Drift(*1000/min) : 0.00
T.DBL(min): 1000.00
Smoothing Width(sec): 0.00
Smoothing Times: O
Minimum Count: O

[ Time Program ]

TIME(min) FUNCTION VALUE

24.70 DRIFT= 5000.00
25.50 DRIFT=0.00
27.50 WIDTH= 3.00
37.00 SLOPE= 300.00
44.40 DRIFT=5000.00
46.50 SLOPE= 700.00

[ Multi lon Chromatogram List ]
No data exists

[ Mass Chromatogram List ]

No data exists

[ Spectrum Format Parameters ]
Fixed Display Mass Range: No
Relative Intensity Threshold (%): 0.50
Base Peak M/Z: No
Multiplication: No

Hydrogen Compensation: No

[ Similarity Search Parameters ]
Library File - Minimurn Sl (1) ACGRASOS.LIB - 70
Search Depth: 1

Maximum Hit #: 25

Post Search: Yes

Molecular Weight: No
Molecular Formula: No

Class: 9.Fatty Acids and Lipids,
Rol. Ret. Index: No

Base Peak M/Z : No

Compound Name: No

** Quantitative Parameters **
[ Calibration Parameters ]

Quantitative Method: Internal Standard



Calculate by: Area

Function: Least Square Method (y=ax)

# of Calibration Levels: 1

Identification Method Bar

El programa de ordenador utilizado fue CLASS-5000 para cromatografia de

Barra asistente

gases.

Figura 12. Pantalla tipo del ordenador con las ventanas del programa en uso.
La barra de asistente permite hacer el uso de las operaciones y ejecutar el

analisis y sus ajustes pulsando los iconos en orden.

El explotador de datos clasifica los archivos y los exhibe en el formato de lista.
La funcion wizard ayuda a ajustar los pardmetros objeto de cuantificacién, permite
realizar tablas y curvas de calibracion de multi-punto para analisis consecutivo de
maultiples analitos, con opcidon de repeticion del analisis. La cuantificacion de los acidos
grasos componentes de las muestras, se realiza utilizando las sumas de las areas de las
diferentes masas utilizadas en cada ventana del cromatograma. (Muskiet, 1983; Van Der
Steege, 1987; Volmer, 1988).

TIC

50

2nan

Figura 13. Cromatograma total de los estandares.




El orden de elucién de los acidos grasos analizados ha sido: C6; C8; C10; C12;
Cl2:1; C14; Ci14:1n5; Cle6; Cil6:1n7; C18; C18:1n9; tC18:1n9; C18:2n6;
tC18:2n6; C18:3n6; C18:3n3; C20; C20:1n15; C20:1n9; C20:2n6; C20:3n6;
C20:4n6; C20:3n3; C20:5n3; C22; C22:1n9; C22:2n6; C22:4n6; C22:3n3;
C22:5n3; C24; C22:6n3; C24:1n9; C26. En total son analizados 34 acidos grasos de
longitud entre 6 y 26 carbonos, en un total de tiempo de unos 120 minutos entre

muestras.

Para el calculo de la concentracién de los acidos grasos en las muestras, se
relaciona el area obtenida del pico de cada acido graso individual, con el area del
patron interno (Ci7.), afiadido al inicio y cuya concentracion es conocida. La seleccion
del éster metilico del acido heptadecanoico (C17.0), se hizo debido a que no se encuentra
en las muestras biolégicas de manera habitual y debido a que su tiempo de retencién no

interfiere con ningun otro acido graso presente en las muestras.

El detalle del cromatograma por secciones (ventanas ion-set) es el mostrado en

las figuras siguientes:

Figura 14. Secciones correspondientes a los ion-set 1 y 2 del cromatograma.



Figura 15. Secciones correspondientes a los ion-set 3, 4 y 5 del cromatograma.

La cantidad de éster metilico inicial, da una respuesta en el cromatograma como
suma de las masas analizadas en forma de pico cuya area es directamente proporcional a

dicha concentracion. La concentracion en mg/g se calcula con la siguiente férmula:

[AG] = (area pico AG x [C17:0])/(area pico C17:0 x cantidad de muestra)

Se comprueba la reproductibilidad del equipo sistematicamente mediante la
inyeccién periodica en el cromatdgrafo de una solucion patron (Nu-Chek-Prep, INC.
GLC-463).

Las tablas obtenidas con los porcentajes de cada &cido graso (peso/peso) se
trasladan al programa Microsoft Excel, con el fin de obtener el informe completo y
archivarlo. En este programa se introdujo la férmula anterior y se calcularon
directamente las concentraciones a valorar.

Los resultados de las concentraciones de todos los acidos grasos se trasladan a
una hoja Excel, en la que unicamente figura si pertenece al grupo control o remitido por

sospecha, quedando anonimizados y no filiables los datos a partir de este momento.



3.3. ESTUDIO ESTADISTICO.

Para el estudio estadistico fueron trasladados los datos desde la pagina Excel al
paquete estadistico IBM SPSS Statistics 20.0 mediante el cual se fueron estableciendo
los distintos grupos de cidos grasos y grupo control y con sospecha de metabolopatia y
realizdndose las pruebas estadisticas correspondientes en cada caso y que estan
especificadas en el apartado de resultados.

Se estableci6 un nivel de significacion p<0.05.



4. RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1. VALORES DE NORMALIDAD DE LOS ACIDOS GRASOS
COMPRENDIDOS ENTRE C6-C26 EN MUESTRAS DE SUERO Y
FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA.

Se han obtenido los % peso/peso de todos los acidos grasos entre C6-C26 de un
total de 35 muestras en suero y fosfolipidos de membrana, tanto saturados como
insaturados, de muestras de sangre residuales andnimas de pacientes en edades
pediatricas, a los que se les ha solicitado analitica por causas ajenas a problemas
neuroldgicos o nutricionales. En las tablas siguientes estan expresados los valores
medios encontrados y sus desviaciones estandares, tanto en los sueros como en los

fosfolipidos de membranas de las células sanguineas. De los 35 pacientes analizados se



han obtenido resultados de 30 parejas (suero y fosfolipidos de la misma muestra de
sangre), realizandose el estudio comparativo pareado de los &cidos grasos en ambas
muestras.

Para facilitar la lectura y comprension de los perfiles de los acidos grasos se han
distribuido en grupos de los mismos en acidos grasos saturados (cadena media, larga y
muy larga y total de saturados), monoinsaturados (n-9 y total), familia n-6, familian-3 y
acidos grasos trans.

Tabla 9. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos saturados en suero y

fosfolipidos de membrana en el grupo control (n= 33).

ACIDO GRASO Suero T-test valores Fosfolipidos

(Y%p/p) pareados membranas
Media SD p Media SD
C6 0,01 0,03 0,049 0,00 0,00
C8 0,14 0,29 ns 0,04 0,07
C10 0,12 0,17 0,037 0,05 0,06
C12 0,31 0,57 ns 0,26 0,95
C14 1,56 2,15 0,008 0,45 0,25
C16 24,89 6,19 ns 25,92 2,11
C18 11,78 4,57 0,000 19,77 2,04
C20 0,38 0,55 ns 0,19 0,35
Cc22 2,68 0,98 0,020 2,29 0,55
C24 1,15 1,62 0,000 4,79 0,69
C26 0,20 0,40 0,015 0,66 0,84

Analizando estos resultados, se observa que en general, los acidos grasos
saturados tienen niveles inferiores en suero que en los fosfolipidos de las membranas, y
de los dos mayoritarios, el palmitico (C16) tiene los mismos niveles y el esteérico

(C18) esta incrementado significativamente en los fosfolipidos de membrana.



En este sentido, cabe apuntar que el acido palmitico es el final de la sintesis de
acidos grasos mediante el complejo acido graso sintetasa y después es alargado por
sistemas de elongacion del reticulo endoplasmaético.

Tabla 10 Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos monoinsaturados en

suero y fosfolipidos de membrana en el grupo control (n=33).

Media

SD p Media SD

0,11 0,37 0,031 0,61 1,11
0,03 0,10 ns 0,02 0,03
0,57 0,44 0,034 0,26 0,61
13,22 3,83 0,000 9,43 1,26
0,09 0,26 ns 0,02 0,04
0,22 0,21 0,000 0,05 0,07
3,79 4,51 0,000 0,09 0,17
1,42 1,36 0,000 4,48 0,79

En este grupo de acidos grasos, monoinsaturados no esenciales, se observa que
el de mayor concentracion es el oleico, que tiene concentraciones mayores en suero que
en los fosfolipidos de las membranas celulares, lo que puede ser debido a que su
presencia es debida sobre todo a la dieta.



Tabla 11. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos insaturados n-6 en suero

y fosfolipidos de membrana en el grupo control (n= 33).

AG Suero T-test valores Fosfolipidos

(Yop/p) pareados membranas
Media SD p Media SD
C18:2n6 21,37 8,96 0,000 8,53 2,55
C18:3n6 0,04 0,13 ns 0,01 0,02
C20:2n6 0,74 2,04 ns 0,05 0,08
C20:3n6 0,93 0,48 ns 0,84 0,38
C20:4n6 6,24 3,92 0,000 12,55 3,23
C22:2n6 0,52 1,47 ns 0,02 0,02
C22:4n6 0,48 1,06 0,000 2,34 0,85

En los acidos grasos de la familia n-6 se observan varios hechos relevantes y en
apariencia contradictorios, por un lado el linoleico (C18:2n6) es superior en suero que
en los fosfolipidos, sin duda debido a su origen dietético exclusivo, ya que hay una
correlacion significativa entre la dieta y dicho acido (Burrows, 2012), los otros dos
mayoritarios, el araquidénico (C20:4n6) y el docosatetraenoico (C22:4n6) se acumulan
en las membranas, teniendo concentraciones significativamente mayores que las de sus
sueros correspondientes. No hay relacién entre la composicion de &cidos grasos de la
dieta y las fracciones de lipidos en sangre en relacion al acido araquidonico, sin
embargo, hay una correlacion negativa significativa entre la ingesta de acido
eicosapentaenoico (EPA) + acido docosahexaenoico (DHA) y la composicion de acido
araquidonico en fosfolipidos de membrana (Kawabata, 2011). Este hecho confirma la
no concordancia entre los datos en suero y fosfolipidos de membrana que se observan

en los datos del presente estudio.



Tabla 12. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos insaturados n-3 en suero

y fosfolipidos de membrana en el grupo control (n=33).

AG Suero T-test valores Fosfolipidos

(Yop/p) pareados membranas
Media SD p Media SD
C18:3n3 0,48 1,60 ns 0,04 0,12
C20:3n3 0,04 0,18 ns 0,01 0,02
C20:5n3 4,31 2,51 0,000 1,83 0,96
C22:3n3 0,05 0,12 ns 0,03 0,04
C22:5n3 0,47 0,80 0,048 0,80 0,45
C22:6n3 1,15 0,76 0,000 3,14 2,15

En el grupo de &cidos grasos de la familia n-3, los valores obtenidos muestran
que el &cido graso esencial de esta familia, linolénico (C18:3n3), y el &cido graso
semiesencial, eicosapentaenoico (C20:5n3), tiene valores muy superiores en suero,
debido a la obtencion exclusiva por la dieta. Por otra parte, el &cido graso semiesencial
docosahesaenoico (C22:6n3), tiene un valor superior en fosfolipidos de membrana,
debido a su acumulacién en la membrana celular. A medio y a largo plazo la ingesta de
acidos grasos poliinsaturados se correlaciona bien con su concentracién en acidos

grasos de membrana (Orton HD, 2008).

Tabla 13. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos trans en suero y

fosfolipidos de membrana en el grupo control (n=33).

AG Suero T-test valores Fosfolipidos
(%op/p) pareados membranas
Media SD p Media SD
tC18:1n9 0,45 0,23 0,033 0,35 0,14

tC18:2n6 0,06 0,14 ns 0,02 0,04




Se toman los valores medios encontrados para el grupo control y sus
desviaciones estandares, tanto en los sueros como en los fosfolipidos de membranas
para realizar el estudio comparativo. Estos valores son consecuencia de la dieta. Los
seres humanos no pueden sintetizar los acidos grasos trans, la alta ingesta de isomeros
trans de acidos grasos puede interferir con la disponibilidad de &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (PUFA) (Decsi, 2011).

Tabla 14. Sumas de las concentraciones (% p/p) de los &cidos grasos por grupos

en suero y fosfolipidos de membrana en el grupo control (n=35).




Tabla 15. indices entre los &cidos grasos en suero y fosfolipidos de membrana en

el grupo control (n=35). (SFA: saturados; MUFA: monoinsaturados; PUFA:

poliinsaturados).

La falta de relacion aparente entre los acidos grasos en suero y fosfolipidos de
membrana se debe a la presencia de los mismos en la dieta y a los complejos procesos
que sufren éstos en el metabolismo celular (Figura 16).
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DEPOSITOS
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I
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Figura 16. Factores que pueden influir en la concentracién de acidos
grasos en sangre y en fosofolipidos de membranas.



Las concentraciones de acidos grasos en suero sanguineo son biomarcadores de
la ingesta de grasas en la dieta (Uusitalo, 2011), mientras que las concentraciones de
acidos grasos en fosfolipidos de membrana, son el resultado de la ingesta de lipidos y el
correcto funcionamiento del metabolismo lipidico, y por tanto reflejan mejor el estado

del organismo respecto al metabolismo de acidos grasos (Jakobik, 2009).

Con todo ello, parece que se puede hacer mas directamente la asociacion entre la
ingesta de los sujetos y la composicion lipidica analizando el perfil de los mismos en
suero, mientras que el estado de los depositos tisulares causados por la dieta a largo
plazo y la situacion metabdlica estar mas acorde con los niveles de los acidos grasos
presentes en estructuras mas estables como los fosfolipidos de las membranas celulares
(Aguilar, 2010). La composicion de acidos grasos de los lipidos de membrana de
eritrocitos puede reflejar mejor la composicion general de acidos grasos del organismo
que la composicion de &cidos grasos de los lipidos plasmaticos (Jakobik, 2009).
Efectivamente, en los datos presentes se observa una diferencia significativa en la
practica totalidad de los niveles de &cidos grasos en suero y en los fosfolipidos de las

membranas de eritrocitos.

Con estos valores de normalidad de los &cidos grasos, se puede iniciar el estudio
comparativo de los mismos en ambas muestras, suero y fosfolipidos de membrana, en

diferentes situaciones patoldgicas o carenciales en las que puedan estar afectados.

4.2. CORRELACION ENTRE CADA ACIDO GRASO EN SUERO Y EN
LOS FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANAS CELULARES.

Con el fin de confirmar el hecho apuntado en el grupo control, de la no igualdad
entre las concentraciones de cada acido graso en suero y sus correspondientes en los
fosfolipidos de las membranas celulares se ha realizado el estudio de los valores entre
ambas muestras de forma pareada en todos los casos en los que se poseen ambas
muestras (suero y fosfolipidos de membranas, n=350), estando representados los valores

en las tablas siguientes:



Tabla 16. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos saturados en suero y

fosfolipidos de membrana en el total de la muestra (n=350).

Tabla 17. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos monoinsaturados en

suero y fosfolipidos de membrana en el total de la muestra (n= 350).




Los valores son muy similares a los valores del grupo control. Se observa un
valor superior de &cido oleico en suero, y a pesar de ello, el valor en fosfolipidos de

membrana es significativamente inferior.

Tabla 18. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos insaturados n-6 en suero

y fosfolipidos de membrana en el total de la muestra (n= 350).

El 4cido graso mayoritario es el acido linoleico, cuyo valor porcentual, a pesar
de que en suero es significativamente superior al del grupo control, en fosfolipidos de
membrana aparece disminuido, lo que estd relacionado con una serie de trastornos
metabolicos (Gorska, 2000).



Tabla 19. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos insaturados n-3 en suero

y fosfolipidos de membrana en el total de la muestra (n= 350).

Tabla 20. Concentraciones (% p/p) de los acidos grasos trans en suero y

fosfolipidos de membrana en el total de la muestra (n= 350).

Los acidos grasos trans se ven aumentados, tanto en suero como en fosfolipidos

de membrana, lo que se debe s6lo a la dieta.

Las lesiones ateroscleroticas son mas extensas después de la alimentacion rica en
4cidos grasos trans. Estos son aterogénicos por su propia cuenta. Se ha asociado la
concentracion en suero y fosfolipidos de membrana de los acidos grasos trans a la dieta,

en enfermos con este tipo de lesiones (Bassett, 2009). ElI consumo de grandes



cantidades de AGT, tiene un nivel de riesgo comparable a la ingesta de AGS. Las

consecuencias son inhibicion del metabolismo de los PUFAS, entre otras.

Tabla 21. Sumas de las concentraciones (% p/p) de los &cidos grasos por grupos

en suero y fosfolipidos de membrana en el total de la muestra (n= 350).




Tabla 22. indices entre los 4cidos grasos en suero y fosfolipidos de membrana en

el grupo control (n=350).

Media SD

2,31 1,57 0,000 4,35 1,96
1,59 1,43 0,000 2,97 2,01
19,71 19,10 0,000 6,08 5,58
9,39 30,28 0,000 6,95 12,68
4,85 4,17 ns 0,95 1,43

Los valores SFA/MUFA y SFA/PUFA son muy similares a los del grupo
control, la contribucion porcentual de la SFA, MUFA y PUFA no varia a través de la

suplementacion de aceite de pescado (Sanchez-Muniz, 1999).

En el caso que se estudia, el valor n6/n3 en suero estd muy aumentado respecto
al grupo control. EI consumo de AGPI se relaciona con un mejor desarrollo neuroldgico
y cognitivo. El consumo de n-6 y n-3 PUFAs aumenta la oxidacion de acidos grasos. La
FAO / OMS recomienda una ingesta Optima diaria de n6/n3 de 5-10:1 (Rodriguez-Cruz,
2005).

Por ultimo, y visto que son diferentes las concentraciones de los acidos grasos
entre ambas muestras, se puede observar si existe alguna correlacion para cada acido
graso entre su concentracion en suero y en fosfolipidos de membrana, con este fin se ha
realizado el estudio de correlacion de Pearson en el total de las muestras analizadas
apareando las muestras de suero y las de sus correspondientes fosfolipidos de
membranas celulares (n = 350), estando expresados los valores encontrados en las tablas
siguientes:



Tabla 23. Correlaciones entre suero y fosfolipidos de membrana de los acidos

saturados en el total de la muestra (n= 350).

El valor del &cido graso C16 es el Gnico de la lista que cabe resaltar por

su correlacion en suero y fosfolipidos de membrana, debido probablemente a que el
acido palmitico es el final de la sintesis de acidos grasos mediante el complejo acido

graso sintetasa y después es alargado por sistemas de elongacion.
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Figura 17. Correlacion entre C16 en suero y en fosfolipidos de membranas

celulares.

Tabla 24. Correlaciones entre suero y fosfolipidos de membrana de los acidos

grasos monoinsaturados en el total de la muestra (n= 350).

En este caso, no hay ninguna correlacion entre los valores en suero y
fosfolipidos de membrana.



Tabla 25. Correlaciones entre suero y fosfolipidos de membrana de los &cidos
grasos insaturados n-6 en el total de la muestra (n= 350).

No hay existe correlacion entre los valores en suero y fosfolipidos de membrana.

Tabla 26. Correlaciones entre suero y fosfolipidos de membrana de los acidos
grasos insaturados n-3 en el total de la muestra (n= 350).

El &cido eicosapentaenoico es el Unico de la lista en el que su valor en suero

correlaciona con su valor en fosfolipidos de membrana
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Figura 18. Correlacion entre C20:5n3 en suero y en fosfolipidos de membranas

celulares.

Tabla 27. Correlaciones entre suero y fosfolipidos de membrana de los acidos

grasos trans en el total de la muestra (n= 350).




Tabla 28. Correlaciones entre suero y fosfolipidos de membrana de las sumas de

las concentraciones de los acidos grasos por grupos en el total de la muestra (n= 350).

Se observan correlaciones generalmente pobres, aunque muy significativas entre

los valores de los acidos grasos en suero y membranas celulares, respondiendo
posiblemente sus concentraciones de distinta forma temporalmente a la dieta, que debe

ser el principal factor modificador en suero de los mismos en situaciones de normalidad.

Con el fin de presentar con mayor detalle estas correlaciones entre los valores en
suero y fosfolipidos de membranas, se presentan las distribuciones, junto con la recta

ajustada:
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Figura 19. Correlacion entre la suma de acidos grasos saturados en suero y en
fosfolipidos de membranas celulares.
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Figura 20. Correlacion entre la suma de &cidos grasos insaturados en suero y en
fosfolipidos de membranas celulares.
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Figura 21. Correlacion entre la suma de acidos grasos insaturados n-6 en suero y
en fosfolipidos de membranas celulares.
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Figura 22. Correlacion entre la suma de acidos grasos insaturados n-6 en suero y
en fosfolipidos de membranas celulares.
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Figura 23. Correlacion entre la suma de acidos grasos insaturados n-6 en suero y
en fosfolipidos de membranas celulares.

También se han estudiado las correlaciones entre diferentes indices, cuyos datos
se muestran a continuacion:

Tabla 29. Correlaciones entre suero y fosfolipidos de membrana de los indices

de los grupos de acidos grasos en el total de la muestra (n= 350).

Y las graficas de las dos correlaciones con r >0,05:
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Figura 24. Correlacion entre el indice Sat/PUFA en suero y en fosfolipidos de
membranas celulares.
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Figura 25. Correlacion entre el indice C16/C18:2 en suero y en fosfolipidos de
membranas celulares.



Asi, los niveles de é&cidos grasos en suero, estarian mas directamente
relacionados con su ingesta en la dieta a corto plazo, y por tanto, del equilibrio en la
dieta del paciente. La concentracion de estos acidos grasos en los fosfolipidos de las
membranas celulares seria el resultado de la combinacion entre la dieta a largo plazo, y
el metabolismo celular de intercambio entre los mismos (Figura 16). Podrian estar
influidos tanto por la ingesta directa o de sus precursores y de los niveles de normalidad

de las enzimas que forman parte del metabolismo de los &cidos grasos.

En principio, por tanto a la hora de evaluar posibles variaciones con estados
patoldgicos o nutricionales no seria suficiente con su evaluacion en suero o en los
fosfolipidos de membranas. Mas bien, parece aconsejable la combinacién de las dos

evaluaciones.

4.3. EVALUACION NIVELES DE ACIDOS GRASOS EN SUERO Y
FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA EN NINOS CON SOSPECHA DE
TRASTORNO DEL METABOLISMO DE ACIDOS GRASOS.

Previamente a la comparacién entre los valores de cada acido graso entre el
grupo control y el grupo analizado con sospecha de trastorno del metabolismo, se
procede a efectuar la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov de la distribucion
de los valores de los mismos. La calificacion de la distribucion de cada acido graso esta
expresada en las siguientes tablas:



Tabla 30. Criterio de normalidad de la distribucién de los valores del grupo

control y grupo sospecha segun test de Kolmogorov-Smirnov de los acidos grasos

saturados (n, distribucién normal; nn distribucién no normal).

Una distinta distribucion de 4&cidos grasos saturados en fosfolipidos de
membrana del grupo sospecha, hace inferir una estrecha relacion con la inflamacion. En
consecuencia, la fluidez de membrana se altera (Kim J, 2010).



Tabla 31. Criterio de normalidad de la distribucién de los valores del grupo

control y grupo sospecha segun test de Kolmogorov-Smirnov de los acidos grasos

monoinsaturados (n, distribucion normal; nn distribucién no normal).

Tabla 32. Criterio de normalidad de la distribucién de los valores del grupo
control y grupo sospecha segun test de Kolmogorov-Smirnov de los acidos grasos

insaturados n-6 (n, distribucién normal; nn distribucién no normal).




Hay una afinidad in vivo de la enzima A6 desaturasa 3,2 veces mayor hacia el
acido graso C18:3n3 sobre C18:2n6 y una afinidad de la enzima A5 desaturasa 8 veces
mayor hacia C20:4n3 sobre C20:3n6 (Thanuthong, 2011). Ello podria explicar la
distribucion de normalidad del acido graso C20:3n6 en el grupo control y en el grupo

con sospecha de metabolopatia e incluso del &cido graso C20:4n6.

Tabla 33. Criterio de normalidad de la distribucién de los valores del grupo
control segun test de Kolmogorov-Smirnov de los acidos grasos insaturados n-3 (n,

distribucion normal; nn distribucion no normal).

. Suero PL Suero PL
AG control control sospecha sospecha

C18:3n3 nn nn nn nn
C20:3n3 nn nn nn nn
C20:5n3 n nn nn nn
C22:3n3 nn nn nn nn
C22:5n3 nn n nn nn
C22:6n3 n n nn nn

Una alteracion en la composicion de acidos grasos esenciales y semiesenciales
en fosfolipidos de membrana, parece ser debido a las diferencias en la ingesta de acidos
grasos omega 3, previo a las alteraciones en el metabolismo de &cidos grasos esenciales
(Hibbeln, 2003).



Tabla 34. Criterio de normalidad de la distribucién de los valores del grupo

control segun test de Kolmogorov-Smirnov de los acidos grasos trans (n, distribucion

normal; nn distribucion no normal).

Tabla 35. Criterio de normalidad de la distribucién de los valores del grupo
control segun test de Kolmogorov-Smirnov de los grupos de &cidos grasos (n,
distribucion normal; nn distribucién no normal).




Tabla 36. Criterio de normalidad de la distribucién de los valores del grupo
control segun test de Kolmogorov-Smirnov de los indices de &cidos grasos (n,

distribucion normal; nn distribucién no normal).

AG Suero PL Suero PL
control control sospecha sospecha

SFA/MUFA nn n nn nn

SFA/PUFA nn nn nn nn

n6/n3 n n nn nn

C16/C18:2 nn nn nn nn

C18:2/C20:4 nn n nn nn

Se realizo el estudio comparativo de todos los &cidos grasos analizados, tanto en
suero como en los fosfolipidos de membrana entre los valores previamente descritos en
el grupo control y el grupo de n = 374 pacientes pediatricos con sospecha de
enfermedad metabdlica mediante el test U de Mann-Whitney dado que la mayoria de los
acidos grasos no presentan una distribucion normal seglin se aprecia en las tablas
anteriores. En las siguientes tablas estan expresados dichos valores y el valor de la p del

estudio comparativo entre los valores de ambos grupos.



Tabla 37. Concentraciones (% p/p)(media, SD) de los acidos grasos saturados en
suero y fosfolipidos de membrana del grupo de pacientes con sospecha de
metabolopatia (SM) (n=374). Comparacién de dichos valores con los del grupo control

mediante el test U de Mann-Whitney.

AG Suero PL membranas
(%p/p) SM control U M-W SM control U M-W
0,00 0,01 0,01 0,00
Cb6 0,000 0,004
(0,01) (0,03) (0,03) (0,00)
0,08 0,14 0,16 0,04
C8 0,000 0,000
(0,32) (0,29) (0,33) (0,07)
0,07 0,12 0,19 0,05
C10 ns 0,000
(0,13) (0,17) (0,33) (0,06)
0,39 0,31 0,32 0,26
C12 0,000 0,000
(0,66) (0,57) (0,41) (0,95)
1,29 1,56 1,04 0,45
Cl14 0,004 0,000
(0,64) (2,15) (0,83) (0,25)
29,02 24.89 29,43 25,92
C16 0,000 0,000
(6,76) (6,19) (5,93) (2,11)
11,34 11,78 22,08 19,77
C18 ns 0,000
(3,34) (4,57) (4,77) (2,04)
0,31 0,38 0,54 0,19
C20 0,022 0,000
(0,15) (0,55) (0,28) (0,35)
0,87 2,68 2,11 2,29
C22 0,000 0,045
(0,47) (0,98) (1,26) (0,55)
0,86 1,15 4,06 4,79
C24 ns 0,017
(0,84) (1,62) (1,95) (0,69)
0,08 0,20 0,19 0,66
C26 0,000 0,000
(0,29) (0,40) (0,65) (0,84)

La existencia de una mayor concentracion de acidos grasos saturados en la
membrana eritrocitaria de los sujetos determinara el desarrollo de alteraciones en la

misma, afectando fundamentalmente a la fluidez y grado de rigidez de ésta (Hon, 2009).



El alto consumo de grasa dietética total, especialmente grasas saturadas, esta
asociado con un mayor riesgo de sindrome metabolico. La relacion, al parecer, esta

influenciada por el habito dietético del individuo (Hekmatdoost, 2011)

Hay un aumento simultdneo de acidos grasos saturados, principalmente &cido
palmitico en suero, &cido estearico y palmitico en fosfolipidos de membrana, lo que se
asocia con una serie de trastornos metabolicos y trastornos de lipidos (Gorska, 2000).

Tabla 38. Concentraciones (% p/p)(media, SD) de los &cidos graso
monoinsaturados en suero y fosfolipidos de membrana del grupo de pacientes con
sospecha de metabolopatia (SM)(n=374). Comparacion de dichos valores con los del

grupo control mediante el test U de Mann-Whitney.

AG Suero PL membranas
(%p/p) SM control SM control U M-W
0,02 0,11 0,12 0,61
Cl2:1 ns 0,011
(0,07) (0,37) (0,138) (1,11)
0,06 0,03 0,26 0,02
C14:1n5 0,000 0,000
(0,12) (0,20) (0,57) (0,03)
0,90 0,57 0,48 0,26
C16:1n7 0,000 0,001
(0,54) (0,44) (0,70) (0,61)
16,99 13,22 8,73 9,43
C18:1n9 0,000 0,010
(4,61) (3,83) (2,91) (1,26)
0,12 0,09 0,28 0,02
C20:1n15 0,000 0,000
(0,14) (0,26) (0,49) (0,04)
0,26 0,22 0,47 0,05
C20:1n9 ns 0,000
(0,19) (0,21) (0,54) (0,07)
1,64 3,79 0,67 0,09
C22:1n9 ns 0,000
(2,30) (4,51) (0,89) (0,17)
C24:1n9 1,36 1,42 0,045 4,12 4,48 ns

(0,85) (1,36) (2,13) (0,79)




Los acidos grasos monoinsaturados de la dieta, mejoran la resistencia a la
insulina y los factores de riesgo metabolicos. Alivian el sindrome metabdlico, ya que
dan lugar a cambios favorables en la expresion de mMRNA de los genes implicados en el
metabolismo de glucosa y lipidos, asi como la inflamacion y alteraciones en la

composicion de acidos grasos (Yang ZH, 2011).

Las intervenciones nutricionales pueden mejorar el perfil de plasma de acidos

grasos Y los resultados metabolicos (Verduci, 2011).

Tabla 39. Concentraciones (% p/p)(media, SD) de los &cidos grasos insaturados
n-6 en suero y fosfolipidos de membrana del grupo de pacientes con sospecha de
metabolopatia (SM)(n=374). Comparacion de dichos valores con los del grupo control

mediante el test U de Mann-Whitney.

AG Suero PL membranas
(%op/p) SM control U M-W control U M-W

C18:2n6

C18:3n6

C20:2n6

C20:3n6

C20:4n6

C22:2n6

C22:4n6




Los valores significativamente mas altos de n-6 de cadena larga de &cidos grasos
poliinsaturados (LCP) en los lipidos plasmaticos de los pacientes con sospecha de
metabolopatia, que en los controles puede ser causada por un aumento de la actividad de

la delta 6-desaturacion. En ayunas, es posible que pueda estimularse la sintesis de
acidos grasos n6 (Decsi, 1996).

Se han representado en la siguiente figura los valores de los &cidos grasos n-6
mas importantes cuantitativamente, linoléico y araquidénico, comparandolos con sus

correspondientes concentraciones en el grupo control, tanto en suero como en los
fosfolipidos de membranas.

0
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Figura 26. Comparacion entre las concentraciones en suero y fosfolipidos de

membrana de linoléico y araquiddnico entre el grupo de sospecha de metabolopatia y el
grupo control.

En esta grafica, se observa que tanto el &cido linoléico como el araquiddnico,
tiene una media muy proxima en el grupo de RPSM respecto al grupo control, muy
poco inferior, no siendo significativa dicha diferencia a excepcion del araquidonico en
fosofolipidos de membranas que es significativa (p<0,05). Asi, los niveles de acidos
grasos n-6 no estarian alterados por la dieta y existiria una pequefia disminucion de los

mismos en los fosfolipidos de la membrana celular causada por una dieta a largo plazo o



bien por un reajuste en su metabolismo final. El &cido araquidonico se encuentra
disminuido en fosfolipidos de membrana, aunque los valores en suero son similares a
los del grupo control. Esto puede ser indice de actividad de enfermedad inflamatoria
(Sundstrém, 2012). La disminucion del contenido de estos acidos en la membrana
celular produce alteraciones en la funcion celular al modificar la fluidez de la
membrana, por ejemplo en retina y cerebro participan en la neurotransmision cerebral
(Farooqui, 2011). Las deficiencias de estos acidos grasos esenciales estan asociadas con
la pérdida de pelo, piel seca, queratosis folicular, diarrea, eczema, fatiga, agresion, pelo
seco quebradizo, caspa, régimen de comida irregular, sed excesiva, los calculos biliares,
deficiencias en el crecimiento, deficiencia inmune e hiperactividad, algunas de ellas

propias de nifios con retraso psicomotor.

Por otra parte, la reduccion de los niveles de la membrana de AA no parecen ser
patognomonicas de este tipo de pacientes. Las variaciones en los niveles de acidos
grasos de la membrana celular pueden reflejar, mas bien, anomalias subyacentes a los
fosfolipidos y el metabolismo de los &cidos grasos y su interaccion con factores

ambientales, incluyendo la medicacion y la dieta (Peet, 2004).



Tabla 40. Concentraciones (% p/p)(media, SD) de los acidos grasos insaturados

n-3 en suero y fosfolipidos de membrana del grupo de pacientes con sospecha de

metabolopatia (n=374). Comparacion de dichos valores con los del grupo control

mediante el test U de Mann-Whitney.

AG

(%op/p)

C18:3n3

C20:3n3

C20:5n3

C22:3n3

C22:5n3

C22:6n3

SM
0,26
(0,24)
0,05
(0,23)
0,08
(0,45)
0,06
(0,18)
0,38
(0,35)
1,42
(0,96)

control

0,48
(1,60)
0,04
(0,18)
431
(2,51)
0,05
(0,12)
0,47
(0,80)
1,15
(0,76)

Suero
U M-W

0,000

0,015

0,000

ns

ns

ns

SM
0,31
(0,58)
0,13
(0,29)
0,22
(0,58)
0,24
(1,16)
1,10
(1,04)
2,65
(1,95)

control

PL membranas
U M-W

0,04
(0,12)
0,01
(0,02)
1,83
(0,96)
0,03
(0,04)
0,80
(0,45)
3,14
(2,15)

0,000

0,000

0,000

ns

ns

Del mismo modo se han representado las concentraciones de linolénico,

eicosapentanoico y docosahexanoico, en ambas muestras y comparandolas con los

valores en el grupo control.
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Figura 27. Comparacion entre las concentraciones en suero y fosfolipidos de
membrana de acido linolénico, eicosapentanoico y docosahexanoico entre el grupo de
sospecha metabolopatia (RPSM) y el grupo control.

Cuando se compara la media de las concentraciones de acidos grasos n-3, en el
grupo RPSM, los pacientes siguen mostrando niveles mas bajos que los del grupo
control, aunque en este caso, las diferencias son significativamente mayores que en el
grupo de los acidos de la familia n-6, siendo la diferencia muy grande en el &cido
eicosapentandico, tanto en suero como en fosfolipidos. En este caso, los niveles estarian
afectados por la dieta a corto y establecida a largo plazo, como dieta cotidiana, ya que la
diferencia de niveles estda marcada tanto en suero como en fosfolipidos de membrana.
La ingesta de este tipo de &cidos grasos seria deficiente, al no conocerse ninguna
alteracion metabdlica en los pacientes estudiados. La disminucion o pérdida de estos
acidos se asocia a cambios en la vision, olfatorios y cognitivos y pérdidas de memoria
espacial (Salem, 2001). La importancia de estos &cidos grasos en la funcion neuroldgica
normal podria causar un incremento en la causas del retraso psicomotor, por lo que seria
aconsejable un estudio en profundidad de la dieta de estos nifios y el incremento en la

misma de los acidos grasos n-3, con el fin de evitar un dafio sobreafiadido.



La dislipidemia, el estrés oxidativo y la inflamacion son los principales factores
de riesgo del sindrome metabdlico, asi como la obesidad, la resistencia a la insulina y la
diabetes, todo ello debido probablemente a la conversion relativamente ineficaz de
acido linolénico en acido eicosapentaenoico y docosahexaenoico en la ruta metabolica

de los seres humanos (Poudyal, 2011).

Las correlaciones mas fuertes y mas constantes han sido encontradas entre la
memoria inmediata y la concentracion de n-3 PUFAs en fosfolipidos de membrana
(Chiu, 2012). En este caso, el valor que disminuye significativamente respecto al grupo
control es el valor del &cido EPA, tanto en suero como en fosfolipidos de membrana,
aungue en suero, esta diferencia es ain maés significativa. Ello esta relacionado con la
dieta (Burrows, 2012).

Asi, la suplementacion en la dieta con acido linolénico o eicosapentaenoico,
tienen poco efecto sobre los niveles en sangre de acido docosahexaenoico, mientras que
el consumo directo de acido docosahexaenoico, es eficaz en el aumento de los niveles
sanguineos de este acido graso (Brenna, 2009), lo que coincide con un fallo en la ruta
metabdlica, en este tipo de pacientes, de acido linoleico a eicosapentaenoico, y de éste, a
docosahexaenoico.

Es posible una relacion entre elongasas, las enzimas responsables de la
elongacion de los &cidos grasos poliinsaturados en sus derivados de cadena larga, y los
pacientes con alteraciones neuroldgicas (Mamalakis, 2004). En estos pacientes, parece
que hay una actividad creciente de elongasas, 1o que puede ser debido a una posible
sobre-expresion del gen que codifica una proteina responsable de la elongacion de

cadena larga de &cidos grasos poliinsaturados.

A este respecto, cabe resaltar la influencia de la dieta de sobre el metabolismo de
los &cidos grasos: la ingesta de determinados alimentos como el queso, pueden producir
un efecto inhibidor de desaturasas, la A9-desaturasa y AS5-desaturasa alterando los
indices que reflejan la desaturacion de &cidos grasos, proporcionando asi una
explicacion para la asociacion negativa entre el consumo de queso y los triglicéridos
(Hestmark, 2012).



Tabla 41. Concentraciones (% p/p) (media, SD) de los &cidos grasos trans en
suero y fosfolipidos de membrana del grupo de pacientes con sospecha de
metabolopatia (n=374). Comparacion de dichos valores con los del grupo control

mediante el test U de Mann-Whitney.

AG Suero PL memb

(%op/p) SM control U M-W

SM control U M-W

1,02 0,45 0,67 0,35
tC18:1n9 0,000 0,000
(0,68) (0,23) (0,58) (0,14)
0,04 0,06 0,20 0,02
tC18:2n6 ns 0,014
(0,16) (0,14) (0,66) (0,04)

También se han representado en la figura siguiente los acidos grasos trans:

= Control

W RPSM

tC18:1n9

tC18:2n6

Figura 28. Comparacion entre las concentraciones en suero y fosfolipidos de
membrana de los dos acidos trans analizados entre el grupo de sospecha metabolopatia

(RPSM) y el grupo control.



Por el contrario, en los niveles de acidos trans se obtienen valores
comparativamente mayores que los correspondientes valores en el grupo control, sobre
todo en suero. En este caso, los niveles en sangre de acidos trans en estos pacientes son
debidos exclusivamente a la dieta. Los acidos grasos trans en los alimentos son el
resultado de la hidrogenacién comercial de aceites vegetales y de origen marino
poliinsaturados, utilizados sobre todo en comida preelaborada con grasas sometidas a
altas temperaturas, comida rapida, bolleria industrial, etc., con una alta cantidad de
acidos trans en su composicion. Dado que estos acidos grasos afectan a la fluidez de las
membranas celulares, haciéndolas mas rigidas, los niveles mayores estarian
relacionados con una modificacion en el desarrollo del sistema neuronal, problemas

cardiovasculares, etc. (Kromhout, 1995).

Por otra parte, hay una cierta falta de conexién entre el consumo de &cidos
grasos trans y la proporcidn de acidos grasos trans en fosfolipidos de membrana. Ello
sugiere una oxidacion preferencial de acidos grasos trans, en ausencia de otro tipo de

acidos grasos, con cantidades significativas en la dieta (Glew, 2010).



Tabla 42. Sumas de las concentraciones (% p/p) de los acidos grasos por grupos
en suero y fosfolipidos de membrana de pacientes con sospecha metabolopatia (n=374).
Test U de Mann-Whitney.

Suero PL membranas
AG (%op/p)
SM control U M-W SM control U M-W
0,54 0,57 0,67 0,35
> sat CM ns 0,000
(0,84) (0,88) (0,89) (0,96)
41,48 38,61 52,94 46,33
Y sat CL 0,001 0,000
(9,10) (10,91) (10,27) (3,99)
1,76 4,04 6,27 7,74
Y sat CML 0,000 0,000
(1,15) (1,94) (2,62) (1,30)
44,15 43,23 60,06 54,42
Y sat 0,025 0,000
(8,53) (11,53) (9,03) (4,57)
54,79 56,27 39,08 45,20
> insat 0,012 0,000
(8,48) (11,44) (8,59) (4,61)
21,34 19,72 15,12 14,96
> monoinsat ns ns
(4,96) (6,26) (3,78) (1,36)
33,32 36,94 23,95 30,43
> poliinsat 0,002 0,000
(7,90) (7,04) (7,00) (4,40)
20,18 18,64 13,97 14,05
ns ns
(5,04) (6,23) (3,32) (1,68)
30,81 30,31 19,30 24,34
ns 0,000
(8,43) (7,70) (5,82) (4,30)
2,20 6,50 4,65 5,86
0,000 0,000
(1,36) (3,02) (3,30) (2,22)
1,06 0,50 0,87 0,37
0,000 0,000

(0,73) (0,28) (1,05) (0,14)
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Figura 29. Comparacion entre las concentraciones en suero y fosfolipidos de
membrana de las sumas de acidos grasos saturados e insaturados analizados entre el

grupo de sospecha metabolopatia (RPSM) y el grupo control.
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Figura 30. Comparacion entre las concentraciones en suero y fosfolipidos de
membrana de las sumas de acidos grasos monoinsaturados (MUFA) y poliinsaturados
(PUFA) analizados entre el grupo de sospecha metabolopatia (RPSM) y el grupo

control.
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Figura 31. Comparacién entre las sumas de las concentraciones en suero y
fosfolipidos de membrana de los acidos de la familia n-6 y familia n-3 entre el grupo de

sospecha metabolopatia (RPSM) y el grupo control.

La dieta enriquecida con aceite rico en acido linolénico, afecta
significativamente a las diferentes fracciones de lipidos en plasma y mejora la relacion
de &cidos grasos n-6 a n-3 varias horas después de la ingestion, (Svensson, 2011), lo que
sugiere que hay también, en el grupo sospecha, una cierta carencia de estos acidos

grasos en la dieta, independientemente de la metabolopatia.

En el caso de los niveles de acidos grasos en fosfolipidos de membrana, los
acidos grasos n-3 tienen un efecto protector contra algunos tipos de sindrome
metabdlico y la resistencia a la insulina. Hay que tener en cuenta factores como la dieta,
el consumo de energia y el estatus socioeconomico (Thorseng, 2009).

Por otra parte, el acido oleico en suero se asocia directamente con la ingesta a
largo plazo de aceite de oliva, el &cido linoleico con aceite de girasol, el acido
pentadecanoico con productos lacteos, &cidos grasos n-3 de cadena larga con los
pescados grasos Yy 4acidos grasos trans monoinsaturados con los alimentos

manufacturados. En conclusion, niveles séricos del acido pentadecanoico, acido oleico,



monoinsaturado trans y los acidos grasos poliinsaturados, son marcadores bioldgicos
adecuados para la ingesta diaria habitual, en los meses anteriores e incluso en uno pocos
afios (Thiébaut, 2009).

Tabla 43. indices entre los 4cidos grasos en suero y fosfolipidos de membrana de

pacientes con sospecha metabolopatia (n=374). Comparacion de dichos valores con los

del grupo normal.

PL membranas
U M-W

Suero
AG (Yop/p)

(UR\V/BY SM control

3,66

control

2,31

SFA/MUFA ns 0,005
(1,57) (2,06) (1,96) (0,49)
1,59 1,29 2,97 1,85
SFA/PUFA 0,002 0,000
(1,43) (0,78) (2,01) (0,53)
19,71 5,55 6,08 4,55
n6/n3 0,000
(19;10) (2,66) (5,58) (1,23)
5,39 1,63 6,95 3,48
C16/C18:2 0,046 0,000
(30,28) (1,32) (12,68) (2,21)
4,85 4,87 0,95 0,74
C18:2/C20:4 ns
(4,17) (4,29) (1,43) (0,35)

La relacion de SFA/MUFA/PUFA es de 1/2/1 en suero de mujeres alimentadas
con una dieta sana, y estos valores pueden ser indicativos de salud (Sanchez-Muniz,

2003) y permiten un perfil de proteccidn contra las enfermedades cardiovasculares.

En este caso es importante resaltar el indice n6/n3 y el indice C18:2n6/C20:4n6,
que estan representados en las figuras siguientes:
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Figura 32. Comparacién del indice n6/n3 en suero y fosfolipidos de membrana
entre el grupo de sospecha metabolopatia (RPSM) y el grupo control.
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Figura 33. Comparacion del indice C18:2n6/C20:4n6 en suero y fosfolipidos de
membrana entre el grupo de sospecha metabolopatia (RPSM) y el grupo control.



Los cambios en el perfil de estos dos &cidos grasos son propios de las
enfermedades inflamatorias, como la enfermedad inflamatoria intestinal y en la colitis
experimental (Fernadndez-Bafiares, 1997). Aumentan los productos finales (C22:5n3,
C22:6n3, C20:4n6, C22:5n6) y una disminucion de los precursores (C18:3n3, C18:2n6).

Las sumas de todos los acidos de la familia n-6 y familia n-3, corrobora lo dicho
anteriormente para cada &cido graso de estas familias por separado. Asi, la media de la
suma de los n-3 es significativamente menor en suero que la del grupo control,
indicando un déficit de los mismos dietético. No observandose este déficit en la suma de

los n-6 en suero, pero si en los fosfolipidos de membrana.

Respecto de la composicion en acidos grasos en fosfolipidos de membrana, los
resultados obtenidos confirman como en el grupo problema hay repercusiones a nivel de
la estructura y composicion de la membrana. Resultados coincidentes con los datos
reportados por Aguilar (Aguilar, 2011).

Esto se confirma mediante el estudio del indice n6/n3, que es mucho mayor en el
suero de los nifios con sospecha y alteraciones neurolégicas que en el grupo control.
También es mayor en los fosfolipidos, pero en este caso no es significativa la diferencia,
sin duda por la mayor repercusion de la dieta a nivel inmediato en el suero frente a los
fosfolipidos.

Una vez mas, los acidos grasos de la dieta, en el grupo sospecha, como se
deduce de la distinta distribucién en la concentracion plasmatica de acidos grasos,
parece estar vinculada a la actividad inflamatoria, asi como a personas con resistencia a

la insulina (Ferndndez-Real, 2003).

4.4, EVALUACION DE LAS CORRELACIONES ENTRE LOS
DISTINTOS ACIDOS GRASOS, EN SUERO Y FOSFOLIPIDOS DE
MEMBRANA EN LOS DOS GRUPOS ANALIZADOS.

Como se observa en las figuras 2, 3, 4 y 6, en las que se describen las rutas
metabolicas, hay una amplia relacion metabolica entre los diferentes acidos grasos. En

este apartado se van a estudiar las posibles correlaciones entre las concentraciones



relativas de cada acido graso en los controles y en los nifios con sospecha de alteracion.
Para ello se ha realizado el estudio de Pearson de cada variable con todas las demas,
sefialando Unicamente aquellos acidos grasos en los que se da en alguno de los grupos
estudiados una correlacién con r? > 0,6 y con p<0,01**. Los resultados se muestran en

las tablas siguientes:

Tabla 44. Correlaciones entre el C6 y los deméas acidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r>>0,6

y con significacion p<0.01.

Suero Suero = PL

control sospecha sospecha

control

C8 0,780** -0,047
C10 0,613** 0 0,197 -0,017
Cl2:1 0,867** 0,021 0,091 0,034
Cil4 QL3 0,049 0,226 0,256**
C20:3n3 0,897** -0,044 -0,176 0
C22:3n3 0,639** -0,035 0,097 -0,022

Tabla 45. Correlaciones entre el C8 y los demas acidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r>>0,6

y con significacion p<0.01.

Suero Suero i PL

control sospecha sospecha
control

C10 0,739** 0,230** 0,161 0,621**
Ci2:1 0,947** 0,383** 0,405* 0,655**
C14 0,947** -0,052 0,395* 0,059

tC18:1n9 -0,626** 0,106 0,127 0,414**
C20 0,16 0,171** 0,690** 0,006

C20:2n6 0,693** 0,308** -0,131 0,538**
C20:3n3 0,793** 0,883** 0,08 0,530**
C22:2n6 0,788** 0,455** -0,002 0,542**
C22:3n3 0,606** 0,453** -0,085 0,274**




Tabla 46. Correlaciones entre el C10 y los demas &cidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r>>0,6

y con significacion p<0.01.

PL PL

Suero Suero

control  sospecha
control  sospecha

Cil2:1 0,605**  0,241** -0,094  0,533**
Ci14 0,776**  0,487** -0,273  0,170**
tC18:2n6 0,079 DR/ LY 6ol D320
C18:3n3 0,622**  0,269** -0,203  0,448**
C20:2n6 Olee 1 8 QP32 x__ -0198  0,473**
C22 -0,622** -0,083 0,151 0,003

C22:2n6 0,813**  0,286** 0,267 0,581**
C22:3n3 0,707**  0,283** 0,095 0,163**
C22:5n3 0,687**  0,148** -0,142  0,188**

Tabla 47. Correlaciones entre el C12 y los demaés acidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r>>0,6

y con significacion p<0.01.

Suero Suero PL -

control sospecha control
sospecha

Ci14 0,633** 0,642** 0,791**  0,350**
C20:5n3 RNt -0,015 0,918**  0,271**




Tabla 48. Correlaciones entre el C12:1 y los demas &cidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

PL
control

PL
sospecha

Suero Suero

C12:1vs
control sospecha

Cil4 0,899** -0,06 0,704** 0,194**
C14:1n5 0,128 0,639** 0,048 0,468**
C16:1n7 0,32 -0,146** 0,783** 0,262**

C18:1n9 -0,615**  -0,241**  -0,558**  -0,173**
C18:3n3 0,365* 0,250** -0,108 0,607**
C20:3n3 0,929** 0,119* -0,054 0,711**
C22:2n6 0,596** 0,556** -0,103 0,643**

Tabla 49. Correlaciones entre el C14 y los demaés acidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con valores de

r*>0,6y con significacion p<0.01.

Suero Suero B =

control sospecha
control sospecha

C18:3n3 0,648** 0,001 -0,081 0,103
C20:2n6 0,730** -0,042 -0,043 0,122*
C20:4n6 -0,615** -,360** -0,576** -0,341**
C20:3n3 0,716** -0,057 -0,216 0,079
C20:5n3 -0,235 -0,067 0,713** 0,150**
C22:2n6 0,817** -0,119* -0,122 0,055

Tabla 50. Correlaciones entre el C14:1n5 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacién p<0.01.

PL

PL
Suero Suero

C14:1n5vs
control sospecha

control sospecha
C18:3n6 0,750** 0,211** 0,107 0,166**
C20 0,816** 0,319** 0,003 0
o[V 0,840** 0,556** 0,194 0,265**




Tabla 51. Correlaciones entre el C16 y los demas acidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r*>0,6

y con significacion p<0.01.

PL

Suero Suero =

SRaTE control sospecha

control sospecha
C18 0,613** 0,112* 0,712** 0,647**
C18:2n6 -0,573**  -0,633** 0,109 -0,219**
C20:4n6 -0,333 -0,440** -0,672** -0,477**
C22:4n6 -0,014 0,174** -0,627** -0,509**

No existe ninguna correlacion entre el C16:1n7 y los demas &cidos grasos con

las condiciones establecidas de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

Tabla 52. Correlaciones entre el C18 y los demas acidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r*>0,6

y con significacion p<0.01.

Suero Suero - PL

GEIE control sospecha sospecha

control

C18:1n9 -0,814**  -0,375** -0,273**
C18:2n6 -0,916**  -0,328** -0,301 -0,268**
C20:4n6 0,173 -0,141** -0,606** -0,286**
C22:1n9 -0,615** -0,035 -0,16 -0,367**
C22:4n6 0,606** 0,337** -0,452** -0,407**
C24 0,601** 0,295** 0,041 -0,120*
C24:1n9 0,650** 0,271** 0,026 -0,225**




Tabla 53. Correlaciones entre el C18:1n9 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

Suero Suero = PL

C18:1n9 vs

control sospecha sospecha

control
tC18:1n9 0,602** 0,260** 0,105 0,026
C18:2n6 0,691** -0,037 -0,235 0,484**

Tabla 54. Correlaciones entre el tC18:1n9 y los demas &cidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r>>0,6 y con significacién p<0.01.

PL RIS

Suero Suero

tC18:1n9 vs
control sospecha

control sospecha
C20:1n9 s 23 0,445** 0,001 0,167**

No existen correlaciones entre el C18:2n6 y los demas &cidos grasos en los

diferentes grupos de muestras con las condiciones de r>>0,6 y con significacion p<0.01.

Tabla 55. Correlaciones entre el tC18:2n6 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

PL PL

Suero Suero

tC18:2n6 vs
control sospecha

control sospecha

C20:1n15 -0,115 0,608** 0,022 0,326**
C22:2n6 -0,088 0,663** 0,415* 0,496**




Tabla 56. Correlaciones entre el C18:3n6 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con
valores de r*>0,6 y con significacién p<0.01.

PL

Suero Suero

C18:3n6 vs PL control

control sospecha

sospecha
C20 0,896** 0,203** -0,429* -0,126*
C20:1n15 [EORCI00ided 0,146** 0,009 -0,276**

Tabla 57. Correlaciones entre el C18:3n3 y los demas éacidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r>>0,6 y con significacién p<0.01.

Suero Suero By

control sospecha

C18:3n3 vs PL control

sospecha
C20:2n6 WY G 3 W28/ -0,119 0,587**
C20:3n3 0,024 0,153** 0,124 0,663**
C22 -0,275 -0,098 -0,672** 0,067
C22:2n6 0,938** 0,332** 0,243 0,618**

C26 0,858** -0,053 -0,126 -0,078

Tabla 58. Correlaciones entre el 20 y los demas &cidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r*>0,6

y con significacion p<0.01.

Suero Suero = PL

control sospecha

G20%E sospecha
control P

C20:1n15 JOR< T 0,407** 0,323 0,017




Tabla 59. Correlaciones entre el C20:1n15 y los demas &cidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

Suero Suero Fosfolipidos  Fosfolipidos
control  sospecha control sospecha

C20:1n9 0,553**  0,183** 0,457** 0,664**
C20:5n3 -0,027 0,068 0,06 0,683**
C22:2n6 0,036 0,696** -0,111 0,530**

C20:1n15 vs

Tabla 60. Correlaciones entre el C20:1n9 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

Suero Suero FE
C20:1n9 vs PL control
control sospecha

sospecha

C20:5n3 -0,042 -0,027 0,256 0,615**

Tabla 61. Correlaciones entre el C20:2n6 y los demas éacidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r>>0,6 y con significacién p<0.01.

Suero Suero Fosfolipidos  Fosfolipidos

C20:2n6 vs

control  sospecha control sospecha
C20:5n3 0,058 0,002 0,04 0,666**
C22:2n6 0,906**  0,404** -0,122 0,558**
C22:3n3 0,776**  0,378** 0,032 0,497**
C22:5n3 0,811**  0,125* -0,092 0,247**
C22:6n3 -0,218 0,003 0,725** 0,083
C26 0,632**  -0,077 0,339 -0,05




No se dan correlaciones entre el C20:3n6 y los demas acidos grasos en los

diferentes grupos de muestras con las condiciones de r*>0,6 y con significacion p<0.01.
Tabla 62. Correlaciones entre el C20:4n6 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

PL PL

Suero Suero

C20:4n6 vs
control sospecha

control sospecha
(ovy il 0,805** 0,086 0,762** 0,486**
C24 0,824**  0,248** 0,371* 0,235**
(ovVM KM 0,846**  0,300** 0,153 0,193**
OZEGEA 0,670**  0,308** 0,367* 0,139**

Tabla 63. Correlaciones entre el C20:3n3 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

PL

Suero Suero =

C20:3n3 vs
control sospecha

control sospecha
C22:2n6 0,318 0,234** 0,208 0,740**
C22:3n3 0,643** 0,197** 0,13 0,242**

Tabla 64. Correlaciones entre el C20:5n3 y los demas éacidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

Suero Suero = PL

control sospecha

C20:5n3 vs
sospecha
control

C22:2n6 -0,129 0,101 -0,276 0,646**




Tabla 65. Correlaciones entre el C22 y los demas acidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r*>0,6

y con significacion p<0.01.

Suero Suero
control  sospecha

-0,119*

Fosfolipidos
control

0,138

Fosfolipidos

C22 vs
sospecha

C22:3n3 -0,638**

No hay ninguna correlacion, con los criterios asumidos en las tablas que se

presentan, entre el C22:1n9 y los restantes acidos grasos.

Tabla 66. Correlaciones entre el C22:2n6 y los demas éacidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r>>0,6 y con significacién p<0.01.

C22:2n6 Vs Suero Suero  Fosfolipidos Fosfolipidos

control  sospecha control sospecha

C26 DYEo " s 30,087 -0,118 -0,07

Tabla 67. Correlaciones entre el C22:4n6 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con

valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

Suero Suero  Fosfolipidos Fosfolipidos
control  sospecha control sospecha

C24 0,964**  0,588** 0,482** 0,343**
C22:6n3 0,744**  0,182** 0,041 0,205**
C24:1n9 0,834**  0,497** 0,171 0,269**

C22:4n6 vs




Tabla 68. Correlaciones entre el C22:3n3 y los demas acidos grasos en los

diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con
valores de r*>0,6 y con significacion p<0.01.

. Suero Suero  Fosfolipidos Fosfolipidos
C22:3n3 vs
control  sospecha control sospecha

C22:5n3 0,848**  0,473** 0,038 0,259**

No hay ninguna correlacion entre el C22:5n3 y los demés &cidos grasos con
valores de r>>0,5 y con significacién p<0.01.

Tabla 69. Correlaciones entre el C24 y los demas éacidos grasos en los diferentes
grupos de muestras. Se sefialan Ginicamente aquellas correlaciones con valores de r>>0,5
y con significacion p<0.01.

C24 vs Suero Suero  Fosfolipidos Fosfolipidos

control  sospecha control sospecha
C22:6n3 QL/¥S:EN  @,344%> -0,359* 0,137*
C24:1n9 0,829**  0,643** 0,392* 0,484**

Tabla 70. Correlaciones entre el C22:6n3 y los demas acidos grasos en los
diferentes grupos de muestras. Se sefialan Unicamente aquellas correlaciones con
valores de r*>0,5 y con significacion p<0.01.

Suero Suero  Fosfolipidos Fosfolipidos
control  sospecha control sospecha

C24:1n9 0,732**  0,291** -0,219 0,273**

C22:6n3 vs

Por Gltimo, tampoco hay correlaciones entre el C24:1n9 con el C26 en ninguno
de los cuatro grupos.



En general se observa que en el grupo control existe toda una serie de
correlaciones entre los &cidos grasos, lo cual evidencia una conexion metabdlica entre
los distintos acidos grasos, pero en cuanto se estudia dicha correlacion en el grupo de
nifios con trastornos neuroldgicos se pierden dichas correlaciones, mostrando bien la
amplia heterogeneidad entre los nifios de dicho grupo en cuanto a su patologia y

también la posible repercusion de la misma en el metabolismo lipidico.



También se han analizado las correlaciones entre las distintas sumas de acidos grasos en sueros y en fosfolipidos, estando representadas
en las siguientes tablas:

Tabla 71. Correlaciones entre las sumas de acidos grasos en el grupo de sueros control. * p<0.06 y ** p<0.01.

XAGCL SAGCML Xtrans Yinsat
SAGCM 1
SAGCL 0,694** 1
SAGCML -0,450* -0,047 1
Ysat 0,657** 0,990** 0,087 1
Strans -0,466** -0,318 0,032 -0,331 1
Yinsat -0,651** -0,990** -0,088 -1,000** 0,31 1
>n9 -0,498** -0,845** -0,15 -0,862** 0,3 0,861** 1
>n6 -0,678** -0,897** 0,112 -0,880** 0,251 0,881** 0,604** 1
>n3 0,179 0,218 -0,221 0,182 -0,097 -0,181 -0,314 -0,388* 1

Tabla 72. Correlaciones entre las sumas de &cidos grasos en el grupo de sueros problema. * p<0.06 y ** p<0.01.

SAGCL SAGCML Xtrans Yinsat
SAGCM 1
SAGCL 0,177** 1
SAGCML -0,047 0,065 1
Ysat 0,254** 0,986** 0,114* 1
Jtrans 0,138* -0,151** -0,104 -0,119* 1
Yinsat -0,268** -0,982** -0,106* -0,996** 0,034 1
>n9 0,267** -0,435** -0,091 -0,323** 0,262** 0,302** 1
>n6 -0,471** -0,748** -0,078 -0,681** -0,130* 0,697** -0,147** 1

>n3 0,096 -0,044 0,221** 0,023 0,294** -0,048 -0,101 -0,067 1




Tabla 73. Correlaciones entre las sumas de &cidos grasos en el grupo de fosfolipidos de membrana control. * p<0.06 y ** p<0.01.

SAGCL AGCML Xsat Xtrans Yinsat
SAGCM 1
SAGCL 0,507** 1
SAGCML -0,393* -0,086 1
Ysat 0,544** 0,964** 0,126 1
Xtrans -0,061 0,242 0,104 0,231 1
Yinsat -0,537** -0,964** -0,129 -0,999** -0,262 il
2n9 -0,420* -0,238 0,466** -0,165 0,263 0,155 1
>n6 -0,685** -0,741** 0,054 -0,782** -0,15 0,780** 0,222 1

*n3 0,206 -0,405* -0,401* -0,428* -0,256 0,433* -0,387* -0,153 1

Tabla 74. Correlaciones entre las sumas de acidos grasos en el grupo de fosfolipidos de membrana problema. * p<0.06 y ** p<0.01.

2AGCM 2AGCL ZAGCML sat
2AGCM 1
2AGCL -0,249** 1
2AGCML -0,113* -0,307** 1
sat -0,232** 0,965** -0,118* 1
Ztrans 0,420** -0,464** 0,013 -0,463** 1
Yinsat 0,192** -0,957** 0,123* -0,994** 0,364** 1
*n9 0,009 -0,487** 0,025 -0,527** 0,099 0,536** 1
2n6 -0,092 -0,712** 0,122* -0,754** 0,101 0,780** 0,182** 1

>n3 0,359** -0,572** 0,094 -0,564** 0,438** 0,539** -0,007 0,112* 1




Tabla 75. Correlaciones entre las proporciones de cada acido graso en suero frente a las de los &cidos grasos en fosfolipidos de membrana.

en el grupo control. * p<0.05 y ** p<0.01.

PL vs Suero C14:1n5 C18:1n9

C12 -0,045 -0,02 0,829** -0,034 0,124 -0,011 0,026 -0,064

Cl4 -0,062 -0,016 0,637** -0,043 0,108 -0,003 0,046 -0,026

C18:3n3 0,872** 0,722** 0,301 0,857** 0,648** 0,172 -0,604** 0,398*

C20:1n15 0,115 0,282 0,178 0,088 0,338 0,272 -0,162 0,671**
C20:1n9 -0,09 0,018 0,164 -0,11 0,142 0,615** -0,145 0,538**
C20:5n3 -0,275 -0,202 0,680** -0,248 -0,042 -0,017 0,11 -0,105

Cc22 -0,681** -0,504** -0,379* -0,631** -0,488** -0,15 0,232 -0,128

No hay ninguna correlacion entre las sumas en suero y fosfolipidos de membrana con las condiciones establecidas.

En el caso del grupo problema, Gnicamente se da una correlacion con las condiciones establecidas, entre el C16 de suero y el C16

de los fosfolipidos de membrana con un valor de 0,521**

De nuevo se confirma dicha pérdida de correlaciones en el grupo de nifios con trastornos neurolégicos. Todos estos datos apuntan

a una conexion entre el trastorno neurologico, la dieta ingerida y los niveles de &cidos grasos, que puede ser bidireccional.

Se necesitan muchos mas estudios para dilucidar estos puntos y la homogenizaciéon por enfermedades neurol6gicas de los

pacientes.



5. CONCLUSIONES.

1. Se aportan valores de normalidad de los &cidos grasos entre C6-C26,
saturados e insaturados, en edad pediatrica, de las concentraciones en suero y en

fosfolipidos de membranas celulares.

2. Las concentraciones de los &cidos grasos en suero y fosfolipidos de

membranas celulares son distintas.

3. Los valores de los é&cidos grasos en suero y membranas celulares
correlacionan débilmente, aunque significativamente, respondiendo posiblemente sus
concentraciones a distintos factores, siendo la dieta un importante factor modificador en

suero de los mismos en situaciones de normalidad.



4. La evaluacién de los acidos grasos en estados patoldgicos debe hacerse con
una medida cuantitativa combinada de los acidos grasos en suero y en fosfolipidos de

membranas celulares.

5. Los nifios con trastornos neuroldgicos tienen niveles inferiores de &cidos

grasos n-3 en suero y en fosfolipidos.

6. El grupo de pacientes neuroldgicos presenta niveles superiores de acidos

grasos trans que los del grupo control.

7. El indice n6/n3 es mucho mayor en el grupo de nifios con trastornos

neurolégicos.
8. Dichas alteraciones muestran una dieta inadecuada en estos nifos.

9. Existe un amplio abanico de correlaciones entre los acidos grasos en el grupo

control, lo que muestra la conexion metabolica entre ellos.

10. Estas correlaciones se pierden en su practica totalidad en el grupo de nifios

con trastornos neurolégicos.
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