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Resumen

Introduccion: La dieta es importante para el suministro
de acidos grasos del hombre, en especial los de las familias
n-3 y n-6, por su esencialidad y las amplias funciones fisi-
ologicas relacionadas. Es importante tener valores de
referencia en las muestras biologicas accesibles, tales como
suero y membranas eritrocitarias, con el fin de paliar posi-
bles déficit. El objetivo del presente trabajo consiste en
cuantificar los acidos grasos esenciales (AGE) presentes en
dichas muestras, desde la C6 hasta la C26.

Material y métodos: Se han efectuado las determinaciones
de los acidos grasos de 30 nifios sanos en suero y en sus
correspondientes fosfolipidos de membrana de células
sanguineas, mediante su extraccion lipidica, metilacion,
separacion y cuantificacion en cromatografia de gases con
deteccion de masas. Se han comparado los valores obtenidos
en cada suero y su pareja de membranas celulares.

Resultados y discusion: Se han obtenido los valores
normales en nifos sanos. El C16, que supone la cuarta
parte de todos los acidos grasos, esta en la misma propor-
cion en ambas muestras; entre el resto, no se encuentra
una correspondencia clara entre ambos valores. Entre los
n-6, el C18:2n6 esta en mayor proporcion en suero, frente
al C20:4n6 que lo esta en los fosfolipidos. De igual forma,
entre los n-3, el C20:5n3 esta en mayor proporcion en
suero y el C22:6n3 lo esta en fosfolipidos de membrana.
Dichos valores son la causa de procesos distintos, aporte
nutricional reciente para el suero y con implicaciones a
largo plazo y metabdlicas los valores en los fosfolipidos de
las membranas.
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CORRESPONDENCE BETWEEN THE FATTY
ACIDS INHEALTHY CHILDREN SERUM AND IN
MEMBRANE PHOSPHOLIPIDS

Abstract

Introduction: The diet is important in the supply of
fatty acids in humans, especially those of the n-3 and n-6
families by its essentiality and related physiological func-
tion. It is important to have reference values in accessible
biological samples: serum and erythrocyte membranes,
in order to alleviate potential shortfalls. The objective is
quantifying fatty acids present in these samples from C6
to C26.

Material and methods: the determinations of the fatty
acids of 30 healthy children in serum and its corre-
sponding membrane phospholipids from blood cells by
lipid extraction, methylation, separation and quantifica-
tion in gas chromatography with detection of masses have
been. It is comparing the values obtained in each serum
and its partner of cell membranes.

Results and discussion: It is have obtained normal
values in healthy children. The C16, which represent a
quarter of all fatty acids, it is in the same proportion in
both samples, in the rest of fatty acids, there is no clear
correspondence between both values. In the n-6 family,
the C18:2n6 is higher in serum against the C20:4n6 which
is in the phospholipids. In the same way between the n-3
family, the C20:5n3 is higher in serum and the C22:6n3 is
in membrane phospholipids. These values are cause of
different processes, recent nutritional contribution to
serum and with long-term implications and metabolic
values in the phospholipids of membranes.

(Nutr Hosp. 2013;28:1541-1545)
DOI:10.3305/nh.2013.28.5.6528
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Introduccion

Una gran proporcién de los dcidos grasos utilizados
por el hombre se obtiene de la dieta. Diversos lipidos
animales y vegetales son ingeridos, hidrolizados por
enzimas digestivas, absorbidos por la pared intestinal,
previa emulsiéon mediante los dcidos biliares, y
distribuidos a todo el organismo a través del sistema
linfético y el torrente circulatorio'. A partir de los
dcidos grasos ingeridos o sintetizados por exceso de
otros nutrientes, tienen lugar toda una serie de modifi-
caciones por alargamiento y desaturacién, que dan
lugar a un perfil cambiante de los dcidos grasos en
circulacién o depositados.

Los mamiferos superiores, entre ellos el hombre, son
incapaces de producir dobles enlaces en posicién 6 6 3
del extremo contrario al carboxilo, a pesar de que
algunos de estos 4cidos grasos poliinsaturados son los
causantes de algunas funciones especificas. Investiga-
ciones recientes han demostrado que mas del 25% de
los adultos y un porcentaje similar de nifios presentan
anormalidades en los AGE debidas al déficit nutri-
cional de los mismos**. Los alimentos procesados han
destruido la mayoria de esos AGE.

Los 4cidos grasos n-3 y n-6, ambos esenciales, no
pueden interconvertirse entre ellos. En muchos
procesos tienen un efecto combinado (prevencién de
enfermedades cardiovasculares)*’, y, en otros, su
funcién es antagénica (enfermedades inmunitarias,
inflamatorias, etc), por lo que es necesario mantener
una dieta equilibrada entre los dos para mantener el
estado de salud'. Diferentes relaciones n-6/n-3 se han
mostrado eficaces en el tratamiento de diversas
patologias, aunque no estd bien definida la proporcién
iddnea; pero es adecuada entre 4/1 y 2/1, proporciones
en las que se ha apreciado un descenso en la tasa de
mortalidad por enfermedad cardiovascular, una
disminucién en la proliferacién celular del cincer
colorrectal y una reduccién de la inflamacién de la
artritis reumatoide, entre otras®. Proporciones, en todo
caso, alejadas de las dietas actuales de los paises occi-
dentales, con cantidades relativas muy altas de n-6'".

La fuente es claramente dietética, pues se ha
demostrado que una ingesta de 1.080 mg/dia de EPA
(4cido eicosapentanoico, 20:5 n-3) y 720 mg/dia de
DHA (acido docosahexaenoico, 22:6 n-3), de aceite de
pescado hace que se aumente el porcentaje de EPA en
eritrocitos hasta 6 veces y un incremento del 25% de
DHA. Posiblemente, estos dos 4cidos grasos n-3
desplazan dcidos saturados de los fosfolipidos®. Y tnica-
mente con la ingesta de dos raciones de pescado a la
semana durante la gestacion, la leche materna presentd
niveles significativamente mayores de EPA y DHA®.

Es importante por lo apuntado, en algunas situa-
ciones nutricionales o de enfermedad, disponer de
valores de referencia de los 4cidos grasos, y en especial
de los esenciales, con el fin de poder suministrar pautas
alimentarias o suplementarlas para paliar esas deficien-
cias. Para ello, se ha establecido como objetivo en el

presente trabajo determinar los valores de normalidad
en el suero y en los fosfolipidos de membranas de
eritrocitos y evaluar si existe correlacion en los acidos
grasos entre ambas muestras del mismo individuo.

Material y métodos

Se recogieron 2 ml de muestras de sangre de 30
niflos sin patologia nutricional ni neurolégica cono-
cida, separando el suero del botén celular.

Extraccién lipidica: i) La extraccién de los lipidos
del suero se efectiio mediante la mezcla de metanol con
triclorometano en proporcién 2:1, siguiendo el método
de Folch'; se evitaron en todo momento las oxida-
ciones mediante atmésfera de nitrégeno y la adicién de
unos miligramos de pirogalol al extracto final llevado a
sequedad. ii) La extraccién de las grasas de las células
sanguineas se efectto a partir de 0,5 g de células medi-
ante ruptura de las membranas celulares con adicién de
1 ml de agua bidestilada y sonicacién en bafio de hielo,
con posterior adicion de 5 ml de isopropanol a -80° C,
gota a gota y agitando continuamente, para evitar la
coagulacion de la muestra. Se dejé reposar a temper-
atura ambiente durante 15 minutos. Se afiadieron 3 ml
de cloroformo, se agit6 la muestra y se centrifugé a
3.600 rpm durante 40 minutos a una temperatura de 0-
10° C. Se recogid la fase orgdnica y se llevé a sequedad
total mediante flujo de nitrégeno. Se disuelve de nuevo
en 50 1 de una mezcla de cloroformo/metanol (19:1) y
se separan los distintos lipidos mediante cromatografia
en capa fina de gel de silica, utilizando como fase
movil una mezcla de hexano-éter-acido acético (70:
30:1; v:v:v). La identificacion de los diferentes tipos de
lipidos se efectia en funcidn del desplazamiento que
consigue cada uno de ellos en el sistema calculado medi-
ante controles revelados con dcido molibdatofosfdrico en
etanol al 5%. Se raspa la zona correspondiente a los
fosfolipidos y se extraen con cloroformo llevando a
sequedad con nitrégeno y conservando con pirogalol. A
partir de este punto, son tratados de forma similar ambas
muestras: lipidos del suero y fosfolipidos de membranas.

Metilacion: Se disuelven los extractos lipidicos en 1
ml de una mezcla metanol:hexano (4:1). Se afiade 1 ml
de cloruro de acetilo, gota a gota. Se agita bien para
eliminar los gases desprendidos, y todo ello en corri-
ente de nitrégeno para evitar oxidaciones. Se tapan
bien los tubos y se llevan a un bafio de agua hirviendo
durante una hora. Después, y para parar la reaccion, se
enfrian los tubos hasta alcanzar la temperatura ambi-
ente en un bafio de hielo'. Se extraen los ésteres
metilicos, afiadiendo 3 ml de K,CO, al 6% y 1 ml de n-
Hexano. Se agita con fuerza en el agitador mecdnico
hasta que se desprende todo el gas. Se centrifuga
durante 10 minutos a 3.600 rpm y se recoge la fase de
n-Hexano, llevando a sequedad mediante flujo de
nitrégeno. El extracto se redisuelve en n-Hexano hasta
una concentracién fija (1 mg/100 1), de los que se
llevan 1001 alos viales de andlisis cromatografico.
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Separacion y cuantificacion de los dcidos grasos:
Para determinar los tiempos de retencién cromatogra-
fica, espectros de masas y factores de cuantificacidn, se
utiliza una mezcla estdndar de ésteres metilicos de
todos los dcidos grasos a analizar, con proporciones
conocidas de cada uno de ellos (Nu-Chek-Prep, INC
GLC 85), afiadiendo 40 1 con los ésteres metilicos de
los estdndares individuales de aquellos dcidos grasos
no presentes en el estdndar general (Sigma Chemical
Co.). Para la identificacion de los dcidos grasos de las
muestras a analizar, se preparan viales con 10 1 de
estandar C17, 70 1 para muestras de suero y 40 1 para
muestras de fosfolipidos de membranas y el resto hasta
completar los 200 I de n-hexano. La separacién de los
metil-ésteres de los dcidos grasos y su cuantificacion se
ha realizado en un cromatégrafo de gases Shimadzu
modelo GC-17, con autoinyector Shimadzu AOC-20i y
detector de espectrometria de masas Shimadzu modelo
QP-5000, utilizando la columna -wax de silica de 30 m
de longitud y un didmetro interior de 0,25 mm. La
cuantificacion se lleva a cabo utilizando las sumas de
las dreas de las diferentes masas utilizadas en cada
ventana del cromatograma'>'®. En total, y en cada
muestra, son analizados 34 4cidos grasos, entre 6 y 26
carbonos.

Estudio estadistico: Los datos fueron tratados estadis-
ticamente mediante el paquete IBM SPSS Statistics
20.0, estableciendo un nivel de significacion p < 0,05.

Resultados

Se han obtenido los porcentajes p/p de los dcidos
grasos comprendidos entre C6-C26, representando los
valores de aquellos cuyo porcentaje es mayor del 0,1%
en la tabla I. Se han colocado distinguiendo el grupo al
que pertenecen: saturados, monoinsaturados, poliinsat-
urados n-6, n-3 y trans.

Analizando estos resultados, se observa, en primer
lugar, que en general no se corresponden los valores
del suero al perfil de los mismos en los fosfolipidos de
las membranas, salvo algunas excepciones, entre las
que destaca el mayoritario dcido palmitico (C16) que
tiene niveles semejantes estadisticamente.

Entre los monoinsaturados, el de mayor concen-
tracién es el oleico (C18:1n9), que tiene concentra-
ciones mayores en el suero que en los fosfolipidos de
las membranas celulares. Entre la familia n-6 se
observa que el linoleico (C18:2n6) estd en porcentaje
superior en suero que en los fosfolipidos; los otros dos
mayoritarios, el araquidénico (C20:4n6) y el docosate-
traenoico (C22:4n6), se acumulan en las membranas,
lo que hace que en todos los casos las diferencias sean
significativas a las de sus sueros correspondientes. En la
familia n-3, los valores obtenidos muestran que el
linolénico (C18:3n3) y el eicosapentaenoico (C20:5n3),
tienen porcentajes superiores en suero, mientras que el
docosahesaenoico (C22:6n3) tiene un valor superior en
fosfolipidos de membrana. Por tltimo, los dcidos trans

Tabla I
Porcentajes (p/p) de los dcidos grasos en suero 'y
fosfolipidos de membranas eritrocitarias en 30 nifios sanos

AG Sulero Test pareado Pl membrana
Media (SD) p (Pareado) Media (SD)
SAT
8 0,14 (0,29) ns 0,04(0,07)
Cl10 0,12(0,17) 0,037 0,05 (0,06)
C12 0,31(0,57) ns 0,26 (0,95)
Cl4 1,56 (2,15) 0,008 0,45 (0,25)
Cl6 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)
C22 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)
MUFAS
Cl2:1 0,11(0,37) 0,031 0,61(1,11)
Cl16:1n7 0,57 (0,44) 0,034 0,26 (0,61)
Cl18:1n9 13,22 (3,83) 0,000 9,43 (1,26)
C20:1n9 0,22(0,21) 0,000 0,05(0,07)
C22:1n9 3,79 (4,51) 0,000 0,09 (0,17)
C24:1n9 1,42 (1,36) 0,000 4,48(0,79)
n6
C18:2n6 21,37(8,96) 0,000 8,53(2,55)
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)
n3
C18:3n3 0,48 (1,60) ns 0,04 (0,12)
C20:5n3 431(2,51) 0,000 1,83(0,96)
C22:5n3 0,47 (0,80) 0,048 0,80 (0,45)
C22:6n3 1,15(0,76) 0,000 3,14(2,15)
transt
C18:1n9 0,45(0,23) 0,033 0,35(0,14)

muestran valores semejantes, aunque con una pequefia
diferencia significativa.

Para analizar mejor estas diferencias, y dada la
posible interconversiéon metabdlica entre algunos
dcidos grasos y en concreto entre las diferentes
familias, se ha efectuado el estudio de las sumas de los
mismos y de algunos indices, que estdn expresadas en
la tabla II.

En general, solamente hay correspondencia entre
los dcidos grasos saturados de cadena media, los n-3 'y
el indice n-6/n-3 entre suero y su correspondiente
fosfolipido de membrana; en los demds, la diferencia
entre ambas muestras es significativa. También se
observa un mayor porcentaje de dcidos grasos satu-

Relacién entre los 4cidos grasos en suero
y en los fosfolipidos de membrana en
nifios sanos
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Tabla II
Sumas e indices de los porcentajes de los distintos tipos
de dcidos grasos en suero y fosfolipidos de membranas
de 30 nifios sanos

AG Su.ero Test pareado Pl membrana
Media (SD) p (Pareado) Media (SD)
Ysat CM 0,57(0,88) ns 0,35(0,96)
Y sat CL 38,61(10,91) 0,001 46,33 (3,99)
¥ sat CML 4,04 (1,94) 0,000 7,74 (1,30)
Y sat 4323 (11,53) 0,000 54,42 (4,57)
Y insat 56,27 (11,44) 0,000 45,20 (4,61)
Ymonoinsat 19,72 (6,26) 0,000 14,96 (1,36)
¥ poliinsat 36,94 (7,04) 0,000 30,43 (4,40)
Y n-9 18,64 (6,23) 0,001 14,05 (1,68)
Y06 30,31(7,70) 0,001 24,34 (4,30)
>n-3 6,50 (3,02) ns 5,86(2,22)
3 trans 0,50 (0,28) 0,017 0,37(0,14)
SFA/MUFA 2,70(2,06) 0,025 3,66 (0,49)
SFA/PUFA 1,29(0,78) 0,002 1,85(0,53)
n6/n3 5,55(2,66) ns 4,55(1,23)
C16/C18:2 1,63 (1,32) 0,001 3,48(2,21)
C18:2/C20:4 4,.87(4,29) 0,000 0,74 (0,35)

rados en las membranas, pero todos los insaturados y
sus correspondientes familias son mds abundantes en el
suero, incluso la suma de trans, con diferencias signi-
ficativas, excepto en la familia n-3.

Discusion

La falta de relacién entre los porcentajes de cada
acido graso en suero y fosfolipidos de membrana, e
incluso las sumas de las familias de 4cidos interconec-
tados entre si, se debe probablemente a la presencia de
los mismos en la dieta y a los complejos procesos que
sufren en el metabolismo celular (fig. 1).

DIETA

SUERO
DEPOSITOS
METABOLISMO

l

PL DE MEMBRANA

Fig. 1.—Factores que pueden influir en la concentracion de dci-
dos grasos en suero y en fosfolipidos de membranas.

Las concentraciones de 4cidos grasos en suero
sanguineo son biomarcadores de la ingesta de grasas
en la dieta', mientras que las concentraciones de
dcidos grasos en fosfolipidos de membrana son el
resultado de la ingesta de lipidos y el correcto
funcionamiento del metabolismo lipidico. Por tanto,
reflejan mejor el estado del organismo respecto al
metabolismo de sintesis, degradacién e interconver-
sion entre los distintos 4cidos grasos'.

Con todo ello, parece que se puede asociar més direc-
tamente la ingesta de los sujetos y la composicién
lipidica analizando el perfil de los mismos en suero.
Mientras que el estado de los depdsitos tisulares
causados por la dieta a largo plazo y la situacién
metabodlica, pueden estar mds acordes con los niveles de
los 4cidos grasos presentes en las estructuras mas esta-
bles, como los fosfolipidos de las membranas celu-
lares'*'7. La composicién de los 4cidos grasos de los
lipidos de membrana de eritrocitos puede reflejar mejor
la composicion general de dcidos grasos del organismo,
que la composicién de 4cidos grasos de los lipidos plas-
madticos”. Efectivamente, en los datos presentes se
observa una diferencia significativa en la prictica totali-
dad de los niveles de dcidos grasos en suero y en los
fosfolipidos de las membranas de eritrocitos.

En relacién con algun dcido graso concreto, cabe
destacar el linoleico (C18:2n6) cuyo porcentaje es
superior en suero que en los fosfolipidos, sin duda
debido a su origen dietético exclusivo, ya que existe
una correlacién significativa entre la dieta y dicho
dcido'®. Tampoco se observa relacién entre la composi-
cién del dcido araquidénico entre ambas muestras, en
concordancia con la correlacién negativa entre éste y la
ingesta de dcido eicosapentaenoico (EPA) + dcido
docosahexaenoico (DHA) descrita por Kawabata'.
Este hecho puede confirmar la no concordancia entre
los datos en suero y fosfolipidos de membrana que se
observan en los datos del presente estudio, debido a su
acumulacién en la membrana celular a largo plazo. A
medio y a largo plazo, la ingesta de dcidos grasos poli-
insaturados se correlaciona bien con su concentracion
en 4cidos grasos de membrana®, pero no asi en los
perfiles en suero que estdn mucho mds influenciados
por la ingesta inmediata.

La relacién n-6/n-3 no estd en la muestra analizada
dentro de los valores recomendados de entre 4/1 y 2/1,
aunque es mayor la proporcion, lo cual muestra una
ingesta de n-6 superior o de n-3 inferior a las recomen-
daciones nutricionales'.

Estos valores de normalidad de los dcidos grasos
pueden servir para estudios comparativos en diferentes
situaciones patoldgicas o carenciales en las que puedan
verse afectados.
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