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Resumen

HEMOS ADMINISTRADO UNA DIETA semisintética conteniendo
un 10% de aceite de oliva o de pescado como dnico componente graso no-vitaminico a
ratas prefiadas, que fueron estudiadas al dfa 20 de gestacién. En plasma de las madres, los
porcentajes de 4cidos grasos saturados fueron similares en ambos grupos, el de 4cido olei-
co y de dcido araquidénico fueron superiores en las de aceite de oliva, mientras que los de
4cidos eicosapentaenoico y docosahexaenoico fueron superiores en las de aceite de pesca-
do. En el plasma de los fetos, los cambios fueron similares a los de las madres, mostrando
una insuficiencia de 4cido araquidénico en los de madres alimentadas con aceite de pes-
cado. Tanto en plasma como en higado de los fetos, la concentracién de vitamina E fué
inferior en los de madres alimentadas con dieta de aceite de pescado que con la de aceite
de oliva. A su vez, la respuesta lipolitica de los adipocitos a un agonista b3-adrenérgico fue
inferior en ratas prefiadas que en virgenes, pero el efecto inhibidor que produce en éstas el
anclaje euglucémico e hiperinsulinémico desaparece cuando son alimentadas con dieta de
aceite de pescado. Estos resultados muestran que un exceso en 4cidos grasos poliinsatura-
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dos en la dieta durante la gestacién en la rata, como el producido cuando ésta contiene
aceite de pescado en vez de aceite de oliva, da lugar a una deficiencia en édcido araquidé-
nico y vitamina E en los fetos y altera la normal respuesta lipolitica del tejido adiposo de
la madre, teniendo consecuencias que podrian ser indeseables para el desarrollo postnatal.

Introduccién

Durante la gestacién, la madre debe adapar su metabolismo para garantizar el aporte con-
tinuo de sustratos al feto, y es precisamente el metabolismo lipidico el mas afectado, como
lo muestra el acimulo de grasas de reservas (18,27) y la intensa hiperlipidemia que desa-
rrolla (1). A su vez, el normal desarrollo del feto depende de un aporte adecuado de 4cidos
grasos esenciales procedentes de la dieta materna (22). La capacidad del feto para modifi-
car las cadenas hidrocarbonadas de los dcidos grasos es baja (9), por lo que el normal desa-
rrollo fetal depende directamente de los 4cidos grasos que le llegan de la madre a través de
la placenta (6). La mayor parte de los dcidos grasos esenciales procedentes de la dieta de la
madre y que llegan a la placenta, son transportados en forma de triglicéridos asociados a
lipoproteinas (quilomicrones y VLDL), que aunque no cruzan directamente la placenta
(17,19), ésta dispone de lipasas capaces de hacer llegar al feto los 4cidos grasos que trans-
portan (16).

Hay estudios en los que se aconseja el uso de dietas enriquecidas en 4dcidos grasos poliin-
saturados durante la gestacién para garantizar el aporte de 4cidos grasos esenciales al feto
y al recién nacido (12,14,21,31,38). Sin embargo, un aumento de estos 4cidos grasos en la
dieta supone también un incremento en el consumo de antioxidantes(24,34,41,44), de
forma que su exceso podria desencadenar una importante deficiencia de vitamina E en los
fetos, con efectos negativos en el desarrollo postnatal. A su vez, un exceso de 4cidos grasos
poliinsaturados por la madre podria predisponerla al desarrollo de cdncer de mama. Por
ello, hay quienes han cuestionado el uso excesivo de estos dcidos grasos durante la gesta-

cién (7,13,20).

Modificaciones en la composicién de los 4cidos grasos de la dieta pueden afectar la activi-
dad lipolitica del tejido adiposo, modificando su sensibilidad a agentes b-adrenérgicos
(30). Se ha demostrado también que este efecto puede contribuir a modular el depésito de
grasas de reserva (42), y modificar el indice de insaturacién de los fosfolipidos de la mam-
brana de los adipocitos, afectando asf su respuesta hormonal, y en particular la accién anti-
lipolitica de la insulina (29). En la gestante se desarrolla una situacién de hiperinsulinemia
asociada a resistencia insulinica (35,37), pero no se conoce la forma en que cambios en la
composicién de loa dcidos grasos de la dieta pueden afectar esta respuesta.
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Con la finalidad de determinar comparativamente y de forma experimental los efectos del
aceite de oliva y de pescado en la dieta durante la gestacidn, y en base a los antecedentes
arriba expuestos, hemos administrado una dieta semisintética conteniendo un 10% de
aceite de oliva o de pescado a ratas durante la gestacion, estudiando los siguientes puntos:
perfil de 4cidos grasos en la madre y en los fetos, niveles de vitamina E en plasma e higa-
do fetales y respuesta lipolitica del tejido adiposo de las madres a un agonista £$3-adrenér-
gico.

Materiales y métodos

Ratas hembras Sprague-Dawley se cruzaron cuando pesaban 180-200 g, y se separaron en
dos grupos; en los dos las ratas se alimentaron con una dieta semisintética utilizada pre-
viamente en nuestro laboratorio (32,40), que contenfa un 10% de grasa, y diferfan unica-
mente en la naturaleza de dicha grasa: aceite de oliva (Koipe) o aceite de pescado (Cofares).
En el caso de los experimentos realizados con tejido adiposo, se utilizaron tanto ratas pre-
fiadas como ratas virgenes, que se sometieron al mismo tratamiento. La composicién de las
dietas se indica en la Tabla 1, y se almacenaban a -20°C hasta el momento de su utiliza-
cién. A su vez, los aceites se conservaban a 4°C bajo atmésfera de nitrégeno, para evitar su
oxidacién.

Tras 20 dias de gestacién y alimentacién con la correspondiente dieta, las ratas fueron
decapiradas, recogiendo la sangre a 4°C en tubos con Na;-EDTA. Se extrajeron los fetos,
que fueron decapitados y su sangre se recogié como en las madres, con la salvedad de que
se mezclo la sangre de todos los fetos procedentes de la misma madre, procesindose de
igual forma. Se separ6 el plasma por centrifugacién y se guardé a -20°C hasta su procesa-
miento. De los fetos se extrajeron también los higados, que se conservaron en nitrégeno
liquido hasta su andlisis. También se extrajeron los tejidos adiposos lumbares de las madres,
que fueron depositados en salino, para su procesamiento en fresco.

Se extrajeron los lipidos del plasma (11), y tras saponificacién y metilacién (26), los acidos
grasos se analizaron mediante cromatografia de gases (cromatégrafo Perkin Elmer con
detector de ionizacién de llama, FID, y columna capilar Omegawax de 30 mx0.25 c¢m, y
fase mévil de nitrégeno). Los niveles de vitamina E en plasma e higados se cuantificaron
siguiendo un método desarrollado por nosotros (2).

Para los experimentos con tejido adiposo, se utilizaron ratas virgenes y prefiadas, que fue-
ron estudiadas directamente, o a los 60 min de un anclaje euglucémico e hiperinsulinémi-
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co con 0.4 U de insulina/h/kg, que fue realizado como se describié anteriormente (35,306),
con pequefias modificaciones. La actividad lipolitica del tejido adiposo se determiné en
adipocitos aislados mediante colagenasa (39), siguiendo la metodologfa utilizada reciente-
mente por nosotros (3,4). Los adipocitos se incubaron durante 90 min en tampén de
Krebs Ringer bicarbonato conteniendo 4% de albiimina bovina libre de 4cidos grasos, 5
mM de glucosa, 1 U/ml de adenosina deaminasa y en presencia o ausencia de 10° M de
BRL-37344 (generosamente facilitado por Beecham, Epson, Reino Unido), un agonista
£83-adrenérgico selectivo.

Los resultados se expresan como medias, correspondientes a un minimo de 5
animales/grupo, y la comparacién entre los grupos se realizé mediante andlisis de la varian-
za y el test de Tukey, siendo indicada por letras o asteriscos, segtin se especifica en los pies
de las figuras correspondientes.

Resultados y discusién

En la figura 1 se muestran los valores medios de 4cidos grasos en el plasma de ratas prefia-
das (dfa 20 de gestacién) y de sus fetos, que habfan sido alimentadas durante la gestacién
con dieta conteniendo aceite de oliva o de pescado. En el caso de las madres, la propor-
cién de 4cidos grasos en plasma difiere sustancialmente en funcién de la dieta consumida,
aunque ello depende del 4cido graso de que se trata. Asi, la proporcién de dcidos grasos
saturados es similar en los dos grupos experimentales, posiblemente como consecuencia de
la lipogénesis enddgena, cuyo producto final es el 4cido palmitico (16:0) (15). Esta lipo-
génesis es especialmente abundante en el higado (25), de donde pueden salir a la circu-
lacién en forma de triglicéridos, asociados a las VLDL, y se conoce que la produccién
hepdtica de estas lipoproteinas es especialmente abundante en la gestante (45). Como cabfa
esperat, el ac. oleico (18:1, n-9) se encuentra mas alto en las ratas alimentadas con dieta de
aceite de oliva que con el de pescado, y mientras que no se observan diferencias entre los
dos grupos en cuanto al ac. linoleico (18:2, n-6), se observa una menor proporcién de ac.
araquidénico (20:4, n-6) y una mayor en la de acidos cicosapentaenoico (20:5, n-3) y
docosahexaenoico (22:6, n-3) en las ratas a aceite de pescado con relacién a las de aceite
de oliva. Este dato es especialmente interesante, dado que el ac. araquidénico no estd pre-
sente en la dieta, y se sintetiza endégenamente a partir del ac. linoleico a través de una cas-
cada de _-6 desaturacién, elongacién y posterior desaturacién. Pensamos que los bajos
niveles de ac. araquiddnico en el plasma de las ratas alimentadas con aceite de pescado es
consecuencia del aporte de abundantes cantidades de ac. eicosapentaenoico y docosahexa-
enoico en esta dieta, ya que se conoce que estos dcidos grasos son inhibidores de la _-6
desaturasa, enzima limitante de la sintesis de los dcidos garsos de la serie n-6, donde se
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encuentra el ac. araquidénico (23).

También en la figura 1 se presentan los valores de dcidos grasos en el plasma fetal, cuyas
proporciones se asemeja a las de las madres. Especial relevancia tiene la intensa deficiencia
de 4c. araquidénico que se presenta en los fetos de madres alimentadas con aceite de pes-
cado, mientras que este no es el caso en los fetos de madres alimentadas con aceite de oliva.
De hecho, aunque no existe una correlacién significativa entre la proporcién de 4c. grasos
saturados entre madres y fetos, posiblemente como consecuencia de la actividad lipogené-
tica de los propios fetos (28), si que se presenta una correlacion entre madres y fetos en
cuanto a la proporcién de 4c. oleico y de 4c. poliinsaturados.

La deficiencia fetal de dcido araquiddnico que se presenta cuando la madre ingiere dieta
con aceite de pescado en vez del de oliva, puede tener consecuencias importantes en la
etapa postnatal, ya que se ha demostrado que una deficiencia en dicho 4cido graso puede
alterar la funcionalidad cerebral y producir retrasos en el desarrollo (43).

Dado que cambios importantes en el perfil de dcidos grasos pudieran afectar la disponibi-
lidad de antioxidantes endégenos, en el presente trabajo hemos cuantificado también la
concentracién de vitamina E en higado y plasma de los fetos, y los resultados se resumen
en la figura 2. Los fetos de madres alimentadas con dieta que contenfa aceite de pescado
presentaban una concentracién de vitamina E en higado y en plasma muy inferior que la
de los de madres alimentadas con dieta de aceite de oliva, siendo la diferencia entre ambos
grupos estadisticamente significativa. Nosotros interpretamos este resultado en base a que
el mayor contenido en dcidos poliinsaturados presente en madres y fetos alimentados con
accite de pescado les expone a una mayor incidencia de peroxidacién lipidica, forzdndoles
a un mayor consumo de agentes antioxidantes endégenos, como es el caso de la viamina
E. De hecho, se conoce que situaciones distintas a las aqui descritas, en que hay un aumen-
to de 4cidos poliinsaturados, incrementan las necesidades de vitamina E (5,33,41). Este,
sin embargo, no es el caso de las ratas alimentadas con aceite de oliva, cuyo grado de pero-
xidacién lipidica parace ser mas moderado, en base a los niveles de vitamina E aqui encon-
trados. Un posible artefacto de nuestros datos podria encontrarse en una diferencia en el
contenido inicial de vitamina E en la dieta. Sin embargo, como se mostré en la Tabla 1,
las dos dietas aqui utilizadas eran suplementadas con una alta cantidad de a-tocoferol ace-
tato (50 mg/kg), lo que unido a su mayor estabilidad en relacién a la vitamina E, es sufi-
ciente para igualar la cantidad total de a-tocoferol que es ingerida diariamente por los ani-
males.

Una dltima parte de nuestro estudio ha estado dirigida a conocer la sensibilidad lipolitica
de los adipocitos de ratas prefiadas y virgenes a un agonista $3-adrenérgico, el BRL-37344,
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en situaciones basales y de hiperinsulinemia producida por el anclaje euglucémico e hipe-
rinsulinémico. Como se muestra en la figura 3, cuando las ratas eran alimentadas con
dieta de aceite de oliva, la respuesta a dicho agonista era como cabia esperar. Es decir, situa-
ciones de hiperinsulinemia, como son el anclaje euglucémico e hiperinsulinémico en las
ratas virgenes, y el propio embarazo, dan lugar a una disminucién de la respuesta lipoliti-
ca de los adipocitos. Este resultado concuerda con el hecho conocido de que la insulina
tiene un efecto inhibidor de la expresién de los receptores f$3-adrenérgicos en tejido adi-
poso de rata (10). Sin embargo, como también se muestra en la figura 3, cuando los adi-
pocitos procedfan de ratas alimentadas con dieta que contenfa aceite de pescado, la hipe-
rinsulinemia producida por el anclaje euglucémico e hiperinsulinémico no redujo la res-
puesta lipolitica al BRL-37344 en las ratas virgenes. En el caso de los dc ratas prefiadas ali-
mentadas con aceite de pescado, la respuesta lipolitica a dicho agonista fue siempre infe-
rior a la observada en los adipocitos de ratas virgenes controles. De hecho, este resultado
pone de manifiesto la disminuida respuesta £$3-adrenérgica en los adipocitos de las ratas
prefiadas, posiblemente como consecuencia de su mantenida hiperinsulinemia, pero mues-
tra también una falta de respuesta a la hiperinsulinemia aguda en el caso de las ratas vir-
genes alimentadas con dieta de aceite de pescado. Este resultado puede ser consecuencia de
una alteracién en la composicién de los fosfolipidos de membrana de los adipocitos cuan-
do la dieta de los animales tiene un alto contenido de 4cidos grasos poliinsaturados (E.
Amusquivar y E. Herrera, datos sin publicar), y ello podria ser responsable de una falta de
sensibilidad de esos adipocitos a la accién inhibidora de la insulina sobre los receptores £83-
adrenérgicos.

En conclusién, nuestros resultados ponen de manifiesto que en comparacién a una dieta
conteniendo aceite de pescado, y consecuentemente con una alto contenido en 4cidos gra-
sos poliinsaturados, la dieta conteniendo aceite de oliva durante la gestacién produce unos
efectos deseables en la madre y sus fetos. Concretamente: evita una deplecién del conte-
nido de 4cido araquidénico y de vitamina E en plasma materno y fetal, y permite mante-
ner una adecuada sensibilidad a la respuesta lipolitica de agonistas £83-adrenérgicos en
situaciones de hiperinsulinemia aguda. Todo ello muestra también que aunque se ha acon-
sejado el uso de aceite de pescado durante la gestacidn, a fin de evitar una deficiencia de
4cidos grasos poliinsaturados de la serie n-3 (8), aqui hemos observado que su exceso puede
producir una deficiencia en ac. araquidénico y vitamina E en los fetos, y alterar la normal
respuesta lipolitica del tejido adiposo de la madre, teniendo consecuencias que podrian ser
negativas para el desarrollo postnatal. En consecuencia, nuestros resultados apoyarfan el
consumo de aceite de oliva durante la gestacién, mds que un exagerado consumo de acei-
te de pescado.
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Tabla 1. Composicién de las dietas utilizadas

Ingrediente D. Oliva D. Pescado
g/Kg de dieta

Caseina 170 170

Sales minerales! 35 35
Vitaminas2 10 10
Clorhidrato de colina 4 4
Celulosa 100 100
Almidén de maiz 580 580

Aceite de oliva 100 -

Aceite de pescado - 100

1. Sales minerales (gKg dieta): Sulfato de cobre 0.1; Molibdato de amonio 0.026; Yodato sédico 0.0003;
Cromato potésico 0.019; Sulfato de Zinc 0.091; Hidrofosfato cilcido 0.145; Sal de Mohr 2.338; Sulfato mag-
nésico 3.37; Sulfato de manganeso 1.125; Cloruro sédico 4; Carbonato célcido 9.89; Dihidrofosfato potisico
14.75

2. Vitaminas (mg/Kg): Biotina 0.5; Acido f6lico 5; Menadiona bisulfito sédico 0.83; Retinil palmitato 2.4;
Colecalciferol 0.025; dl-o-tocoferol acetato 50; Hidroclorhidrato de tiamina 6.6; Acido ascérbico 100.
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Figura 1. Composicién porcentual de dcidos grasos en el plasma materno y fetal de ratas alimenta-
das durante 20 dfas de gestacion con una dieta conteniendo 10% de aceite de oliva o de pescado,
como tnico componente graso-no vitaminico. Los asteriscos corresponden a la comparacién esta-
distica entre los dos grupos (*= p<0.05, **= p<0.01, **= p<0.001)
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Figura 2. Concentracién de vitamina E en higado y plasma de fetos, al dia 20 de gestacién, de las
mismas ratas que en la figura 1. Las comparaciones estadisticas se presentan también como en la figu-
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Figura 3. Respuesta lipolitica a un agente agonista b3-adrenérgico (BRL-37344, 10-5M) de adipo-
citos de ratas virgenes o prefiadas, alimentadas con dieta conteniendo aceite de oliva o de pescado, y
sometidas o no a un anclaje euglucémico ¢ hiperinsulinémico. Los datos se expresan como porcen-
tajes de la produccién de glicerol por adipocitos de los mismos animales, incubados en ausencia del
agonista. Las letras sobre las barras corresponden a la comparacién estadistica entre los grupos: letras
diferentes indican que la diferencia entre los grupos es estadisticamente significativa (p<0.05).
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