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RESUMEN: En este trabajo se estudio la composicion de dcidos grasos de microsomas hepdti-
cos de pato, codorniz y pollo y se analizo su comportamiento durante la peroxidacién lipidica.
La composicién de dcidos grasos varié entre las diferentes especies, los microsomas de pato
presentaron mayor contenido de dcidos grasos polinosaturados, principalmente dcidos ara-
quidonico (C20:4 n6) y docosahexahendico (C22:6 n3), mientras que en codornices y pollos
el contenido de dcido palmitoléico (C16:1 n7) y dcido oléico (C18:1 n9) fue significativamente
mayor. Se incubaron microsomas hepdticos de las diferentes especies en un sistema no en-
zimdtico en presencia de ascorbato-Fe*, solo los microsomas obtenidos de higado de pato
mostraron un incremento en la quimioluminiscencia (emisién luminica), mientras que el and-
lisis de la composicién de dcidos grasos permitié observar correlativamente una disminucién
significativa de los dcidos grasos polinosaturados. Los resultados muestran una estrecha
relacién entre la composicién microsomal de dcidos grasos (porcentaje de dcidos grasos po-
linosaturados) y los valores de quimioluminiscencia obtenidos durante la lipoperoxidacion
in vitro. De las muestras evaluadas solo los microsomas de pato resultan sensibles a la
lipoperoxidacion, a diferencia de los de pollos y codornices. Estos resultados son similares
con los de otros trabajos en los que se informa que las diferentes especies aviares poseen
una variada susceptibilidad a téxicos que tienen la habilidad de generar radicales libres (por
ejemplo, la aflatoxina B1I).
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LIPID PEROXIDATION VARIATION ACCORDING TO
FATTY ACIDS COMPOSITION OF HEPATIC
MICROSOMES OBTAINED FROM POULTRY SPECIES

ABSTRACT: Studies were done to analyze the fatty acid composition and sensitivity to lipid
peroxidation of hepatic microsomes from duck, quail and chicken. Fatty acid profiles differed
among species. Duck microsomes had significantly higher content of polyunsaturated fatty
acids, especially arachidate (C20:4 n6) and docosahexahenoate (C22:6 n3). Palmitoleate
(C16:1 n7) and oleate (C18:1 n9) was significantly higher in quails and ducks. Lipid peroxi-
dation were induced with ascorbate-Fe?** and determined by the increase in light emission
through chemiluminiscence. Only duck membranes were successfully peroxidized. Moreover,
duck microsomes decreased its polyunsaturated fatty acids content after lipid peroxidation.
The results indicate a close relationship between tissue sensitivity to lipid peroxidation in
vitro and polyunsaturated fatty acid concentration. Duck microsomes were very sensitivity to
lipid peroxidation in contrast to chicken and quail microsomes. This coincides with the wide
in vivo susceptibility reported for substances that have the ability of originating free radicals
(for example aflatoxine B1).
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INTRODUCCION

La degeneracion oxidativa de los acidos
grasos insaturados presentes en las membranas
biolégicas puede iniciarse por la presencia de
radicales libres y posteriormente continuar con
una reaccion en cadena que conduce a peroxi-
dacion lipidica (1). Aunque la reduccion biolégica
de oxigeno molecular es la principal via para
el desarrollo de radicales libres, éstos pueden
también formarse durante el metabolismo de qui-
micos carcinogénicos (2). Recientemente ha sido
confirmada la capacidad de la aflatoxina B1 para
generar este tipo de reacciones (3). La aflatoxina
B1 es una micotoxina fuertemente hepatotoxica
producida por los hongos Aspergillus flavusy A.
parasiticus. Estos hongos pueden contaminar
alimentos de consumo animal y bajo condiciones
ambientales apropiadas producir la mencionada
toxina (4). Las aves son especies con una varia-
da susceptibilidad a la aflatoxina B1. Los patos
y pavos son altamente susceptibles, los pollos
particularmente resistentes y las codornices
presentan una susceptibilidad intermedia (5). Es
probable que ademas de la activacion metabolica
de la aflatoxina B1 (6) existan otros factores que
expliquen esta diversa susceptibilidad. Se sabe
que la cantidad de acidos grasos polinosaturados
de cadena larga presentes en las membranas
biologicas de diferentes especies pueden variar,
lo cual las haria mas o menos susceptibles a la
peroxidacion (7). Posiblemente existen diferencias
en la peroxidacion y perfil de acidos grasos de
membranas biologicas entre diversas especies de
aves, lo que haria que la susceptibilidad a agentes
prooxidantes, como la aflatoxina B1, varie in vivo.
El proposito de este estudio es establecer poten-
ciales diferencias entre aves (patos, codornices
y pollos) en la composicién de acidos grasos de
membranas microsomales hepaticas, asi como la
sensibilidad de estas fracciones a la lipoperoxi-
dacioén in vitro iniciada por la adicién de ascorbato
en presencia de oxigeno e hierro.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de microsomas

Se seleccionaron tres aves adultas de cada
una de las siguientes especies: pollo de engorde
(Gallus domesticus), codorniz japonesa (Coturnix
japénica) y pato (Cairina moschata). Luego de
sacrificar los animales, por dislocacion cervical,
se remueven los higados, se pesan y se cortan en
pequenos trozos , se lavan con soluciéon 0,15 M
NaCl. La homogeneizacién se realiza con solucion
0,25 M sacarosa, 0,01M Tris HCI pH 7,4. Este
procedimiento se lleva a cabo con un homogenei-
zador Potter Elvejhem. Estos homoge-neizados se
centrifugan a 3000 rpm 10 min, obteniéndose un
pellet que contendra células rotas, nticleos y un
sobrenadante que posteriormente se centrifuga
a 13.500 rpm 10 min. Se obtiene un pellet de

mitocondrias y un sobrenadante postmitocon-
drial que se aplica a columnas de Sepharosa 4B
(buffer de elusion Tris HC1 0,01 M, pH 7,4) para
separar material particulado (microsomas) de
la fraccién soluble (citosol). Las operaciones se
realizan a 4 °C.

Determinacion de proteinas
Se determinan segun el método descripto
por Lowry y col.(10)

Peroxidacion de microsomas

La peroxidacion de las membranas se rea-
liza en un sistema in vitro, no enzimatico a 37 °C
con buffer fosfato 0,01M pH 7,4, ascorbato 0,4
mM, volumen final 2 ml, se utilizan microsomas
control a los que no se les agrega ascorbato.
La emision luminica se determina durante 180
minutos. La quimioluminiscencia se mide cada
10 minutos y es registrada como cuentas por
minuto (cpm) en un contador de centelleo liquido
Packard 1900 TR.

Separacion de lipidos de membrana

Los lipidos de las diferentes muestras
se extraen por el método de Folch (cloroformo
metanol 2:1 v/v) (11) con BHT 0,01 % como an-
tioxidante.

Interesterificacion y analisis del conteni-
do de acidos grasos por cromatografia gaseosa
computarizada

Los acidos grasos se transmetilan con F,B
en metanol a 65 °C por 3 h. Los ésteres de aci-
dos grasos se analizan en un cromatégrafo de
gas (Shimadzu Kyoto, Japén) equipado con una
columna (1.80m x 4 mm i.d.) GP 10 % DEGS-PS
on 80/100 Supelcoport. Nitrégeno se usa como
gas carrier. Las temperaturas del inyector y el
detector son mantenidas a 250 °C, la temperatura
de la columna a 200 °C. Los picos obtenidos se
comparan con los tiempos de retencion de los
standard. El indice de instauracién (Ul) fue cal-
culado de acuerdo a: Ul=} (porcentaje de acido
graso) ~ (numero de dobles enlaces).

Anadlisis estadistico

Los datos fueron analizados a través de la
prueba t- Student para determinar diferencias
significativas entre las fracciones microsomales
peroxidadas y las no peroxidadas. Igualmente
fue desarrollado un ANOVA para reconocer la
presencia de diferencias significativas en el perfil
de acidos grasos entre especies.

RESULTADOS
Composicion de acidos grasos de mi-

crosomas no peroxidados
En los microsomas hepaticos no sometidos
a peroxidacion in vitro de las tres especies de
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aves evaluadas, existe una proporciéon similar
de acidos grasos saturados (42 - 47 %) y de no
saturados (53 -56 %) (Tabla 1). Sin embargo, si
se analiza el grupo de los acidos grasos no satu-
rados, puede observarse que el pato posee mayor
porcentaje de acidos poliendlicos, mientras que
el pollo y la codorniz tienen mayormente acidos
monoenolicos. Asi, las membranas microsomales
hepaticas de los patos presentan una proporcion
significativamente mayor de acidos grasos polino-
saturados, en especial C20:4 n6 y C22:6 n3 con
respecto a las de codornices y pollos (Figura 1).
Por lo tanto el Ul de los lipidos de las membra-
nas microsomales de patos es superior en un 34
y 41 % en relacion con el de codornices y pollos
respectivamente, diferencia con significancia
estadistica (Figura 2). Como se mencioné otra
diferencia significativa observada se aprecia en el
porcentaje de acido mono-insaturados palmitoléi-
co (C16:1 n7) y oléico (C18:1 n9), que fue mayor
en las membranas microsomales de codorniz y
pollo en relacion con las de pato (Figura 3).

Composicion de acidos grasos en mi-

crosomas peroxidados

Una vez sometidos a peroxidacion in vitro
los microsomas hepaticos de pato, se observé que
la proporcion de acidos grasos polinosaturados
con respecto al control de la misma especie dis-
minuyé en un 54 %. Esta variacion significativa
ocurri6 particularmente por una reduccion del 38
y 73 % en la proporcién de los acidos oléico (18:1
n9) y araquidénico (20:4 n6), respectivamente.
Asi mismo en esta especie, el Ul disminuyé un 39
% en los microsomas de los animales sometidos
a peroxidacion con respecto a los microsomas
control (Tabla 1). En las muestras evaluadas de
pollos y codornices no se observaron diferencias
significativas en la proporcién de acidos grasos
entre los microsomas control y los que fueron
peroxidados.

Quimioluminiscencia

La diferencia en la peroxidacion de las
membranas microsomales de pato fue estadis-
ticamente significativa al comparar las muestras
control y las incubadas en presencia de ascor-
bato. La emision luminica fue 3,5 veces superior
en los microsomas peroxidados de los patos,
mientras que en los de codornices y pollos no se
presentaron variaciones importantes en la qui-
mio-luminiscencia entre las muestras control y
las peroxidadas (Figura 4).

DISCUSION

Esta investigacion evalué la susceptibilidad
a la peroxidacion lipidica presente en las mem-
branas microsomales hepaticas de pato, codorniz
y pollo; asi como el perfil de acidos grasos de estas
fracciones y su variacion debida a la peroxidacion

Peroxidacion lipidica

inducida por ascorbato y Fe*".

A pesar de que la composicién de acidos
grasos insaturados de los microsomas hepaticos
control de las aves evaluadas en este estudio fue
similar, se observaron diferencias en el contenido
de los acidos grasos polinosaturados entre espe-
cies. Los patos presentaron 2 y 2,8 veces mayor
contenido de estos acidos que pollos y codornices,
respectivamente. Esto obedece a la presencia de
un mayor contenido de acido araquidoénico (C20:4
n6) y docosahexanadico (C22:6 n3) en las membra-
nas microsomales de los patos. A pesar de no ser
regla general (10), algunos estudios han demos-
trado que el grado de insaturaciones presentes
en los fosfolipidos de membrana determina el
nivel de lipopero-xidacién de las mismas (11). Los
resultados de la presente investigacion respaldan
esta hipotesis ya que un contenido significativa-
mente mayor de acidos grasos polinosaturados
presente en las membranas microsomales he-
paticas de patos, en relaciéon con codornices y
pollos, esta acompanado por una mayor emision
luminica de los microsomas control con respecto
a los sometidos a peroxidaciéon. En concordancia
con estos hallazgos, en los microsomas de pollo
y codorniz, se observa un mayor contenido de
acidos monoinsaturados, menos susceptibles de
ser peroxidados.

Adicionalmente, se observa una disminu-
cién significativa en el contenido de acidos grasos
polinosaturados de los microsomas peroxidados
con respecto a los control, lo cual se relaciona
directamente con la lipoperoxidacién observada
en esta especie. Hallazgos similares han sido re-
portados por Gutierrez et al. (12) quienes también
demuestran una disminucion en el contenido de
C20:4 n6 y C22:6 n3 en membranas hepaticas
de pato peroxidadas, con respecto a las no pe-
roxidadas.

En las membranas biologicas de diferentes
especies de aves se ha reportado un alto porcenta-
jeen el contenidode C18:1 n9 (12,13), igualmente
predominante en los microsomas hepaticos aqui
evaluados. Sin embargo, existe un contenido
significativamente menor de este acido graso en
los microsomas de patos. La presencia predomi-
nante de este acido graso mono-insaturado en las
fracciones hepaticas de codornices y pollos puede
contribuir con la ausencia de lipoperoxidacion
registrada en los microsomas de estas especies,
situacion opuesta a lo ocurrido con los patos.

Las especies reactivas de oxigeno con ca-
pacidad de inducir la lipoperoxidacion, son en
su mayoria originadas a partir de la reduccion
de oxigeno molecular (14), sin embargo, durante
el metabolismo de ciertos xenobiéticos, pueden
originarse estos productos (15). Por lo tanto, los
resultados de esta investigacién podrian reflejar
la accién de sustancias téxicas con capacidad de
provocar estrés oxidativo.
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Tabla 1. Composicion de acidos grasos de lipidos totales de microsomas hepaticos de pato, pollo y

codorniz.

Pato Pollo Codorniz
Acidos grasos Contral Peroxidado Control Peroxidado Contral Peroxidado
Cl&10 27 2911 24 30,932, 11 32 300,69 31,9441 BB 2B 3T+l AT 2BO0TE20OT
Clf:l n? 223403 1,65%1,21 6,0311,28 5,950,586 5,07t1,149 5 0BH) T2
Cl1B:0 19,5642 25 24 441535 13,6321,28 14,6712 00 14 024262 1518343
ClE1l n9 26,0541 96 31,4B81+2,45 36,301,016 3B8,3543.66 43094419 43 B1x505
C182 nk B,01+0,94 5,00+1 05 6,22+0,94 5,62+1,62 5,3t1,43 5,294 &4
ClE3 n3 0,350,158 0,630 32 0,5740,24 0,28+0,33 02040 28 0,144, 15
C20:4 nhb 11,6641 97 3,171,345+ 2,39+1,06 2, 359+0,32 1,9040,17 1 4340 23
C2206 n3 4, B61+0,62 2 Tl B9 2354134 0,87+0,62 0, 7240 35 0 B7H0 30
Saturados 46 8542 BY 45,3644 85 46, 131,41 46,6213 66 42 39+370 43258544
Monoe tiknicos 28 2842 02 33,13+3,49 42 3442 17 44,3244 49 4B 162367 48 BEE5 62
Polinesaturados 24 BB+l B2 11,5%1,F2* 11,531,41 9064272 B, 12£1 949 Tr4H), 20
Total de nao
salurdos a3,16+2 BT 44,6344, 56 S3,8TH1, 41 53,3943 Bb o6, 28+5,5T7 56,6356
Saturados Nao
salurados 0,5910,09 1,270 23 0,5640,05 0,BE+0,14 0,770, 15 0,7EH 17
1 121,159 28 T391+10,012%  BO,1&t5,40  T0,909:H5,72 T1,29149.2 TOETH 7O
Los datos muestran el porcentaje del contenido total de acidos grasos, expresados como el promedio £ D.S. de 3 individuos,|

Las diferencias significativas entre el grupo control y el peroxidado de cada una de las especies estudiadas se indica por *

(P<0.05).

Se ha reconocido que la aflatoxina B1, toxi-
na ante la cual las especies presentan una varia-
da susceptibilidad in vivo, es capaz de ocasionar
la formacion de lipoperoxidos (3, 16, 17). En esta
investigacion se observa que los microsomas
hepaticos de pato, especie altamente sensible a
la aflatoxina B1, tienen una mayor tendencia a
ser lipoperoxidados en relacién con los de pollo
y codorniz, especies con mayor resistencia a la
mencionada toxina.

Es posible que el diferente perfil de acidos
grasos de las especies y su capacidad de ser pe-
roxidados sea un elemento clave en determinar
la susceptibilidad a sustancias téxicas que, como
la aflatoxina B1, tienen la capacidad de generar
estrés oxidativo. En futuras investigaciones,
deberian ser evaluados otros mecanismos de
proteccién contra radicales libres presentes en

diferentes especies de aves que puedan estar
contribuyendo con la variada susceptibilidad a la
lipoperoxidacién. Igualmente, podrian emplearse
reconocidas sustancias toxicas generadoras de
radicales libres para inducir la lipoperoxidacion
de membranas y de esta manera elucidar con
mayor certeza el mecanismo de acciéon de este
tipo de quimicos.
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Figura 1. Composicion de acidos grasos poli-
nosaturados de microsomas hepaticos control
de diferentes aves. Los resultados se expresan
como el promedio + D.S. de tres individuos. Las
diferencias estadisticamente significativas entre
las aves estan indicadas por diferentes letras
(P< 0.05).
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Figura 2. Indice de instauracién (UI) de los
lipidos de membranas microsomales hepaticas
peroxidadas y no peroxidadas de diferentes aves.
Los resultados se expresan como el promedio +
D.S. de tres individuos. Las diferencias estadis-
ticamente significativas entre las membranas
control y las peroxidadas se indican por * y las
presentes entre los microsomas control de pato,
pollo y codorniz se indican por letras diferentes
(P<0,05).
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Figura 3. Composicién de acidos grasos mono-
insaturados de microsomas hepaticos control
de diferentes aves. Los resultados se expresan
como el promedio + D.S. de tres individuos. Las
diferencias estadisticamente significativas entre
las aves estan indicadas por diferentes letras
(P< 0.05).
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