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ABREVIATURAS UTILIZADAS.-

Ac. BG 3-acetil-̂ l, 2-diacil-sn-gliceroles (ace tat os
de digliceridos).

DG Diacilgliceroles (diglic^ridos)•

EC Esteres de colesterol,

PEA Acidos grasos libres.

1-PC Liso-fosfatidilcolinas-(liso-lecitinas).

MG Monoacilgliceroles (monogliceridos).

PC Posfatidiloolinas (lecitinas)•

PE Posfatidiletanolaminas.

PL Posfolfpidos totales.

TG Triacilgliceroles (triglic^ridos).

14:0 Acido mirfstico.

16:0 Acido palmftico.

16:1 Acido palmitoleico.

18:0 Acido estedrico.

18:1 Acido oleico.

18:2 Acido linoleico.

18:3 Acido linolenico.

20:1 Acido eicosamonoendico.

20:4 Acido araquid6nioo.

22:4 Acido docosatetraen6ico

22:5 Acido docosapentaen6ico

22:6 Acido docosaiiexaen6ico.

24:0 Acido nerv6nico.
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1.1. ESTRUGTÜRA Y RUNGION DE LOS EOSEOGLIGERIDOS.'

1.1.1. VARIABILIDAD ESTRUGTURAL DE LOS EOSEOGLIGERIDOS: ESPE­
CIES MOLECULARES.-

La totalidad de los fosfogliceridos aislados a partir de 
materiales biol(5gioos son derivados del L-c<-glioerof osfato 
(Baer y Buohnea, 1.959) o sn-glicerol-3-fosfato (Hirschmann, 
1.960), sin que haya en la actualidad evidencia alguna acerca 
de la existencia de enanti6meros que presenten el reste fosfa­
to unido a la posicidn sn-2 del glicerol.

Desde un punto de vista estructural, el miembro iMs sen— 
cillo de la familia de los fosfogliceridos, es el acido fosfa- 
tldico (acido 1,2-diacil-3~sn-glicerofosf6rico) que, aunque 
detectado en muy pequenas cantidades, ha demostrado ser un 
intermediario muy active en la sfntesis de otros fosfogliceri­
dos y glioeridos en general.

Sobre la base del termine ecido fosfatfdioo, se nombran 
en la actualidad, de manera sencilla, el resto de los fosfogli- 
oeridos. AsI, la lecitina, fosfoglicerido mayoritario de casi 
todos los materiales bioiegicos estudiados, se nombra como fos- 
fatidilcolina (1,2-diacil-3-sn-glicerofosforilcolina).

AdeiMs de estes fosfogliceridos, que poseen colina como 
componente estructural, se han podido detectar otros con N-mono— 
y N,N-dimctiletanolamina, habiendose demostrado que son inter­
mediaries en la conversien de otro fosfoglicerido importante, 
la fosfatidiletanolamina (1,2-diacil-3-sn-glicerofosforiletano- 
lamina) , en fosfatidilcolina.

La fosfatidilserina (1,2-diacil—3—sn-glicerofosforilserina), 
fue el primqr fosfoglicerido natural en que se pudo constatar la
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presencia de aminodcidos como component es estructiirales. Pos­
ter! orme nte , se pudieron detectar otros hidroxiaminodcidos ju- 
gando este mismo papel en fosfoglicdridos minoritarios como fos- 
fatidiltreonina o fosfatidilliidroxiprolina. Los aminodcidos tam- 
bidn han podido detectarse, en celulas procaridticas, formando 
uniones ester con el grupo hidroxilo primario de otro fosfogli- 
cdrido de interes que es el fosfatidilglioerol (l,2-diacil-3- 
-sn-glicerofosforilglicerol). Estos enlaces ester tambidn pue- 
den formarse entre el,fosfatidilglicerol y el dcido ortofosfd- 
rico, para dar lugar a la formaci6n de fosfatidilglicero-fosfa­
to, intermedio en la sfntesis de cardiolipina (di-fosfatidilgli- 
cerol) , especialmente abundante en membranas mitocondriales*

Otros polialcoholes, ademas del glicerol, pueden esterifi- 
car al dcido fosfatidico. Este es el caso del inositol, polial- 
cohol ciclico, que da lugar de este modo, a la formacidn de fos- 
fatidilinositol, alguno de cuyos grupos hidroxilo libres pueden 
fosforilarse, para originar asf una serie de derivados que se 
nombran como mono-, di- o tri-fosfoinosxtidos, componentes li- 
pfdicos importantes del tejido nervioso en general.

La enumeracidn que se ha hecho de los tipos de fosfoglice- 
ridos principales (figura 1), aunque no es exhaustiva, parece 
suficiente para dejar constancia de la gran variabilidad que 
se présenta oonsiderando tan s6lo, la naturaleza de los grupos 
polares oonstituyentes. Estas posibilidades de variacidn estruc- 
tural, evidentemente, se multiplican por un factor considerable, 
cuando se toma en consideraci6n la variabilidad que pueden pre­
sent ar las cadenas apolares unidas a las posiciones sn-1 y sn-2 
del glicerol. Este elemento de variabilidad, se refiere tanto 
a la naturaleza misma de la oadena apolar (longitud, numéro 
y posici6n de las insaturaciones, etc.), como a su localizaoi6n 
sobre una u otra de las posiciones del glicerol, como al tipo 
de enlace que mantiene esta uni6n, ya que se ha podido demostrar, 
que el enlace ester no es el linioo que mantiene unidos a estos 
componentes estructuralea, sino que, especialmente en tejidos
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animales, se presentan tambi^n uniones éter, tanto en posioi<5n 
sn-1, como en sn—2, como en ambas, originando asf toda una co- 
leocidn de alquil- y alquenil-derivados de todos los fosfogli- 
c^ridos anteriormente citados, entre los que destacan, desde 
un punto de vista cuantitativo, los llamados plasmaldgenos, 
que presentan una cadena apolar unida a la posicidn sn-1 del 
glicerol por un enlace éter ex , ^  -insaturado.

Por todo lo comentado anteriormente, en la actualidad no 
se puede considerar a cada tipo de fosfoglicerido, como por 
ejemplo la fosfatidilcolina, como una entidad qufmica lînica, 
sino mds bien, como una familia de especies moleculares afines 
entre sf, que tienen en coimin el grupo polar (colina o etanola- 
mina, etc.) y que varian con respecto a la naturaleza de sus 
restes apolares, de modo que dstos, en fimci6n de su variabili­
dad, confieren propiedades fisicoquimicas distintas a cada una 
de las especies moleculares que forman parte de estas familias.

A la gran diversidad estructural mostrada por los fosfo- 
gliceridos, subyace una caracterfstica general de singular tras— 
cendencia biol6gica que ser^ tratada con mds profundidad en el 
apartado correspondiente; todas estas mol^culas tienen un carac- 
ter anfifilo muy acentuado, este es, incluyen una zona polar, 
constituida por un grupo iônico o fuertemente polarizado, y 
una région apolar, mds extensa, constituida por las dos cadenas 
Mdrocarbonadas.

Las t^cnicas que habitualmente se utilizan para el aisla- 
miento y purificacidn de los fosfogliceridos, rinden la mezcla 
de especies moleculares, como un producto totaljnente homogoneo. 
Es por ello, que la determinacidn de estas entidades quimicas, 
s6lo lia sido viable desde la introducci<5n en la metodologia 
lipfdica de una tecnica de elevado poder resolutive, que es la 
cromatografia de argentaoidn (Morris, 1.966). Mediante esta 
tecnica, es posible fraccionar mezclas complejas de moleculas 
muy similares, en funci6n del numéro y clase de enlaces multi­
ples que estas contengan. De esta forma, se ha podido dilucidar
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la constituci6n en especies moleculares de fosfogliceridos ais­
lados de materiales biol6gicos diverses (Montfoort et al.,
1.971) y la informaci6n asf obtenida ha confirmado la idea 
anteriormente expuesta de que los fosfogliceridos naturales, 
con independencia del tipo de estructura al que respondan, se 
encuentran en la naturaleza en forma de mezclas de especies mo­
le cul are s.

Las variaciones en la composici&i de especies moleculares 
de un f osf oglicerido dado, no son s(5lo funcidn de la especie 
biol6gica a partir de la cual se haya aislado, sino que dentro 
de un msimo organismo, existen diferencias segdn el tejido o 
looalizacion subcelular considerados e incluso con el momento 
del desarrollo en que estudiemos el material biol6gico en cues- 
ti6n (Montfoort et al., 1.971; Abad, 1.974; Gonzalez Ros, 1.974; 
Abad et al., 1.976). Ello parece indicar que la constituci&n 
molecular de un fosfoglicerido dado, es refiejo de distintas 
capacidades biosintéticas que se ponen en juego en los diferen- 
tes niveles de organizacidn bioldgica y en los diferentes esta- 
dios del desarrollo ontogenico.

Todo lo anterior, al tiempo que hace patente unas caracte- 
risticas composicionales en termines de estructura qufmica y 
de localizaci6n biol6gica, plantea el problema de como se con­
signe la necesaria especificidad metabdlica que conduce, para 
un tipo dado de fosfoglicerido, a una mezcla concreta de enti­
dades moleculares y como a su vez, se alcanzan resultados dis­
tintos en diferentes sitios o en diferentes momentos de la vi­
da de un mismo organismo, tejido o c^lula.

1.1.2. FUNGION BIOLOGIGA: IMPORTANGIA DE LAS ESPECIES MOLECULARES.

La trascendencia biolcSgica de los f osf ogliceridos, viene 
dada por la existencia, dentro de la misma molecula, de dos 
zonas bien diferenciadas, este es, una zona polar, constituida
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por un grupo de caraoter idnico o al menos fuertemente polari­
zado, y otra zona apolar, mds extensa, constituida por las ca­
denas hidrocarbonadas de los restos de acilo.

La coexistencia de estas dos zonas tan marcadamente distin­
tas, capacita a estas moleculas para una amplia gama de modes 
de interaccidn con el resto de las moleculas biologicas, funda- 
mentalmente con proteinas, por medio de interacciones ionicas 
o dipolares, y con otros lipidos, por medio de interacciones 
apolares o hidrdfobas. Esta variedad de tipos de interacci6n 
se traduce en la formaci6n de agregados supramoleculares, co­
rne son las membranas bioldgicas, y en la intervened6n de varies 
fosfolipidos en la activacidn de sistemas enzimaticos# Estas 
dos vertientes de importancia de los fosfolipidos, vienen a 
ser en realidad una misma cosa por cuanto que la disposici6n 
de los mismos en el seno de las membranas, permite la creaci6n 
de una verdadera fase no-acuosa, que establece una discontinui- 
dad en el medio acuoso general de la celula y que parece ser 
del todo necesario para la actividad de proteinas de membrana 
diversas, asopiadas a fen6menos cataliticos o de transporte.

1,1*2.1. Eosfogliceridos como oonstituyentes de biomembranas.— 
Las proteinas de membrana, incluyen una gran variedad de 

moleculas, para algunas de las cuales se han asignado funcio- 
nalidades concretas. Entre ellas, hay un gran ndmero de enzi— 
mas, algunas de las cuales son comunes a todas las membranas, 
mientras que otras son especfficas de algdn tipo en particular, 
de modo que se puede afirmar que las diferencias exhibidas por 
distintos tipos de membranas son debidas en principio, a la 
clase y abundancia relativa de estas proteinas biol6gicamente 
activas. Aquellas proteinas de membranas para las cuales ne 
se han asignado funciones bioqufmicas concretas, suelen reci- 
bir el nombre de proteinas estructurales, siendo esta denomi- 
nacion equfvoca, ya que en muchos casos, puede tratarse de una 
proteina activa que se hq desnaturalizado durante el proceso de



aislamiento (Rega et al., 1.967)* En este sentido, Schatz y 
Saltzgaber (1.969) demontraron que aproximadamente el 35 ^ 
de las proteinas estructurales aisladas de membrana interna 
mitocondrial, se c erre sp ondie an con una ATP-asa desnaturali— 
zada. Estos mismos autores, dan una relaci6n de proteinas es— 
tructurales a lipidos de 0,65.

Extrayendo los ifpidos de la membrana, las proteinas es- 
tructurales foiman agregados banstante inestables, que tienden 
a disooiarse en presencia de detergentes (Zahler, 1.968), dan- 
do lugar a la aparicidn de pequenas unidades proteicas de peso 
molecular entre 10.000 y 40.000 (Zahler, 1.968) que muestran 
una alta afinidad, mas o menos especifica, por determinados 
tipos lipfdioos.

El andlisis de los aminodcidos intégrantes de una gran va­
rie dad de proteinas de membrana, muestra que los résiduos po­
lares y los apolares, se presentan aproximadamente en igual 
porcentaje (Vandenheuvel, 1.971). Este hecho, sumado al des- 
oonocimiento actual aoerca de la estructura terciaria de estas 
proteinas, hace que no se pueda predecir que tipo de interacoio- 
nes, hidrofflicas o hidrof6bicas, son las que, de modo mayori­
tario llevEüi a cabo la asociacidn con los ifpidos polares de 
las membranas. En este sentido, se han podido detectar asocia- 
ciones de una y otra fndole. Por ejemplo, la uni6n de la mono- 
aminooxidasa (Oreland y Olivecrona, 1.971) o de la hexoquinasa 
(Wilson, 1.973) a la membrana, viene dada por enlaces de tipo 
i6nico con fosfolfpidos, quedando ambas enzimas unidas a la in- 
terfase. De otro lado, una terpeno-fosfoquinasa (C^^-isoprenoi- 
de alcohol fosfoquinasa) estd incluida en el interior de la 
bicapa, unic^ndose a esta por uni one s hidrof 6bicas.

En cuanto a los ifpidos de membrana se refiere, podemos 
encontrar a todos los niveles (especies, generos, familias, 
tipos celuiares, orgcinulos subcelulares, etc.) diferencias m^s 
o menos acusadas, tanto en clases lipfdioas, como en especies 
moleculares dentro do una clase dada, estando relacionadas
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estas diferencias en composioi6n lipfdica, con diferencias en 
las propiedades de las membranas. pese a esta diversidad, la 
inmensa mayoria de los Ifpidos de membrana (excluyendo al 
colesterol) presentan una caracterfsitica en comiin: la de ser 
anfffilos, lo cual les faculta para llevar a cabo la formaci6n 
de sistemas micelares o lamelares, cuando se les dispersa en 
un medio acuoso (Gitler, 1.971)•

Aun cuando la disposicion espacial recfproca de ifpidos 
y proteinas en las membranas, diste mucho de ser conocida con 
precision, parece claro que la bicapa lipfdica es un ingredien­
ts importante de las mismas (Butter et al., 1.970 a y b; Steim 
et al., 1.969; Singer, 1.971; Wilkins et al., 1.971; Finean.et al., 
1.972; Gitler, 1.972), al menos, en forma de extensas regiones 
discontinuas interrumpidas por moleculas proteicas (Branton,
1.969; Finean et al., 1.971; Gitler, 1.972). En este sentido, 
cabe destaoar que los fosfolfpidos, y muy especialmente los 
fosfogliceridos, suponen una fraccidn muy apreciable del peso 
de las mismas y debe considerarseles pues como formadores de 
esa bicapa lipfdica que estabiliza el agregado molecular que 
es la membrana y que proporciona una interfase apolar dentro 
del entomo acuoso de la c^lula. Como norma general, se puede 
afirmar que la bicapa lipfdica da cuenta en membranas celulares 
o de orgdnulos subcelulares, de al menos un 70 ^ de la super­
ficie total (Fourcans y Jain, 1.974)•

1.1.2.2. Fosfogliceridos en relaoci6n con fendmenos de transpor­
te a travds de membranas.- 

El paso de sustancias diversas a travës de estructui’as oo- 
mo las biomembranas, se présenta influenciado por los fosfolf­
pidos que las constituyen, tanto cuando consideramos mecanismos 
de difusidn simple como mecanismos de difusidn facilitada o de 
transporte active (Van Beenen, 1.965; Fourcans y Jain, 1.974)#
En este sentido, se ha podido detectar el paso entre dos compar­
timent os acuosos, separade8 por una bicapa lipfdica, tanto de
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aniones como de cationes, mono y divalentes, gracias a la for- 
macidn previa de sales liposolubles con los fosfolfpidos de la 
bicapa, mostrando este fendmeno, una cierta especificidad entre 
el tipo de fosfolfpido y el tipo de ion al que se une: fosfolf­
pidos acidos, en cerebro, con cationes (Folch et al., 1.957), 
fosfatidilserina preferentemente con K*̂  (Solomon et al., 1.956), 
lecitinas, en tiroides, con (Vilkki, 1.962), dcido fosfatf- 
dico con Na"̂ , en la expulsi6n activa de dicho ion (Hokin y Ho- 
kin, 1.963), etc.

Tambien se ha podido detectar la formacidn de complejos 
entre fosfolfpidos y aminodcidos (Tria y Barnabe!, 1.963), o 
azucares (Benson, 1.963), a expensas de ATP en el transporte 
active de estas sustancias al interior celular, habiendose lie- 
gado a postular modelos, que adjudican el papel de transporta- 
dores a determinadas moldculas lipfdicas (Benson, 1.963).

La influencia que ejerce en este sentido la constitucidn 
en cadenas apolares de un fosfoglicerido dado, ha podido estu- 
diarse con algun detalle, utilizando sistemas modelo como mo- 
nocapas, bicapas y liposomas de composicidn conocida, que guar- 
dan, dada la abundancia de los fosfogliceridos en las biomem­
branas y su preferente disposici6n molecular dentro de las mis- 
mas, un cierto grade de correspondoncia entre sus propiedades 
y las que presentan aquellas entidades oitol6gicas (Thompson 
y Henn, 1.969). Asf, utilizando liposomas producidos a partir 
de especies moleculares puras de lecitinas, ha podido demostrar- 
se que el aumento de la longitud de la cadena, reduce la velo- 
cidad de penotracidn de solutos no i6nicos (Berne1 et al., 1.968; 
Be Gier et al., 1.968; Inohue, 1.974). Los liposomas a base do 
lecitinas con dos cadenas poliinsaturadas son altamente perméa­
bles, mientras que aquellos en que se oombinan cadenas de, por 
ejemplo, palmftico y oleico, presentan una permeabilidad inter­
media y los constituidos por lecitinas saturadas (dipalmitoil 
0 die s tear oil) originan estriucturas excesivamento rfgidas e im­
perméables. El efecto de la presencia o no presencia de coles-

— 10 —



terol, tambien se ha estudiado, observandose que disminuye siem- 
pre el flujo como consecuencia del mayor empaquetamiento que 
origina en los componentes de la bicapa.

Este tipo de informaci6n, sugiere que la difusidn de sus­
tancias a traves de una bicapa lipfdica, depends en gran me- 
dida, del grade de empaquetamiento y movilidad termica de las 
cadenas apolares, o en otras palabras, de su naturafeza qufmi- 
ca y de la temperatura del medio. Aunque la situacidn en las 
biomembranas sea, indudablemente mds compleja, résulta satis- 
factorio comprobar que aquellas especies moleculares que con— 
ducen a sistemas modelo con propiedades extremas de permeabili­
dad a temperatura fisiol(5gica, son precisamente las que se ha- 
yan ausentes en los fosfogliceridos naturales (por ejemplo, 
l8;0/l8i0, 18:2/18:2, 18:2/20:4, etc.). Por otra parte, una 
extrapolacidn de las conclusiones anteriores a sistemas "in vi­
vo" viene parcialmente avalada por la concordancia entre los 
resultados obtenidos con modelos y los correspondientes a sis­
temas naturales sencillos, como Acheloplasma laidlawii (Engel- 
man, 1.972; Be Kruiff et al., 1.973; McElhaney et al., 1.973).

1.1.2,3. Eosfoglic(fridos en relacidn con fendmenos de activa- 
cidn de sistemas enzimaticos y/o de transporte.-

El papel de los fosfogliceridos en las biomembranas, no 
se reduce,tan sdlo, a determiner una estructura supramoleoular 
de orden ffsico, con unas propiedades de barrera relativamente 
sencillas, sino que, a causa de la organizacidn molecular de 
este tipo de sustancias, se constituye en el seno de la membra- 
na, una verdadera fase no acuosa en la que pueden ocurrir de 
manera preferente, y a veces exclusiva, determinado tipo de 
reacciones.

La existencia de sistemas enzimaticos y/o de transporte 
que requieren la presencia de ifpidos para llevar a cabo su 
actividad, es un fen6meno cuyo conooimiento ha aumentado con— 
siderablemente^ desde que. Fleischer et al. (1.962) lo describic-
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ra para algunas etapas de la cadena mitocondrial transportadora 
de electrones. Estos autores, encontraron que la extraccidn de 
los Ifpidos de una preparaci6n con actividad enzim^tica, daba 
lugar a la inactivacion de varies miembros de la cadena de trans­
porte electronics, recuperandose la actividad normal, cuando se 
anadian Ifpidos totales mitocondriales o fosfolfpidos insatura- 
dos en general,

Hasta la fecHa, se han descrito requerimientos de este tipo, 
para varias docenas de sistemas enzimdticos, habiendo sido este 
tema revisado recientemente (Fourcans y Jain, 1.974). La desac- 
tivacidn de este tipo de sistemas catalfticos y/o de transporte 
se realiza por los distintos autores, bien extrayendo los ifpi­
dos de modo mds o menos exhaustivo (disolventes organises, de— 
tergentes, etc.), o bien, sometiendo al material bioldgico ob- 
jeto de estudio a una acci6n combinada de fosfolipasas A y C.
La reaotivaci<5n, se consigne ahadiendo lipidos totales o algun 
tipo lipfdico en particular, segiln que el requerimiento sea mfs 
o menos especffico. En cualquier caso, la proporci6n molar entre 
los ifpidos ahadidos y la porci6n de apoprotefna que consigne 
recuperar el nivel de actividad inicial, es generalmente muy 
alta. La unica excepcion conocida a esta régla, es la de la 
màlico-deshidrogenasa (Tobari, 1.964), que requiers tan solo 
cantidades equimoleculares para su activacion. Este tipo de 
informacidn, parece apuntar hacia la posibilidad de que deter— 
minados tipos lipfdicos, jueguen el papel de cofactores de los 
sistemas enzimaticos en cuestidn.

El requerimiento lipfdico, en ocasiones, se muestra como 
muy poco especffico, mientras que otras veces la especificidad 
es muy elevada, como sucede con el caso de la lipoprotefna-li- 
pasa (Cliung et al., 1.973), que puede aotivarse por distintos 
fosfolfpidos y por distintas especies moleculares de un fosfo- 
ifpido dado, mostrando la actividad alcanzada en cada caso, un 
claro orden de gradacidn, tanto por lo que concierne al tipo 
de fosfolfpido (fosfatidilcolina > fosfatidiletanolamina> fos-
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fatidilserina), como a la especie molecular utilizada#
En general, se puede pensar que los fosfolfpidos, ejercen 

su influencia eii este mantenimiento de la actividad de las en­
zimas ligadas a membrana, bito como componentes estructurales 
de las mismas enzimas, o bien, como propiciadores de un medio 
hidrofobico iddneo que, en ocasiones, se encargaria de estabi- 
lizar una confprmacidn activa de las protefnas, o de favorecer 
la reaccidn, simplemente aumentando en el interior de la bioa- 
pa la concentracidn del sustrato por disoluoidn en microfase, 
de aquellos que scan hidrofdbicos.

Todo lo anterior, viene a resaltar la importante influen­
cia que sobre el control de las propiedades de membrana ejer- 
cen, singularmente, los fosfoglicdridos que la componen, sien­
do destacable en relaci6n con el presente trabajo, el efecto 
que, sobre diverses funcionalismos, ejerce la naturaleza de 
las cadenas apolares que integran estos fosfogliceridos, este 
es, la constituci6n de los mismos en termines de especies mo­
le oulare s.
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1.2 . METABOLISMO BE FOSFOGLICERIDOS EN ANIMALES SUPERIORBS: 
ACTIVIDAD BEL ENCEFALO EN RELAGION CON LA SINTESIS BE 
ESPECIES MOLECULARES.-

La biosfntesis de fosfogliceridos ha sido objeto de deta- 
lladas investigaoiones de las que ha surgido un esquema gene­
ral de reacciones acopladas capaz de interpreter, al menos en 
sus rasgos générales, la genesis de los diferentes tipos de 
aquellos que se encuentran en los materiales bioldgicos. En 
la figura 2, se muestran las principales rutas de biosfntesis 
de lecitinas. El e je central de dicho esquema lo constituye 
la Uamada ruta de Kennedy, en la que el sn-glicerol-3-fosfato, 
obtenido tras la actuaci6n de la glicerol-quinasa, e3q>erimenta 
dos acilaciones sucesivas que conducen a la formaci6n de ^cido 
fosfatfdico, el cual por defosforilaci6n rinde un 1,2-sn-diacil- 
glicerol que supone un punto en comiin entre la biosintesis de 
triacilgliceroles por un lado y de f osf ogliceridos por otro. A 
este intermediario le es transferido un resto de f osf orilcolina, 
a partir del donador CDP-oolina, con produccien final de lecitina. 
En esta se cuencia de reacciones, los "pools" de liso-f osf atfdico, 
fosfatldico y 1,2-diacil-sn-gliceroles as! obtenidos, podrian 
ver aumentada su diversidad por la actuaciôn de una serie de 
rutas metab6licas adyacentes, como por e jemplo, la acilacien 
de dihidroxiace t ona-f osfat o con posterior reduciôn del deriva- 
do monoaoilado, la fosforilaciôn de mono o diacilgliceroles 
préexistantes o la hidrdlisis, por la acciôn de lipasas o fos- 
folipasas tipo C, de moleculas taies como los triacilgliceroles 
o los fosfogliceridos mismos.

Otras posibilidades de sfntesis, suponen la transformaci(5n 
en lecitinas de f osf ogliceridos e structural mente afines, taies 
como la fosfatidiletanolamina o f osfatidilserina, o la operacidn
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de mecanismos que impli can un intercambio de bases*
Por otra parte, se ha puesto de manifiesto en muchos te- 

jidos de animales superiors s la existencia de actividades fos- 
folip^sicas Ai y A2 , que suministran, a expensas del fosfogli- 
c^rido complète, los lisoderivados correspondientes, que a su 
vez pueden ser reacilados de manera especff ica 0 pueden sufrir, 
entre dos de elles, reacciones de transacilaci<5n, contribuyendo 
asf a determiner la composici6n en especies moleculares del 
fosfoglicerido de partida#

En otras palabras, parece ser que algunas de las especies 
moleculares que constituyen las lecitinas, se obtienen directa- 
mente por sfntesis "de novo", mientras que otras, presumible- 
mente las mis insaturadas, se forman en gran medida por reçons- 
trucci6n de moleculas préexistantes* Esta generalizaci6n, aun^ 
que quizds excesivamente amplia, viene siendo utilizada habi­
tualmente como hipdtesis inicial de trabajo, por todos los gru­
pos de inve8tigadores que se ocupan del tema, a falta de una 
confirmacien mes exhaustiva a todos los niveles de organized6n 
bioiegicos. A continuacien pasaremos a describir con detalle 
cada una de las rutas me tab611 cas mencionadas anteri ormente 
subrayando lo que se sabe de ellas en relacien con la biosfn- 
tesis de especies moleculares de lecitinas, principalmente en 
el encefalo de los animales superiorss, objeto de nuestros es- 
tudios*

1*2*1* BIOSINTESIS "DE NOVO".-

la primera ©tapa en la biosfntesis "de novo", segdn se ha 
refiejado en là figura 2, consiste en la fosforilacien por ATP 
de la moiecula de glicerol, para dar 3-sn-glicerolfosfato. La 
existencia de la glicerol-quinasa correspondiente (EC* 2.7.1,30) 
ha sido demostrada recientemente (Jenkins y Hajra, 1.976) en 
encefalo de rata, siendo la frac ci 6n mitocondrial, la que exhibe
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una mayor actividad, may per encima de las que presentan la 
fracoi<5n soluble y la sinaptos(5mica« Esta glioerol-quinasa 
mitocondrial, cataliza ademds, la fosforilaci(5n por ATP de 
dihidroxiacetona a dihidroxiacetona-fosfato, aunque, dado 
que la para el glicerol es may inferior a la de la dihi- 
droxiaoetona, se supone que "in vivo”, la fosforilaoidn de 
ësta lîltima, debe estar inhibida.

la existencia de esta glioerol-quinasa, puede resultar 
muy conveniente para el métabolisme general de los glicerolf- 
pidos en el eno^falo, por cuanto que supone una reutilizaci<5n 
del glicerol endigeno libre procédante del catabolisme de mo- 
l^culas preexistantes, habida cuenta de que el transporte del 
glicerol ex(5geno, de s de el torrente circulât orio sanguine o, 
no est^ facilitado por la barrera hematoencefdlica (Orone, 
1.965)*

la doblo acilaci(5n del 3-sn-glicerolfosfato para rendir 
4cido fosfatfdico, es la siguiente etapa global de la rata 
metabdlica descrita por Kennedy (1.957) y Kennedy y V/eiss 
(1.956) para la biosfntesis de leoitinas. En este tipo de mol^-» 
calas, as! como en todos los fosfoglic^ridos en general, es 
bien conocida la especifioidad estructural que presentan por 
lo que se refiere a la distribuci<5n asimëtrica de los Acides 
grasos entre las dos posioiones del resto glicerol. Ahora bien, 
ies la acilaci6n del 3-sn-glicerolfosfato a doido fosfatfdico 
la etapa metabdlica encargada de proporoionar esta asimetrfa 
estructural?# Varies grupos de investigadores (Possmayer et al., 
1.969; Hill et al., 1.968; Akesson et al., 1.970 y 1.970 a; 
Akesson, 1.970) han demostrado que son las especies molecula- 
res monoen6icas y dienôicas las que se ven principalmente afeo- 
tadas por esta secuencia de reacciones, no apareciendo aponas 
en el medio de inoubaci(5n, especies de 4 6 6 dobles enlaces.
El palmitoil-Oo A pare ce ser el donador m^s activo, niucho mds 
que el estearoil-Co A, del resto de acilo a la posicidn sn-1 
del glicerol, mientras que la posici<5n sn~2 parece ser ocupada
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preferentemente por ^cidos gras os inonoeii6icos o diendicos, 
aunque se ha demostrado tamhidn que la espeoificidad de esta 
aoilacidn del l-acil-l-sn-glicer of osfato estâ intimement e re- 
lacionada con la concentracidn de liso-fosfatfdico, de modo 
que a concentraciones altas, se utilize como donador del aci— 
lo cualquier acil-Co A derivado (Okuyama y Lands, 1.972) •

Utilizando fracciones subcelulares tanto de bacterias 
(Van den Bosch y Vagelos, 1.970), como de animales superiores 
(Lamb y Fallon, 1.970) se han podido detectar por separado 
las dos acilaciones, con la consiguiente acumulacidn del pro­
duct o intermedio monoacilado. Nachbaur et al. (1.971) dan cuen­
ta de que el producto final de la acilacidn es el ^cido fosfa­
tfdico cuando se utilizan fracciones microsomales de hfgado, 
pero résulta ser liso-fosfatfdico cuando la incubaci6n se lle- 
va a cabo con membranes mitocondriales externes. Aunque se han 
heoho varios intentos para separar los sistemas enzimdtioos 
responsables de estas dos acilaciones, solo recientemente se 
han podido obtener ambas actividades por separado (Monroy et 
al., 1.973).

En cuanto al orden en que se llevan a cabo las dos aci­
laciones, Okuyama et al..(1.971) midiendo la velocidad de aoi- 
laci6n de los dos posibles liso-fosfatfdioos llegan a la con­
clusion de que, en primer lugar se acila la posiciOn sn-1 
del glicerol, con dcidos grasos saturados, haciendolo a con- 
tinuaciOn la sn-2, con dcidos grasos mono y diinsaturados prin­
cipalmente. Otros autores (Akesson et al., 1.970), utilizando 
dcido palmftico tritiado como precursor han estimado que en 
hfgado de rata, el m^ximo de incorporaciOn a dcido fosfatfdi­
co se alcanza aloa^o-dé tan solo 10 - 30 segundos, necesi- 
tandose 3 0 - 6 0  segundos para alcanzar este mdximo en diaoil- 
gliceroles. La enzima que cataliza esta conversiOn de dcido 
fosfatfdico a diacilgliceroles (fosfatidato fosfohidrolasa 
EC. 3.1.3.4), estd localizada en la fracciOn soluble, y pare- 
ce exhibir alguna selectivddad con respecto al sustrato (Mt- 
chell et al., 1.971) aunque en este punto, no hay un total
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acuerdo, ya que la coniposici(5ii en Acides grasos de diacilgli­
ceroles o triacilgliceroles, parecen obedecer a una utilizaoidn 
aleatoria de todo el "pool" de dcido fosfatfdico (Akesson et 
al., 1.970 a; Hill et al., 1.968 a).

La sfntesis de f osfatidilcolinas o f osf atidile tanolaminas 
a partir del 4oido fosfatfdico, parece poder transcurrir por 
dos caminos altemativos: 1) por mediaci(5n de los sn-1,2-dia- 
cil^iceroles a los que se les transferirfa la base nitrogena- 
da correspondiente a partir del CDP-derivado de ^sta, o 2) a 
travës de la formaci6n de CLP-diglic^ridos a partir de dcido 
fosfatfdico y DTP. Esta segunda posibilidad parece prévalecer 
en c^lulas procaridticas, aunque también se ha detectado en 
preparaciones "in vitro" de cerebro de rata y serâ discutida 
jnÂB adelante. En cuanto a la primera posibilidad (dcido fos- * 
fatfdico citidil—transferasa mitocondrial) tampoco parece 
haber aouerdo unÆiime sobre la posible existencia de especi— 
ficidad en la utilizacidn de especies moleculares de diacil— 
gliceroles para la sfntesis de los distintos fosfoglic^ridos, 
existiendo en la bibliograffa tanto datos a favor (Van Go3.de 
et al., 1.969; Kanoh, 1.969 y 1.970; Holub et al., 1.971), 
como encontra (Kukis y Itorai, 1.967; î<ïudd et al., 1.969;
De Kruyff et al., 1.970; Devor y Mudd, 1.971) de esta posibi­
lidad. Dentro de esta diversidad de datos, aparentemente con- 
tradictorios, lo que si se acepta universaljnente, es la utili- 
zaci<5n estadfstica del "pool" de sn-l,2-diacilgliceroles, 
para la sfntesis detriacilgliceroles (Akesson et al., 1.970), 
y la utilizacidn selectiva de especies hexaendicas de sn-1,2- 
-diacil^iceroles, para la sfntesis de especies hexaendicas 
de fosfatidil-etanolaminas (Zanoh, 1.970) .

Por lo que concieme al enc^falo de animales superiores, 
se ha demostrado ampliamente la existencia de una sfntesis 
"de novo" de f osf oglic^ridos, aunque adn no se ha aclarado 
suficientemente de que especies moleculares da cuenta esta ru- 
ta biosint^tica. La utilizacion de glicerol (Brauning y Gercken,
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1.976; O'Brien y Geison, 1.974; Benjamins y MoIQiann, 1.973; 
Yavin y Menkes, 1.974) o 3~sn-glicercfosfato (Carey, 1.975; 
Lands y Hart, 1.965 a; Jenkins y Hajra, 1.976) para dar lu­
gar a doido fosfatfdico ha sido solidamente demostrada tan­
to "in vivo" como "in vitro". Las enzimas responsables pare— 
cen localizarse en la fraocidn microsomal (Kuwahara, 1.972; 
JenldLns .y Hajra, 1.976) y utilizan como donadores del acilo 
a derivados de la Co A (Jenlcins y Hajra, 1.976).

Tanto las acil-Co A sintetasas como la sn-glicerol-3—
-fosfato acil transferasa muestran en su actividad una es- 
trecha dependenoia con el estado de desarrollo del encdfalo, 
aumentando principalmente en los periodos de mielinizacidn 
mds activa, que coincide con los 5 - 3 0  dfas de edad en el 
conejo (Carey, 1.975).

A1 utilizer glicerol o 3-sn-glicerofosfato como procur- 
sores, la radioactividad se incorpora exclusivamente al res­
to glicerol de los fosfoglicdridos résultantes, mientras que 
utilizando otros como glueosa, se marcan también los restes 
de acilo (Brauning y Gercken, 1.976), debido a la degradacidn 
de ésta hasta aoetato y a la posterior sfntesis "de novo" de 
varios dcidos grasos, principalmente, palmftico, estodrioo y 
oldico (Lhopeswarkar y Subramanian, 1.971).

Dada la elevada actividad de fosfatidato-fosfohidrolasa 
que présenta el enc^falo (Schacht y Agranoff, 1.973) se de- 
tecta un paso muy rdpido del marcaje por dcido fosfatfdico 
(20 - 30 seg.) y sn-1,2-diglicdridos, que llegan a alcanzar 
aotividades especfficas muy elevadas y que actuan a continua- 
ci6n como precursorss de fosfatidilcolina, fosfatidiletanola- 
mina, trigliceridos y fosfatidilinositol principalmente. Las 
enzimas responsables de este dltimo paso, dcido fosfatfdicoj 
citidil transferasas se han detectado en fracciones mitocon— 
driales(Cotman et al., 1.971).

La ruta de Kennedy tambiën ha sido estudiada mediante la 
incorporacidn de distintos tipos de dcidos grasos (Sun y Horro*
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oka, 1.971; Yau y Sun, 1.973 y 1.974; Sun y Yau, 1.976) prin­
cipalmente palmftico, estedrico, oldico, linoldico y araqui- 
d6nico, teniendo todos ellos una vida media de aproximadamen— 
te 5 mxn. y pudiendose observar, en todos los casoa, un paso 
de la radioactividad muy rdpido por dcido fosfatfdico y sn-1,2- 
-diglicdridos, con relaciones tipo precursor - producto, para 
rendir finalmente fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fos­
fatidilinositol y triglicdridos, con distintas aotividades es­
pecfficas en cada caso. En cualquiera de los fosfoglicdridos 
sinsetizados, los dcidos grasos saturados se presentan sobre 
todo en posicidn sn-1, mientras que el dcido araquiddnico lo 
hace sobre la sn-2 y el oldico y linoldico indistintamente so­
bre una u otra (Baker y Thompson, 1.972).

G on dcido araquiddnico como precursor se registre una ma­
yor incorporacidn a fosfatidilinositol y fosfatidilcolina, sien- 
do el elevado marcaje de dsta dltima sorprendente, dados los 
bajos niveles de araquiddnico que présenta (Sun y Horrocks,
1.968). La velocidad de incorporacidn de este dcido graso a 
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, résulta ser aproxi- 
madamente la misma y distinta a su vez, a la de fosfatidilino­
sitol o triglicdridos, lo cual sugiere la existencia de otras 
rutas metabdlicas para dstos dltimos compuestos, que deben im­
pli car a los GDP-diglicdridos como intermediarios, en el caso 
del fosfatidilinositol, y a estados metabdlicos muy particula­
rs s para los triglicdridos, ya que dstos parece ser que se lo- 
calizan, de forma oasi exclusiva, a nivel de los plexos coroi- 
deos (Marinetti et al., 1.971)• En estas incorporaciones de 
dcido araquiddnico no se deteetd actividad alguna en plasmalf- 
genos de etanolamina, pese al elevado contenido que presentan 
de dste dcido gi'aso.

A nivel subcelular, son los micros ornas y sinapt os ornas 
(y no la fraccidn soluble ni la mielina) los encargados de 11e- 
var a cabo datas incorporaciones, siendo los sinaptosomas es- 
pecialmente importantes en la incorporacidn de araquiddnico a

-  2 1  -



fosfatidilinositol (Sim y Yau, 1.976) y do oldico a fosfatidil- 
e tanolamina.

Con dcido palmftico como precursor, plasmaldgenos y fos- 
fatidilserinas, permanecen sin marcar, obteniendose a tiempos 
oortos una actividad especffica en triglicdridos muy superior 
a la de los fosfoglicdridos en general, aunque a medida que 
transcurre el tiempo, la relacidn se va invirtiendo por lo que 
hay que suponer un recambio bastante efeotivo de los triglicd­
ridos que daria lugar probablemente a la existencia de varios 
"pools" de diglicdridos (Yau y Sun, 1.973).

Con dcido oldico, "in vivo", se obtiens una alta incorpo­
racidn a triglicdridos, fosfatidilcolinas y fosfatidiletanola- 
minas, despuds de registrar el paso de la radioactividad por 
dcido fosfatfdico y sn-1,2-diglicdridos. La actividad especf- 
fica del dcido fosfatfdico résulta ser notablemente superior 
a la de los sn-1,2-diglicdridos, por lo que se piensa en la 
posiblidad de varios "pools" de dcido fosfatfdico con una ac— 
tuacidn selectiva de la fosfatfdico-fosfohidrolasa (Sun y Ho— 
rrocks, 1.971) o en la actuaciën de una diglicdrido-quinasa 
que enriquecerfa el marcaje en fosfatfdico (Hokin y Hokin, 
1.959). En cuanto a la primera posibilidad, es un hecho pro- 
bado, la utilizacidn preferencial de especies moleculares de 
dcido fosfatfdico ricas en los dcidos estedrico y araquiddni­
co para la sfntesis de fosfoinositidos y polifosfoinositidos, 
posiblemente mediada por un CLP-diglicdrido intermediario (Ba­
ker y Thompson, 1.973; O'Brien y Geison, 1.974).

En cuanto al "pool" de diglicdridos (une o varios), la 
situacidn es muy confus a, ya que, segdn Banschbach y Geison 
(1.975), habria que considerar ademas de a los producidos 
"de novo" a partir del sn-3-glicerofosfato, a aquellos pro­
cédantes de la actuacidn de fosfolipasas C o lipasas ligadas 
a membranas y aquellos que se producirian por hidrdlisis de 
fosfoinositidos que darian como resultados un enriquecimiento 
en especies moleculares.de sn-1,2-diglicdridos tetraendicas a
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base de dcido estedrico en posicidn sn-1 y dcido araquiddnico 
en la sn-2. (Keought et al., 1.972). En los sn-1,2-diglicdridos 
de cerebro de rata conoretamente, esta especie molecular supo­
ne. un 60^ del total, mientras que en monoglicdridos o trigli­
cdridos no estd presents.

En cuanto a lo que a la toma de colina en plasma por par­
te del encdfalo se refiere, parece poder llevarse a cabo tan— 
to como colina ligada a ifpidos, como fosfatidilcolinas o liso- 
-fosfatidilcolinas (Ansell y Spaner, 1.971), que como colina 
libre (Kewitz y Pleul, 1.976). Cualquiera que sea el caso, la 
colina libre se utilizarfa a continuacidn para dar lugar a la 
formacidn de fosfoglicdridos de colina o a acetilcolina. Esta 
doble posibilidad parece estar controlada por la distinta afi- 
nidad hacia el sustrato de los sistomas enzimdticos responsa­
bles j colina-acetil-transferasa (EC. 2.3*1*6) o colina-quina- 
sa (EC. 2.7.1.32) de modo que a concentraciones bajas se for­
ma exclusivamente fosforilcolina (Yavin, 1.976).

Junto con la fosforilcolina, se detectan tambidn cantida- 
des apreciables de CDP-colina marcada con lo que se supone que 
la ruta "de novo" debe représenter la via principal de acceso 
de colina a lecitinas (Arienti et al., 1.976; Binaglia et al.,
1.973) desde un punto de vista cuantitativo, ailn cuando su ve­
locidad con relacidn a la de intercambio de bases nitrogenadas 
sea pequeha (Arienti et al., 1.976).

En cuanto a la e tanolamina se ha comprobado que ademds de 
incorporarse, como CBP-etanolamina, a fosfatidiletanolamina, 
lo hace sobre sn-l-alquil derivados de dsta (Roberti et al.,
1.975), siendo mayor la actividad de este paso en neuronas 
que en cdlulas de glia y presentando ademds una variacidn no­
table con el desarrollo del encdfalo, de modo, que dicha ac­
tividad parece relacionarse con la mielinizacidn»

Con relacidn a las especies moleculares de fosfoglicdri­
dos de que da cuenta esta biosfntesis "de novo", la informa—
cidn bibliogrdfica es muy ccntradictoria. Asf, para Brauning 

, *
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y Gercken (1.976), las especies que resultan con una actividad 
especffica mayor tras una incorporacidn "in vivo" de glicerol, 
son las monoendioas y diendicas que presentan en confbinacidn 
dcidos palmftico, estedrico y oleico, tanto en diglicdridos 
como en fosfatidilcolinas y fosfatidiletanolaminas. O'Brien y 
Geison (1.974), tras llevar a cabo incorporaciones de glicerol 
"in vitro" con homogeneizados totales, concluyen que no se pue- 
den demostrar relaciones precursor - producto entre diglicdri­
dos y fosfatidilcolinas, siendo las especies moleculares poli- 
insaturadas las que se sintetizan a mayor velocidad y explican- 
do dste peculiar comportamieuto sobre la base de varios hipo- 
tdtioos "pools" de diglicdridos o de una actuacidn selectiva 
de la colina-fosfotransferasa. Pese a sus discrepancies, am- 
bos autores coinciden en senalar el hecho de que las especies 
de sn-1,2-diglicdridos tetraendicas a base de dcido estedrico 
en posicidn sn-1 y araquiddnico en la sn-2, son, pese a su 
abundancia en el encdfalo, las que presentan una mener acti­
vidad espécffica, posiblemente debida a un intense recambio 
con especies tetraendicas de fosfoinositidos (Luthra y Shelta- 
wy, 1.973; Keought et al., 1.972).

1.2.2 INTERCAMBIO DE BASES NITROGENADAS.-

Actualmente, estd demostrado que la incorporacidn de ba­
ses nitrogenadas a fosfoglicdridos, puede seguir, al menos dos 
rutas distintas en tejidos animales. La primera,ya comentada 
anteriormente, es la ruta de Kennedy, que supone la formacidn 
de los intermediaries, fosforilcolina y CDP-colina, para dar 
lugar a la formacidn de fosfatidilcolinas y fosfatidiletanola­
minas fundamentaimente. La segunda posibilidad représenta un

-U-l.intercambio a nivel microsomal, dependiente de iones Ca *, de 
serina, etanolamina o colina libres con fosfolfpidos enddgenos 
no necesitandosQ para ello aporte energdtico alguno.
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La existencia operacional de este intercambio de bases 
nitrogenadas en estraoturas bioldgicas no relacionadas con 
el sistema nervioso, ha sido demostrada tanto para colina 
(Borkenhagen et al., 1.961; Hubscher, 1.962), como para se­
rina (Orone, 1.967), como para etanolamina (Borkenhagen et 
al., 1.961; Orone, 1.967).

La rapides del intercambio, al menos para el caso de la 
colina, es funci6n de la insaturacidn del fosfolfpido recep­
tor (Bjerve, 1.971), pero en cualquier caso, se piensa que 
dste mécanisme no da lugar a una sfntesis neta de lecitinas, 
debido a que la colina se intercambia con especies moleculares 
preexistentes de fosfatidilcolinas (Bj/rnstad y Bremer, 1.966), 
hecho este, que justificaria en parte que la fosfatidilcolina 
sea une de los fosfoglicdridos con un recambio mds intenso 
(Ansell y Spaner, 1.971) y que daria cuenta de la superior 
actividad especffica de las lecitinas, comparada con la fos­
forilcolina y CDP-colina, cuando se utilisa como precursor 
marcado colina libre (Bj/rnstad y Bremer, 1.966; Treble, et 
al., 1.970).

El pH dptimo de actuacidn de los sistemas responsables 
del intercambio, es de 8 para la serina, 8,5 para etanolami­
na y 9 para colina (Kanfer, 1.972).

En hfgado, ha podido demostrarse un activo intercambio 
de serina con fosfatidiletanolaminas, que si da lugar a una 
sfntesis neta de fosfatidilserinas, pese a que las 2/3 partes 
del fosfoglicdrido asf sintetizado, se descarboxila para dar 
nuevamente fosfatidiletanolaminas (Borkenhagen et al., 1.961).

Por lo que concierne al encdfalo, se ha podico oonstatar 
en este sentido, que la fraccidn microsomal es mucho mds acti­
va que la mitocondrial o sinaptosdmica (Porcellati etal., 1.971). 
El intercambio de etanolamina libre, no da lugar a una sfnte- 
sin neta de fosfatidiletanolaminas, la cual se produce mayori- 
tariamente vfa CDP-base (Gaiti et al ., 1.975), La serina li-
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bre, por el contrario, parece poder incorporarse a fosfatidil­
serinas, tinicamente a travds de este tipo de intercambios de- 
pendientes de Ca* *, registrandose a continuacidn una descarbo- 
xilacidn para rendir fosfatidiletanolaminas, en tan solo un 
10^ de los oasos (Porcellati et al*, 1*971). Ambas bases ni­
trogenadas, serina y etanolamina, parece ser que se incorporan 
a los fosfoglicdridos correspondientes, debido a la accidn de 
un lînico sistema enzimdtico, por el que exhiben un comport ami on­
to de tipo competitivo (Porcellati et al*, 1*971), que no se 
afeota por la presencia de colina.

La incorporacidn de colina libre, es mayoritaria en encd­
falo por la via CDP-base (Binaglia et al ., 1.973), pero pare­
ce ser que tambien se lleva a cabo por intercambio de bases, 
tanto "in vitro" (Porcellati et al., 1.971; Gaiti et al., 1.975), 
como "in vivo" (Arienti et al., 1.976), aunque no faltan datos 
en contra de esta hipdtesis (Illingworth y Portman, 1.972; Ya­
vin, 1.976).

Las neuronas parecen ser mds activas en la incorporacidn 
de colina que las cdlulas de glia (Binaglia et al., 1.977) y 
hay una fuerte dependenoia entre la intensidad del interoam— 
bio y la concentracidn de colina libre. La poca importancia 
cuantitativa de este proceso, se relaciona de hecho con los 
bajos niveles de colina enddgena del encdfalo (Kewitz y Pleul,
1.976).

Por lo que concieme a los f osf oglicdridos que juegan en 
este intercambio de bases el papel de sustratos, Gaiti el al. 
(1.975 y 1.976), demuestran que las fosfatidilcolinas y las 
fosfatidiletanolaminas participan en el intercambio con coli­
na, etanolamina y serina, mientras que las fosfatidilserinas 
solo lo haoen con serina y etanolamina, siendo en cualquier 
caso responsable de todo ello, tan solo una pequeha parte del 
"pool" de fosfoglicdridos microsomales (3-7^ del total), lo 
cual se interpréta como debido a la existencia de varios "pools" 
de fosfoglicdridos a nivel de microsomas o a la posible actua-
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oi(5n selectiva de los sistemas enzimidticos encargados del inter* 
oambio*

Pese a la relativa abundancia de datos expérimentales con 
relacidn a esta ruta biosintdtica, se desconooe cuales sean 
las especies moleculares de fosfoglicdridos en general o de 
fosfatidilcolinas en particular que puedan verse afectadas 
por ella (Arienti et al., 1.976).

1.2.3. CICLO DE DESACILACION - ACIDACION .-

Erbland y Marinetti en 1.962, dieron cuenta por vez pri­
mera, de la existencia de un ciclo de desacilacidn - aoilacidn 
a nivel de los fosfoglicdridos, que originaba un recambio muy 
activo de los restes de acilo de estes. Mds adelante, se pudo 
comprobar la existencia de una especifioidad tanto por lo que 
concierne al sustrato de la desacilacidn, por parte de las 
fosfolipasas A^ y A^, como por lo que se refiere a la acila- 
cidn de los liso-derivados, por parte de las acil-transfera­
ses correspondientes.

En este sentido, se ha descrito que mientras que la velo­
cidad de acilaciën de l-aoil-3-sn-glicerofosfato (ruta de Ken­
nedy) disminuye a medida que aumenta el grado de insaturacidn 
del donador de acilo correspondiente, lo contrario courre en 
la acilaciën de liso-lecitinas (Hill y Lands, 1.968).

En hfgado, la acilaciën de l-acil-l-sn-glicerofosforil- 
colina es selectiva para el fcido araquidënico (Van den Bosch 
et al., 1.967; Kanoh, 1.969; Ooll, 1.975), en tanto que la de 
2-acil—3-sn-glicerofosforilcolina lo es para los dcidos gra­
sos saturados, singularmente estedrico (Lands y Hart, 1.965 a; 
Van den Bosch et al., 1.968 y 1.969). Holub et al. (1.971) y 
Akesson (1.970), estimEin que casi la totalidad de las especies 
moleculares diendicas de lecitinas con dcido estedrico se pro-
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duoen por una aoilacidn direota.
Por lo que conoiernen a las fosfolipasas causantes de las 

desacilaciones, se han descrito varios tipos, atendiendo a su 
procedencia hioldgica y al resto de aoilo que separan de la 
molécula de fosfoglicdrido inicial. Son espeoialmente abundan- 
tes en venenos de serpientes (Crotalus sp., Naja sp., Vfpera 
sp., etc.) recibiendo el nombre de fosfolipasa si liidroli- 
zan el enlace que mantiene unido al acilo con la posicidn sn-2 
del resto glicerol y fosfolipasa A^ si el resto de acilo afec- 
tado es el que ocupa la posicidn sn-1. Las fosfolipasas B son 
aquellas que hidrolizan de modo simultdneo las dos posioiones, 
aunque se ha podido comprobar en alguna ocasidn (Saito y Sato,
1.968) que este tipo de actividad, responde mds bien a la exis­
tencia simultdnea de fosfolipasas A y liso-fosfolipasas, siendo 
estas illtimas aquellas que utilizando como sustratos alguno de 
los dos posibles liso-derivados, rinden el resto de acilo y la 
glicerofosforil-base correspondiente.

Todas estas aotividades hidroliticas han sido detectadas 
en una gran variedad de tejidos de animales superiores (McMurray 
y Magee, 1.972; Gatz y Barenholtz, 1.973). Su especificidad, 
tanto frente a tipos distintos de fosfoglicdridos (Mcivîurray y 
Magee, 1.972; Gatz y Barenholtz, 1.973) como frente a espe­
cies moleculares de un fosfoglicdrido dado (Nutter y Privett, 
1.966; VYaite y Sisson, 1.971) parece ser funcidn de la fuente 
bioldgica de origen. Recientemente, Kanoh y Akesson (1.977) 
demuestran la hidrdlisis preferente de dipalmitoil lecitina, 
por parte de la fosfolipasa A^ de hepatocitos, mientras que 
la dilinoleoil lecitina se desacila principalmente a base de 
una fosfolipasa A^.

A nivel subcelular, tambien se ha podido constater una 
gran variabilidad. Asf, la fosfolipasa A_ de mitocondrias de 
hfgado de rata tiene una actividad dependiente de iones Ca* 
y su pH dptimo es aloalino (Einsenberg et al., 1.968; V/eglicki 
et al., 1.971; Waite y Sisson, 1.971) mientras que en la li-
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sosomal, el pH dptimo es de aproximadamente 4, inhlbiendose 
ante la presencia de Ca*^ (Stoffel y Trabert, 1.969; Fransome 
et al., 1.971)•

En el encdfalo, se han descrito aotividades simultdneas 
de fosfolipasas A% y A2 en lisosornas (Oooper y Webster, 1.972; 
Woelk et al., 1.972) y sinaptosomas (Gullis y Rowe, 1.976), 
habiendose detectado ademds fosfolipasa A2 en mitocondrias 
(Woelk et al., 1.974 y 1.976) y fosfolipasa A% en microsomas 
(Woelk y Kanig, 1.974). La fosfolipasa A2 se ha descrito como 
una proteina termoestable, con un peso molecular aproximado 
de 55.000 y un pH dptimo dcido (Cooper y Webster, 1.972) mien­
tras que la fosfolipasa Aj es termolabil, con un peso molecu­
lar de 75.000 y un pH dptimo tambidn dcido (Woelk et al., 1.972), 
siendo semejantes pues a las fosfolipasas descritas en liso- 
8ornas de hfgado. No obstante, se han descrito tambien fosfo- 
lipasas Aq y A2 con un pH dptimo de actuacidn ligeramente al­
caline en fraccidn soluble (Leibovitz-Ben Gershon, 1.972).

En cualquier caso las aotividades fosfolipdsicas son 
siempre superiores en neuronas que en cdlulas de glia (Woelk 
y Kanig, 1.974; Woelk et al., 1.974), siendo cuantitativamente 
mds importante la actividad de fosfolipasa A^ que la de fosfo­
lipasa Ag (Carey, 1.975).

La fosfolipasa Aq microsomal parece tener una mayor afi- 
nidad por las fosfatidilcolinas que por fosfatidiletanolaminas 
o fosfatidil-serinas (Carey, 1.975; Woelk y Kanig, 1.974), 
siendo menos activa cuanto mds insaturados son los restos 
de acilo en posicidn sn-1 (Woelk y Kanig, 1.974).

La fosfolipasa A2 mitocondrial muestra una mayor afinidad 
por fosfatidiletanolaminas que por fosfatidilcolinas, siendo 
mds activa frente a moldculas que presentan dcidos oldico o 
linoldico en la posicidn sn-2 que frente a aquellas que tie— 
nen estedrico o araquiddnico (Woelk et al., 1.974 y 1.976).
Ambas enzimas, fosfolipasa Aq microsomal y fosfolipasa A2 
mitocondrial, muestran .notables incrementos de su actividad

— 29 —



en aquellos estados patoldgicos del encdfalo adulte que con- 
llevan una activa desmielinizacidn (Woelk y Kanig, 1*974;
Woelk et al., 1.974 y 1.976).

Por lo que se refiere a la existencia de la acuividad 
acil-transferdsioa, Ansell y Spaner (1.971), dieron cuenta 
de una acilacidn de liso-lecitinas plasmdticas por parte del 
encdfalo. Un aho mds tarde, en 1.972, Illingworth y Portman, 
demuestran que las liso-lecitinas, constituyentes normales 
del plasma sangufneo, que se transporta complejada con alhd- 
mina y que debe resultar de la actividad de lecitina:coles- 
terol acil-transferasa en plasma, es tomada por el cerebro 
y aoilada en su mayor parte, singularmente con dcido araqui­
ddnico, estando este proceso de "captura" relacionado con la 
incapacidad del cerebro para sintetizar colina "de novo".

Baker y Thompson (1.972), creen mds importante la entra- 
da de dcido araquiddnico a fosfatidilcolina y fosfatidilinosi­
tol, por acilacidn directa de los sn-1-estearcil lisoderivados 
que por biosfntesis "de novo", coincidiendo en sus afirmacio- 
nes con Brauning y Gercken (1.976) que demuestran ademds la 
incorporacidn por acilacidn directa, de dcido palmftico a 
dipalmitoil lecitina, relacionando este comp or taraient o meta- 
bdlico distinto de las sn-1,2-dipalmitoil lecitina y 1-estea- 
roil,2-araquidonoil lecitina, con sus distintas localizaciones 
subcelulares: la primera en terminaciones nerviosas y la segun­
da en membranas mitocondriales (Hill et al., 1.968). La acila­
cidn directa por dcido palmftico de sn-2-acil lisoderivados, 
demuestra ser en cerebro adulto,superior incluso a la acila­
cidn del sn-3-glicerofosfato, cuando se incuban fracciones 
microsomales en ausencia de sn-3-glicerofosfato exdgeno (Oa- 
rey, 1.975).

Natarajan y Sastry (1.974), postulai! la existencia de 
acil—transferasas especfficas que serfan responsables de las 
diferencias composicionales de los sn-l-alquil, sn-1-alquenil 
y sn—1,2-diacil glicerofosforiletanolaminas, introduciendo
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restos de aoilo poliinsaturados y de cadena larga en posioidn 
sn-2, siendo la acilacidn dependiente de ATP y Go A. Estes 
mismos autores dan cuenta de un marcado paralelismo entre la 
elevaoidn de la actividad de las acil-transferasas, el incre­
ment o en los niveles de plasmaldgenos de etanolamina y la fase 
activa de mielinizacidn, todo ello ocurriendo en periodos 
inmediatamente postnatales de la vida del animal.

Las enzimas responsables de la acilacidn de liso-leciti­
nas han sido detectadas en membranas plasmdticas, mitocdndrias 
y microsomas (Stahl y Trams, 1.968; Stein et al., 1.968; Sar- 
zala et al., 1.970; Wright y Green, 1.971)#

Gullis y Rowe (1.976) dan cuenta de una gran estimulacidn 
del ciclo de desacilacidn - acilacidn en membranas sindpticas, 
causada por la presencia de neurotransmisores (acetil-colina, 
noradrenalina, GABA, histamina, dopamina, 5-hidr6xitriptamina, 
etc.). Dicha estimulacidn parece originarse a travds de la al- 
teracidn de los niveles de nucleosidos-monofosfato cfclicos, 
taies como el AICPq o el GMPq (Gullis y Rowe, 1.975).

La existencia de liso-fosfolipasas (sn-1-acil o sn-2- 
-acil hidrolasas) tambidn ha sido probada en encdfalo, looa- 
lizandose su actividad principalmente en las fracciones micro­
somal y soluble (Leibovitz-Ben Gershon y Gatt, 1.968; Leibovitz- 
-Ben Gershon et al., 1.972). Utilizan como sustratos preferen- 
temente liso-fosfatidil-colinas o liso-fosfatidiletanolaminas 
y tienen un pH dptimo aloalino. Dichas enzimas, se presentan 
en experiencias "in vitro" como aparentemente muy activas 
(mucho mds que las fosfolipasas A), siendo esto relacionado 
por algunos autores con la liberacidn de dcidos grasos libres 
que se produce en perfodos de isquemia o con la produccidn de 
colina libre en el encdfalo, que se originarfa a partir de la 
sn-3-glicerofosforilcolina, producto de la actividad liso-fos- 
folipdsica, tras la actuacidn de una sn-3-glicerofosforilcoli- 
na-diestearasa (Leibovitz-Ben Gershon y Gatt, 1.968).

La existencia, pro.bada anteriormente, de una espocifici-
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dad en los sistemas de acil-transferasas del encdfalo junto 
con la operatividad de las fosfolipasas, tambidn selectivas, 
nos lleva a considerar a estas, no sdlo como un conjunto de 
enzimas degradativas, sino como un importante eslabdn metabd- 
lioo para entender los procesos de regulacidn y biosfntesis 
de los fosfoglicdridos• Ahora bien, de los datos anteriormen­
te expuestos, parece desprenderse la idea de que el cid o  de 
desacilacidn - acilacidn que quedarfa asf constituido, no pré­
senta una actividad constante a lo largo de la vida del animal, 
sino que mds bien, dicha actividad vendrfa condicionada por 
estados fisioldgicos o patoldgicos perfectamente localizados 
en el tiempo#

l#2.4o OTRAS RUTAS DE BIOSINTESIS.-

La biosfntesis de fosfatidilcolinas a partir de molecu- 
las preexistentes de fosfatidiletanolaminas, por transmetila- 
ci6n con S-adenosil metionina, ha sido comprobada en hfgado 
(Bremer y Greenberg, 1.959; Bremer et al., 1.960; Bremer y 
Greenberg, 1.961) y pulmën (Morgan, 1.969), llegando a ais- 
larse los N-metil y N,N-dimetil derivados (Bremer y Greenberg,
1.959 ; Morgan, 1.969) y estableciendose que la primera meti- 
laci6n, constituye un paso limitante (Bremer y Greenberg, 1.961). 
Otros autores, han llegado a demostrar una clara relacidn entre 
esta ruta y la biosfntesis de especies moleculares de leciti­
nas poliinsaturadas, singularmente, de aquellas que oontienen 
dcido docosahexendico (Balint et al., 1.967; Lyman et al,
1.967; Arvidson, 1.968 a y b; Kanoh, 1.969; Tinoco et al.,
1.970; Trewhella y Collins, 1.973). La transmetilacidn de fos- 
fatidiletanolaminas, muestra ademds, una curiosa dependenoia 
con el sexo de los animales de experimentacidn, siendo mu­
ch o mds activa en las hembras (Lyman et al.,1.967). Contra- 
riamente a lo que ocurre en los drganos anteriormente citados,
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en el encdfalo ha podido comprobarse la inoperatividad de es­
ta ruta biosintdtica, tanto en lo que concieme a las metila- 
ciones sucesivas de moleculas preexistentes de fosfatidileta­
nolaminas (Marshall et al., 1.965; Ansell y Spanner, 1.967; 
Ansell y Spanner, 1.971), como por lo que se refiere a la 
transmetilacidn de etanolamina libre (Ansell y Spanner, 1.971), 
aunque, en este ultimo punto, no parece existir aouerdo entre 
les distintos autores (Kewitz y Pleul, 1.976).

A partir de dcido fosfatfdico y CTP, se ha podido detec- 
tar, en microsomas de hfgado de cobaya (Carter y Kennedy, 1.966) 
y en mitocdndrias de cerebro de polio (Petzold y Agranoff,
1.967) y rata (Gatt y Barenholtz, 1.973), la formacidn de 
CDP-diglicdridos, reaccidn esta, que prévalece en cdlulas pro­
cari dti cas sobre la desfosforilacidn de dcido fosfatfdico (Gatt 
y Barenholtz, 1.973). Dicha conversidn, es dudoso que afecte 
a la biosfntesis de lecitinas, pero parece estar relacionada 
con la de fosfatidilserinas y sobre todo,fosfatidilinositoles 
(Petzold y Agranoff, 1.967; Sun y Horrocks, 1.971), siendo 
tanto mds eficaz cuanto mayor sea la insaturacidn del dcido 
fosfatfdico precursor (Petzold y Agranoff, 1.967; McMurray 
y Magee, 1.972). La formacidn de CDP-digliceridos, parece es- 
timularse por la presencia de CTP y dcido fosfatfdico e inhi- 
birse por palmitoil-Co A.

La conversidn de dihidroxiacetona-fosfato a dcido liso- 
-fosfatfdico, con la consiguiente acilacidn y reduccidn del 
derivado monoacilado de aquella con nuoleotidos de piridina, 
ha sido probada en hfgado (Rao et al., 1.968; Lands, 1.970; 
Agranoff y Hajra, 1.971), mostrando una acusada espeoificidad 
por palmitoil-Co A. Este hecho, brinda una nueva alternativa 
posible en la biosfntesis de lecitinas en encdfalo, que pare­
ce tanto mds probable, por cuanto que se ha detectado una 
gran actividad de dihidroxiacetona-quinasa en fracciones so­
lubles de cerebro de rata (Jenkins y Hajra, 1.976), distinta
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a la encontrada en mitocondrias (apartado 1.2.1.) y que no 
posee en absolute actividad alguna de glicerol-quinasa.

Otra serie de posibles rutas alternativas en la biosfn­
tesis de dcido liso-fosfatfdico o dcido fosfatfdico, son las 
que envuelven reacciones de fosforilacidn de mono o diacilgli­
ceroles por las quinasas correspondientes (Hokin y Hokin,
1.959 y 1.965).

El "pool" de diglicdridos, tambidn puede verse muy apre- 
ciablemente enriquecido, por la actuacidn de fosfolipasas 0 
0 lipasas, sobre triglicdridos o fosfoglicdridos, respectiva- 
mente, estando este hecho claramente demostrado en encdfalo, 
para los fosfoinosftidos (Keough et al., 1.972; Lapetina y 
Mitchell, 1.974; Banschbach y Geison, 1.975). En efecto, las 
mono-, di- y tri-fosfoinosftido hidrolasas, han sido descri- 
tas como muy activas en este drgano (Thompson, 1.967) y este 
hecho, considerado junto con el comportamiento de los fosfoi­
nosftidos en condiciones de isquemia, rindiendo especies mo­
leculares tetraendicas de diglicdridos (ver apartado 1.2.1.), 
y con la semejante composicidn en dcidos grasos de dstos y 
aquellos (ver apartado 1.3.1.1.), hace que esta ruta alterna­
tiva de biosfntesis, alcanoe un gran relieve, aun cuando su 
importancia cuantitativa con relacidn a la sfntesis de leci­
tinas, no se haya evaluado hasta el momento.

Con todo lo anterior, sin ser una revLsidn exhaust!va, 
se pretende destacar la idea de que la biosfntesis de leci­
tinas, no responds a un esquema metabdlico sencillo, sino 
que existen muchas posibilidades de regulacidn, en dependen­
oia del tejido o de la especie bioldgica de que se trate, quo 
dan cuenta de la heterogeneidad estructura], que dichas mold­
culas presentan. El que se hayan descrito para muchas de estas 
rutas, distintas especificidades para unas u otras especies 
moleculares, aumenta adn mas la oomplejidad de estes méca­
nismes, siendo de destacar, la dificultad que conlleva dar
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una medida de la importancia relativa de cada uno respecto 
de los demds, hecho por el cual no se han podido, hasta hoy 
dfa, evaluar con precisidn.

1.2.5. PAPEL DE LA BARRERA HELÎATOENCEPALICA EN LA INCORPORA- 
CION DE PRECURSORES.-

A principio de este siglo, varios grupos de investigado­
res pudieron oonstatar el hecho de que, tras la administracidn 
intravenosa de una serie de colorantes, se conseguian tenir 
practioamente todos los drganos del organisme, excepte el 
encdfalo. Este tipo de ohservaciones, confirmadas en la actua- 
lidad con una gran diversidad de sustancias y cuya explicacidn 
no es aun hoy suficientemente satisfactoria, trajo consigo 
la aparicidn del concepto de barrera hematoencefdlica, como 
una hipotdtica entidad encargada de establecer restricciones 
al paso de compuestos desde el torrente circulâtorio sanguineo 
hasta el encdfalo.

Otros autores, basdndose en la distinta velocidad de pe- 
netracidn de determinadas sustancias desde la sangre hasta el 
liquide cefalorraqufdeo y de aqui, a la masa encefalica, 11e- 
garon incluso a postular la existencia, no de una dnica barre­
ra, sino de très, establecidas entre la sangre y el encdfalo 
(la barrera hematoencefdlica cldsica), la sangre y el liqui­
de cefalorraquide o y el liquide cefalorraqufdeo y el encdfa­
lo. En cualquier caso, y tras este establecimiento conceptual, 
el problema, que se plante6 entonces y que sigue planteado 
en la actualidad, consiste en la identificacidn anatëmica de 
dicha barrera. En este sentido, y haciendo omisidn de los an­
técédentes bibliograficos con que cuenta este asunto, son très 
las localizaciones que, préféréntemente, se aceptan hoy dfa 
como lugares de asentamiento de la barrera (Ford, 1.976).
Para algunos autores la barrera hematoencefdlica estd loca—
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lizada en las mismas cdlulas endoteliales que oonstituyen la 
pared de los capilares del encdfalo; dichos oapilares, son 
de los llamados "continuos", esto es, sin poros ni fenestra- 
ciones de ningdn tipo y tienen la particularidad, frente al 
resto de los capilares del organisme, de presentan las cdlu­
las que los constituyen, encajadas unas con otras formando 
interdigitaciones y asociadas por uniones estrechas (zonula 
ocludens) que ocasionan que el espacio intercelular sea mi­
nime y que la salida de materiales del capilar, haya de rea- 
lizarse exclusivamente a hase de procesos de micropinocitosis, 
muy actives en estes tipos celulares, que darfan cuenta de la 
toma selectiva del plasma de determinadas sustancias.

Para otros autores, la principal barrera la constituye 
la membrana basai de los capilares, rodeada por las prolonga- 
ciones perivasculares de los astrocites. Tambidn contribuirfa 
a la barrera, el mfnimo espacio intercelular existente entre 
las cdlulas de glia (astrecites) y las neuronas, de modo que 
las sustancias que llegan a ëstas, al no poder ser transpor- 
tadas por los espacios intercelulares, habran de hacerlo a 
travds de los mismos astrocitos, de modo que ademds de la 
membrana basai, los solutés transportados han de atravesar 
cinco membranas plasmdticas: la membrana interna y externa 
de la cdlula endotelial, las membranas proximal y distal 
del astrocito y la membrana plasmdtica neuronal, aunque en 
cualquier caso, el espacio intercelular parece poder ser uti- 
lizado para moldculas pequehas (glucosa, iones, etc.).

En adicidn a lo anterior, se ha detectado en el espacio 
intercelular material PAS-positivo (posiblemente mucopoli- 
sacdridos), secretado por los astrocitos, que parecen poder 
retener con facilidad sustancias taies como colorantes bdsi- 
cos, cationes, etc.

El hecho de que la barrera hematoencëfdlica no actue con 
igual intensidad en las distintas zonas del Sistema Nervioso
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Central, constituye realmente una prueba indireota de la lo- 
oalizacidn anatëmica comentada anteriormente, dado que en 
las zonas mds facilmente penetrables, se puede detectar una 
pared capilar con poros, junto con un notable espacio peri­
vascular, es decir, una situacidn semejante a la que presen­
tan los capilares en otros drganos. Estas zonas, donde la ba­
rrera hematoencefdlica es poco efectiva, son entre otras, los 
plexos coroideos, la eminencia media, el idbulo posterior de 
la hipdfisis, la regidn predptica, la cresta supradptioa, 
etc.

De otro lado, hay autores que contemplan la barrera hema- 
toenoefdlica, como una barrera esencialmente metabdlica, que 
évita el paso de determinadas sustancias por degradacidn de 
las mismas. Asf, en las cdlulas endoteliales se han detectado 
distintos sistemas enzimdticos que son capaces de transaminar, 
con dcido o( -cetoglutdrico, al dcido Y-aminobutfri c o (GABA), 
para dar dcido succfnico, o de descarboxilar DOPA, para dar 
la monoamina correspondiente, que es degradada a continuacidn 
por MAO, haciendo pues que tanto GABA como DOPA no puedan pé­
nétrer a la masa encefdlica.

En cualquier caso, la actuacidn de la barrera hematoen- 
cefdlica viene condicionada en parte por la naturaleza del 
sustrato. Asf, el menor tamaho molecular parece ser un factor 
déterminante, aunque, si biën se ha demostrado el paso de agua 
y anhfdrido carbdnico con gran facilidad, hay datos contradic­
tories, puesto que moleculas tambidn pequenas como los iones 
sddio, cloruro o bicarbonato, no lo consiguen. El grado de 
ionizacidn, que a su vez depends del pH sangufneo, tambidn 
parece ser un factor importante, ya que las sulfonamidas con 
carga neta negativa son impermeables, mientras que las que 
estan menos disociadas a pH fisioldgico, pasan con relativa 
facilidad. La mayor liposolubilidad détermina en general una 
mayor pormeabilidad de la barrera, aunque esta regia no se
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cumple para el oolesterol. En cualquier caso, ninguno de estos 
condicionantes explican satisfactoriamente la entrada de glu­
cosa y aminodcidos y quizd aquf,,sea interesante sehalar la 
existencia demostrada de mécanismes de transporte activo, 
sobre todo para aminodcidos, que son acumulados en los cuer- 
pos neuronales, y para algunas hormonas esterofdicas• Estos 
sistemas de transporte exhiben las cldsicas cindticas de sa- 
turacidn y muestran una relativa espeoificidad hacia varios 
sustratos, que por tanto compiten, y que ocasiona que la die- 
ta tenga aquf una gran influencia sobre el tipo de sustrato 
transportado en cada momento de la vida del animal (Ford,
1.976).

Un hecho generalmente aceptado por todos los autores, 
es que el encdfalo inmaduro présenta menos restricciones al 
paso de sustancias que el encdfalo del individuo adulto. Es­
to se ha queride explicar en casi todos los casos, hablando 
de una supuesta "falta de maduracidn" de la barrera hematoen­
cef dlica del individuo joven, pero realmente no han podido 
constaterse en la bibliograffa variaciones morfoldgicas que 
puedan explicar la menor operatividad de la barrera. Hechos 
taies como la mayor entrada de aminodcidos en los indivfduos 
jdvenes, pueden ser explicados en funcidn de que en ellos, 
hay una mucho mayor proporcidn de cuerpos neuronales que acu- 
mulan este tipo de sustancias (Ham, 1.970; Ford, 1.976). En 
este sentido pues, la mayor o menor operatividad de la barrera 
hemotoencefdlica se explicarfa simplemente, sobre la base de 
que en el encdfalo en desarrollo, hay una necesidad metabdli­
ca mayor del aporte de determinedos compuestos.

La entrada al encdfalo de materiales lipfdicos inyecta- 
dos por via intravenosa o intraperitoneal, tambien se ve fuer- 
temente restringida por la barrera hematoencefalica, aunque 
una vez que dicha entrada ha tenido lugar, la incorporacidn 
a los Ifpidos del encdfalo es muy rapide. Estos hechos han 
podido comprobarse con acetato (Dhopeshwarkar et al., 1.971 a;
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Mead y Dhopeshwarkar, 1.972), dcidos grasos no esenciales 
(Dhopeshv/arkar y Mead, 1.970; Dhopeshwarkar et al., 1.972;
Mead y Dhopeshwarkar, 1.972; Dhopeshwarkar, 1.973), acidos 
grasos esenciales (Myamoto et al., 1.967; Dhopeshwarkar et 
al., 1.971 a y b; Dhopesbwarkar, 1.973), colesterol (Bloch 
et al., 1.943; Davison y V/ajda, 1.959), lecitina (Holzl y 
Franck, 1.969; Ansell y Spanner, 1.971; Dhopeshwarkar, 1.973; 
Dhopeshwarkar et al., 1.973), liso-lecitina (Ansell y Spanner, 
1.971; Illingworth y Portman, 1.972), etc..

En general, la restriccidn es menor en los individuos 
jdvenes, como ya se cornentd anteriormente, y ello puede ser 
debido a un funcionamiento menos restriotivo de la barrera o, 
simplemente, a una mayor necesidad metabdlica del encdfalo en 
esas etapas del desarrollo. Esta ultima idea, que supone que 
en el individuo adulto habria un reciclaje de los materiales 
lipfdicos, que daria lugar a que no fuese necesaria una fuen­
te exdgena de dicho material, fud defendida inicialmente por 
Sun y Horrocks (1.969).

El acetato incorporado al encdfalo, se utiliza principal­
mente en la sintesis "de novo" de dcidos grasos, singularmen­
te palmftico, por la sintetasa citoplasmdtica (Brady, 1.960; 
Mead y Dhopeshwarkar, 1.972; Dhopeshwarkar, 1.973), o tambien 
en la elongacidn mitocondrial ( Boone y V/akil, 1.970) o para 
los sistemas de elongacidn-desaturacidn microsomales (Aeber- 
hard y Menkes, 1.968; Mead y Dhopeshwarkar, 1.972; Dhopesh­
warkar, 1.973).

Pese a la capacidad que posee el encdfalo para llevar 
a cabo la sfntesis de dcidos grasos, es évidente que al me­
nos, los dcidos esenciales 18:2 (n-6) y 18:3 (n-3) han de 
procéder de la dieta y ser transportados por el torrente cir­
culât orio sanguineo hasta conseguir atravesar la barrera he­
mat oencef dli ca (Miyamoto et al., 1.967; Dhopeshwarkar et al., 
1.971 a y b; Mead y Dhopeshwarkar, 1.972; Dhopeshwarkar,
1.973). Estos dcidos grasos se presentan en cantidades mfni-
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mas en los ifpidos del encdfalo, pero no ocurre asf, con sus 
derivados poliinsaturados 20:4 (n-6) y 22:6 (n-3), que son 
muy abundantes. La toma de dcido linoldnico desde el plasma 
es mds eficaz que la de linoldico y quizd en ello, radique 
la explicacidn del predominie de la serie n-3 en encdfalo, 
contrariamente a lo que sucede en otros drganos (Miyamoto et 
al., 1.967).

Ademds de estos dcidos grasos esenciales, otros no esen­
ciales, que pueden ser producto del métabolisme encefalico, 
como el dcido palmftico, oleico, etc., se transportan tambien 
a traves de la barrera hematoencefdlica, aunque, como en otras 
ocasiones, con menor eficacia que a otros drganos como el hi- 
gado, etc. En cualquier caso, la forma de transporte preferida 
en el encdfalo, es la de dcido graso libre, no registrandose 
apenas degradacidn a acetato con posterior resfntesis (Dhopesh­
warkar et al., 1.972; Mead y Dhopeshwarkar, 1.972; Dhopeshwar­
kar, 1.973).

El paso a traves de la barrera de colina, libre (Arienti 
et al., 1.976; Kewitz y Pleul, 1.976) o ligada a ifpidos como 
fosfatidilcolinas o liso-fosfatidilcolinas (Ansell y Spanner, 
1.971; Illingworth y Portman, 1.972; Dhopeshwarkar et al.,
1.973), asf como la reutilizacidn de la colina enddgena (An­
sell y Spanner, 1.971; Binaglia et al., 1.973; Arienti et al., 
1.976; Yavin, 1.976 ; Kewitz y Pleul, 1.976), son tambien pro­
cesos fundamentales para el encdfalo, dada la incapacidad de 
este para llevar a cabo la sfntesis de aquella.

Con todo lo comentado anteriormente, parece claro que 
realmente la barrera hematoencefdlica establece restricciones 
en el paso de precursores desde el torrente circulâtorio san­
guine o. Sin embargo, Dhopeshwarkar et al. (1.971 y 1.972), 
basandose en la experiencias de Oldendorf (1.971), demuestra 
que, no solo la restriccidn no existe, sino que incluso la 
incorporacidn al encdfalo de precursores como el acetato 
(Dhopeshv/arkar et al., 1.971 a ) y el dcido palmftico (Dho-
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peshwarkar et al., 1.972), son con mucho, superiores a las 
que GO registrar en hfgado, cuando la dosis del precursor 
se administra por via intracarotxdea. Esta misma elevada 
incorporacidn, sin aparentes restricciones por parte de la 
barrera hematoencefdlica, se présenta al inyectar, por via 
intravenosa, a animales hepatotectomizados, todo lo cual pa­
rece indicar que, al menos por lo que concierne a materiales 
lipfdicos, el concepto de barrera hematoencefdlica tal y co­
mo se venia utilizando, es realmente inapropiado, ya que no 
es funcidn del encdfalo mismo, sino mas bien, del modo como 
se suministran los precursorss, quedando pues todo ello re- 
ducido a un mero problema de competencia, o a un orden de 
actuacidn determinado entre los diferentes drganos del ani­
mal (Mead y Dhopeshwarkar, 1.972; Dhopeshwarkar, 1.973; Ford,
1.976).
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1.3. QOJ/IPOSICIQN LIPIDIGA DEL ENCEFALO EN ANIBÎALES SüFËRIQRIî S

Hace ya algimos anos que venimos contemplando en el ambi- 
to cientffico un notable aumento del interns per los temas re- 
laoionados con los ifpidos* Este feiidmeno, motivado sin duda 
por la oreciente inforniaoi(5n de que se dispone, aoeroa de la 
importancia funoional de este tipo de moleoulas, iia dado lu- 
gar a la existenoia de una amplia bibliograffa al respecte 
que va proporoionando una visi&n cada vez mds detallada aoer­
oa de cual es la situaoidn, en termines e structurale s o fun— 
oionales, a todos los niveles de organizaoi6n biol6gica. En 
este sentido, parece razonable pensar que, el interes princi­
pal debiera oentrarse sobre aquellas estructuras biol6gicas 
que, jugando un papel importante en el mantenimiento de la 
Vida, tengsin al mismo tiempo un elevado contenido lipfdico, 
especialmente de aquellos, como los fosfoglic^ridos, que 
no s<5lo participen como una mera reserva energ^tica, sino 
que pue dan, en principle, desempenar una amplia gama de fun- 
oionalismos. Ambas circunstancias concurren en el case del 
tejido nervioso, que estando encargado de regular y coordi- 
nar las funciones de los animales pluricelulares, présenta 
las 2/3 partes de su peso seco compuesto por materiales li- 
pfdicos, de entre los cuales destacan por su abundancia los 
fosfoglic^ridos•

1.3.1. CONTENIDO LIPIDIGO DEL SNGEEALO TOTAL.-

Los dates bibliogr^fioos a este respecte, son en ocasiones 
aparentemente contradictorios, tanto por lo que concieme a la 
presencia o no de un tipo lipidico determinado, como en lo re-
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f8rente al nivel que alcanza en la masa encefdlica. Estas apa— 
rentes contradicciones suelen ser debidas a dos fen(5menos de 
oardoter general; do un lado, el enoefalo aparece como un 
(5rgano extremadamente sensible a situaoiones de isquemia que 
se traducen en aumentos del "pool" de digliceridos y ^oidos 
grasos libres, probablemente debidos a la aotivaoidn do lipa- 
sas (Bazan, 1.970; Baz^n et al., 1.971; Bansohbaob y Geison, 
1.974; Cenerella et al., 1.975; Galli y Spagnuolo, 1.976).
Dado que la muerto de los animales de experimentaci6n sue- 
le venir dada por decapitaoi6n, este fen(5meno puede llegar 
a tener importancia, singularmente cuando se trabaja a tempo- 
ratura ambiente. Be otro lado, nuestro desconocimiento acerca 
del memento exacte en que ocurren las distintas fases del de— 
sarrollo por las quo atraviesa el enc^falo conduce, en ocasio­
nes, a comparar materiales biol6gicos que reaimente se encuen- 
tran en mementos fisioldgioos muy diferentes. El desarrollo 
del enc^fale,puede considerarse dividido en très grandes eta- 
pas (Herschkowitz y Rossi, 1.972); una primera de proliferacidn 
celular intensa, a base de divisiones mitdticas sucesivas, 
oon la consiguiente migracicSn y organizacidn de las neuronas 
y c^lulas de glia résultantes. La segunda etapa vendria carac- 
terizada por un crecimiento de las dendritas y partioularmen- 
te de los axones, con formaci;<5n de las interconexiones sin^p- 
ticas correspondientos, mientras que en la tercera etapa, co- 
menzarfa la llamada mielinizacidn. La deposici(5n de los mate­
riales caracteristicos de la mielina, al principio muy activa, 
va a acentuar intensamente las diferencias, hasta ahora casi 
inexistentes, en la composlcidn lipidica de las distintas zo­
nas del tejido nervioso. La mielinizaci6n ocurre en distin- 
tos mementos del desarrollo, cuando considérâmes especies 
biol(5gicas diferentes, aunque parece aceptarse con caracter 
general, quo se trata de un fendmeno, que iniciado en una eta­
pa perinatal o inmediatamente postnatal, se continua hasta me­
mentos muy avanzados de^la vida adulta (Yakovlev y Lecours,
1.967).
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Esta secuenoia de fendmenos, de los ouales el mds estudia- 
do desde un punto de vista ‘bioqufmioo es la mielinizaci<5n, vie­
ns determinada por la puesta en juego de diferentes partes del 
genoma (Baumann et al*, 1*972), que présenta de modo continue 
una interacci<5n con factores medioambientales, especialmente 
nutricionales, que ser^ comentados m^s adelante.

1#3#1.1. Lipides neutres.-
Exceptuando el colesterol y, en ocasiones, sus acil-deri— 

vados, los niveles de ifpidos neutres en el enc^falo son muy 
bajos (Rowe, 1.969; Bazài, 1.970; Rouser y Yamamoto, 1.972), 
aunque no por elle su papel carece de importancia, ya que se 
ha podido demostrar que desde un punto de vista metabdlico son 
muy actives (Sun y Horrocks, 1.969). Todos elles poseen un 
contenido apreciable en Acides grasos poliinsaturados (Sun, 
1.970).

El "pool" de Acides grasos libres, compuesto principalmen- 
te por palmftico, ol^ico, estedrico, araquiddnico y docosahe- 
xendioo (Miyamoto et al., 1.966; AveIdaho y Bazdn, 1.974; 
Oenedella et al., 1.975; Galli y Spagnuolo, 1.976), représen­
ta aproximadamente un 0,1 ^ de los lipidos totales, aunque 
existe variacidn con la zona del encdfalo considerada (Bazdn 
et al., 1.971; Galli y Spagnuolo, 1.976) y es, al menos en 
parte, un refie je del recambio que experiment an los grupos 
acilo de fosfoglicdridos y triglicdridos por la accidn de fos- 
folipasas y lipasas respectivamente. Los niveles de este "pool" 
de doidos grasos libres pueden verse considerablemente aumen- 
tados (del or den de 10 a 20 veces) en situaciones de isque­
mia (Bazdn, 1.970; Oenedella et al., 1.975) o tras un trata- 
miento de electroshock (Bazdn y Rakov/ski, 1.970). Esta libera- 
ci(5n de dcidos grasos libres afecta sobre todo al dcido ested- 
rioo y muy especialmente al araquiddnico (Oenedella et al., 
1.975; Galli y Spagnuolo, 1.976) que se cree, estd relaciona- 
do con la sintesis de prostaglandinas en cerebro (Bazdn, 1.970;
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Galli y Nicosia, 1.975), Los individuos j6venes, en los cuales 
la mielinizacidn no ha tenido todavia lugar, se ven menos afeo- 
tados por este tipo de situaciones (Bazdn et al., 1.971).

La produccidn de dcidos grasos libre en périodes de 
isquemia, se contempla en relacidn con una elevacidn "post- 
-mortem" de los niveles de AMP^ (Galli y Spagnuolo, 1.976) 
que se encargarda de activar a triglicerido-lipasas y, sobre 
todo, fosfolipasas (Bazdn et al., 1.971). Ha podido compro- 
barse, en favor de esta hipdtesis, que en animales sacrifica- 
dos por irradiacidn con microondas, que inhiben la produccidn 
de AMPg, se préviens la liberacidn de dcidos grasos libres 
(Oenedella et al., 1.975). La noradrenalina, posiblemente a 
travds de AI/CPq , tiens el efecto de imitar la produccidn de 
dcidos grasos libres propia de los perfodos de isquemia (Bazdn, 
et al., 1.971).

El "pool" de triglicdridos se présenta con unos niveles 
ligeramente superiores al de dcidos grasos libres (Wood, 1*972), 
conteniendo como principales restos de acilo, por este orden, 
a los dcidos oléico, palmftico y docosahexenoico. Los dcidos 
grasos araquiddnico, estedrico y linoleico, tambien estdn 
présentas aunque en mener proporcidn (Aveldano y Bazdn,
1.974) .

Los digliceridos estdn relacionados con la biosintesis 
de fosfoglicdridos (McMurray y Magee, 1.972) y muy especial­
mente con el intense recambio que experimentan los fosfatidil- 
inositoles, que al estar compuesto sobre todo a base de dcidos 
estedrico y araquiddnico, danlugar tras la separacidn del res­
te fosforilinositol, a la produccion de especies moleculares 
tetraenoicas de diglicdridos que resultan ser mayoritarias 
dentro del "pool" (Keough et al., 1.972; Lapetina y Mitchell, 
1.973; Avoldaho y Bazdn, 1.974; Banschbach y Geison, 1.974).
De modo seme jante a lo que ocurria con los dcidos grasos libres, 
tambien ha podido observer se un aumento "post mortem" en los 
niveles de diglicdridos (Banschbach y Geison, 1*974).
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El colesterol es, con muciio, el esteroide mayoritario del 
tejido nervioso (Paoletti et al*, 1.969), dando cuenta aproxi- 
madamente de una cuarta parte de los ifpidos totales (Dicker­
son, 1.968) y de casi la totalidad de los ifpidos neutres. Su 
biosintesis, en las cdlulas nerviosas se efectua en el reticu­
le endopldsmico (Ramsey et al., 1.971), siendo los individuos 
adultes bastante menos actives en este sentido que los jdvenes, 
especialmente en la época de mielinizacidn activa (Ramsey y 
Nicholas, 1.972) lo cual se interpréta en funcidn de su par- 
ticipacidn en la composicidn de la vaina de mielina.

Los esteres de colesterol, se presentan en oantidades re- 
lativamente importantes, tan solo en périodes juveniles, en 
los que la mielinizacidn no ha tenido lugar (Eto y Suzuki, 
1.972; Sweasey et al., 1.976) presentando un mf̂ ximo en sus 
niveles que coincide con el comierizo de la etapa de mielini— 
zacidn activa (Adams y Davison, 1.959) y comenzando a decre- 
cer a continuaci6n, hasta llegar casi a desaparecer en la 
vida adulta (Eumagalli y Paoletti, 1.963), Esta desaparicidn 
se interpréta como una actuacidn de los esteres de colesterol 
como portadores de dcidos grasos para la biosintesis de lipi­
des de mielina, singularmente cerebr6sidos (Sweasey et al.,
1.976). Los dcidos grasos que esterifican al colesterol son 
palmitico y olëioo mayoritariamente, aunque tambien se presen­
tan en proporci6n apreciable, los dcidos estedrico y araqui- 
ddnico (Ailing y Svennerholm, 1.969; Eto y Suzuki, 1.972; 
Sweasey et al., 1.976).

1.3*1.2. Posfoglicdridos
El encdfalo maduro de aves y mamiferos es, probablemente, 

el material bioldgico en que se ha podido constater una mayor 
concentracidn de fosfoglicdridos. La deposicidn de estes, a 
lo largo del desarrollo embriondrio y postnatal, no résulta 
solamente como una consecuencia del crecimiento en el tamaho 
y ndmero de cdlulas, sino que viene dada muy especialmente por
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una serie de cambios de tipo morfoldgioo y fisioldgico, que 
se traducen en la formacidn de las vainas de mielina, tanto 
a nivel del Sistema Nervioso Central oomo del Perifdrico, 
aunque con una serie de diferencias entre ambos tipos qua se 
refieren tanto a su origen como a su compos!cidn, etc.. Asf, 
en aves adultas (polio) la relacidn fosfolipidos % coleste­
rol, en encdfalo, es proxima a 2, mientras que en nervio cià- 
tico sobrepasa escasamente el valor de 1 (Schaikh y Palmer,
1.976).

Los fosfoglicdridos mayoritarios en el encdfalo total, 
tanto para aves como para mamiferos, son, en este orden, fos- 
fatidilcolinas, f osfatidiletanolaminas y sus plasmaldgenos, 
fosfatidilserinas, fosfatidilinositoles y sus di- o tri-fos- 
fOder!vados (Miyamoto et al,, 1.966; Wells y Dittmer, 1.967; 
Sbeltawy y Dawson, 1.969; Kanazawa et al., 1.972; V/ood, 1.974; 
Schaikh y Palmer, 1.976 ; Sweasey et al., 1.976 ; Vatassery et 
al., 1.976; Dorman et al., 1.977). Todos ellos presentan va- 
riaciones en sus niveles mds o menos acusadas, a lo largo del 
desarrollo, existiendo siempre una variacidn especialmente 
notable en la fase del desarrollo en que da comienzo la etapa 
de mielinizacidn activa. Este becbo, se pone especialmente de 
manifiesto para algunos tipos de fosfoglicdridos, que siendo 
apenas détectables en etapas de premielinizacidn, alcanzan 
niveles considerables una vez transcurrido este proceso. De 
este tipo de fosfoglicdridos, entre los que figuran, los plas­
maldgenos de etanolamina, los polifosfoinositidos y el dcido 
fosfàtidico; se dice que son propios de "membranas de mielina", 
mientras que del reste, se habla como fosfolipidos de membrana 
en el sentido mds extenso de la palabra (Wells y Dittmer, 1.967; 
Shaikh y Palmer, 1.976). La abundancia relativa, durante el 
desarrollo, de los fosfoglicdridos "de membrana", disminuye 
frente a la de los "de mielina" y a los esfingolipidos en 
general, especialmente cerebrdsidos (Wells y Dittmer, 1.967; 
Sweasey et al., 1.976; Shaikh y Palmer, 1.976) y de forma mds
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acentuada a nivel del Sistema Nervioso Periferico que del Sis­
tema Nervioso Central (Shaikh y Palmer, 1.976)♦

Por lo que respecta a la composicidn en dcidos grasos de 
estos fosfoglicdridos, hay que senalar la existenoia de una 
gran especificidad para cada uno de ellos. En general, los 
dcidos grasos poliinsaturados estdn bien representados en fos- 
fatidilserinas, fosfatidiletanolaminas y fosfatidilinositoles 
(O'Brien y Sampson, 1.965; Miyamoto et al., 1.966; Wood, 1.974; 
Bhopeshwarkar y Subramanian, 1.975), pero no en fosfatidilco- 
linas, pese a lo cual, la fraccidn de fosfolipidos totales, 
présenta un grade de insaturacidn bastante considerable. La 
abundancia relativa de estos dcidos poliinsaturados se man- 
tiene relativamente constante a lo largo del desarrollo em- 
brionario (Bemsohn y Cohen, 1.972), aunque en situaciones de 
mielinizacidn compléta, deerece, como consecuencia del aumento 
en los niveles de dcidos grasos tales como el nervdnico (24:1) 
y el eicosamonoendico (20:1), propios de Ifpidos de mielina 
adulta (Crawford y Sinclair, 1.972). El grade de insaturacidn 
total de los fosfoglicdridos es mayor en cerebelo, que en ce­
rebro y bulbo raquideo en humanos (Rao y Rao, 1.973)*

Otra caracteristica bastante singular de la fraccidn de 
dcidos grasos de los fosfoglicdridos del encdfalo, viene dada 
por la presencia de varies isdmeros de posicidn de dcidos mo- 
noendicos, ademds de los que habitualmente se presentan en los 
materiales bioldgicos, que han podido ser detectados en can­
ti dades bastante apreciables en fosfatidilcolinas, fosfatidil- 
etanolaminas y fosfatidilserinas, en todas las etapas del de­
sarrollo de la rata (Spence, 1.970).

Los fosfoglicdridos de etanolamina son mayoritarios en 
todo el tejodo nervioso, junto con los de colina. A nivel en- 
cefdlico, los niveles que alcanzan estos ultimes, son clara- 
mente superiores a los de aquellos, acentudndose adn mds esta 
situacidn en cases de tumores cerebrales (Albert y Anderson,
1.977), pero parece ser que a nivel de la mddula espinal o del
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Sistema Nervioso Periferico, la proporcidn se invierte (El-Eishi, 
1.967; Schaikh. y Palmer, 1.976), sobre todo en individuos adul­
tes, debido al aumento del contenido en plasmaldgenos de etano­
lamina durante la mielinizacidn. La relacidn de sn-l-alquenil 
a sn-1,2-diacil glicerofosforiletanolaminas, es, durante el 
desarrollo embrionario, muy baja, pero a medida que la mieli­
nizacidn tiene lugar, y en el e stade ya adulte, va aumentando 
llegando a alcanzar valores prdximos a 2 e incluse superiores, 
cuando se trabaja con sustancia blanca (Wells y Dittmer, 1.967; 
Dorman et al., 1.977). Los niveles de los sn-l-alquil deriva­
dos son siempre minimes (Dorman et al., 1.977). Los dcidos gra­
sos que forman parte de los fosfogliceridos de etanolamina, 
son, mayoritariamente estedrico, docosahexendico, araquidd- 
nico y oldico (Baker y Thompson, 1.972; Miyamoto et al., 1.966; 
Svennerholm et al., 1.972; Wood, 1.974) que dan lugar pues a 
moldculas con un alto grade de insaturacidn aunque en indivi­
duos adultes, este debe disminuir, ya que se ha dado cuenta 
de un aumento con el desarrollo de los dcidos grasos de la se­
rie n-9 (familia del oldico) y de una disminuoidn de los n-3 
y n-6 (familias del linoldnico y linoldico, respectivamente) 
(Miyamoto et al., 1.966 ; Paoletti y Galli, 1.972; Wood, 1.974).

Los niveles que présenta en encdfalo de aves y mamiferos 
la fosfatidilserina son casi dobles que los de los fosfoinosl- 
tidps, aunque en cualquier caso, ambos son fosfoglicdridos re­
lativamente minoritarios, por cuanto que no dan cuenta, sino 
del 15 - 20 del total de estos (Miyamoto et al., 1.966; Wells 
y Dittmer, 1.967; Kanazawa et al., 1.972; Wood, 1.974; Shaikh 
y Palmer, 1.976 ; Dorman et al., 1.977). Durante el desarrollo 
pre- y postnatal, hay un aumento en tdrminos absolutos de fos­
fatidilserinas, pero su abundancia relativa, se mantiene aproxi­
madamente constante (Miyamoto et al., 1.966; Wells y Dittmer , 
1.967; Wood, 1.974; Shaildi y Palmer,1.976). No sucede igual con 
los fosfoinosdtidos, particularmente con los di- y trifosfoi- 
nosftidos, considerados como fosfogliceridos asociados a la
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mielina, que, si bien en las otapas embrionarias no presentan 
apenas variacidn, llegada la fase de mielinizacidn activa y a 
continuaoidn, ven fuertemente incrementados sus niveles con 
relacidn a los del encdfalo no mielinizado (Miyamoto et al., 
1.966; Wells y Dittmer, 1.967; Wood, 1.974; Shaildi y Palmer, 
1*976). En el Sistema Nervioso Perifdrico, el aumento de los 
fosfoinositidos, parece deberse unicamente a los trifosfoino­
sitidos (Shaikh y Palmer, 1.976).

Por lo que respecta a la composicidn en dcidos grasos de 
estos fosfogliceridos, las fosfatidilserinas contienen princi- 
palmente dcido estedrico, palmitico, docosahexendico y oldico, 
pudiendose constatar a lo largo del desarrollo de las aves, un 
aumento de estedrico y oleico y un descenso de palmitico y do­
cosahexendico, aunque para este dltimo, no parece haber acuer- 
do entre los distintos autores acerca de la intensidad del fe- 
ndmeno (Miyamoto et al., 1.966; Wood, 1.974)*

Los fosfatidilinositoles y los fosfoinositidos en general, 
contienen prinoipalmente dcidos estedrico y araquiddnico (Ba­
ker y Thompson, 1.972; Wood, 1.974), en oantidades aproxima­
damente equimoleculares (Baker y Thompson, 1.972). Una carac- 
teristica peculiar de este tipo de fosfoglicdridos, es que la 
composicidn en dcidos grasos de los mono-, di- y trifosfoino- 
sltidos es totalmente iddhtica (Baker y Thompson, 1.972) lo 
cual aboga en favor de la conversidn directa, por fosforila- 
cidn, de unos en otros. En este sentido las dos fosfoinositidd- 
-quinasas, han sido descritas recientemente en cerebro y ner­
vio cidtico de polio (Shaikh y Palmer, 1.976). La actividad 
de estas enzimas es baja en mementos de no mielinizacidn y 
se incrementa muy considerablemente en la fase de mieliniza— 
cidn activa', permaneciendo asl en el encdfalo maduro (Shaikh 
y Palmer, 1.976). La variacidn de la composicidn en dcidos gra­
sos con el desarrollo, parece tender a la consecucidn de un 
mener grade de insaturacidn, disminuyendo la abundancia de 
araquiddnico e incrementandose la de estedrico (Wood, 1.974).

- 50 -



Las fosfatidileolinas, como ya se comentd anteriormente, 
son el fosfoglicdrido mayoritario en el enoefalo en desarrollo 
de mamiferos (Marshall et al., 1.966; Wells y Dittmer, 1.967; 
Dalai y Einstein, 1.969; Dekahan et al., 1.971; Kanazawa et 
al., 1.972; Dorman et al., 1.977) y aves (Miyamoto et al., 
1.966; Wood, 1.974; Shaikh y Palmer, 1.976; Dorman et al.,
1.977) asf como en estructuras derivadas emhrioldgicamente 
del Sistema Nervioso Central, tales como la retina (Jhonston 
y Hudson, 1.974; Dreyfus et al., 1.975). Sus niveles, en el 
encdfalo inmaduro, no parecen experimentar variaciones signi­
ficatives (Miyamoto et al., 1.966; Wells y Dittmer, 1.967; 
Dekahan et al., 1.971; Wood, 1.974; Shaikh y Palmer, 1.976), 
pero llegada la fase de mielinizacidn activa (perinatal o 
postnatal generalmente) sufren un claro descenso, en favor 
de los fosfoglicdridos de etanolamina, lo cual ocasiona que 
en el individuo adulte, la abundancia relativa de estos den­
tro del total de fosfoglicdridos, sea ligeramente superior 
(Wells y Dittmer, 1.967; Dekaban et al., 1.971; Baker y 
Thompson, 1.972; V/ood, 1.974; Shaikh y Palmer, 1.976; Dorman 
et al., 1.977).

Los plasmaldgenos de colina, asi como los sn-l-alquil 
derivados, no estdn présentes en el encdfalo embrionario y 
sdlo aparecen, en oantidades muy bajas, asociados con la 
mielinizacidn, aunque en ningdn case superan, dentro del to­
tal de fosfoglicdridos de colina, mds alld del 5 ^ en encdfa­
lo (Wells y Dittmer, 1.967; Dorman et al., 1.977) y del 3 ^ 
en retina (Dreyfus et al., 1.975; Jhonston y Hudson, 1.974).
Se ha podido comprobar, que los plasmaldgenos de colina su- 
ponen una fraccidn apreciable, unicamente en los casos de tu­
mor es cerebrales (Albert y Anderson, 1.977).

Por lo que se refiere a la composicidn en dcidos grasos, 
las fosfatidilcolinas de encdfalo de aves y mamiferos, se ca- 
racterizan por un elevado contenido en dcido palmitico (apro— 
ximadamente 50 )̂ y old^co (aproximadamente 25 9̂ ), seguidos,
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aunque a una gran distancia, por los dcidos estedrico y araqui­
ddnico# Otros dcidos grasos como el linoleico, palmitoldico 
y docosahexendico, se presentan casi a nivel de traza (Miyamo­
to et al., 1.966; Marshall et al., 1.966; Baker y Thompson, 
1.972; Svennerholm et al., 1.972; V/ood, 1.974). En f osfati­
dilcolinas de retina, se ha descrito una situacidn completa- 
mente similar (Jhonston y Hudson, 1.974).

Durante la maduracidn del encdfalo, se pueden detectar 
una serie de variaciones en la composicidn de dcidos grasos 
en fosfatidiloolinas, que si bien no afectan de modo signifi- 
cativo a perfodos embriondrios, se ponen de manifiesto en eta­
pas del desarrollo que han superado ya la fase activa de mie­
linizacidn. Asf, el encdfalo adulto, présenta una disminuoidn 
en sus niveles de palmftico y palmitoldico en favor del es­
tedrico y oleico, pese a lo cual la suma de las abundancias 
relativas de los dcidos grasos saturâdos y de los insaturados 
permanece aproximadamente constante (Miyamoto et al., 1.966; 
Marshall et al., 1.966; Wood, 1.974). Un hecho bastante sin­
gular con relacidn a la composicidn de dcidos grasos de leci- 
tinas, lo constituye el hallazgo, en encdfalo de marsopa, 
de oantidades muy apreciables de isodcidos grasos de cadenas 
corta y media, de entre los que destaca el dcido isovalerico 
(Varanasi y Malins, 1.975), acerca del cual no existia eviden- 
cia previa alguna, que probara su existenoia en fosfolfpidos 
animales.

Para cerrar ya este apartado dedicado a los fosfogliceri­
dos, résulta obligado hacer algunos comentarios acerca de uno 
de ellos, que si bien es absolutamente minoritario (Wells y 
Dittmer, 1.967; Baker y Thompson, 1.972), desempeha un papel 
de intermediario metabdlico sumamente interesante; se trata 
del dcido fosfàtidico cuya composicidn en dcidos grasos es 
muy seme jante a la descrita para las lecitinas, con la excep- 
ci dn de que présenta un p.orcentaje de dcido palmftico bas tan­
te inferior a la do estas.
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1.3.1.3. Esfingolfpidos.-
E1 encdfalo de aves y mamfferos y, en general, todo el 

sistema nervioso, présenta, con distintas abundancias relati­
ves, cuatro clases principales de esfingolfpidos: esfingomie- 
linas, ganglidsidos, cerebrdsidos y sulfdtidos. De todos ellos, 
los que presentan una mayor concentracidn, oon mucho sobre los 
demds, son los cerebrdsidos, singularmente en individuos adul- 
tos.

Estos esfingolfpidos muestran notables elevaciones de sus 
niveles, en mementos determinados del desarrollo, y atendien- 
do a este criterio, podemos dividirlos en dos grandes grupos. 
El primer grupo, constituido por esfingomiellnas, cerebrdsidos 
y sulfdtidos, es aquel que muestra una estrecha relacidn con 
el proceso de la mielinizacidn, este es, utilizando nuevamente 
la denominacidn que ya usâmes en el apartado anterior, serfan 
esfingolfpidos "de mielina", que presentan unos niveles apenas 
perceptibles en el encdfalo no mielinizado y que tras la etapa 
de mielinizacidn activa, ven su concentracidn multiplicada por 
un factor muy elevado, que hace posible, en el caso de los ce­
rebrdsidos, que se constituyan en el tipo lipfdico cusntitati- 
vamente mds importante del encdfalo adulto, por encima inolu- 
so de las lecitinas o del colesterol.

El segundo grupo lo constituyen los g^mglidsidos que apa­
recen relacionados, no con la mielinizacidn, sino con otros 
fendmenos morfoldgicos o fisioldgicos.

Gilliland y Moscatelli (1.969), deteotan un aumento en 
el contenido de esfingolfpidos en encdfalo a medida que se 
asciende en la escala filogendtica.

Las esfingomielinas se presentan en encdfalo de indivi­
duos adultos con unos niveles aproximadamente iguales a la mi— 
tad de los de las fosfatidilserinas (Wells y Dittmer, 1.967; 
Dekaban et al., 1.971; Shaikh y Palmer, 1.976) llegando a 
igualarse con ellas, en el Sistema Nervioso Periferico y en 
retina (Jhonston y Hudson, 1.974; Shaikh y Palmer, 1.976).
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En cualquier caso, la concentracidn de este esfingolfpido se 
ve muy incrementada en la fase de mielinizacidn activa (Wells 
y Dittmer, 1.967; Dekaban et al., 1.971; Shaikh y Palmer, 1.976).

Se ha postulado la existencia de dos "pools" de esfingo- 
mielinas, con una composicidn diferente de dcidos grasos y 
una capacidad de recambio de todos sus componentes, tambidn 
distinta; las esfingomielinas con dcidos grasos de cadena lar­
ge, prinoipalmente localizadas en la vaina de mielina, y las 
esfingomielinas de cadena corta, menos abundantes y localiza­
das en estructuras celulares, no mielinicas (O'Brien y Sampson, 
1.965; Kishimoto et al., 1.969; Ereysz et al., 1.976).

En encdfalo, los dcidos grasos principales de las esfin­
gomielinas, son el estedrico prinoipalmente, y el palmftico, 
tendiendo con el desarrollo a aumentar el primero y a dismi­
nuir el segundo. Ademds se presentan dcidos grasos poco usuales 
en otros tipos lipfdicos, de cadena muy larga (0-22 a 0-26) 
(Marshall et al., 1.966; Wood, 1.974). En retina, el dcido 
palmftico prédomina sobre ol estedrico (Jhonston y Hudson,
1.974).

Los cerebrdsidos son con mucho los esfingolipidos mayori­
tarios del encdfalo y estdn estrechamente relacionados con la 
formacidn de la vaina de mielina, pudidndose observar que su 
abundancia relativa en los ifpidos totales, se multiplies por 
un factor aproximadamente igual a 500, cuando comparâmes el 
encdfalo no mielinizado con el adulte (V/ells y Dittmer, 1.967; 
Dekaban et al., 1.971). De hecho, la concentracidn de cere­
brdsidos, se utilizan en la actualidad como un criterio bio- 
qufmico para determinar el grade de mielinizacidn (Bass y 
Hess, 1.969).

Por lo que se refiere a su composicidn en dcidos grasos, 
résulta singular el hecho de que de modo casi exclusive, cen­
te ngan dcidos de cadena muy larga, 0-22 y 0-24 prinoipalmente, 
saturados o a lo mds monoendicos (Sweasey et al., 1.976), de 
los cuales, sobre todo los saturados, una gran mayorfa son
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hidroxidcidos grasos (Kanazawa et al., 1.972).
Los sulfdtidos, derivados de los cerebrdsidos por la 

accidn de la cerebrdsido-sulfotransferasa (Ramsey y Nicholas,
1.972), ven notablemente incrementada su abundancia relativa 
durante la mielinizacidn, alcanzando niveles comparables a los 
de las esfingomielinas (Wells y Dittmer, 1.967; Benjamins et 
al., 1.974)* Los oligodendrocitos parecen ser mucho mds acti- 
vos en la sxntesis de estos compuestos, que ningdn otro tipo 
celular (Benjamins et al., 1.974).

Los ganglidsidos, aparecen en perfodos muy tempranos del 
desarrollo embrionario (Vanier et al., 1.971; Dreyfus et al.,
1.975), coincidiendo totalmente con la aparicidn de las acti- 
vidades enzimdticas encargadas de sintetizar las cadenas de 
oligosacdridos que los constituyen (Basu et al., 1.973).

Atendiendo a estos oligosacdridos, se puede constatar la 
existencia en el encdfalo embrionario de aves y mamfferos de, 
al menos 5 tipos de ganglidsidos distintos, cuyas abundancias 
relatives-, varian a lo largo del desarrollo, aunque la norma 
de variacidn parece ser funcidn de la especie bioldgica con­
siderada (Vanier et al., 1.971; Dreyfus et al., 1.975). En 
cualquier caso, en el embridn a tdrmino y en el adulte, el 
tipo cuantitativamente mds importante es el ^^gun la
nomenolatura de Svennerholm (1.963). Los ganglidsidos en su 
conjunto son realmente, en encdfalo, esfingolfpidos minori­
tarios, con unos niveles que no igualan siquiera los de los 
sulfdtidos (Wells y Dittmer, 1.967). Generalmente, suele 
admitirse que estan relacionados oon la arborizaoidn dondrf- 
tica y la formaci dn de sinapsis intemeuronales (Vanier at al.,
1.971).

1.3.2. CONTENIDO LIPIDICO EN DISTINTAS PRACCIONES SUBCELULARES

El aislamiento de fracciones subcelulares suficientemente
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paras, a partir del enoefalo total, lieva consigo una serie 
de difioultades adioionales a las que presentan otros materia­
les bioldgicos (Kishimoto et al., 1.969). Estas difioultades 
se derivan de la existencia en el encefalo de una gran varie- 
dad de tipos celulares, que contienen ademds, toda una coleccidn 
de estructuras citoldgicas especializadas que ocasionan en ul­
timo tdrmino, que dificilmente se obtengan, con excepcidn de 
la mielina, fracciones particuladas homogeneas. La existencia, 
por tanto, de una contamina cidn en mayor o menor grado, sumada 
al hecho de que no suelen aportarse,'por los distintos autores, 
demasiadas pruebas morfoldgicas (microscopfa electrdnica) o 
bioqufmicas (actividades enzimdticas caracterfsticas) acerca 
de la pureza de las fracciones, ocasiona que, al menos en tdr­
mino s cuantitativos, las determinaciones analfticas, no sean 
suficientemente seguras ni comparables, con la excepcidn, 
antes mencionada, de la mielina, que debido a su baja densi- 
dad, puede ser aislada, con un elevado grado de pureza, por 
centrifugacidn en gradientes (Rouser et al., 1.972). Es por 
ello, que en la présente exposicidn, vamos a tomar como punto 
de referenda, la composicidn lipfdica de la mielina, compa- 
rando con ella los datos existantes para el reste de fraccio­
nes subcelulares, aunque, asf y todo, a la hora de establecer 
una comparacidn, hay que tomar en consideracidn la procedencia 
del material bioldgico analizado asf como la edad de los ani­
males de experimentacidn. En este sentido se ha descrito, que 
la mielina de aves, en general, tiene mds glicolfpidos y me­
nos esfingomielinas que la de mamfferos (Rouser et al., 1.972; 
Dickerson, 1.968). Tambidn es distinta la mielina precedents 
de Sintema Nervioso Perifdrico y de Sistema Nervioso Central 
(O'Brien et al., 1.967), produoidas respectivamente por las 
celulas de Schv/ann y los oligodendrocitos (Geren, 1.954;
Gray, 1.964), © incluse dentro del Sistema Nervioso Central, 
son distintas la de cerebro y la de modula, con menos esfin- 
gomielinaa y mds cerebrdsidos y sulfatidos esta dltima (O'Brien
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et al., 1.967), si bien no hay un total aouerdo sobre este 
ultimo pimto (Dalal y Einstein, 1.969).

La edad de los animales, tambidn es un factor a tomar 
en cuenta, ya que se ha comprobado que la composicidn lipf­
dica de la mielina, distinta de las del reste de sistemas mem- 
branosos dêl tqjido nervioso, se va haciendo adn mds diferente, 
a medida que avanza el desarrollo, con una disminuoidn progre- 
siva en los niveles de fosfolfpidos, especialmente fosfotidil- 
colinas, y un enriquecimiente concomitante en cerebrdsidos y 
sulfdtidos, tanto en el Sistema Nervioso Perifdrico (Oulton 
y Mezei, 1.976) como en el Sistema Nervioso Central (Horrocks, 
1.968; Eng y Noble, 1.968; Dalal y Einstein, 1.969). La compo­
sicidn en dcidos grasos de todas las clases lipfdicas de la 
mielina, tambien experimentan variaciones con el desarrollo, 
asf, los cerebrdsidos por ejemplo, van aumentando su conteni— 
do en 20;0 y 24:1 (Oulton y Mezei, 1.976).

En el reste de fracciones subcelulares tambidn se pueden 
detectar variaciones con el desarrollo (Horrocks, 1.968) excep­
te en las terminaciones nerviosas, que mantienen una composi­
cidn lipfdica relativamente constante (Cuzner y Davison, 1.968). 
En todas las fracciones particuladas del encdfalo de polio, 
se détecta, de modo semejante a lo que oourre en el encdfalo 
total, una disminuoidn en los niveles de fosfatidilcolinas, 
oompensada por un aumento en esfingomielinas (Kreps et al., 
1.966).

La mielina viene caracterizada por un bajo porcentaje de 
proteinas y una elevada concentracidn de colesterol, cerebrd­
sidos, sulfdtidos, polifosfoinosftidos y plasmaldgenos de 
etanolamina (Smith y Eng, 1.965; Kishimoto et al., 1.969; 
Dickerson, 1.968; Hamberger y Svennerholm, 1.971; Ansell et 
al., 1.973; Sun, 1.973; Abe y Norton, 1.974; De oYries et al.,
1.976), siendo muy poco abundantes los ganglidsidos, las car- 
diolipinas y el dcido fosfàtidico (Sun, 1.973; Abe y Norton,
1.974).
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Los cerebrdsidos, conoretamente, son exclusivos de mieli­
na y microsomas procedentes de sustancia blanca (Kishimoto et 
al., 1.969), que por otra parte, tiene aproximadamente doble 
cantidad de lipides totales que la sustancia gris (Vatassery 
et al., 1.976). Los cerebrdsidos y sulfdtidos por un lado, 
y las esfingomielinas por otro, se caracterizan en mielina, 
por tener una mucho menor cantidad de dcidos grasos saturados, 
palmftioo y estedrico respectivamente, siendo todos ellos mu­
cho mds ricos en 24:0 y singularmente en 24:1, comparado con 
los microsomas procedentes de sustancia gris, vesiculas sindp- 
ticas, terminaciones axdnicas, etc. (Kishimoto et al., 1.969; 
Abe y Norton, 1.974), mientras que los microsomas procedentes 
de sustancia blanca, presentan una situacidn intermedia (Kishi­
moto et al., 1.969). Este tipo de diferencias entre la sustan­
cia blanca y la gris, dada la abundancia de mielina en la pri­
mera, y de cuerpos neuronales y cdlulas de glia en la segunda, 
han sido puestas de manifiesto por diverses autores; asf, el 
fosfoglicdrido mayoritario en la gris es la fosfatidilcolina, 
como en casi todas las biomembranas, mientras que en la blanca, 
lo son los fosfoglicdridos de etanolamina (Horrocks, 1.968; 
Vatassery et al., 1.976). .

Los dcidos grasos constituyentes de los distintos ifpi- 
dos de la sustancia gris, suelen ser los saturados, 16:0 y 
18:0, e insaturados del tipo del 18:2, 20:4 y 22:6, mientras 
que en la sustancia blanca, todos ellos alcanzaxu-niveles re­
lativamente bajos, siendo los principales, los monoendicos 
l8:ly 20:1 y 24:1 y los saturados 20:0, 22:0 y 24:0 (Vatassery 
et al, 1.976).

Los ifpidos de mielina y de sustancia blanca en general, 
suelen tener una capacidad de recambio menor (Smith y Eng,
1.965;^Sun y Horrocks, 1.973), especialmente para esfingo- 
ifpidos y colesterol.

Por lo que respecta a los fosfoglicdridos, en mielina
vienen caraoterizados por una gran abundancia en dcidos grasos
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monoendicos, singularmente, l8sl y 20:1 (Sun, 1.973)* Asf, 
los fosfogliceridos de etanolamina, mayoritarios en mielina 
(Eng y Noble, 1.968; Horrocks, 1.973), presentan un porcentaje 
mucho menor en 22:6, 22:5, 20:4,18:2 y l8:0 que los correspon- 
dientes de sinaptosornas (Hamberger y Svennerholm, 1.971; Sun, 
1.973; Karl, 1.975), microsomas (Sun y Yau, 1.976), mitocdndrias 
(Hamberger y Svennerholm, 1.971) o vesfculas sinâpticas (Kis­
himoto et al., 1.969), tanto en plasmaldgenos conmo en los 
sn-1,2-diacil derivados, aunque estos dltimos se presentan en 
todas las fracciones como menos insaturados que los primeros 
(Sun et al., 1.974; Sun y Yau, 1.976). La fraccidn mitocondrial 
tiene mds 18:1 y 18:2 en fosfatidiletanolaminas, fosfatidilse­
rinas y fosfatidilinositoles, y menos 22:4, 22:5 y 22:6 que 
los sinaptosornas (Hamberger y Svennerholm, 1.971), donde todos 
estos fosfoglicdridos y, en adicidn las esfingomielinas, se 
presentan en mayor cantidad, predominando las fosfatidilcoli­
nas y cardiolipinas en mitocdndrias (Hamberger y Svennerholm, 
1.971; Chapman, 1.972) y en membranas axdnicas (Norton y Podus- 
lo, 1.973; De Vries y Norton, 1.974; De Vries et al., 1.976; 
Chacko et al., 1.977).

Las fosfatidilserinas, esfingomielinas y colesterol, 
estdn muy escasamente representados en mitocdndrias (Geison 
y Plangas, 1.974) mientras que los ganglidsidos, presentan 
niveles mdximos en sinaptosomas y microsomas (Hamberger y 
Svennerholm, 1.971; Chapman, 1.972).

Las fosfatidilcolinas, presentan toda una gama de di— 
ferentes grades de insaturacidn en las distintas fracciones 
subcelulares. Asf, podrfamos ordenar de menor a mayor insatu­
racidn, en primer lugar a las de mielina, con una casi total 
ausenoia de dcidos grasos poliinsaturados (Sun y Yau, 1.976; 
Hamberger y Svennerholm, 1.971; Sun. 1.973), ©n segundo lu­
gar a las fosfatidilcolinas de membrana nuclear (Ramsey et 
al., 1.972), de.sinaptosomas (Hamberger y Svennerholm, 1.971) 
y de microsomas (Sun, 1.973) y en tercer lugar, las de termi­
naciones nerviosas (Kishimoto et al., 1.969), mitocdndrias
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(Geison y Flangas, 1.974) y membranas axdnicas en general 
(Chacko et al., 1.977), donde el dcido docosahexendico estd 
may bien representado y las especies moleculares con dcidos 
poliinsaturados, deben llegar a suponer un 50 ^ aproximado del 
total (o'Brien y Geison, 1.971)•

1.3.3# CONTENIDO LIPIDICO EN DISTINTOS TIPOS CELULARES.-

Hasta hace relativamente poco tiempo, la unica informa- 
cidn que se posera acerca de la composicidn lipfdica de los 
distintos tipos celulares présentes en el tejido nervioso, 
se referia a estudios llevados a cabo en sustancia gris y 
sustancia blanca, como fracciones enriquecidas en cuerpos 
neuronales la primera y en cdlulas de glfa (oligodendrocitos 
prinoipalmente) la segunda (Eichberg et al., 1.969)#

Actualmente, varies autores (Pewster y Mead, 1.968; Nor­
ton y Poduslo, 1.971; Tamai et al., 1.971; Hamberger y Svenner­
holm, 1.971; Kohlschütter y Herschkowitz, 1.973; Abe y Norton, 
1.974; Benjamins et al., 1.974), han conseguido aislar varies 
tipos celulares, si bien con una c ontamina c i dn apreciable, pe­
se al escaso desarrollo experimental de este tipo de tecnicas, 
que suelen utilizer tras un tratamiento con tripsina o produc- 
tos qufmicos diverses que disdcian a los componentes del teji­
do, metodos de centrifugacidn zonal o en gradientes (Johnson y 
Sellinger, 1.971). Otros autores han intentado abordar el pro­
blème, mediante las tdcnicas de cultive celular (Menkes, 1.972; 
Robert et al., 1.976), aunque este mdtodo sdlo es viable para 
la obtencidn de cdlulas de glfa, astrocitos fibrosos principal- 
mente.

Una primera conolusidn de todos estos estiidios es que la 
proporcidn neuronas / cdlulas de glfa, varfa con el desarrollo 
siendo elevada en individuos inmaduros y baja en adultes, pu- 
diendo tomarse este valor como una medida del desarrollo del
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animal (Johnson y Sellinger, 1.971).
Las celulas de glfa contienen una cantidad bastante mayor 

de ifpidos que las neuronas (Hamberger y Svennerholm, 1.971; 
Norton y Poduslo, 1.971; Woelk et al., 1.974), aunque la dis- 
tribucicSn de los distintos ifpidos en estos tipos celulares, 
no présenta grandes diferencias. En general, la composicidn 
lipfdica de las neuronas, es parecida a la de los astrocitos 
y ligeramente distinta de la de los oligodendrocitos (Rouser 
et al., 1.972).

La composicidn en dcidos grasos de los fosfolfpidos, es 
aproximadamente la misma en neuronas que en glfa (Hamberger y 
Svennerholm, 1.971), si bien la distribucidn de estos no es 
exactamente igual entre ambos tipos, presentando las neuronas 
mayores abundancias relativas de fosfatidilcolinas, fosfati- 
diletanolaminas y fosfatidilinositoles, y las celulas de glfa, 
de esfingomielinas y fosfatidilserinas ( Hamberger y Svenner­
holm, 1.971).

Las cdlulas de glfa, presentan una mayor cantidad de co­
lesterol (Norton y Poduslo, 1.971) y las neuronas de ganglid­
sidos (Hamberger y Svennerholm, 1.971; Dreyfus et al., 1.975), 
aunque la distribucidn relativa de estos es la misma en todos 
los tipos celulares (Hamberger y Svennerholm, 1.971),

Los cerebrdsidos y sulfdtidos, son especialmente abun— 
dantes en los oligodendrocitos, formadores de la vaina de mie­
lina (Norton y Poduslo, 1.971), que se caracterizan ademds por 
poseor una actividad relativa elevada de cerebrdsido-sulfotrans­
ferasa (Benjamins et al., 1.974).

Las cdlulas de glfa estdn mds capacitadas que las neuronas 
para incorporer precursores marcados taies como dcidos grasos 
(Cohen y Bernshon, 1.973) o acetato (Bernshon y Cohen, 1.972), 
particularmente durante el desarrollo embrionario, ya que en 
el encefalo adulto, la situacidn puede invertirse (Bernshon y 
Cohen, 1.972).

Las cdlulas endoteliales de los capilares del encefalo,se
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caracterizan por no presenter cerebrdsidos ni sulfdtidos, y 
por tener un mayor porcenta je de f osf olfpidos que las neuro­
nas o los astrocitos (Rouser et al., 1.972).

En otro orden de cosas, se ha podido dar cuenta de alte- 
raciones composicionales y metabdlicas, con relacidn a los if- 
pidos en las cdlulas de glfa, en estados patoldgicos diverses 
(Menkes, 1.972; Robert et al., 1.976).

1.3.4. INFLUENCIAS DE LA DIETA .-

Es un hecho bien establecido que el encdfalo es un drgano 
refractario, en general, ante cualquier variacidn ambiental, 
incluida la escasdz o la privacidn absoluta de alimentes* Asf, 
en animales muertos por inanicidn puede comprobarse, que al 
contrario de lo que sucede en drganos, como por ejemplo el hf- 
gado, que pierde mds de la mitad de su peso, el encdfalo tan 
solo pierde un 2 - 3 ^ manteniendo practicamente constante su 
composicidn* Este hecho fue ya constatado en la bibliograffa 
por Wright (1.945), que habld enfonces de unos hipotdticos me- 
canismos homeostdticos que protejian al drgano frente a cual­
quier variacidn. Actualmente, dichos mécanismes homeostdticos 
siguen sin precisarse, pero cualquiera que sea su naturaleza, 
ha podido comprobarse que son funcionales tan solo en el en­
cdfalo maduro, ya mielinizado, existiendo por tanto un "pério­
de crftico" en el que el encdfalo es muy vulnerable frente a 
la malnutricidn, que en el caso del hombre, se corresponde con 
la etapa comprendida entre las dos sémanas de vida fetal y los 
18 meses de vida postnatal (Dobbing, 1.968 y 1.968 a), es de- 
cir, extrapolando al reste de los mamfferos, la etapa corres- 
pondiente a la gestacidn y a la lactancia, donde se registrar 
un. crecimiento rdpido de la masa encefdlica, con una intensa 
divisidn de las cdlulas de glfa, y la fase do mielinizacidn 
activa, junto con la puesta en marcha de muchos sistemas enzi-
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mdticos (Dobbing, 1.972).
Los efectos de una restriccidn alimentaria en este pério­

de vulnerable, son multiples, traduoidndose en una microcefd- 
lia, como consecuencia de una menor proliferacidn celular (V/i- 
nick y Noble, 1.966), que afecta sobre todo al cerebelo, con 
la consiguiente reduccidn del cociente peso del encdfalo / pe­
so corporal (Dobbing, 1.970; Dobbing, 1.972; Herschkowitz y 
Rossi, 1.972) y en una intensa reduccidn de la deposicidn de 
colesterol y demds tipos lipidicos en la mielina en formacidn 
(Dobbing, 1.972) que afecta sobre todo a los cerebrdsidos (Sven­
nerholm et al., 1.972). Tambidn ocurre una disminucidn en la 
sintesis de DNA y proteinas (Winick et al., 1.972), y en dpo- 
cas de diferenciacidn celular, procesos como el alargamiento 
de los dxones, se ven frenados (Winick y Noble, 1.966).

En humanos, otro probable efecto de la malnutricidn duran­
te la gestacidn y la lactancia, es el de producir un aumento 
de la aparicidn de individuos con retraso mental, si bien las 
estadisticas elaboradas por los distintos paises, no aportan 
pruebas suficientemente concluyentes al respecte (Cobos, 1.972).

Todos estos efectos de la malnutricidn, y muchos otros 
que no hemos comentado, se explican en gran medida, pensando 
que el desarrollo del encdfalo, o de cualquier otro drgano, 
es el resultado de complejas interacciones entre el genoma y 
una multitud de factores exdgenos, taies como la nutricidn, 
que pueden por tanto modificar, o mejor dicho, regular la 
expresidn del mensaje gendtico (Herschkowitz y Rossi, 1.972). 
Esta regulacidn genetica durante el desarrollo, es particular­
me nte interesante con relacidn a los llamados "genes tempora­
les", cuya misidn consiste en contrôler la activacidn o desac- 
tivacidn de otros genes reguladores, estructurales, etc. en 
etapas muy précisas del desarrollo, haciendo posible o evitan- 
do la aparicidn en el sistema, en un memento dado, de diverses 
sistemas enzimdtioos, que de hecho, caracterizan cada période 
ontogenico (Herschkowitz y Rossi, 1.972).
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La existencia en mamiferos de estos "gdnes temporales" 
queda suficientemente probada con la existencia en ratones 
de las mutaciones recesivas "Jimpy" y "Quacking", ligada al 
cromosoma X y autosdmica, respectivamente (Baumann et al.,
1.972). Los machos "Jimpy" presentan un desarrollo perfecta- 
mente normal, hasta el dia lie de vida postnatal (fase de mie­
linizacidn activa) en que comienza a alterarse el tono muscu­
lar, muriendo el animal antes de cumplir 30 dias. Estes ani­
males, presentan una falta de actividad casi total, en los 
sistemas enzimdticos relacionados con la sintesis de cerebrd­
sidos y sulfatidos, no pudiendose apenas detectar en ellos 
mielina en el Sistema Nervioso Central (Herschkowitz y Rossi,
1.972).

La incidencia de factores exdgenos, sobre la puesta en 
juego del mensaje gendtico, ha podido constatarse en multitud 
de ocasiones, a nivel de la transcripcidn o de la traduccidn 
a proteinas o sobre la regulacidn de la actividad enzimdtica 
misma (Herschkowitz y Rossi, 1.972).

Algunos de los factores dietdticos mas importantes para 
el buen desarrollo del encdfalo inmaduro, son los dcidos gra­
sos esenciales (Houtsmuller, 1.972). La deficiencia o la ausen- 
cia en la dieta de la madré gestante de estos dcidos grasos 
insaturados de las series n-3 y n-6, provoca un aumento del 
50 ^ en el indice de mortandad en la descendencia (Svennerholm 
et al., 1.972). En los individuos supervivientes se puede apre- 
ciar una reduccidn apreciable del peso corporal y del encdfalo, 
junto con una clara disminucidn de la capacidad de aprendizaje 
(White et al., 1.971; Paoletti y Galli, 1.972; Svennerholm et 
al., 1.972). En adicidn a lo anterior, tambidn puede detectar- 
08 una mayor perdida de agua a travds de la piel, junto con un 
aumento en la fragilidad de capilares y eritrocitos, que bien 
podria afectar a la barrera hematoencefalica (Bhopeshwarkar,
1.973). En tdrminos absolûtes, los niveles de lipides totales,
fosfolipidos, etc., tambidn disminuyen en el individuo deficien-
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te, sobre todo en los machos (Ramsey y Nicholas, 1.972), aun­
que sus abundancias relativas, permanecen mds o menos iguales 
a las de los individuos control, con la excepcidn de los cere­
brdsidos que si disminuyen sensiblemente (Paoletti y Galli, 
1.972; Svennerholm et al., 1.972; Ailing et al., 1.974)#

La composicidn en dcidos grasos de los fosfogliceridos 
en los individuos déficientes, tambidn présenta variaciones 
(Galli et al., 1.970; Paoletti y Galli, 1.972; Svennerholm et 
al., 1.972; Ailing et al., 1.974; Sun et al., 1.974; Karlsson, 
1.975), aunque cuando la dieta déficiente es administrada a 
individuos adultes, no se registran en absolute (Joel et al.,
1.974). Dichas variaciones, se han estudiado prinoipalmente
en fosfatidiletanolaminas y tambidn en fosfatidilcolinas, aun­
que en menor medida, y se pueden resumir en una substitucidn 
de los dcidos grasos poliinsaturados pertenecientes a las se­
ries n-6 (singularmente 20:4 y 22:4), y n-3 (prinoipalmente 
22:6), por otros de la serie n-9, es decir oldico y sus de­
rivados 20:3 y 22:3f oon la caracteristica general de que, 
tanto la relacidn insaturados / saturados, como el grado de 
insaturacidn global caracteristico de cada fosfoglicdrido, 
se mantienen pese al cambio habido. Este mismo tipo de reem- 
plazamiento ha podido detectarse en fosfoglicdridos preceden­
te s de todas las fracciones subcelulares (Paoletti y Galli, 
1.972; Ailing et al., 1.974; Sun et al., 1.974; Karlsson,
1.975) con la dnica diferencia de que en mielina, el reempla- 
zamiento de los dcidos grasos araquiddnico y docosahexendico, 
suele ser mds pronunciado (Paoletti y Galli, 1.972; Karlsson,
1.975). En cualquier caso, el encdfalo es menos sensible a este 
tipo de reemplazamiento de dcidos grasos que el hfgado o el 
mdsculo (Svennerholm et al., 1.972).

La vitamina E y otros tocoferoles en la dieta, parecen 
ser tambidn elementos esenciales, por cuanto que juegan el 
papel de antioxidantes, protejiendo asf a los dcidos grasos 
poliinsaturados de las series n-3 y n-6 (Houtsmuller, 1.972).

— 6 5 —



Por ultimo, sdlo oitar que, algunos autores, ven en la 
disponibilidad en dcidos grasos poliinsaturados do la dieta, 
un factor déterminante de la evoluoidn del encdfalo y de la 
complejidad de sus funciones en los mamfferos (Crawford y 
Sinclair, 1.972). Bicha hipdtesis esta basada en la distinta 
abundancia con que los dcidos grasos poliinsaturados, se pre­
sentan en los diferentes niveles trdficos de los ecosistemas, 
de modo que los vegetaies, poseen tan solo dcidos linoldico 
y linoldnico en sus ifpidos, sin presenter en absolute araqui­
ddnico y docosahexendico, mientras que los consumidores primd- 
rios tienen ya unos niveles apreciables de estos dltimos, y 
los camfvoros en general, alcanzan un mdximo en este sentido, 
guardandose de hecho, lo que podrfamos denominar una "especi­
ficidad de grupo" entre camfvoros y herbfvoros, por lo que a 
la composicidn en dcidos grasos de sus fosfoglicdridos se re— 
fiere y correlacionandose esta distinta composicidn de unos y 
otros, con un aumento en el tamaho relative del encefalo y de 
la complejidad de funciones de dste (Crawford y Sinclair,
1.972).

Ademds de todo lo comentado anteriormente, existen otros 
factores dietdticos no lipfdicos, que inciden tambidn sobre 
la composicidn lipfdica del encdfalo. En este sentido, se ha 
demostrado que la administracidn "in vivo" o "in vitro" de 
oantidades crecientes de fenilalanina, tiene el efecto de in— 
hibir la sfntesis de colesterol y disminuir notablemente los 
niveles de colesterol, cerebrdsidos y sulfdtidos, con la oon- 
siguiente malformacidn de la vaina de mielina (Ramsey y Nicho­
las, 1.972), dato dste, que puede brindar una explicacidn acer­
ca de la aparicidn de retraso mental en algunos estados pato­
ldgicos congdnitos como la fenilcetonuria.
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1.4. MALISIS DE ESPECIES MOLECÜLARES

Tfpicameiite, lin tipo determinado de f osfoglic^rido, pue- 
de presentar en cantidad significativa, unas diez cadenas apo- 
lares distintas como component es estructurales que, agrupadas 
per pare jas y habida cuenta de la selectividad con que ciertos 
restes de acilo se ligan a las posiciones sn-1 o sn-2 del gli- 
cerol, suministran un total de especies moleculares que suele 
osoilar entre diez y veinte. De aquf se desprende la dificul- 
tad analftica que sup one resolver y determiner la composici<5n 
molecular précisa de un tipo dado de fosfoglicdrido, tanto per 
la complejidad de la muestra en si misma, como por la simili- 
tud de propiedades de sus componentss.

1.4.1. DISTRIBUOION POSICIGNAl DE LAS CADENAS APOLAEES.-

E1 rninero mdximo de e species moleculares que pue de conte- 
ner un fosfoglic^rido determinado, puede estimarse a partir de 
la distribuci(5n de sus cadenas de acilo entre las posiciones 
sn-1 y sn-2 del resto glicerol. Este tipo de informaci<5n se 
consigne haciendo uso de la especificidad con que la fosfoli- 
pasa A2 (EC. 3.1.1.4), sépara el resto de acilo unido a la 
posicidn sn-2 del glicerol, rindiendo asf el lisodérivado y 
el ^cido graso correspondiente* && mezcla d# estos dos com— 
pue s t os pue de resolver se por cromatograffa en capa fina de 
écido silfcico y la determinacidn cualitativa y cuantitativa 
de los ^cidos grasos présentes en cada uno de ellos, puede 
lograrse, previa transforméel6n de los mismos en esteres metf- 
licos, por cromatografia de gases. Siguiendo este procedimien- 
to general se lia podido determiner la distribue!6n posicional
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de los restes de acilo en numérosos fosfoglicéridos, procédan­
tes de las mds variadas fuentes biol6gicas (Hildebrand y Law, 
1.964; Okuyama et al.; 1.967; Van Golde, 1.968; Brockerhoff y 
Ackman, 1.967; Haverkate y Van Deenen, 1.965; Pem&idez Soasa 
et al., 1.971 a y 1.971 b), llegandose a la conclusion generfiü. 
de que los Acides grasos saturados predominan en posiciOn sn-1, 
mientras que los insaturados, se bail an localizados preferen- 
temente en posiciOn sn-2, aunque tambiOn se ban enc ont rade al- 
gunas excepciones a esta régla (PemOndez Sousa et al., 1.971 b).

1.4.2. RESOLUCION DE ESPECIES MOLECULARES.-
»■

Inve 81igaci one s llevadas a cabo recientemente ban permi-. 
tido abordar el problema analftico que plantean las especies 
moleculares, con una serie de metodologfas générales caracte- 
rizadas por un alcanze y resolutividad distintos. Estos mOto- 
dos de anOlisis, como se comentarO mOs adelante, combinan una 
serie de tOcnicas cromatogrdficas y de gradaci one s enzimOticas 
junto a ciertas transf ormaci one s qufmicas mediante réactivés 
especfficos, pre sent and o ademds como denominador connîn, una 
etapa de cromatograffa de argentaciOn que ocasiona la separa- 
ciOn de grupos de especies moleculares, bien de los fosfogli- 
cOridos diroctamente, bien de derivados de éstos, mds adecua- 
dos para el anOlisis en cada caso.

1.4.2.1. Cromatograffa de argentaciOn.-
Las mezclas lipfdicas como las que se ocasionan como re- 

sultado de la existencia de varias e specie s moleculares de un 
mismo tipo de f osf oglicOrido, no pueden resolver se por croma- 
tograffa en capa fina de Ocido silfcico, pero pueden ser sepa- 
radas cuando se utiliza este adsorbonte impregnado con nitra­
te de plata.

En general, los fosfogliceridos s(5lo se resuelven parcial-
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mente por oromatograffa de argentaci6n (Haverkate y Van Deenen, 
1*965 5 Van Golde y Van Deenen, 1.966; Arvidson, 1.965; Balint 
et al., 1.967; Hopkins et al., 1.968), debido a los efectos 
enmas parante s de sus grupos polares; por esta raz6n, es aoon- 
sejable convertirlos en derivados menos polares como los 
1,2-diglic^ridos o sus 3-acetil derivados, en los que el ries- 
go de isomerizacidn por migraci6n de los restes de acilo, se 
reduce al mfnimo. Los acétates de diglicdridos asf obtenidos 
son realmente triglic^ridos y como taies pueden separarse.

La cr omat ograffa de argentacidn aplicada a triglic^ridos, 
fue introducida en 1.962 por De Vries y Barret et al. La t^c- 
nica se basa en la interacciiSn que se produce entre los elec­
trons s T1 de los dobles enlaces de las cadenas de acilo con los 
iones Ag*. El complejo, posee una baja energfa de f ormaci 6n y 
puede crearse y destruirse a le largo del proceso cromatogrd[- 
fico, introduciendo asf equilibrios de adsorci(5n. La naturale- 
za del comple jo olefina-Ag ha sido muy discutida, aunque en 
cualquier caso se ha podido comprobar que el doble enlace no 
se modifica en forma irreversible (Powell y Sheppard, 1.960) 
de modo que las diferentes fracciones pueden eluirse inaltera- 
das del adsorbente para andlisis posteriores.

En el proceso cr omat ogrdf i c o se pueden utilizar indistin- 
tamente columnas o plaças impregnadas con nitrato de plata, 
dependiendo del tipo de resolucidn que se desee alcanzar y 
de la cantidad de muestra a fraccionar, pues si bien las co- 
lumnas admiten una mayor cantidad de muestra y reducen al mf- 
nimo el riesgo de oxidaci6n atmosf^rica, las plaças, ofrecen 
la venta j a de una me jor resoluoidn y una mucho mayor rapide z 
y facilidad en su manejo.

La preparaci(5n de las plaças se realiza por suspension 
del dcido silfcico en una soluoiOn acuosa de nitrato de plata, 
cuya concentraciOn varia desde el 5 ^ (w/v), empleado por 
Morris (1.966) para mezolas con pocas insaturaciones, hasta 
el 23 - 30 ^ (Morris et al., 1.967) para la resoluciOn de
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isOmeros posicionales* En cualquier caso, el adsorbente impreg­
nado con nitrato de plata, de be permanecer en un sitio oscuro, 
ya que la luz puede lie gar a inactivarlo,

Otros factores a tener en cuenta en la separaciOn de tri- 
glicOridos por cromatograffa de argentaciOn son: a) temperatu- 
ra y tiempo de activaciOn de las plaças, que varian, segiîn 
los autores, desde 100 - 120^0 a 190 - 195^0, durante Ir*^ 4 
boras (Renkonen, 1.967; Akesson, 1.969 y Bottino, 1.971; Abad, 
1.974; Gonzalez Ros, 1.974); b) disolvente utilizado para el 
desarrollo cromatogrÆfico (casi siempre mezclas de cloroformo/ 
/metanol o benceno/Oter, en distintas proporciones) ; c) bume— 
dad relativa y d) cantidad de muestra aplicada en cada caso.
El orden de eluciOn no estd basado tan solo en el nilmero de 
dobles enlaces por molOcula (Gunstone y Padley, 1.965), sino 
que la afinidad del iOn plata por los enlaces mdltiples, aumen- 
ta cuando Ostos estdn agrupados en una sola cadena de dcido 
graso; asf, una cadena de dcido linoleico, por ejemplo, for­
ma con el i<5n Ag*®* un comple jo mds es table que el que forman 
dos cadenas de dcido oleico.

De la combinaci6n exact a de todas las variables cornent a— 
das anteriormente, determinadas siempre de forma empfrica, 
depends el mayor o me nor poder resolutivo del si sterna croma- 
togr^ico, habiendose descrito situaciones, bajo condiciones 
muy controladas, en que se consiguen separar mezclas de trigli- 
c^ridos, conteniendo is(5meros posicionales (Wessels y Rajagopal, 
1.969).

En cualquier caso, las diferentes fracciones de triglio^- 
ridos asf separadas, pueden ser eluidas del adsorbente con 
dter y, tras un tratamiento con iones oloruro, para destruir 
totalmente los comple j os formados entre los Ag*̂  y los trigli- 
c^ridos m^s insaturados (Privett y Nutter, 1.967; Hill et al., 
1.968; Husbands, 1.970; Rocbm y Privett, 1.970) puede proceder- 
se al andlisis cualitativo y cuantitativo de las fracciones 
asf obtenidas. Dicbo andlisis puede verificarse mediante una
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gran varie dad de m^todos (Blank et al., 1.965; Gordis, 1.965) 
de los cuales, el m^s utilizado es la or omat ograf f a on fase 
gaseosa de los esteres metflioos con patr6n intemo, ya que 
esta t Monica permi te de terminer simultaneamente la composici^n 
en doidos grasos y la proporci<5n relativa de oada fraooi(5n del 
triglic^rido inicial (Gunstone et al., 1.964; Blank et al.,
1*965; Christie et al., 1.970).

Por lo que respecta a la separaci<5n de diglic^ridos natu- 
rales, o producidos por desfosforilaci<5n de fosfoglic^ridos o 
desacilaci<5n de triglio^ridos, varies autores describen que, 
manipulados con la suficiente rapided y aumentando ligeramente 
la polaridad del sistema de desarrollo utilizado, pueden sepa­
rarse directamente por cr omat ogr af f a de argentaci6n, sin que 
se observe una • ±somerizaci<5n apreciable (Van Golde y Van Dee­
nen, 1.966 y 1.967; Akesson, 1.969; Akesson et al., 1.970; 
Montfoort et al., 1.971).

Otros fraccionamientos con acetates de diglic^ridos ban 
sido descritos por Kuksis et al. (1.967 y 1.969) ; Kuksis y 
Marai (1.967); Renkonen (1.966, 1.967, 1.968 a y 1.968 b) ; 
Renkonen y Rikkinen ^1.967); Abad (1.974) ?y Gonzalez Ros (1.974).

1.4.2.2. Hidr<5lisis enzim^ticas.-
Como se ba comentado anteriormente, los mëtodos para la 

elucidaci6n de las especies moleculares présentes en un deter­
minado fosfoglic^rido, incluyen, entre otras muchas t^cnicas, 
una serie de degradaciones enzim^ticas sobre las mol^culas 
de partida o sobre derivados de dstas. Las aociones de estas 
enzimas aquf utilizadas, son altamente especfficas (fosfolipa- 
sas C y D) o al menos se llevan a cabo en condiciones de espe­
cificidad practica (lipasa pancre^tica) :y serdn comentadas a 
continuaci(5n.

A) Posfolipasa 0 (EC. 3.1.4.3).-
La fosfolipasa C bidroliza especfficamente el enlace gli- 

cerol-fosfato de los fosfogliceridos para produoir 1 ,2-digli-
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oeridos y el fosforil-alcohol correspondiente.
Los matorieiles generalmente utilizados como fuente de es­

ta enzima, son extract os de cultives de Clostridium welchii o 
Bacillus cereus, liofilizados o crudes en tampones de glice- 
rina (Chu, 1.949)*

Se ha comprohado que segiîn su procedencia hiol(5gica, 
exhlben una dis tinta especificidad de sustrato. Asf, la fos­
folipasa C de Clostridium welcliii hidroliza fosfatidilcolinas 
y tambidn esfingomielinas, 'aunque mds lentamente, pero es poco 
activa frente a fosfatidiletanolaiainas o fosfatidilserinas 
(Me Farlane, 1.948)* 8in embargo, en presencia de fosfatidil­
colinas 0 esfingomielinas, se observa una mayor hidrdlisis do 
fosfatidiletanolaminas (TakahasldL y Schmid, 1.968). Tambidn 
hidroliza fosfatidiletanolaminas o fosfatidilserinas, cuando " 
estdn incluidas en biomembranas (De Gier et àl., 1.961), y 
plasmal<5genos de etanolamina (Ansell y S paner, 1.965)* A par­
tir del extracto orudo de fosfolipasa C de Clostridium welchii 
pueden separarse dos actividades enzimdticas, una selectiva 
para esfingomielinas y otra para fosfatidilcolinas (Pastôn et 
al., 1 .9 6 8).

La fosfolipasa C de Bacillus cereus hidroliza fosfatidil­
colinas, fosfatidiletanolaminas o fosfatidilserinas (Chu, 1.949) 
liso-fosfatidilcolinas (Van Deenen, 1*966), fosfatidilglicero- 
les (Haverkate y Van Deenen, 1.964), oardiolipinas (De Haas et 
al., 1.966) y 0-liso-fosfatidilglioeroles (Houtsmaller y Van 
Deenen, 1.965). Puede ser fraccionadas en très actividades enzi- 
m^ticas distintas, una selectiva para fosfatidilcolinas y fosfa- 
tidiletanolaminas, otra para esfingomielinas y una tercera, ac­
tiva frente a fosfatidilglioeroles (81ein y Logan, 1.965).

La influencia de las cadenes de acilo en la hidrdlisis de 
lecitinas se pone de manifiesto en que la velocidad de hidr<5- 
lisis decrees a medida que aumenta la insaturaci6n (Graf y Stein, 
1.966), 0 la longitud de la cadena de dcido graso (Van Deenen et 
al, 1 .9 6 1) aunque este efecto podrfa estar relacionado con la
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dismimioi(Sn de la solubilidad que confieren las cadenas alifd- 
ticas mds largas.

La fosfolipasa 0 de bacterias présenta un 6ptimo a pH 7,0
JLM ^(Oku, 1.949) • Es activada por iones Oa* * e inactivada por Ha ,

4* 4'K y NH4. (Zameonick et al.,1*947). La actividad enzim^tica au­
menta en presencia de ëter (Hanahan y Vercamer, 1.954)#

b) Fosfolipasa D (EC. 3.1.4.4).-
La fosfolipasa D, cataliza la conversion de fosfoglicOri- 

dos en Ocido fosfatfdico, al hidrolizar el enlace que mantiene 
unido a este resto con la base nitrogenada correspond!ente, que 
queda pues libre. 4.xLa enzima requiers iones Ca* para llevar a cabo su acti­
vidad, viendose Osta muy incrementada ante la presencia de dis­
til-Oter. Su acciOn frente a fosfatidilcolinas ha sido demos- 
trada ampliamente, pero con sustratos como liso-fosfatidilco- 
linas o plasmalOgenos se ha llegado a resultados contradicto­
ries (Long et al., 1.967; Kates, 1.953; Hack y Ferrans, 1.959; 
Lands y Hart, 1.965). Frente a fosfatidilglioeroles o cardio- 
lipinas no muestran actividad (De Haas et al., 1.966).

La fosfolipasa D se ha detectado en una gran cantidad de 
plantas (Heller et al.,1.968; Quarles y Dawson, 1.969), pero 
nunca en tejidos animales. Una caracterfstioa singular es su 
actividad transferdsica en presencia de aiechoies alifOticoa, 
que origina en presencia de metanol, etanol o isopropanol y a 
partir de fosfatidilcolinas, los fosfatidatos de metilo, etilo 
e isopropilo correspondientes (Bonsen et al.,1.965).

o) Lipasa pancredtica (EC. 3.1.1.3).-
La lipasa pancredtica hidroliza los enlaces ester de las 

posiciones sn-1 y sn-3 de triglicOridos, produciendo 1 , 2 (2 ,3 )- 
-diglicOridos, 2-monoglicOridos y dcidos grasos libres.

La especificidad de esta lipasa fue puesta de manifiesto 
por Balls et al.(1.937). La fuente biol<5gica de la que suele 
obtenerse c orner cialmente es el pdncreas porcino.

La desacilacidn, ha de conducirse a pH alcaline, ya que
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en caso contrario, la enzima puede favorecer una reacoibn in­
versa a la aquf de s cri ta, con la consiguiente forma ci6n de en­
laces ester primaries (Bergstrom, 1.964)•

Por lo que se refiore a la metodologfa experimental, se 
sabe que el tiempo de reacci<5n ha de ser cor to (1 - 2 min.), 
para evitar posibles migracionss de acilo. Las condiciones de 
reaccidn han sido descritas por varies autores e incluyen: pH 
pr6ximo a 8 (Schomheyder y Volquartz, 1.945; Bashys et al., 
1#963), concentra ci <5n de electrolito de 0,5 - 1,5 M (Mattson

V 4" 4#y Beck, 1.955), presencia de iones Ca* * (Schonheyder y Volqua­
rtz, 1.945; Chine y Gilbert, 1.965), relacidn enzima/sustrato 
elevada, agitacidn constante (Goodman y Dugan, 1.970) un agen­
te emulsionante para aumentar al mdximo la superficie de con-o Itacto (Sarda y Desnue lie, 1.958) y una tempera tura de 37 - 40 C 
(Fritz y Melius, 1.963).

La desacilaci<5n de los sn-1,2 (2,3)-diglic^ridos o sus 
acetil derivados se realiza mediante los mismos procedimientos 
que para triglicdridos (Renkonen, 1.965 ; Kleimsin et al.ÿl.967) # 

La especificidad de esta lipasa por las posiciones sn-1 y 
sn-3, es superior al 97^ (Bergstrom, 1.964; lÆattson y Volpen- 
hein, 1 .9 6 8), habiendose comprobado que la ocasional libera- 
ci(5n de dcidos grasos en posicidn sn-2 es debida a una migra- 
ci(5n del acilo o a una contaminaci(5n por una lipasa no especf- 
fica. Varies autores hem observado que, a igualdad de longitud 
de cadena, la lipasa pancredtica hidroliza con mayor rapidez 
a los Acides grasos màs insaturados (Coleman, 1.963). Esta 
cierta especificidad se ve disminuida por la adici<5n de hexano 
a la mezcla de reacci<5n (Brockerhoff, 1.965; Sampugna y Jensen, 
1.967; Christie y Moore, 1.969).

Los sn-2-monoglic^ridos résultantes, son representatives 
de la posici6n sn-2 del triglic^rido original y se puede uti­
lizar pues, en la determinaci<5n de distribuciones posicionales.

Ha podido demostrarse que la lipasa pancredtica es activa 
tambiën sobre los dimetilesteres del dcido fosfatfdico, siguien-
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do un esquema de actuaoidn andlogo al descrito para triglicd- 
ridos o diglicdridos, esto es, separando de la moldcula al dci— 
do graso en posicidn sn-1 (Renkonen, 1.968 a).

1.4*2.3. Metodologfas.-

La determinaci(5n de las espeoies moleculares que consti- 
tuyen un fosfoglicdrido dado, puede abordarse en la actualidad, 
siguiendo varias metodologias diferentes. De ante mano, no exis- 
ten razones para decidir cual de ellas ha de ser utilizada en 
cada caso, ya que su poder de resolucidn depends en gran medi­
da de la constituci6n en cadenas apolares del fosfoglic^rido 
en cuesti(5n y de la abundancia relativa con que se presentan 
en éste las distintas espeoies moleculares. Dado que esta in— 
formaci(5n se alcanza, evidentemente, a posteriori, la elecci(5n 
de m^todo résulta ser totalmente empfrica, haciendo tanteos 
previos, hasta alcanzar la cromatografia de argentacidn, eta­
pa crucial que nos indica en que medida es dtil el m^todo en— 
sayado.

El rn̂ todo desarrollado y empleado extenssunente por el gru— 
po de Van Deenen (Monfoort et al.,1.971) cons ta de très etapasx
1 ) hidr(5lisis del fosfoglic^rido (casi siempre fosfatidiloolina) 
con fosfolipasa 0 , con producci<5n de una mezcla de sn-1 ,2-di- 
glio^ridos, 2)resoluci<5n de esta en grupos de espeoies molecu­
lares por cr omat ograf fa de argentaci(5n y 3 ) hidrc5lisis de cada 
uno de estos grupos de espeoies moleculares con lipasa pancred­
tica para obtener asf informaci6n acerca de la distribuoidn 
posicional de los restes de acilo. En la primera etapa, siem­
pre que la hidrôlisis sea cuantitativa y no se produzcan iso- 
merizaciones a sn-l,3-diglicdridos, se consigne con facilidad 
que la mezcla de espeoies moleculares de los sn-1 ,2-diglicd- 
ridos, sea representative de las espeoies moleculares del fos- 
foglicdrido original.

La resolucidn, por oromat ograf fa de argentaci(5n, de los
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Bn-l,2-diglicdridos en varies grupos de espeoies moleculares 
de distinto grade de insaturaci6n, es como ya se comentd an­
teriormente, el paso crucial del andlisis. Esta tdcnica ha 
sido utilizada, entre otros autores, por Van Golde y Van 
Deenen (1.967), Van Golde et al. (1.967) y Monfoort et al. 
(1.971), que han dado cuenta del riesgo existente de isomeri- 
zacidn de sn-1 ,2-digliodridos a sn-1 ,3-digliodridos durante 
el proceso cromatogrdfico, con la consiguiente repercusidn 
en el andlisis.

Da informaci6n obtenida a base de la aplioacidn de este 
mdtodo, en sus très etapas, acerca de la distribuoi6n posicio­
nal de cadenas de acilo dentro de un grupo poco numéroso de 
espeoies moleculares que poseen en comdn un grade de insatu- 
racidn determinado, puede ser déterminante o no de la identi- 
dad précisa y abundancia de las espeoies moleculares conteni- 
das en dicho grupo. Asi, una fraccidn de sn-l,2-diglicdridos 
monoendicos que contuviese cadenas de palmftico,estedrico y 
oldico en ambas posiciones, estarfa complctamente determinada 
en cuanto al ndmero y clase de sus espeoies moleculares consti- 
tuyentes, viniendo las abundancias relatives de las mismas da­
das por las fracciones molares de los dcidos grasos ligados 
a cada una de las posiciones; en cambio, una fracoidn de sn- 
-1 ,2-diglicdridos saturados integrada por cadenas de palmf- 
tico y estedrico, se hallarfa sdlo en parte determinada en 
cuanto a niîmero y clase de sus espeoies moleculares e inde- 
terminada en cuanto a la abundancias de las mismas, de las que 
s6lo podrfa establecerse una distribucidn estadfstica. Ahora 
bien, esta limitaci6n es mds aparente que real, ya que con 
frecuencia la participacidn de ciertos ^cidos grasos en algu- 
na de las dos posiciones de los sn-1 ,2-diglic^ridos con un de­
terminado grado de insaturaci6n, es muy baja, dando asi lugar 
a espeoies moleculares minoritarias, cuya omisi<5n es justifi- 
cable, teniendo en cuenta el error que todo m^todo experimen­
tal arrastra.

Con objeto de evitar la isomerizacidn observada en la an-
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terior metodologfa, de los sn-l,2-diglic^rido3 a sn-1 ,3-digli- 
c^ridos durante la cromatograffa do argentaci6n, se han dosa— 
rrollado dos aproximaciones distintas cuya meta es produoir 
un bloquée de la posicidn sn-3 libre del glicerol,

Renkonen (1,965) observe que los sn-3-acetil derivados 
de los sn-1 ,2-diglio^ridos podfan resolverse por cr omat ograffa 
de argentaci<5n de un modo similar a los triglic^ridos. Para 
obtener el acetil derivado, se ensayo, en un primer intento, 
una acetolisis directa del fosfolfpido con ac^tico glacial, 
pero el resultado no fue satisfactorio pues, la composici<5n 
en Acides grasos del sn-3-acetil derivado obtenido, no era 
representative del fosfoglic^rido original, Renkonen (1.966), 
introdujo posteriormente una variante de este procedimiento 
que consiste en la hidr(5lisis del f osf oglic^rido con fosfoli­
pasa C para dar el sn-1,2-diglic^rido correspondiente, segui- 
da de acetilacidn, en condiciones muy controladas, de la posi- 
ci6n sn-3, Los sn-3-aoetil derivados asf obtenidos si son re­
presentatives del fosfoglic^rido de partida y su separaci6n 
por cr omat ograf fa de argentaoi(5n résulta satisfaotoria, adn 
cuando en ocasiones sea menos resolutiva que cuando se emplean 
los sn—1,2-diglic^ridos directamente. Una vez separados los 
distintos grupos de espeoies moleculares de 3-acetil-l,2-dia- 
cil-sn-glicercle3 segiln su grade de insaturaci<5n, se procédé, 
como en el método anterior, a una hidrdlisis con lipasa pan­
credtica de cada uno de estos grupos, que nos de informaci<5n 
acerca de la distribue!6n posicional a partir de la cual se 
pueden estimar las espeoies moleculares constituyentes, con 
las mismas limitaciones, en cuanto a la posibilidad de inde- 
terminacidn, que el mdtodo de Van Deenen.

Renkonen (1.968 a) ha de s eut* oil ado un tercer mdtodo de 
andlisis de e specie s moleculares, en el cual tras una hidrd- 
lisis con fosfolipasa D del fosfogliodrido inicial, el dcido . 
fosfatfdico résultante pasa a convertirse en el dimetil-ester 
derivado por tratamiento con diazometano. la mezcla de fosfa—
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tidatos puede resolverse por cromatograffa de argentacidu, con 
una resolucidn comparable a la de los mdtodos anteriormente 
descritos y con una gran ventaja frente a dstos: la posicidn 
sn-3 del glicerol en ningdn momento queda libre y el riesgo 
de isomerizacidn es por tanto nulo. las distintas fracciones 
de fosfatidatos de dimetilo, son subceptibles de hidrdlisis 
con lipasa pancredtica, pudiendose obtener asf la informacidn 
relativa a la distribucidn posicional de las cadenas de acilo, 
pudiendose calcular a continuacidn las especies moleculares 
constituyentes•

Otra posibilidad de andlisis la ofrece el frac ci onamion­
to directo, de fosfolfpidos intactos, demostrado por Arvidson 
(1*965, 1.967 y 1.968 a y b). Esta tdcnica que, en principio 
parece el modo mds directo de abordar el problema, ofrece se- 
paraciones las mds de las voces incompletas, que por otro la- 
do no son fdciles de reproduoir. En la literatura se describen 
fraccionamientos parciales (Eyriakides y Balint, 1.968; Naka- 
yama y Kawamura, 1.967; Tinoco et al., 1.967 y 1.970; Haver­
kate y Van Deenen, 1.965), existiendo una general coinciden- 
cia en senalar una separacidn satisfaotoria de espeoies mole­
culares en très grupos: saturadas-monoen6icas-dien6icas, te- 
traendicas y hexaendicas, aunque ello. pareoe estar en funcidn 
del tipo concreto de fosfogliodrido estudiado. A travds do 
esta tdcnica se consigne, en cualquier caso, una informaci6n 
mds incomplets e imprecisa acerca del fosfoglicdrido estudia­
do, pero no obstante, este puede ser el procedimiento do eleo- 
cidn en determinados estudios metabolicos.
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2.1. REAPTIVOS

En el desarrollo de la presente investigaoidn, se utill— 
zaron los siguientes reactivos:

- Fosfolipasa A^ (EG. 3.1.1.4) de veneno de Crotalus ada­
mant eus , Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, U.S.A.).

- Fosfolipasa C (EC. 3#1.3,4) de extracto liofilizado de 
cultivos de Clostridium welchii. Sigma Chemical Co. (St. Louis, 
MOf U.S.A.).

- Lipasa pancredtica (EC. 3*1.1.3) de origen porcino, Cal- 
biochem (Los Angeles, U.S.A.).

- Trifluoruro de boro, Fluka (C.D.R.).
- Patrones de esteres metflioos de dcidos grasos, Applied 

Science Lab. (State College, Pa, U.S.A.) y Sigma Chemical Co. 
(St. Louis, Mo, U.S.A.).

- ATP, Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, U.S.A.).
- Coenzima A, Sigma Chemical Co (St. Louis, Mo, U.S.A.).
- Tris (Tri-hidroximetil aminometano) - CIH y tris - base, 

Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, U.S.A.).
- Albdmina de bovino. Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo. 

U.S.A.).
- PPO (2,5-difenil oxazol) y POPOP (1,4 bis-2-(5-feniloxa- 

zolil) benceno), Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo, U.S.A.).
- Reactive de Folin - Ciocaltoau, E. Merck A. G. (Darms­

tadt, G.D.R.).
- Kieselgel G, E. Merck A.G. (Darmstadt, G.D.R.).
- Acido pentadecandico, E . Merch A.G. (Darmstadt, G.D.R.).
- Acido palmitic0-1-^^C (actividad especifica 58 mCi/mM), 

The Radiochemical Center, Amer sham (Buckingb.amshiro, G.B.) .
- Acido palmftico-U-^^o (actividad especifica 928 mCi/mlÆ),

The Radiochemical Center, Amersham (Buckinghamshire, G.B.).
* •
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El resto de los compuestos no resehados en este apartado 
y empleados segim se describe de 2.3, a 2.7# fueron de grade 
analitico.

Todos los disolventes utilizados, fueron destilados pre- 
viamente en recipientss de vidrio, rigurosamente exentos de 
contaminantes lipfdicos.
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2.2. MATERIAL BIOLOGICO.-

Se utilizaron encdfalos completos de embriones de polio 
domestico, Gallus gallus, de raza Yaniv, y de pato domestico, 
Anas bosciias, procedentes de huevos fecundados que fueron in- 
oubados hasta puntos escojidos de su desarrollo embrionario. 
Lichos puntos fueron los 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 y 24 
dfas de incubacidn para el caso del polio, y los 17, 22, 28 
y 32, para el del pato, que, dada la distinta duraci6n de los 
poriodos de incubacidn en ambas espeoies (21 dias para el 
polio y 28 dias en el pato), resultan ser équivalentes a los 
13, 17, 21 y 24 dias del polio, hecho que pudo comprobarse, 
en lo que se refiere a variaciones porcentuales de peso seco 
y peso hiimedo en el embri6n total, hfgado y cerebro de ambos 
(Romanoff, 1.967)*

Las condiciones de la incubaoidn, llevada a cabo en una 
incubadora tipo Jamesway, fueron las siguientes: a) temperatu* 
ra de 37^0, b) humedad relativa del 84 ^ y c) volteo automd- 
tico cada 2 horas.

Los encefalos obtenidos de los embriones, en nifmero va­
riable segdn la edad (de 25 a 200 aproximadamente), se reunie- 
ron y lavaron en un soluci6n de sacarosa 0,25 M a 0 - 5 0̂, 
secandose antes de procéder a su pesada y homogeneizdndose a 
continuaoidn, al 30 ^ en agua destilada, en un homogeneizador 
de aspas (Omni-Mixer Sorvall) a 16.000 r.p.m. durante 3 minu­
tes a 0^0, excepte en el caso de que el material biologico en 
cuestidn, estuviera destinado a experiencias de incorporaciJn 
de pre ours ore s radioactives, en las cuales se procedi<5 tal 
como se describe en el apartado 2.3*3..

A continuacidn se llev6 a cabo la extracoidn de los li- 
pidos totales del homogqneizado (ver apartado 2*4.)#
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Simultané Emeute, se recojieron los vitelos nutritives 
correspondientes a los embriones de pato de 17, 22 y 28 dfas 
del desarrollo, extrayendose tambien de ellos los lipides to­
tales#
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2.3. FREPARACION DEL SISTEMA PE INGORPORACION "IN VITRO" P'S 
PRECURSORES RAPIOACTIVOS.-

2.3.1* FREPARACION PE HOMOGSNEIZADOS.-

En las experiencias de incorporaci6n "in vitro" de pre- 
curs ores marcad08, se utilizaron encefalos completes proce­
dentes de embriones de polio de 13, 17 y 21 dfas de incubaoidn, 
que una vez recolectados, se lavaron y mantuvieron en tamp6n 
Tris 0,02 M - Cl K 0,125 M a pH 7,4, donde se homogeneizaron 
en un homogeneizador Potter — Elvehjem de vidrio, provisto 
de ^mbolo de tefldn. El homogeneizado résultante se sorneti6 
a una oentrifugacidn a 3.000 x g durante 10 minutes, en una 
centrifuga Sorvall RC-2-B provista de un rotor SS-34, utili- 
z&idose el sobrenadante como fuente enzimdtica para la expe­
riment aci <5n. A dicho sobrenadante se ahadi6 el volumen nece- 
sario de tampdn Tris 0,02 M - Cl K 0,125 M, pH 7,4 para oon- 
seguir, tras la valoraci6n oportuna (apartado 2.3.2.), quo 
la concentraci6n de proteinas fuese exactamente de 30 mg/ml. 
Todas las operaciones resenadas, se llevaron a cabo a tempera- 
turas de 0 - 2°C.

2.3.2. VALORACION DE PROTEINAS.-

Las valoraciones de proteinas se realizaron segun el me- 
todo descrito por Lowry et al. (1.951), por duplicado, sobre 
soluciones diluidas 1:250 y 1:500 con agua destilada, proce­
dentes de los sobrenadantes a que se refiere el apartado an­
terior. A 1,0 ml de muestra, se ahadieron 5,0 ml de una solu- 
ci6n reciën preparada, compuesta de 50 voli^menes de carbonate 
s6dico al 2 ^ en hidr6xido sodico 0,1 N y 1 volumen de sulfa- 
to cdprico al 0,5 io en tartrato s6dioo-p>otasico al 1 ^ en

— 84 —



agua destilada, agitando a continuaoi6n y dejando que trans- 
curra la reacci6n a temperatura ambiente, durante 15 minutes, 
al cabo de los cuales se ahadieron 0,5 ml del reactive de 
Folin - Ciocalteau diluido en agua destilada (1:1, v/v), 
agitando nuevamente y leyendo las absorvancias, transcurri- 
dos 30 minutes, a 740 nm.

La concentraciôn proteica se déterminé por interpolacidn 
de los valores de absorvancia asf obtenidos con una recta pa­
tron construida, en identicas condiciones de reacci(5n, con 
cantidades conecidas de una soluci6n de albumina bovina 
(de 20 a 160 /j.g/ml). Licha recta patr6n se construyd con oca- 
si(5n de cada una de las valoraciones.

2.3.3. PKEPARAOION DE LOS MEDIOS DE INCÜBACION.-

Los sustratos marcados se sonicaron durante 2 minutes, 
en un volumen adecuado do soluoidn de albumina bovina en tam- 
p6n Tris 0,02 M - Cl K 0,125 M, pH 7,4 (6 mg/ml), con un so- 
nicador BdSE (Medium-5) provisto de sonda MCR0'16, para llevar- 
los a una suspension acuosa homogenea.

Las incubaciones se realizaron en tubes de vidrio Pirex, 
de un volumen total aproximado de 15 ml., donde se ahadieron 
0,5 ml del sobrenadante al que se refiere al apartado 2.3.1., 
con una concentraoiOn de proteinas de 30 mg/ml, junto con un 
pequeho volumen de la suspension acuosa del sustrato radioac­
tive y otro, de una soluciOn conteniendo los cofactores ade- 
cuados, completand0 con tampOn, hasta un volumen final de 1 ml

Las mezolas contenidas en los distintos tubes, se incuba— 
ron en baho termostatizado, a 37^0, con agitaciOn constante 
durante los siguientes tiempos; 2, 5, 10, 20, 45 y 90 minutes, 
pasados los cuales, se detuvo la reacciOn por inmersiOn en ba­
ho de hielo y adioiOn de 3 ml. de una mezcla cloroformo/me— 
tanol (1:2,1, v/v), que do. paso directamente al proceso de
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extracciOn de lipides totales#
Los resultados que se desprendieron de este tipo de in— 

vestigaoiônes, se obtuvieron para cada etapa del desarrollo, 
a partir de dos experiencias distintas, con distinto material 
biologico de partida, y tomando por duplicado los tubes co— 
rrespondientes a cada una de ellas.
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2.4. AISLAMIENTO DE LIPIDOS TOTALES.-

Se llevO a cabo segdn el mOtodo dado por Bligh y Dyer 
(1.959). Tanto a los homogeneizados descritos en 2.2., como 
a los medios de incubaciOn descritos en 2.3.3., se ahadieron 
3 voltimenes de cloroformo/metanol (1:2,1, v/v), agitando a 
continuaciOn hastâ conseguir mezclas monofdsicas. Seguidamen— 
te se adicionaron 1 volumen de cloroformo y 1 volumen de agua 
destilada, agitando nuevamente y separando a continuacidn 
ambas fases por centrifugacidn (figura 3). Los extractos clo- 
rofdrmicos una vez reunidos, se lavaron con un volumen apro­
ximadamente igual de Cl Na 0,73 La fase clorofdrmica se 
separ<5 por decantacidn y después de se cada a 0^0 sobre 
S0/Na2 anhidro y bajo nitrdgeno, se filtr<5 y llev(5 a sequedad, 
bajo presidn reducida, en un rotavapor.

Los extractos lipfdicos asf obtenidos, quedaron guarda- 
dos a —20^0, bajo atm6sfera de nitrdgeno, hasta su utiliza- 
ci6n.
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SISTEMA MONOEASICO

4- 1 vol. de CI3OH 

4- 1 vol. de HrO

f

5.000 r.p.m., 10 min.

Pase superior
4- 2 vol. de CI3CH

Pase superior

f
+ 2 vol* de Cl3CH

Pase superior
4- 1 vol. de Ol.OH

Pase superior 
(se desécha)

1Pase inferior 1

Pase inferior 2

1Pase inferior 3

Pase inferior 4

Pase inferior 1 4* 2 4- 3 4* 4 
4. Cl Na 0,73 io

decantaci(5n

EXTRACTO DE LïPIDOS TOTALES

FIGURA 3: METODO DE EXÏRACCION DE LIBIDOS TOTALES
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2.5. METODOS OROMATOGRAFICOS

2.5.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DE ACIDO SILICICO.-

Se ha utilizado cromatograffa monodimensional para se­
parar los ifpidos polares de los neutres y las diferentes cla- 
ses de ambos entre sf. La cromatograffa bidimensional se 
us6 para contrôler la pureza de las diferentes fracciones 
de fosfogliceridos y para el andlisis cuantitativo de los 
mismos.

2.5.1.1. Preparacidn de las plaças.-
Se utilizaron plaças de vidrio con unas dimensiones de 

20 X 20 cm y la extension del adsorbente utilizado, Kieselgel 
G (nach stahl), se realizd con un extendedor Shandon.

La suspension del adsorbente en agua, se realizO inmedia- 
tamente antes de la extensiOn, usando, segun el espesor que 
se desee obtener, las proporciones de: 30 g de Kieselgel G/ 
/60 ml de agua, para un espesor de 300 jotm; 40 g de Kieselgel 
G/80 ml de agua, para un espesor de 500 fm. y 90 g de Kieselgel 
G/160 ml de agua, para un espesor de 1.000 jum. Estas cantida­
des arriba expresadas, son suficientes para cubrir 5 plaças 
de 20 X 20 cm.

Las plaças ya tendidas se dejaron secar a temperatura 
ambiente o inmediatamente antes de su utilizaciOn, se activa- 
ron a IIO^C durante 1 hora y 15 minutes, dejandolas despues 
enfriar en estufa a 40°C.

2.5.1.2. Sistemas cromatogr^ficos utilizados•-
Los sistemas empleados para el desarrollo de los croma—
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togramas, fueron los siguientes:
Lfpidos neutres:
a) n-hexano/dietil-eter/dcido acetico (50:50:1, v/v/v)
b) n-hexano/dietil-eter/^cido ac^tioo/metanol (60:40:1:1, 
v/v/v/v)

Lfpidos polares:
a) oloroformq/me tanol/agua (65:25:4, v/v/v)
b) n-butanol/dcido acëtioo/agua (60:20:20, v/v/v).

En todos los cases, las plaças se desarrollaron por cro­
matograffa ascendents, en cubetas de borosilicato con tapa 
esmerilada y en atmdsfera saturada del sistema cromatogr^- 
fico utilizado.

2.5.1.3. Reveladores.-
En todos los procesos cromatogrdficos en capa fina, 

se utilizaron reveladores para determiner la localizacidn de 
las distintas bandas en que quedan fraccionadas las muestras 
cromatografiadas. Estos reveladores, unas veces fueron espe— 
offices, para identificar un determinado tipo lipfdico, y 
otras veces fueron générales.
Reveladores générales:
a) vapores de iodo (Mangold, 1.960; Sims y Larose, 1.962): 
la plaça de cromatograffa se introduce en una cubeta satura­
da de vapores de iodo, con lo que aparecen los ifpidos, tan­
te neutres como fosfolfpidos, como manchas marrones sobre fon­
de claro. Al poco tiempo de sacar la plaça de la cubeta, el 
iodo sublima y las manchas desaparecen.
b) 2', 7'-diclorofluoresceina (Mangold, 1.960 y 1.961); tras 
rociar el cromatograma con una solucidn de 2', 7'-dicloro— 
fluoresceina al 0,05 ^ en metanol/agua (1:1, v/v), los ifpi- 
dos se visualizan bajo luz ultraviolets, como manchas de color 
verde brillante sobre fonde amarillo-verdoso. Este revelador 
no destruye los Ifpidos y es mhs sensible para Ifpidos neutres
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que para polares.
o) Rodamina-6-G al 0,1 ^ en metanol (Mangold, 1.961); los 
ifpidos aparecen, sobre todo bajo luz ultravioleta, como 
manchas de color roda fluorescente sobre fonde naranja. No 
es destructive y résulta m^s sensible para Ifpidos neutres 
que para fosfolfpidos.

Reveladores especfficos:
a) Ninhidrina al 0,2 ^ en etanol (Skipski et al., 1.962)% 
se utiliza para detectar fosfolfpidos que contengan grupos 
amino libres (fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y liso- 
-derivados de estos). Se rocia la plaça con la soluci(5n y se 
calienta 5 minutes a 110^0, apareciendo los ifpidos como man­
chas piîrpura sobre fonde blanco. Es un revelador destructive.
b) reactive de Dittmer (Dittmer y Lester, 1.964): es un re­
velador especffico para fosfolfpidos ya que détecta, los 
esteres fosf6rioos. Se prépara de la siguiente forma;

solucidn I: 40,11 g de Mo O3 se disuelven calentando en
1 1 de SO4H2 25 N y se deja enfriar a temperatura ambiente.

soluci(5n II: 1,78 g de Mo en polvo, se disuelven calen­
tando en 500 ml de soluci6n I, dejando enfriar y decantar los 
resfduos solides.

El revelador estd formado por la mezcla de 1 volumen de 
solucidn I, 1 volumen de solucicSn II y 2 volumenes de agua. 
Résulta de un color verde-amarillento, pero si se ha usado po- 
ca agua puede ser azpl y si mucha, amarillo. Puede detectar 
hasta 5 nmoles de fosfatidiloolina 0 fosfatidiletanolamina.
Los fosfolfpidos aparecen como manchas de color azul intenso 
sobre fonde blanco. Este réactive es destructive y da reaccidn 
positiva con fosfatidiloolina, fosfatidiletanolamina, fosfati­
dilserina, fosfatidilinositol, cardiolipina, esfingomielina 
y dcido fosfatfdico.

2.5.1.4. Andlisis cuantitativo de fosfolfpidos.-
Se utilizaron plaças de Kieselgel G de 300 pm de espesor
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lavadas previamente en un sistema de composici6n metanol/clo- 
roformo/dcido f6rmico (2:1:1, v/v/v) y secadas durante 12 bo­
ras a 40°0# Los Ifpidos totales (0,5 mg) se aplicaron en for­
ma puntual, a 2 cm del borde inferior derecho de la plaça, 
que se desarrollc/ en el sistema cloroformo/metanol/agua 
(65:25:4, v/v/v) en primer lugar, y butanol/dcido acëtico/agua 
(60:20:20, v/v/v) en segundo lugar.

Lespu(̂ s de desarrollada la plaça y una vez evaporados los 
disolventes, se reveld con iodo, delimitando las mancbas de 
fosfatidilcolinas y fosfatidiletanolaminas, y cuando el 
iodo bubo sublimado se rascaron y transfirieron a matraces 
Ejeldbal. En otros matraces de este tipo, se transfirieron por 
una parte, una zona de la plaça libre de Ifpidos, para deter- 
minar el "cero" de fdsforo y por otra, una cantidad conocida 
de ifpidos totales (0,25 mg) para determinar el fdsforo total 
contenido en la muestra. Hecbo esto, se dejaron los matraces 
una nocbe en estufa a llO^C, para eliminar toda traza de disol- 
vente orgàiico. El conjunto de los matraces se sometid a las 
siguientes operaciones (Bartlett, 1.959): se adicionaron 
0,9 ml de doido percldrico al 70 introduciendo a continua- 
cidn los matraces en un bano de arena mantenido a 260^0 du­
rante 25 minutes, transcurridos los cuales, se dejaron enfriar 
a temperatura ambients, tras lo cual, se adicionaron 7,0 ml 
de agua destilada, 1,0 ml de molibdato amdnico al 5̂ ^ (p/v) 
y 1,0 ml de dcido ascdrbico al 10 (p/v) y se calentaron en
babo de agua birviendo durante 5 minutes, deteniendo despues 
la reaccidn por inmersidn en bano de bielo, Seguidamente se 
transvasd el contenido de los matraces a tubes, para eliminar, 
por centrifugacidn a 3.000 r.p.m. durante 5 minutes en una 
centrffuga de mesa Wifug, el ^cido silicico contenido en cada 
muestra, leyendose a continuacidn las absorbancias a 820 nm.

A partir de los valores asf obtenidos, se calculd la con- 
centracidn de fdsforo en cada muestra por interpolacidn sobre 
una recta patrdn, que fus construida en cada experiencia,
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procesando de modo an^ogo al descrito, varies voliîmenes co- 
nocidos de una soluoidn de fosfato amdnico de ooncentraoidn 
2 jxg de fdsforo/ml.

2.5»1*5* Fraccionamiento de ifpidos totales.-
Para conseguir la separacidn de las distintas clases de 

lipides polares intégrantes de los extractos lipldicos totales, 
en orden a su transesterifioaoidn y posterior anàlisis de Aci­
des grasos 0 al estudio de la distribucidn de la radioactividad, 
case de que prooedan de las experidncias de incorporaci<5n de 
preoursores marcados, se utilizaron plaças de Kielselgel G 
de 500 yzm de espesor. Los lipides totales, disueltos en un pe- 
queno volumen de cloroforme, se aplicaron en forma de banda 
estrecha de una longitud acorde con la cantidad de lipides a 
cromatografiar ( aproximadamente 1 cm de longitud por cada mg 
de lipides totales). Para el desarrollo de las plaças se uti­
lisé el sistema cloroformo/metanol/agua (65:25:4, v/v/v), lo- 
caliz(indose a continuacidn las distintas bandas de fosfollpi- 
dos con vapores de iodo o por rociado con Rodamina-6-G.

Las fosfatidilcolinas necesarias para su posterior hi- 
drdlisis con fosfolipasa A2 y fosfolipasa G, se obtuvieron, 
fraccionando 300 mg de lipides totales en 10 plaças de Kiesel- 
gel G de 1.000yum de espesor, con el sistema cloroformo/meta­
nol/agua (65:25:4, v/v/v). Las bandas de fosfollpidos résultan­
tes del fraccionamiento, se localizaron revelando dos franjas 
estrecbas a ambos lados de las plaças con reactive Littmer, 
recojiendose a continuacidn la correspondiente a fosfatidil- 
colinas, que se eluyeron exbaustivamente del silicico con 
sucesivas porcionos de cloroformo/metanol (2:1, 1:1, 1:2,
1:9, v/v) y metanol absolute. Los extractos procedentes de 
estas eluciones se reunieron y llevaron a sequedad, bajo pre- 
sidn reducida, control^ndose a continuacidn la pureza de la 
fraccidn por cromatografla bidimensional del mismo tipo que 
la que se describe en el» apartado 2.5.1.4#
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Para la obtencidn de fosfatidilcolinas marcadas, proce­
dentes de las experiencias de incorporaoidn de precnrsores 
radioactives, en orden a su fraccionamiento por cromatogra­
fla de argentacidn y posterior andlisis de la distribucidn 
de la radioactividad en los distintos grupos de especies mo­
le cul are s, se procedid de igual modo al anteriormente descri- 
te para lecitinas sin marcar, con la salvedad de que las pla­
ças utilizadas fueron de 500 âm y de que la cantidad de lipi­
des totales a fraccionar fue, tan sdlo, la correspondiente 
a las 2/3 partes del extracto llpldico procedente de cada une 
de los tubos de incubacidn.

Para la separacidn de las diferentes clases de lipides 
neutres présentes en los extractos lipldicos totales, sea 
cual fuere el origen de estes, se utilizaron plaças de 500 
jxm. de espesor. Se aplicaron cantidades de 2 - 6 mg de lipi­
des, disueltos con cloroforme, en forma de banda estrecha de 
longitud aproximadamente igual a 1 cm y una vez e vapor ado el 
disolvente, las plaças se desarrollaron en el sistema n-hexa- 
no/dietil-dter/dcido acetico/metanol (60:40:1:1, v/v/v/v), 
visualiz^ndose las distintas fracciones con vapores de iodo 
0 por rociado con Rodamina-6-G y recojiendose a continuacidn 
para su transesterificacidn y posterior andlisis de dcidos 
grasos o para procéder al estudio de la distribucidn de la 
radioactividad•

2.5.2. OROyiATOGRAPIA DE ARGENTACION.-

Esta tdcnica se ha utilizado, con distintas modalidades,
para el fraccionamiento de fosfatidilcolinas o de 1,2-diacil-
-3-acetil-sn-gliceroles en grupos de especies moleculares,
atendiendo al nilmero total de insaturaciones présentes en
estas moleculas sobre los restos de acilo de las posiciones
sn-1 y sn-2 del glicerol.

 ̂ *
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2.5#2.1. Fraccionamiento de fosfatidilcolinas•-
Las fosfatidilcolinas présentes en los extractos lipl­

dicos de las incubaciones con procuraores radioaotivos, se 
fraccionaron por cromatogarfla de argentacidn de acuerdo ■ 
esencialmente con el método de Kiriakides y Balint (1.968) 
y Arvidson (1.968 a y b). Para la preparaci6n de las plaças, 
se suspendieron 16 g de Kieselgel G en 32 ml de una solucidn 
acuosa de nitrate de plata al 3 ^ (p/v), siendo estas canti­
dades suficientes para obtener 2 plaças de 20 x 20 cm con**
500 jm. de espesor. Una vez tendidas las plaças, se dejan secar 
en la oscuridad a temperatura ambiante durante 20 minutes, 
activ^ndose a continuacidn durante 35 minutes a 110%. La 
aplicacidn de los lipides disueltos en un pequebo volumen de 
cloroformo/metanol (2:1, v/v), se realizd sobre las plaças 
recien activadas, en forma de banda estrecha de una longi*tud 
tal que mantuviera la relacidn de 1 mg de lecitinas por cada 
cm de aplicacidn.

El sistema cromatogrdfico utilizado (Arvidson, 1.967) 
fue cloroformo/metanol/agua (60:30:5, v/v/v). Todas estas 
operaciones se llevaron a cabo en la oscuridad.

Las distintas bandas en que quedaron fraccionadas las 
lecitinas se visualizaron, tras rociar con la solucidn de 
2', 7'-diclorofluoresceina, bajo luz ultravioleta, tras 
lo cual, se recojieron para procéder a su extraccidn, trans- 
esterificacidn y posterior anàlisis de ^cidos grasos o al 
estudio de la distribucidn de la radioactividad.

2.5.2.2. Fraccionamiento de l,2-diacil-3-aoetil-sn-glioerole8.-
Los 1,2-diacil~3-acetil-sn-gliceroles obtenidos por aceti- 

lacidn de los 1,2-diacil-sn-gliceroles, fueron fraccionados 
segdn el numéro de dobles enlaces (Van Golde, 1.968), en 
plaças con 500 de espesor de Kieselgel G impregnadas con 
nitrato de plata. Estas plaças se prepararon por suspensidn 
de 16 g de dcido silfcico en 32 ml de una solucidn acuosa de
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nitrato de plata al 10 ^ (p/v), cantidad suficiente para dos 
plaças de 20 x 20 cm. Una vez tendidas, las plaças se dejaron 
secar en la oscuridad durante 20 minutes, transcurridos los 
cuales se activaron a 110%  durante 35 minutes, quedando asi 
listas para su use.

Los 1,2-diacil-3-aoetil-sn-gliceroles (1 - 10 mg) se apli­
caron, disueltos en un pequebo volumen de cloroforme, en for­
ma de banda estrecha de una longitud adecuada (ver apartado 
anterior) y se desarrollaron en el sistema benceno/clorofor­
mo/metanol (90:10:1, v/v/v). Una vez desarrolladas se secaron 
bajo atmdsfera de nitrogeno, y se desarrollaron a continuacidn 
en el sistema benceno/cloroformo/metanol (90:10:2,5, v/v/v) 
hasta una altura aproximada de 10 cm. Las plaças se secaron 
bajo atmdsfera de nitrdgeno y las diferentes bandas fueron 
localizadas, tras un examen bajo luz ultravioleta, por ro­
ciado con la solucidn de 2', 7/-diolorofluoresceina. Todas 
las operaciones fueron realizadas en la oscuridad para evitar 
el ennegrecimiento de las plaças y la oxidacidn del material.

Los 1,2-diacil~3~aoetil-sn-gliceroles correspondientes 
a cada banda fueron extraidos, très veces, con eter en un sis­
tema bifdsico dter - solucidn açuosa de cloruro sddico al 
1 io (p/v). El extracto etereo fue lavado con agua destilada, 
secado sobre sulfate sddico, filtrado y concentrado a seque­
dad para su posterior transesterifioaoidn (1/5 de cada frac­
cidn) e hidrdlisis con lipasa pancredtica (4/5 de cada frac­
cidn) .

Las abundancias relativas de las distintas fracciones 
de l,2-diacil-3-acetil-sn-gliceroles, separados de esta 
forma, se determinaron anadiendo a cada una de ellas, como 
patrdn interne, una cantidad conocida de un dcido graso que 
no estaba presents en la muestra de partida (en este case s§ 
utilizd pentadecanoato de metilo, ahadido â los esteres metf- 
licos procedentes de cada fraccidn)•

En el estudio de lâ  distribucidn de la radioactividad,
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no fue necesario procéder a la extraccidn de las fracciones 
de 1,2-diacil-3-acetil-sn-gliceroles, determinandose aquella 
directamente sobre las mismas, todavfa adsorbidas sobre el so- 
porte Kielselgel - nitrato de plata.

2.5.3. CROIÆATOGRAPIA DE GASES.-

La cromatografla de gases se utilizd para llevar a cabo 
el andlisis cualitativo y cuatitativo de los esteres metlli- 
cos de los dcidos grasos procedentes de cualquiera de los 
lipidos objeto de estudio, o de las fracciones de estos ré­
sultantes de la cromatografla de argentacidn.

Los anàlisis se realizaron en un cromatdgrafo Hewlett- 
-Packard 5750-G, equipado con un detector de ionizaoidn de 
llama y dos columnas de acero inoxidable de 6 pies de longitud 
y 0,25 mm de didmetro interne, rellenas de polisuccinato de 
etilenglicol al 20 ^ sobre Chromosorb W (80 — 100 mesh).

Las temperaturas a las que se mantuvieron las columnas, 
el inyector y el detector, fueron respectivamente de 180, 300 
y 250°C, usandose como gas portador hélio con un caudal de 
40 ml/minuto.

Las muestras se inyectaron en solucidn de hexano con una 
microjeringa Hamilton 701 RN de 10yul y los picos se identifi- 
caron por comparacidn de los tiempos de retencidn con patronss 
conocidos de esteres metllicos de ^cidos grasos.

El andlisis cuantitativo se determind por integracidn 
automdtico del drea de los picos con un inte grador-impre s or 
Hewlett-Packard, 3370 A. Los factores de respuesta, son sen- 
siblemente iguales para las especies moleculares analizadas 
con el detector empleado.
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2 . 6 .  HIDROLISIS ENZIKATICAS.-

2.6.1. PIIDROLISIS DE EOSPATIDILCOLINAS CON EOSEOLIPASA A2 
(EC. 3.1.1.4).-

Esta tdcnica fue utilizada, de modo analltico, para de­
terminar la distribucidn de los restos de acilo en masa o la 
distribucidn de la radioactividad, entre las posiciones sn-1 
y sn-2 del glicerol, y de modo preparativo, para la obtencidn 
de liso-fosfatidilcolinas marcadas utilizables como sustrato.

Para llevar a cabo la hidrdlisis, se tomaron 3,0 mg de 
fosfolipasa A2 deslipidizada dos veces con dter, junto con 
0,2 ml de tampdn borato 0,1 M pH 7,2, 0,2 ml de Cl2Ca 5 mlÆ 
y entre 2 — 5 mg de fosfatidilcolinas disueltas en 2,0 ml 
de dter recien destilado. La mezcla se incubd bajo atmds- 
fera de nitrdgeno, :2 horas y 45 minutes a 29%, agitando 
fuertemente en un agitador-incubador NDS. IGiratory. Pasado 
este tiempo, la reaccidn se detuvo por inmersidn en baho de 
hielo y adicidn de 4,0 ml de metanol, concentrando seguida­
mente a sequedad, bajo presidn reducida, en un rotavapor. 
Posteriormente, todo el producto de reaccidn se cromatogra- 
fid en capa fina de dcido silicico (500yum) usando el sistema 
de desarrollo cloroformo/metanol/agua (65:25:4, v/v/v) (Van 
Golde y Van Deenen, 1.966).

Las bandas de liso-lecitinas y dcidos grasos libres se 
localizaron, rociando las plaças con solucidn de Rodamina-6-G, 
bajo luz ultravioleta.

La determinacidn de los dcidos grasos.de cada una de estas 
fracciones, se llevd a cabo, previa transformaoidn de los mis- 
mos en esteres metflicos, por cromatogcafla de gases.
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2.6.2. HIDROLISIS DE POSEATIDILCOLINAS CON EOSEOLIPASA 0 
(EC. 3.1.4.3).-

Para llevar a cabo la hidrdlisis, se pusieron réactivés 
en estas properciones: las fosfatidilcolinas (35 mg) disueltas 
en 5,0 ml de eter anhidro, se anadieron a una mezcla compuesta 
por 25 unidades de fosfolipasa C, 10,0 ml de Cl20a 5 mM y 8,0 
ml de tampbn Tris-Cl H 0,05 M"pH 7,2, que habia side previamen- 
te deslipidizada con eter. Todo elle, se incubd a continuacidn 
durante 2 horas, a 29°C y con agitacidn constante en una incu- 
badora de aire NES Giratory. Pasado este tiempo, se extrajeron 
del medio de incubacidn los 1,2-diacil-sn-gliceroles résultan­
tes con eter anhidro y se controld la reaccidn,oromatografian- 
do una pequena parte del extracto etereo en el sistema de de— 
sarrollo n-hexano/dietil-dter/dcido acdtico (50:50:1, v/v/v).
El reste del extracto etdreo se concentrd a sequedad, con me­
tanol, en un rotavapor. Esta etapa, presentd un rendimiento 
en peso de un 70

Los 1,2-diacil-sn-gliceroles asf obtenidos, se dispusie- 
ron para su inmediata acetilacidn, con el fin de evitar posibles 
isomerizaciones.

2.6.3. HIDROLISIS DE 1,2-DIA0XL-3~ACETIL-sn-GLICER0LES CON 
LIPASA PANCREATICA (EC. 3.1.1.3).-

Para llevar a cabo la reaccidn se pusieron los 1,2-diacil- 
-3-acetil-sn-gliceroles totales (1 - 2  mg) o bien fraccionados 
por cromatografla de argentacidn (4/5 partes de cada fraccidn), 
junto con 1,0 ml de t amp dn Tris-Cl H 1 M pH 8,0, 0,25 ml de 
desoxicolato sddico al 2,2 io (p/v) y 0,1 ml de Cl2Ca 0,1 i 
(p/v), sometiendolos despues a sonicacidn durgnte 15 segundos, 
con un sonicador IvISE (Medium-1) usando la sonda 71/34041 MCR 
16, para conseguir una buena emulsidn. Inmediatamente despues
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de la sonicacidn, se anadid la lipasa pancreatica, en proporcidn 
de 2 mg de lipasa por cada mg de lipido y se mantuvo con agita­
cidn manual, a 40% durante 1 minute y 15 segundos, pasadoe? 
los cuales, se detuvo la reaccidn por adicidn de 3,0 ml de Cl H 
6 N e inmersidn en bano de hielo.

Los produotos de reaccidn se extrajeron repetidas veces 
con eter y se separaron por cromatograffa en capa fina (500 ̂ pm), 
usando como sistema de desarrollo n-hexano/dietil-eter/dcido 
acetico (50:50:1, v/v/v). Las bandas de monogliceridos y dci— 
dos grasos libres se visualizaron bajo luz ultravioleta, tras 
rociar la plaça con solucidn metandlica de Rodamina-6-G. Los 
acidos grasos constituyentes de cada una de estas fracciones, 
se analizaron por cromatograffa de gases, previa oenversidn en 
los esteres metflicos correspondientes.

La fiabilidad del mdtodo, se comprobd por comparacidn de 
las distribuciones posioionales asi obtenidas, con las corres­
pondientes a las fosfatidilcolinas de partida usando fosfolipa­
sa A2* En todas las experiencias, existid una concordancia sa- 
tisfactoria entre eunbos resultados.
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2.7. HEDIDA DE LA RADIOAGTIVIDjlD.-

La medida de la radioactividad en las muestras indicadas, 
se llevd a cabo por centelleo liquide en un espectrdmetro Pac­
kard Tri-Carb 3255, con los discriminadores totalmente abiertos 
(de 0 a 1.000) y una ganancia del 6 Bajo estas condiciones la 
eficacia del contaje se mantuvo alrededor de un 80 - 85 ^ para 
el y el orden de magnitud del fonde no superd las 50 c.p.m.

El liquide de centelleo utilizado, con una gran capaoidad 
de disolucidn de materiales lipldicos, estaba compuesto por 10,5 
g de PPO, 0,45 g de POPOP, 150 g de naftaleno y 1.500 ml de 
dioxano, completando finalmento con agua destilada hasta un vo­
lumen total de 1.800 ml.

Los viales que contuvieron muestras adsorbidas en kieselgel 
se agitaron, con el liquide de centelleo, para asegurar que los 
lipides pasasen complet cimente a la disolucidn. Ensayos previos 
determinaron la no interferencia del -dcido silicico en la deter­
minacidn corrects de la radioactividad.
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2.8. OTROS IvîETODOS AITALITICOS .-

2.8.1. OBTENCION DE ESTERES METILICOS DE LOS ACIDOS GRASOS.-

La preparacidn de los esteres metllicos de los Acidos 
grasos présentes en todas las muestras lipfdicas a que nos 
hemos referido en apartados anteriores, se llevd a cabo por 
transesterifioaoidn con el reactive B E3- metanol al 14 i 
(p/p)• Este reactivo se prepard (Metcalfe y Schmitz, 1.961) 
haciendo pasar una corriente continua de B seco a traves 
de metanol reactivo a 0%, hasta que hubo absorbido la canti­
dad necesaria que se controld por peso.

Los lipidos a metanolizar se introdujeron en tubos de 
vidrio de paredes gruesas, donde se anadieron 1,0 ml del reac­
tive B E] - metanol, 1,0 ml de metanol y 1,0 ml de benceno, 
que actua como disolvente. Posteriormente, se cerraron estos 
tubos bajo atmdsfera de nitrdgeno y se mantuvieron a IIO^C 
durante 1 hora, despues de lo cual se dejaron enfriar a tempe- 
ratu-ra ambiente y se abrieron, extrayendose los esteres meti- 
licos formados,'dos veces con hexano en un sistema bifdsico 
hexano-8.gua. El extracts résultante se lavd con agua destila­
da y se seed sobre sulfate sddico, bajo atmdsfera de nitrdgeno, 
eliminando despues el sulfate por filtracidn y concentrando 
hasta un volumen adecuado (aproximadamente lOyul) para su an^- 
lisis por cromatografla de gases.

2.8.2. PREPARACION DE LOS 1,2-DIACIL-3-ACETIL-sn-GLICERCLES.-

Para llevar a cabo la acetilacidn de los 1,2-diacil-sn-
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—gliceroles, se pusieron èstos con im volumen de anhjidrido ace­
tico en exceso de 1:24 en moles y un volumen aproximadamente 
igual de piridina anhidra, que actua como disolvente. La mez­
cla se mantuvo, bajo nitrdgeno, en bano de agua a 40%, con 
agitacidn manual, durante un période de tiempo de 4 minutes, 
pasado el cual, la reaccidn se detuvo por adicidn de 3 nil de 
metanol e inmersidn en bano de hielo. Se abadieron a continua­
cidn 5 ml de agua destilada y se extrajeron los produotos de 
reaccidn, cuatro veces, con dter anhidro. Los extractos etdreos 
se lavaron dos veces con Cl H 2 N, para eliminar la piridina, 
Très veces con CO3H Na al 2 ^ (p/v), para eliminar el exceso 
de Cl H y très veces con agua destilada, siendo despues seca- 
dos, bajo nitrdgeno, con sulfato sddico. Una vez que los extrac­
tos etdreos quedaron secos, se filtraron y concentraron, para 
procéder por cromatograffa en capa fina (500 yum), a la purifi- 
cacidn de los 1,2-diacil-3-acetil-sn-gliceroles présentes en 
los produotos de reaccidn. El sistema de desarrollo utilizado 
fue n-hexano/dietil-dter/dcido acdtico (50:50:1, v/v/v). Las 
bandas se localizaron, bajo luz ultravioleta, previo rociado 
del cromatograma con Rodamina-6-G.

La banda correspondiente a los l,2-diacil-3-acetil-sn- 
-gliceroles se eluyd varias veces con cloroformo en una plaça 
porosa y el eluido se concentrd a sequedad, quedando dispuesto 
para su metanolisis y/o su.fraccionamiento por cromatograffa 
do argentacidn.

El rendimiento en peso de esta etapa fue aproximadamente 
del 75 io.
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3.1. CRITIOA DE LA METODOLOGIA.-

Los esirudios sobre la composicidn o el métabolisme de 
fosfogliodridos, a nivel de especies moleculares de dstos, 
englobai! un conjunto de mdtodos complejos, de los que se ha 
dado cuenta en el apartado 2. Algunos de estos, son especial- 
mente criticos, bien porque limitan el rendimiento de todo 
el proceso, o bien porque sdlo en condiciones expérimentales 
rigurosamente controladas, rinden resultados reproducibles, 
imponiendo de este modo unos c ond ici onami e nt o s muy précises 
en la puesta a punto y desarrollo de la experimentacidn. A 
este tipo de tdcnicas complejas y a sus particulares exigen- 
cias van dedicados los cornentarios que se hacen a continuacidn.

3.1.1. ACETILACIOR DE 1,2-DIACIL-sn-GLICEROLES

Esta acetilacidn tiene como dnico fin, ocupar la posicidn 
sn-3 de los 1,2-diacil-sn-gliceroles. résultantes de la hidrd­
lisis con fosfolipasa 0, a fin de evitar una posible isomeri- 
zacidn a 1,3-diacil-sn-gliceroles.

La acetilacidn selectiva en la posicidn sn-3, sdlo se 
consigne en condiciones expérimentales muy controladas, pu- 
diendose comprobar que estd en dependencia con el tiempo de 
reaccidn, con la naturaleza del sustrato bioldgico y con el 
exceso del reactivo donador del acetilo, que en este caso 
fue el aniifdrido acetico. La distinta naturaleza del material 
bioldgico, debe ser lo que ocasione que las condiciones expé­
rimentales de la acetilacidn descritas por otros autores 
(Kuksis y Marai, 1.967; Privett y Nutter, 1.967; Hunter et al.,
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1.973; Gonzalez Ros, 1.974), varien considerablemente. En el 
présente trabajo, tras minuciosos tanteos, los tiempos de reac- 
ci6n utilizados fueron de 4 minutes, manteniendo la temperatu­
ra a 40%  y el exceso de anbidrido acdtico en 1:24 en moles, 
pudiendose comprobar que a mayores valores de cualquiera de 
estas variables se favorece una reaccidn de acetolisis, con- 
ducente a la formacidn, en cantidad muy apreciable, de diace- 
tatos de monogliceridos, con la consiguiente disminucidn del 
rendimiento en acetatos de digliceridos. En las condiciones 
descritas, los 3-acetil-l,2-diacil-sn-gliceroles, resultaron 
ser cualitativamente representatives de las fosfatidilcolinas 
de partida (ver apartado 3.4.).

3.1.2. ERACOIONAIvUENTO DE LOS 3-ACETIL-l, 2-DIAGIL-sn-GLICEROLES

La tdcnica utilizada para llevar a cabo el fraccionamien­
to, por oromatograffa de argentacidn, de los 3-acetil-l,2-dia- 
cil-sn-gliceroles ha sido, salvo ligeras modificaciones, la 
descrita por Abad et al. (1.976), puesta a punto en este la- 
boratorio. Dicha tdcnica, rinde una buena separacidn entre 
grupos de especies moleculares disaturadas, monoendicas, die- 
ndicas, tetraendicas y hexaenoicas, si bien en el trabajo pre- 
viamente citado (Abad et al., 1.976), debido a la especial 
abundancia de las especies tetraendicas en el hfgado embrio— 
nario de polio, la separacidn entre dstas y las hexaendicas 
no era todo lo buena que serfa de desear, existiendo en cual- 
quier caso una c ont amina c i dn mds o menos importante. En nues- 
tro caso sin embargo, la proporcidn de especies moleculares 
tetraendicas es relativamente mds baja y ello da lugar a que 
la separacidn entre estas y las hexaendicas, sea virtualmente 
perfecta, llegandose incluso a detectar entre ambas, otra pe- 
queha fraccidn de especies moleculares pentaendicas, que si 
bien se desprecio a la hora de elaborar los resultados, por
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presentar una abundancia relativa inferior al 1 - 2 cons- 
tituye una garantis de la separacidn or omat ogrd.fi ca entre te- 
treendicas y hexaendicas, cuantitativamente mds importante.

3.1.3. ERAGCIONAlvIIENTO DE POSEATIDILGOLINAS.-

El fraccionamiento directo de fosfatidilcolinas por cro- 
matograffa de argentacidn, se llevd a cabo segdn un metodo 
basado en el descrito por Goil (1.975) y modificado en el sen- 
tido de disminuir a la mitad la proporcidn de nitrato de pla- 
ta/kieselgel G.

Esta tdcnica rinde una buena separacidn de las lecitinas 
de partida, en très fracciones mayoritarias; una primera, com­
puesta por especies moleculares hexaendicas, una segunda a 
base de especies tetraendicas y una tercera, con el mayor 
R̂ , a base de una mezcla sin resolver de especies disatura­
das, monoendicas y diendicas. El hecho de obtener sin una 
mayor resolucidn esta dltima fraccidn, supone, en estudios 
metabdlicos como los que aquf se han realizado con ayuda de 
esta tdcnica, dar por sentado un comportamiento homogdneo 
para todas las especies moleculares que la constituyen, prin- 
cipalmente, disaturadas y monoendicas en el caso del encdfa- 
lo que nos ocupa. Gomo, por una parte esto no tiene que ser 
necesariamente cierto, y por otra, dicha fraccidn supone un 
70 - 80 i de la fosfatidilcolina total (apartado 3.4.), hubo 
de ser comprobado este punto, viniendo dada dicha comprobacidn 
por la obtencidn a partir de lecitinas marcadas, procedentes 
de las mismas experiencias de incorporacidn, de los sn-3-ace- 
til-1,2-diacil derivados y el fraccionamiento de estos segun 
el mdtodo descrito en 2.5.2.2., con el consiguiente estudio 
de las fracciones de especies disaturadas, monoendicas y die­
ndicas por separado (apartado 3,5.3.).

En el fraccionamiento directo de fosfatidilcolinas por
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cromatografla de argentacidn, se obtiens tauibien una fraccidn 
de especies moleculares pentaendicas que, al igual que ocurria 
en masa, resultaron ser despreciables desde el punto de vista 
de la incorporacidn de precursores radioactives, por lo que 
no se han incluido en los resultados aqui descritos.
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3.2. COïvîPOSICION LIPIDICA GENERAL DEL ENCEFALO EmRIQNARIO 
Y VIÏELO NUTRITIVO.-

La informacidn existente a este respecte en la bibliogra- 
fia es, ademds de incompleta como soporte del present© estudio, 
discrepant© en ocasiones, lo cual debe atribuirse en principle 
a la utilizacidn de distintas razas de una especie bioldgica 
determinada o a diferencias nutritivas entre las mismas. Por 
otra parte, la casi totalidad de datos existantes, estdn re- 
feridos casi en exclusiva al polio domdstico, singularmente 
en etapas ya adultas, no existiendo apenas informacidn acerca 
de la composicidn lipidica de practicamente ningun drgano del 
pato, exceptuando un trabajo no publicado de este mismo labo- 
ratorio (Martfnez Arias, 1.977).

Por estas razones y con objeto de poseer un marco espe- 
cifico de referenda, se ha llevado a cabo un estudio general 
de la composicidn lipidica del encdfalo en ambas especies, 
si bien incidiendo fundamentalmente en el caso del polio. Di- 
cho estudio, se ha centrado en la elucidacidn del contenido 
y composicidn en dcidos grasos de fosfatidilcolinas.

En la tabla 1, se recojen los pesos medios de los encd- 
falos correspondientes a las distintas etapas del desarrollo 
estudiadas en ambas especies, asf como las variaciones en su 
contenido lipidico total y las abundancias de los fosfoglice- 
ridos mayor!tarios. Como puede observarse, el aumento del con­
tenido lipidico no résulta s6lo, como una mera consecuencia 
del aumento de tamaho del encdfalo, sino que ademds, se regis- 
tra un enriqueoimiento paulatino del tejido a lo largo del 
desarrollo, que tambien puede detectarse en las fracciones 
fosfolipidicas, como se indica en la figura 3, donde se han
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representado las variaciones a lo largo del desarrollo del 
encëfalo de polio, en el contenido de fdsforo lipfdico por 
gramo de peso iiilmedo. Este hecho, en claro contraste con la 
situacidn descrita para el hfgado embrionario (Abad, 1.974), 
donde a partir del dia 19 de incubacidn, se registra un cla­
ro descenso del contenido fosfolipfdico total, probablemente 
sea debido al intenso depdsito fosfolipfdico y lipfdico en 
general, que acontece a partir de la fase de mielinizacidn

TABLA 2: ACIDOS GRASOS TOTALES DEL ENCEFALO Y VITELO NUTRITIVQ 
DE EMBRION DE PATO

dcidos 
grasos (1)

ENCEFALO VITELO

17 dias 28 dias 17 dias 28 dias

14:0 1,55 2,10 0,33 0,40

16:0 34,82 34,82 27,58 23,14
16:1 2,92 3,00 3,28 2,62

18:0 14,07 15,21 5,84 5,41
18:1 18,10 17,32 53,51 50,34
18:2 1,93 1,91 4,86 5,91
18:3 0,59 3,11

20:4 9,84 10,24 2,93 8,38

22:4 1,75 1,02
22:5 (2) 3,71 4,00
22:6 11,29 10,38 1,06 0,68

(1) En esta tabla y en todas las siguientes, la composiez
en dcidos grasos se expresa en fraccidn molar x 100.

(2) Responds a la suma de los isdmeros 22:5 (n-3) y 22:5
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activa, iniciada, en el polio, a partir del dia 18 - 19 de 
incubacidn, y que se prolonga durante una buana parte de la 
vida postnatal (El-Eishi, 1.967; Kurihara y Tsukada, 1.968; 
Mezei y Palmer, 1.974; Shaikh y Palmer, 1.976).

La composicidn en Acidos grasos del contenido lipidico 
total del encdfalo y vitelo nutritivo, se muestra, a modo de 
exemple, para el caso del embridn de pato de 17 y 28 dias de 
edad, en la tabla 2. De la observacidn de dicha tabla, puede 
deducirse una gran estabilidad composicional del encdfalo a 
lo largo del desarrollo, que, como veremos mds adeleinte, tam­
bien se présenta a nivel de todas las clases lipfdicas. Por

TABLA 3; CQMPQSIGION EN ACIDOS GRASOS DE LAS PRINCIPALES CLASES 
LIPIDICAS DEL VITELO NUTRITIVO

dcidos
grasos

POLLO (1) PATO
13 'dias 21 dias 17 dias 28 dias

TG PL TG PL TG PL TG PL
16:0 30,52 33,58 30,28 32,66 25,16 35,87 24,91 40,51
16:1 5,50 1,60 6,81 1,71 3,15 tr 3,78 0,79

18:0 5,46 16,90 4,83 15,55 5,58 12,82 3,97 13,23
18:1 41,66 23,18 43,39 29,26 58,18 27,58 56,73 27,39
18:2 16,86 15,72 14,69 15,50 5,99_ 7,83 8,51 6,97
18:3 0,84 1,02
20:4 6,41 5,30 0,70 13,44 0,65 8,83

22:6 2,61 tr (2) 1,82 1,86

io 59,81 40,17 87,56 10,83 84,75 14,07 91,52 6,74

(1) Tornado de C. Abad (1.974)*
(2) Représenta una abundancia relativa inferior al 0,5
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otra parte, el encdfalo présenta como mayoritario al dcido 
palmftico, caracterizandose ademds por unos niveles relati­
vamente altos de dcidos poliinsaturados, araquiddnico y doco- 
sahexendico.

El vitelo por su parte, tiene al dcido oldico como com­
ponents principal y présenta unos niveles mucho mds bajos de 
dcidos poliinsaturados, si bien las abundancias relativas de 
dcido linoldico y dcido linoldnico, precursores en la biosfii- 
tesis de los dcidos araquiddnico y docosahexendico respecti­
vamente, son aquf mucho mds elevadas #

En la tabla 3, se han reflejado las abundancias y la com­
posicidn en dcidos grasos de las principales clases lipfdicas 
présentés en el vitelo, en dos etapas del desarrollo de las 
dos especies estudiadas* De la observacidn de dichos datos, 
se puede concluir la mayor representacidn con que cuentan los 
trigliceridos en el vitelo de pato, y los fosfolfpidos en el 
de polio, junto con una mayor abundancia relativa de dcidos 
poliinsaturados en los ifpidos de aquellos, posiblemente de— 
bida a diferencias en la dieta de ambas especies* En ambos 
casos, se registra a lo largo del desarrollo, un aumento del 
contenido en triglicdridos y una disminucidn de fosfolfpidos*

En las tablas 4 y 5, se refiejan la composicidn en dci­
dos grasos de las principales clases de ifpidos neutres y po­
lares, en varias etapas del desarrollo del encdfalo embriona­
rio de las dos especies estudiadas*

Los f osf olfpidos (Myamoto et al*, 1*966; Wells y Ditt- 
mer, 1.967; Sheltawy y Dawson, 1.969; Kanazawa et al., 1.972; 
Wood, 1.974; Shaikh y Palmer, 1.976; Sweasey et al., 1.976; 
Vatassery et al., 1.976 ; Dorman et al., 1.977), como ya se 
comentd anteriormente, y el colesterol (Dickerson, 1*968; 
Paoletti, 1.969), resultan ser componentes absolutamente 
mayoritarios, quedando pues el reste de ifpidos neutres: es­
teres de colesterol, trigliceridos, dcidos grasos libres, etc.
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TABLA 4: COtiPOSICIOH EH ACIDOS GRASOS DE LOS PRINCIPALES
LIPIDOS NEUTROS DEL ENCEFALO EMBRIONARIO DE AVES

EMBRION DE POLLO
13 dfas 21 dias

acicLos 
grasos TG FPA DG EO TG FFA DG EO

14:0 3,48 10,07 5,88 7,67 ‘ tr 7,36 5,94 1,52

16:0 47,96 21,68 16,49 10,30
16:1 4,20 0,92 1,32

18:0 7,04 29,02 31,53 2,45
18:1 29,49 11,41 8,08 65,59
18:2 1,82

22:4 tr
22:5 tr

5,36

20:4 5,23 24,98 33,91 4,26

4,11
tr

22:6 0,78 1,91
1,46
1,61

47,75 22,07 12,70 11,12
2,73 tr tr 1,24

8,97 32,05 36,62 3,62
32,34 12,23 5,41 67,97
2,49

1,17
tr
tr 1,24

6,46

4,53 25,05 26,38 5,90

2,95
1,02
1,15
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TABLA 4 ( continuacidn)

EMBRION DE PATO

dcidos
grasos

17 dias 28 dfas

ECTG PFA BG EC TG PPA DG

14:0 2,48 9,54 6,98 9,66 1,56 7,59 3,32 2,23

16:0 40,44 28,53 17,21 11,42 46,75 28,55 17,87 10,92
16:1 6,55 3,75 tr 1,30 2,40 tr tr 1,20

18:0 6,20 28,19 26,38 3,03 7,97 43,02 31,98 2,96
18:1 32,34 17,74 11,47 60,71 30,49 14,14 10,39 68,87
18:2 4,16 1,31 6,12 2,17 5,89

20:4 3,17 10,92 27,70 5,11 4,18 3,49 36,43 5,47

22:4 0,94 10,26
22:5 1,69 1,27 1,72 1,43
22:6 2,02 1,37 2,74 3,20 tr 1,02
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TABLA 5: COilPOSIGION EN ACILOS GRAS OS DE LOS PRIHCIPALBS
LIBIDOS PGLAIffiS DEL ENCEBALO EiABRIONitRIG DE AVES

EMBRION DE POLLO

âcidos 
grasos

13 d£as 21 dfas

PL PC PE PL PC PE
14:0 3,02 1,51 1,23 1,61 0,78 tr

16:0 28,82 54,07 11,82 33,10 54,66 13,45
16:1 1,83 5,11 0,64 1,73 2,72 tr

18:0 18,33 5,31 23,17 15,30 6,70 24,18
18:1 15,91 24,66 8,74 15,02 25,22 8,92
18:2 1,30 2,03 1,52 0,72 1,91 0,71

20:4 12,11 3,34 16,38 11,44 3,80 15,29

22:4 1,60 0,52 4,39 2,10 tr 5,20
22:5 3,27 tr 8,27 4,51 tr 7,11
22:6 13,81 3,44 23,85 14,47 4,20 25,14
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TABLA 5 (continuaci6n)

EMBRION DE PATO

dcidos
grasos

17 dfas 28 d£as

PL PC PE PL PC PE

14:0 0,73 0,90 1,42 0,70 tr 0,93

16:0 32,15 51,43 10,71 31,50 53,39 12,68
16:1 0,95 3,55 1,26 1,16 1,68 1,42

18:0 17,65 5,10 23,97 16,15 8,69 25,86
18:1 16,22 27,83 10,02 17,69 26,21 9,17
18:2 tr 0,75 1,41 0,58 tr 1,72

20:4 10,52 5,45 17,81 10,89 5,14 15,93

22:4 1,95 tr 3,34 1,84 0,74 4,73
22:5 3,50 1,09 4,17 3,88 1,02 5,60
22:6 14,98 2,77 25,89 14,26 3,12 21,96
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en franca minoria frente a estes (Rowe, 1.959; Bazan, 1.970; 
Rouser y Yamamoto, 1.972). Como ejemplo, s6lo citar que los 
triglicéridos, uno de los ifpidos neutres mas abundantes, ex- 
cluido naturalmente el colesterol, présenta unes niveles que 
no llegan a suponer mds que un 3 - 4 ^ de los aloanzados por 
las fosfatidilcolinas, oomo ha podido determinarse por ororna- 
tograffa de gases con patron interne.

Bade que un estudio comparado exhaustive de la composi- 
ci6n en ^nidos grasos de los distintos tipos lipidicos, cae 
fuera del objeto primordial de esta Tesis Doctoral, y con el 
fin de no hacer esta memoria m^s extensa de le estrictamente 
necesario, nos limitaremos unicamente a sehalar algunas carac- 
terfsticas singulares que se desprenden de le recogido en las 
tablas 4 y 5* En primer lugar, es destacable la notable espe— 
cificidad a nivel de drgano, que présenta la composicidn en 
Acides grasos de cualquiera de los tipos lipfdicos analizados, 
destacando ademds la constancia con que se mantiene dicha 
composicidn en las etapas del desarrollo estudiadas. Estos 
hechos, que seràn puestos de relieve mds adelante, en el es­
tudio exhaustivo que se ha practicado sobre la composicidn 
en ^cidos grasos de fosfatidilcolinas, no se presentan con 
igual intensidad en otros 6rganos embrionarios estudiados en 
nuestro laboratorio (Abad, 1.974; Martinez Arias, 1.977)*

Igualmente destacable résulta el alto grado de insatura- 
ci6n que presentan los dcidos grasos de la fraccidn fosfoli- 
pldica total, al igual que sucede, de modo aun mds acentuado, 
con las fosfatidiletanolaminas, ricas en dcidos araquid(5nico 
y docosahexendico (O'Brien y Sampson, 1.955; Miyamoto et al., 
1.966; Baker y Thompson, 1.972; Svennerholm et al., 1.972; 
Wood, 1.974; Dhopeshwarkar y Subramanian, 1.975). Las fosfa- 
tidilcolinas por el contrario,presentan unos niveles muy ba- 
jos de dcidos poliinsaturados (lÆarshall et al., 1.966; Miya­
moto et al., 1.966; Baker y Thompson, 1.972; Svennerholm et 
al., 1.972; Wood, 1.974),, manteniendo una composicidn bastan-
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te semejante a la de los triglicéridos, hecho este, que bien 
podria tomarse como prueba, circunstancial desde luego, de 
un origen metabélico corniln para ambas clases lipfdicas,

Por ultimo, solo sehalar el beclio, ya constatado en 
la bibliograffa, de la abundancia de dcidos estedrico y ara- 
quidénico en la fraccién de diglicéridos (Keough et al.,
1.972; lapetina y Mitchell, 1.973; Aveldaho y Bazan, 1.974; 
Banschbach y Geison, 1.974), résultante probablemente, de 
un intense recambio de dstos con los fosfoinosftides, como 
ya se sehalé en el apartado de introduccién.

El contenido en dcido araquidénico de la fraccién de dci­
dos grasos libres, parece ser la dnica variable digna de men- 
ci6n y posiblemente sea debida a situaciones de isquemia in­
contrôlables que se producirfan tras la muerte por decapita- 
cién de los animales de experimentacién (Cenedella et al., 
1.975; Galli y Spagnuolo, 1.976).

En las tablas 6 y 7, se muestra la composicién global 
en dcidos grasos de fosfatidilcolinas, fosfoglicéridos mayo- 
ritarios del encdfalo embrionario (Lïiyamoto et al., 1.966;
Wood, 1.974; Shaikh y Palmer, 1.976; Dorman et al., 1.977), 
correspondientes a los distintos estados del desarrollo es­
tudiados en polio y pato domésticos. Estos mismos datos, se 
han representado, de forma con junta, en la figura 4, donde, 
para una mayor claridad, se han omitido de la representacién, 
los dcidos grasos que resultan minoritarios, como son los mi- 
rfstico, palmitoléico, linoldico, docosatetraenéico y docosa- 
pentaendico.

De los resultados asf expuestos, se puede concluir, en 
primer lugar, una gran especificidad en la composicién en dci­
dos grasos de lecitinas de encdfalo, que résulta ser casi iden- 
tica en las dos especies estudiadas. Junto con este hecho, 
cabe destacar, las elevadas abundancias relativas que presen­
tan los dcidos grasos palmftico y oleico, cuya s'orna permanece
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practicamente constante, a lo largo del desarrollo, e igaal 
al 80 ^ del total, dando cuenta el ^cido palmftico de, apro— 
ximadajnente, las 2/3 partes de dicha suma. Este elevado con— 
tenido en dcidos grasos satnrados y monoendicos de las fos- 
fatidilcolinas (Miyamoto et al., 1.966; Marshall et al.,
1.966; Baker y Thompson, 1.972; Svennerholm et al ., 1.972; 
Wood, 1.974), contrasta grandemente, con el hecho, mencio- 
nado anteriormente, de la elevada participacidn de los dcidos 
grasos poliinsaturados en la fraccidn fosfolipfdica total o 
en fosfatidiletanolaminas (O'Brien y Sampson, 1.965; Miyamo­
to et al., 1.966; Baker y Thompson, 1.972; Svennerholm et al., 
1.972; Wood, 1.974; Dhopeshwarkar y Subramanian, 1.975), lo 
cual nos habla, ademds de una heterogeneidad estructural évi­
dente, de una posible heterogeneidad metabdlica en las rutas 
biosintdticas encargadas de introducir los restos de acilo en 
los fosfoglicdridos correspondientes, que habria de ser com- 
probada "a posteriori".

Por dltimo, solo destacar que las fosfatidilcolinas pre­
sentan en su composicidn de dcidos grasos, una coiistancia con 
el desarrollo practicamente total, si exceptuamos un ligero 
incremento, al acercarse la eclosidn, en los niveles de dcido 
estedrico y una disminucidn registrada en los primeros esta- 
dios del desarrollo de los dcidos grasos poliinsaturados, ara- 
quiddnico y docosahexendico, hecho este, que algunos autores 
(Wood, 1.974) correlacionan con una disminucion en el ndmero 
de mitosis que ocurren en el tejido en desarrollo, al avanzar 
dste.

Hay que sehalar aquf, las marcadas diferencias que exhi­
be la composicidn en dcidos grasos de fosfatidilcolinas de 
encdfalo, en relacidn con las del hfgado embrionario, previa- 
mente estudiado en este laboratorio (Abad, 1.974; Martinez 
Arias, 1.977), especialmente en lo que se refiere al bajo gra­
do de insaturacidn de las de encdfalo con relacidn a las de 
hfgado, y a la constancia en la composicidn total, lo cual pro-
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bablemente indica que el encdfalo alcanza, en etapas muy tem- 
pranas, un estado de desarrollo dptimo, que mantiene, pese a 
las variaciones registradas en los demds tejidos embrionarios, 
al menos hasta las primeras etapas del desarrollo postnatal 
aquf estudiadas. Por dltimo, solo mencionar que en el hfgado 
embrionario, los dcidos estedrico, linoldico y araquiddnico 
presentan unas abundancias relativas muy elevadas, mientras 
que el dcido oldieo se encuentra en muy baja proporcidn (Abad, 
1*974; Martinez Arias, 1.977), situacidn que se présenta to- 
talmente invertida en el caso del encdfalo, donde este dcido 
graso es uno de los mayoritarios, mientras que aquellos, ape- 
nas llega a suponer, en el mejor de los casos y considerando 
la suma de todos ellos, un 10 ^ del total.
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3.3. DISTRIBUCION PQSIGIONAL DE LOS RESTOS PB ACILO EN FOSFA-
TIDILCOLINAS.-

En la marcha analftica conducente a la elucidacidn de la 
composicidn en especies moleculares de un fosfoglicdrido dado, 
el conocimiento de la distribucidn de los restos de acilo so­
bre las dos posiciones posibles del resto glicerol, constitu- 
ye un primer paso, a partir del cual, puede estimarse de for­
ma estadistica, el ndmero mdximo de especies moleculares que 
puede presentar el fosfoglicdrido en cuestidn, aunque en cual- 
quier caso, dicha estimacidn, que no tiene en cuenta la espe­
cificidad de la actuacidn de las acil-transferasas, rinde un 
ndmero de especies moleculares muy superior al que se da en 
la realidad.

En otro orden de cosas, al ser un hecho probado que la 
composicidn de la parte apolar de los fosfoglicdridos, es un 
refiejo de las capacidades biosintdticas de cada entidad bio— 
Idgica, se ha acumulado en la bibliografia abundante informa- 
cidn sobre la distribucidn posicional de las cadenas apolares 
en los mismos (Hildebrand y Law, 1.964; Haverkate y Van Deenen, 
1.965; Brockerhoff y Ackman, 1.967; Okuyama et al., 1.967; Van 
Golde, 1.968; Fernandez Sousa et al., 1.971 a y b; Gonzdlez Ros, 
1.974; Abad, 1.974; Martinez Arias, 1.977).

Por lo que al encdfalo de aves se refiere, la distribucidn 
posicional de los dcidos grasos en fosfatidilcolinas durante el 
desarrollo, se muestra en las tablas 8 y 9, para el embridn de 
polio y en la tabla 10, para el de pato. Estos mismos resulta­
dos, se han representado graiicamente en las figuras 5 y 6, 
donde se han seguido los mismos criterios utilizados en la ela- 
boracidn de la figura 3, anteriormente explicados.

De igual modo a como sucedia en los estudios sobre la com-
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m o CM ĉ rn CMlf\ t> en CO A* OO A" u urH *». »s ». ». +» •po CM A- OO 1—1 ACO CM

00 O A CO A rorn oo OO A A* CO A u uH *» •p •po A* A tr- ACO A 1—1

00 rn A A* rnH oo H CM IT\ CM h uH ► *» ». -p •p •Po LTV O enCO A A

rH o CO CM enCQ en O A- tr- ro u u U AOJ ». ». ». -P -p +3 ■PrH O COCO A A

1 t> rn O CO A-M c- VO en CM A" r- U U U*» ». ». •P -p 4^O CM ITv A enCO A 1—1
CQ cnC3 o

CQ o O A O A CM A- A* ir\ CO•H cdü h CO CO CO oo CO O CM CM CM'■cd QO rH rH A A A A CM CM CM CM



o
A
g
MO
sM
HA
CO
<

MAOOAMAAA
ACOOA
AA
CM

1
rt0}
SoM
OMCOOA
<A
AA
COo
g

COoA 0
M AÜ A<1; 0A
A AA
S0
M 0
Ü A
H A
m A0 d
& A
0 A0 A
en

<AA
<
A

m r n A 0 0 CO C - 00 CO0 i f \ en ^4 C - A CO CM CO en
CM -P

CM CO r n 0 A 00 A 0 A -
rn A *

A * A" i r \ t r - 00 A * 0 0 0
A en en un U un 0 0 CO 00 CO
CM -p0 CM r n A" CM 0 CO

A" r n

A CM CM 0 en en en
en 00 r n en u CM 0 r n A 0H ■p0 m A * en CM 0 A vo

rn r n A

m en CO CM en r n un
(A U c - 0 u en en 00 A" enH •p ». •p •v »s ». ». »

CO A " CO r n en A CO
r n r n

tA r n 00 CO ço r n CM A"
IT \ 00 en u A * 0 A - rn u en
A ». » -p ». ». ». ». -p ».

0 A - CO 00 r n 00 A UN
r n r n

en m CM un m CM r n en
r n m A un u c - tr - 0 u CO
(—! ». » ■p ». ». » p» »A 00 A * en CM CO A un

A - CM

CM 0 CM CM rn r n A * A CMA 0 r n u r n CM 0 CM r - A"
A ». »% »> -p ». ». » ». ». »

A ITv A" tr - CM 0 A 0
A - CM A

00 A CO CO 0 0 un m A - CO
m en rO 00 C - u A CM CM 00 0 A
cd -p

A A C - un en CM CM A A 00
nd r n CM A

1 A A" CO un A 0 en en
A c - 0 00 c - u CM \T\ 0 un A A

•pA C - A - CM CM A" CM CM CM
CM rn A A

03 03
D 0

03 0 0 A 0 A CM A - A * m CO•r4 cd
ü H CO CO 0 0 00 00 0 CM CM CM

x d oO A A A A A A CM CM CM CM



0EH
g
A
gM1
a
oA
g
g
g
a

oiH

I

CM ir \ en rn A rn A rn CM
1 A en o Pi CM A C - Pl UN CM

d » » » P> » » P» »
03 A A CM CO r - î 0 0 A A

A r n
CM
r n

rH CO OO A CM
1 ÎH CM r n A CM Pi

d P> *» » » P>
03 0 0 A I> r n

CO A A

CM CM A O rn A en A
1 ’ t r - tr - 00 Pi A tr - CM Pl o un

Pi •s » P» » » P> » »
m H rn CM un o en rH A

A rn
OO
CM

rH O M CO A
1 Pi r n A CM en Pl

d p» ». » p»
03 O fH CO A

CO A A

CM M oo o 0 3 CO CO CM A
1 CO CM CO Pi OO ÎH o CO r n A

d -P •s P»
03 rn un CM A en o A un

A rn
CM
CM

rH CO IT\ rn r n A
1 c - en A A Pi
d ». » P»
03 H oo O r n un

CO A A

CM o CM oo CO oo oo A t- CO
1 rn en CM Pi CM O rn en un CM

Pi P>
03 03 A O A CO A en o A ACd A mV4 t-A H

A rH rn O A CM CM rn  .g 1 CO CM A tr - o UN Pi PiA Pi •» » »v ». » P= p»A 03 o en rn O CO O
un A CM

03 03
O OA 03 o O A O A CM A A UN CO•H Cd
O H A CO CO OO oo 00 O CM CM CMXd w A A A A A A CM CM CM CM



«u-

60

AG-

20

—  polio 

— pato

▼ 16:0 
■ 18:1 
•  18:0

11 19 21
28

13 15 17
17 22

dias
FIGURA 5: COJviPOGIOTOU SU'aGIUCo GRAJOo UE PCoIOinu sn-l PE

POuF^TIDITGOLIUAG _ 130 -

24
32



50-

30-

T 16:0
polio

• 20: A
A 22:6

pato

IB-

17 22 26 32
dias

PIGUiiA 6: GOr:PGIGIOi; ÏÏIÎ AOIDOJ G1ÎAJ0J Dii LA POJIGIOU ;jn~2 jl
FOGPAÏJÎJII.OOI-inAG -  lAl



posici(5n global en dcidos grasos de fosfatidilcolinas, puede 
aq.ui observarse para las posiciones sn-l y sn-2 una gran esta- 
bilidad composicional, que se pone especialmente de manifiesto 
en el lîltimo tercio del desarrollo embrionario* Junto con ésto 
es tambi^n destacable, el hecho de la semejanza que presentan 
ambas especies, en la composicidn en dcidos grasos de las posi­
ciones sn-l y sn-2, refle jo sin duda, de la especificidad de 
drgano que presentan las fosfatidilcolinas, comentada con ante- 
rioridad, y que se acentua especialmente en el dia de la eclo- 
sidn, como puede apreciarse en las figuras 5 y 6*

Una de las caracterfsticas mds sobresalientes de las dis- 
tribuciones posicionales representadas en dichas figuras, es 
que la abundancia relativa de dcido palmftico en posicidn sn-l, 
es notablement© superior a la existante en posicidn sn-2, mien­
tras que a la inversa sucede con el dcido oleico. Por otra par­
te, se puede observar que el dcido estedrico, se localiza exclu- 
sivamente sobre la posicidn sn-l, de igual modo que los dcidos 
linoldico, araquiddnico y docosahexendico, lo hacen sobre la 
posicidn sn-2. Otros dcidos grasos, como el palmitoléico, no 
muestran este tipo de especificidad, sino que se presentan igual­
mente sobre las posiciones sn-l 6 sn-2. Estos datos vienen a 
confirmar una vez mds la régla general de que en fosfogliceri- 
dos animales, los dcidos grasos saturados se localizan princi- 
palmente sobre la posicidn sn-l, mientras que los insaturados 
lo hacen sobre la posicidn sn-2 (Hildebrand y law, 1.964; Haver­
kate y Van Deenen, 1.965; Brockerhoff y Ackman, 1.967; Okuyama 
et al., 1.967; Van Golde, 1.968; Perndndez Sousa et al., 1.971 
a; Gonzdlez Ros, 1.974; Abad, 1.974; Martinez Arias, 1.977).

Es interesanté por dltimo destacar las "relaciones de com- 
pensacidn"existentes entre los dcidos palmitico y oleico, tan- 
to para ocupar la posicidn sn-l, como la sn-2, de modo que aun­
que los niveles de uno de ellos, aumenten o disminuyan, el otro 
sufre una variacidn complementaria, de manera que la suma de las
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concentraciones de uno y otro permanece prdcticamente con un 
valor constante, que se mantiene durante el desarrollo en ambas 
posiciones, si bien con valores absolûtes distintos en una y 
otra.
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3.4. ESPECIES MOLECULARES DE POSPATIDILGOLINAS.-

A partir del fraccionamiento por cromatograffa de argenta- 
ci6n de los 3-acetil—1,2-diacil-sn-gliceroles derivados, tras 
el tratamiento descrito en 2.6.2. y 2.8.2., de las fosfatilco- 
linas de encefalo embrionario de polio (13, 17 y 21 dfas de 
edad) y pato (17, 22 y 28 dfas de edad), se llega a dos tipos 
de resultados complementariûs, que son, por una parte la abun­
dancia relativa y composicidn en dcidos grasos de cada fraccidn, 
y por otra, mediante hidrdlisis con lipasa pancredtica, la dis­
tribucidn posicional de los mismos. A partir de esta informacidn, 
dada en las tablas 11, 12, 13, 14, 15 y 16, se han calculado 
las especies moleculares de lecitinas correspondientes a cada 
una de las etapas del desarrollo del encdfalo estudiadas en ambas 
aves. La marcha analftica del proceso de obtencidn de 3-acetil- 
-1,2-diacil-sn-gliceroles a partir de fosfatidilcolinas, por 
cuanto que hay que obtener derivados representativos de estas, 
puede seguirse, observando la concordancia existante entre la 
composicidn en dcidos grasos de ambos compuestos, dada en las 
tablas 17 y 18.

Las fosfatidilcolinas del encdfalo embrionario de aves, 
se hallan constituidas por 15 especies moleculares mayoritarias 
(figura 7), que vienen caracterizadas porque ni la presencia, 
ni la abundancia relativa de cada una de ellas, présenta varia­
ciones significativas durante el période de desarrollo estudia­
do en ambas especies bioldgicas. Esta situacidn, prévisible des­
de el memento en que describimos la gran estabilidad composicio­
nal que, en este material bioldgico, caracterlza a las fosfati­
dilcolinas, contrasta grandemente con lo que sucede en el desa­
rrollo de otros drganos embrionarios (Abad, 1.974), descritos
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anteriormente en nuestro laboratorio, y debe ser interpretada 
en principle, come censecuencia del mantenimiente de la capa- 
cidad biesint^tica del tejide encef^lice en desarrelle, bipo— 
tesis esta, que pesteriermente fue ebjete de investigacidn.

Ceme se ha ebservade para la mayeria de les fesfelipides 
naturales, nuestra peblaci&n de fesfatidilcelinas estd integra- 
da per meleculas cen una distribucidn selectiva de Acides gra- 
ses, en el sentide de que la mayer parte de les restes de acile 
insaturades, se hallan unides a la pesicidn sn-2, mientras que 
les saturades esterifican principalmente al grupe hidrexile 
en pesicidn sn-1 del reste glicerel. Esta distribucidn ebserva- 
da en las especies mele culare s, es tetalmente ceherente cen la 
infermaci6n ebtenida per degradaci&n cen fesfelipasa Ag 
"peel” de fesfatidilcelinas encefdlicas.

En las figuras 8, 9, 10, 11, 12 y 13, se muestra la cem- 
pesicidn melecular detallada de las fesfatidilcelinas de encë- 
fale de embrion de pelle de 13, 17 y 21 dias de edad, asf ceme 
las équivalantes del embridn de pate: 17, 22 y 28 dfas. Asimis- 
mo, en la figura 14, adn a riesge de perder algdn detalle, se 
receje teda esta infermaci6n de mede cenjunte, en erden a una 
mejer cemparacidn de les resultades ebtenides. En cualquier 
case, s6le se han representade aquellas especies meleculares 
que supenen, en algune de les estadies del desarrelle estudia- 
des, m^s de un 2 del tetal.

Las primeras cenclusienes que se desprenden de la ebserva- 
ci6n de taies resultades, sen, la ya cementada estabilidad cem- 
pesicienal de las fesfatidilcelinas cen el desarrelle y la gran 
semejanza que entre si presentan, en este aspecte, las des es­
pecies de aves estudiadas, le cual abega una vez mds en faver 
de la idea de una especificidad de 6rgane muy acusada para las 
fesfatidilcelinas encefdlicas. Estes heches, junte cen la esca- 
8a variaci(5n que presentan, tante la cempesicidn en dcides gra- 
ses, ceme la distribucidn pesicienal de estes en las fesfatidil­
celinas durante el desarrelle (veanse apartades 3.2. y 3.3.),
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FIGURA 12
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hace, en nuestra opinion que la composioidn en especies molecu- 
lares en los punt os del desarrollo estu.diados, representen una 
buena aproximaoi6n, para cualquier otra etapa del desarrollo que 
se desee tomar en consideraci6n, representando pues en las fi­
guras 6, 7, 8, 9, 10, 11 y 12, lo que debe ser norma general 
en las fosfatidilcolinas de encefalo de aves durante todo el 
desarrollo embrionario.

Las especies moleculares de fosfatidilcolinas m^s importan­
tes cuantitativamente en nuestro material bioldgico, son, por 
este orden, las monoen6icas y las disaturadas, que representan 
aproximadamente un 50 y un 30 ̂  del total.

En la fracci6n de especies moleculares disaturadas, la re­
présentante principal es la 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfo- 
rilcolina, que présenta un ligero increments en sus niveles 
en el dfa 17 de incubaci<5n para el embri6n de polio, y en el 
dfa 22, équivalente del anterior, en el embri6n de pato, coin- 
cidiendo con el ligero aumento de la abundancia re1ativa de ^ci- 
do palmftico que se registra en esas edades, dâl que se di6 cuen- 
ta en el apartado 3.2. La abundancia relativa de esta especie 
molecular, es superior a las descritas para la misma en la ma- 
yoria de los materialss biologieos (Montfoort et al., 1.971;
Klaus et al., 1.961), excepci6n hecha para el tejido pulmonar 
donde présenta niveles aun mds elevados (Montfoort et al., 1.971; 
Soodsma et al., 1.976).

Otra représentante de las especies moleculares disaturadas, 
aunque con mucha mener importancia cuantitativa, es la 1-estea— 
roil, 2-palmitoil-sn—glicero-3-fosforilcolina, no detectandose 
nunca la mol^cula sim^trica, es decir, aquella que tendrfa ^cido 
palmftico en posicidn sn-1 y dcido estedrico en posici<5n sn-2.
Es interesante recalcar, dentro de este grupo de mol^culas disa­
turadas, la ausencia en nuestro material biologico, de cantida- 
des apreciables de 1-palmitoil, 2-estearoil-sn-glicero-3-fosfo~ 
rilcolina o de 1,2-diestearoil-sn-glioero-3-f osf orilcolina, por 
ser congruente con los resultades obtenidos de les estudios so-

- 152 -



bre permeabilidad de liposornas (Demel et al., 1.968; De Gier 
et al., 1.968; Inohue, 1.974), que concluyen en que la presen- 
cia de estas moleculas hace la estructura de la bicapa demasia- 
do rfgida e impermeable. Por otra parte, la ausencia de molecu­
las taies como dilauril- o dimiristoil-lecitina no sorprende 
a la vista del an6malo comportamiento que han demostrado en 
sistemas modelo (Reman y Van Deenen, 1.967)*

Las especies moleculares mcnoendicas se hallan en el enc^- 
falo embrionario aun en mayor proporci6n que las anteriores. En 
esta fracci6n, las moleculas principales son la 1-palmitoil, 2- 
—oieoil-sn-glicero-3-fosforilcolina y su sim^trica, 1-oleoil, 
2-palmitoil-sn-glicero-3-fosforilcolina, como corresponde a las 
mayores abundancias relativas que presentan estes Acides grasos 
en las fosfatidilcolinas de partida. Cabe sehalar aquf, como 
caracterfstica peculiar del encefalo, que la 1-oleoil, 2-palmi- 
toil-sn-glicero-3-fosforilcolina, no se présenta en cantidades 
apreciables en otros 6rganos embrionarios taies como el hfgado 
(Abad, 1.974) o el pulm6n (Soodsma et al., 1.976), hecho que 
se achac6 en su dfa, a una selectivldad posicional del reste 
oieoil0, que realmente fue comprobada, en hfgado, con estudios 
de incorporacidn de dcidos grasos radioactives (Lands y Hart, 
1.966 ; Van den Bosch et al., 1.968; Cell, 1.975).

Otras especies monoen6icas présentes en las fosfatidilco­
linas del enĉ fsLlo embrionario, son las correspondientes a las 
combinaciones de los acides grasos saturades palmftico y este^- 
rico, con los monoinsaturados, oleico y palmitoleico, acilando 
indi s tint ameute las posiciones sn-1 6 sn-2, excepci<5n hecha del 
î̂ cido este^rico que no se detect6 nunca sobre la posicidn sn-2.

Las especies moleculares dienoicas, presentan unos niveles 
relativamente bajos, alrededor del 7 y se encuentran bajo 
dos formas: por doble insaturaci(5n en la misma cadena apolar 
(^cido linoleico) y por concomitancia de dos cadenas monoinsa- 
turadas dentro de la misma molecula. La primera de estas moda-
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lidades, tiene como 'unico représentante a la 1-palmitoil, 2- 
-linoleoil-sn-glicero-3—fosforilcolina, que résulta ser algo 
menos abundante en el embri6n de pato, mientras que la segunda 
modalidad, cuenta casi en solitario con la 1,2-dioleoil-leoiti- 
na que en ningun case supera el 4 - 5 ^ del total de fosfatidil­
colinas . Ambas especies monoenoicas, han sido descritas con an­
te rioridad en el encefalo de animales superiors s (Mon'kf oort et 
al., 1.971).

Las especies moleculares poliinsaturadas, tetraenoicas y 
hexaendicas principalmente, presentan tanto en uno como en otro 
caso, niveles de un 6 - 9 ^ en todos los puntos del desarrollo 
estudiados, es decir con una baja abundancia relativa en compa— 
racidn con otros drganos embrionarios aunque es de suponer que 
en etapas muy tempranas (anteriores al 9- dfa de incubaci6n pa­
ra el caso del polio), sean cuantitativamente nuls importantes, 
dados los mayores niveles de ^cidos grasos poliinsaturados que 
presentan las lecitinas al comienzo del desarrollo (veanse apar- 
tados 3.2. y 3.3.). En todos los casos, es el ^cido palmftico 
y no el esteÆrico, el que acompana preferentemente, en posicidn 
sn-1, a los dcidos araquid6nico y docosahexenoico, para dar lu- 
gar a las especies poliinsaturadas mayoritarias, 1-palmitoil,
2-araquidonoil-sn-glicero-3-fosforilcolina y 1-palmitoil, 2- 
-docosahexenoil-sn-glicero-3-fosforilcolina. Estos tipos de 
especies moleculares poliinsaturadas, son las mds frecuentes 
en tejidos de animales superiorss, si bien la situaci6n se 
invierte en el caso de las especies tetraenoicas del higado 
de embriOn de polio (Abad, 1.974), del hfgado de conejo y cer- 
do (Montfoort et al., 1.971) y del cerebro de vaca (Montfoort 
et al., 1.971), donde es el cCcido esteârico, en posiciOn sn-1, 
el que acompana al dcido araquidOnico, en posiciOn sn-2, con 
mayor frecuencia que el acido palmftico.

No se han detectado especies di-poliinsaturadas, por ejem- 
plo, a base de combinaciones, araquid Oni c o/araquid Oni c o o araqui- 
dOnico/docqsahoxenOico, ptc., lo cual se halla de aeuerdc con
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la inestabilidad observada en sistemas modelo construidos con 
dichas especies moleculares (De Gier et al., 1.968).

Con los resultados descritos en este apartado, hemos obte- 
nido una descripciOn virtualmente compléta de las distintas es­
pecies moleculares que constiruyen las fosfatidilcolinas del 
encefalo embrionario de aves, asi como de sus abundancias rela­
tivas durante el desarrollo, pero llegados a este punto, el ti- 
po de experimentaoi6n seguido, puranente analftico y estructu- 
ral, dejaba sin contestar una serie de euestiones que se plan­
te ar on a continuaciOn y que hacian referenda a la misma capa- 
cidad biosint^tica del tejido encef^lioo en desarrollo o al 
origen de cada una de las especies moleculares anteriormente 
descritas, dada la diversidad de rutas metabOlicas capaoes de 
dar lugar a lecitinas y la posibilidad de que puedan o no ser 
operativas en una etapa dada del desarrollo. Es por ello que, 
una vez superada esta primera etapa, ms£s estatica, de descrip- 
ci(5n de estructuras moleculares, fuera ne ce sari o iniciar otro 
tipo de experimentacidn, mi£s dinAnico, que en principio, pudie- 
ra permitir dar respuesta a estas euestiones planteadas. Los 
resultados a que se lleg6 con ella, son los que se exponen en 
el proximo apartado.
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143.5. IITCORPORACION DE ACIDO PALMITIC0-1-_C.-

E1 primer problema que plantea una investigaci6n que préten­
de elucidar el origen de varias especies moleculares distintas 
es el de seleccionar el precursor marcado adecuado, que para ser- 
lo, ha de cumplir una condicidn b^sica: la de ser un components 
estructural comdn a todas las especies o grupos de especies mole­
culares objetos de estudios, de manera que, en principio, pueda 
incorporarse a todas ellas, dando asI cuenta de la intensidad de 
su biosfntesis. En este sentido, los distintos autores han veni- 
do utilizando como precursores, distintos productos: glicerol, 
sn-glicerol-3-fosfato, ortofosfato, etc., marcados con Ĥ, ^^C,

etc., pero en nuestro caso, dado que el î̂cido palmftico cum-
ple la condici(5n de ser un componente estructural comiln a todos 
los grupos de especies disaturadas, monoenoicas, dienOicas, etc., 
nos pareci6 adecuada su utilizaciOn.

En la presente investigaciOn, se han utilizado exclusivamen- 
te embriones de polio domestico de 13, 17 y 21 dfas de edad, como 
proveedores del tejido encefdlico a estudiar.

3.5.1. ELECCION DE LAS COHDICIONES EXPERIIIENTALES Y ESTUDIO DE 
LA INCORPORACION.-

Para comenzar los estudios de biosfntesis de fosfatidilco- 
J.inas, fueron necesarios varies ensayos previos para la puesta 
10. punto de .un sistema "in vitro" que, estando lo menos alterado 
iposible respecte a las condiciones originales del material bio- 
HOgico, respondiera a unas exigéncias mfnimas en lo que a la 
incorporaciOn del precursor radioactive se refiere. En este sen­
tido, en la figura 15, se muestra la variaciOn que expérimenta
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la incorporaci6n de acido palmftico-1-^^0 a lecitinas, frente 
a la ooncentraci6n de proteinas de encefalo de embri6n de polio 
de 21 dfas en el medio de incubaoi6n* La incorporacidn signe 
una curva sigmoidea que se estabiliza en iina meseta a partir de 
los 24 - 26 mg de proteina/ml* La zona de trabajo escogida por 
nosotros fue la correspondiente a 30 mg de proteina/ml, que su- 
ministra una incorporacidn mdxima e independiente de posibles 
errores expérimentales que pudieran cometerse en la preparaci6n 
de homogeneizados,

El efecto de la presencia de algunos cofactores, ATP y Coen- 
zima A, tambiën se ensayo con embriones de polio de 21 dfas, mos- 
trandose los resultados obtenidos en la figura 16, donde puede 
observerse un aumento de la incorporacidn a lecitinas con concen- 
traciones crecientes de cofactores. Las concentraciones de dichos 
cofactores en el medio de incubaci<5n, seleocionadas para nuestra 
experimentaoi(5n, fueron de 2 mM de ATP y 40 - 60 jÆ de coenzima 
A, que ocasionan un aumento aproximado de un 10 ^ en la incor- 
poraci6n, que si bien no es cuantitativamente muy importante, per­
mits trabajar con mayor holgura.

Otro punto importante a comprobar, en orden a expresar la 
incorporaci(5n como porcentaje de la radioactividad inicialmente 
contenida en el ^cido graso precursor, es el efecto que pudiera 
tener la adici&n al medio de incubacidn de cantidades variables 
de dicho precursor marcado, Los resultados se muestran en la 
figura 17, donde puede observarse que en la zona de trabajo uti- 
lizada (entre 0,7 y 1,5. x 10^ c.p.m. de dcido palmftico~l-^^C), 
el aumento de la incorporaci6n con la cantidad de precursor, es 
perfectamente lineal, lo cual da total validez al sistema de 
expresi(5n indicado anteriormente, que de otro modo no serfa via­
ble •

Bajo las condiciones expérimentales anteriormente descritas, 
se obtuvo, en las très etapas del desarrollo estudiadas, una re- 
cuperaci(5n de la radioactividad en ifpidos totales que se ha re- 
presentado en la figura 18 como porcentaje de la radioactividad
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inicialmente contenida en el ^cido palnatico-l-^^C utilizado co- 
mo precursor* La recuperacidn de dicha radioactividad oscila al­
rededor del 80 - 90 excepte para el embridn de 21 dfas, en el 
que résulta ser practicamente total.

En las figuras 19, 20 y 21 se ha representade la variaci6n 
con el tiempo de incubacidn (de 2 a 90 minutes) de la incorpo- 
raci&n a las distintas clases lipidicas, expresada como porcen­
taje de la actividad recuperada en lipides totales, Las curvas 
que representan tanto la aparicidn del marcaje en las clases li­
pidicas, como la desaparicic5n del mismo en la fraccidn de Acides 
grasos libres, se estabilizan al cabo de 30 - 45 minutes del 
comienzo de la incubacion, para cual qui era de las très e tapas 
del desarrollo estudiadas. En este sentido, llama poderosamen- 
te la atenoidn el hecho de la gran incorporaci(5n que se registra 
en la fracci(5n fosf olipfdica total y muy especialmente, en f os­
fatidilcolinas, que da cuenta aproximadamente de un 50 ^ de la 
actividad recuperada en Ifpidos totales, lo que es équivalente 
a decir un 40 - 45 ^ de la actividad inicialmente contenida en 
el dcido graso precursor (ver figura 18), no siendo frecuente 
en otros sistemas biologieos, "in vivo" o "in vitro", una efi- 
cacia tal en la incorporaci6n de fcidos grasos. Esta extraordi- 
naria capacidad biosint^tica résulta muy interesante porque per- 
mitiria explicar, en principio, la elevada abundancia relativa 
con que se presentan las fosfatidilcolinas en el tejido encefili- 
co en desarrollo, aun cuando el posible origen end<5geno de ^stas, 
s6lo puede demostrarse dando cuenta de todas las especies mole­
culares que las constituyen, punto este que se abordera mfs ade- 
lante (apartado 3*5.3.)# La incorporacidn de acido palmfti c o-l-^^O 
a fosfatidilcolinas, aun cuando muy elevada en las très etapas 
del desarrollo estudiadas, résulta ser sensiblemente superior 
en el embridn de 21 dfas (veanse figuras 18 y 21).

La siguiente clase lipfdica en importancia, aunque muy dis-
tanciada de las lecitinas, por lo que a la incorporaci6n de ^ci-

3 4do polmftico-1-' C se refiere, son los trigliceridos, que tras
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dar cuenta en el embridn de 13 dias de un 25 ^ de la actividad 
de los lipidos totales, descienden hasta un 10 ̂  a los 17 y 21 
dfas. Pese a esa menor incorporacion en relacidn con las leci­
tinas, si considérâmes que la abundancia relativa en moles de 
los trigliceridos encefâlicos es muy inferior a la de aquellas, 
resultarfa plausible la hip6tesis de que ambas clases lipfdicas, 
tengan actividades especfficas semejantes, lo cual abogarfa en 
favor de un origen comdn, a partir de una misma rut a metabblica, 
para las mismas, iiecho este, en cierta medida congruente con la 
semejanza que presentan en la composici6n de ^cidos grasos (ver 
apartado 3*2.).

Otras clases lipfdicas, tales como fosfatidiletanolaminas 
o liso-fosfatidilcolinas, presentan niveles muy bajos de incor- 
poracidn, lo cual debe indicar probablemente una heterogeneidad 
metab(5lica, entre estas y las fosfatidilcolinas, pese a su afi- 
nidad estructural.

En ningiîn caso se detect^ actividad alguna en las fracciones 
de colesterol, esteres de colesterol o monogliceridos, por lo que 
no figuran en las representaciones.

La utilizaci(5n del dcido palmftico marcado, es mdxima en el 
embri6n do 13 dfas, en el que subsisten tan s6lo unos niveles re- 
siduales de este de alrededor de un 5 a partir de los 45 mi- 
nutos de iniciada la incubacidn.

3.5.2. DISTRI3UCI0N POSICIONAL DE LA RADIOACTIVIDAD EN POSPATI- 
DILCOLINAS.-

En el apartado anterior se apunt(5 la posibilidad de que las 
fosfatidilcolinas del encefalo embrionario tuvieran, dada la ca- 
paoidad biosint^tica de aquel, un origen enddgeno. Con objeto de 
averiguar como el acido palmftico-1incorporado "in vitro" 
se distribuyen entre las posiciones sn-1 y sn-2 del reste gli­
cerol, se tomaron fosfatidilcolinas de enc^falos embrionarios de
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13, 17 y 21 dfas de edad, procédantes de incubaciones oon ẑ cido 
palmftico marcado, de 1 hora de duraci6n, a las que, ur.a vez pu- 
rificadas, se ariadieron lecitinas sin marcar de las mismas etapas 
del desarrollo, tras lo cual, se sometieron a tratamiento con 
fosfolipasa A2, procediendose a continuaci6ri al contaje de la acti- 
vidad en las fracciones résultantes de lisolecitinas y dcidos 
gras03 libres, Los resultados obtenidos, se rauestran en la figu­
ra 22, donde al mismo tiempo se establece una comparacidn con la 
distribuci(5n posicional "in vivo" del dcido palmftico sobre las 
lecitinas, calculada a partir de les dates expuestos en les apar- 
tados 3.2, y 3.3.

De la observacidn de les dates representados en la figura 22, 
puede facilmente deducirse la extraordinaria semejanza que pre- . 
sentan ambos tipos de distribuciones posicionales, cuyas ligeras 
diferencias, posiblemente sean debidas al errer experimental que 
se acumula en les distintos procedimientos analiticos utilizados. 
Las semejanzas observadas, se deben interpreter corne que el dci- 
do palmftico incorporado dà cuenta de practicamente todo el ^ci- 
do palmftico présenté en fosfatidilcolinas, tante en posicidn 
sn-1, corne en posicidn sn-2, con lo cual la idea de un origen 
enddgeno de, substancialmente todas las fosfatidilcolinas ence- 
fdlicas, que vendraan dadas per una activa biosintesis "de novo" 
(que da cuenta de la introducci(5n de restes de acilo en anibas 
posiciones), se ve fuertemente reforzada, aun cuando su verosi- 
militud no serfa total sin una demostracidn a nivel de las dis­
tintas especies moleculares.

3.5.3, INC0RP03ACI0N A ESPECIDS MOLECULAPES DE POSPATIDILCOLINAS.'

En les apartados 3,5.1. y 3.5.2. se han ido aportando algu- 
nas pruebas acerca del origen enddgeno de las fosfatidilcolinas 
del enc^falo embrionario, que resultarian de la actuaci6n de una 
ruta de biosintesis "de novo", seîîalàndose asimismo, que la prue-
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ba definitiva a esta hip6tesis, vendrfa dada por una demostraci^n 
a nivel de todas las especies o grupos de especies moleculares 
que constituyen dicho fosfolipido. En este apartado se ha abor- 
dado este problema, haciendo para ello use de la tecnica de 
fraccionamiento directe de lecitinas por cromatograffa de argen- 
tacidn, descrita en el apartado 2, que rinde separadamente, cua- 
tro fracciones: 1) especies moleculares disaturadas, monoenoicas 
y dienoicas, que aparecen en el cromatograma come una linica banda, 
2) especies tetraendicas, 3) especies hexaen6icas y 4) una peque- 
ha fraccidn constituida principalmente por especies pentaen6icas, 
que si bien resultan ser despreciables en masa, presentan unos 
niveles de actividad no despreciables en las incorporaciones.

Los resultados obtenidos de los fraccionamientos de leci­
tinas procédantes de incubaciones con ^cido palmitico marcado, 
correspondientes a enc^falo de embriones de polio de 13, 17 y 
21 dfas de edad, vienen dados en las figuras 23, 24 y 25 respec- 
tivamente, donde se han representado los porcentajes de incor- 
poracidn a cada fraccidn (como nmoles de cîcido palmftico-l-^^C) 
con relacidn a las lecitinas totales, frente a los distintos 
tiempos de incubacidn en un intervale de 2 a 90 minutes. Este 
tipo de representaciones, han resultado ser de gran utilidad 
por cuanto que permiten observar posibles relaciones entre los 
distintos grupos de especies moleculares, asi como establecer 
el tiempo a partir del cual la incorporacicSn a cada uno de estes 
grupos se estabiliza.

De la observaci6n de estes resultados, puede concluirse que 
en las très etapas del desarrollo embrionario estudiadas, la 
incorporacidn a cada uno de los grupos de especies moleculares, 
permanece practicamente constante desde el inicio de la incuba- 
ci(5n, aun cuando la estabilizaci(5n definitiva, no se consigue si- 
no hasta transcurridos los primeros 30 - 45 minutes.

En adici(5n a lo anterior, pue de observar se que entre los 
resultados que muestran las figuras 23, 24 y 25, y los expuestos 
en el apartado 3.4., parece existir, en principle, una gran si-
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militud entre ambos, ya q.ue los grupos do especies moleculares 
TÛÂ3 marcados son precisamente aquellos que presentan una mayor 
abundancia relative en moles• All ora bien, esta comparaci6n que, 
en termines cualitativos es valida, no lo es cuantitativamente, 
por cuanto que la variable medida en nuestra experimentaci(5n es 
la incorporaci(5n de acido palmftico a los distintos grupos de 
especies molecu-lares y no la biosintesis de cada una de estas 
lecitinas, distinci<5n que viene establecida por la distinta 
abundancia relative del dcido palmitico en cada una de ellas. 
Esta diferencia entre ambos conceptos podria salvarse unicamente 
en el caso de que la incorporacidn del dcido palmitico marcado, 
siguiera exactamente la misma pauta definida por la distribu- 
ci 6n que dicho dcido graso présenta en las distintas especies 
moleculares, hecho este que en principio, parece plausible dado 
que se ha demostrado ya en la distribuci6n posicional sobre las 
lecitinas totales (apartado 3.5.2.), Si dicha suposicidn fuese 
valida y no operase, de modo significative, ninguna otra ruta de 
biosintesis de fosfatidilcolinas, dividiendo los porcentajes de 
incorporaci&n, expuestos en la zona estabilizada de las figuras 
23, 24 y 25, por el numéro medio de moles de dcido palmftico 
présenté en cada grupo de especies moleculares y expresando este 
en porcentajes, obtendriamos la actividad especifica porcentual 
de cada fraccidn, que representaria el percentage de incorpora- 
ci6n de ^cido palmitico por mol de lecitinas, formalmente équi­
valente al percentage de biosintesis de cada grupo de especies 
moleculares. Los resultados obtenidos de este modo, se muestran 
en la figura 26, donde junte con elles, se han representado las 
abundancias relativas en moles con que estes mismos grupos de 
especies moleculares se presentan "in vivo" en el encefalo en 
desarrollo.

La congruencia observada entre ambas representaciones su- 
giere fuertemente la idea de que la capacidad biosintetica del 
encefalo en desarrollo da cuenta de practicamente todos los 
grupos de especies moleculares de fosfatidilcolinas, que tendrfan.

- 172 -



(6
:0 G O ­

G O

0 ,1,2

<A 810

13 d. 87 d. 21 d.
%o

F I G U R A  ?6

- 171 -



FIGURA 27

►.yy

(A.2%
r“
CM

(0

CM [

Q i ^ l D O S i i
Â

(A
(0

*̂ '1' -i.v#-* w w ? '  j 'i ?! *4wwww!#R

II' iiifaïitfirtfirj'-'wriTiiii ̂  r'f''W'ii#kÀiMir# A..

I D D u '

[liilll llllllill

i , > !yy yyO U C D D ü C D D O

(A2î
m

M M n n r i n n' ' ' U  U  u  u  w

o o(0
/-
O

OJ|IA UlIl * Il
ss3UO|33ej| ep e p u e p u n q ^

I
Om

OAIA Ui

rOq* o10

s o u o i0 3 e j| ep esouepunqv



por tante un origen end(5geno, y da validez a la liip6tesis de par- 
tida acerca de como se distribuye en dichas mol^culas el ^cido 
palmitico precursor, lo que constituye una prueba directa de la 
operatividad de una biosintesis "de novo" muy activa que darfa 
cuenta, q u l z d  por si s6la, de la aparici(5n de los distintos ti­
pos de especies moleculares.

La proposicidn anterior puede, no obstante, objetarse debi- 
do al hecho de la limitacicSn experimental que establece la tecni­
ca de fraccionamiento directo de lecitinas por cromatografia de 
argentacion, que rinde como ilnica, una frac ci 6n tan importante 
en el encefalo como la constituida por la suma de las especies 
disaturadas, monoendicas y dien6icas, que dan cuenta de un 80 - 
90 ^ del total de especies moleculares y que no tienen, en prin­
cipio, porquë presentar un comportamiento homogeneo que aquf 
se les ha supuesto. La lînica forma de soslayar esta incertidumbre, 
es utilizar en la experimentacidn una tecnica de mayor poder de 
resoluci(5n, como la ya descrita cromatograffa de argentaci6n de
3-acetil-l,2-diacil-sn-gliceroles derivados de las lecitinas, 
utilizada en la elucidaci(5n de la composici<5n en especies mole­
culares de las mismas (apartado 3.4.). Para ello, se tomaron
lecitinas marcadas procédantes de incubaciones a 1 hora con 
. . 1 4acido palmitico-1- G, a las que se ahadieron 4 - 5 mg de leci­
tinas sin marcar, procediendose a continuacidn a su transfcrma- 
ci(5n en acétates de digliceridos (ver apartado 2), fraccionando- 
se estes por cromatografia de argentaci(5n y determinandose la 
actividad en cada una de las bandas del cromatograma. Los resul­
tados obtenidos acerca de la distribuci6n de la radioactividad, 
expresada como actividad especffica porcentual, se han represen­
tado en la figura 27 frente a las abundancias relativas, en moles, 
de cada uno de los grupos de especies moleculares, pudiendo obser- 
varse una gran similitud entre ambos tipos de resultados, que no 
hace sino consolider las conclusiones anteriormente expuestas 
acerca del origen de las fosfatidilcolinas del encefalo en desa­
rrollo.
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3.5.4. EF30T0 D3L Ca'*̂  SOBRE lA IMCOHPORACION.-

Kennedy, en 1.957, describi6 la gran sensibilidad que la 
ruta de biosintesis "de novo" que lleva su nombre présenta fren- 
te al Ca’’, incluse a bajas concentraciones de este. En este sen- 
tido, nos pareciô oportuno 3.1evar a cabo un estudio sobre el efec* 
to del Ca*^ sobre la incorporacién de ^cido palmftico a lecitinas 
en el encefalo embrionario, con la intend6n de obtener alguna 
otra confirmaci(5n independiente acerca de la operatividad de di­
cha ruta metab6lica en la biosfntesis de los distintos grupos 
de especies moleculares.

Para ello, se utilizaron encefalos precedentes de embriones 
de polio de 13 dfas de edad, que por presentar unos niveles re- : 
lativos maximes de incorporaci&n a los grupos minoritarios de 
especies tetra y hexaendicas (ver figura 23 y 26), parecfa ser 
el material bioldgico mas adecuado para medir dicho efecto en 
tcdos los grupos de especies moleculares présentes.

Las incubaciones se realizaron a dos tiempos diferentes,
5 y 90 minutes, en medios cuyas concentraciones de Ca*' fueron 
en ambos casos, de 0, 1 y 3 biM. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 28, donde puede constatarse una fuerte

•W*inhibicion de la incorporaci(5n frente a concentraciones de Ca* 
crecientes. Licha inhibicion, se manifiesta tanto en el conjunto 
de las fosfatidilcolinas encef^licas, como en cada uno de los 
grupos de especies moleculares que las constituyen, reduciendo 
la incorporaciOn a un 50 ^ de su valor normal, entre los valo-

. i.JLres limites del range de concentraciones de Ca'* ensayadas, he­
cho este, que apoya la operatividad de la biosfntesis "de novo" 
via ruta de Kennedy.

•M*El efecto do concentraciones crecientes de Ca*‘ sobre la 
incorporaciOn de fcido palmftico a los distintos grupos de es­
pecies moleculares, puede observarse con mayor facilidad en la 
figura 29, il onde se ha representado la distribuciOn de la in-
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corporaci6n en cada grupo, en nmoles de ^cido palmitico-l-^^C, 
con relaci(5n a la incorporaci&n total en lecitinas, a los dos 
tiempos de incubacion estudiados. Todos los grupos de especies 
moleculares parecen verse igualmente afectados por la presencia

JL± ,del Ca*’, hecho este que sugiere que practicamente todos esos 
grupos, deben sintetizarse por esa misma ruta sensible al Ca*^, 
esto es, la ruta de Kennedy, excepcidn hecha, si acaso, de las 
especies hexaen6icas que, a los 5 minutos de incubacidn, pre­
sentan un comportamiento distinto al del resto de especies mo— 
leculares, si bien, dicha variaci(5n, adem^s de ser poco signi- 
ficativa, deja de presentarse en las incubaciones a 90 minutos.

3.5.5. CIOLO DE DESAGILACION-ACILAOION.-

Las experiencias descritas en los apartados 3.5.2., 3.5.3. 
y 3.5.4., al tiempo que ponen de manifiesto la operatividad de 
una biosintesis ."de novo" muy activa para las fosfatidilcolinas 
encefdlicas, reducen la posible operacidn de otras rutas meta- 
bdlicas a téiminos cuantitativamente poco importantes. A pesar 
de esto y debido al hecho de que la posibilidad de un ciclo de 
desacilaci6n-acilaci6n en el encefalo ha sido postulado por 
diversos autores (Baker y Thompson, 1.972; Braüning y Gercken, 
1.976; Gullis y Rowe, 1.975 y 1.976) y demostrada en el higado 
embrionario del polio (Coll, 1.975) nos parecicS conveniente ve- 
rificar la posible operatividad de dicho ciclo en nuestro sis- 
tema "in vitro". Para ello se tomaron lecitinas marcadas, procé­
dantes de incubaciones con dcido palmltico-U-^^C, que una vez 
purificadas, se utilizaron como sustrato radioactive para medir 
la actividad fosfolipasica del tejido, o se sometieron a. hidr6- 
lisis con fosfolipasa A2 de Orotalus adamanteus, para obtener 
liso-fosfatidilcolinas marcadas, sustrato de las acilaciones.
En este tipo de experiencias se utilizaron unicamente encefalos 
procédantes de embriones de polio de 17 dfas de edad.
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Los resultados obtenidos de las experiencias destinadas a 
medir la actividad fosfolipdsica del encefalo embrionario, se 
muestra en la tabla 19, donde puede observarse que, en las con- 
diciones "in vitro" ensayadas, dicha actividad desacilante es 
practicamente nula y en cualquier caso inespecffica, ya que, 
como se muestra en la figura 30, la distribucion de la radioac­
tividad en los distintos grupos de especies moleculares de leciti­
nas, permanece inalterada.

TABLA 19: ABUNDANCIA RELATIVA DE ACIDO PALMITICO-U-^^G (nmoles)
EN SU3TRAT0S Y PRODUCTOS FINALES EN EXPERIENCIAS DE 
DESACILACION DE LECITINAS

0̂ de actividad

t = 0 min. t = 60 min*

PC
liso-PC
PPA

86,93 87,08 
0,96 1,08 

12,38 11,00

TABLA 20: ABUNDANCIA RELATIVA DE ACIDO P.ALiViITICO-U-̂ Ĉ (nmoles)
EN SUSTRATOS Y PRODUCTOS FINALES EN EXPERIENCIAS DE
ACILACION DE 2-LISOLECITINAS

io de actividad

•t; = 0 min, t = 60 min.

PO
liso-PC
PPA

2,77 63,89 
93,40 4,48 
3,63 31,59

Por lo q.ue se refiere a la capacidad de aoilaci6n de 2-li- 
soleoiiinas, en la tabla 20, puede observarse que es relativamen
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te grande, ya que tras 60 minutes de incubaci6n, mds del 60 
de las 2-lisolecitinas utilizadas como sustrato, son aoiladas 
a fosfatidilcolinas, si bien dicha acilacidn es relativamente 
inespecifioa, tal como se muestra en la figura 31, resultando 
marcados todos los grupos de especies moleculares de lecitinas 
en proporciones seme jantes a las que resultan tras una incorpora- 
ci(5n de ^cido palmitico (apartado 3.5*3), de modo opuesto a lo 
descrito para el higado embrionario (Coll, 1.975), donde la 
aoilaci(5n de formas liso, da lugar, especificamente, a la apa- 
rici(5n de especies moleculares de lecitinas tetraen6icas•

Por ultimo, es interesante destacar el elevado marcaje, 
aproximadamente un 30 con que aparece la fraccidn de dcidos 
grasos libres tras llevar a cabo la incubaci(5n (ver tabla 20), 
hecho este, que podria ser interpretado como una consecuencia 
de la actuacidn de liso-fosfolipasas, descritas por varios auto­
res en el tejido encefdlico (Leibovitz-Ben Gershon y Gatt, 1.968; 
Leibovitz-Ben Gershon et al., 1.972).

En resumen, pese a la operatividad de un sistema de acila- 
ci6n de formas liso, dada la ausencia de actividad fosfolip^hica, 
no parece probable la operacidn eficaz de un ciclo de desacila- 
ci6n-acilaci6n propiamente dicho, al menos, en las condiciones 
"in vitro" ensayadas.
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En la présente memoria se describen los resultados de una 
investigacidn centrada en la determinaci6n de la oonstituoidn 
en especies moleculares de fosfatidilcolina de encefalo embrio­
nario de dos especies de ave s (Gailus gallus y Anas boschas) en 
distintas fases de su desarrollo, asi como en la dilucidaci6n 
de sus rutas de biosintesis,

Asimismo, se ha establecido la composici(5n en Acides grasos 
de las distintas clases de ifpidos encefdlicos obteniendose asi 
un marco de referencia para dicha investigaci(5n,

Los resultados y conclusiones obtenidos se resumen a conti- 
nuaci6n:

1, Las dos especies de aves utilizadas, presentan pautas 
practicamente identicas en todos los aspectos estudiados, excep- 
to por lo que se refiere al distinto peso del encefalo, mayor
en el pato, y a un relativamente superior grado de insaturaci6n 
que présenta el pato, en todas las clases lipfdicas, hecho este 
que posiblemente obedezca a diferencias en la alimentaci6n de 
ambas especies.

2, A medida que progresa el desarrollo, se registra un 
aumento del contenido lipfdico total que résulta ser, no s6lo 
consecuencia del aumento de tamaho del encf̂ falo, sino adem^s 
de un enriquecimiento lipidico paulatino del tejido en creci- 
miento. El mismo fen6meno se détecta en las fracciones de fos- 
folfpidos totales, fosfatidilcolinas y f osfatidile tanolaminas, 
especialmente en etapas périnatales, pudiendo esto obedecer al 
intenso dep6sito fosfolipfdico y lipfdico en general, que acon- 
tece en el inicio de la fase de mielinizaci&n activa.

3, Los l'Ipidos totales o las diferentes clases lipidicas 
del encefalo, con relacidn a las del vitelo nutritive, se dis­
tinguer principalmente por un menor grado de insaturaoidn glo­
bal en las cadenas de acilo de efstos con relaci6n al de aquellos,
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lo cual debe indicar una sintesis continua por parte de los 
tejidos embrionarios de Acides grasos de alta insaturacidn, 
singulamiente araquiddnico y docosahexen'(5ioo, practicamente 
inexistantes en el vitelo.

4. los fosfolxpidos del encefalo, y por ende las fosfatidil­
colinas como fosfolxpidos mds abundantes, resultan ser, junto 
con el colesterol, componentes mayoritarios de la fraccidn li- 
pfdica total.

5. Las composiciones en Acides grasos de cualquiera de las 
distintas clases lipxdicas estudiadas, muestran, adem^s de una 
elevada especificidad de 6rgano, diferencias muy notables entre 
si, de modo que fosfolxpidos estructuralmente afines, tales como 
fosfatidilcolinas y fosfatidiletanolaminas, exhiben abundancias 
relativas muy diferentes para los distintos dcidos grasos que 
los constituyen.

6. La composici6n en dcidos grasos de fosfatidilcolinas, 
relativamente semejante a la de los triglicdridos, muestra una 
especificidad de drgano muy acusada, de modo que resuitan practi­
camente identioas, las correspondientes a las dos especies de 
aves estudiadas. Junto con esto, destaca el hecho de que dicha 
composicidn, se mantenga- practicamente constante, a partir de 
etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. En todos los 
casos los dcidos palmxtico y oleico dan cuenta de, aproximada- 
mente, un 80 ^ del total de dcidos grasos.

7. Estos dcidos grasos se distribuyen sobre las dos posi­
ciones posibles del resto glicerol de las fosfatidilcolinas con- 
firmando una vez mds la regia general de que, en animales supe- 
riores, los acidos grasos saturados se localizan princinalmente 
sobre la posicidn sn-1, mientras que los insaturados, lo hacen 
sobre la sn-2. En este sentido, puede observarse que la abundan­
cia relative de dcido palmftico en posicidn sn-1 es notablemente 
superior a la existante en posicidn sn-2, mientras que lo contra­
rio sucede para el dcido oleico. Por otra parte, el dcido ested- 
rico se localize exclusivamente sobre la posicidn sn-1, mientras
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que los dcidos linoldico, araquiddnico y docosahexendioo, lo 
hacen s6lo sobre la posicidn sn-2, siendo ello prueba de la 
actuaciôn selectiva de las acil-transferasas correspondientes.

8. Las fosfatidilcolinas del encéfalo embrionario se 
hallan constituidas por 15 especies moleculares mayoritarias, 
que no presentan variaciones cualitativas ni cuantitativas du­
rante el periodo del desarrollo estudiado. Esta ausencia de va­
riaciones se justifica por el mantenimiento observado en la ca­
pacidad biosintdtica del tejido en crecimiento. La gran simi— 
litud composicional observada entre las dos especies de aves, 
reafirma, una vez mds, la idea de una acusada especificidad de 
drgano.

9* Las especies moleculares mds importantes cuantitativamen­
te, son las monoendicas y las disaturadas, singularniente, 1,2-di- 
palmitoil-sn-glicero-3-fosforilcolina, l-palmitoil,2-oleoil-sn- 
-glicero-3-fosforilcolina y l-oleoil,2-palmitoil-sn-glicero-3- 
-fosf orilcolina.

10. El sobrenadante postrruclear del encefalo de embridn 
de polio, constituye un sistema "in vitro" capaz de llevar a 
cabo una intensa sfntesis de Ifpidos y muy especialmente de
fosfatidilcolinas, justificandose asi la elevada abundancia re­
lative de este fosfoglicerido en la fraccidn lipidica total. No 
se detectan variaciones apreciables, cualitativas o cuantitativas, 
por lo que respecta a la sintesis de las distintas clases lipi­
dicas en las etapas del desarrollo estudiadas.

11. Las distintas especies moleculares de fosfatidilcolina 
son sintetizadas, de modo practicamente exclusive, por una ru­
ta de biosfntesis "de novo" muy activa. Esta afirmacidn, viene 
sustentada por los siguientes hechos expérimentales:

a) Elevada incorporaci6n de dcido palmftico, compo- 
nente estructural mayoritario de las lecitinas, que justifies 
la elevada abundancia relativa en moles de estas.

b) La distribuci(5n posicional de dcido palmftico 
alcanzada por biosfntesis "in vitro" es altamente concordante
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con la obtenida para las lecitinas aisladas del encefalo, lo 
cual evidencia el origen enddgeno de las fosfatidilcolinas en- 
cefdlicas, posiblemente debido a la actuacidn de una biosinte­
sis "de novo" muy activa, que daria cuenta de los restos de aoi- 
lo introducidos en las posiciones sn-1 y sn-2#

c) La capacidad de sintesis del encefalo da cuenta 
de la aparicidn de todos los grupos de especies moleculares de 
lecitinas, asi como de sus distintas abundancias relativas en 
moles, tal como se demuestra a partir de las experiencias de in- 
corporacion a especies moleculares,

4-4-d) La presencia de concentraciones crecientes de Ca* 
en el medio de incubaci(5n, ocasiona una fuerte inhibioidn de la 
incorporaci6n de ^cido palmitico, afectandose por igual los dis­
tintos grupos de especies moleculares, lo cual corrobora la ope­
ratividad de una biosintesis "de novo", via ruta de Kennedy, que 
da cuenta practicamente de todos ellos.

12, Es poco probable la existencia de un ciclo de desacila- 
ci(5n-acilaci6n, tal como el que opera en el higado embrionario 
ya que, aunque se ha podido detectar una acilacidn de formas li­
so, un tanto inespecffica, la actividad de fosfolipasas o A2
es practicamente nula en las condiciones "in vitro" ensayadas.

-  1 8 8  -



B I B L I O G R A F I A



ABAD, C. (1.974) Tesia Doctoral, Universidad Gomplutense, Madrid, 
ABAD, C.; BOSCH, M.A.; MUl'lICIO, A.M. y RIBERA, A. (1.976) Biochim. 
Biophys. Acta, 431, 62.
ABE, T. y NORTON, Vf.T. (1.974) J. Neurochem., B3, 1025.
ADAÎ.ÎS, C.W.M. y DAVISON, A.N. (1.959) J. Neurochem., 4, 282. 
AEBERHARD, E. y MENKES, J.H. (1.968) J. Biol. Chem., 243. 3834. 
AGRANOPE, B.W. y HAJÉA, A.K. (1.971) Proo. Nat. Acad. Sci. U.S.A., 
68, 411.
AKESSON, B. (1.969) Ear. J. Biochem., 9, 463. ■
AKESSON, B. (1.970) Biochim. Biophys. Acta, 218, 57.
AKESSON, B.; EIOVSON, J. y ARVIDSON, G. (1.970 a) Biochim. Bio­
phys. Acta, 210, 15.
AKESSON, B.; ELOVSON, J. y ARVIDSON, G. (1.970) Biochim. Bio­
phys. Acta, 218, 44.
ALBERT, D.H. y AITOERSON, G.E. (1.977) Lipids, 188.
AILING, G. ySVENNERHOLM, L. (1.969) J". Neurochem., 16, 751. 
ALLING,.C.; BRUCE, A.-; KARLSSON, I. ,y SVENNERHOLM, 1.̂  (1.974)' ,
J. Neurochem., 23, 1263.
ANSELL, G.B. y SPAI'INER, S. (1.965) . Biochem. J., 97, 375.
AgSELL, G.B. y 8PARIER, S. (1.971) Biochem. J., 3^, 741.
ANSELL, G.B.; DAWSON, R.M.G. y HAWTHORNE, J.N. (1.973) en "Perm 
and function of phospholipids", pag. 377, Elsevier (Amterdam). 
ANSELL, G.B. y SPANNER, S. (1.967) J. Neurochem., 14, 873.
ARIENTI, G.; GORAZZI, L.; WOELK, H. y PORCELLATI, G. (1.976)
J. Neurochem., 27, 203.
ARVIDSON, G.A.E. (1.965) J. Lipid Res., 6, 574.
ARVIDSON, G.A.E. (1.967) J. Lipid Res., 8, 155.
ARVIDSON, G.A.E. (1.968 a) Eur. J. Biochem., 4, 478.
ARVIDSON, G.A.E. (1.968 b) Eur. J. Biochem., 5, 415.
AVELDANO, M.I. y BAZAN, N.G. (1.974) J. Neurochem., 23, 1127.

BAER, E. y BÜCHNEA, D. (1.959) J. Am. Oil Ghem. Soc., 81, 1758.

- 190 -



BAKER, R.R. y THOIvrPSOH, W. (1.972) Biochim. Biophys. Acta, 270, 
489.
BAIINT, J.A.; BESIER, D.A.; TREBBIE, D.H. y SPITZER, H.l. (1,967) 
J.lipid Res. 8, 486.
BAILS, A.K.; Î4AÏLACK, M.B. y TUCKîLR, I.ïï. (1.937) J. Biol. Chem., 
122, 125.
BAHSCHBACH, M.W. y GEISON, H.L. (1.974) J. Neurochem., 23, 875. 
BAKSCHBACH, M.W. y GEISON, R.L. (1.975) J. Neurochem., 25, 363. 
BARTLETT, G.R. (1.959) J. Biol. Chem., 234, 466.
BARRET, C.B.; DALLAS, M.S.J. y PADLEY, P.B. (1.962) Chem. Ind. 
(London) pag. 1050.
BASHYS, B,; KLEIN, E. y LEVER, V.P. (1.963) Arch. Biochem.
Bi ophys., 102, 201.
BASS, N.H. y HESS, H.H. (1.969) J. Neurochem., IL, 731.
BASU, S.; KAUFI,IAN, B. y ROSEMIAN, 8. (1.973) J. Biol. Chem., 248, 
1388.
BAUI,IANN, N.A.; BOURRE, J.M.; JACQUE, C. y POLLET, S. (1.972) 
en "Lipids, Malnutrition & the Developing Brain" (K. Elliott y 
J. Knight ed.) A Ciba Symposium, pag. 91, A.S.P. (Amsterdam). 
BAZAN, N.G. (1.970) Biochim. Biophys. Acta, 2^, 1.
BAZAÎ, N.C.; HAYDEE, E.P.; de BAZAN, W.G.; KENNEDY, J. y JOEL, 
C.D. (1.971) J. Neurochem., 3^, 1387.
BAZAN, N.G. y RAK0.VSKI, H. (1.970) Life Soi., 9, 501.
BENJAMINS, J.A. y McKHANH, G.M. (1.973) J. Neurochem., 20, 1111. 
BENJAIÆINS, J.A.; GUARNIERI, M.; MLLER, K.; SONNEBORN, M. y 
McKHANN, G.M. (1.974) J. Neurochem., 23, 751.
BENSON, A.A. (1.963) Proo. Fifth Int. Congress Biochem., vol. 8, 
pag. 340, Pergamon Press, N. Y.
BERNSOei, J. y COHEN, S.R. (1.972) en "Lipids, Malnutrition & 
the Developing Brain" (K. Elliott y J. Knight ed.) A Ciba Sym­
posium, pag. 159, A.S.P. (Amsterdam).
BINAGLIA, L.; GORACCI, G.; PORCELLATI, G.; ROBERTI, R. y WOELK,
H. (1.973) J. Neurochem., 21, 597.
BINAGLIA, L.; PORCELLATI, G.; ROBERTI, R.; GORACCI,G. y V/OEUI,
H. (1.977) J. Neurochem., 21, 1067.

- 191 -



BJERVE, K.3, (1.971), fees Eett., 17, 14.
BJ;zSRNSTAD, p . y BREIER, J. (1.966) J. lipid Rea., 7, 38.
ELARK, M.I.; VERHINO, B. y PRIVETT, O.S. (1.965) J. Am. Oil 
Chem. Soc., 87.
H6IGH, E.G. y DÏER, W.J. (1.959) Can. J. Biochem. Physiol.,
911.
BLOCH, K.; BERG, B.H. y RITTENBERG, D. (1.943) J. Biol. Chem.,
149. 511.
BONSEN, P.P.M.; DE HAAS, G.H. y V M  DEENEH, l.L.M. (1.965) Biochim. 
Biophys. Acta, 106, 93.
BOONE, S.C. y WAEIL, S.J. (1.970) Biochemistry, 9, 1470. 
BORKENHAGEN, I.E.; KEMEDX, E.P. y FIELDING, L. (1.961) J. Biol. 
Chem., 263, PC 28.
BORGSTROM, B. (1.964) J. Lipid Res., 5, 522.
BOTTINO, N.R. (1.971) J. Lipid Res., 12, 24.
BRADY, R.O. (1.960) J. Biol. Chem., 235. 3099.
BRANTON, D. (1.969) Ann. Rev. Plant Physiol., 20, 209.
BRAÜNING, C. y GERCEEN, G. (1.976) J. Neurochem., 26, 1257.
BREIiISR, J. y GREENBERG, D.M. (1.959) Biochim. Biophys. Acta,
35, 287.
BREIIER, J.; FIGARO, P.H. y GREENBERG, D.M. (1.960) Biochim.
Biophys. Acta, 43, 477.
BREMER, J. y GREENBERG, D.M. (1.961) Biochim. Biophys. Acta,
46, 205 .
BROCKERHOFF, H. y ACKMAN, R.G. (1.967) J. Lipid Res., 8, 661. 
BROCKERHOPF, H. (1.965) Arch. Biochem. Biophys., 110, 586.
BDTLER, K.W.; DUGAS, H. y SMITH, I.C.P. (1.970 a) Biochem.
Biophys. Res. Commun., 770.
HITLER, K.W.; SMITH, I.C.P. y SCIDIEIDER, H. (1.970 b) Biochim. 
Biophys. Acta, 219, 514.

CAREY, E.M. (1.975) Biochim. Biophys. Acta, 398, 231.
CARTER, J.R. y KENNEDY, E.P. (1.966) J. Lipid Res., 7, 678. 
CENEDELLA, R.J.; GALLI, 0. y PAOLETTI, R. (1.975) Lipids, 10,
290.

- 192 -



CHACKO, G.K.; BARNOLA, P.V. y VILLEGAS, R. (1.977) J. Neurochem,, 
28, 445.
CHAPMAN, D. (1.972) en "Lipids, Malnutrition & the Developing 
Brain" (K. Elliott y J. Knight ed.) A Ciba Symposium, pag. 31,
A.S.P. (Amsterdam).
CHINO, H. y GILBERT, L.I. (1.965) Anal. Biochem., 3^, 395. 
CHRISTIE, W.W. y MOORE, J.H. (1.969) Lipids, 4, 345.
CHRISTIE, W.W.; NOBLE, R.D. y MOORE, J.H. (1.970) Analyst., 95, 
940.
CHÜ, H.P. (1.949) J. Gen. Microbiol., 2, 255.
CHUNG, J.; SCANU, A.M. y REMAN, E. (1.973) Biochim. Biophys.
Acta, 296, 116,
COBOS, P. (1.972)en "Lipids, Malnutrition & the Developing 
Brain" (K. Elliott y J. Knight ed,) A Ciba Symposium, pag, 227, 
A,S,P, (Amsterdam),
COHEN, S,R, y EERHSHON, J, (1.973) Brain Res,, 60, 521,
COLEMAN, M.H. (1.963) Advan. Lipid Res., 1, 1.
COLL, J. (1.975) Tesis Doctoral, Universidad Complutense, Madrid. 
COOPER, M.P. y WEBSTER, G.R. (1.972) J. Neurochem., 19, 333. 
COTMAN, C.W.; McCAMAN, R.E. y DEWHUR3T, 3.A. (1.971) Biochim. 
Biophys. Acta, 249, 395.
CRAWFORD, M.A. y SINCLAIR, A.J. (1.972) en "Lipids, Malnutrition 
& the Developing Brain" (K. Elliott y J. Knight ed.) A Ciba 
Symposium, pag. 267, A.S.P. (Amsterdam).
CRONE, C. (1.965) Acta Physiol. Scand., 6£, 407.
CRONE, H.D. (1.967) Biochem. J., I^, 695.
CUZNER, M.L. y DAVISON, A.N. (1.968) Biochem. J., 106, 29.

DALAL, K.B. y EINSTEIN, E.R. (1.969) Brain Res., 16, 441.
DAVISON, A.N. y WAJDA, P. (1.959) Nature, 183. 1606,
DE GIER, H,; DE HAAS, G,H. y VAN DEENEH, L.L,M, (1.961) Biochem. 
J., 81, 33 P.
DE GIER, J.; M/iNDERLOOT, H.G. y VAN DEENEH, L.L.M. (1.968) 
Biochim. Biophys. Acta, 150, 666.

— 193 “



DE HAAS, G.H.; BJÎONSEN, P.P.M. y VAN DEENEH, l.L.M. (1.956) Bio­
chim. Biophys. Acta, 116, 114.
DE KRUYEP, B.; DE GREEE, W.J.; VAN EYK, R.V.W.; DEMEL, R.A. y 
VAN DEENEN, L.L.M. (1.973) Biochim. Biophys. Acta, 298, 479.
DE KRUIPE, B.; VAN GOLDE, L.M.G. y VAN DEENEN, L.L.M. (1.970) 
Biochim. Biophys. Acta, 210. 425.
DE VRIES, B. (1.962) Chem. Ind. (London) pag. 1049.
DE VRIES, B. y NORTON, W.T. (1.974) J. Neurochem.,' 22, 259.
DE VRIES, G.H.; HADEIELD, M.G. y CORNBROOKS, C. (1.976) J.Neuro- 
chem., 26, 725.
DEKABAH, A.S.; PATTON, V.M. y CAIN, D.P. (1.971) J. Neurochem., 
18, 2451.
DEMEL, R.A.; KINSia, S.C.; KINSEÏ, C.D. y VAN DEENEN, L.L.M. 
(1.968) Biochim. Biophys. Acta, 150, 655.
DEVOR, K.A. y MUDD, J.B. (1.971) J. Lipid Res., 12, 403. 
DHOPESH.ïARKAR, G.A. (1.973) Advan. Lipid Res., 3EL, 109. 
DHOPESHiVARKAR, G.A. y MEAD, J.P. (1.970) Biochim. Biophys. Acta, 
210, 250.
DHOPESHi'hARKAR, G.A. y SUBRAMANIAN, G. (1.971) Biochim. Biophys. 
Acta, 239. 162.
DIIOPESHV/aRKAR, G.A.; SUBRAI.DU1IAN, C. y MEJU3, J.P. (1.971 a) Bio­
chim. Biophys. Acta, 248, 41.
DHOPESHWARKAR, G.A.; SUBRAI.iANIAN, C. y MEAD, J.P. (1.971 b) Bio­
chim. Biophys. Acta, 239, 162.
DHOPESH.ïARKAR, G.A.; SUBRAILUilAN, C.; McCONHEL, D.H. y ME.ID, J.P. 
(1.972) Biochim. Biophys. Acta, 255. 572.
DHOPESHJARKAR, G.A.; SUBRAi.WïIAN, C. y MEAD, J.P. (1.973) Lipids, 
8, 753.

DHOPESH.ïARKAR, G.A. y SUBRjUiANIAlï, C. (1.975) Lipids, I^, 242. 
DICKERSON, J.W.T. (1.968) en "Applied Neurochemistry" (A.N. Da­
vison y J. Dobbing ed.) pag. 48, Blackwell, Oxford.
DITTMER, J.C. y LESTER, R.L. (1.964) J. Lipid Res., 5, 126. 
DOBBING, J. (1.968) en "Malnutrition, Learning and Behavior"
(H.S. Soriijshaw y J.E. Gordon ed.) pag. 181, M.I.T. Press, 
Cambridge (Mass.).

- 194 -



DOBBING, J. (1.968a) en '’Applied Neurochemistry" (A.N. Davison 
y J. Dobbing ed.) pag. 28?, Blackwell, Oxford.
DOBBING, J. (1.970) en "Developmental Neurobiology" (W.A. Him- 
wich ed.) pag. 241, Thomas, Springfield (111.).
DOBBING, J. (1.972) en "Lipids, Malnutrition & the Developing 
Brain" (K. Elliott y J. Knight ed.) A Ciba Symposium, pag. 9,
A.S.P. (Amsterdam).
DORMAN, H.V.; DREYFUS, H. y PREYSZ, L. (1.977) Biochim. Biophys. 
Acta, 486, 55.
DREYFUS, H.; URBAN, P.P.; EDEL-HARTH, S. y LIANDEL, P. (1.975)
J. Neurochem., 25, 245.

EICHBERG, J.; HAUSER, G. y KARNOVSKY, M.L. (1.969) en "the Struc- 
ture and Function of Nervous Tissue" (G.H. Bourne ed.) vol. 3, 
pag. 185, Academic Press, N.Y.
EISENBERG, S.; STEIN, Y. y STEIN, 0. (1.968) Biochim. Biophys. 
Acta, 164, 205.
EL-EISHI, M., (1.967) J. Neurochem., 1±, 405.
ENG, L.F. y NOBLE, E.P. (1.968) Lipids, 3, 157.
ENGELMAN, D.M. (1.972) Chem. Phys. Lipids, 8, 298.
ERBLAND, J.P. y MARINETTI, G.V. (1.962) Fed. Proc., 21, 295.
ETC, Y. y SUZUKI, K. (1.972) J. Neurochem., 13, 109.

FERNANDEZ SOUSA, J.M.; MUNICIO, A.M.M. y RIBERA, A. (1.971 a) 
Biochim. Biophys. Acta, 231, 527.
FERNANDEZ SOUSA, J.M.; MUNICIO, A.M. y RIBERA, A. (1.971 b) 
Biochim. Biophys. Acta, 248, 226.
PEWSTER, M. y MEAD, J.F. (1.968) J. Neurochem., Î , IO4I.
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