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I.- INTRODUCCION



I.1.- CITOLOGIA E HISTOLOGIA

El tejido adiposo fué durante mucho tiempo considerado como
un tejido inerte destinado al depfsito pasivo de grasa y a fun-
ciones de indole mec&nica o aislante; sin embargo, actualmente
se conocen datos relevantes acerca de su grado de actividad y no
table participacién en el desarrollo y regulacién del metabolis-
mo lipfdico.

3

"En la escala filogen&tica animal, él1 tejido adiposo aparece ya
en invertebrados portadores de hepatopdncreas, siendo las reser-
vas de triacilglicéridos histold8gicamente visibles en este 8rgano.
En insectos alcanza. un considerable desarrollo el tejido graso en
los denominados "cuerpos grasos”". En vertebrados'poiquilotermos
se observa un comportamiento similar al primer grupo de inverte-
brados: poseen un voluminoso hfgado rico en triacilglicéridos.

En homeotermos, el higado disminuye su contenido lipfdico al 1%
de triacilglicéridos que se distribuyen en forma difusa invisible
a microscopla 6ptica y los triacilglicéridos se acumulan en el

tejido adiposo. (Bujan 1981)

En los mamiferos, sobre todo en los hibernantes, se encuen-
tran dos variedades de tejido adiposo con estructuras y funcio-
nes diferentes; el tejido adiposo blanco o unilocular al cual

nos referiremos en este trabajo, y el tejido adiposo pardo o mul

.oy



tilocular que es un 6rgano altamente especifico, con una impor-
tante funcifén calorigénica en cada despertar del suefio invernal

y en la adaptacifn de los recién nacidos al medio ambiente.

El tejido adiposo blanco, com@n en aves y mamfferos, aparece
por primera vez en el embrién en el curso de la segunda a terce
ra. semana, pero no se desarrolla hasta poco antes del nacimiento,

distribuyéndose principalmente en dos sectores:

- superficial o paniculo adiposo, de distribucifén m&s o menos ge
neralizada.

- profundo, :con localizaciones m&s delimitadas.

El desarrollo del paniculo adiposo no es total, sino que parte
de &1 va a gquedar en forma potencial y cuando sobreviene una so-
brecarg; grasa puede acumular lfpidos, as{ ocurre en las denomi-
nadas "obesidades fisiol8gicas™ o que son intermitentes  como ocu
rre en aves migratorias, mamfferos hibernantes y mamfferos mari-
nos que en determinados momentos pueden incrementar su reserva
lipfdica hasta un 40% de su peso. La distribucifn de este panicu
lo adiposo varia segln las especies, pero en general se encuen-
tra por toda la superficie corporal, excepto en el pabellén auri
cular, cuero cabelludo, regiones de palmas y plantas; sin embar-
go,:predomina en la regi8n interescapular, pectoral, lumbar y sa

cra, aungue con numerosas oscilaciones segdn la edad, sexo y es-



tado nutricional (Monesi, 1965).

Por el contrario, el sector profundo tiene su distribucién
en la regién inguinal, retroperitoneo, mesenterio, mediastino Yy
podemos hallar cierta cantidad entre los fascfculos de los mds-

culos profundos.

El tejido adiposo se presenta con aspecto homogéneo, dispues
to en 1l6bulos m&s o menos delimitados por septos conjuntivos que
a medida que penetran en el interior van ramific&ndose y afinsn—
dose hasta rodear finamente a cada elemento celular. Dichos tabi
ques son ricos en fibras colidgenas que van perdiéndose conforme
se aproximan a las células, momento en el cual el principal com-

ponente seri la reticulina.

Acompaiiando a los septos conjuntivos se. encuentran pediculos
vasculares; por cada 18bulo adiposo - existe una arteriola de
5 a 9 capas de cé&lulas musculares lisas y gradualmente va ramifi-
céndose gquedando a modo de una fina red capilar que termina en
la vecindad de los adipocitos. Estos capilares ultraestructural-
mente est&n compuestos por células endoteliales ricas en vesfcu-
las de micropinocitosis y desprovistas de inclusiones lipfdicas,

no poseen pericilos y‘gst&n rodeadas de membrana basal.

Asimismo en estos diiculos vasculares . existen nervios vi

sibles en la adventicia de la arteriola, que son amielfnicos aun

Yy



que ocasionalmente pueden rodearse de prolongaciones de células
de SCHWANN. Este componente nervioso estf formado principalmente
de fibras de tipo adrenérgico. Aunque se han descrito axones o
sinapsis en los espacios de OéERLING o zonas de confluencia de
los adipocitos, la inervacifn de este tejido es todavia mal cono

cida.

El paréhquima del tejido adiposo esti compuesto por los adipo-
citos, de igual estructura, cualéuiera que sea su topograffa. Son
células redondeadas, aunque en conjunto presenten una imagen poli
gonal de didmetro oscilante entre 10 y 200 mu dependiente del pla
no de corte, aunque en general su difmetro medio es mis o menos
constante entre 40 y 80 mu. Su peso medio es aproximadamente

200 ng

A microscopfa 6ptica aparecen como c&lulas vacfas (por efecto
de las té&cnicas de inclusién) rodeadas de una pequefia banda cito
plasmdtica y nAcleo periférico, descritos con aspecto de "anillo
de sello"; si por el co;trario se usan técnicas de contraste
lipfidico, se observa toda la célula intensamente tefiida dado que

su principal componente es una gran vacuola central rica en com-

ponentes lipfdicos, fundamentalmente lfpidos neutros (HAN, 1970).

Ultraestructuralmente los adipocitos muestran la unidad de

membrana de 75 A de contorno discretamente sinuoso separada de



L
la membrana basal por un espacio claro de 50-100 A; esta membra
na basal tiene de 100 a 300 i de espesor, aspecto grénulo-fila-

mentoso y densidad electr8nica media.

El nfcleo se halla desplazado por la gran inclusién lipfdica
hacia la membrana plasmitica, y tiene forma ovoide o en semiluna
y presenta cromatina laxa o discretamente condensada en torno a
la carioteca. El nucleolo suele ser @nico, aunque excepcionalmen
te pueden existir dos. El citoplasma en forma de banda entre la
membrana y la gota liéidica presenta un fino caricter granular
de espesor aproximado de 0,2-0,3 mu por t&rmino medio. Entre los
organelos immersos en el citoplasma se encuentran las mitocon-
drfas, de forma ovoidea o redondeada, de di&metro 0,25-0,5 mu,
de matriz densa y pequefio nimero de crestas, siendo su distribu

cién algo m&s preponderante en las inmediaciones del nficleo.

En cuanto al sistema vacuolar est8f poco desarrollado, puede
observarse ocasionalmente alguna cisterna con ribosomas adosa-
dos o algfn dictiosoma. Un poco m&s abundante es el componente
del retfculo liso, sobre todo en torno a la gota iipidica. Igual
mente es muy escaso el componente de gluc6geno, ribosomas libres

y lisosomas.

Por el contrario se observan gran nfmero de vesfculas peque-

fias llamadas lipomicrones, WASSERMANN (1964), en todo el cito-

1
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plasma, regularmente repartidos sobre la membrana plasmitica has
ta la cercania de la gran vacuola lipfdica, y que serfan claros

signos de intercambio activo entre la célula y el medio.externo.

Por Gltimo el componente mayor y m&s caracteristico del adi-
pocito es la gran vacuola lipfdica de aspecto homogéneoc y no ro
deada de membrana, de situacién central, y que le confiere el

nombre de tejido adip&so unilocular.

Junto a los adipocitos podemos hallar otros elementos celula
res como fibroblastos y células cebadas, cuyo factor heparfnico
juega un papel importante en él metabolismo lipfdico, asi como
algdn histiocito de clara funcifn macrofigica y elementos indife
renciados o lipoblastos. Asf como los primeros no muestran caric
ter diferencial con los hallados en otras localizaciones conjun
tivas, los Gltimos son todavia elementos en discusién. Para au-
tores como BERGMAN (1968), esté tipo celular serfa como un posi
ble linfocitos; para UMAHARA (1968), serfa un fibroblasto de na
turaleza desconocida, y SUTTER (1969) y BARNARD (1970) lo des-
criben como precursores de los adipocitos tanto desde el punto

de vista morfolégico como por su topograffa.



Histogénesis

Desde el punto de vista embrioldgico parece establecido que
el tejido adiposo en sus variantes blanco y pardo procede de
la hoja embrionaria mesodérmica, a través del mesénquima, con di
ferenciacifn subsiguiente de &ste; aungue no exis;e acuerdo en-~
tre los diferentes autores respecto a si el tejido blanco y par-
do tienen una misma §rocedencia del meséhquima con vias lipogéni
cas independientes, o si por el contrario el tejido adiposo par-

do no es mis que un estadio embrionario o inmaduro del tejido

blanco.

El primero en plantearse su origen fué€ FLEMMING en 1870, sugi
riendo que el tejido graso deriva directamente del conjuntivo a
través de los fibroblastos alargados que progresivamente irfan
cargindose de gotas lipfdicas. Apoyan esta hip6tesis autores co-
mo BELL (1909), FOOT (1912), KOLLIKER (1886) y ROBIN L.R. VAN
Yy cols. que en 1978 realizaron cultivos de fibroblastos humanos
y de rata, observando que los que procedfan del estroma graso se
transformaban en adipocitos, mientras que los procedentes del
conjuntivo dérmico no acumulaban grasa ni se diferenciaban.

TOLDT (1870-1888) demostrS la presencia de células mesenguima
tosas especificas en algunas Sreas del tejido mesenquimal, supo-
niendo que serfan los.precursores del 6rgano graso a través de

un estadio intermedio que defini6 como adipoblasto o cé&lula es-

[CERTIS



trellada, con acimulos lipfdicos distriﬁuidos en pequenas gotas,
pero en ningin caso vi8 una transicibéndirecta del fibrocito al

adipoblasto; &1 opinaba que los fibrocitos serfan diferenciacio-
nes distintas de la célula mesenquimal que jam&is acumularfan 1f-

pidos y que solamente acompafiarfan estructuralmente a la grasa.

HAMMER (1895) emiti6 una tercera hipStesis que por primera
vez distingue dos caminos lipdgénicos independientes para el te
jido adiposo pardo y blanco. Supone la formacién de los "6rga-
nos grasos primitivos"” que son formaciones reticuladas mis o me
nos densas constitufdas por cf€lulas mesenquimatosas que van sien
do invadidas por yemas vasculares que gradualmente irfan ramifi-
c&ndose y capilariz&ndose. Acompaifiando a las yemas vasculares
llegarfan las células madres que se liberarian en el primitivo
centro adiposo que si esti muy organizado origihara el tejido a
diposo pardo y si esti poco organizado originari el tejido adi-
poso blanco. Estas c@lulas madre, para &1, serfan elementos en-
doteliales, tendrfan un aspecto alargado con cortas y groseras
prolongaciones, ytienen como caracterfstica significativa algu-

nas vesfculas de contenido graso.
Esta teorfa ha sido apoyada mGltiples veces en la literatura,
as{ LEVI (1954), WASSERMAN (1965), HULL (1966), HULL y SEGALL

(1966) .

Por tanto es evidente que en el momento actual, aunque las
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diferentes experiencias vengan a confirmar una u otra postu;a,
el problema de si la cflula madre adipogé&nica es el fibroblasto,
célula mesenquimal o c&lulas del S.R.E. todavia sigue vigente.
No obstante la existencia de un estadio adipobléstico en el cur
so del desarpollo embrionario, es universalmente admitida. Asi
NAPOLITANO (1963) observ6 adipoblastos en trabajos ultraestructu
rales en la grasa inguinal de rata de siete dfas, y en fetos hu-
manos de 20 y 26 semanas y los describe como "c&lulas adiposas

jévenes".

En el desarrollo del adipocito blanco se pasa por un estadio
multilocular que ha llevado a toda la proﬁlem&tica sobre las dos
variedades de tejido adiposo. As! desde AUERBACH (1902) a AHERNE
y HULL (1966) se entiende que el tejido adiposo pardo no es mis
que un estadio inmaduro del blanco, aunque teng; funciones pro-
pias; un anilisis profundo, ultraestructural, de NAPOLITANO
(1963) muestra que existen diferencias ultraestructurales entre

el adipoblasto y el adipocito pardo, de ellas hay tres fundamen-

tales: -

- Mitocondrias en el adipocito pardo muy numerosas, pleombrficas
y de gran complejidad en sus crestas.

- Mayor desarrollo dei;sistema vacuolar, sobre todo del reticulo
liso.

- Carga glucogénica m§s acusada.

[
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Todo ello nos lleva a pensar que aunque tengan un origen co-

mn parece ser que sus caminos de diferenciacién son dis

tintos.

Por dltimo podemos resumir la diferenciacibn del adipocito

blanco en tres etapas:

1) Célula indiferenciada alargada.

2) Adipoblasto, que adquiere capacidad de reserva lipfdica en
forma de pequefias gotas citopl&smicas (estadio multilocular).

3) Confluencia de las gotas lipfdicas en una sola gota central,

con desplazamiento del n6icleo a la periferia (estadio unilo-

cular).

Crecimiento y regeneracién

Fu& SIMON (1965) el primero en observar que en el momento en
que ‘aparecen los primeros dep8sitos grasos en el adipoblasto &8s
te pierde su capacidad mit6tica y apoydndose en esta observacién
se ha venido admitiendo que el tejido adiposo adulto no tiene ca
pacidad de divisién celular por lo que su crecimiento serlfa ex

clusivamente por hipertrofia de un nfimero de adipocitos predeter

minados.

Posteriormente se vid que durante el primer afio de vida en el
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hombre puede seguir la diferenciacién de los adipoblastos, y que
en este tiempo conservan su capacidad mitotica y serfa a partir

de entonces cuando se producirfan s8lo los mecanismos de hipertro

fia.

Existen aportaciones recientes, fundamentalmente de tipo auég
radiogr&fico, bioquimico y funcional a través de reguladores e
inhibidores que nos dan una nueva base para el conocimiento de
los fenbmenos de crecimiento y regeneracifén grasa. Asf LEWIS y
HAYER (1974) utilizando ﬁimidina tritiada han demostrado mito-

sis en los adipocitos, en rata, en edades adultas de 6 a 22 se-

manas.

Fie. 1: CORTE DE TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIFAL OBSERVADO AL
MICROSCOPIO OPTICO,



1200

Fie. 1s1s: ACCION DE LA LIPASA TISULAR EN EL BORDE DE
LA PERIGOTA VISTO AL MICROSCOPIO ELECTRONICO.

Fig. 1 y 1 bis: Fotografiascedidas por la Dra. J. Bujan
del Departamento de Histologfa de la Fa-
cultad de Medicina de la Universidad Com
plutense de Madrid.
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I.2.~- DIGESTION DE LOS TRIACILGLICEROS DE LA DIETA

I.2.1.- COMPOSICION DE LOS TRIACILGLICERIDOS DE LA DIETA

La mayor parte de los &cidos grasos ingeridos en la dieta lo:
son en forma de triacilglicéridos, y su procedencia es animal :. -

(dgrasas, leche, mantequilla ... ) y vegetal (aceites).

En las siguientes tablas podremos observar la diferente compo
sicibn en &cidos grasos de los TAG de leche (Tabla I), aceites
vegetales (Tabla II) y tejido adiposo (Tabla III), asi como la
distribucién posicional de los mismos en el seno de la molécula

.

de triacilglic&rido(KUuxsis, 1972).

En cuanto a la composicién podemos constatar como los TAG de
leche poseen una mayor riqueza en &cidos grasos de cadena corta
(hasta 12 C) mientras en los que proceden de tejido adiposo pre-
dominan 1los &cidos grasos ﬁe m&s de 14 C,- siendo en los aceites
vegetales donde alcanzan mayor proporcién los Scidos grasos de
cadena m4s larga (18 C) y concretamente los esenciales (no sinte-
tizables en mamfferos a partir de &cidos grasos m&s cortos), como

son el &cido linoleico_(18:2) y linolénico (18:3).

“oay
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TABLA 11.- DISTRIBUCION POSICIONAL DE AC. GRASOS EN TRIGLICERI-

DOS DE DIVﬁRSOS ACEITES

ACEITE POSICION ' " Ac. Grasos (%)
16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3

1 10,1 0,2 5,6 15,3 15,6 53,2
Linaza 2 1,6 0,1 0,7 16,3 21,3 59,8
3. 6,0 0,3 4,0 17,0 13,2 59,4

1 13,8 5,9 22,9 48,4 9,1

Soja 2 0,9 0,3 21,5 69,7 7,1
3 13,1 5,6 28,0 45,2 8,4

1 17,9 ,3 3,2 27,5 49,8 1,2

Mafz 2 2,3 o,1 0,2 26,5 70,3 0,7
3 13,5 o0,1 2,8 30,6 51,6 1,0

1 13,1 0,9 - 2,6 71,8 9,8 0,6

Oliva 2 1,4 0,7 82,9 14,0 0,8
3 16,9 o0,8 4,2 73,9 5,1 1,3

34,0 0,6 50,4 12,3 1,3
2 1,7 0,2 2,1 87,4 8,6
3 36,5 0,3 52,8 8,6 0,4

Manteca de
cacao

* Tomadas de KUKSIS, A. en Progress in the Chem. of Fats and
other Lipids. v. 12. Ed. Pergamon Press. oxford (1972)
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TABLA IXI.- DISTRIBUCION POSICIONAL DE AC. GRASOS EN TRIGLICERI-
DOS DEL TEJIDO ADIPOSO EN ALGUNOS ANIMALES

Ac. Grasos (%)

Animal Posicién

14:0 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3
1 4 39 5 10 33 3 1
Hombre 2 11 10 11 50 9 1
3 1 25 4 51 5 1
-1 3 27 4 20 36 5 1
Gato 2 5 20 5 5 49 11 1
3 2 20 3 14 46 8 1
1 2 26 4 22 36: ] 1
Perro 2 9 27 7 4 35. 12 1
3 1 16 4 14 57 7 1
i 1 2 32 L] 9 32 15 2
Rata 2 1 10 4 1 37 45 2
3 2 27 S 7 37 17 2
1 3 34 9 6 25 14 2
Conejo 2 6 25 12 1 26 23 5
3 1 24 7 3 35 22 5
1 4 41 6 17 20 4 1
Buey 2 9 17 6 9 41 5 1
3 1 22 6 24 37 5 1
1 3 39 7 6 27 5 11
Caballo 2 7 9 10 1 29 17 25
3 3 30 6 7 37 5 11
1 2 16 3 21 44 12
Cerdo 2 4 59 4 3 17 8 1
3 1 2 3 10 65 24

* Tomadas de KUKSIS, A. en Progress in the Chem. of Fats and
other Lipids. v. 12. Ed. Pergamon Press. Oxford (1972)



17

1.2.2.- LIPASAS

LIPASA GASTRICA

La digestién de los TAG se inicia en el estfmago mediante la
accibn de la lipasa géstrica, cuya existencia como un enzima dis
tinto de la lipasa pancreftica ha sido puesto en duda durante mu
cho tiempo. Por filtracifSn de un preparado de jugo duodenal a tra
vés de Sephadex G-100 se pueden separar ambas enzimas, poseyendo
la lipasa g&strica un peso molecular de 50.000 Daltons, algo ma-
yor que el que corresponse a la lipasa pancreitica (COHEN y cols.,

1968).

Ademis los extractos de jugo g4strico poseen una distintadacti
vidad lip4sica para distintos triglicéridos, que éxpresada en for
ma de velocidad relativa de hidrolisis es (SCHONHEYDER y VOL -
GRARTZ, 1946): tributirina, 100; tricaproina, 39; tripopionina,
27; tricaprina, 13; trilaurina, 2 y trioleina, trazas.

En cuanto a su localizacién, su mixima actividad se encuentra
en la fraccibn microsomal de la mucosa (CLARK y HOLT, 1968). A
su papel fisjol8gico no se le concede mayor importancia puesto
que tanto en rata (HER&ING y AMES, 1955) como en humano (BORGS-
TROM y cols., 1957) la produccién de &cidos grasos es inferior

al 10% utilizando dietas ricas en aceite de algod6n y grasa de

“ oy
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cerdo. Sin embargo, en ratas alimentadas con grasa de cerdo pre-
viamente saturada por hidrogenacién (HERTING y AMES, 1955) se

encontraron altos niveles (50%) de &cidos grasos en el estémago.

Todo ello hace pensar que la lipasa g&strica puede jugar un
importante papel en la digestifn de la grasa l4ctea en lactantes,
as! como en animales con dieta rica en TAG compuestos por 4cidos

grasos de cadena corta o saturados.

LIPASA PANCREATICA

La digestifn cuantitativamente m&s importante s€ realiza en
el intestino delgado por accién de la lipasa pancredtica, que
hidroliza los Triglicéridos para originar una mezcla de diglicé
ridos, monoglicéridos y &cidos grasos libres (FRAZER y cols.,

1944; DESNUELLE y cols., 1948).

En el curso del proceso de hidrolisis las grasas son finamen-
te emulsionadas en el intestino delgado por la accién de las sa-
les biliares, glicéridos .y &cidos grasos libres, lo cual incre-
menta la concentracifn de "sustrato accesible " a la accién del

enzima.

La lipasa pancreftica nos merece una especial atencién puesto

que no s8lo tiene interés por su papel fisiol6gico, sino que se
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ha convertido en un instrumento, sistemiticamente utilizado des-
de su descubrimiento, para el estudio de la distribucibén posicio
nal de los &cidos grasos en el seno de la molécula de los TAG na

turales.

Caracterfsticas

Se han aislado y purificado parcialmente dos lipasas pancre§-
ticas de cerdo distintas y que se conocen como La Yy Lp (VERGER
y cols., 1969). Su peso molecular, obtenido por distintos méto-
dos, es inferior a 50.000 daltons, siendo la composicién en ami-
no&cidos de ambos tipos de lipasa muy parecida excepto en cuanto

a su contenido en isoleucina.

La lipasa pancre&tica de rata, con un peso molecular inferior
a 32.000 daltons también tiene una composici6én similar, asf como
coeficiente de extincién (Eigm a 280 nm) muy parecido para la 1i

pasa porcina (13.4) y pdra la lipasa de rata (12.0).

En cuanto a su estructura se sabe que la lipasa pancreftica po

see 6 puentes disulfurq! y dos grupos sulfhidrilos libres por mo-

léculaf

VERGER, SARDA y DESNUELLE (1971) postularon gue el grupo -SH

libre es el responsable del ataque especifico del enzima a las
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interfases hidrofébicas, no siendo indispensable para la acci6én
catalitica del enzima. El candidato id6neo para ocupar el sitio
de acilacifbn, implicado en la formacién del intermediario acil-

lipasa e8 un residuo de serina o treonina.

Diversos experimentos (MAYLIE, CHARLES y DESNUELLE, 1969,
1972; SEMERIVA y cols., 1971) permiten concluir que en el cen-
tro activo del enzima participan los amino&cidos Ser e His. Los
estudios realizados con p-nitrofenil-fosfato apuntan en el senti
do de que la secuencia Leu-Ser-Gly-His participa en el centro
activo del enzima. Esto muestra una gran similitud con las se -
cuencias de los centros activos de muchas esterasas y proteasas

(OOSTERBAAN y COHEN, 1964).

Se conoce la existencia de un factor de activacién (colipasa),
de naturaleza proteica, cuyo peso molecular es de 8.000 daltons,
que se uUne a la lipasa en una relacién molar 1l:1 tanto de cerdo
como de rata (MORGAN y cols., 1969; MAYLIE y cols., 1971). La u-
nién lipasa-colipasa parece realizarse a través de un grupo sul-

fidrilo.

Naturaleza del sustrato

Para cualquier tipo detriglicérido el enzima utiliia como sus
trato una emulsién; el enzima actGa en la interfase triglic&rido-

-agua de la emulsién. La lipolisis se produce conforme a una ci-
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nética de MICHAELIS, pero considerando que dada su forma de ac-
cibn no se debe hablar de concentracifn de sustrato en los térmi
nos que usualmente se utiliza en enzimologfa, puesto que en este
caso la concentracién de sustrato es aparente; la concentracién
real de sustrato viene dada por la concentracién de TAG accesi-
ble a la accifn del enzima,que a su vez depende de la concentra
cibn de interfase, y por lo tanto estf en funcién del tamafio de
las partfculas que constituyen la emulsién y de la concentracién
de dichas partfculas; en definitiva de la superficie accesible

a la accibn del enzima.

En el caso de triglicéridos solubles.en agua (SARDA y DESNUE-
LLE, 1958) la cinética es algo m&s compleja; existe una pequefia
actividad lipolftica para aquellas concentraciones de triglicéri
do en que &ste se encuentra en disoluciébn; para.aquellas concen-
traciones en las cuales el sustrato esti emulsionado la cinética
es también de MICHAELIS como en el caso de los triglicéridos in-

solubles en agua.

Especificidad posicional

Diversos experiment&g demostraron la aparicifn de MAG en in-
testino durante la ingestidn de grasas, y la presencia de mono y
diglicéridos tras la ingestifn de trioleina; de estos MAG, més

del 50% resultaron ser el iscmero de posicién 2-MAG (KHURT y

.oy
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cols., 1952; BLANKEHORN y AHRENS, 1955; HARRIS y cols., 1955).
Asimismo se conocid que la hidrolisis de los TAG origina la pro-
duccibn preferencial de 1,2-diglicéridos (MATTSON y cols., 1952;
BORGSTROM, 1953, 1954).

MATTSON y BECK (1955) encontraron que los 2-MAG predominaron
entre los productos de hidrolisis, pero que los 1-MAG también es
tin presentes en considerables cantidades:; siendo &sto debido a

un proceso de isomerizacidn desplazado hacia la forma 1-MAG.

En definitiva se puede concluir gue la Lipasa-pancreitica hi-
droliza especfficamente los enlaces éster en posicibn ay af,
obteniéndose como resultado de su accibn sobre los TAG diacilgli
céridos ap y a'p y monoglicéridos B , que por isomerizacibn no

enzimitica pueden transformarse en a~MAG.

SINTESIS DE ENLACES ESTER CATALIZADOS POR LIPASA

-

Diversos experimentos realizados tanto "in vitro"” como "in vi
vo" han permitido conocer que la lipasa pancredtica cataliza al
mismo tiempo el proceso de hidrolisis y de esterificacibn de Sci

dos grasos.

Cuando se alimentaron ratas con una mono-oleina conteniendo

4cidos grasos libres marcados, se aislaron en intestino gran can-
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tidad de glicéridos marcados (BORGSTROM, 1954).

AHRENS y BORGSTROM (1956) estudiaron el proceso de intercam-
bio de &cidos grasos durante la digestifn en intestino humano u
tilizando &cidos oleico y palmitico marcados,que se suministra
ron con la dieta; encontrando que la radioactividad aparecf{a en
las tres faccionés de acil-glicéridos en el siguiente orden cuan

titativo DAG > TAG > MAG.

MATTSON y BECK (1955) obtuvieron trioleina marcada por incuba
cién de 1,2~dioleina y &cido oleico radioactivo con lipasa pan-

creitica.

BORGSTROM (1954) observ6 la existencia de un intercambio de
8cidos grasos radicactivos con los existentes en posiciones 1 y 3

de los TAG sometidos a hidrolisis por lipasa pancreitica.

REISER y cols. (1952) llegaron a la conclusifn de que es posi
bles la sintesis de TAG a partir de DAG o MAG, pero no asf{ a par

tir de glicerol y &cidos grasos libres.

MATTSON y VOLPENHEIN en 1972 encontraron que a partir de 2 mo
l&éculas de monoester de hexano-1,6-diol, se puede obtener una mo

lécula de djester por transesterificacibén,y el alcohol libre.

-

n oy
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ESPECIFICIDAD DE LA CADENA

Hay varios experimentos que contribuyen a esclarecer el pro-
blema de si la lipasa pancreitica tiene una accifén selectiva, en
su hidrolisis de acil-glic&ridos, en funcifn de la longitud de

la cadena de los 4cidos grasos constituyentes de los mismos.

Cuando se valora la actividad lip&sica, en ausencia de un e-
mulsionante, sobre triglicéridos pﬁrﬁs (DESNUELLE y SAVARY, 1964)
la tasa de valores obtenidos es: Triacetina (C;) 24; Tripropioni
na (C3) 100; Tributirina (C4) 77; Tricaproina (Cg) 15; Tricapri-
lina (Cg) 27; Trilaurina (C;,) 2; Tripalmitina y Triestearina
(Cyg) muy baja. -

Cuando se utilizan emulsiones de triglic&ridos en goma ar&bi-
ga en presencia de sales biliares se observa que la actividad 1i
pésica es minimg para la Triacetina y aumenta en Tripropionina,
alcanzando el m&ximo valor para la Tributirina. Desde Tributiri-
na C4 hasta Tricaprina (Cjg) decrece. Este m&todo no ha sido v&-
1ido para los TAG de &cidos grasos de cadena larga puesto que la
desviacifn ha sido muy grande y no permite discernir la posible
existencia de diférentes actividades para TAG de &cidos grasos

entre 14 y 20 Stomos de carbono (DESMUELLE y SAVARY, 1964).

Tfabajando con TAG mixtos que difieren en las posiciones 1 y

3 se obtienen importantes datos acerca de los dcidos grasos de
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cadena larga. La hidrolisis de l-butiril, 3-palmitil-glicerol o
rigina 72% de 4cido butirico y 28% de 4cido palmftico.

Por otro lado, la hidrolisis de l-oleil-dipalmitina origina
igual tasa de hidrolisis de ambos 4cidos grasos.

MONOGLICERIDO LIPASA INTESTINAL

Otra lipasa del tracto gastro-intestinal fué aislada tras el
fraccionamiento subcelular de la mucosa de intestino de rata y
se ha encontrado la mayor actividad en la fraccifn microsémica

(POPE y Mc PHERSON, 1966).

Hidroliza no s6lo emulsiones de 1 y 2-MAG sino tambi&n emul-
siones de TAG y DAG de cadenas cortas. Su funcién puede ser la
de liberar &cidos grasos de cadena corta, los cuales pueden lle-

gar directamente al hfgado a través de la sangre portal.

-
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I.3.~ ABSORCION INTESTINAL Y RESINTESIS DE TAG

Los estudios hechos por BORGSTROM y cols. (1957) en humanos,
permitieron conocer que la principal absorcién de lipidos tiene
lugar en la dltima porcidn del duodeno y en la proximal del ye-
yuno de forma que a nivel del ileon proximal ya han sido absor-

bhidos todos los lipidos.

La mezcla de Scidos grasos y glicéridos entra en la célula e-
pitelial por difusifén o pinocitosis o por ambos procesos simulti-
neamente. En el retfculo endoplasmi&tico tiene lugar la conversién
de Acidos grasos y monoglic&ridos en TAG (SENIOR e ISSELBACHER,
1960) .

La biosintesis de novo de TAG a partir de glicerol y &cidos
grasos tiene lugar mediante el siguiente mecanismo, propuesto

por KENNEDY en 1957 (Figura 2)..
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Ademids de la biosfntesis "de novo", en la mucosa intestinal
tiene lugar otro mecanismo que pudiera tener gran importancia en
la posterior distribucién posicional de los &cidos grasos en la
molécula de los TAG; se trata de la biosfntesis de DAG y TAG a

partir de 2~-MAG.

Como se puede observar en la Tabla II los TAG de la dieta, de
origen vegetal, poseen una marcada asimetria en la disposicién
de los &cidos grasos en el seno de la molécula. Efectivamente los
8cidos grasos de mayor longitud de cadena e insaturados (oleico y
linoleico) tienden a disponerse en posicién B, de forma que se
condicionan las distribuciones SIS y SII, como las mis frecuen-
tes; ello conduce a que por accifn de la lipasa pancredtica los
2-MAG que ingresan en la mucosa intestinal sean portadores de un
4cido graso de cadena larga e inéaturado {oleico o linoleico) .

principalmente.

Este fen6meno de desigual distribucién ocurre también en los
TAG de grasas animales siguiendo la misma ténica, a excepcibn de

la grasa de cerdo, donde se invierte el orden (Tabla III).

¢En qué medida puede esto afectar a la posterior distribucién
de los &cidos grasos en la mol&cula de TAG de los quilomicrones
circulantes?. REISER y cols. (1952) encontraron que administrando
a ratas TAG marcados en el glicerol aparecfa &ste en los TAG de
los quilomicrones; ademis vieron que del 25-45% de la grasa es

hidrolizada totalmente en el lumen intestinal, y que el resto es absarbida
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como monoglicérido.

Un experimento que nos d8 idea del extraordinario acoplamiento
dieta-lipasa logrado én mamiferos en el curso del proceso evoluti
vo es el de SAVARY, CONSTANTIN y DESNUELLE (1961), los cuales estu
diaron la distribucibén posicional de los'scidos grasos en los TAG
de quilomicrones de ratas alimentadas con triglicéridos o con los
dcidos grasos obtenidos de la saponificacién de los mismos. En '
las primeras se encontr8 que los TAG de los quilomicrones conser-
van el 70% de los 4cidos grasos en la misma posicién que los de
la dieta, mientras que en las segundas se encontr8 una distribu-
ci6n al azar. . de los dcidos grasos, a excepcién del &cido es-

tedrico que apareci8 predominantemente en las posiciones a y a’.

Los estudios de CLARK y HUBSCHER (1960, 1961) § de ROGERS y
BOCHENEK (1970), permiten concluir que se produce una biosinte-
sis de TAG, de gran importancia cuantitativa, a partir de los
2-MAG en el intestino delgado que se realiza de acuerdo con el

siguliente esquema: -

+ Acyl-CoA (1,2) DAG + Acyl-CoA TAG

————— 0 o eme———

(1) (2,3) DAG (2)

2-MAG

Ambas formas de sintesis de TAG ("de novo" y "via monoglicéri
da") se llevan a cabo en el reticulo endoplasmitico liso (CARDELL

y cols., 1967; CLARK y HUBSCHER, 1961) mientras que la biosinte-

e
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sis de apo B y otras apoprotelnas de los quilomicrones debe ocu-

rrir en los ribosomas del retfculo endoplasmitico rugoso.

REDGRAVE en 1971 sugiri$ dos posibles mecanismos de descarga

de los quilomicrones:

1.~ Por fusifén de las vesfculas del retfculo endopldsmico liso
con la membrana plasmidtica y subSiguiente descarga en el es-

pacio exstracelular por un proceso de exocitosis.

2.- Por descarga a trav8s de canales de membrana.

FRIEDMAN (1972) y OLEDZKA (1971) constataron que la membrana
de Golgi, envolvente del pre-quilomicron, se fusiona con la mem-
brana plasmitica en la superficie lateral de la célula y descar-
ga el quilomicron. Los estudios de REDGRAVE (1973), SUBBAIAH
(1970) y GLICKMAN (1972) corroboran estos hechos, al mismo tiempo
que demuestran la participacifn de fosfolipasas A y B y de TAG
lipasa en la secrecifn de quilomicrones. Durante su trayecto in+
tracelular las gotas de glicéridos adquieren una cubierta de fosg

folipidos.

Desde el liquido extracelular de la submucosa siguen su cami-
no hacia los quilfferos centrales de las vellosidades y desde a-
111, impulsados por la bomba linf&tica a través del conducto lin

f4itico, se vac{an en las venas del cuello. Este camino lo sigue
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del 80-90% de la grasa absorbida; finicamente de un 10 a un 20%
son absorbidos directamente por la sangre portal siendo de esta
cantidad el porcentaje de absorcién para cada &cido graso dnver-
samente proporcional a la longitud de su cadena. Los quilomicro-
nes llegan a lo largo del conducto tor&cico hasta la unién de

las venas subclavia y yugular y son vertidos a la sangre.

I.4.- METABOLISMO DE LOS TRIACILGLICERIDOS PLASMATICOS

‘I.4.1.- CATABOLISMO DE LOS QUILOMICRONES

Los conocimientos sobre el catabolismo de los quilomicrones
han sido revisados por JAKSON y cols. en 1976. E1l catabolismo se
realiza en dos etapas:

1;— Una primera etapa comprende la hidrolisis de triglicéridos
catalizada por TAG-lipasa en el endoteélio capilar de tejidos
extrahepdticos. '

2.- En una segunda etapa;los quilomicrones pobres en triacilgli-

céridos son captados desde la sangre por el hfgado.

Los productos de la primera reaccifn son AGL y DAG; los AGL
son liberados al torrente circulatorio y transportados por la al-
bGmina. Los AGL van a seguir dos vias posibles: su captacibén por
tejido adiposo para su_ﬁlmacenamiento en forma de TAG, y su capta
cibn por otros tejidos para su utilizacién en la biosintesis de o

tras moléculas o su degradacidn total para obtener energia.
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I.4.2.- LIPOPROTEIN-LIPASAS

Se han encontrado gran variedad de tejidos que poseen activi-
dad LPL: corazfn, tejido adiposo, bazo, pulmbén, médula renal, hi
gado, pared alrtica, diafragma y gldndula mamaria. (KORN, 1954;
KORNE y QUIGLEY, 1955, 1957; HOLLENBERG y HOROWIT2?, 1962; ROBIN-

SON, 1963; Mc BRIDEyy KORN, 1963; LA ROSA y cols., 1972).

Cabe distinguir dos tipos de actividades lipoprotein-lipdsi-
cas como son las que se llevan a cabo en el endotelio capilar de
los tejidos extra-hep4ticos y la que tiene lugér en sangre, que
conviene analizar tanto en lo :que se refiere a su procedencia co-

mo a su especificidad postcional.

La administracién intravenosa de heparina proroa un incremen
to de la actividad TAG-lip&sica en sangre (HAHN, 1943). Esta acti
vidad lip&sica post-heparina (PHLA) procede al menos de dos si-
tios distintos: tejido adiposo e higado (HUTTUNEN, 1973; KRAUSS,
1973; LA ROSA, 1972; GUDER, 1969).

Especificidad posicional

Si bien KORN (1961) afirmé que la lipoprotein lipasa no tiene
especificidad posicional, numerosos trabajos desarrollados poste

riormente permiten concluir la existencia de una ruptura especi-
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fica dependiente de la posicién en la accién hidrolftica de las

lipasas gue actfian sobre las lipoprotefinas.

BJORNTORP y FURMAN (1962) encontraron hidrolisis especifica so
bre las posiciones1l y 3 por parte de la LPL procedenf.e de tejido a-
diposo. NILSSON-EHLE en 1971, reafirma el resultado de los traba-
hos de BJORNTORP y FURMAN en experimentos en los que utiliza
PHLA. MORLEY en 1972 afirm6 la existencia de una especificidad po
sicional de la PHLA de rata bor la posicién 1 de los TAG y ASSMAN
(1973) ha encontrado especificidad por las posiciones 1 y 3 de

los TAG.

NILSSON-EHLE (1975) ha estudiado la especificidad posicional
de la LPL de tejido adiposo de rata, encontrando que la ruptura
de los enlaces éster se produce sobre las posiciones 1, 3 utilizan-

do TAG marcados en el &cido graso situado en posicifén 2.

Ademi&s, de sus experimentos se puede concluir que la LPL de
’
tejido adiposo posee actividad en cuanto a la sintesis de DAG a

partir de 2-MAG, proponiendo e) siguiente esquema:

TAG = 1,2 = DAG =—~=—==—mmmmme = 2-MAG
2,3 - pac . Isomerizaciéni

1-MAG --= glicerol

Esta secuencia es similar a la que tiene lugar por accibn de

la lipasa pancredtica sobre emulsiones de TAG.

oy
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Caracteristicas de las PHLA

Los trabajos de GANESAN y cols. (1971, 1974, 1975, 1976), asi
como los de LA ROSA (1972), KRAUSS (1973) y ENHOLM (1974) demues
tran que existen al menos tres TAG-lipasas distintas en sangre

de animales postheparinizados, que reciben los nombre de:

1.- Lipoprotein‘lipasa C-I (LPL C-I) procedente de higado; presen
te en plasma post-heparina pero no en tejido adiposo. Es acti
vado por suero ©. C-I pero no por C-II y es inhibido por ClNa

y protamina sulfato.

2.- Lipoprotein ‘lipasa CII (LPL CII) presente en tejido adiposo,
es activado por suero o por C-II pero no por C-I y es inhibi

da por ClNa y protamina sulfato.

3.- Triglicérido lipasa hep&tica, procedente de la membrana de
las células hepiticas (ASSMAM, 1973) no requiere ser activa-
da por suero y es insensible a la protamina sulfato y no es

inhibida por ClNa.

Otras actividades lip&sicas en sangre

También existen en sangre actividades lip&sicas post-heparini

cas que utilizan como sustrato DAG, MAG (BIALE y SHAFRIR, 1969;
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GRETEN y cols.1969; NILSSON-EHLE y BELFRAGE, 1972), asf como una
fosforilasa de tipo Ay (catalizadora de la ruptura del enlace es-
ter en posicién C-1) que utiliza como sustrato fosfatidiletanola-
" mina o fosfatidilcolina (VOGEL y BIERMAN, 1970; VOGEL y cols.,
1971; ZIERE y ZIERE, 1972).

I.4.3.- LIPASAS TISULARES

ACTIVIDAD LIPASICA EN HIGADO

GUDER (1969) encontr8 en hfgado una lipasa cuyo pH Sptimp, en
la hidr6lisis de trioleina, es 7,5 y que requiere la presencia del
16n catt; este enzima es estimulado por heparina y estf localiza-
do en la membrana plasmitica. LA ROSA (1972) comunicé la existen-
cia de una TAG-lipasa hep&tica que posee actividad sobre lipopro-
tefnas ricas en TAG (ASSMAN, 1973; KRAUSS, 1973); LLOBERA y cols.

(1979) encontraron actividad lipoprotein-lipasa en hijado de feto de rata.

Se ha encontrado en lisosomas (NILSSON-EHLE, 1973; BIALE y SHA
FRIR, 1969; GRETEN y cols. 1969) una lipasa cuyo pH &Sptimo es 6.8
Yy que hidroliza preferentemente TAG de cadena corta, poseyendo es
pecificidad posicional para la ruptura de &cidos grasos en posi-
cién o , de forma que Finde 1,2 dioleina a partir de triolefna
(GRETEN y cols., 1969). También se ha encontrado otra lipasa en
la fraccibén micros6mica (BIALE y SHAFRIR, 1969; VOGEL y BIERMAN,
1970; NILSSON-EHLE y BELFRAGE, 1972) con actividad MAG-lipdsica

y cuyo pH 6ptimo es 8-9.

EEERS
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ACTIVIDAD LIPASICA EN TEJIDO ADIPOSO

El tejido adiposo, como Srgano clave en el proceso de acumula
cibén y liberacibn de &cidos grasos, posee una variada actividad
acil-hidrolasa (KHOO y cols., 1976) que es activada por AMPc:
TAG, DAG, MAG y ester de colesterol-hidrolasas. Otra actividad
lipdsica, a la cual ya nos hemos referido, es la desarrollada
por la LPL de tejido adiposo, cuya actividad no parece ser afec

tada por AMPc.

La TAG-lipasa sensible a las hormonas (HSL) ha sido estudiada
exhaustivamente, pero sin embargo no existen datos suficientes
para afirmar que sea una enzima distinta de la DAG-lipasa; por
otro lado KHOO y STEINBERG (1978) en diferentes ocasiones han en
contrado distinto o el mismo grado de activacién, por protein-ki
nasa dependiente de AMPc, de las actividades TAG y DAG-lipésicas

en tejido adiposo de pollo.

SCOW y cols. (1965) &ncontraron acumulacién de DAG y MAG du-
rante la movilizacidn de grasa; STEINBERG y cols.(1965) no han

encontrado acumulacién de DAG o MAG por accién de HSL sobre TAG.

VAUGHAN y cols. (1963, 1964) han establecido que existe una
actividad MAG-lip&sica no realizada por la HSL y que el enzima
responsable de la misma hidroliza m&s ripidamente el isomero 2

que el 1-MAG.
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I.5.- SINTESIS DE TAG EN TEJIDO ADIPOSO

Al igual que ocurre en intestino, la biosintesis.de TAG en te-
jido adiposo se puede llevar a cabq medjiante dos vfas posibles:
la sintesis de novo, ampliamente estudiada, y la sintesis "via
monoglicéridos”, cuya existencia ha sido postulada por SCHULTZ
y JOHNSTON (1971) a rafz de sus estudios en tejido adiposo de

hamster.

I.5.1.- VIA MONOGLICERIDO

Esta ruta posee una gran iméortancia cuantitativa en intesti-
no, ademis de ser determinante de la posicionalidad en 2 de los
4cidos grasos de 18 C insaturados: sin embargo no se conoce Su
importancia real en tejido adiposo. Nosotros consideramos que e-
xiste un gran paralelismo entre ambos 6rganos que se puede ci-

frar en:

a) Existencia de una via de biosIntesis de novo de TAG.

b) Existencia de una vfa monoglic&rido para la sintesis de TAG.

c) Los AGL y 2-MAG que_ ingresan en el intestino proceden de la
acci6n hidrolftica de la lipasa pancreftica (especificidad
posicional 1, 3) mientras que en tejido adiposo los AGL proce
den de la accifn hilirolitica de la LPL (especificidad posicio

nal 1, 3) cuando son de origen ex&geno.

.oy
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d) Los TAG sintetizados en el intestino (quilomicrones) y en te-
jido adiposo poseen una desigual distribucibn posicional de
los &cidos grasos (preferencia p para largos insaturados).

e) Los TAG que sirven de sustrato a la lipasa pancreitica y LPL
(dieta y suero) también poseen esa misma desigual distribu-

cibén posicional.

Aunque en intestino esti claro que la "via monoglicérido” re
presenta una forma de "transmisién®, de la posicionalidad de los
8cidos grasos no se conoce el ingreso de 2-MAG o DAG en el teji-
do adiposo desde el suero. Esta via monoglicérido se llevaria a
cabo en dos pasos:

Acyl-CoA Acyl-CoA

MAG  --- = DAG = TAG
(1) (2)

siendo el paso (2) com@in a la biosIntesis "de novo".

2Cull puede ser la funcibn de MAG-acyl-transferasa?. Los MAG
que dicha enzima utiliza como sustrato pueden tener dos orige -

nes: del suero o del proceso lipolitico propio del tejido.

La primera posibilidad implicarfa la existencia de un ingreso
de MAG desde el suero hacia el tejido adiposo, hecho esto no de-
mostrado. Sin embargo, los trabajos de BORSTROM y JORDAN (1959),
BRAGDON y GORDON (1958) y RODBELL y SCOW (1965) parecen indicar

que pudiera existir una captacién de glicéridos no hidrolizados



por parte del tejido adiposo; sin embargo, BEZMAN y cols. (1962)
piensan que este hecho podrfa achacarse a un fenSmeno de adsor-

cibn fisica.

La segunda posibilidad nos situarfa ante un ciclo conservati-
vo:
TAG
L = lipolisis

AG

\\\\\E\‘D
‘,//if’ E = esterificacién
MAG

que en esencia podrfa tener un doble significado:

<

1) Un papel de mantenimiento de la ‘temperatura corporal, como su
girié ya CAHILL en 1964 en cuanto al ciclo continuo de lipoli
sis-esterificacién. .

2) Un papel de conservacifén de los &cidos grasos de 18 C e insa-

turados y en particular del 4cido graso esencial: linoleico.

I.5.2.- BIOSINTESIS DE NOVO

La ruta biosintética "de novo" de TAG en tejido adiposo es e-
sencialmente similar a la que ocurre en higado e intestino WEISS
y KENNEDY (1956), STEIN y SHAPIRO (1957). Esta via se puede es-

quematizar como sigue:.

Yy
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GLICEROL GLUCOSA-6P
AG a-glicero-p
Coj .
1 .
ATPs..| . - - AMPPPy
(2)
ACYl-COA cccccccwna cecc e m - { -{2) Coa

Acido fosfatidico
"..--U—Pi
DAG
__________________________ 4 - acConr
TAG
El a-glicerofosfato, matriz de la molécula de los glicéridos
se puede formar por varios mecanismos, sujetos en parte a control

hormonal.

La via mejor conocida de sintesis de a -glicero-fosfato es a
partir de glucosa, utilizando la conocida ruta glucolftica (MAR-
GOLIS y VAUGHAN, 1962}).

Glucosa (G) —====e—cee—=- = G=6~P em——m———ee » a-glicerofosfato
: (+) Insulina

Otras vias, teSricamente posibles, son la neoglucogénica y la

del 6-fosfogluconato (HERRERA, 1977).

Por (Gltimo merece especial atencién la formacién a-glicero

fosfato por fosforilacifn del glicerol libre. La importancia



4l

cuantitativa de esta via ha sido muy discutida; MARGOLIS y VAUGHAN
en 1962, obtuvieron un bajo rendimiento en sus trabajos con homoge
nados deé tejido. ROBINSON y NEWHOL (1967) y HERRERA y AYANZ

(1972) encontraron elevadas cantidades de glicero-kinasa en te-
jido, lo cual indica un elevado grado de recaptacién de glicerol.
DOMINGUEZ y HERRERA (1976) han observado un incremento en la cap
taci6n de glicerol por el tejido por accifn de la insulina en tan
to que la adrenalina ejerce la accifn contraria. SMITH y cols.
(1957) encontraron la actividad &cido-fosfatfdico-fosfatasa en
microsomas; donde tambié&n se encuentra el 90% de la actividad

pirofosfatasa del tejido (MARGOLIS y VAUGHAN, 1962).

El dltimo paso de es "via de novo" es comdn a la "via monogli
cérido” y convierte a los DAG en el eje central del proceso lipo
lisis-esterificacifn. GOLDMAN y VAGELOS (1961) lo estudiaron en

tejido adiposo de pollo utilizando a , g -DAG encontrando que:

1) El palmitil-CoA es utilizado preferentemente al oleil-CoA.

2) Los DAG conteniendo un &cido graso insaturado (oo ) son
mé&s reactivos que los que solamente contienen miristico (Cjy4)
son peor utilizados que los que contienen pé{hitico Yy a su A
vez mds reactivos due los que coﬁtienen estedrico.

3) Se produce igual esterificacién de DL- a -oleil-p palmitil-

- DAG que de DL- a-palmitil- g olei-DAG.

“oay
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I1.6.—- DEGRADACION DE TAG EN TEJIDO ADIPOSO

La degradacifn de los TAG en sus elementos constituyentes,
AGL + glicerol, se conoce con el nombre de lipolisis y es reali

zadé mediante la siguiente secuencia de reacciones:
TAG  ——--=-- -=~ DAG —===-- = MAG —---—- -= GLICEROL

Este proceso parece ser realizado por varias enzimas distin-:
tas: TAG-lipasa, DAG-lipasa y MAG-lipasa, que adem&s podrfin te-
ner una determinada especificidad posicional o de cadena como ve

remos posteriormente.

Los experimentos de HELLER y STEINBERG (1972) en tejido adipo
so de rata, y de KHOO y cols. (1976) en tejido adiposo de pollo
permiten clasificar al menos en cuatro grupos las distintas acti-
vidades acil-hidrolasas del tejido que parecen ser activadas por

el AMP-c:

- actividad TAG lip&sica.
- actividad DAG-lip&sica
- actividad MAG-lip&sica

~ actividad colesterol-ester hidrolasa.

Estas actividades se encuentran activadas por el AMPc en dife

rente grado, HELLER y STEINBERG (1972) encontraron una activacién
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en tejido adiposo de rata de la HSL de 50 a 70% mientras gue pa-
ra la DAG y MAG-lipasa fué€ inferior al 15%. La diferencia obteni
da es un factor que se considerd decisivo en la clarificacién del

problema relativo a la identidad de la HSL y DAG-lipasa.

KHOO y cols. (1976) trabajando con tejido adiposo de pollo ob
tuvieron, utilizando protein-kinasa, una activacibnde la HSL de

200 a 900% frente a un 60 a 80% para la DAG-lipasa.

Sin embargo KHOO y STEINBERG en 1978 obtuvieron un grado seme
jante de activacifn para ambas enzimas bajo determinadas condicio
nes de ensayo. Efectivamente obtuvieron una activacién de la DAG-
~lipasa inferior al 10% utilizando como medio fosfato s6dico
100 mM, mientras que en fosfato sédico 0-4 mM el grado de activa
cién fué de 1000%.

No existe por tanto una evidencia clara en el sentido de que
TAG~lipasa y DAG-lipasa sean la misma o distintas enzimas.

La distinta entidad de TAG y MAG lipasas qued8 demostrada por
VAUGHAN y cols en 1963, asfmismo demostraron que la MAG-lipasa
posee una mayor afinidgd por los f -MAG (VAUGHAN y cols., 1964)
que por los a -MAG. No existen sin embargo datos que permitan a
firmar que la HSL y DAG-lipasa poseen una especificidad posicio

nal sobre los &cidos g¥asos esterificados en a, oa'.

AR
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Los datos que se poseen sobre los distintos mecanismos de aci
laci6n y desacilacifn que constituyen el proceso de lipolisis-es

terificacifén se pueden resumir en el siguiente esquema:

GLUCOSA
GLICEROFOSFATO ~ @

N
~—————————— R~Co0~-S~-COA

GLICEROL MAG G /
"

R-COGH TAG
| °
ATP AMp + ppi

@ Esterificacién
% Lipolisis
8 via monoglicérido

El proceso de lipolisis y de esterificacifn parecen producir-
se simult&neamente; la tasa de lipolisis basal (STEINBERG, 1964)
permitirfa hidrolizar la mitad de los TAG en 23 dfas, sin embar-
do, la vida media de los 4cidos grasos en el tejidé (STEIN y
STEIN, 1962) en ratas vivas es de 170 dfas; esta diferencia pare
ce evidenciar una continua re—ésterificaci6n de &cidos grasos

formados por lipolisis.

Efectivamente, VAUGHAN y STEINBERG (1963) estiman que durante
la lipolisis estimulada por hormonas son re-esterificados cerca

de un 20% de los &cidos liberados.
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STEINBERG y VAUGHAN (1965) han encontrado gue en distirtas
condiciones (lipolisis estimulada por epinefrina o ACTH) 10 se
produce acumulacifn de DAG o MAG; sin embargo SCOW (1965) encon
tré que después de una estimulacién hormonal de la lipolisis

se producfa acumulacién de DAG, pero no asf{ de MAG.

I.7.- ESPECIFICIDAD DE POSICION, CADENA Y GRADO DE INSATUXACION

EN EL PROCESO DE LIPOLISIS-ESTERIFICACION

HOLLENBERG y DOUGLAS en 1962 compararon las composicioies en
&cidos grasos entre 14 y 18 C de las fracciones TAG y AGL en te
jido adiposo incubado con Adrenalina y ACTH encontrando gie en
los AGL el porcentaje de &cidos grasos de 14 y 16 C era mayor
que en los TAG; asimismo encontraron que en ratas tras 72y 12q
horas de ayuno asi como en ratas diabé&ticas, aumentaba el por-
centaje de &cidos grasos de 18 C en los TAG,ccon respecto a

controles alimentados normalmente.

HOLLENBERG y ANGEL (1963) encontraron resultados similares
en condiciones de estimulacién de la lipolisis. HOLLENBERG en
1964 emite dos posibilidades para exﬁlicar la diferencia de

composicién entre AGL y TAG que habfa obtenido:

1) La accifn de la HSL podria ser similar a la de la lipasa pan
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creftica; efectivamente, en el tejido adiposo de rata los °
TAG poseen las posiciones o« , a' ocupadas por &cidos gra
sos predominantemente saturados 'y de 16 C, mientras los &ci
dos de 18 C se disponen preferentemente en posicién j (Tabla

I11).

2.~ Determinadas especies de TAG (m8s ricas en &cidos de 14 y 16 C

y saturados serfan hidrolizados m&s ripidamente por la HSL.

La primera posibilidad apuntada por HOLLENBERG est& aparente-
mente en contradiceibn con el hecho de que la hidrolisis "in vi-
tro" parece ser completa (VAUGHAN y cols., 1964) y que por cada

3 moles de AGL se forma un mol de glicerol.

Adem&s tampoco parece compatible con los resultados obtenidos
por SCOW (1964) en el sentido de que no existe acumulacién de

MAG durante la lipolisis.

Por otra parte GELLHORN y BENJAMIN (1964) encontraron que con
la edad de las ratas (sequido de un incremento del peso) aumenta
la proporcién de 18:1‘y 18:2 en el tejido adiposo; asfmismo en-
contraron acumulaci8n de &cidos grasos de 18 C en ratas diabéti
cas. Paralelamente se observd una disminucién en ambos casos de
la sintesis en tejido adiposo de &cidos mono-insaturados a par-
tir de sus precursores saturados. Ademis, la esterificacifén pro

ducida con glucosa e insulina parece realizarse en mayor exten-



47

sién (HOLLENBERG y ANGEL, 1963) para los Scidos grasos de 16 C
y dentro de la misma longitud de cadena para los m&s insatura-

dos.

Existen varios estudios (BROCKERHOFF y cols., 1966) sobre la
distribucifén posicional de los AG en la mol&cula de TAG en dis-
tintas especies (Tabla III) de ellos se deduce una tendencia ge
neral en los animales a disponer los AG mis largos e insaturados

en posicién g .

PRIVET y cols. (1965) realizaron el fraccionamiento de los
TAG de tejido adiposo de rata, y con diferentes dietas encontra-
ron una estructura similar a la encontrada por HANAHAN y cols.

(1960) para lecitina de huevo y TAG de higado:

CHp - 0 -CO - Ry (saturado)
CH -0 -CO - Ry (insaturado)
CHz - 0-CO - R3 (saturado o insaturado)

En cuanto a la distribucifn posicional de los ‘TAG de tejido y
composicién de los mismos en AG, se ha hablado mucho de la in -
fluencia de la dieta. Debemos considerar dos factores como son
dieta y especie, que s;n los que mids afectan a la composicif6n de
los TAG de tejidos y analizar las relaciones entre los mismos:

-~

1.- Dieta constante y especies diferente. HILDITCH (1956) anali-



48

26 las composiciones en AG en distintas especies con dietast
similares; de los resultados obtenidos en 17 especies (11 de
ellas mamiferos) se puede observar una variacifn lo suficien
temente amplia como para poder deducir la existencia de una
especificidad de especie en los mecanismos que conducen a la

acumulacién de Scidos grasos en tejido adiposo.

Diferentes dietas para la misma especie. PRIVETT y cols. en
1966 realizaron extensos experimentos con rata y analizaron
las variaciones en composicién y posicionalidad. De la compa
racifn, de los resultados se sugiere una influencia muy impor
tante de la dieta, en perfodos tan largos para la rata como
son seis meses, pero no la existencia de mecanismos simples
que permitan deducir una relacién directa en las composicio-
nes. Indudablemente uno de ellos es el porcentaje de 18:2
(esencial en la dieta y precursor de los &cidos poli-insatu-
rados) . Un hecho importante es gue se mantiene la constancia
en la disposicién II (S o I) con dietas y composiciones muy

distintas.

Un ejemplo de la inexistencia de una relacién directa la en-
contramos en el trabajo de GUNSTONE en 1965 que pone de mani
fiesto que dos especies, chimpancé& y hombre del Oeste Nortea
mericano con dietas muy distintas poseen una misma composi-

cién en los AG de sus depSsitos grasos.
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4 .- Debemos considerar por (ltimo que con una dieta constante
existen factores que conducen a modificaciones en la compo
sicién de los dep8sitos como son los ya expresados de la
diabetes y la edad (peso), a los que habrfa que afiadir cier
ta influencia del frfo (FAWCETT y LYMAN, 1954).

Asimismo se conoce que la adicién en la dieta de linoleico
provoca un incremento de 16:0, 18:0 y 18:2 en los dep8sitos
(KAUNIT, 1961) y la adicién de oleico provoca un incremento de

18:1 y un decremento de 14:0 y 16:0 (TOVE y SMITH, 1960).

Nos hemos referido con anterioridad a una posible especifici-
dad posicional y de cadena de la HSL. Tambi&n se ha analizado la
posible especificidad de los mecanismos de esterificacibn (intro
duccibn pSgina 41); debemos resefiar aqui el extréordinarios in-
terés al respecto de los experimentos de COLEMAN y cols., 1976,
en los cuales demostraron que la diacil-glicerol-aciltranferasa
posee una especificidad de cadena tanto por los 1,2-DAG utiliza-

dos como por los Acil-CoA.

Efectivamente la velocidad de la reaccién fué sensiblemente
mayor para los 1,2-DAG de 18:1 que para los de 16:0 o 14:0. Asi-
mismo fué mayor para el:palmitil-CoA y miristil-CoA que para
Oleil-CoA. Esto parece en franca correlacién con los resultados
de HILDITCH en 1956 y de PRIVETT y cols. en 1965 ya mencionados

anteriormente.

.oy
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I.8.- ESTRUCTURA DE LA HSL Y REGULACION DE SU ACTIVIDAD

RIZACK en 1964 y TSAI y VAUGHAN en 1970 sugirieron que la acti
vidad de la HSL esti regulada mediante un proceso de fosforila-

cibén dependiente de AMPc.

Los experimentos de HUTTUNEN y STEINBERG en 1971 en tejido adi
'poso de rata y de KHOO y cols. (1974) en humano pusieron en evi-
dencia que existe una activacién de la TAG-lipasa por AMPc,depen-

diente de protein-kinasa.

El mecanismo de activacién de la protein-kinasa es bien conoci
do, y se realiza por asociacién del AMPc a la subunidad regulado-
ra de &sta, provocando la transformacibn de subunidad catalftica
en su forma activa (BROSTROM y cols., 1971; RUBIN y cols., 1972;

REIMANN y cols., 1971).

La accifn de la protein-kinasa fu& estudiada por HUTTUNEN y
STEINBERG en 1971 que enéontraron la existencia de una transferen
cia de 32p desde ATP a la HSL en presencia de protein-kinasa. Es-
to indica la existencia de dos formas de la HSL llamadas respecti
vamente "lipasa a" y "lipasa b; la forma inactiva (lipasa b), no
fosforilada, es transformada asf en la forma activa (lipasa a)
fosforilada. El peso molecular (3x106 a 7x106) de la lipasa hizo
sugerir a HUTTUNNEN y STEINBERG, que bien pudiera tratarse de un

complejo multienzimitico. Es indudable que &sto puede modificar
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el planteamiento del problema sobre la posible identidad de la
HSL y DAG-lipasa.

KHOO y cols. (1978) encontraron que la DAG-lipasa activada por
AMPc, al igual que la TAG-lipasa, es desactivada por fosfatasa y
que estd 'desactivacifn era del 50% a los 15 ﬁinutos.d

Eh la figura 3 podemos ver resumido el mecanismo de activacién

y desactivacién de la lipasa.

I.9.- REGULACION NEUROENDOCRINA DEL PROCESO LIPOLISIS-ESTERIFICA-

CION

I.9.1.- SIGNIFICADO

El Gnico factor de regulacién cuyo mecanismo de accibén es cono
cido en el proceso de lipolisis-esterificacifn es el AMPc, y por
este motivo a &l van referidos los mecanismos de actuacibn de las
distintas hormonas, metabolitos y agentes qui{micos que provocan
una respuesta del sistema en uno u otro sentido (lipolisis-este-

rificacién).

En nuestra opinifén cabe diferenciar la accién sobre el proceso
de lipolisis de la acci6n sobre el proceso de esterificaciénm,

puesto que si bien est§ claro que los mecanismos de activacién e
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inhibici6n de la lipolisis son antagbnicos (V.G. la activacién
por fosforilacibn de la lipasa y la inhibici6n por defosforila-
ciGh dela misma) y respondiendo a una l8gica de economfa celu-
lar ambos mecanismos deben ser regulados por el mismo metaboli—
to (AMPc); sin embargo; no es evidente que ese mismo principio
18gico de economia celular implique un ligamiento obliqatério
de activacifn lipolftica e inhibiclén esterificadora.

En este sentido es de sefialar que los trabajos de BALL y JUN
GAS (1963), JUNGAS y BALL (1963) y de VAUGHAN y STEIBERG (1963)
(Tabla IV), asf como los de HERRERA y AYANZ (1972), concluyen
que las hormonas lipolfticas provocan tambié&n un ihcremento de
la esterificacifn. Unicamente SOORANNA y SAGGERSON en 1976 han
establecido que las catecolaminas produzcan una inhibicién de
la esterificacién (del 50%) para el primer enzima de la misma
por la vfa de la biosintesis de novo (glicerol-pP-acil~transfera
sa) y cabe argumentar en este caso que fu& utilizado FNa, cono-
cido inhibidor de la esterificacién. El argumento econbmico que
podria esgrimirse en este caso esti en contraposicién al hecho
de que la posicionalidad de los &cidos grasos en el seno de la mo
lécula de los TAG sea desigual y por lo tanto tambi&n opuesto al
principio 16gico de economia.

Esto nos ha conducidé a pensar que ese desgaste energético que
se produce en una continua lipolisis-esterificacifén podrfa corres
ponderse con el neces;;io aporte energético que conlleva la desi-

gual disposicifn de los AG en el seno de la molécula de los TAG,

Ny
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Y que en consecuencia la funcifn de este proceso de "turnover"”

permanente no sea otra que la de crear una desigualdad posicio
nal mantendendo un bajo punto de fusifn de los TAG y en consecuencia
la necesaria fluidez de la gota grasa para la accién en interfase

de la HSL.

En este sentiido de no ser evidente el antagonismo entre ambos
procesos es donde cobra mayor importancia el anilisis de la técni
ca utilizada para la cuantificacibn de la lipolisis; as{ la valo-
racién de glicerol Gnicamente nos informa de la cantidad de TAG,
DAG y MAG que son totalmente hidrolizados, pero en nada de la hi-
drolisis parcial ni de la esterificacifn que se produce paralela-
mente, adem&s tampoco es evidente que el proceso de liberacién de
AGL y el de produccibn lipolitica de los mismos sea regulado por
los mismos mecanismos, ni tampoco la cuantificacién de los AGL
nos dice mis que el sentido global del proceso lipolisis-esterifi

cacién.

A todo esto hay que afiadir el hecho de que el AMPc no sélo:prg
.mueve la activacién de la lipasa HSL, sino que tambié&n lo hace so
bre la gluc6geno-fosforilasa de tejido adiposo, hecho &ste que ‘pue
de tener no s6lo una l1l8gica de producbién energética, puesto que el
proceso esterificador réguie:e'adem&s de un aporte de energia
un dporte. de glucosa ; y adem&s cabe considerar que la glu-
cosa es al mismo tiempo un precursor en la biosintesis de novo de

&cidos grasos, y quiz&s sea en este sentido donde hay que anali-
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zar este triple proceso de activacién de la glucbgeno-fosforilasa,
esterificacién y lipolisis que parecen promover las llamadas hor-

monas lipolfticas.

Por otro lado es de sefialar que en los experimentos en lo§
que se ha demostrado la existencia de una activacién de la MAG
y DAG-lipasa por parte del AMPc se han utilizado MAG y DAG mar-
cados en sus Scidos grasos, pero estos estuvieron distribufdos al
azar, lo cual en nuestra opinién no permite conclusiones tan cla-

ras como las establecidas por KHOO y cols. (1978).

Ademd&s, cuando &stos autores encontraron el mismo grado de ac-
tivacién para HSL y DAG-lipasa por AMPc utilizaron como sustrato
una mezcla de los isémeros 1,2 y 1,3 de la diolefna (KHOO y cols.
1978) . Es evidente, a la vista de ton ello, que cabria plantear
se la validez de tales experimentos y de las conclusiones que se
establecen, en cuanto la HSL podrfa hidrolizar los a -MAG y los

a Y a '-DAG; en nuestra opinién tales resultados y conclusio-
nes deben tomarse con precaucifn en tanto no se conozca con certe
za si la HSL posee especificidad posicional o produce una ruptura

al azar, asf como su mecanismo de reconocimiento de los TAG.
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I.9.2.- MECANISMOS DE REGULACION HORMONAL DE LA LIPOLISIS

Las hormonas actdan regulando procesos preexistentes y pueden

ejercer su accifén de tres maneras:

1.~ Influyendo sobre la velocidad de sfintesis de enzimas y otras

proteinas.
2.~ Afectando a la velocidad de cat4lisis enzimitica.
3.~ Alterando la permeabilidad de las membranas celulares.

En el tejido adiposo adquiere gran importancia la actuacidn de
hormonas mediando la velocidad de cat4lisis enzimitica que se e~
jerce a través de la lipasa sensible a las hormonas (HSL) y cuyo
mecanismo hemos visto anteriormente.

En el siguiente cuadro'podemos observar algunos de los mecanis
mos de accibén de hormonas, metabolitos y agentes quimicos en el

tejido adiposo. (Figura 4).

S
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I.9.3.~ ACCION LIPOLITICA DE LAS CATECOLAMINAS

Las m@ltiples acciones de las catecolaminas, patentes en casi
todos los sistemas se ejercen mediante un doble método de trans

porte a sus puntos de influencia:

~ De manera sistemitica, generalizada, a través de la sangre.
- De manera local, mediante la liberacifn "in situ” por las ter

minaciones axf6nicas de las neuronas catecolaminérgicas.

Las catecolaminas circulantes proceden en su casi totalidad
de la mé&dula suprarrenal; y ejercen sus efectos intracelulares
mediante la interaccifn con los receptores de membrana del 6rga

no diana utilizando el AMPc como segundo mensajero.

AHLQUIST en 1948 postuls la’ existencia de dos tipos de recep
tores, a y B , segfn el tipo de respuesta que producfa su es-
timulacifn. '

Segn TURNER en 1976, los receptores o median las respuestas
para las cuatro aminas simpatomiméticas comunes con el siguien-
te orden de preferencia: Epinefrina > Norepinefrina > Fenile-
frina > 1Isoprenalina; mientras que los receptores g median
la respuesta con el siqguiente orden de respuesta: Isoprenalina

> Epinefrina > Norepinefrina > Fenilefrina.

. oay
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WENKE en 1970 estudif la lipolisis inducida por E, NE, e ISO
encontrando que aunque poseen distintas potencialidades a vy
g producen el mismo efecto lipolitico m&ximo sobre el tejido a

diposo de rata.

En tejido adiposo, GORDON y CHERKES en 1958, y WHITE y ENGEL
en 1958, encontraron que tanto la E como la NE incrementan la
liberacifn de AGL desde este tejido y que esta accifn se debfa

realizar mediante una TAG—lipasa.

BUTCHER y cols. (1965) encontraron que existfa una relacién
directa entre la concentracifn de E y los niveles de AMPc en te

jido adiposo epididimal.

En cuanto a la accif6n de las catecolaminas coﬁo neurotransmi
sores es de sefilalar que WERTHEINER y SHAPIRO en 1948 comproba-
ron que el estimulo de la neurotransmisién movilizaba las gra-
sas; adem&s se comprob8d que la actividad del sistema nervioso
auténomo es necesaria para el mantenimiento de los niveles plas
miticos de AGL y su turnover como lo demuestra la acumulacifn
grasa que se sigue a la administracién de un agente bloqueante

ganglibénico como el hexametonio (HAVEL y GOLDFIEN, 1959).

CORRELL en 1961 estudif la estimulacién elé&ctrica del nervio
aferente a un trozo de grasa epididimal incubada y vi6 que se

estimulaba fuertemente la liberacién de AGL.
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EULER (1956) concluy8 que el mediador qufmico liberado en el

nervio simp8tico postganglionar era la Norepinefrina.

I.9.4.- ACCION LIPOLITICA DE LA SEROTONINA

Segin ROBINSON, SHUTERLAND y BUTCHER, en 1971, la serotonina
tendrfa én los invertebrados una funcién semejante a la de las
catecolaminas en los organismos superiores. Asi uno de sus efec
tos (la estimulacifn de la glicolisis en la Fasciola hep&tica)
estsd claramente mediado por el AMPc (MANSOUR, 1967). Dicha ac-

cibn se ejerce mediante la activacién de la fosfofructoquinasa.

Otros dos efectos de la serotonina que parecen realizarse a
través del AMPc son la estimulacién del transporte de Nat en
mdsculo de rana (SAYOC y LITTLE, 1967; BABA y cols., 1967); y
ia estimulacifén de la secrecifn saliva] en insectos (BERRIDGE y

PATEL, 1968).

No existe evidencia clara de que la serotonina actde en los
vertebrados a través del AMPc. AlGn no se ha demostrado uma rela
cibén entre la serotonina y un aumento en los niveles de AWPc,
salvo en cerebro (KAKIUCHI y RALL, 1968; SHIMIZU y cols., 1970)
en donde demostraron una accién de la serotonina que provocaba
un incremento en los niveles de AMPc neuronales, aunque se des

conoce el mecanismo de este aumento.

oy
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En otros tejidos existen datos de indudable interé&s en cuanto
a los mecanismos de accifn de la serotonina a nivel intracelu-:
lar. LEBOVITZ, en 1970, encontr8 que la serotonina, al igual que
la epinefrina, inhibe en el hamster la liberacién de insulina
por el péncreas, no s6lo en respuesta a la glucosa, sino en res

puesta al dibutiril-AMPc ("in vitro").

Este trabajo cref una controversia en térno a la accibn de
la serotonina sobre p&ncreas. TAMARIT y cols. (1973) aportaron
una serie de experimentos que clarificaron notablemente los as-
pectos principales de la accién de la serotonina sobre la secre

cién de insulina:

1.~ Los niveles de serotonina en suero de diabét;cos (240
ngr/ml.) son sensiblemente mayores que en los controles.

2.~ Los niveles de insulina en suero de animales tratados con
glucosa m&s serotonina fuercn m&s bajos que los observados
en animales que s8lo habfan recibido glucosa.

3.- En la perfusifén de piAncreas con glucosa + serotonina obser-
varon un primer pico normal de liberacifn de insulina, mien '

tras que estuvo ausente el segundo pico.

Es un hecho bien conocido y estudiado por numerosos autores
la similitud existente entre los efectos excitantes de la sero-
tonina y catecolaminas en mGsculo liso, incluyendo una tenden-

cia a interaccionar con los mismos receptores.
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LEBOVITZ, demostr8 que la phentolamina bloquea el efecto i"hl
bitorio de ambas aminas (serotonina y catecolaminas) en la 1i-
beracién de insulina. Sin embargo, el efecto de la serotonina
puede ser antagonizado selectivamente por la metisergida. Esto

sugiere la diferenciacifn de receptores para ambas sustancias.

En cuanto a la accifén de la serotonina sobre tejido adiposo
al igual que la epinefrina, glucagén y ACTH, estimula la acti-
vidad de la glucBgeno-fosforilasa en dicho tejido (VAUGHAN,
1960) .

La accién de la serotonina estimulando la fosforilasa, con-
trasta con el hecho de que, si bien las otras hormonas que pro
vocan en tejido adiposo la activacién de la gluc8geno-fosfori-
lasa, producen paralelamente una movilizacifn de AGL, &sto no

se ha encontrado para la serotonina (STEINBERG, 1964).

Existe una disociacién en la accifn de la serotonina en ‘cuan
to que causa una activac¢ién de la fosforilasa, mientras que el
incremento de la lipolisis lo produce s8lo a muy elevadas con-
centraciones (STEINBERG, 1964).

Efectivamente a concentraciones de serotonina tan altas co
mo 10-3 M se produce un importante incremento en la actividad
fosforilasa, mientras. que s6lo se produce un pequefio efecto 1i

polftico (VAUGHAN, 1960; VAUGHAN y BARCHAS, 1966; STEINBERG, . ~

.oy
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1964).

Sin embargo es de resefiar que no parece ser la via del AMPc
la Gnica via posible para la activacién de la fosforilasa-quina
sa. Asi, KHOO en 1975, encontrd que existe una activacién de
la fosforilasa-quinasa de tejido adiposo dependiente del i6n

Cat+,

Por Gltimo BIECK y cols. (1966), proponen que la inactividad
de la serotonina a dosis fisiolSégicas sobre el sistema lipolfti
co es debida a la inactivacidn de la 5-OH-Triptamina por accién
de la MAO y, realizaron experimentos con pargilina (inhibidor
de la MAO) y/o teofilina, en trozos de tejido adiposo incubado.
De este trabajo derivan fundamentalmente los actuales conocimien _
tos sobre la accién lipolftica de la serotonina. En este trabajo
se estudia la accibn de la 5-H-T en concentraciones entre 106

-10~3 M. Los resultados obtenidos son:

- Cuando utilizaron s8lc serotonina, el resultado hasta 10-4 M.
se omite, mientras gque entre 104 Y 5%x10-3 M. se produce, in-
cluso en algunos puntos, una ligera esterificacién (no signi-

ficativa), pero en ningQin momento lipolisis.

- Cuando utilizaron pargilina, se produce lipolisis a alta. concen
traci6n de 5-HT (mdxima = a 5x10~4 M.), mientras que no existe

pricticamente lipolisis a dosis fisiolégicas. A dosis superio
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res (5x10-3 M.) se produce una pequefilsima esterificacibn.

- La adfci8n de teofilina o de teofilina + pargilina produce un m&
ximo de lipolisis a 5x10~5 M., y un descenso de &sta tanto con
el aumento como con el descenso de las concentraciones de sero

Eonina, llegando en los extremos a producirse esterificacién.

I.9.5.- HORMONAS QUE ACTUAN ACTIVANDO LA SINTESIS PROTEICA

Estas hormonas actdan activando la sintesis proteica de la a
denyl-ciclasa, de forma que se incrementa la velocidad de transg
formacién de ATP en AMPc. Se puede observar que aunque la via
de actuacién es a trales del AMPc, el proceso es‘marcadamente
distinto del seguido por las hormonas que actfian sobre los recep

tores de membrana.

Las principales hormonas conocidas que actfan siguiendo este

mecanismos con: Tiroxina, GH y Glucocorticoides.

La GH (hormona estimuladora del crecimiento) es un polipépti
do sintetizado en la a@enohipéfisis. Regula el crecimiento y de
sarrollo (sobre todo en la infancia). RABEN y HOLLENBERG (1969)
descubrieron que la administracién intravenosa de GH en ratas,

provocaba un incremente en la concentracién de AGL en sangre.

.oy
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La tiroxina {triyodotironina) ©3 elaborada por la glé&ndula
tiroides. Su accifn sobre el metabolismo general es bien conoci
da. DEBONS y SCHWARTZ, en 1961, describieron que la grasa obte-
nida de ratas hipertiroideas era m&s sensible a la accién de hor

monas lipoliticas que la grasa de animales normo e hipotiroideos.

Los gluéocorticoides son esteroides derivados del pregnano,
de 21 4tomos de carbono. El principal glucocorticoide en el ser
humano es el cortisol, en tanto que en los roedores es la corti
costerona. JEANRENAUD y RENOLD, en 1960, demostraron 1la ac-
ci6bn estimuladora de los glucocorticoides en el proceso lipoli-

tico.

I.9.6.- SUSTANCIAS QUE INHIBEN LA SINTESIS PROTEICA

Entre las sustancias que actfian bloqueando dicha sintesis en
general, se encuentran la Actinomicina-D y la Cicloheximida. Am
bas actfian en el proceso lipolftico bloqueando la sintesis pro-

teica de la adenyl-ciclasa.

I.9.7. SUSTANCIAS QUE ACTUAN A NIVEL DE LA ADENYL-CICLASA

STOCK y cols. (1968), estudiaron la accién antilipolftica de

la prostaglandina Ej, y descubrieron que antagoniza competitiva



67

mente las acciones de la norepinefrina y ACTH.
HO y cols. (1967), descubrieron asimismo la accién antilipolf

tica de la ouabaina (agente inhibidor especifico de la bomba Na+

- k%),

I.9.8.~- INHIBIDORES DEL CATABOLISMO DEL AMPc

VAUGHAN y STEINBERG, en 1963, encontraron una actuacién sinér
gica de la metilxantinas (cafefna y teofilina) con la accién de
las catecolaminas. Ello se debe a que las metilxantinas ejercen
su funcibn evitando la degradacién del AMPc mediante la inhibi-
cién de la enzima fosfodiesterasa, (aunque no pueden provocar

un incremento directo de los niveles de AMPc).

I.9.9.- AGENTES DESACOPLANTES DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA

-

El proceso lipolftico requiere energfa en forma de ATP a dos
niveles (sintesis de AMPc y fosforilacién de la lipasa).

Los agentes capaceS'de desacoplar el proceso de fosforilacifn
oxidativa en el cual se sintetiza ATP, bloquean a su vez el pro
ceso lipolftico (FASSINA, 1957). Entre estos agentes se encuen-

tran la oligomicina y el 2-4-dinitrofenol.
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1.9.10.- HORMONAS PEPTIDICAS QUE ACTUAN A NIVEL DE. RECEPTOR DE

MEMBRANA PLASMATICA

El Glucagbn, ACTH, TSH, LH, Oxitocina y Vasopresina, son hor
monas que actfian a nivel del receptor de membrana provocando

la estimulacién de la adenil-ciclasa.

.La ACTH (hormona adenocorticotropa) es secretada por la adeno
hip6fisis y estimula la actividad metabblica de la corteza adre
nal. Estructuralmente se trata de un polipéptido de 39 amino&dci-
dos, de los cuales los 24 primeros son comunes para todas las
especies, siendo los 15 restantes variables de unas especies a
otras. Su accifn facilitadora del proceso lipolitico fué& descri

ta por WHITE y ENGEL (1958) y HOLLENBERG y cols. (1962).

La TSH (hormona tirotropa ) y la LH (hormona juteinizante
son asimismo secretadas por la adenchipSfisis. = Tienen respectiva
mente como funciones la estimulacién de la gl&ndula tiroidea y
del "cuerpo 1ldteo" (entre otras). WHITE y ENGEL, en 1958 y
FREINKEL en 1961, demostraron la funcifn estimuladora de la
TSH en la lipolisis. BUTCHER y cols. (1968) demostraron la es-

timulacién provocada por la LH en la lipolisis.

La neurohip6fisis de los mamiferos Seqgrega los nonapéptidos
Oxitocinay Vasopresina. La primera determina la contraccién de

la musculatura lisa y la eyeccifén de leche en las hembras lac-
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tantes, en tanto que la vasopresina ejerce acciones presoras y
antidiuréticas. Ambas hormonas son polipéptidos idénticos salvo
en los aminofcidos de las posiciones 3 y 8., VAUGHAN (1964), WHITE
y ENGEL (1958) demostraron la accifn mediadora de la vasopresi
na en el proceso lipolftico. CARLSON (1966) demostr$ el mismo

efecto para la oxitocina.

El glucagén, producido por las células alfa de los islotes
de LANGERHANS del p&ncreas, tiene un efecto hiperglucemiante,
al acelerar la glucogenolisis hepitica por la reactivacidén de
la fosforilasa hep&tica desde una forma inactiva al aumentar la
prbducci&n de AMPc. HAGEN (1961) demostr6 la funcifn estimulado

ra del glucagén en el proceso lipolftico.

I.9.11.- ACCION DE LA INSULINA

La insulina actda sobre el tejido adiposo antagonizando la ac
cibén liberadora de AG que ejerce la epinefrina (GORDON y CHERKES,
1958) . Esta actividad antilipolftica de la insulina se lleva a
cabo mediante la disminucién de los niveles de AMPc (BUTCHER

y cols., 1968).

El mecanismo que hace posible este descenso no es adn conoci-
do aunque se cree que lo hace bloqueando la activacifn de la ade

nilciclasa, si bien tambi&n se ha sugerido una activacién de la

.oy
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fosfodiesterasa (APPLEMAN y cols., 1973).

El efecto antilipolitico de la insulina parece no ser un he-
cho constante. Asf, en presencia de glucosa no se produce tal e-
fecto (HALL y BALL, 1970). Ademis el efecto antilipolitico de 1la
insulina se torna en activador de la lipolisis cuando aumenta la

concentracién de epinefrina o de insulina (DESAI y cols., 1973).

En cuanto a su efecto sobre la composicién del tejido adiposo
en &cidos grasos, GELLHORN y BENJAMIN en 1965 encontraron que la
insulina "in vivo"™ promueve un incremento en la biosfntesis de
4cidos grasos monoinsaturados (16:1 y 18:1), lo cual es acorde
con los resultados de CHERNIK en 1951 y WIELAND en 1963, que en-
contraron un descenso en la sintesis "in vitro" de &cidos grasos
monoenoicos en diabetes inducida por alloxana. En tejido adipo-
so de ratas diab&ticas se!produce un descenso en la sintesis de
oleico a partir de estedrico; sin embargo, la insulina restaura
la sintesis (GELLHORN y BENJAMIN, 1965).

Las diferencias en composicifén en &cidos grasos del tejido adi
poso de ratas diab&ticas y normales pueden explicaése s6lo par-
cialmente por los hechos referidos anteriormente, puesto que el
notable incremento en la proporcifén de &cido linoleico (4cido
graso esencial) que se produce en diab&ticos no parece que pueda
ser debido a un mecanismo de decrecimiento en la biosintesis de

4cidos monoenoicos.
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Adem&s HOLLENBERG y ANGEL (1963) encontraron que la esterifica
ci6n promovida por la insulina es mayor para los &cidos grasos
m&s cortos (16 C), y dentro de los de la misma longitud de cade

na para los m&s insaturados.



I1,- MATERIAL Y METODOS



73

II.l.- EXPERIMENTOS "IN VIVO"

En el curso de estos experimentos hemos valorado la composi -
cién en AG de los TAG de tejido adiposo y de AG totales de sue-
ro en ratas sometidas a distintas situaciones experimentales,
como son el ayuno, la inyeccién de dosis de 5-HT o cambios en la

composicién de la dieta.

IX.1.1.- OBTENCION DE TEJIDOS Y SUEROS

Tomamos grupos de ratas machos de raza Wistar de nuestra colo-
nia, de 250-300 g . de peso, sometidas a ayuno prolongado, con o
sin tratamiento con 5-HT en una dosis de 50 ug .. diaria inyecta

da intraperitonealmente. Durante el ayuno dispusieron en todo mo

mento de agua.

A los 4 y 8 dfas se tomaron las muestras de sangre (4 cc.) por

puncién directa en el céraz&n,y de tejido adiposo epididimal.

II.1.2.- ANALISIS DE LA COMPOSICION DE LOS ACIDOS GRASOS DEL SUE

RO

Este anilisis se realiza mediante las siguientes operaciones:

1.~ Extracci6bn de los lfpidos del suero.

.oy
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2.~ Obtencibn de los &steres metflicos de los AG, por transeste-
rificacién.

}a% Cromatografia gas~-ligquido de los &steres metilicos de los AG.

Ir.1.2.a. Extraccifn de los lipidos del suero

La sangre obtenida es centrifugada a 4.000 r.p.m. durante 15
minutos y tomamos 1 ml. del suero sobrenadante. A continuacién
extraemos los lipidos totales mediante la té&cnica de FOLCH (1951)

de la siguiente forma:

Se deposita 1 ml. de suero en tubo de extraccién y se afiaden
20 ml. de Ploroformo-metanol (2:1). Tras agitar durante 2 minu-
tos en agitador mec&nicok se deja reposar a temperatura ambiente
durante una noche. Posteriormente afiadimos 6 ml. de una disolu-
ci6n de ClNa al 8% en agua destilada y se agita mec&nicamente
durante 2 minutos. Se produce la separacién en dos fases que es
acelerada mediante centfifugacién a 4.000 r.p.m. durante 10 minu
tos, obteniéndose asf una fase superior (agua + metanol) una in-
terfase proteica en forma de banda s6lida, y una fase inferior,
clorofb6rmica, gque contiene todos los lipidos del suero (fosfo-
lipidos, colesterol, acilglicéridos, &cidos grasos libres y é&ste

res de colesterol).

La fase superior es desechada mediante extraccién con pipeta
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Pasteur unida a trompa de vacfo. S6lo una parte de la interfase
puede ser arrastrada por la accifn del vacfo; para eliminar t;—
talmente la interfase proteica y desecar al mismo tiempo la fase
clorof6rmica se procede a la adicifn al tubo de extraccién de
SO4Na; anhidro y se agita mec&nicamente durante 2 minutos iejan-
do reposar a continuacifén. Se afiade el patrén interno ﬁara el a-
ndlisis cuantitativo (&cido heptadecanoico de Sigma). Tras repe
tir la operacién de agitacién se procede a centrifugar durante
10 minutos a 4.000 r.p.m., quedando en el fondo del tubo el sulfi
to sbdico hidratado mi&s la interfase proteica en forma sélida, y
como sobrenadante la fase cloroférmica'conteniendo los lipidos

del suero m3s el patr8n interno (17:0).

La fase clorof8rmica se decanta en una columna de 15 x 1 cm.
en cuyo fondo de pone lana de vidrio con objeto de filtrar par-
ticulas proteicas o de sulfato sédico que sean arrastradas. La
fase clorof6rmica se recoge en tubos de metanolisis de didnetro
inferior 1,5 cm. y grueso de pared 2 mm. con una longitud supe-
rior a los 15 cm. (al objeto de evitar la inflamacién de l>s ga
ses durante la operacién de cierre). A continuacién se procede
a la evaporacifn de disolvente bajo atmb8sfera de nitrégeno (N3)
en bafio de arena a 25 °C. Una vez evaporado todo el disolwente

ge procede a realizar la transmetilacién.

4
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I1.1.2.b.- Obtencibn de los ésteres metilicos de los AG del sue-
ro. |
La metilacién de los AG totales del suero se realiz6 mediante
transmetilacifn, utilizando la técnica de METCALFE y cols.

(1961).

A los 1ipidos secos obtenidos en II.l.2.a. en tubos de metano
lisis se afiaden 1,2 ml. de reactivo de metilacién cuya composi-

ci6n es Metanol-B F3,: Metanol 14% : Benceno (10:10:9).

Los tubos son introducidos en bafios de hielo, gaseados con ni-
tr6geno y cerrados con parafilm. A continuacifén se cierran los
tubos a la llama utilizando soplete, y tras retirarlos del bafio
de~hielo se introducen en una estufa a 110 °C donde permanecen

1 hora y 30 minutos.

Transcurrido este tiempo se sacan de la estufa y se introducen
en un bafio de hielo procediendo a su apertura, gue se realiza
cortando la parte superior del tubo mediante un cortador de vi
drio de acero "vidia". Una vez abiertos los tubos se pfocede a
la extraccifén de los &steres metilicos que se realiza en los mis

mos tubos de metanolisis de la siguiente forma:

A 1 volumen de la solucibn de &steres metflicos se afiaden 2 vo

l6menes de hexano y 1 volumen de agua destilada. Se agita mecéni
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camente durante 2 minutos y la mezcla se transfiere a un tubo de
extraccifn. Se centrifuga durante 5 minutos a 3.000 r.p.m. y se

extrae la fase superior (hexano + &steres metflicos) y se trans-
fiere a otro tubo. Los restos del tubo de metanolisis sSe recupe-
ran con 2 vollmenes de hexano y se afiaden a la fase inferior que
alin conservamos, repitiendo la centrifugacifn y volviendo a obte
ner la fase superior (hexano) que se junta al obtenido en la pri

mera extraccifn.

El siguiente proceso es la preparacién para la inyeccién de la
mezcla de Esteres metflicos en el cromatégrafo de gases, para e
llo es preciso desecar totalmente la disolucibn utilizando sulfa
to s6dico anhidro, y tras una filtracién se transfiere la disolu
cifn a un tubo de fondo cbnico donde se concentra a sequedad ba-
jo atm8sfera de N2 en bafio de arena. Se aifiade hexano quedando la

muestra preparada para su inyeccifn en el cromat8grafo de gases.

I1.1.2.c.- Cromatograffd gas-liquido de los &ésteres metflicos

de los AG

La técnica cromatogrifica se fundamenta en el distinto coefi-
ciente de reparto que pbseen diferentes sustancias en un siste-
ma bifisico. De las diferentes formas de cromatograffa la que al
canza el mis alto grado de complejidad tecnolégica es la croma-

tograffa gas-liquido (CGL), en la cual el sistema bif&sico est4
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constitufdo por:

1.- Fase liquida (que es la fase estacionaria). Ejerce una dis-
tinta retencién para las diferentes sustancias que constitu
yen la mezcla a analizar.

2.- Fase gaseosa (que es la fase mfvil). Ejerce una funcién de
arrastre indiscriminante para los distintos elementos compo-

nentes de la mezcla a analizar.

La fiase estacionaria se encuentra impregnando un soporte que,
necesariamente, debe ser quimicamente inerte e incapaz de rete-

ner de forma discriminatoria las sustancias en estudio.

El soporte, impregnado de fase estacionarié, constituye el
llamado "relleno" de la columna, y se encuentra en el interior
de la misma, compactado a lo largo de toda su longitud. La colum
na debe ser de un material inerte (metdlica o de vidrio). En

nuestro laboratorio utilizamos normalmente columnas de vidrio.

La columna se encuentra dentro de un hormo a la temperatura a-
decuada, dependiendo del punto de ebullicifén de la sustancia que
se trate de analizar, y teniendo como factor limitante el punto

de ebullicifn de la fase estacionaria.

Los dos extremos de la columna se encuentran conectados respec
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tivamente a:

1l.- El inyector, por donde se introduce el gas portador (fase

mévil) y por donde, también se inyecta la mezcla a analizar.

2.- El1 detector, que para la valoracifn de AGL, es un detector
de ionizacifn de 1llama (FID), cuyo funcionamiento se basa
en la ionizacifn que se produce en la parte externa de una
llama producida por combustién de gas H;, durante el proceso
de oxidacifn de determinados radicales orgénicos (-CHj-,

-CH=, y con muy poca contribucién -COOH).

Dicha ionizacién, producida por la llegada de una sustancia
a la llama es funcifn de su masa para sustdncias con la misma es

tructura quimica.

La respuesta producida en el detector es amplificada y recogi-
da grificamente en forma de pico cromatogr&fico, puesto que la

salida de la masa es tefricamente gaussiana.

De }a disolucifn de &steres metflicos en hexano se procede a
la inyeccifn en la columna cromatogrifica de una alicuota de

2 ul. utilizando una microjeringa Hamilton.

Para la realizacifén Be la cromatograffa gas-lfquido utilizamos

un cromatogrdfo Packard compuesto de los m6dulos modelo 804 (hor

.
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no), 824 (control de flujos), 847 (programador de temperatura)
873 (control de temperatura) 878 (electrfmetros) y registro grd

fico.

Las caracterfisticas de la cromatograffa para ésteres metfili-

cos de los 4cidos grasos fueron las siguientes:
- Columna: de vidrio, 3 m. de longitud, didmetro interno de 2 mm.

- Relleno: dietilenglicolsuccinato al 10% (DEGS 10%) sobre Cromo
sorb W (80-100 mallas).

- Gases: H2, con un flujo de 40 ml/min; aire, con un flujo de

400 ml./min.; gas portador (N2), con un flujo de 40 ml/min.

- Temperaturas: Detector, 200 °C; Inyector, 200 °C; horno (colum
na), la temperatura fué& programada no linealmente entre 180 y
200 °C.

- Tiempos de retencifn: Fueron calculados utilizando patrones

puros de 8steres metflicos de Sigma (calidad para cromatogra-
fia de gases, pureza 99%), obteni&ndose los siguientes valo-

res; (Tabla V). )
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TABLA V
ESTER METILICO DEL ACIDO GRASO TIEMPO DE RETENCION
Disolvente hexano 1 min.

T

14:0 miristico 10 min.
16:0 palmitico 20 min.
16:1 palmitoleico 22 min.
17:0 heptadecanoico 26 min.
18:0 estedrico . 33 min.
18:1 oleico Lﬁ35 min.
18:2 linoleico 40 min.
18:3 linolénico 47 min.

>

20:4 araquidénico 65 min.

Oy
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Fueron obtenidos como &cidos grasos mayoritarios los siguien
tes: 14:0 (mirfstico), 16:0 (palmitico), 16:1 (palmitoleico),
18:0 (este&rico); 18:1 (oleico), 18:2 (linoleico) y 20:4 (ara-
quidbnico), como podemos comprobar en la figura 5 donde se
expone un cromatograma correspondiente a AG de suero de rata

obtenido en estas condiciones.

11.1.3.- ANALISIS DE LA COMPOSICION DE LOS AG DE TEJIDO ADIPOSO

EPIDIDIMAL

Para realizar el an8lisis de la composicién de los &cidos

grasos de tejido se procede a las siguientes operaciones:

1.- Homogeneizacifn de trozos de tejido y extraccié6n de los 11-

pidos totales.

2.- Obtencifn de los TAG.

-

3.- Obtencibn de los Eésteres metfilicos de los AG procedentes de

TAG.

4.- Cromatograffa gas-lfquido de los &steres metflicos de los

AG.
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II.1.3.a.- Homogeneizacién del tejido y extraccibén de los 1lipi-

dos totales

Del tejido adiposo epididimal obtenido se tomaron 20 mg.,
pesados en balanza, y se extrajeron los 1ipidos con 5 ml. de
cloroformo-metanol {2:1) en un homogeneizador de tejidos 4 ve

ces . (volumen total de cloroformo-metanol = 20 ml.).

El homogeneizado fu& recogido en tubos de extraccién y se
afiadieron 6 ml. de cloruro sédico al 0,8-%; tras agitar meci
nicamente durante 2 minutos se centrifuga a 4.000 r.p.m., de
esta manera se obtiene una fase superior (agua + metanol),
una interfase proteica, y una fase inferior (clorofﬁrmica) don

de se encuentran disueltos los 1lipidos del tejido adiposo.

La fase superior se desecha mediante pipeta Pasteur unida a
trompa de vacfo, y a continuacibn se procede simult&neamente a
la eliminacién de la interfase proteica y la desecacién de la
fase clorof8rmica. Est; operacifén se realiza adicionando sulfa
to s6dico anhidro y tras agitar 2 minutos mec&nicamente se pro
cede a la centrifugacién a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos. Se
obtiene un sedimento (sulfato s6édico + proteina) y una fase so

brenadante constitufda por los lIpidos disueltos en cloroformo.

Se decanta y filtra sobre lana de vidrio, recogiéndose la

fase cloroffrmica en viales de vidrio donde se va a concentrar
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el material lipidico por evaporacifn del disolvente en bafio de

arena bajo atm6sfera de nitrégeno.

I1.1.3.b.- Obtencifn de los TAG del tejido

Los 1ipidos disueltos en cloroformo son llevados a seguedad
total y se afnaden 0,5 ml. de cloroforﬁo-metanol (2:1) para re-
disolverlo.

La obtencién de los triacilglicéridos se realiza mediante
fraccionamiento por cromatograffa en capa fina monodimensional.
Se utilizan placas de vidrio de 20 x 20 cm., y la extensién del
adsorbente se realiza mediante un extendedor Shandon modelo

Unoplan.

El adsorbente empleado fué& silica-gel-PF 254 de Merck y.el
espesor de la placa_fué de 50 u. La suspensifn de silica-gel se
hizo inmediatamente antes de la extensién conforme a las si-
guientes proporciones: 60 g. de silica-gel/126 cc. de agua des
tilada (1:2,1 p/V).

Una vez realizada ia extensibn se deja 5 minutos a tempera-
tura ambiente y luego se introduce la placa en una estufa du-

rante 1 hora a 110 °C, dejindose enfriar la placa después.

oy
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El desarrollo cromatogrifico se Qealiza en cdmaras Shandon,
cuya superfies internas se tapizan con papel de filtro, al ob-
jeéo de saturar la atmbésfera con la fase m6vil. Como fase m6-
vil se emplea el siguiente sistema disolvente: n-hexano)eter
etflico/dcido acé&tico (80:20:1 V/V/V), siendo todos &stos pro
ductos de Merck. Para cada cémara se utilizan unos 60 cc. de

fase m6vil.

La muestra se deposita en una sola banda lineal mediante a-
plicador, en una extensién de 16 cm., dejando un margen de 2

cm. en los extremos. .

El desarrollo de las cromatograffas se realiza a temperatu-
ra ambiente y, una vez que el frente de la fase mévil alcanza
el extremo superior de la placa se saca é&sta dé la c8mara y se
deja en el interior de la campana de extraccibén hasta la evapo-

racifén total de los disolventes.

La deteccifn de las-diferentes bandas se realiza mediante
obenrvacifn de la placa bajo luz ultravioleta en el interior
de una c8mara oscura, siendo la distribucién de las bandas co

mo se representa en la figura de la p&gina 102.

La banda correspondiente a los triacilglicéridos se seifiala
mediante un punzén y a continuacifén se raspa y se introduce

el silicagel adsorbente con los triacilglic&ridos en tubos de
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metanolisis. Es en este momento cuando se adiciona el patrén

interno para la cromatograffa gas-liquido (4cido heptadecanoi-

co) .

I1.1.3.c.- Obtencifn de los &steres metilicos de los AG de la

fraccibén TAG de tejido adiposo

La obtencién de los &steres metflicos no difiere en este ca
so de la que hemos visto en II.1l.2.b. puesto que la transmeti-
lacibn se puede realizar también en presencia del adsorbente

(silicagel PF 254).

En este caso se procede de forma similar afiadiendo S nl. del
reactivo de metilacién y procediendo a continuacién a cerrar el

tubo a2 la llama, introducido en bano de hielo.

Transcurrido el tiempo de metilacién (1 hora 30 minutos) se
procede a la extraccibh, que esta vez se realiza en el propio
tubo de metilacifbn, quedando como fase superior hexano que di-
suelve a los &steres metflicos. Tras la desecacibn, filtrado y
evaporacifn los &steres metflicos estin ya preparados para su

inyeccifn en el cromatégrafo de gases.
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I1.1.3.4.~ Cromatograffa gas-liquido de los &steres metflicos

Los &steres metflicos de 4cidos grasos de la fraccibén TAG
del tejido adiposo son inyectados bajo las mismas condiciones

cromatogréficas que han sido descritas en II.l.2.c.

Los 8cidos grasos mayoritarios en tejido son los siguientes:
mirfstico (14:0), palmftico (16:0)}, palmitoleico (16:1), estei-
rico (18:0), oleico (18:1) y linoleico (18:2).

‘Como podemos observar el perfil cromatogréfico del tejido di
fiere del gue corresponde a suero, puesto que el &cido araqui-
d6nico (20:4), de gran importancia cuantitativa en suero, no
aparece en cantidades apreciables en el tejide. En la figura 6
se expone un cromatograma correspondiente a 8cidos grasos de la
fraccidén TAG de tejido adiposo realizado en las condiciones des

critas.
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11.2.- EXPERIMENTOS "IN VITRO" CON INCUBACION DE ADIPOCITOS

En este grupo de experimentos se utilizan una serie de téc-
nicas dirigidas a valorar la composicién de los AGL liberados
por los adipocitos as{ como de los &cidos grasos de las frac-

ciones DAG y TAG y de los AGL no liberados al medio.

Estas té&cnicas se pueden agrubar en las siguientes:
l.- Obtencifn de adipocitos.
2.- Incubacién de adipocitos.
3.~ Extraccién y anflisis de &cidos grasos liberados al medio.
4.- Extraccibn y anilisis de los AGL, y &cidos grasos de los

DAG del interior de los adipocitos.

II.2.1.- PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE ADIPOCITOS

Los adipocitos proceden del tejido graso epididimal de ratas
Wistar, machos, alimentadas normalmente y de peso comprendido
entre 250-300 gr. Las ratas fueron muertas por guillotinamiento
e inmediatamente fué extrafdo quirfrgicamente el tejido graso
de ampos epididimos, para proceder al aislamiento de los adipo-
citos mediante la técnica modificada de RODBELL (1964).

En un primer paso se lav6 el tejido graso en una bandeja con

Krebs a 37 °C, con objeto de eliminar los restos sanguineos.
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En todo momento el tejido graso estuvo en contacto con una so
lucién fisiol6gica tamponada,a 37 °C de temperatura, con el obje
to de mantener "in vitro" las condiciones metabSlico-fisiol&gi-
cas adecuadas al tejido. Esta solucifn tampSn fu€ el Krebs-bicar
bonato, ajustado a pH 7,4 mediante gaseado con carbSgeno (02/CO,
95:5 V/V).

A continuacifn se procedid a la digestién del tejido por ac
cién del enzima Colagenasa para provocar la ruptura altamente
especifica del tejido colfgeno, lo que conduce a la liberactsfi-.
de los adipocitos. Dicha digestifn se realiz6 de la siguiente

forma:

- Se introdujeron ambos epidfdimos en un vial pl&stico con tam
p6n de rosca en el cual previamente se habfa depositado 5 cc.
de K-H a pH 7.4 + 10 mg. de colagenasa Worthington + albdmi-
ma -.fraacién V de Sigma al 1% (50:mg.). Seguidamente se pro-

‘cedi6 a un gaseado del vial con carbSgene -diarante liminuto, con

- el objeto de saturar su atm6sfera e inmediatamente fué cerra-

do con tapén de rosca y sellado con Parafilm.

- A continuacién elvial fu8 introducido en un bafio metabdlico

termostatizado a 37 ‘C y con una agitacién de 100 golpes/mi-
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nuto. El tiempo de incubacifn empleado fu& de 30 minutos, en
lo cual diferimos del mé&todo original de RODBELL (1964) que
es de 60 minutos. Esta modificacién tiene por objeto el re-
ducir el tiempo de exposicifn de los adipocitos ya liberados

a la accién de la colagenasa.

Tras la digestifn, el tejido graso epididimal ha sido reduci
do a adipocitos aislados m&s una masa no digerida de tejido
m&s restos capilares. Por ello se procede a la separacién de
los adipocitos aislados mediante filtro de gseda que retiene los

otros restos.

Posteriormente se procedid a lavar los adipocitos tres veces
consecutivas con el fin de eliminar bien todos los restos de

Colagenasa.

.A continuacién se proéedié a la comprobacién microscépica
del estado de los adipocitos, segin el sigﬁiente método: a un
tubo en el cual se habfan depositado previamente 0.8 cc. de
K-H + 0.1 cc. de Azul Tripin, se afiadi6 0.1 cc. de la muestra
celular. Se sometif a agitacién mec&nica durante 10 segundos
y se extrajo mediante micropipeta una alicuota de 10 ul., gque
se depositf en una cémara de Neubauer. Se llev6 al microscopio,
donde se procedif a su recuento aproximado (200 cel/campo) y
se visualizaron los nlcleos de los adipocitos, que se tiiien

de azul cuando la célula mantiene intactas sus funciones meta-
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b6licas.

II1.2.2.- INCUBACION DE LOS ADIPOCITOS

La incubacifn de los adipocitos aislados se realiz8 en tubos
de plistico con fondo cbnico (tubos Beckman) de 1.4 cc. de vo-

lumen.

En los tubos control se depositaron mediante una pipeta au-
tomitica 0,2 ml, de adipocitos + 0,05 ml. de Krebs-Hepes, cuya
composicién difiere del Krebs-Henseleit en que, en lugar de
usar como sistema tampén el C03HNa/§as carb6nico, se utiliza
Hepes 20 mM + 1 ml. de albimina al 5 % en Krebs-Hepes. La al-
bGmina utilizada corresponde a la fraccifn V de Sigma, esen-~
cialmente libre de &cidos grasos cuyo contenido en &cidos gra-

sos es de 0.005% de albimina.

En los tubos que contienen la hormona se pusieron 0.2 cc.
de’adipocitos + 0.05 cc. de serotonina a una concentracifén de
0.05 ugr/cc. + 1 cc. de albdmina al 5 % en Krebs-Hepes.

La adicifn de la albfimina tiene como motivo el introducir
en el medio de incubacibén de los adipocitos un factor capaz de
recoger los &cidos grasos libefados al medio. E1 hecho de que

utilicemos albGmina exenta de &cidos grasos tiene como motivo



93

el evitar la acci6n de Scidos grasos ex6genos sobre el proce-

so de lipolisis-esterificacibén de las células adipesas.

Dichos tubos fueron incubados en un bafio metabSlico termos
tatizado (bafio Kottermann, modelo Heron) a 37 °C y con una agi

tacién de 60 golpes/minutos.

Al término de la incubacién los tubos eran introducidos en
una microfuga Beckman modelo B y sometidos a una velocidad apro
ximada de 20.000 r.p.m. durante un minuto. De esta forma se pro
dujo una separacibn neta en dos fases debido a su diferencia de
densidad. Los adipocitos quedaron en el sobrenadante y en la

parte inferior el K-Hepes-Albfimina.

Inmediatamente se introdujeron en un cortador de tubos
Beckman, modificado por el Servicio de Taller Mecdnico de 1la
Universidad Complutense, obteniendo por una lado la parte supe
rior del éubo con los adipocitos + 0,25 cc. de K-Hepes-AlbGmina
y por otro lado la parte inferior que contiene 0.8 cc. de K-He-

pes-AlbGmina.

Seguidamente se procedif a la congelacién de la fase supe-

rior del tubo.

Las dos fases obtenidas, tras el corte de los tubos van a

seguir distintas vfas de anilisis:
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1.- La fase inferior @inicamente contiene una fraccifn lipfdica,

que son &cidos grasos libres unidos a la albGmina, y que

son extrafdos directamente y fraccionados por cromatogra=-

ffa gas-lfquido.

La parte superior del tubo contiene las aiguientes fraccio

nes lipidicas:

a)

b)

La fraccifn lipidita procedentes de los 2.5 cc. de medio
con los que se extraen los adipocitos. Contiene &cidos

grasos libres, ligados a la alb@mina.

Las fracciones lipidicas procedentes de los adipocitos,
que son las siguientes: .

- Triacilglicéridos (TAG)

- bDiacilglicéridos (DAG)

- Monoacilglicéridos (MAG)

- Acidos grasos libres (AGL)

- Fosfolfpidos -

Estas fracciones son separadas mediante cromatograffa en
capa fina y posteriormente analizada su composicién en

&cidos grasos mediante cromatofraffa gas-lfguido.

.

.oy
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I1.2.3.~ EXTRACCION Y ANALISIS DE LOS ACIDOS GRASOS LIBRES (AGL)

LIBERADOS AL MEDIO.

Los &cidos grasos libres liberados al medio est&n unidos a la
albmina. La extraccién de los mismos se realiza mediante la téc-

nica de DOLE y MEINERTZ (1960):

En un tubo de extraccifn se pone 1 volumen del plasma + 5 vo-
ldmenes de mezcla de extraccién de Dole (2 % de HySO4 1N + 78 §
de alcohol isopropilico + 20 % de Heptano), se agita durante 1
minuto en agitador mecdnico y a continuacibn se afiaden 2 volGme-
nes de agua + 3 volGmenes de‘Heptano. Se agita mec&nicamente de
nuevo durante 1 minuto y se centrifuga a 3.000 r.p.m. eﬁ una cen

trifuga Orto, formindose 2 fases constituldas por:

28 % (H3SO4 0.03 N) eeeev.-- FASE INFERIOR
36 $ (alcohol ispropflico) ... FASE INFERIOR

36 &8 (heptano) [ FASE SUPERIOR

Los AGL se reparten‘en'este sistema biffsico segdn el coefi-
ciente de reparto (r) y factor de recuperacién relativo (£f) cu-
yos valores se detallan en el cuadro siguiente, para aquellos

&cidos grasos de interé&s en este trabajo.



ACIDO GRASO r f
14:0 8.50 0.96
16:0 11.00 1.00
17:0 12.20 1.01
18:0 13.60 1.02
20:0 14.50 1.03
16:1 9.35 0.97
18:1 10.75 0.99
18:2 10.30 0.99
20:4 9.30 0.97
r (4rg + 7) 4.63 r
£- rog(4r + 7) B 4r + 7

donde ry = r del 8cido palmitico = 11

Este sistema permite por lo tanto recuperar en la fase apo-
lar (heptano) todos log 4cidos grasos con un factor de recu-
peracifn relativo aproximadamente igual a 1, como se puede ob-
servar en la tabla precedente. El error de cdlculo introducido
es despreciable en la préctica.

En nuestro caso, précedemos a tratar el medio de incubacién
como si se tratase de una muestra de plasma, y tomamos los

0.8 cc. de volumen de medio de incubacién, obtenido tras el

corte del tubo, depositindolos en un tubo de extraccién de bo-
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ca esmerilada, afiadiéndose después 1.2 ml. de agua destilada m&s
10 ug del patrfn interno (&cido pentadecanoico o heptadecanoico
segin se utilize la cromatograffa gas-l1fquido directa o con me-

tilacifbn).

Se sigue el método de Dole descrito anteriormente y, tras la
separacién en dos fases se recoge la fase superior, constitiifda
por heptano que disuelve a los &cidos grasos libres, utilizando
una pipeta Pasteur y-procediendo a continuacién a deshidratar
con sulfato s6dico anhidro. La muestra disuelta en heptano se
dispone en un tubo de fondo c6nico y ya estd lista para su in-
yeccibén en el cromat8grafo de gases cuando utilizamos el siste-

ma de CGL por inyeccién directa de los &cidos grasos libres.

I1.2.4.- EXTRACCION Y ANALISIS DE LOS AGL Y ACIDOS GRASOS DE

LOS DAG DEL INTERIOR DE LOS ADIPOCITOS

Como ya hemos descrito en el punto II1.2.2, la fase superior
del tubo de incubacién, una vez cortado, contiene 4cidos gra-
sos libres del medio, procedentes de los 2.5 cc. de medio con-~
taminante. Adem&s contiene las distintas fracciones lipfdicas
que constituyen la ¢grasa del tejido adiposo, y de las cuales
tiene especial interés para nosotros la fraccifn AGL y la

fracci6én DAG.
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Para analizar estas fracciones se procede a la extraccién de
los 1lipidos totales y su separacifn mediante cromatograffa en

capa fina.

Con objeto de provocar la ruptura de la membrana plasm&tica
del adipocito y facilitar de esta forma la extracci8n de los
l1{pidos que contiene en su interior la célula adiposa se proce-
de a su descongelacifn, adici6n de 1 cc. de H20 y sonicacién en
el mismo tubo, con objeto de no tener pérdidas de material. La

sonicacién se hizo durante 30 segundos en una sonicador MSE.

A continuacifn se extraen los lipidos totales por el método
de FOLCH (1951): al material ya sonicado se afiaden 20 cc. de
cloroformo-metanocl (2:1), agitando durante 2 minutos en agita-
dor mecidnico. Tras dejar reposar toda la noche se procede a la
adicién de 6 cc. de H20 y tras una nueva agitacién se procede
a centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 10 minutos obtenié&ndose
dos fases:

- una superior polar (azo + metanol).

- una inferior apolar (cloroformo + 1fpidos totales),

quedando las proteinas éonstituyendo una interfase en forma de
pelicula. La fase superior se desecha mediante su extraccién

con pipeta Pasteur conectada a trompa de vacfo. A la fase infe
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rior, cloroférmica, gue aln contiene agua residual, se afiade
sulfato s6dico-anhidro y se agita mecinicamente durante 2 mi
nutos. Se centrifuga, quedando el sulfato s8dico hidratado +
la pelicula proteica en el fondo del tubo. La fase clorof6rmi
ca ya seca, se decanta sobre una columna en cuyo fondo deposi
tamos lana de vidrio para filtrar, y la recogemos en tubos de

vidrio de fondo c6nico.

Posteriormente se evapora a sequedad bajo atmSsfera de ni-
tr6geno, en bafio de arena. Seguidamente se afiade 0.1 cc. de
cloroformo-metano (2:1) y se somete a cromatograffa en placa

fina.

II.2.5.- METODO DE SEPARACION DE LIPIDOS NEUTROS POR CROMATO-

GRAFIA EN PLACA FINA

El objeto de esta té&cnica es el de separar los lipidos pola
res (fosfolipidos) de los 1fpidos neutros (TAG, DAG, MAG y AGL),
asf como el de separar las distintas fracciones de estos dGlti-

mos.

La cromatograffa en placa fina realizada es monodimensional.
Se utilizaron placas de vidrio de 20 x 20 cm. y la extensién
del adsorbente se realizd mediante un .extendedor Shandon Uno-

plan. El adsorbente empleado fyg el silica-gel-G-60 de Merck
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y el espesor de la placa fué de 600 u. La suspensifn del sili-
ca-gel se hizo inmediatamente antes de la extensifn y de acuer
do con la proporcién siguiente: 50 g. de silica-gel/ 105 cc. de
Hy0 destilada (1:2,1 P/V). Una vez realizada la extensifn se
deja 5 minutos a temperatura ambiente y luego se introduce la
placa en una estufa durante una hora all0 °C, dej&ndose enfriar

la placa después.

El desarrollo de las placas se realizé en c&maras Shandon,
cuyas superficies internas se tapizaron con papel de filtro,
con objeto de saturar la atmésfera don 15 fase mév%l. Como fase
mévil seﬂemples el siguiente sistema de solventes: N-Hexan/Eter
etflico/4cido ac&tico (80:20:1 V/V/V), siendo todos estos pro-
ductos de Merck. Para cada cimara se utiliiaron»GO cc. de fase

mévil.

La muestra se deposité en una sola banda lineal mediante a-
plicador, en una extensién de 16 cm., dejando un margen de
2 cm. en los extremos. il desarrollo de las cromatograffas se
realiz6 a temperatura ambiente y una vez que el frente de la
fase m6vil alcanzé el extremo superior de la placa, se sacS

ésta de la cSmara y se dej6 en el interior de la campana de

extraccifén hasta la evaporacidn total de los disolventes.

“ g
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Revelado: El revelado de las placas se hizo por pulveriza-. -
cibn de Rodamina-6-G de Merck, al 0,1 % en H;0
destilada (MANGOLD y cols., 1961).

Las diferentes bandas (que se corresponden con las distintas
fracciones lipfdicas) se manifiestan por un color rosa fuerte

sobre el tono mis débil del resto de la placa.

Al observar la placa bajo luz ultravioleta, en cimara oscu-
ra, se produce un mayor contraste entre las bandas y el resto

de la placa.

El interés de la rodamina-6-G como agente revelador reside
en que es un revelador universal de lipidos y que se caracteri-
za‘ademss por no afectar la estructura de los mismos (en parti
cular la de sus Scidos grasos componentes), destruccién‘que st

ocurre con otros reveladores como el Ij.

La rodamina-6-G ha sido utilizada cuando la técnica empleada
fué la de metilacibén de los &cidos grasos, pero cuando el pro-
ceso que se va a seguir no es el de metilacién, se present§ el
problema de qué tipo de disolvente arrastrarfa la rodamina en
un sistema biffsico. La eliminacibn de la rodamina en base a
que esta sustancia es muy soluble en medios polares y absoluta-

mente insoluble en medios apolares. Por ello ademis es un re-
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velador ideal er cuanto no produce 1nterfetencias‘dé ningth ti-

po en el proceso analitico.

Mediante la utilizaci6én de patrones de TAG, DAG, MAG, AL,
colesterol y fosfolfpidos de Sigma, se pudo observar que el or
den de desarrollo de las distintas fracciones lipfdicas de los

adipocitos en este sistema es el siguiente:

[ p— AGL
Pl - 4 DAG
e ————e e MAG

C— ) FL

De las bandas obtenidas se marcaron con un punzén las de
TAG, DAG y AGL, se rasharon completamente con una espitula,
se recogieron y se sometieron posteriormente a valoracién me-
diante cromatograffa gas-lfguido (excepto en el caso de les

TAG que fueron extraidos y pesados en balanza).

C oy
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11.2.6.~ ANALISIS DIRECTO POR CGL DE ACIDOS GRASOS

Desde que se introdujo la té&cnica de CGL en la analitica bio
quimica y en particular en el anflisis de Scidos grasos, se
plante6 la necesidad de>realizar un previo proceso de transfor-
macifn de los &cidos grasos en derivados (€steres metflicos)

por diversos motivos:

a) Reduccién de los puntos de ebullicién.

b) Eliminacién del "tailing" ("encolamiento").

Es evidente que el motivo fundamental por el que no se ha
llegado ain al anflisis rutinario a nivel clfnico de los fci-
dos grasos por CGL es debido a la complejidad, alto coste de
material y reactivos y peligrosidad de los procesos de metila-

cién.

Una de las vfas que permitirfan solucionar este problema es
la consecubn de una tecnologfa que permitiese la inyeccién dai

recta de AGL.

De las motivaciones gue condujeron a la introduccién del pro
ceso de metilacién, la primera (reduccién de los puntos de e-
bullicifn) no constituye una necesidad absoluta. Sin embargo,
sf lo constituye la eliminacifn del "tailing", puesto que la

cuantificacién de los puntos cromatogrificos estd sometida a
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errores importantes.

OTTENSTEIN y SUPINA (1974), realizaron una serie de experi-
mentos utilizando distintos soportes y fases estacionarias con
objeto de encontrar un sistema que permitiese la inyeccién di-

recta de &cidos grasos sin formacifn de "tailing".

Sobre la formacifn del "tailing" se crey6 durante mucho tiem
po que era debida a la formacién de dfmeros de &cidos grasos

(JAMES y MARTIN, 1952).

Otros estudios (KIRKLAND, 1963; OTTENSTEIN y BARTLEY, 1971),
han permitido conocer gue el "tailing" no es debido a la forma-
cibén de dimeros, sino que se producen por interaccifn entre el.

&cido graso (concretamente su radical -COOH) y el soporte.

De los experimentos de OTTENSTEIN y SUPINA (1974) se pudo de
ducir que el sistema idfneo para la separacién de &cidos grasos
es el de Supelcoport lavado con acido, tratado con DMCS (dime-
til-cloro-silane) como soporte y DEGS-P (dietilenglicolsuccina-
to fosforilado) como fase estacionaria.

Su aplicacién bioquiﬁica y clinica ha sido desarrollada en
nuestro Departamento durante los dltimos afios y permiten el
andlisis de los 4cido§ grasos de las distintas fracciones lipf

dicas por CGL, reduciendo notablemente los costes, el material

oy
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+ a emplear y anulando la peligrosidad de otros procesos (como el
del diazometano o el sometimiento de disolventes orgdnicos a al
tas temperaturas), cuya primera aplicacibn préctica est§ repre-
sentada por la tecnologfa desarrollada para la valoracién del

proceso lipolftico en adipocitos aislados.

Esta técnica requiere Gnicamente una estufa, KOH-Etanol al

2 § y mezcla de extraccién de Dole:

- Los &cidos grasos del medio de incubacién disueltos en
heptano contenidos en un tubo de fondo c6nico son lleva-
dos a sequedad bajo atmésfera de N2, en baiic de arena y
en campana de extraccifén. A continuacién se lavan las pa
redes con 0,1 cc. de hexano y se continfa la evaporacién
hasta dejar un volumen de, aproximadamente, 20 ul., y se
inyecta directamente una alfcota de 6 ul. en el cromatb-
grafo de gases (se ha evitado todo el proceso de metila-

cién).

- Los DAG obtenidos de la placa fina se ponen en tubos de
extraccifn, se afiade 1 cc. de H,0 destilada (requerida
para saturar el silica-gel y facilitar el proceso de sapo
nificacién) + 10 cc. de KOH-etanol al 3 % + 10 ugr. de
patrén 15:0. A continuacifén se agitaron mecinicamente y
se introdujeron los tubos cerrados con tapén en estufa

a 70 °C, durante 60 minutos. Al cabo de este tiempo ha
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terminado el proceso de saponificacifn y se procede a la
acidificacién del medio, con objeto qe transformar las sa
les en 8cidos grasos., Esto se hace mediante la adicién de
6 cc. de C1 H 1N, se agita, se afiaden 10 cc de heptano y
se agitan mecdnicamente de nuevo durante 1 minuto. Se.cég
trifuga durante 5 minutos a 3.000 r.p.m. con lo cual se
obtienen dos fases: una inferior donde queda sflica-gel

+ C1K + H0 + etanol, y una fase superior de heptano gue
disuelve los 4cidos grasos. La fase superior se recoge con
pipeta Pasteur y se pone en tubos c8nicos, se evapora a
sequedad bajo atmSsfera de N,, en bafio de arena y en campa
na de extraccién. Se afiade 0,1 cc. de hexano y se vuelve a
evaporar hasta que restan aproximadamente 50 ul. Se extrae

una alfcota de 5 ul. y se inyecta al'cromatégrafo de gases.

II.2.7.- CARACTERISTICAS DE LA CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDO (METO-

DO DIRECTO DE INYECCION DE ACIDOS GRASOS)

- Columna: de vidrio, 3 m. de longitud, diSmetro interno de
2 mm.

- Relleno: DEGS-P al 14 % sobre Supelcoport-AW, tratado con
DMCS (80-100 millas) (previamente fosforilado).

-

- Gages: H; con un flujo de 40 ml./min.; aire, con un flujo de
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400 ml/min.; gas portador (N3), con un flujo de 45 ml./min.

- Temperaturas: detector, 200 °C; inyector, 200 °C; horno

(columna), 200 °C.

- Tiempos de retencifén: Fueron calculados utilizando patrones.

puros (calidad para cromatograffa de gases, pureza 99%) de

4cidos grasos de Sigma, obteniéndose los siguientes valores:

ACIDO GRASO TIEMPO DE RETENCION

Disolvente heptano 1 min.
14:0 miristico ' 6. min.
15:0 ' pentadecanoico 8 min.
16:0 palmftico 10 min.
16:1 palmitoleico 12 min.
18:0 esté&rico 18 min.
18:1 oleico ’ 21 min.
18:2 linoleico 26 min.
18:3 linolénico 34 min.

TABLA VI
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En experimentos previos pudimos comprobar que el sistem: de
CGL por inyeccisn directa presentaba una serie de ventajas so
bre la técnica de CGL con metilacién, que la hacfa idbnea pa-

ra el desarrollo del trabajo que habfamos planificado.

En la figura 7 podemos observar un cromatograma de Scidos gra
sos libres de tejido adiposo, realizado mediante la técnica de

inyeccifén directa anteriormente descrita.



o]

L N o

i1 1 mi e
] 1 T T
- i -
3 c=aum
1 == 1
|
]
=
3
-
'
1
1
T
1
- T
TIHE Xl P
-
4
e R
.
)
=t
= :
"
11 1
. 1
1
)
T
. ~ +
. L
-1-4
3

LA TECNICA DE INYECCION DIRECTA,



110

I1.3.- EXPERIMENTOS ENZIMOLOGICOS SOBRE POSICIONALIDAD DE LOS

ACIDOS GRASOS EN LOS TAG DE TEJIDO

Estos experimentos tienen por objeto el conocimiento de la
distribucibén posicdonal de los &cidos grasos en el seno de la
molécula de los TAG y se fundamentan en la accién de a -lipasa
de Rhizopus Arrizus (Boheringer Manhein) sobre una emilsi6n de
TAG provocando la formacifn de DAG, MAG y AGL; la interpreta-
cién de los resultados se hace en base a considerar que los MAG
son B-MAG y los AGL proceden inicamente de la ruptura de las po
siciones a y a' (EENZONANA, 1974; FISCHER y cols., 1973). Ello nos permite
distinguir dos posiciones:a +ua (AGL) y §(MM3) asf como analizar su composi-
cifn en AG.

Los TAG obtenidos de tejidos por extraccién y placa fina si-
guiendo los procesos descritos en II.l.3.a. y II.1l.3.b son redi
sueltos en cloroformo y tras realizar cuatro lavados sucesivos
con agua destilada y secar con Naj3SO4 se llevaron a sequedad en
bafioc de arena y bajo atm8sfera de nitr6geno. Se tomaron 0.2 ml.
que se dispusieron en tubos de extraccién, y a continuacién se
afiadieron2.5 ml. de Krebs-Hepes (PH 7.4). Tras sonicar durante
5 minutos se incub8$ con 0.04 ml. de disolucién de alfa-lipasa
de Rhizopus Arrizus (Boheringer-Manhein) durante 30 minutos, a

37 °C, en bafio con aqit&cién.

Terminada la incubdtién se procedif a la extraccién immedia-

ta afiadiendo 50 ml. de cloroformo-metanol (2:1) y se continué
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por el procedimiento de Folch como ha sido descrito en II.l.2.a.
Se realizaron placas finas como se describe en 11.2.5 y se re-
cogieron las distintas fracciones para su posterior anilisis cro

matogrifico segdn el procedimiento descrito en II.2.6.

BIBLIOTECA
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I1.4.- SEPARACION DE « a'+~DAG Ya f + a«'p -DAG A PARTIR DE LOS

DAG DE TEJIDO ADIPOSO, Y ANALISIS DE LAS COMPOSICIONIS EN

ACIDOS GRASOS

La separacifn de los 1isfmeros de posicifn de los DAG se rea-
1iz6 por cromatograffa en capa fina, realizando numerosas prue-
bas previas con distintas fases m8viles y estacionarias, a iin

de obtener la mejor resolucién posible.

En un primer grupo de experimentos se realiz6 la separac:ién
por sucesivas cromatograffas (II.4.1.), y en un segundo grupo de

experimentos se realiz6 la separacifn en una sola placa con dis

tintas fases mévil y estacionaria (II.4.2.).

I1.4.1.- Se parti6 de 50 mg. de tejido obtenido de ratas soneéi—.
das a ayuno durante 48 horas; los lfpidos totales fueron extral-
dos mediante la té&cnica descrita en II.1l.3.a. A continuacidn se
procedid a la separacién’de los 1fpidos neutros por cromatojra-
fia en placa fina segdn el mé&todo descrito en II.2.5, lo cual
permitid separar la banda de DAG de las inmediatas (AGL y MAG).
Se rasp® con esp&tula la banda correspondiente a DAG y a conti-
nuacién se procedib a rédisolverlos en 10 ml. de qloroformo—me—
tanol (2:1)..Tras agitar dos minutos en agitador mecinico se
centrifugé durante 10 min. a 3.000 r.p.m. gquedando el silicagel
en el fondo del tubo.
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Se transfiere el cloroformo-metanol conténiendo los DAG a o-
tro tubo, y filtrando con lana de vidrio. Se llevaron a sequedad
en baiio de arena, bajo atm8sfera de nitr6geno, y se redisolvieron
en 0.1 ml. de cloroformo-metanol para su aplicacifén en placa fi-
na, que fué realizada utilizando un sistema 50:50:1 (hexano: eter
etflico: &cido acético) y corriendo paralelamente patrones puros

de Sigma (aa’ -DAG Y a B + a«'f-DAG).

Se obtuvieron dos bandas, cuyo Rg¢ coincidib con el de los pa-
trones, quedarido la banda de a f + w'p -DAG mds cercana al ori-

gen.

La extraccifn y an&lisis de los &cidos grasos componentes de
cada banda se realiz® segdn la t&cnica descrita en I1I.2.6. (ver

pégina 105).

I1.4.2.- Se parti6 de 40 mg. de tejido obtenido de ratas someti-
das a ayuno durante 48 horas. Los lipidos totales fueron extraf
dos mediante la té&cnica éescrita en II.l1.3.a. A continuacifn se
procedi8 a la separacifn cromatogr&fica segtn la té&cnica descri-
ta en II.2.5. con las variaciones introducidas por THOMAS y cols.
(1965) para la separacifn de isSmeros de posicibn de los acilgli
céridos:

- Fase estacionaria: sflica-gel GF + Acido Bérico 0.4 M (1:2 P/V)

- Fase m6vil: Cloroformo : Acetona (96:4 V/V).

La extraccién y anilisis eromatogrifico se realiz6é segfin TI.4.1.
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I1I.1.- EFECTO DEL AYUNO PROLONGADO SOBRE LA COMPOSICION EN ACI-

DOS GRASOS DEL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAIL DE RATA

Para la realizacifn de este experimento utilizamos dos gru-
pos de ratas Wistar machos, de nuestra colonia, cuyo peso me-
dio fué de 250 g . Un grupo fué sometido a ayuno prolongado du-
ranté cuatro dfas y el otro durante ocho dfas. Al finalizar el
perfodo de ayuno, las ratas fueron sacrificadas por guillotina-
miento y se analiz6 la composicifn de los triacilglic&ridos de
su tejido adiposo epididimal en Scidos grasos de cadena larga

(superior a 12 &tomos de carbono).

En la tabla VII hemos recogido los valores obtenidos para ca
da &cido graso expres&ndolos en mg. de acido/loo.mg. de tejido,
mientras que en la figura 8 se representan gr&ficamente dichos

valores.

En el cuarto dfa de ayuno la cantidad total de &cidos grasos/
/100 mg. de tejido, que‘en los animales control es de 76.88
7.69 mg., sufre un descenso hasta 62<57 ¥ g.a5 mg. Entre el
cuarto y octavo dfas de ayuno no parece producirse modificacio
nes en la cantidad total, siendo &sta en el octavo dia de 63.15
% 16.93. Sin embargo este descenso no es igual para los distin-
tos &cidos grasos de cadena larga, sino que afecta en mayor me-

dida a unos que a otros.
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El descenso cuantitativo significativo en el cuarto dfa a=
fecta fundamentalmente a los 4cidos 14:0 (mirfstico), 16:0
(palmitico), 16:1 (palmitoleico), 18:0 (este&rico), no habien
do cambios significativos para los &cidos 18:1 (oleico) ni
18:2 (linoleico).

Entre el cuarto y el octavo dia de ayuno observamos una re-
cuperacifn de los &cidos grasos 14:0 y 18:0 (significativa) y
del 16:0 (no significativa) cuya caracteristica com@n es la de
ser 8cidos grasos saturados.Ademfs se mantiene el descenso de
16:1 y continfan sin modificaciones significat;vas oleico‘y 1i

noleico.

En la tabla IX hemos expresado los valores de cada &cido
graso a los cuatro y ocho dfas como % respecto del valor que te
nfa en los controles (100 %). Podemos constatar que en el cuar-
to dfa se produce una diferencia en la variacién que parece es-
Atar en funcifén de la longitud de la cadena, puesto que la dis-
minucifn es mayor para los &cidos grasos de 14 C y 16 C. Ade-
m&s vemos que entre el cuarto y el octavo dfa se produce una
recuperacidn que afecta finicamente a los &cidos grasos satura-

dos de 14 y 18 C (sigpificativa) y de 16 C (no significativa).

La tabla VIII recoge la composicién del tejido en &cidos

grasos, expresada en % de cada 4cido graso sobre el total de

|

S



rnAa

TABLA VIII.- VARIACION PORCENTUAL DE LOS ACIDOS GRASOS EN TEJIDO

DURANTE EL AYUNO

Acido 0 4 dfas ayuno 8 dfas ayuno
14:0 100 67.92 113.84
16:0 100 65.65 67.60
16:1 100 49.80 37.08
18:0 100 84.36 136.0
18:1 100 92.15 90.46
18:2 100 104.27 99.93

TABLA IX .- COMPOSICION DEL TEJIDO EN ACIDOS GRASOS EXPRESADOS

EN %

Acido 0 4 dfas ayuno 8 dias ayuno
14:0 2.07 1.73 2.87
16:0 - 30.63 24.71 25.21
16:1 9.72 5.95 4.39
18:0 3.58 3.71 5.92
18:1 35.44 40.13 39.03

18:2 18.56 23.78 22.58
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cada grupo (100 %) en los tres grupos estudiados: controles (0
dfas de ayuno), 4 dfas de ayuno y 8 dfas de ayuno. Vemos que
durante los primeros cuatro dfas de ayuno se produce un impor
tante cambio en la composicién del tejido, disminuyendo consi
derablemente la proporcifn de los &cidos grasos mis cortos.e:in
crementdndose la de los mis largos. Durante los cuatro dfas si-
guientes se produce un aumento en la proporcién de &cidos gra-
sos saturados. Estas modificaciones quedan reflejadas gr&fica-

mente en la figura 9.

I11.2.- EFECTO DEL AYUNO PROLONGADO MAS S5-HT SOBRE LA COMPOSI-

CION EN ACIDOS GRASOS DEL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL DE

RATA

Se utilizaron dos grupos de ratas de unos 250 g . de peso,
que fueron sometidas a ayuno prolongado durante cuatro y ocho
dlas, e inyectadas intraperitonealmente con 50 ug . diarios de
5-HT (Serotonina). Tras'su guillotinamiento fué extrafdo su te
jido adiposo epididimal y analizada la composicibn en &cidos

grasos de cadena larga de sus triacilglicéridos.

En la tabla X se recogen los valores obtenidos para los dis-
tintos &cidos grasos, expresadsen mg. de &cido/100 mg. de teji

do. Estos datos se representan grificamente en la figura 10.
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Se observa que la concentracifn de &cidos grasos en tejido
sufre un descenso sensiblemente menor que en ratas en ayuno y

sin tratamiento.

La cantidad de Scidos grasos expresada en mg ./100 mg. de
tejido disminuye desde 76.88 ¥ 7.69 mg . en las ratas no trata
das ni ayunadas (controles) hasta 66.98 % 7.69 mg. . en ias ra-
tas sometidas a cuatro dfas de ayuno y tratamiento con 5-HT. A
los ocho dias de ayuno y tratamiento encontramos un valor de
72.23 } 8.46 mg. Este hecho puede debersé a la existencia de
reesterificacién o resintesis de &cidos grasos, o bien a un

mayor descenso relativo en protefna inducido por Serotonina.

En 1a tabla XI se expresan los valores de cada &cido graso
a los cuatro y ocho dfas como % del valor en controles (190 %).
El anilisis de los valores de cada 4cido graso es particularmen
te interesante en cuanto el &cido linoleicc, que muestra tan-
to en el cuarto como en el octavo dfa un incremento, siendo sin
embargo un &cido graso ;sencial. Es evidente, por lo tanto, que
el incremento no es producido por resintesis de &cidos grasos,
sino por recaptacifn y posterior esterificacién de &cidos gra-
sos extraadiposos o bten por que la Serotonina provogue en es-
tas condiciones un maydr descenso en peso de protefna del teji-

do que de los Scidos grasos del mismo.

-~
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TABLA XI.- COMPOSICION DEL TEJIDO EN ACIDOS GRASOS EXPRESADA

EN %
Acido 0 4 dfas ayuno 8 dias ayuno
y Serotonina y Serotonina
14:0 2,07 "1.37 1.70
16:0 30.63 25.72 25.40
16:1 9.72 6.20 6.09
18:0 3.58 3.25 3.43
18:1 35.44 38.62 37.84
18:2 18.56 24.82 25.53

TABLA XII.- VARIACION PORCENTUAL DE LOS ACIDOS GRASOS EN TEJIDO

DURANTE EL AYUNO MAS 5-HT

Acido 0 4 dfas ayuno 8 dfas ayuno
y Serotonina y Serotonina
14:0 ' 100 - 57.86 77.35
16:0 100 73.16 77.92
16:1 100 55.55 58.90
18:0 100 79.27 90.18
i8:1 100 94 .94 100.29

18:2 100 ‘ 116.54 129.22




16

"1H-G + ONNAY 30 SYIQ 8 A LH-S + ONNAY 30 SYIQ b

‘STI0ULNOD N3 030dIAQV 0QIr3L 130 SOSVYY SOUAIIV NI NUIJISUWUD iTLC 914

L9l 0:91

oivt

1H-G+ONnAY svia g [
LH-G+ONNAY svida g

TJ0YLNOD 0

=TT |

- v

- 0v

%



127

En cuanto a las variaciones individuales podemos ver que en
el cuarto dfa el descenso es mis pronunciado para los &4cidos
grasos de cadena mifs corta (de 14 y 16 &tomos de carbono) al
igual que ocurria en ratas no tratadas con Serotonina. Asimis
mo, entre los dfas cuarto y octavo se produce una recuperacién
selectivamente mayor de los &cidos grasos saturados de 14 y

18 4tomos de carbono (mirfstico y estefirico).

Ambos fenfmenos los podemos analizar con m&s claridad en la
tabla XII y figura 11 donde se expresa la variacifn en la pro-
porcién de los distintos &cidos grasos expresados en % de cada
grupo (controles, 4 dias de ayuno + 5-HT y 8 dfas de ayuno +
5-HT). Vemos que en el cuarto dfa se produce una disminucién
en la proporcién de &cidos grasos de cadena m&s corta (de 14 y
16 C) asf{ como un pequefio descenso en la proporcibén de 18:0,
mientras que entre el cuarto y el octavo dfa se produce un in-
cremento en el % de los saturados de 14 y 18 C (miristico y es
tedrico). El porcentaje de linaleico aumenta tanto en el cuar

to como en el octavo dfa.

La accifn de la Serotonina sobre la composicién de los 4ci
dos grasos del tejido, segfin parece deducirse del anilisis com
parativo de las tablas VIII y XII, se manifiesta en un descen-

so en el % ./de los 4cidos grasos saturados de 14 y 18 C.
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III.3.- EFECTO DEL AYUNO PROLONGADO SOBRE LA COMPOSICION EN - -

ACIDOS GRASOS DEL SUERO DE RATA

Se utilizaron para este experimento dos grupos de ratas de
250 g . de peso sometidos a ayuno durante cuatro y ocho dias,
al cabo de los cuales se extrajeron muestras de sangre por pun-
cién directa en el.:corazén. Fueron valorados cuantitativa y cua
litativamente los &cidos grasos totales del suero. Encontramos
como &cidos grasos mayoritirios los mismos que en tejido, ade-

m&s del &cido araguidbnico (20:4).

La tabla XIII recoge los valores obtenidos para cada &cido
graso expresados en mg . de 4cido/100 ml. de suero tanto en
controles basales como a los cuatro y ocho dfas -de ayuno. Es-
tos datos se representan grificamente en la figura 12. Se ob-
serva un pequeiio descenso, no significativo, enAla cantidad
total de &cidos grasos (mg./100 ml. de suero) que de 158.51
%+ 26.78 mg. en controles baja a 153.49 % 32.89 mg. a los
cuatro dfas y 147.13 t‘23.88 mg. a los ocho dias.

En el cuarto dfa se produce un descenso én la concentra-
cibn de 14:0, 16:0 y 16:1; es decir, de los &cidos grasos de
cadena corta. El resto‘de los &cidos grasos no sufren descen
s0s en sus concentraciones, a excepcifn del esencial limolei-

~

Co.
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Entre el cuarto y, el octavo dias de ayuno se produce un des
censo generalizado, excepto en el 16:0 que sufre un incremento

en su concentracién.

Las modificaciones en la proporcifn de los distintos &cidos
grasos se recogen en la Tabla XIV y estfn representados grafi
camente en la figura 13. En el cuarto dfa de ayuno se produce
una importante disminucifn en el % de los &cidos grasos de ca
dena corta (14:0, 16:0 y 16:1) asf como un incremento en los
de cadena larga (18:0 y 18:1). El comportamiento de los Scidos
linoleico (18:2) y araquidbnico (20:4) debemos considerarlos
en tanto en cuanto se trata de Scidos grasos esenciales y
vemos que sufren un descenso durante los cuatro primeros dfas

de ayuno.

Entre el cuarto y el octavo dfa de ayuno continfa el descen
so general excepto en el safurado de 16 C, afectando en menor
medida a los también saturados de 18 y 14 C.

Parece por lo tanto mantenerse la ténica general que obser
vdbamos en el tejido en cuanto a un descenso de los m&s cortos
en el cuarto dfa y una recuperacifn de los saturados entre el

cuarto y el octavo dias.
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III1.4.- EFECTO DEL AYUNO PROLONGADO MAS 5-HT:'SOBRE LA COMPOSI-

CION EN ACIDOS GRASOS DEL SUERO DE RATA

En este experimento se utilizaron dos grupos de ratas de u
nos 250 g . de peso, sometidas a ayuno prolongado durante cua
tro y ocho dfas e inyectadas intraperitonealmente con una do
sis de 50 ug . diarios de Serotonina. Las muestras de sangre

se extrajeron por puncifn directa en el coraz6én.

Los datos obtenidos de la valoracifn de los distintos dci~
dos grasos se recogen en la Tabla XVI y estdn representados
gr&ficamente en la figura 14. Del andlisis de los mismos pa-
rece establecerse un descenso acusadamente mayor en la canti-
dad total de 4cidos grasos/100 ml., de suefo con respecto al
de ratas no tratadas con Serotonina (ver Tabla XIII y figura
12).

La concentracién de &cidos grasos desciende de 158.51 ¥
26.78 mg./100 ml. en ésntroles a 111.78 * 23.48 mg./100 ml.
en ratas en ayuno y tratadas durante cuatro dfas, y a 110.61
% 20.0 en ratas en ayuno y tratadas durante ocho dfas. Este
fenbmeno puede relacionarse directamente con los resultados
obtenidos en el experimento III.2 donde encontribamos que se
produce un incremento de la relacifn peso de &cido/peso de te
jido por accifn de la serotonina y que como vefamos (pigina

125 ) no puede ser debido a una resintesis de &cidos grasos,
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TABLA XIV.- COMPOSICION DEL SUERO EN ACIDOS GRASOS EXPRESADA EN %

Acido 0 4 dfas ayuno 8 dfas ayuno
14:0 0.74 0.67 0.46
16:0 25.57 20.10 27.77
16:1 3.80 2.06 1.47
18:0 13.02 14.00 13.77
18:1 13.68 23.42 18.39
18:2 20.84 16.11 16.99
20:4 22.35 23.64 ~21.15

TABLA XV.- VARIACION PORCENTUAL DE LOS ACIDOS GRASOS EN SUERO

DURANTE EL AYUNO MAS S5-HT

Acido 0 4 dfas ayuno 8 dfas ayuno

y serotonina y serotonina
14:0 0.74 0.56 0.61
16:0 25.57 22.53 25.02
16:1 3.80 2.65 1.35
18:0 13.02 13.62 14.90
18:1 13.%8 22.43 16.54
18:2 20.84 16.21 15.36

20:4 22.35 21.00 26.22




1y s

0070z 3 T9°0TT BY €T 7 8L TII () 8L°9Z 7 15°8ST TYLOL
SN (LS°0 = 3) (z8'€ = 3)

(v) €0°s 3 00°62 (L) Is'v 3 Lv €2 {s) zs'8 3 zv-st v:02
(8L°9 = 3) stz =)

(€) 89°T 3 00°LY ) 98¢ 3 2181 (§).€0°S 3 €0°¢€¢ z:81
(6L°9 = 3) (8v°z = 3)

(e) 90'z 3 og'8I (9) zv's 3 LO°ST {¥) L9°s 3 69°12 1:81
(tv*z = 3)° (69°¢ = 3)

(v) 0S'T 3 8¥'9T (L) 15’z 3 zT°st (9) 90°L 3 ¥9°02 0:81
(6s'z = 3) (98°'T = 3)

(v) 0v'0 % 6%°T (L) €2'1 3 962 () 82°z 3 20°9 T:91
(06°'c = 3) (€1’ = 3)

(€) 8s‘z 3 £9°L2 (s} e1°z 3 81°SC (S) 8Z°0T 3 ¥S°OF 0:97
SR (L8'0 = 3) (oL't = 3)

(v) 92’0 3 89°0 {9) c1'0 3 €90 {s) v€°0 7 LT°1 0:p1

seIp 8 SeID. ¥ L e3P 0 SOQIOV

s

(*Tw op1/°*bw) IH-§

YW ONNAY TH IINVINA O¥IAS NI SOSWHD SOQIDY HZd NOIDVILNAONOD YT NI SOIEWVD -° IAX VIgYL



3¢

/

_ _ * LH-SONDAY 30 SV10 8 A
LH-G+ONNAY 30 SYIO t *STIONINOD N3 “SOSYYO SOI2V N3 0Y3NS T30 NOIIISOHOD T ‘914

jejol v:ioz T8t ligt 0:81 Ll 0!8l 0:iblL

g 1ﬂll; . ,
K J
-0z
Jor
‘\
061
M 1°0 v& . ! 1 rcup.r..
| LH-GONNAV SVIC 8 m
 IH-GeONNAY SYIT b m ol
| T041N0D ]
ul " foar
‘jw 001/gy Bw




137

El 4cido linoleico sufre en suero, al contrario que en teji
do una disminucién no s8lo en su concentracién sino también en
su proporcién (ver Tabla XV), y ademSs si analizamos la accién
de la Serotonina en ratas an ayuno vemos que el descenso de
linoleico y araquidbénico parece ser estimulado por S5-HT. Es-
to nos induce a pensar en una posible recaptacifn y reesteri-
ficacifén en tejido de Scidos grasos procedentes del suero,

por accifn de 5-HT bajo estas condiciones.

En la Tabla XV se recogen los % de cada &cido graso en cada
grupo de ratas (controles, én ayuno y tratadas durante cuatro
dfas y en ayuno y tratadas durante ocho dfas). Estos valores
se representan gr&ficamente en la figura 15. En el cuarto dfa
se produce un notable descenso en el porcéntaje de los 4cidos
grasos de cadena m&s corta (14:0, 16:0,y 16:1) asf como un in
cremento en los del estedrico y oleico.

Entre el cuarto y octavo dfa se produce un fenbmeno similar
al analizado hasta ahora en sueros'y tejidos: un incremento en

el tanto por ciento de los Scidos grasos saturados. .
°
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Esta serie de experimentos (III.1l, I11.2, I11.3 y III.4)
nos permitén observar que la modificacifn en las concentracio
nes de Scidos grasos tanto en suero como en tejido adiposo no
afectan a los distintos &cidos de una manera uniforme sino
que deben existir mecanismos especificos en su metabolismo

que propician los cambios en su proporcién.

Las variaciones que se producen en suero y tejido parecen
apuntar en el sentido de que durante los cuatro primeros dfas
de ayuno de produce un descenso preferente de los 4cidos gra-
sos de cadena m&s corta (14 y 16 C) frente a los de cadena

m&s larga (18 C).

Las diferencias entre el cuarto y el octavo.dfas de ayuno
parecen centrarse en el grado de saturacifn, existiendo en ge
neral un incremento en la proporcifn de los &cidos grasos sa-
turados. Quiz&s como resultante de la accifn sobre ambos 'fac-
tores (longitud de cadena y grado de saturaci6n) el &cido pal
mitoleico (corto y mo;oinsaturados) es el que sufre un descen

so m&s considerable tanto en el cuarto como en el octavo dfas

y tanto en tejido como en suero (ver figuras 9, 11, 13 y 15).

Cualquiera que sea el mecanismo o mecanismos que lo hacen
posible, es evidente que con el ayuno se produce un incremen-

to de los &cidos oleico, y fundamentalmente linoleico.
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A partir de los datos expresados anteriormente en las Ta-
blas VII, X, XIII y XVI hemos elaborado la Tabla XVII en la
cual se recoge el orden de las variaciones en la proporcién
de los Scidos grasos del suero y el tejido respecto de sus
controles. En dicha Tabla podemos observar como norma general
que existe una importante correlacifn entre las variaciones
en tejido y suero. Efectivamente, el orden de deécenso por-
centual sigue el mismo patrén en casi todos los caéos, pro-~
duciéndose un mayor descenso tanto en suero como en tejido
de los &cidos grasos de cadena m&s corta, tanto al cuarto co
mo al octavo dfa en ratas tratadas y sin tratar con Serotoni

na.
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111.5.- COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LAS FRACCIONES ACIL~

GLICERIDAS Y AGL DE TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL DE RATA

El motivo de este trabajo fu€ el de conocer la composicién
en fcidos grasos de las distintas fracciones lipidicas del te
jido, al objeto de aproximarnos al problema de si existe una
relaci6n entre la distribucién posicional de los Scidos gra-
sos en la molécula de los TAG y la liberacidn selectiva de

4cidos grasos durante el ayuno o el estfmulo hormonal.

Para la realizacién de este trabajo tomamos un grupo de
doce ratas de un peso comprendido entre los 250 y 300 g ..
Las ratas fueron decapitadas y tras la extraccifn de su te-
jido adiposo epididimal se procedif al fraccionamiento de los
1fpidos en sus distintas clases para un posterior anflisis
de la composicién en &cidos grasos de los TAG, DAG, MAG y

AGL.

En la Tabla XVIII se recogen los valores obtenidos para
los distintos Scidos grasos, expresados en % del &cido graso

en cada fraccién.

Tomando como base la composicifén de los TAG podemos obser
var que en los DAG la composicién difiere bastante en el sen

tido de un incremento importante de los 4cidos grasos de ca-

oy
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dena m&s larga, este hecho resulta de bastante inter&s puesto
que los resultados obtenidos por COLEMAN y cols. (1976) en sus
experimentos (Introduccidén, pag. 49) nos permitirfan suponer
que los DAG, procedentes de la lipolisis de los TAG o bien de
la esterificacifén "Via de novo" deberfan tener una proporcién
de &cidos grasos de cadena larga menor que los TAG. Esta dife
rencia de composicifén entre ambas fracciones en el sentido
contrario al esperado de acuerdo con los conocimientos sobrm
especificidad de los enzimas por los distintos &cidos grascs

puede interpretarse en varias formas:

1.- Existencia de una accifn especifica de la TAG-lipasa so- -

bre las posiciones a y a' .0 por determinadas especies de I'\G.

2.- Existencia de especificidad por: los acil-CoA en la biosfn-

tesis "de novo" de los DAG.

3.- Por resintesis de una importante fraccifén de los DAG me-
diante la "Via monoglicérido", que permitirfa la recupe-
racifn de una parte de los Scidos grasos situados en la

posicién .

HOLLENBERG ya habia propuesto en 1964 (Introduccién pags.
45 y 46) las dos primeras posibilidades como medio de expli-
cacién del fenémeno por &l encontrado también de una libera-

cibn selectiva de los &cidos grasos, y aunque MEINERTZ (1962)

Ny
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lleg6 a la conéluaiﬁn de que este fenfmeno era consecuencia
no de fenbmenos de especificidad enzimftica sino de una libe
racién selectiva de los distintos &cidos grasos. En nuestra
opinién los datos aportados por MEINERTZ sobre variacién de
la posicionalidad con variaciones en la dieta no permit;n
concluir la existencia de tal liberacifn selectiva. La compa
racién de los valores obtenidos en la fraccifn AGL con los

de la fraccifén TAG no permite conclusiones claras en el senti
do de que los AGL son tanto de origen ex8geno como endbgeno,
y el desconocimiento del aporte en cada momento desde el exte
rior impide un andlisis serio de estas diferencias; sin embar
go, las diferencias entre ambas fracciones en &cidos grasos
de cadena larga no son significativas, finicamente se observa
un incremento en 14:0 y 16:1 con respecto a TAG y un descenso

en 16:0.

La fraccién MAG nos ofrece una posibilidad importante de
andlisis puesto que es la dnica fraccién que cabe suponer sea
de origen end6geno, 'y que por lo tanto su dnica fuente sea

la lipolisis a partir de los DAG.

La comparacién de los porcentajes para cada &cido graso
obtenido en esta fraccifn con los de TAG y DAG nos permite ob
servar que constituye la fraccién m&s diferenciada, y que se
produce un importante incremento en los porcentajes de los

dcidos grasos que se sitfian en posicién a y o’en los TAG
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(16:0 y 18:0) y un importante descenso de los que se sit@an. .
en la posicién g de los TAG (18:1 y 18:2) (Ver Tabla III).

Este hecho es fundamental en el anflisis del problema, pues
to que encontramos una distribucién diametralmente opuesta a la
gue cabfa esperar en el caso de que existiera una accién espe-
cifica de la TAG-lipasa sobre las posiciones ¢y o’ . Un anili
sis mids detenido del problema nos llev8 a considerar la posible
influencia de las vfas de desaparicién de los MAG, que se pue-

den reducir a:

1.~ Accibn de la MAG-lipasa, que segn VAUGHAN tiene una ac-

ci6n preferencia sobre los g -MAG.

2.- Accibn de la MAG-acilCoA-acil-transferasa encontrada por
SCHULTZ y JOHNSTON (1971) en tejido adiposo de hamster y
que es el enzima responsable de la "via monoglicérido” pa
ra la sintesis de DAG.

Para analizar si esta diferencia de composicifén pudiera
ser debida a las vias de desaparicién de MAG procedimos al
anilisis cuantitativo y cualitativo de los MAG'y”obtuvimos
los valores que se récbgen en la Tabla XIX, que nos muestra la
existencia de una correlacién bastante clara entre la composi
ci6n en Scidos grasos de esta fraccifn y su concentracién en

tejido, expresada en g de AG/g de tejido.

.
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TABLA XIX.- VARIACION DE LA COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LA

FRACCION MAG CON SU CONCENTRACION EN TEJIDO

ACIDO GRASO MAG-1 MAG-2"- MAG-3 MAG-4
16:0 30.2 26.3 25.9 18.4
16:1 13.0 14.0 9.2 9.2
18:0 8.0 10.3 9.3 4.8
18:1 27.1 27.4 29.0 33,1
1822 21.7 21.8 26.6 34.5

ugr.AG/gr.tej: 186 269 503 720
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Efectivamente podemos observar como se produce un notable
incremento del porcentaje de los &cidos grasos 18:1 y 18:2 al
incrementarse la concentracifn de MAG en tejido, y una dismi-
nucién de 16:0 y 18:0. Parece por lo tanto existir una dismi
nucifén selectiva de los &cidos grasos situados en p a medida

que disminuye la concentracifn de MAG en el tejido.

Esto nos llev$ nuevamente al planteamiento de la cuestién
central: ¢es la HSL-TAG lipasa un enzima dotada de especifici
dad posicional?. Para resolver de una forma definitiva esta
cuestifn, clave en el conocimiento de los mecanismos de con-
servacifn de la posicionalidad de los Scidos grasos en los te
jidos animales nos planteamos la realizacién de los siguientes

experimentos (IIXI.6 y III.7).

II1.6.- DISTRIBUCION POSICIONAL DE LOS ACIDOS GRASOS EN LOS

TAG DEL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

-

El conocimiento de la especificidad o inespecificidad de
posicién o de especie de TAG en la accidn de la TAG-lipasa so
bre los triacilglicéridos del tejido se podrfa realizar de

dos formas distintas:

1.- Mediante el aislaMiento y purificacifn de la HSL y el pos

terior anilisis de su accién sobre una emulsién de TAG de

"y
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distribucidn posicional conocida.

2.~ Mediante el anflisis de la distribucifn posicional de los
Scidos grasos en los TAG ¥el tejido y el posterjor frac-'
cionamiento y anflisis en la composicifn de los ap-DAG,

a'g -DAG « a'-DAG, a -MAG y j -MAG en condiciones de li-

polisis.

En nuestra eleccifn del segundo método influy8 decisivamen
te el buscar un sistema donde continuasen en funcionamiento !
.los otros posibles mecanismos de recuperacién de los 4cidos
grasos de cadena larga e insaturados, como es el de la via de

los MAG para la sintesis de TAG.

Para el anilisis de la distribuci6n posicional de los 4ciz
dos grasos partimos de TAG de tejido adiposo epididimal, obte-
nidos por fraccionamiento de los lfpidos +totales seqdn II.1l.3.b.
y los sometimos a la accién de a -lipasa de Rhizopus arrhi-

zus segn la té&cnica descrita en II.2.5.

En la tabila XX se recoge la composicién de los TAG sobre los
que se realizé la accién de la alfa-lipasa y de las distintas
fracciones producto de la accifn enzim&tica sobre los Triacilgli

céridos , la cual se realiza segn el siguiente esquema:
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TAG
Q—L. a~LIPASA 0——{
+ AGL
a's -DAG ap-DAG
l a~LIPASA 1 o -LIPASA
Q—I ._.| + AGL
B ~MAG p-MAG

La composicién de la fraccifn AGL se debe corresponder con !

la composicibn en &cidos grasos de las posiciones a+ a’ |

La composicién de la fraccién MAG se debe corresponder con la

composicifn en &cidos grasos de la posiciébn .

La composicién de la fraccién DAG se debe corresponder con
una media de las posiciones a, g y a . i = —QJL%fLiJi— Y por

lo tanto con la media de las posiciones f# y « + a’ (MAG y AGL).

En la Tabla XXI se recogen las composiciones respectivas de
las posiciones @« + «’ y p , analiz&ndose la significacifn de la

heterogeneidad posicional.

Podemos observar como los &cidos grasos 16:0, 16:1, 18:0 y

18:2 tienen una marcada tendencia a disponerse en o + «’0 enf
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mientras los &cidos 14:0 y 18:1 tienen una tendencia menor a

disponerse en una determinada posicién.

La Tabla XXII y figura 16 recogen el porcentaje de cada &ci
do graso ﬁue se dispone en x + o’y en 3, y de aqui podemos de-
ducir que 14:0, 16:0, 18:0 y 18:1 se disponen preferentemente

en # + a'mientras que 16:1 y 18:2 lo hacen preferentemente en

B

V Podemos ademis obtener un orden en la tendencia a la disposi
cifén en g a partir de las Tablas XXI y XXII: 18:2 >16:1 >18:1>
>14:0>16:0>18:0. En lo cual parece establecerse la posiciona
lidad 3 de los largos-insaturados y a, «'de los cortos satura-
dos’aunque no podemos-dedicix unas reglas-clarag.en. este ordena

miento.

Sin embargo existe un hecho singular que pudiera ser la cla
ve en el proceso que venimos analizando en la presente tesis:
la ordenacifn de los aéidos grasos en cuanta a su preferencia
por la posici8n g coincide con su ordenacifn en cuanto a su pun

to de fusibn como podemos observar en la siguiente Tabla:

Acidos Graso 18:2 16:1 18:1 14:0 16:0 18:0
Punto de Fusién °C -5 -0.5 13.4 53.9 63.1 69.6



I5h

TABLA XXII.- DISTRIBUCION POSICIONAL DE LOS AG EN LA MOLECULA
. DE._TAG
ACIDO GRASO % EN POSICIONES % EN POSICION
a + o B
distribucién

al azar 66.66 33.33
14:0 72.58 27.42
16:0 78.72 21.28
16:1 62.07 37.93
18:0 92.18 7.82
18:1 67.27 32.43
18:2 53.44 46.56

%

40 - POSICION B

104 .

is 14:0 16:0) 181 18:0 18:1 18:2

10 12

40 -

80 =

POSICIONES @ +

VFIG. 16: DISTRIBUCION POSICIONAL DE LOS ACIDOS GRASOS DE
TEJIDO ADIPOSO, EN LA MOLECULA DE TAG.
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Esta correspondencia entre ambos ordenamientos nos aproxima de
nuevo a nuestra hipétesis, ya planteada en la introduccién (pag.
52-55) de que los mecanismos hacen posible que durante el esti-
mulo hormonal o durante el ayuno se produzca una acumulacién de
&cidos grasos de cadena larga-insaturados no sean sino un siste
ma cuyo objetivo es el de mantener un bajo punto de fusién de
la gota grasa del adipocito que haga posible la actuacién inter
fisica de la HSL-TAG-lipasa, la cual no se realizarfa frente a

una gota grasa en estado sélido

En este contexto serfa analizable el triple efecto de las

hormonas AMPc estimulantes, sobre tejido adiposo:

- estimulan la glucégeno-fosforilasa.
- estimulan la esterificacién.

- estimulan la lipolisis.

El ciclo de Cahill explica uno de los posibles objetivos de
este triple efecto: la produccifén de calor; sin embargo un ani
lisis m&s exhaustivo nos lleva a plantear la posibilidad de que
el ciclo sea mis amplio en sus objetivos y no sea sino una for
ma de mantener el punto de fusién de los TAG mediante la regu-
lacién de su composicién en 4cidos grasos. Quizis dicho ciclo
sea ampliable a los MAG, existiendo los mecanismos posibles

para el cumplimiento de esta funcibn:
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1.- Estimulo de la esterificacién con selectividad para los
&cidos grasos largos<insaturados.

2.- Accibn especificamente posicional de la TAG-lipasa.

3.- Estimulo de la-biosintesis de TAG "vfa monoglicérido”.

4.~ Por liberacién selectiva de &cidos grasos al medio.

Cuando analizamos los datos obtenidos en III.1l, III.2,
IIX.3 y I11.4 desde estos modelos podemos observar que el
orden de descenso porcentual de los &cidos grasos con el ayu
no no coincide exactamente con el orden de preferencia posi-

cional en a + a' (Tablas XVII y XXII bis).

orden de descenso Orden de preferencia
4 dfas ayuno en g
16:1 18:0
16:0 16:0
14:0 14:0
18:0 ’ 18:1
18:1 16:1
18:2 18:2

Como podemos observar en esta Tabla las hipftesis 2 y 3 ex
puestas anteriormente 10 se ajustan totalmente a la realidad

ya que dos &cidos grasos (16:1 y 18:0) ocupan posiciones de des

EERS
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censo porcentual con el ayuno que no les corresponde tefricamen

te.

Sin embargo cabrfa esperar que el orden de descenso porcen-
tual no est8 s6lo en funcibn de la capacidad de recuperacién del
tejido por sus 4cidos grasos,,sino que existe un factor de con-
sumo de &cidos grasos por el organismo que en gran medida puede
afectar a la concentracifn en suero de cada 4cido graso. Vimos
anteriormente (Tabla XVII) que el orden de descenso porcentual
de los &cidos grasos en suero y tejido a los 4 dfas de ayuno,

4 dfas de ayuno + 5-HT y 8 dfas de ayuno +5-HT sig&en un patr6n
comfin, variando dnicamente a los 8 dfas de ayuno. Esto parece in
dicar la influencia de un factor de consumo que podrfa manifes-
tarse en tejido a través del suero, posiblemente por la creacién
de un gradiente de concentraciones que fuese distinto para cada

4cido graso.

Cuando analizamos el orden del gradiente observamos que en
suero el porcentaje de i8:0 (13.02) es sensiblemente superior
al de tejido (3.58), mientras que el % de 16:1 en suero (3.80)
es sensiblemente inferior al de tejido (9.72). Esto nos induce
a pensar gue la variacién en los porcentajes de cada &cido gra

so en tejido sea la resultante de dos fuerzas:

1l.- La retencidn discriminatoria de unos &cidos grasos en fun
cibn de su posicibn en la molécula de los TAG.

2.- El1 flujo de cada &cido graso en funcibn de su distinto %
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en suero y tejido.

La retencibn real ejercida por el tejido sobre cada &cido gra

so nos vendrfa dada en este caso por la variacifn de la tasa

: Acidoxgraso en tejido g gajor de esta relacién para cada §

% Acido graso en suero
cido graso es el siguiente:

o

Acido 0 dfas !4 dfas 8 dlas 4.dfas ayuno 8 dfas ayuno

ayuno ayuno + serotonina + serotonina
14:0 2.80 2.58 6.24 2.45 2.79
16:0 1.20 1.23 0.91 1.14 1.015
16:1  2.56  2.89  2.99 2.34 4.51
18:0 0.275 0.265 0.43 0.24 0.23
18:1 2.59 2.50 2.30 1.72 2.29

18:2 0.89 1.00 1.07 1.53 1.66

Al expresar la relacién % 4cido graso tejido/% .&cido graso
suero para cada Acido graso en los diferentes dfas de ayuno como
% de su valor en el dfa 0 (controles) obtenemos los siguientes

valores:

.oy
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Acido 0 dias 4 dfas 8 dfas 4 dfas ayuno 8 dfas ayuno

ayuno ayuno + serotonina + serotonina
14:0 100 92.0: 223 87.5 99.64
16:0 100 102.5 75.83 95 84.58
16:1 100 112.9: 116.8 91.4 176.2
18:0 100 96.36 156.4 87.3 83:6°
18:1 100 96.50 88.8 66.4 88.4°%
18:2 100 112.34 120.22 171.9 186.5.

Podemos observar que la variacifn del valor de la relacién %
de AG en tejido/% de AG en suero es positiva en los diferentes
dfas para los &cidos 18:2 y 16:1 (con un pequeifio descenso a los
4 dfas de ayuno m&s serotonina); es decir, los &cidos grasos dis
puestos preferentemente en f . Adem&s el efecto de la serotonina
parece manifestarse por un incremento de la relacién en 18:2 y
16:1. Esto parece ligar el fenSmeno de la esterificacién que al
parecer promueve la ser?tonina con el proceso de recuperacifn
de los 8cidos grasos en j§ . .

En el aspecto t&cnico del experimento II1.6, y como método que
nos permite conocer el grado de fiabilidad de nuestros datos ob-
tenidos en la incubacibén con ;Zfa-lipasa hemos valorado la com-
posicién de los DAG tras la accibn del enzima sobre los TAG y

la hemos comparado (ver Tabla XXIII) con los valores tebricamente

esperados a partir de los AGL (posiciones a+a') y MAG (posici6np). Las di
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ferencias entre ambas composiciones no son significativas, lo
cual nos indica que el método empleado (sin utilizacién de de-

tergentes) es altamente fiable.

III.7.- COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE apg + a'f -DAG Y « a'-DAG

DEL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL DE RATA DURANTE EL AYUNO

El objetivo de este trabajo fué&, junto a III.6, el de dilu-
cidar de una forma clara si la HSL (TAG-lipasa) es un enzima
dotada de especificidad posicional para los TAG (a a’'o g ) o

bien posee una mayor afinidad por ciertas especies de TAG.

BS evidente que caso ‘dé existir una especificidad posicio-
na} por parte del enzima cabria esperar em:cofidiétones de-es--
timulacifn de la lipolisis la produccifn exclusiva de ciertas
formas isoméricas de DAG, concretamente '3 y o' g -DAG, asi
como de B -MAG. Sin embargo &sto no quiere decir aparicién ex-
clusiva de a gy a'p -DAG y B -MAG; ﬁuesto que existe un proce
so de isomerizacifn espontinea de e y a'f -DAG en « a'-DAG,

y de 3 -MAG en « -MAG:

Sin embargo hemos considerado que a pesar del proceso de iso
merizacién, el conocimiento de la composicién de las fraccio-
nes @ § + a’f -DAG y o a' -DAG serfa suficiente para resolver

el problema si &sta dltima procede de la isomerizacién de la
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primera o bien es el producto de la accifn de la TAG-lipasa,

en cuanto cabe esperar que si su procedencia fuese por isomeri
zacibn la composicifn en 8cidos grasos serfa similar para ambas
fracciones, mientras que en el caso de ser la accifn de la HSL
al azar cabifa esperar que la composicisn de ambas fracciones
fuese distintas y ambas se ajustasen a las composiciones tebri
camente deducidas a partir de la conocida distribucién posicio
nal de los &cidos grasos en la mol&cula de TAG (II11.6), afin e-
xistiendo una influencia en la composicifn de la firaccién o a’~DAG

debida a la isomerizacién.

Para la realizacibn de este trabajo utilizamos ratas de 250
a 300 g . de peso a las que sometimos a ayuno durante 48 horas
y obtuvimos su tejido adiposo epididimal para el.fraccionamien
to de los lipidos.

I1I.7.a.~ Los 1lipidos totales obtenidos fueron separados en una
primera etapa en las fracciones TAG, AGL, DAG y MAG + FL segfin

la técnica descrita en II.2.5.

En una segqgunda étapa_los DAG fueron recromatografiados segdn
la técnica descrita en II.4.1. al objeto de obtener las fraccio
nes:

l.- apg+ a’p -DAG

2.- a a’-DAG.

“y
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Ambas fracciones fueron recogidas para el posterior anflisis
L]
cuantitativo en AG, por C.G.L. por inyeccifn directa (té&cnica

descrita en II.2.6).

En la Tabla XXIV recogemos la combosicién de la fraccién
~DAG obtenida experimentalmente y la coméaramos con los valo-
res te6ricosque calculamos de los datos obtenidos en III.6
(Tablas XXI y XXIII) sobre la composicién de las posiciones

Como podemos observar las diferencias son significativas
para los &cidos grasos 14:0, 16:1 18:1 y 18:2, siendo no sig

nificativas para los 4cidos 16:0 y 18:0.

En la Tabla XXV se recogen los valores obtenidos experimen
talmente sobre la composici6n de la fraccién a g + @' -DAG
del tejido y la comparamos con los valores tebricos, calcula-
dos a partir de los datos obtenidos en I1II.6 (Tablas XXI y
XXIII) sobre composicién de las posiciones a + a’y p de los
TAG del tejido. Se observan diferencias significativas dnica~
mente en 16:0 y 18:1, siendo las diferencias entre los valo-
res tebricos y experimentales no significativas para el res-

to de los AG (14:0,"16:1, 18:0 y 18:2).

La correlacifén entre las composiciones de la fraccibn a a’-
-DAG de tejido y la esperada teSricamente para una ruptura al

azar es negativa como hemos podido ver, siendo bastante buena
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para la fraccibén a g + a’p~-DAG esto no nos permite llegar a
una conclusifn clara, puesto que si bien observamos una sig-
nificacifn en las diferencias de 1la fraccibn a a'-DAG con una
ruptura al azar, los &cidos grasos que con mayor proporci6n
se disponen en posiciones a + a’y menor en p (18:0 y 16:0) no
tiene diferencias significativas en ninguna de las fracciones
con los valores teSricamente esperados. Adem&s es evidente

la existencia de una diferencia significativa para 18:2 (el
&cido en mayor proporcifn dispuesto en B ) entre las fraccio
nes a o' -DAG experimental y a« g+ a’f -DAG experimental
(t=6.66).

Los valores cuantitativos para ambas fracciones son (en 50

mg. de tejido):

AGde o p + o'p -DAG ,,, 105.52 _ 1.57 ug (9.56 uequ/g.tej:)

I+ 1+

AG de a of -DAG eee 77.03 _ 1.60 ug (7.14 uequ/g.tej.)

Siendo la relacién (AG de @ g+ a'p -DAG)/(AG de o a'-BAG)=
= 1,34, difiriendo significativamente del valor de la ruptu-
ra al azar (2/1) y :siendo mayor de la esperada la concentra-
cibn ( « a’-DAG). .

Esto nos llev$ a tratar de reducir al miInimo la influencia
de las té&cnicas empleadas buscando un sistem; que evitase la

recromatograffa por cuanto implica de pérdida de material en
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el proceso de raspado y depfsito de la muestra en la segunda
cromatograffa, as{ como la existencia en el raspado de la pri
mera de grandes cantidades de &cido acético procedente de la

fase m6vil y que puede favorecer el proceso de isomerizacién.

)
I11.7.b.~- En este caso preferimos utilizar el sistema descri-
to en I1.4.2 mediante el cual se produce una menor resolu-
cifn entre las fracciones a g +a'f -DAG y a a' -DAG, que apa
recen mis juntas pero que nos dan una mayor fiabilidad en los
resultados cuantitativos al no existir recromatograffa y al
evitar el posible fendmenode isomerizaci6n imputable a la exis

tencia de &cido acético en el medio entre dos cromatografias.

Fueron desechadas todas las placas en las que'nos se produ
jo una distancia 6ptima entre ambas fracciones, las que corrie
ron irregularmente (no linealmente) y aquellas en las que el
raspado pudiera causar a nuestro juicio la md&s leve contamina
ci6n. Por este motivo Gnicamente fueron utilizadas para su va
loracién por C.G.L. las fracciones procedentes de tres placas

de las diecinueve realizadas.

En la Tabla XXVI podemos observar la composicién de losaa’
~-DAG obtenidos asi como los valores teSricamente esperados pa
ra una ruptura al azar y vemos que no se producen diferencias

significativas para ningdn &cido graso.
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En la Tabla XXVI1 se recogen las composiciones de los o g +
+2'p -DAG obtenidos y de los a g + o’ g -~DAG esperados y que
fueron calculados a partir de las composiciones de las posicio-
nes a + a'y B (Tablas XXI y XXIII). Se observa que tampoco en
esta fraccibn se producen diferencias significativas para nin-

gGn £cido graso.

La cantidad de Acidos grasos de cadena larga obtenidos a par

tir de 40 mg., de tejido fueron:

AG en ap + a'p-DAG ... 76.77 _ 0.91 ug (7.1 uequ/ g. tejido)

+
AG en a o' -DAG ... 42.60 © 0.91 ug (3.94 uequ/g. tejido)

(AG en @ B + a’p -DAG)
Siendo la relacién =1.79
(AG en a a’ -DAG)

Este trabajo nos permite deducir:
1.- La no existencia de significacién en la diferencia entre los
ap + a’p -DAG esperados y obtenidos experimentalmente.
2.- La no existencia de significacifn en las!diferencias entre

los a a’'-DAG esperados y obtenidos experimentalmente.

(a B+ a’f -DAG)
{ a a'-DAG)

de 2/1 esperado para una ruptura al azar, e idé&ntico grado

3.- El acercamiento de la relacién al valor

de metabolizacifin, lo cual nos permite sugerir que la ruptu-
ra provocada por la HBSL (TAG-lipasa) sea una ruptura al azar,

no poseyendo preferencia por las posiciones a o g de los TAG.
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Por otra parte es de destacar un fenfmeno gque sistem&ticamente
se repite en los anflisis por C.G.L.: en los cromatogramas en los
que se analizan los AG de DAG aparecen elevadas proporciones de
AG de cadena inferior a los 14C mientras que en los procedentes
de TAG son s6lo trazas (ver figura 17). Unicamente aparecen estos
AG en cierta proporcifén (no cuantificable por las técnicas emplea
das) en la fraccién MAG. Adem&s la proporcifn es parecida (no
cuantificable) en ap + a'p -DAG y en a a'-DAG. Este fenbmeno
puede deberse quiz&s a una cierta selectividad de la TAG-lipasa

o de otros enzimas (DAG-lipasa ....) por el tamafio de la cadena.
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I11.8.~ ACCION DE LA SEROTONINA SOBRE EL PROCESO LIPOLISIS-ESTE

RIFICACION EN ADIPOCITOS AISLADOS

En este trabajo hemos realizado la incubacién de adipocitos
aislados, con y sin seroténina, segdn la técnica descrita en
II.2 y valoramos por C.G.L. los &cidos grasos liberados al me-
dio, los &cidos grasos libres en el interior del adipocito,'asi
como los &cidos grasos esterificados en forma de DAG; utiliza-

mos distintos tiempos de incubacibn: 5 minutos, 10 minutos,

20 minutos y 30 minutos (técnicas descritas en 1I.2.2, 3 y 4).

En los controles, incubados sin serotonina se observa un pau
latino proceso de descenso en la cantidad total de &cidos grasos
libres entre los 5 y 30 min. (ver Tabla XXVIII y figura 18) que

debe interpretarse como un proceso de esterificacién.

En los adipocitos incubados en presencia de 5-HT observamos
que tanto a los 5 como a los 10 min. la cantidad total de AGL
es inferior a la de lo8s controles, hecho que interpretamos co-

mo un estfmulo de la esterificacibn por la: 5-HT.
Sin embargo tanto a los 20 como a los 30 min. se produce una
inversién del proceso, puesto gue se produce un incremento de

los AGL que es miximo a los 20 minutos.

Cuando analizamos las variaciones en la concentracién de DAG
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TABLA XXVIII.- ACIDOS GRASOS LIBRES (MEDIO+INTERIOR) EN INCUBA-
CIONES DE ADIPOCITOS AISLADOS. CONTROLES (C) Y
CON SEROTONINA (S). EXPRESADO EN ug ACIDO GRASO/

/g_TEJIDO.
T TIEMPOS n x E.S.
s5C 4 1689.142 ? 195.14
10C 3 1293.82 MER TR
20¢C 4 1264.79 ! su.28
30C 4 1229.85 ! s6.u0
§s 3 1366.79 ! 103.42
10S y 1170.72 Y 6.7
20S 4 1509.56 ! s5.80
308 3 1438.64 ! 139.18

TABLA XXIX.- ACIDOS GRASOS ESTERIFICADOS EN FORMA DE DAG EN
INCUBACIONES DE ADIPOCITOS AISLADOS. CONTROLES
(C) Y CON SEROTONINA (S). EXPRESADO EN ug DE
ACIDO GRASO/gDE TEJIDO.

TIEMPOS n % E.S.
5C M 11%39.79 +3537.18
10C 4 9749 ,86 * 398.14
20¢ 4 8428. 35 ¥ 375.22
30C o 8317.95 ¥ 184.23
5S Y 9586.54 ? 296.14
108 4 7987.25 ¥ 2u6.35
208 u 10689.31 ¥ 195.28
308 3 9504. 30 ¥ 225.u9
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Fic. 19: VARIACIONES EN LA CONCENTRACION DE ACIDOS
GRASOS EN DAG DURANTE EL TIEMPO DE INCU-
BACION, EN CONTROLES Y CON SEROTONINA.
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(expresados en funcifn de los AG componentes) observamos (Ta-
bla XXIX y figura 19) que en los controles se produce un proce
so de descenso que dura todo el tiempo de incubacién (de los 5
a los 30 min.) mientras que en los adipocitos incubados con se-
rotonina el descenso en la concentracifén de DAG es mi&s acudado
gue en los controles tanto a los 5 como a los 10 min. A los 20
y 30 minutos se invierte el sentido del proceso, al igual que
ocurria con los AGL, produciéndose un aumento de los DAG que

es mé&ximo a los 20 min.

Del anilisis de estos datos puede deducirse que el proceso
de esterificacifn se realiza con un descenso paralelo (figuras
20 y 21) de los AGL y DAG. Este hecho es de capital importancia,
en el sentido de que si el proceso de esterificacifn se realiza
se preferentemente por la via biosinté&tica "de ﬁovo" el descen-
so en la cantidad de AGL irfa acompafiado de un proceso de incre
mento en DAG; sin embargo esto no ocurre asf sino que se produ-
ce el fenbmeno inverso, lo cual parece indicar claramente que !
la esterificacién en leos controles y la incrementada por la se-
-rotonina se produce preferentemente sobre el Gltimo paso de la
vbiosintesis: DAG + Acil-COA ——————» TAG + COA-SH

Por otra parte el anilisis de los datos cuantitativos de las
Tablas XXVIII y XXIX evidencia que en el proceso de esterifacibn
el descenso de AGL y DAG no se realiza en la relacifn 1:2 que

aproximadamente deberfa resultar de la sola actividad de la dia-
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cilglicerol - aciltransferasa, sino que es mucho mayor, lo cual
parece indicar que el proceso de ruptura de DAG hasta AGL y gli
cerol continfla durante este proceso aunque el balance global sea
una activacifn de la esterificacifén. En las incubaciones con se
rotonina, a los 20 y 30 min., se observa sin embargo que adn
continuando el proceso de hidrolisis de DAG se produce una acu-
mulacién de los mismos con la lipolisis; parece claro por lo
tanto que el grado de actividad de la TAG-lipasa es superior al
de la DAG-lipasa. Este incremento en las concentraciones de DAG
parece poner de manifiesto la exactitud de los discutid?s resul
tados de SCOW (1965), que encontraba un incremento de la densi-
dad de las bandas de DAG en placa fina durante’ la lipolisis es

timulada por ACTH.

Adem&s encontramos que la cantidad de MAG con la lipolisis
no se incrementa en forma apreciable, impidiendo en la préctica
revelar la banda de MAG en la placa fina y su posterior anglisis
por C.G.L. Este hecho tambié&n coincide con los resultados de
SCOW (1965) que no encontraba cantidades apreciables de MAG en
placa fina; sin embargo debe tenerse en cuenta que las cantida-
des de adipocitos utilizadas (una media de 60 mg.) son demasia-

do bajas a efecto: de_valorar la fraccién MAG.

La esterificacién promovida por la serotonina parece estar
asimismo acorde con 13s resultados obtenidos por SHAFRIR y

KERPEL (1961) que encontr$ esterificacibén en los primeros minu-
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tos de incubacibn prémovida por la epinefrina y previa a la ac

tivacitn de la lipolisis.

Las cantidades de AGL liberadas al medio sufren incrementos
muy pequefios con la lipolisis (Tabla XXX y figura 22), siendo
inferiores a los controles. Esto podria deberse a una satura-
ci6n de la albdmina en su capacidad de transporte de 4cidos
grasos. Hemos comprobado que la albdmina totalmente exenta de
dcidos grasos de Sigma (AGL inferior a 0.005%) no alcanza una
tasa moles AGL/moles albdmina superior a 0.28, pero hemos prefe
rido utilizar este tipo de albdmina por la orientacifén de nues-
tro trabajo hacia el anflisis de la especificidad del proceso
lipolisis-esterificacifn por los distintos &cidos grasos; con
ello hemos tratado de evitar la influencia de la distinta compo
sicidén de los AGL ligados a la albdmina bovina y los AG de teji

do adiposo de rata.

Las variaciones en la composicién de las fracciones DAG y
AGL son, en nuestra opiniﬁn, de gran importancia de cara a cono
cer los mecanismos de liberacifpn selectiva de &cidos grasos,
asl como de los procesos de creacifn y/o conservacifn de la dis
tinta posicionalidad de los diferentes &cidos grasos en la mo-

lécula de TAG del tejido adiposo.

En la Tabla XXXI podemos analizar la composicién en AG de

loa DAG a los 5, 10, 20 y 30 minutos tanto en controles como en
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TABLA XXX.- ACIDOS GRASOS LIBERADOS AL MEDIO EN INCUBACIONES
DE ADIPOCITOS AISLADOS. CONTROLES (C) Y CON SE-
ROTONINA (S). EXPRESADO EN ug ACIDO GRASO / g DE

TEJIDO.
TIEMPOS n x E.S.
+
sC y 927.55 - 35.42
) +
10C u 977.74 Z u9.91
+
20C y 979,82 - 29.83
+
3ocC y 998,86 < 65.36
. +
58 N 824,67 - 28.32
' +
108 y 865.46 < 35.27
L
20S M 912.60 < 52.28

308 Y 887.u8 - 17.u8

"y
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incubaciones con serotonina.

En los controles el Scido 16:0 sufre un incremento coinciden
te con la esterificaci6bn de los 5 a los 30 minutos, mientras que
en la incubacién con serotonin; se produce un incremento (con
respecto al control de 5 min.) a los 5 y 10 minutos paralelo a
la esterificacién. Los valores minimos, a los 20 y 30 minutos,

se corresponden por lo tanto ¢bn la lipolisis.

Este mismo fenémeno lo podemos observar en los &cidos 18:0
y 18:1, en los cuales se produce tambi&n una correlacién entre
esterificacién e incremento porcentual y lipolisis y descenso
porcentual. En la Tabla XXXII y figura 23 representamos el por-
centaje de cada %cido graso (16:0, 18:0 y 18=l)len controles
e incubaciones con serotonina expresado como % y asignando el
valor 100% al punto de m&xima concentracibén en DAG (control
S minutos). Podemos observar como se corresponden los descensos
en la concentacifn de DAG con incrementos en los porcentajes de
estos 4cidos grasos y los incrementos que se producen a 20 y
30 minutos con serotonina con disminuciones en el porcentaje de

16:0, 18:0 y 18:1.

En la Tabla XXXIIyy figura 24 se representan los porcentajes
de los 4cidos grasos 16:1 y 18:2 expresados en base al control
de 5 minutos (100%}. Vemos una correspondencia entre los descen

sos en la concentracifn de DAG y los descensos en los porcenta
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jes de estos &cidos, as{ como una correlacibn entre los incre-
mentos de los porcentajes de 16:1 y 18:2 y los incrementos en

la concentracifn de DAG (20 y 30 minutos con serotonina).

En la Tabla XXXIII se recoge el orden de descenso porcentual
de los &cidos grasos en DAG durante la incubacidén (sobre los

datos de las Tablas XXXI y XXXII).

Observamos que los Scidos grasos 18:2 y 16:1, preferentemen:
te dispuestos en g (ver Tabla XXII ) son los que ocupan una
situacién mis alta en el descenso porcentual durante la esteri
ficacién (10'c, 20'Cc, 30'C, 5'S y iO'S), que interpretamos co
mo la resultante de la actividad selectiva de la diacilglice-
rol-aciltransferasa por los a,p -DAG en cuya estructura deben
participar preferentemente estos dos &cidos graéos; lo cual
pudiera constituir la base del mecanismo de creacién y/o con-

servacién de la posicionalidad en § de estos &4cidos grasos.

Los &cidos 16:0, 18:0 y 18:1, dispuestos en a + a’, sufren
un incremento porcentual en estos tiempos, siendo el 18:0 el
Scido que mayor preferencia posee por las posiciones v + a’

el que sufre un mayor incremento.

A los 20 y 30 min. de incubacibn, y coincidiendo con el pro
ceso lipolitico, se produce un cambio en el orden de descensos

porcentuales, lo cual entendemos que debe interpretarse en el
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sentido de que la ruptura al azar de los TAG por la HSL-TAG-1i
pasa tiende a restaurar una composicién similar a la de los
TAG. Efectivamente el &cido 18:0 sufre ahora un notable descen
so puesto qe era el mis incrementado en las condiciones de es
terificacifn mientras que 16:1 y 18:2 tienden a recuperar su

porcentaje en TAG.

Las Tablas XXXIV y XXXV recogen, respectivamente, los % de
cada &cido graso en el medio y el interior del tejido a los di

ferentes tiempos de incubacién con y sin serotonina.

Vemos que la composici&g de 8cidos grasos liberados al medio
no sufre imhbrtantes oscilaciones a 1o largo del tiempo, y que
no parece seguir una pauta en re;acién al proceso lipolisis-es
terificacidén. Este mismo fenémeﬁo lo encontramos en los'Aacidos

grasos libres del interior de los adipocitos.

En cuanto a la composicién de ambas fracciones observamos que
son bastantes homogeneas, lo cual parece poner de manifiesto
que no existe un factor de "solubilidad" o de diferente grado

de liberacidn al medio para los distintos &cidos grasos.

La comparacidn de las composiciones obtenidas para la frac-
cidn AGL y la de las posiciones @ + o’ (ver Tablas XX 'y XXI)

nos muestra una gran similitud entre las mismas.
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IV.- CONCLUSIONES.

En el presente trabajo se ha realizado un estudio sobre la libe
racién selectiva de &cidos grasos almacenados en tejido adiposo
epididimal de rata como respuesta a determinados estimulos (ayu-
‘noy serotonina) tratando de encontrar los mecanismos que la pro

pician.

Para cumplir este objetivo desarrollamos un conjunto de técni=

cas apropiadas, entre las que cabe destacar las siguientes:

1.- La valoracidn por cromatografia gas-liquido de AGL
y de AG procedentes de fracciones acil-glicéridas, por inyeccidn
directa, suprimiendo la necesidad de transformarlos previamente
en sus esteres metflicos. Ello posibilita su utilizacién rutina-
ria tanto en andlisis clf{nicos como en investigacidn, al reducir
notablemente la complejidad y peligrosidad de otras técnicas y al
incrementar el grado de recuperacidn de 4cidos grasos.

2.- Hemos comprobado que trés la incubacibn con alfa-1i
pasa de una emulsidén de TAG obtenida por sonicacibén, la composi-
cidn de la fraccibén DAG se correlaciona con la media de las com-
posiciones de AGL y MAG. Esto nos indica la alta sensibilidad de
esta técnica y su posibilidad de empleo para lipasas sensibles a

detergentes, asi como en los estudios sobre posicionalidad.

3.- El sistema de incubacidn de adipocitos aislados y la
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posterior separacifn de los mismos de su medio de incubacidn ia
permitido una valoracidn de los AGL y AG esterificados en DAG que
ha hecho posible el fraccionamiento y valoracidn de estos por C.
G.L., lo cual constituye una aportacién a la tecnologia del estu
dio del metabolismo del tejido adiposo, en cuanto hasta ahora las
técnicas sistematicamente utilizadas se limitaban a 1la evalua:ién'
global del proceso lipolisis-esterificacién en funcién de los va
lores obtenidos de glicerol o de AGL por fotometria o microtitula
cidén. La aplicacidén de la cromatografia gas—lfquido por inyeccidn
directa al anflisis de los AGL elimina totalmente la posible con
taminacidén con otras fracciones lipidicas tanto en el medio wmo

en el interior del tejido.

En cuanto a las conclusiones que resultan de los datos obteni-

dos experimentalmente encontramos:

1.- El1 andlisis de la distribucidn posicional de los &-
cidos grasos en la molécula de TAG del tejido adiposo nos reela
que el orden de preferencia de los 8cidos grasos por la positidn

B coincide con su ordenamiento en funcién del punto de fusiin:

18:2, 16:1, 18:1, 14:0, 16:0 y 18:0.

2.- En ratasen ayuno 4 y 8 dias, tratadas y sin tritar
con serotonina se produée un descenso de la concentracién de §ci
dos grasos en tejido que afecta fundamentalmente a los &cidoi de
cadena mas corta. Se pPoduce un incremento en la proporcidn ie

los Scidos de 18 C, que ademas es funcidn del grado de insatira-
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cibn.

3;- En ratasen ayuno 4 y 8 dias tratadas y §in tratar
con serotonina se produce un descenso de la concentracidn de &ci
dos grasos en suero, que afecta fundamentalmente a los acidos de
cadena mis corta. En todos los casos se observa un incremento en
la pfoporcién de 4cidos grasos de’ 18C que es funcidén del grado

de insaturacidn.

4,.- E1 orden de descenso porcentual de los acidos grasos
en suero y tejido durante el ayuno, con o sin tratamiento con se
rotonina es el mismo, y coincide con el orden de preferencia por

las posiciones a + a’ en TAG, excepto para los &cidos 16:1 y 18:0

5.- Los Acidos grasos dispuestos en g (16:1 y 18:2) su-
fren un incremento sistemitico de la relacidn % en tejido/% en
suero, lo cual se ajusta a que las variaciones en la proporcidn
de los distintos &cidos grasos en tejido esten en funcién de dos

factores:

- La recuperacidn selectiva por el tejido de los &cidos

grasos segun su grado de posicionalidad en g

- E1 flujo de cada &cido graso en funcidn de su gradien

te de concentracidn entre suero y tejido.

En la conocida influencia de especie y dieta en la compo
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sicidn en Acidos grasos de tejido adiposo,el primer factor podria
ser especifico de la especie, en tanto el segundo factor estaria

determinado fundamentalmente por la dieta y el consumo.

6.~ Entre el 4°y el 8° dias de ayuno, tanto en ratas tra
tadas como en no tratadas con serotonina, se produce una recupera
cidn porcentual en suero y tejido de &cidos grasos saturados; es
decir, de los que se disponen preferentemente en las posiciones

a + a’,

7.- La accidén de la serotonina se manifiesta en un des-
censo de la concentracidén de 4cidos grasos de suero y un incre-
mento de la concentracidn en tejido, que interpretamos como un
incremento de la retencidn de 4cidos grasos por el tejido, inhi-

bicién de la lipolisis o de la liberacidn.

La serotonina causa un incremento de la proporcidn, en
tejido, de los &cidos grasos preferentemente dispuestos en la po
sicidn p de los TAG (16:1 y 18:2), as{ como de la relacibén % en
tejido/% en suero de los mismos. Esto parece ligar el proceso de
esterificacién promovido por la serotonina a la retencidn de los
&cidos en posicién g .

8.- En ratasvaiimentadas normalmente la composicidén de
los DAG se diferencia de la de TAG en una mayor proporcidn de &-

cidos grasos de 18 C. La composicidn de los MAG tiende a ajustar

se con la composicidn de las posiciones a + a’; esto puede ser
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debido a la hidrolisis preferencial de los Jj -MAG por la MAG-1i
pasa, descrita por Vaughan, o bien a que durante la alimentacidn
la "via monoglicérido" represente una forma de conservacidn de la
posicionalidad de los &cidos grasos. A ambas posibilidades se a-
justa el hecho de que con el aumento de la concentracidn de MAG
en tejido se observe un descenso de la proporcidn en &cidos gra

sos preferentemente dispuestos enasa'(18:0 y 16:0).

9.- La composicidn de los a o’-DAG de tejido adiposo
durante el ayuno se ajusta a la composicidn tedricamente espe-
rada en el caso de que su origen sea por ruptur; de TAG y no por
isomerizacidn expontdnea, lo cual parece demostrar que la TAG-1i
pasa es un enzima no dotada de especificidad posicional, sino que

causa la hidrdlisis de las posiciones o« , g y o’al azar.

10.- La composicidn de los a p + «B-DAG de tejido adiposo
durante el ayuno se ajusta tambien a la composicidn teoricamente
esperada en el caso de que su origen sea debido a una hidrolisis

al azar.

11.- En ratas en ayuno encontramos que la relacidn (ap+
+a’p -DAG) /(@ a-DAG) es siempre inferior a 2, lo cual evidencia
que existe una desaparicidén preferente de la fraccidn a g +a’g-
-DAG, que interpretamos en el sentido de que durante el ayuno no

estd bloqueada la accibén de la diacilglicerol-aciltransferasa.

12.- En todos los casos estudiados encontramos una ele
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vada concentracidn en DAG y MAG de &cidos grasos de cadena corta
(inferior a 14 &tomos de C), mientras que en TAG y AGL represen-

tan unicamente trazas.

13.~ En adipocitos aislados la serotonina causa un in-
cremento de la esterificacién durante 16s primeros minutos, que
se manifiesta en un descenso simultaneo de las concentraciones
de AGL y DAG. E1 anflisis de los datos cuantitativos para ambas
fracciones permiten suponer que el proceso de esterificacibn es
simultaneo a la hidrolisis de DAG y MAG por DAG-lipasa y MAG-1li-
pasa, y que la accidn de la serotonina se ejerce mediante una

activacidn de la diacilglicerol-aciltransferasa.

14.- La serotonina causa un incremento de la lipolisis
en adipocitos a partir de los 10 minutos de incubacibn, que se
manifiesta en un incremento en las concentraciones de AGL y DAG,
lo cual permite suponer que la serotonina activa la HSL-TAG-1li-
pasa.

15.- Simultaneamente al proceso de esterificacidén acti-
vado por serotonina se observa en los DAG un incremento en la pro
porcidn de 8cidos grasos dispuestos en a + a’y un descenso en
la de &cidos dispuestos en 5‘. El proceso lipolitico tiende a
igualar la composicidén de las fracciones DAG y TAG.

16.- La concentracidn de &cidos grasos liberados al medio

por adipocitos incubados con serotonina es inferior a los contro-

[
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les,en todos los tiempos experimentados, lo cual podria ser in-
dicativo de una inhibicidn de la liberacidn al medio causada por-

la serotonina.

17.- La composicibn de las fracciones AGL del medio y
del interior son similares, lo cual parece demostrar la inexis-
tencia de factores de liberacidn selectiva, posibilidad esta a-
puntada por algunos autores. Ademéslla composicidn de los AGL
posee una gran similitud con la composicidn de las fracciones

a + a'.,

18.- E1 andlisis de los resultados obtenidos en el pre
sente trabajo,y el de los datos obtenidos por otros autores, nos
llevan a emitir la hipdtesis de que la desigualdad posicional de
los distintos &cidos grasos en la molécula de los TAG de tejido
adiposo, asi como la simultdnea activacidén de la lipolisis y 1la
esterificacidn observada con variags hormonas no representa sino un
mecanismo de recuperacién selectiva de &cidos grasos,y que la
activacidn de ambos procesos se lleva a cabo a través de la HSL

y la diacilglicerol-aciltransférasa, por distintos mecanismos.

Esta activacién simultanea tendria como resultado un ciclo con
servativo de los Acidos grasosyp dispuestos en p» Yy como consecuen
cia la liberacidn selectiva de los dispuestos en o« +a’. Ello
haria posible el mantenimiento de un bajo punto de fusidn de la
gota grasa de los adipocitos, necesario para la accidén de la HSL-

-TAG-lipasa .
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