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I.- INTRODUCCION



I.I.- CITOLOGIA E HISTOLOGIA

El tejldo adlposo fué durante mueho tlempo conslderado como 
un tejldo Inerte destlnado al depdslto paslvo de grasa y a fun­
clones de Indole mecSnlca o alslante; sin embargo, actualmente 
se conocen datos relevantes acerca de su grado de actlvldad y no 
table partlclpaclôn en el désarroilo y regulaclôn del metabolls­
mo llpfdlco.

i

En la escala fllogenétlca animal, él tëjldo adlposo aparece ya 
en Invertebrados portadores de hepatopâncreas, slendo las réser­
vas de trlacllgllcêridos hlstolôglcamente visibles en este ôrgano. 
En Insectos alcanza un considerable desarrollo el tejldo graso en 
los denomlnados "cuerpos grasos". En vertebrados polqullotermos 
se observa un comportaunlento similar al primer grupo de Inverte­
brados: poseen un volumlnoso hlgado rlco en trlacllgllcêridos.
En homeotermos, el hlgado dlsmlnuye su contenldo llpldlco al 1% 
de trlacllgllcêridos que se dlstrlbuyen en forma dlfusa Invisible 
a mlcroscopla êptlca y los trlacllgllcêridos se acumulan en el 
tejldo adlposo. (Bujan 1981)

En los mamlferos, sobre todo en los hibernantes, se encuen- 
tran dos varledades de tejldo adlposo con estructuras y funclo- 
nes dlferentes; el tej^o adlposo blanco o unilocular al cual 
nos referIremos en este trabajo, y el tejldo adlposo pardo o mul



tllocular que es un ôrgano altamente especlfico, con una impor­
tante funciôn calorigênica en cada despertar del sueno Invernal 
y en la adaptaciôn de los reclên nacldos al medlo amblente.

El tejldo adlposo blanco, comûn en aves y mamlferos, aparece 
por primera vez en el embrlôn en el curso de la segunda a terce 
ra sémana, pero no se désarroila hasta poco antes del naclmlento, 
dlstrlbuyêndose prlnclpalmente en dos sectores:

- superficial o panlculo adlposo, de dlstrlbuclôn mâs o menos ge 
nerallzada.

- profundo, con locallzaclones mâs dellmltadas.

El desarrollo del panlculo adlposo no es total, slno que parte 
de Ô1 va a quedar en forma potenclal y cuando sobrevlene una so- 
brecarga grasa puede acumular llpldos, asl ocurre en las denoml- 
nadas "obesldades flslolôglcas" o que son Intermltentes como ocu 
rre en aves mlgratorlas, mamlferos hibernantes y mamlferos marl- 
nos que en determlnados momentos pueden Incrementar su réserva 
llpldlca hasta un 40% de su peso. La dlstrlbuclôn de este panleu 
lo adlposo varia segûn las especles, pero en general se encuen- 
tra por toda la superficie corporal, excepto en el pabellôn aurl 
cular, cuero cabelludo, reglones de palmas y plantas; sln embar­
go, prédomina en la reglôn Interescapular, pectoral, lumbar y sa 
era, aunque con numerosas oscllaclones segûn la edad, sexo. y es-



tado nutriclonal (Monesi , 1965).

Por el contrario, el sector profundo tlene su dlstrlbuclôn 
en la reglôn Inguinal, retroperItoneo, mesenterlo, medlastlno y 
podemos hallar clerta cantldad entre los fasclculos de los mûs- 
culos profundos.

El tejldo adlposo se présenta con aspecto homogêneo, dlspue£ 
to en lôbulos mâs o menos del1mltados por septos conjuntlvos que 
a medlda que penetran en el Interior van ramlflcândose y aflnân- 
dose hasta rodear fInamente a cada elemento celular. Olchos tabl 
ques son rlcos en flbras colâgenas que van perdlândose conforme 
se aproxlman a las cêlulas, momento en el cual el principal com- 
ponente serâ la retlcullna.

Acompanando a los septos conjuntlvos se encuentrap pedîculos 
vasculares; por cada lôbulo adlposo existe una arterlola de 
5 a 9 capas de cêlulas musculares U s a s  y gradualmente va ramlfl­
cândose quedando a modo de una flna red capllar que termina en 
la veclndad de los adlpocltos. Estos capllares ultraestructural- 
mente estân compuestos por cêlulas endotellales rlcas en veslcu- 
las de mlcroplnocltosls y desprovlstas de Incluslones llpldlcas, 
no poseen perlcllos y estân rodeadas de membrana basai.

Aslmlsmo en estos ^dlculos vasculares existen nervlos vi 
slbles en la adventlela de la arterlola, que son amlellnlcos aun



que ocaslonalinente pueden rodearse de prolongaclones de cêlulas 
de SCIWANN. Este componente nervloso esté formado prlnclpalmente 
de flbras de tlpo adrenêrglco. Aunque se han descrlto axones o 
slnapsls en los espaclos de OBERLING o zonas de confluencla de 
los adlpocltos, la Inervaclên de este tejldo es todavîa mal cono 
clda.

El par^qulma del tejldo adlposo esté compuesto por los adlpo­
cltos, de Igual estructura, cualqulera que sea su topografla. Son 
cêlulas redondeadas, aunque en conjunto presenten una Imagen poli 
gonal de dlémetro oscllante entre 10 y 200 mu dependlente del pla 
no de corte, aunque en general su dlémetro medlo es més o menos 
constante entre 40 y 80 mu. Su peso medlo es aproxImadamente 
200 ng

A mlcroscopla êptlca aparecen como cêlulas vaclas (por efecto 
de las têcnlcas de Incluslên) rodeadas de una pequena banda clto 
plasmétlca y nûcleo perlfêrlco, descrltos con aspecto de "anlllo 
de sello"; si por el contrario se usan têcnlcas de contraste 
llpldlco, se observa toda la cêlula Intensamente tenlda dado que 
su principal componente es una gran vacuola central rica en com- 
ponentes llpldlcos, fundamentalmente llpldos neutros (HAN, 1970).

Ultraestructuralmente los adlpocltos muestran la unldad de 
membrana de 75 A de contorno dlscretamente slnuoso separada de



la membrana basal por un espaclo claro de 50-100 A; esta membra 
na basai tlene de 100 a 300 A de espesor, aspecto grénulo-f11a- 
mentoso y densldad electrênlca media.

El nûcleo se halla desplazado por la gran Incluslên llpldlca 
hacla la membrana plasmétlca, y tlene forma ovolde o en semlluna 
y présenta cromatlna laxa o dlscretamente condensada en torno a 
la carloteca. El nucléole suele ser ûnlco, aunque excepclonalmen 
te pueden exlstlr dos. El cltoplasma en forma de banda entre la 
membrana y la gota llpldlca présenta un flno carécter granular 
de espesor aproxImado de 0,2-0,3 mu por têrmlno medlo. Entre los 
organelos Inmersos en el cltoplasma se encuentran las mltocon- 
drlas, de forma ovoldea o redondeada, de dlémetro 0,25-0,5 mu, 
de matrlz densa y pequeno nûmerp de crestas, slendo su dlstrlbu 
clên algo més prépondérants en las Inmedlaclones del nûcleo.

En cuanto al slstema vacuolar esté poco desarrollado, puede 
observerse ocaslonalmente alguna clsterna con rlbosomas adosa- 
dos o algûn dlctlosoma. Un poco més abundante es el componente 
del retlculo llso, sobre todo en torno a la gota llpldlca. Igua^ 
mente es muy escaso el componente de glucêgeno, rlbosomas libres 
y llsosomas.

Por el contrario se observan gran nûmero de veslculas peque- 
nàs llamadas llpomlcroAes, WASSERMANN (1964), en todo el clto-



plasma, regularmente repartldos sobre la membrana plasmétlca has 
ta la cercanla de la gran vacuola llpldlca, y que serlan claros 
signes de Intercamblo actlvo entre la cêlula y el medlo.externe.

Por ûltlmo el componente mayor y més caracterlstlco del adl- 
poclto es la gran vacuola llpldlca de aspecto homogêneo y no ro 
deada de manbrana, de sltuaclên central, y que le conflere el 
nombre de tejldo adlposo unilocular.

Junto a los adlpocltos podemos hallar otros elementos celula 
res como flbroblastos y cêlulas cebadas, cuyo factor heparlnlco 
juega un papel Importante en el metabollsmo llpldlco, asl como 
algûn hlstloclto de clara funclên macroféglca y elementos Indlfe 
renclados o llpoblastos. Asl como los primeros no muestran caréc 
ter dlferenclal con los hallados en otras locallzaclones conjun 
tivas, los ûltlmos son todavla elementos en dlscuslên. Para au- 
tores como BERGMAN (1968), esté tlpo celular séria como un posl 
ble llnfocltos; para UMAHARA (1968), séria un flbroblasto de na 
turaleza desconoclda, y SUTTER (1969) y BARNARD (1970) lo des- 
crlben como precursores de los adlpocltos tanto desde el punto 
de vlsta morfolêglco como por su topografla.



H i s t o q ë n e s l s

Desde el punto de vlsta embrlolêglco parece establecldo que 
el tejldo adlposo en sus variantes blanco y pardo procède de 
la hoja embrlonarla mesodêrmlca, a travês del mesenqulma, con dl 
ferenclaclên subslgulente de êste; aunque no existe acuerdo en­
tre los dlferentes autores respecto a si el tejldo blanco y par­
do tlenen una mlsma procedencla del mesenqulma con vlas llpogénl 
cas Independlentes, o si por el contrario el tejldo adlposo par­
do no es mâs que un estadlo embrlonarlo o Inmaduro del tejldo 
blanco.

El prlmero en plantearse su orlgen fuê FLEMMING en 1870, sugl 
rlendo que el tejldo graso dériva dlrectamente del conjuntlvo a 
travês de los flbroblastos alargados que progreslveunente Irlan 
cargândose de gotas llpldlcas. Apoyan esta hlpôtesls autores co­
mo BELL (1909), FOOT (1912), KOLLIKER (1886) y ROBIN L.R. VAH 
y cols, que en 1978 reallzaron cultlvos de flbroblastos humanos 
y de rata, observando que los que procedlan del estroma graso se 
transformaban en adlpocltos, mlentras que los procédantes del 
conjuntlvo dêrmlco no acumulaban grasa ni se dlferenclaban.

TOLDT (1870-1888) d^ostrô la presencla de cêlulas mesenqulma 
tosas especlfIcas en algunas âreas del tejldo mesenqulmal, snpo- 
nlendo que serlan los^recursores del êrgano graso a travês de 
un estadlo Intermedlo que deflnlê como adlpoblasto o cêlula es-



trellada, con acûmulos llpldlcos dlstrlbuldos en pequenas gotas, 
pero en nlngün caso vld una transiel6n dlrecta del flbroclto al 
adlfkjblasto; êl oplnaba que los flbtocltos serlan dlferenclaclo- 
nes dlstlntas de la cêlula mesenqulmal que jamês acumularlan ll­
pldos y que solamente accnnpanarlan estructuralmente a la grasa.

HAMMER (1895) emltlê una tercera hlpêtesls que por primera 
vez distingue dos caminos llpdgênlcos Independlentes para el te 
jldo adlposo pardo y blanco. Supone la formaclôn de los "6rga- 
nos grasos prlmltlvos" que son formaclones retlculadas mâs o me 
nos densas constltuldas por cêlulas mesenqulmatosas que van slen 
do Invadldas por yemas vasculares que gradualmente Irlan ramlfl­
cândose y capllarIzândose. Acompanando a las yemas vasculares 
llegarlan las cêlulas madrés que se llberarlan en el primitive 
centre adlposo que si estâ muy organlzado orlglnarâ el tejldo a 
dlposo pardo y si estâ poco organlzado orlglnarâ el tejldo adl­
poso blanco. Estas cêlulas madré, para êl, serlan elementos en­
dotellales, tendrlan un aspecto alargado con cortas y groseras 
prolongaclones, ytlenen como caracterlstlca significative algu- 
nas veslculas de contenldo graso.

Esta teorla ha sldo apoyada mûltlples veces en la llteratura, 
asl LEVI (1954) , WASHERMAN (1965), HULL (1966), HULL y SEGALL 
(1966).

Por tanto es évidente que en el momento actual, aunque las
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dlferentes experlenclas vengan a conflrmar una u otra postura, 
el problema de si la cêlula madré adlpogênlca es el flbroblasto, 
cêlula mesenqulmal o cêlulas del S.R.E. todavla slgue vlgente.
No obstante la exlstencla de un estadlo adlpoblêstlco en el cur 
so del desarrollo embrlonarlo, es unlversalmente admltlda. Asl 
NAPOLITAMO (1963) observé adlpoblastos en trabajos ultraestructu 
raies en la grasa Inguinal de rata de slete dlas, y en fetos hu­
manos de 20 y 26 sémanas y los describe como "cêlulas adlposas 
jêvenes".

En el desarrollo del adlpoclto blanco se pasa por un estadlo 
multllocular que ha llevado a toda la problemêtlca sobre las dos 
varledades de tejldo adlposo. Asl desde AUERBACH (1902) a AHERNE 
y HULL (1966) se entlende que el tejldo adlposo pardo no es mês 
que un estadlo Inmaduro del blanco, aunque tenga funclones pro- 
plas; un anêllsls profundo, ultraestructural, de NAPOLITANO 
(1963) muestra que existen dlferenclas ultraestructurales entre 
el adlpoblasto y el adlpoclto pardo, de ellas hay très fundamen- 
tales:

- Mltocondrlas en el adlpoclto pardo muy numerosas, pleomêrflcas 
y de gran complejldad en sus crestas.

- Mayor desarrollo del slstema vacuolar, sobre todo del retlculo 
llso.

- Carga glucogênlca m^s acusada.
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Todo ello nos lleva a pensar que aunque tengan un origen co- 
mfin parece ser que sus caunlnos de dlferenclacldn son dlŝ
tintos.

Per ûltlno podemos resumlr la dlferenclacldn del adipocito 
bianco en très etapas:

1) Célula Indlferenclada alargada.
2) AdlpoblastOf que adqulere capacldad de reserva llpldlca en 

forma de pequenas gotas citopl&smlcas (estadlo multllocular).
3) Confluencla de las gotas llpldlcas en una sola gota central, 

con desplazamlento del nûcleo a la perlferla (estadlo unilo­
cular) .

Crecimlento y regeheracldn

Fu6 SIMON (1965) el prlmero en observer que en el momento en 
que aparecen los prlmeros depdsitos grasos en el adipoblasto é£ 
te plerde su capacldad mltdtlca y apoydndose en esta observacldn 
se ha venldo admltlendo que el tejldo adlposo adulto no tlene ca 
pacldad de dlvlsldn celular por lo que su crecimlento serla ex 
cluslvamente por hlpertrofla de un ndmero de adlpocltos predeter 
mlnados.

Posterlormente se vl6 que durante el primer ano de vida en el
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honbre puede segulr la dlferenclacldn da los adlpoblastos, y que 
en este tlempo conservan su capacldad mltotlca y serla a partir 
de entonces cuando se producIrlan sdlo los mecanlsmos de hlpertro 
fia.

Exlsten aportaciones reclentes, fundamentalmente de tlpo auto 
radlogrâfIco, bloqulmlco y funclonal a través de reguladores e 
Inhlbldores que nos dan una nueva base para el conoclmlento de 
los fenômenos de crecimlento y regeneracldn grasa. Asl LEWIS y 
RAYER (1974) utlllzando tlmldlna trltlada han demostrado mito­
sis en los adlpocltos, en rata, en edades adultes de 6 a 22 se- 
manas.

F i g . 1: CORTE DE TEJIOO ADIPOSO EPIDIDIPAL OBSERVADO AL 
MICROSCOPIO OPTICO.



J2^-i

hM: ■r

F i g . IBIS! flCCION DE LA LIPASA TISULAR EN EL BORDE DE 
LA PERIGOTA VISIO AL MICROSCOPIO ELECTRONICO.

Fig. 1 y 1 bis: Fotograflascedidas por la Dra. J. Bujan 
del Departamento de Hlstologîa de la Fa- 
cul tad de Medicina de la üniversidad Corn 
plutense de Madrid.



13

I.2.- DIGESTION DE LOS TRIACILGLICEROS DE LA DIETA

I.2.I.- COMPOSICION DE LOS TRIACILGLICERIDOS DE LA DIETA

La mayor parte de los âcldos grasos Ingerldos en la dleta lo ; 
son en forma de trlacllgllcdrldos, y su procedencla es animal .. 
(grasas, leche, mantequilla ... ) y vegetal (aceltes).

En las slgulentes tablas podremos observar la diferente compo 
siciôn en âcldos grasos de los TAG de leche (Tabla I), aceltes 
vegetales (Tabla II) y tejido adiposo (Tabla III), asl como la 
dlstrlbucldn poslclonal de los mlsmos en el seno de la molêcula 
de trlacllgllcêrido(KUKSIS, 1972).

En cuanto a la composlcldn podemos constater como los TAG de 
leche poseen una mayor rlqueza en âcldos grasos de cadena corta 
(hasta 12 C) mlentras en los que proceden de tejido adiposo pre- 
domlnan los âcldos grasos de mâs de 14 C, slendo en los aceltes 
vegetales donde alcanzan mayor proporcIdn los âcldos grasos de 
cadena mâs larga (18 C) y concretamente los esenclales (no slnte- 
tlzables en mamlferos a partir de âcldos grasos mâs cortos), como 
son el âcldo llnolelco (18:2) y llnolânlco (18:3).
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TABLA II.- DISTRIBÜCION POSIŒIONAL DE AC. GRASOS EN TRIGLICERl- 
DOS DE DIVERSOS ACEITES

ACEITE POSICION Ac. Grasos' ($)16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 15:3

1 10,1 0,2 5,6 15,3 15,6 53,2
Llnaza 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 0,3 3,2 27,5 49,8 1,2
Malz 2 2,3 0,1 0,2 26,5 70,3 0,7

3 13,5 0,1 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 0,8 4,2 73,9 5,1 1,3

Manteca de 
cacao

1
2
3

34,0
1,7

36,5

0,6
0,2
0,3

50,4
2,1

52,8

12.3
87.4 
8,6

1,3
8,6
0,4

* 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 III.- DISTRIBÜCION POSICIONAL DE AC. GRASOS EN TRIGLICERI-
DOS DEL TEJIDO ADIPOSO EN ALGUNOS ANIMALES

Animal Poslcldn Ac. Grasos (%)
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 2 50 9 1

3 1 25 4 9 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: 5 1

Perro 2 9 27 7 4 35 12 1
3 1 16 4 14 57 7 1
1 2 32 5 32 15 2

Rata 2 1 10 4 1 37 45 2
3 2 27 5 7 37 17 2
1 3 34 9 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 41 5 1
3 L 22 6 24 37 5 1
1 3 39 7 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 1

Cerdo 2 4 59 4 3 17 8 1
3 1 2 3 10 65 24 1

* 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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1.2.2.- LIPASAS

LIPASA GASTRICA

La dlgestldn de los TAG se Inlcla en el estdmago medlante la 
accidn de la llpasa gSstrlca, cuya exlstencla como un enzima dis 
tinto de la lipasa pancreâtica ha side puesto en duda durante mu 
cho tlempo. Por filtracldn de un preparado de juge duodenal a tra 
vds de Sephadex 6-100 se pueden separar ambas enzimas, poseyendo 
la lipasa gdstrica un peso molecular de 50.000 Daltons, algo ma­
yor que el que corresponse a la lipasa pancreâtica (COHEN y cols., 
1968).

Ademâs los extractos de jugo gâstrico poseen una distinta(acti 
vidad lipdsica para dlstintos triglicéridos, que expresada en for 
ma de velocidad relative de hidrolisis es (SCHONHEYDER y VOL - 
GRARTZ, 1946): tributirina, 100» tricaproina, 39; tripopionina,
27» tricaprina, 13» trilaurina, 2 y triolelna, trazas.

En cuanto a su localizacidn, su roâxima actividad se encuentra 
en la fracciôn microsomal de la mucosa (CLARK y HOLT, 1968). A 
su papel flsioldgico no se le concede mayor importancia puesto 
que tanto en rata (HERTING y AMES, 1955) como en humano (BORGS- 
TROM y cols., 1957) la produceidn de âcidos grasos es inferior 
al 10% utilizando dietas ricas en aceite de algodôn y grasa de
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cerdo. Sin embargo, en ratas alimentadas con grasa de cerdo pre- 
viamente saturada por hidrogenacidn (HERTING y AMES, 1955) se 
encontraron altos nlveles (50%) de âcidos grasos en el estdmago.

Todo ello hace pensar que la lipasa gâstrica puede jugar un 
importante papel en la digestidn de la grasa lâctea en lactantes, 
asl como en animales con dieta rica en TAG compuestos por âcidos 
grasos de cadena corta o saturados.

LIPASA PANCREATICA

La digestiôn cuantitatlvamente mâs importante se* realiza en 
el intestine delgado por accidn de la lipasa pancreâtica; que 
hidroliza los Triglicéridos para originar una mezcla de diglicé 
ridos, monoglicéridos y âcidos 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 intestine delgado por la accidn de las sa­
les biliares, glicâridos y âcidos grasos libres, lo cual incre­
ments la concentracidn de "sustrato accesible " a la accidn del 
enzima.

La lipasa pancreâtica nos merece una especial atencidn puesto 
que no sdlo tiene interâs por su papel fisioldgico, sine que se
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ha convertido en un instrumente, slstemâticamente utilizado des- 
de su descubrimiento, para el estudio de la distribucidn posicio 
nal de los âcldos grasos en el seno de la raolécula de los TAG na 
turales.

Caracterîstlcas

Se han aislado y purificado parcialmente dos lipasas pancreâ- 
ticas de cerdo distintas y que se conocen como La  y Lg (VERGER 
y cols., 1969). Su peso molecular, obtenido por distintos méto- 
dos, es inferior a 50.000 daltons, siendo la composicidn en ami- 
noâcidos de ambos tipos de lipasa muy parecida excepte en cuanto 
a su contenido en isoleucina.

La lipasa pancreâtica de rata, con un peso molecular inferior
a 32.000 daltons también tiene una composicldn similar, asl como 
coef iciente de ex t inc idn (E^^ a 280 nm) muy par ec ido para la 11 
pasa porcina (13.4) y para la lipasa de rata (12.0).

En cuanto a su estructura se sabe que la lipasa pancreâtica po 
see 6 puentes disulfuro, y dos grupos sulfhidrilos libres por mo- 
lâcula.

VERGER, SARDA y DESNUELLE (1971) postularon que el grupo -SH 
libre es el responsable del ataque especlfico del enzima a las
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Interfases hldrofdbicas, no slendo Indispensable para la accidn 
catalltica del enzima. El candidato iddneo para ocupar el sitio 
de acilacidn, Implicado en la forraacidn del intermediario acil- 
lipasa es un residue de serina o treonina.

Diverses expérimentes (MAYLIE, CHARLES y DESNUELLE, 1969,
1972; SEMERIVA y cols., 1971) permiten concluir que en el cen­
tre active del enzima partieIpan les amineâcides Ser e His. Les 
estudies realizades cen p-nitrefenil-fesfate apuntan en el senti 
de de que la secuencla Leu-Ser-Gly-His participa en el centre 
active del enzima. Este muestra una gran similitud cen las se - 
cuencias de les centres actives de muehas esterasas y preteasas 
(OOSTERBAAN y COHEN, 1964).

Se cenece la existencia de un facter de activacidn (celipasa), 
de naturaleza preteica, cuye pese melecular es de 8.000 daltens, 
que se üne a la lipasa en una relacidn melar 1:1 tante de cerde 
cerne de rata (MORGAN y cels., 1969 ; MAYLIE y cels., 1971). La u- 
nidn lipasa-celipasa parece realizarse a través de un grupe sul- 
fidrile.

Naturaleza del sustrate

Para cualquier tipe de triglicéride el enzima utiliza ceme sus 
trato una emulsidn; el enzima actûa en la interfase triglicéride- 
-agua de la emulsién. La lipelisis se preduce cenferme a una ci-
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nétlca de MICHAELIS, pero conslderando que dada su forma de ac- 
cldn no se debe hablar de concentrée idn de sustrato en los tërmi 
nos que usualmente se utiliza en enzimologfa, puesto que en este 
caso la concentrée idn de sustrato es aparente ; la concentracidn 
real de sustrato viene dada por la concentrée idn de TAG accesi­
ble a la accidn del enzima,que a su vez depende de la concentra 
cidn de interfase, y por lo tanto estâ en funeidn del tamado de 
las particules que constituyen la emulsidn y de la concentracidn 
de dichas particules; en definitive de la superficie accesible 
a la accidn del enzima.

En el caso de triglicdridos solubles en agua (SARDA y DESNUE­
LLE, 1958) la cinética es algo mâs compleja; existe una pequena 
actividad lipolltica para aquellas concentraciones de triglicdri 
do en que êste se encuentra en disolucidn; para aquellas concen­
traciones en las cuales el sustrato estâ emulsionado la cinëtica 
es tambiën de MICHAELIS como en el caso de los triglicëridos in­
solubles en agua.

Especificidad posicional

Diverses exper imen to s demostraron la aparicidn de MAG en in­
testine durante la ingestidn de grasas, y la presencia de mono y 
diglicêridos tras la ingestidn de trioleina; de estes MAG, mâs 
del 50% resultaron ser el isoWro de posicidn 2-MAG (KHURT y
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cols., 1952; BLANKEHORN y AHRENS, 1955; HARRIS y cols., 1955). 
Aslmlsmo se conocld que la hidrolisis de los TAG origina la pro­
duce Idn preferencial de 1,2-diglicêridos (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 taunbién es 
tân présentes en considerables cantidades; siendo ésto debido a 
un proceso de iscHnerizacidn desplazado hacia la forma 1-MAG.

En definitive se puede concluir que la Lipasa-pancreStica hi­
droliza especificamente los enlaces ester en posicidn a y a', 
obteniëndose como resultado de su accidn sobre los TAG diacilgli 
cdridos a fi y a'fi y monoglicëridos fi , que por isomerizacidn no 
enzimâtica pueden transformarse en « -MAG.

SINTESIS DE ENLACES ESTER CATALIZADOS POR LIPASA

Diverses experimentos realizados tanto "in vitro" como "in vi 
vo" han permitido conocer que la lipasa pancreâtica cataliza al 
mismo tiempo el proceso de hidrolisis y de esterificacidn de âc^ 
dos grasos.

Cuando se alimentaron ratas con una mono-oleina conteniendo 
âcidos grasos libres marcados, se aislaron en intestine gran can-
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tldad de gllcëridos marcados (BORGSTROM, 1954).

AHRENS y BORGSTROM (1956) estudlaron el proceso de Intercam- 
bio de âcldos grasos durante la dlgestldn en intestine humano u 
tilizando âcidos oleico y palmitico marcados,que se suministra 
ron con la dieta; encontrando que la radioactividad aparecîa en 
las très faccionës de acil-glicérldos en el siguiente orden cuan 
titativo DAG > TAG > MAG.

MATTSON y BECK (1955) obtuvleron trioleina marcada por incuba 
cidn de 1 ,2-dioleina y âcido oleico radioactive con lipasa pan­
creâtica.

BORGSTROM (1954) observd la existencia de un intercambio de 
âcidos grasos radioactives con los existantes en posiciones 1 y 3 
de los TAG Sometidos a hidrolisis por lipasa pancreâtica.

REISER y cols. (1952) llegaron a la conclusldn de que es posl^ 
bles la slntesis de TAG -a partir de DAG o MAG, pero no asî a par 
tir de glicerol y âcidos grasos libres.

MATTSON y VOLPENHEIN en 1972 encontraron que a partir de 2 mo 
léculas de monoester de hexano-1 ,6-diol, se puede obtener una mo 
lêcula de diester por transesterificacidn,y el alcohol libre.
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ESPECIFICIDAD DE LA CADENA

Hay varlos experimentos que contribuyen a esclarecer el pro­
blème de si la lipasa pancreâtica tiene una accidn selectiva, en 
su hidrolisis de acil-glicëridos, en funeidn de la longitud de 
la cadena de los âcidos grasos constituyentes de los mismos.

Cuando se valora la actividad lipâsica, en ausencia de un e- 
mulsionante, sobre triglicëridos puros (DESNUELLE y SAVARY, 1964) 
la tasa de valores obtenidbs es: Triacetina (C2) 24; Tripropion^ 
na (C3) 100; Tributirina (C4) 77; Tricaproina (Cg) 15; Tricapri- 
lina (Cg) 27; Trilaurina (C^2) 2» Tripalmitina y Triestearina 
(Cjg) muy baja.

Cuando se utilizan emulsiones de triglicëridos en gorna arâbi- 
ga en presencia de sales biliares se observa que la actividad li 
pâsica es minima para la Triacetina y aumenta en Tripropionina, 
alcanzando el mâximo vâlor para la Tributirina. Desde Tributiri­
na C4 hasta Tricaprina (Cio) decrece. Este mëtodo no ha sido vâ- 
lido para los TAG de âcidos grasos de cadena larga puesto que la 
desviaciën ha sido muy grande y no perraite discernir la posible 
existencia de diferentes actividades para TAG de âcidos grasos 
entre 14 y 20 âtomos de carbono (DESMUELLE y SAVARY, 1964) .

Trabajando con TAG mixtos que difieren en las posiciones 1 y 
3 se obtienen importantes datos acerca de los âcidos grasos de
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cadena larga. La hidrolisis de 1-butiril, 3-palmltll-gllcerol o 
rigina 72% de âcido butlrico y 28% de âcido pàlmftico.

Por otro lado, la hidrolisis de 1-oleil-dipalmitina origina 
igual tasa de hidrolisis de ambos âcidos grasos.

MONOGLICERIDO LIPASA INTESTINAL

Otra lipasa del tracto gastro-intestinal fué aislada tras el 
fraccionamiento subcelular de la mucosa de intestine de rata y 
se ha encontrado la mayor actividad en la fracciôn microsômica 
(POPE y Me PHERSON, 1966).

Hidroliza no sôlo emulsiones de 1 y 2-MAG sino tambiën emul­
siones de TAG y DAG de cadenas cortas. Su funciôn puede ser la 
de liberar âcidos grasos de cadena corta, los cuales pueden 11e- 
gar directamente al hlgado a travës de la sangre portai.



26

I.3.- ABSORCION INTESTINAL Y RESINTESIS DE TAG

Los estudlos hechos por BORGSTROM y cols. (1957) en humanos, 
permltleron conocer que la principal absorciôn de lipides 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- 
bidos todos los llpidos.

La mezcla de âcidos grasos y glicéridos entra en la célula e- 
pitelial por difusidn b pinocitosis o por ambos procesos simultâ- 
neamente. En el retlculo endoplasmâtico tiene lugar la conversidn 
de âcidos grasos y monoglicéridos en TAG (SENIOR e ISSELBACHER, 
1960).

La biosintesis de novo de TAG a partir de glicerol y âcidos 
grasos tiene lugar mediante el siguiente mecanismo, propuesto 
por KENNEDY en 1957 (Figura 2).
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Ademâs de la biosintesis "de novo", en la mucosa intestinal 
tiene lugar otro mecanismo que pudiera tener gran importancia en 
la posterior distribuciôn posicional de los âcidos grasos en la 
molécula de los TAG; se trata de la biosintesis de DAG y TAG a 
partir de 2-MAG.

Como se puede observar en la Tabla H  los TAG de la dieta, de 
origen vegetal, poseen una marcada asimetrla en la disposicidn 
de los âcidos grasos en el seno de la molécula. Efectivamente los 
âcidos grasos de mayor longitud de cadena e insaturados (oleico y 
linoleico) tienden a disponerse en posiciôn fi , de forma que se 
condicionan las distribueiones SIS y SIX, como las mâs frecuen- 
tes; ello conduce a que por accidn de la lipasa pancreâtica los 
2-MAG que ingresan en la mucosa intestinal sean portadores de un 
âcido graso de cadena larga e insaturado (oleico o linoleico) 
principeImente.

Este fendmeno de desigual distribucidn ocurre tambiën en los 
TAG de grasas animales siguiendo la misma tdnica, a excepcidn de 
la grasa de cerdo, donde se invierte el orden (Tabla III).

£En qué medida puede esto afectar a la posterior distribucidn 
de los âcidos grasos en la molécula de TAG de los quilomicrones 
circulantes?. REISER y cols. (1952) encontraron que administrando 
a ratas TAG marcados en el glicerol aparecla éste en los TAG de 
los quilomicrones; ademâs vieron que del 25-45% de la grasa es 
hidrolizada totalmente en el limai intestinal, ÿ que el resto es absorbida
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como monogllcérido.

Un experImento que nos dâ Idea del extraordlnarlo acoplamiento 
dleta-lipasa logrado en mamlferos en el curso del proceso evolutl 
vo es el de SAVARY, CONSTANTIN y DESNUELLE (1961), los cuales estu 
dlaron la distribucidn posicional de los âcidos grasos en los TAG 
de quilomicrones de ratas alimentadas con triglicëridos o con los 
âcidos grasos obtenidos de la saponificacidn de los mismos. En ' 
las primeras se encontrd que los TAG de los quilomicrones conser­
van el 70% de los âcidos grasos en la misma posicidn que los de 
la dieta, mientras que en las segundas se encontrd una distribu­
cidn al arar. . de los âcidos grasos,. a excepcidn del âcido es-
teârico que aparecid predominantemente en las posiciones a y a ' .

Los estudios de CLARK y HUBSCHER (1960, 1961) y 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 intestine delgado que se realiza de acuerdo con el 
siguiente esquema:

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

Ambas formas de slntesis de TAG ("de novo" y "via monoglicëri 
do") se llevan a cabo en el retlculo endoplasmâtico liso (CARDELL 
y cols., 1967; CLARK y HUBSCHER, 1961) mientras que la biosinte-
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sis de apo B y otras apoprotelnas de los quilomicrones debe ocu- 
rrir en los ribosomas del retlculo endoplasmâtico rugoso.

REDGRAVE en 1971 sugirid dos posibles mecanlsmos de descarga 
de los quilomicrones:

1.- Por fusidn de las veslculas del retlculo endoplâsmico liso 
con la membrana plasmâtica y subëiguiente descarga en el es- 
pacio extracelular por un proceso de exocitosis.

2.- Por descarga a travës 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 plasmâtica en la superficie lateral de la cëlula y descar­
ga el quilomicron. Los estudios de REDGRAVE (1973), SUBBAIAH 
(1970) y GLICKMAN (1972) corroboran estos hechos, al mismo tiempo 
que demuestran la participacidn de fosfolipasas A y B y de TAG 
lipasa en la secrecidn dé quilomicrones. Durante su trayecto in-̂  

tracelular las gotas de glicëridos adquieren una cubierta de fo£ 
follpidos.

Desde el llquido extracelular de la sutxnucosa siguen su cami- 
no hacia los quillferos centrales de las vellosidades y desde a- 
111, impulsados por la bomba linfâtica a travës del conducto lin 
fâtico, se vaclan en las venas del cuello. Este camino lo sigue
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del 80-90% de la grasa absorbida; finlcamente de un 10 a un 20% 
son absorbldos dlrectzunente por la sangre portal siendo de esta 
cantldad el porcentaje de absorcldn para cada âcido graso dnver* 
saunente proporcional a la longitud de su cadena. Los quilomicro­
nes llegan a lo largo del conducto torâcico hasta la unidn 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. El catabolismo se 
realiza en dos etapas:
1.- Una primera etapa comprende la hidrolisis de triglicëridos 

catalizada por TAG-lipasa en el endotélio capilar de tejidos 
extrahepâticos.

2.- En una segunda etapa' los quilomicrones pobres en triacilgli- 
cëridos son captados desde la sangre por el hlgado.

Los productos de la primera reaccidn son AGL y DAG; los AGL 
son liberados al torrente circulatorio y transportados por la al- 
bûmina. Los AGL van a seguir dos vlas posibles: su captacidn por 
tejido adiposo para su almacenamiento en forma de TAG, y su capta 
ciën por otros tejidos para su utilizaciôn en la biosintesis de o 
tras molëculas o su degradaciën total para obtener energla.
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1.4.2.- LIPOPROTEIN-LIPASAS

Se han encontrado gran varledad de tejidos que poseen activi­
dad LPLî corazdn, tejido adiposo, bazo, pulmdn, mëdula renal, hi 
gado, pared adrtica, diafragma y glândula mamaria (KORN, 1954; 
KORNE y QUIGLEY, 1955, 1957; HOLLENBERG y HOROWITZ, 1962; ROBIN­
SON, 1963; Me BRIDEyy KORN, 1963; LA ROSA y cols., 1972).

Cabe distinguir dos tipos de actividades lipoprotein-lipâsi- 
cas como son las que se llevan a cabo en el endotelio capilar de 
los tejidos extra-hepâticos y la que tiene lugar en sangre, que 
conviene analizar tanto en lo que se refiere a su procedencia co­
mo a su especificidad positional.

La administracidn intravenosa de heparina provoca un incremen 
to de la actividad TAG-lipâsica en sangre (HAHN, 1943). Esta acti 
vidad lipâsica post-heparina (PHLA) procédé al menos de dos si- 
tios distintos: tejido adiposo e hlgado (HUTTUNEN, 1973 ; KRAUSS, 
1973; LA ROSA, 1972; GUDER, 1969).

Especificidad posicional

Si bien KORN (1961) afirmô 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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flea dependlente de la posicidn en la accidn hidrolltlca de las 
lipasas que actûan sobre las lipoprotelnas.

BJORNTORP y FURMAN (1962) encontraron hidrolisis especifica so 
bre las posiciones1 y 3 por parte de la LPL procedenke de tejido a- 
diposo. NILSSON-EHLE en 1971, reafirma el reSultado de los traba- 
hos de BJORNTORP y FURMAN en exper imen tos en los que utiliza 
PHLA. MORLEY en 1972 afirmd la existencia de una especificidad po 
sicional de la PHLA de rata por la posicidn 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 ester se produce sobre las posiciones 1, 3 utilizan­
do TAG marcados en el âcido graso situado en posicidn 2.

Ademâs, de sus expérimentes se puede concluir que la LPL de
/

tejido adiposo posee actividad en cuanto a la slntesis de DAG a 
partir de 2-MAG, proponiendo el siguiente esquema:

TAG --------------—  1,2 - DAG  2-MAGI
2,) - DAG Isomer i zac idtv

1-MAG — glicerol

Esta secuencia es similar a la que tiene lugar por accidn de 
la lipasa pancreâtica sobre emulsiones de TAG.
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Caracterîstlcas de las PHLA

Los trabajos de GANESAN y cols. (1971, 1974, 1975, 1976), asl 
como los de LA ROSA (1972), KRAUSS (1973) y EMHOLM (1974) demues 
tran que exlsten al menos très TAG-llpasas distlntas en sangre 
de animales postheparinizados, que reciben los nombre de:

1.- ; Lipoproteirï^lipasa C-I (LPL C-I) procedente de hlgado; presen 
te en plasma post-heparina pero no en tejido adiposo. Es acti 
vado por suero o c-I pero no por C-II y es inhibido por ClNa 
y protamina sulfato.

2.- Lipoprotein lipasa Cil (LPL CII) presents en tejido adiposo, 
es activado por suero o por C-II pero no por C-I y es inhib^ 
da por ClNa y protamina sulfato.

3.- Triglicérido lipasa hepâtica, procedente de la membrana de 
las células hepâticas (ASSMAM, 1973) no requiers ser activa- 
da por suero y es insensible a la protamina sulfato y no es 
inhibida por ClNa.

Otras actividades lipâsicas en sangre

Tambiën exlsten en sangre actividades lipâsicas post-hepàrln^ 
cas que utilizan como sustrato DAG, MAG (BIALE y SHAFRIR, 1969;
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GRETEN y cols.1969; NILSSON-EHLE y BELPRAGE, 1972), asi con» una 
fosforllasa de tlpo (catallzadora de la ruptura del enlace es­
ter en poslcldn C-1) que utilize como sustrato fosfatldllettnola- 
mlna o fosfatldllcollna (VOGEL y BIERHAN, 1970; VOGEL y col*., 
1971; ZIERE y ZIERE, 1972).

1.4.3.- LIPASAS TISÜLARES

ACTIVIDAD LIPASICA EN HIGADO

GUDER (1969) encontrd en hlgado una lipasa cuyo pH dptlmo, en 
la hidrôllsls de trlolelna, es 7,5 y que requlere la presencla dd. 
Idn Ca++; este enzima es estlmulado por heparlna y estd locallza- 
do en la membrane plasmâtlca. LA ROSA (1972) comunicd la existen- 
cla de una TAG-llpasa hepâtlca que posee actlvidad sobre lipopro­
téines ricas en TAG (ASSMAN, 1973; KRAUSS, 1973) ; ILOGERA y cols.
(1979) encontrarcxî actlvidad lipoprotein-lipasa en hlqado de leto de rata.
Se ha encontrado en lisosomas (NILSSON-EHLE, 1975; BIALE y S HA 

FRIR, 1969; GRETEN y cols. 1969) una lipasa cuyo pH ôptimo es 6.8 
y que hidroliza preferentemente TAG de cadena corta, poseyendo es 
pecificidad posicional para la ruptura de âcidos grasos en posi- 
ciôn a , de forma que rinde 1,2 diolelna a partir de trlolelna 
(GRETEN y cols., 1969). tgunbiën se ha encontrado otra lipasa en 
la fracciôn microsdmica (BIALE y SHAFRIR, 1969; VOGEL y BIERMAN, 
1970; NILSSON-EHLE y BBLFRAGE, 1972) con actlvidad MAG-lipdsica 
y cuyo pH ôptimo es 8-9.
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ACTIVIDAD LIPASICA EN TEJIDO ADIPOSO

El tejldo adlposo, como drgano clave en el proceso de acumula 
ciôn y llberaclôn de âcidos grasos, posee una varlada actlvidad 
acil-hidrolâsa (KHÔO y cols., 1976) que es activàda por AMPc; 
TAG, DAG, MAG y ester de colesterol-hidrolasas. Otra actlvidad ' 
lipâsica, a la cual ya nos honos referido, es la desarrollada 
por la LPL de tejldo adiposo, cuya actlvidad no parece ser afec 
tada por AMPc.

La TAG-llpasa 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 activacidn, por protein-kl 
nasa dependiente de AMPc, de las actividades TAG y DAG-lipâsicas 
en tejldo adiposo de polio.

SCOW y cols. (1965) éncontraron acumulacidn de DAG y MAG du­
rante la movilizaciôn de grasa; STEINBERG y cols.(1965) no han 
encontrado acumulaciôn de DAG o MAG por accidn de HSL sobre TAG.

VAUGHAN y cols. (1963, 1964) han establéeido que existe una 
actlvidad MAG-lipâsica no realizada por la HSL y que el enzima 
responsable de la misma hidroliza mâs râpideunente el isomero 2 
que el 1-MAG.
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I.5.- SINTESIS DE TAG EN TEJIDO ADIPOSO

A1 igual que ocurre en Intestine, la bloslntesls,de TAG en te­
jldo adiposo se puede llevar a cabo medlante dos vlas poslbles: 
la slntesls de novo, ampllamente estudiada, y la slntesis "via 
monoglicéridos", cuya existencia ha sido postulada por SCHULTZ 
y JOHNSTON (1971) a raiz de sus estudios en tejldo adiposo de 
hamster.

I.5.1.- VIA MONOGLICERIDO

Esta ruta posee una gran importancia cuantitativa en intesti­
ne, ademâs de ser déterminante de la posicionalidad en 2 de les 
âcidos grasos de 18 C insaturados; sin embargo no se conoce su 
importancia real en tejldo adiposo. Nosotros considereunos que e- 
xiste un gran paralelismo entre ambos drganos que se puede ci- 
frar en:

a) Existencia de una via de biosintesis de novo de TAG.
b) Existencia de una via monoglicârido para la sintesis de TAG.
c) Los AGL y 2-MAG que. ingresan en el intestino proceden de la 

acciôn hidrolitica de la lipasa pancreâtica (especificidad 
posicional 1, 3) mientras que en tejldo adiposo los AGL proce 
den de la accidn hidrolitica de la LPL (especificidad posicio 
nal 1, 3) cuando son de origen exdgeno.
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d) Los TAG slntetlzados en el Intestino (quilomicrones) y en te­
jldo adiposo poseen una desigual dlstribucldn posicional de 
los âcidos grasos (preferencia para largos insaturados) .

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

Aunque en intestino estâ claro que la "via monoglicérido" re 
présenta una forma de "transmisidn", de la posicionalidad de los 
âcidos grasos no se conoce el ingreso de 2-MAG o DAG en el teji- 
do adiposo desde el suero. Esta via monoglicérido se llevarla a 
cabo en dos pasos:

Acyl-CoA Acyl-CoA
MAG DAG —— —— — ——  TAG

(1) (2)

siendo el paso (2) comdn a la biosintesis "de novo".

iCuâl puede ser la funcidn de MAG-acyl-transferasa?. Los MAG 
que dicha enzima utilize como sustrato pueden tener dos orlge - 
nes: del suero o del proceso lipolltico propio del tejido.

La primera posibilidad implicarla 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 captacidn de glicéridos no hidrolizados
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por parte del tejldo adiposo; sin embargo, BEZMAN y cols. (1962) 
piensan que este hecho podrla achacarse a un fendmeno de adsor- 
cidn flslca.

La segunda posibilidad nos situarla ante un ciclo conservâti-
vo:

TAG
L » lipolisis

DAG
L E = esterificacidn

MAG

que en esencia podrla tener un doble significado:

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

2) Un papel de conservacidn de los âcidos grasos de 18 C e insa­
turados y en particular del âcido graso esencial: linoleico.

I.5.2.- BIOSINTESIS DE NOVO

La ruta biosintdtica "de novo" de TAG en tejldo adiposo es e-' 
sencialroente 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
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GLICEROL GL0C0SA-6P

AG

Co7| 
ATP'v.

Acyl-CoA

\ /ft-gllcero-p

AMP+PP,

(2)
121. CoA

AcIdo fosfatldlco 
j — . . ► P I
DAG

--------*^CoA
TAG

El <x-gllcerofosfato, matrlz de la tnoldcula de los gllcdridos 
se puede formar por varlos mecanlsmos, sujetos en parte a control 
hormonal.

La via mejor conoclda de slntesls de a -glicero-fosfato es a 
partir de glucosa, utilizando la conoclda ruta glucolltlca (MAR- 
GOLIS y VAUGHAN, 1962).

Glucosa (G) G—6—P
(+) Insulina

-► or-glicerofosfato

Otras vlas, tedricamente poslbles, son la neoglucogdnica y la 
del 6-fosfogluconato (HERRERA, 1977).

Por dltimo merece especial atencidn la formacidn a-glicero 
fosfato por fosforilacidn del glicerol libre. La importancia



cuantitativa de esta via ha sido muy discutida; MARGOLIS y VAUGHAN 
en 1962, obtuvieron un bajo rendimiento en sus trabajos con horooge 
nados dé tejldo. ROBINSON y NEWHOL (1967) y HERRERA y AYANZ 
(1972) éncontraron elevadas cantidades de glicero-kinasa en te­
jldo, lo cual indica un elevado grado dé recaptacidn de glicerol. 
DOMINGUEZ y HERRERA (1976) han observado un incremento en la ca£ 
tacidn de glicerol por el tejldo por accidn de la insulina en tan 
to que la adrenalIna ejerce la accidn contraria. SMITH y cols. 
(1957) éncontraron la actlvidad âcido-fosfatidico-fosfatasa en 
microsomas; donde tambiën se encuentra el 90% de la actlvidad 
pirofosfatasa del tejldo (MARGOLIS y VAUGHAN, 1962) .

El ûltimo paso de es "via de novo" es comdn a la "via monogll 
cêrido" y convierte a los DAG en el eje central del proceso lipo 
lisis-esterificaciôn. GOLDMAN y VAGELOS (1961) lo estudiaron en 
tejldo adiposo de polio utilizando a , (i-DAG encontrando que:

1) El palmitil-CoA es utilizado preferentemente al oleil-CoA.
2) Los DAG conteniendo un âcido graso insaturado ( a o /} ) son 

mâs reactivos que los que solamente contienen miristico (C^^) 
son peor utilizados que los que contienen pdlmitico y a su 
vez mâs reactivos que los que contienen esteârico.

3) Se produce igual ester if icacidn de DL-a-oleil-/3 palmitil- 
- DAG que de DL- a-palmitil- /} olei-DAG.
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1.6.-* DEGRADACION DE TAG EN TEJIDO ADIPOSO

. La degradacldn de los TAG en sus elementos constltuyentes, 
AGL + glicerol, se conoce con el nombre de lipolisis y es reali 
zado medlante la siguiente secuencia de reacciones:

H2O •H2O H2O
TAG —— ——— DAG --w MAG  ► GLICEROL

AGL AGL AGL

Este proceso parece ser realizado por varias enzimas distin-' 
tas: TAG-lipasa, DAG-lipasa y MAG-1ipasa, que ademâs podrîàn te­
ner una determinada especificidad posicional o de cadena como ve 
remos posteriormente.

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

- actlvidad TAG lipâsica.
- actlvidad DAG-lipâsica
- actlvidad MAG-lipâsica
- actlvidad colesterol-ester hidrolasa.

Estas actividades se encuentran activadas por el AMPc en dife 
rente grado, HELLER y STEINBERG (1972) éncontraron una activaciôn
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en tejldo adiposo de rata de la HSL de 50 a 701 mientras que pa­
ra la DAG y MAG-lipasa fuë inferior al 15%. La diferencia obtenl 
da es un factor que se considers decisive en la clarificaciSn del 
problems relative a la identidad de la HSL y DAG-lipasa.

KHOO y cols. (1976) trabajando con tejldo adiposo de polio ob 
tuvieron, utilizando protein-kinada, una activaciSn de 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 activaciSn para ambas enzimas bajo determinadas condicio 
nes de ensayo. Efectivâmente obtuvieron una activaciSn de la DAG- 
-lipasa inferior al 10% utilizando como medio fosfato sSdico 
100 mM, mientras que en fosfato sSdico 0-4 mM el grado de activa 
ciSn fuê 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 quedS demostrada por 
VAUGHAN y cols en 1963, aslmismo demostraron que la MAG-lipasa 
posee una mayor afinidad por los /l-MAG (VAUGHAN y cols., 1964) 
que por los a -MAG. No existen sin anbargo datos que permitan a 
firmar que la HSL y DAG-lipasa poseen una especificidad posicio 
nal sobre los âcidos grasos esterificados en a , a '.
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Los datos que se poseen sobre los distlntos mecanlsmos de ac^ 
lacldn y desacllacldn que constltuyen el proceso de llpollsis-e£ 
terificacidn se pueden resumir en el siguiente esquema:

GLICEROL

GLICEROFOSFATO 
#  ______

GLUCOSA

R-Co-S-CoA

R-COOH -----

ATP AMP + PPi

•  Esterificacidn 
Lipolisis 

■ Via monoglicêrido

El proceso de lipolisis y de esterificacidn parecen producir- 
se simultâneamente; la tasa de lipolisis basai (STEINBERG, 1964) 
permitiria hidrolizar la mitad de los TAG en 23 dlas, sin embar­
go, la vida media de los âcidos grasos en el tejido (STEIN y 
STEIN, 1962) en ratas vivas es de 170 dias; esta diferencia pare 
ce evidenciar una continua re-esterificacidn de âcidos grasos 
formados por lipolisis.

Efectivâmente, VAUGHAN y STEINBERG (1963) estiman que durante 
la lipolisis estimulada por hormonas son re-esterif icado s cerca 
de un 20% de los âcidos liberados.
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STEINBERG y VAUGHAN (1965) han encontrado que en distlttaa 
condlclones (lipolisis estimulada por epinéfrina o ACTH) to se 
produce acumulacidn de DAG o MAG; sin embargo SCOW (1965) encon 
trd que despuês de una estimulacidn hormonal de la lipoliiis 
se producla acumulacidn de DAG, pero no asl de MAG.

I.7.- ESPECIFICIDAD DE POSICION, CADENA Y GRADO DE INSATUIACION 
EN EL PROCESO DE LIPOLISIS-ESTERIFICACION

HOLLENBERG y DOUGLAS en 1962 compararon las composicioies en 
âcidos grasos entre 14 y 18 C de las fracciones TAG y AGL en te 
jido adiposo incubado con Adrenalina y ACTH encontrando qie en 
los AGL el porcentaje de âcidos grasos de 14 y 16 C era nuyor 
que en los TAG; aslmismo éncontraron que en ratas tras 72 y 120 
horas de ayuno asl como en ratas diabâticas, aumentaba el por­
centaje de âcidos grasos de 18 C en los TAG,ccon respecto a 
contrôles alimentados normalmente.

HOLLENBERG y ANGEL (1963) éncontraron resultados similares 
en condiciones de estimulacidn de la lipolisis. H0LLENBER3 en 
1964 emite dos posibilidades para explicar la diferencia de 
composiciôn entre AGL y TAG que habla obtenido:

1) La acciln de la HSL podrla ser similar a la de la lipasa pan
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creâtlca; efectivâmente, en el tejldo adiposo de rata los 
TAG poseen las poslciones « , or ' ocupadas por âcidos gra 
SOS predominantemente saturados y de 16 C, mientras los âcl 
dos de 18 C se disponen preferentemente en poslcldn ft (Tabla 
III).

2.- Determlnadas especies de TAG (mâs ricas en âcidos de 14 y 16 C 
y saturados serian hidrolizados mâs râpidamente por la HSL.

La primera posibilidad apuntada por HOLLENBERG estâ aparente- 
mente en contradicciôn con el hecho de que la hidrolisis "in vi­
tro" parece ser compléta (VAUGHAN y cols., 1964) y que por cada 
3 moles de AGL se forma un mol de glicerol.

Ademâs tampoco parece compatible con los resultados obtenldos 
por SCOW (1964) en el sentido de que no existe acumulaciôn de 
MAG durante la lipolisis.

Por otra parte GELLHORN y BENJAMIN (1964) éncontraron que con 
la edad de las ratas (seguido de un incremento del peso) aumenta 
la proporci6n de 18:1 y 18:2 en el tejido adiposo; aslmismo en- 
contraron acumulaciôn de âcidos grasos de 18 C en ratas diabët^ 
cas. Paralelamente se observô una disminucidn en ambos casos de 
la slntesis en tejido adiposo de âcidos mono-insaturados a par­
tir de sus precursores saturados. Ademâs, la esterificacidn pro 
ducida con glucosa e insulina parece realizarse en mayor exten-
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sldn (HOLLENBERG y ANGEL, 1963) para los âcidos grasos de 16 C 
y dentro de la misma longitud de cadena para los mâs insatura­
dos.

Existen varios estudios (BROCKERHOFF y cols., 1966) sobre la 
distribuciôn posicional de los AG en la molëcula de TAG en dis­
tintas especies (Tabla III) de elles se deduce una tendencia ge 
neral en los animales a disponer los AG mâs largos e insaturados 
en posicidn ft .

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 hlgado:

CH2 - 0 - CO - R^ (saturado)

CH - 0 - CO - R) (insaturado)
I
CH2 - O - CO - R] (saturado o insaturado)

En cuanto a la distribucidn posicional de los TAG de tejido y 
composicidn de los mismos en AG, se ha hablado mucho de la in - 
fluencia de la dieta. Debemos considérât dos factores como son 
dieta y especie, que soA los que mâs afectan a la composiciôn de 
los TAG de tejidos y analizar las relaciones entre los mismos:

1.- Dieta constante y especies diferente. HILDITCH (1956) anali-
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z6 las ccxnposlctones en AG en dlstlntas especies con dietas?j 
similares; de los resultados obtenidos en 17 especies (11 de 
ellas mamlferos) se puede observer una variacidn lo suficien 
temente amplia como para poder deducir la existencia de una 
especificidad de especie en los mecanismos que conducen a la 
acumulacidn de âcidos grasos en tejido adiposo.

2.- Diferentes dietas para la misma especie. PRIVETT y cols, en 
1966 realizaron extensos experimentos con rata y analizaron 
las variaciones en composicidh y posicionalidad. De la compa 
racidn,de los resultados se sugiere una influencia muy impor 
tante de la dieta, en perîodos tan largos para la rata como 
son seis meses,pero no la existencia de mecanismos simples 
que permitan deducir una relacidn directa en las composicio- 
nes. Indudablemente une de elles es el porcentaje de 18:2 
(esencial en la dieta y precursor de los âcidos poli-insatu- 
rados). Un hecho importante es que se mantiene la constancia 
en la disposicidn II (S o I) con dietas y composleiones muy 
distintas.

3.- Un ejemplo de la inexistencia de una relacidn directa la en- 
contramos en el trabajo de GUNSTONE en 1965 que pone de mani 
fiesto que dos especies, chimpancë y hombre del Geste Nortea 
merlcano con dietas muy distintas poseen una misma composi- 
cidn en los AG de sus depdsitos grasos.
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4 . -  Debemos considérer por ûltimo que con una dieta constante 
existen factores que conducen a modificaciones en la compo 
sicidn de los depdsitos como son los ya expresados de la 
diabetes y la edad (peso), a los que habrla que anadir cier 
ta influencia del frio (FAWCETT y LYMAN, 1954).

Aslmismo se conoce que la adicidn en la dieta de linoleico 
provoca un incremento de 16:0, 18:0 y 18:2 en los depdsitos 
(KAUNIT, 1961) y la adicidn 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. También se ha analizado la 
posible especificidad de los mecanismos de esterificacidn (intro 
duccidn pâgina 41); debemos resenar aqul el extraordinarios 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.

Efectivâmente la velocidad de la reaccidn fud sensiblemente ' 
mayor para los 1,2-DAG de 18:1 que para los de 16:0 o 14:0. Asl­
mismo fud mayor para el palmitil-CoA y miristil-CoA que para 
Oleil-CoA. Esto parece en franca correlacidn con los resultados 
de HILDITCH en 1956 y de PRIVETT y cols, en 1965 ya menclonados 
anteriormente.



50

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

RIZACE en 1964 y TSAI y VAUGHAN en 1970 suglrleron que la acti 
vidad de la HSL estâ regulada medlante un proceso de fosforila­
cidn 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 activacidn de la TAG-lipasa por AMPc,depen­
diente de protein-)cinasa.

El mécanisme de activacidn de la protein-kinasa es bien conoci 
do, y se realiza por asociacidn del AMPc a la subunidad regulado- 
ra de âsta, provocando la transformacidn de subunidad catalîtica 
en su forma activa (BROSTROM y cols., 1971; RUBIN y cols., 1972; 
REIMANN y cols., 1971).

La accidn de la protein-kinasa fué estudiada por HUTTÙNEN y 
STEINBERG en 1971 que éncontraron la existencia de una transferen 
cia de ^^P desde ATP a la HSL en presencia de protein-kinasa. Es­
to indica la existencia de dos formas de la HSL llamadas respect! 
vamente "lipasa a" y "lipasa b; la forma inactiva (lipasa b), no 
fosforilada, es transformada asl en la forma activa (lipasa a) 
fosforilada. El peso molecular (3x10® a 7x10®) de la lipasa hizo 
sugerir a HUTTUNNEN y STEINBERG, que bien pudiera tratarse de un 
complejo multienzimâtico. Es indudable que ésto puede modificar
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el planteamlento del problema sobre la posible identidad de la 
HSL y DAG-lipasa.

KHOO y cols. (1978) éncontraron que la DAG-lipasa activada por 
AMPc, al igual que la TAG-lipasa, es desactivada por fosfatasa y 
que estâ desactivacidn era del 50% a los 15 minutos..

Eh la figura 3 podemos ver resumido el mecanismo de activacidn 
y desactivacidn de la lipasa.

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

I.9.1.- SIGNIFICADO

El ünico factor de regulacidn cuyo mecanismo de accidn es cono 
cido en el proceso de lipolisis-esterificacidn es el AMPc, y por 
este motivo a él van referidos los mecanismos de actuacidn de las 
distintas hormonas, metabolitos y agentes qulmicos que provocan 
una respuesta del sisterna en uno u otro sentido (lipolisis-este- 
rificacidn).

En nuestra opinidn cabe diferenciar la accidn sobre el proCeso 
de lipolisis de la accidn sobre el proceso de esterificacidn, 
puesto que si bien estâ claro que los mecanismos de activacidn e
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inhlblcKSn de la lipolisis son antagdnlcos (V.G. la activacidn 
por fosforilacidn de la lipasa y la Inhlblcldn por defosforlla- 
cldn delà misma) y respondlendo a una Idglca de economla celu- 
lar ambos mecanismos deben ser regulados por el mlsmo metaboll- 
to (AMPc); sln embargo; no es évidente que ese mlsmo principle 
Idglco de economla celular Implique un llgamlento obligatorlo 
de activacidn llpolltlca e Inhlblcldn esterifIcadora.

En este sentido es de senalar que los trabajos de BALL y JUN 
GAS (1963), JÜNGAS y BALL (1963) y de VAUGHAN y STEIBERG (1963) 
(Tabla IV), asl como los de HERRERA y AYANZ (1972), concluyen 
que las hormonas llpolltlcas provocan también un Incremento de 
la esterifIcacidn. ünlcaunente SOORANNA y SAGGERSON en 1976 han 
establecldo que las catecolamlnas produzcan una Inhlblcldn de 
la esterifIcacidn (del 50%) para el primer enzlmà de la misma 
por la via de la bloslntesls de novo (gllcerol-P-acil-transfera 
sa) y cabe argumenter en este caso que fué utilizado FNa, cono- 
cldo Inhlbldor de la esterifIcacidn. El argumente econdmlco que 
podrla esgrlmlrse en este caso esté en contraposlcldn al hecho 
de que la posicionalidad de los écldos grasos en el seno de la mo 
lécula de los TAG sea desigual y por lo tanto también opuesto al 
principle Idglco de economla.

Esto nos ha conducldo a pensar que ese desgaste energétlco que 
se produce en una continua llpollsls-esterlfIcacidn podrla corres^ 
ponderse con el necesarlo aporte energétlco que conlleva la desi­
gual dlsposlcldn de los AG en el seno de la molécula de los TAG,
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y que en consecuencia la funcldn de este proceso de "turnover" 
permanente no sea otra que la de crear una deslgualdad posicio 
nal mantenéendo un bajo punto de fusldn de los TAG y en consecuencla 
la necesarla fluldez de la gota grasa para la accidn en Interfase 
de la HSL.

En este sentido de no ser évidente el antagonisme entre ambos 
procesos es donde cobra mayor importancia el anâllsls de la técnl 
ca utlllzada para la cuantlfIcacidn de la lipolisis; asl la valo- 
racldn de glicerol ûnlcamente nos Informa de la cantldad de TAG, 
DAG y MAG que son totalmente hidrolizados, pero en nada de la hl- 
drollsls parclal ni de la esterifIcacidn que se produce paralela­
mente, ademâs tampoco es évidente que el proceso de llberacldn de 
AGL y el de produceIdn llpolltlca de los mismos sea regulado por 
los mismos mecanismos, ni tampoco la cuantlfIcacidn de los AGL 
nos dice mâs que el sentido global del proceso llpollsls-esterlf1 
cacldn.

A todo esto hay que amadlr el hecho de que el AMPc no sdlo pro 
mueve la activacidn de la lipasa HSL, slno que tamblân lo hace so 
bre la glucdgeno-fosforllasa de tejldo adiposo, hecho âste que oue 
de tener- no sdlo una Idglca de produceIdn energética, puesto que el 
proceso esterifleador requlere ademâs de un aporte de energîa 
un aporte. de glucosa ; y ademâs cabe conslderar que la glu­
cosa es al mlsmo tlempo un precursor en la bloslntesls de novo de 
âcidos grasos, y qulzâs sea en este sentido donde hay que anall-
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tar este triple proceso de activacidn de la glucdgeno-fosforllasa, 
esterifIcacidn y lipolisis que parecen promover las llaunadas hor­
monas llpolltlcas.

Por otro lado es de senalar que en los experimentos en los 
que se ha danostrado la existencia de una activacidn de la MAG 
y DAG-lipasa por parte del AMPc se han utilizado MAG y DAG mar- 
cados en sus âcidos grasos, pero estos estuvleron dlstrlbuldos al 
azar, lo cual en nuestra oplnldn no permits concluslones tan Cla­
ras como las establecldas por KHOO y cols. (1978).

Ademâs, cuando âstos autores éncontraron el mlsmo grado de ac­
tivacidn para HSL y DAG-lipasa por AMPc utlllzaron como sustrato 
una mezcla de los Isdmeros 1,2 y 1,3 de la diolelna (KHOO y cols. 
1978). Es évidents, a la vlsta de todo ello, que cabrla plantear 
se la validez de taies experimentos y de las concluslones que se 
establecen, en cuanto la HSL podrla hidrolizar los a -MAG y los 
a y a '-DAG; en nuestra oplnldn taies resultados y concluslo­

nes deben tomarse con precaucldn en tanto no se conozca con derte 
za si la HSL posee especifIcidad posicional o produce una ruptura 
al azar, asl como su mecanismo de reconoclmlento de los TAG.
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I.9.2.- MECANISMOS DE REGULACION HORMONAL DE LA LIPOLISIS

Las hormonas actdan regulando procesos preexlstentes y pueden 
ejercer su accidn de très maneras:

1.- Influyendo sobre la velocidad de slntesls de enzimas y otras 
protelnas.

2.- Afectando a la velocidad de catâllsls enzlmâtlca.

3.- Alterando la permeabllldad de las membranas celulares.

En el tejldo adiposo adgulere gran Importancia la actuacidn de 
hormonas medlando la velocidad de catâllsls enzlmâtlca que se e- 
jerce a través de la lipasa sensible a las hormonas (HSL) y cuyo 
mecanismo hemos vlsto anteriormente.

En el siguiente cuadro podemos observar algunos de los mecanis 
roos de accidn de hormonas, metabolitos y agentes qulmlcos en el 
tejldo adiposo. (Figura 4).
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I.9.3.- ACCION LIPOLITICA DE LAS CATECOLAMINAS

Las multiples acciones de las catecolamlnas, patentes en casl 
todos los slstemas se ejercen medlante un doble mêtodo de trans
porte a sus puntos de Influencia:

- De manera slstemâtlca, generallzada, a través de la sangre.
- De manera local, medlante la llberacldn "In situ" por las ter 

mlnaolones axénlcas de las neuronas catecolamlnérglcas.

Las catecolamlnas circulantes proceden en su casl totalIdad 
de la médula suprarrenal; y ejercen sus efectos Intracelulares 
medlante la Interaccldn con los receptores de membrane del drga 
no dlana utilizando el AMPc como segundo mensajero.

AHLQUIST en 1948 postulé la' existencia de dos tlpos de receg^ 
tores, or y ^ , segdn el tlpo de respuesta que produc la su es- 
tlmulacldn.

Segdn TURNER en 1976, los receptores a median las respuestas
para las cuatro amlnas slmpatomlmétlcas comunes con el slgulen-
te orden de preferencia: Eplnefrlna > Noreplnefrlna > Fenlle- 
frlna > Isoprenallna; mientras que los receptores fi median 
la respuesta con el siguiente orden de respuesta: Isoprenallna 
>  Eplnefrlna > Noreplnefrlna > Fenllefrlna.
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WENKE en 1970 estudl6 la lipollsls indueIda por E, NE, e ISO 
encontrando que aunque poseen dlstintas potenclalldades a y 
^ producen el mismo efecto llpolltico mâximo sobre el tejido a 
dlposo de rata.

En tejido adiposo, GORDON yCHERKES en 1958, y WHITE y ENGEL 
en 1958, encontraron que tanto la E como la NE incrementan la 
liberacidn de AGL desde este tejido y que esta accidn se debla 
realizar mediante una TAG-1ipasa.

BUTCHER y cols. (1965) encontraron que existla una relacidn 
directa entre la concentracidn de E y los niveles de AMPc en te 
jido adipose epididimal.

En cuanto a la accidn de las catecoleuninas como neurotransmi 
sores es de senalar que WERTHEINER y SHAPIRO en 1948 comproba- 
ron que el estlmulo de la neurotransmisi6n movilizaba las gra- 
sas; ademds se comprobd que la actividad del sistema nervioso 
autdnomo es necesaria p&ra el mantenimiento de los niveles pla£ 
mâticos de AGL y su turnover como lo demuestra la acumulacidn 
grasa que se sigue a la administracidn de un agente bloqueante 
ganglidnico como el hexametonio (HAVEL y GOLDFIEN, 1959) .

CORRELL en 1961 estudid la estimulacidn eldctrica del nervio 
aferente a un trozo de grasa epididimal incubada y vid que se 
estimulaba fuertemente la liberacidn de AGL.
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EULER (1956) concluyd que el medlador qulmlco liberado en el 
nervio simp&tico postganglionar era la Norepinefrina.

I.9.4.- ACCION LIPOLITICA PE LA SEROTONINA

Segûn ROBINSON, SHUTERLAND y BUTCHER, en 1971, la serotonina 
tendrla én los invertebrados una funcidn semejante a la de las 
catecolaminas en los organismos superiores. As! uno de sus efec 
tos (la estimulacidn de la glicolisis en la Fasciola hepâtica) 
estâ claramente mediado por el AMPc (MANSOUR, 1967). Dicha ac- 
cidn se ejerce mediante la activacidn de la fosfofructoqulnasa.

Otros dos efectos de la serotonina que parecen realizarse a 
través del AMPc son la estimulacidn del transporte de Na+ en 
müsculo de rana (SAYOC y LITTLE, 1967; BABA y cols., 1967); y 
la estimulacidn de la secrecidn salivai en insectes (BERRIDGE y 
PATEL, 1968).

No existe evidencia clara de que la serotonina actüe en los 
vertebrados a travds del AMPc. Aün no se ha demostrado una rela 
cidn entre la serotonina y un aumento en los niveles de AMPc, 
salvo en cerebro (KAKIUCHI y RALL, 1968; SHIMIZU y cols., 1970) 
en donde demostraron una accidn de la serotonina que provocaba 
un incremento en los Riveles de AMPc neuronales, aunque sa des 
conoce el mécanisme de este aumento.
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En otros tejldos exlsten datos de Indudable Interês en cuanto 
a los mécanismes de accidn de la serotonina a nivel intracelu-' 
lar. LEBOVITZ, en 1970, encontrd que la serotonina, al igual que 
la epinefrina, inhibe en el hamster la liberacidn de insulina 
por el pâncreas, no sdlo en i^espuesta a la glucosa, sine en re£ 
puesta al dibutiril-AMPc ("in vitro").

Este trabajo cred una controversia en torno a la accidn de 
la serotonina sobre pâncreas. TAMARIT y cols. (1973) aportarôn 
una serie de expérimentes que clarificaron notablemente los as- 
pectos principales de la accidn de la serotonina sobre la secre 
cidn de insulina:

1.- Los niveles de serotonina en suero de diabéticos (240 
ngr/ml.) son sensiblemente mayores que en los contrôles.

2.- Los niveles de insulina en suero de animales tratados con 
glucosa mâs serotonina fuerdn mâs bajos que los observados 
en animales que sdlo hablan recibido glucosa.

3.- En la perfusidn de pâncreas con glucosa + serotonina obser-
varon un primer pico normal de liberacidn de insulina, mien
tras que estuvo ausente el segundo pico.

Es un hecho bien conocido y estudiado por numerosos autores 
la similitud existante entre los efectos excitantes de la sero­
tonina y catecolaminas en mûsculo liso, incluyendo una tenden- 
cia a interaccionar con los mismos receptores.
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LEBOVITZ, demostrd que la phentolatnlna bloquea el efecto Inhl 
bltorio de ambas amlnas (serotonina y catecolaminas) en la li­
beracidn de insulina. Sin embargo, el efecto de la serotonina 
puede ser antagonizado selectivamente por la roetisergida. Esto 
sugiere la diferenciacidn de receptores para ambas sustancias.

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

La accidn 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 activacidn de la glucdgeno-fosfori­
lasa, producen paralelamente una movilizacidn de AGL, ésto no 
se ha encontrado para la serotonina (STEINBERG, 1964) .

Existe una disociacidn en la accidn de la serotonina en cuan 
to que causa una activadidn de la fosforilasa, mientras que el 
incremento de la lipolisls lo produce sdlo a muy elevadas con- 
centraciones (STEINBERG, 1964).

Efectivamente a concentraciones de serotonina tan altas co 
mo 10“^ M se produce un importante incremento en la actividad 
fosforilasa, mientras^ que sdlo se produce un pequeno efecto 1^ 
politico (VAUGHAN, 1960; VAUGHAN y BARCHAS, 1966; STEINBERG,
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1964).

Sin embargo es de resenar que no parece ser la via del AMPc 
la ûnica via posible para la activacidn de la fosforilasa-quina 
sa. Asi, KHOO en 1975, encontrd que existe una activacidn de 
la fosforilasa-quinasa de tejido adiposo dependiente del idn 
Ca++.

Por dltimo BIECK y cols. (1966), proponen que la inactividad 
de la serotonina a dosis fisioldgicas sobre el sistema lipollti 
C O  es debida a la inactivacidn de la 5-OH-Triptamina por accidn 
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 accidn lipolitica de la serotonina. En este trabajo 
se estudia la accidn de la 5-H-T en concentraciones entre 10~® 
-10“  ̂M. Los resultados obtenidos son:

- Cuando utilizaron sdlo serotonina, el resultado hasta 10“4 m . 
se omite, mientras que entre 10”  ̂ y 5x10“  ̂m . se produce, in­
cluse en algunos puntos, una ligera esterificacidn (no signi- 
ficativa), pero en ningûn momento lipolisis.

- Cuando utilizaron pargilina, se produce lipolisis a alta. concen 
traci&i de 5-HT (mâxima a 5x10”  ̂M.), mientras que no existe 
prâcticamente lipolisis a dosis fisioldgicas. A dosis superio
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res (5x10”  ̂M.) se produce una peqùeftlslma esterifIcàcidn.

La adlclSn de teofillna o de teofilina + pargilina produce un mâ 
ximo de lipolisis a 5xl0”5 m ., y un descenso de ésta tanto con 
el aumento como con el descenso de las concentraciones de sero 
tonina, llegando en los extremos a producirse esterificacidn.

1.9.5.- HORMONAS QUE ACTUAN ACTIVANDO LA SINTESIS PROTEICA

Estas hormonas actüan activando la sîntesis proteica de la a 
denyl-ciclasa, de forma que se increments la velocidad de trans 
formacidn de ATP en AMPc. Se puede observer que aunque la via 
de actuacidn es a traOes del AMPc, el proceso es marcadeunente 
distinto del seguido por las hormonas que actûan sobre los rece£ 
tores de membrana.

Las principales hormonas conocidas que actûan siguiendo este 
mécanismes con: Tiroxina', GH y Glucocorticoides.

La GH (hormona estimuladora del crecimiento) es un polipéptl 
do sintetizado en la adenohipdfisis. Régula el crecimiento y de 
sarrollo (sobre todo en la infancia). RABEN y HOLLENBERG (1969) 
descubrieron que la ddministracidn intravenosa de GH en ratas, 
provocaba un increments^ en la concentracidn de AGL en sangre.
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La tiroxina ttriyodotironina) ®® elaborada por la glândula 
tiroides. Su accidn sobre el metabolismo general es bien conod^ 
da. DEBONS y SCHWARTZ, en 1961, describieron que la grasa obte- 
nida de ratas hipertiroideas era mâs sensible a la accidn de hor 
monas lipollticas que la grasa de animales normo e hipotiroideos.

Los glucocorticoides son esteroides derivados del pregnano, 
de 21 âtomos 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 la ac­
cidn estimuladora de los glucocorticoides en el proceso lipoll- 
tico.

1.9.6.- SUSTANCIAS QUE INHIBEN LA SINTESIS PROTEICA

Entre las sustancias que actûan bloqueando dicha sîntesis en 
general, se encuentran la Actinomicina-D y la Cicloheximida. Am 
bas actûan en el proceso lipolltico bloqueando la sîntesis pro­
teica de la adenyl-ciclasa.

1.9.7. SUSTANCIAS QUE ACTUAN A NIVEL DE LA ADENYL-CICLASA

STOCK y cols. (1968), estudiaron la accidn antilipolltica de 
la prostaglandina E^, y descubrieron que antagonize competitive
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mente las acclones de la noreplnefrlna y ACTH.

HO y cols. (1967), descubrieron aslmlsmo la accidn antlllpoll 
tica de la ouabalna (agente Inhlbldor especlflco de la bomba Na+ 
- K+).

1.9.8.- INHIBIDORES DEL CATABOLISMO DEL AMPc

VAUGHAN y STEINBERG, en 1963, encontraron una actuacidn sinÛr 
gica de la metllxantinas (cafelna y teofilina) con la accidn de 
las catecolaminas. Ello se debe a que las metllxantinas ejercen 
su funeidn evitando la degradacidn del AMPc mediante la inhibi- 
cidn de la enzima fosfodiesterasa, (aunque no pueden provocar 
un incremento directo de los niveles de AMPc).

1.9.9.- AGENTES DESACOPLANTES DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA

El proceso lipolltico requiere energla en forma de ATP a dos 
niveles (sîntesis de AMPc y fosforilacidn de la lipasa).

Los agentes capaces de desacoplar el proceso de fosforilacidn 
oxidativa en el cual se sintetiza ATP, bloquean a su vez el pro 
ceso lipolltico (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 Glucagdn, ACTH, TSH, LH, Oxltoclna y Vasopresina, son hor 
monas que actüan a nivel del receptor de membrana provocando 
la estimulacidn de la adeni1-ciclasa.

La ACTH (hormona adenocorticotropa) es secretada por la adeno 
hipdfisis y estimula la actividad metabdlica de la corteza adre 
nal. Es tructuraImente se trata de un polipéptido de 39 aminoüci- 
dos, de los cuales los 24 primeros son comunes para todas las 
especies, siendo los 15 restantes variables de unas especies a 
otras. Su accidn facilitadora del proceso lipolltico fué descri 
ta por WHITE y ENGEL (1958) y HOLLENBERG y cols. (1962).

La TSH (hormona tirotropa ) y la LH (hormona luteinizante 
son asimismo secretadas por la adendiipdfisis. Tienen respectiva 
mente como funciones la estimulacidn de la glândula tiroidea y 
del "cuerpo lüteo" (entre otras). WHITE y ENGEL, en 1958 y 
FREINKEL en 1961, demostraron la funcidn estimuladora de la 
TSH en la lipolisis. BUTCHER y cols. (1968) demostraron la es­
timulacidn proVocada por la LH en la lipolisis.

La neurohipdfisis de los mamîferos seqreqa los nonapéptidos 
Oxitocinay Vasopresina. La primera détermina la contraccidn de 
la musculatura lisa y la eyeccidn de leche en las hembras lac-
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tantes, en tanto que la vasopresina ejerce acclones presoras y 
antldlurétlcas. Ambas hormonas son pollpëptldos Idéntlcos salvo 
en los aminoâcldos de las poslclones 3 y 8. VAUGHAN (1964), WHITE 
y ENGEL (1958) demostraron la accidn mediadora de la vasopres^ 
na en el proceso lipolltico. CARLSON (1966) demostrd el mismo 
efecto para la oocitccina.

El glucagdn, producido por las células alfa de los islotes 
de LANGERHANS del pâncreas, tiene un efecto hiperglucemiante, 
al acelerar la glucogenolisis hepâtica por la reactivacidn de 
la fosforilasa hepâtica desde una forma inactiva al aumentar la 
produccidn de AMPc. HAGEN (1961) demostrd la funcidn estinulado 
ra del glucagdn en el proceso lipolltico.

1.9.11.- ACCION DE LA INSULINA

La insulina actüa sobre el tejido adiposo antagonizando la ac 
cidn liberadora de AG que ejerce la epinefrina (GORDON y CHERKES, 
1958) . Esta actividad antilipolltica de la insulina se lleva a 
cabo mediante la disminucidn de los rtiveles de AMPc (BUTCHER 
y cols., 1968).

El mecanismo que hace posible este descenso no es aün conoci­
do aunque se cree que lo hace bloqueando la activacidn de la ade 
nilciclasa, si bien tambiën se ha sugerido una activacidn de la
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fosfodiesterasa (APPLEMAN y cols., 1973).

El efecto antlllpolîtlco de la Insulina parece no ser un he­
cho constante. Asl, en presencla de glucosa no se produce tal e- 
fecto (HALL y BALL, 1970). Ademâs el efecto antllipolltico de la 
insulina se torna en aotivador de la lipolisis cuando aumenta la 
concentracidn de epinefrina o de insulina (DESAI y cols., 1973).

En cuanto a su efecto sobre la composicidn del tejido adiposo 
en âcidos grasos, GELLHORN y BENJAMIN en 1965 encontraron que la 
insulina "in vivo" promueve un incremento en la bioslntesis de 
âcidos grasos monoinsaturados (16:1 y 18:1), lo cual es acorde 
con los resultados de CHERNIK en 1951 y HIELAND en 1963, que en­
contraron un descenso en la sîntesis "in vitro" de âcidos grasos 
monoenoicos en diabetes inducida por alloxana. Eh tejido adipo­
so de ratas diabéticas së produce un descenso en la sîntesis de 
oleico à partir de ësteârico; sin embargo, la insulina restaura 
la sîntesis (GELLHORN y BENJAMIN, 1965) .

Las diferencias en ccsnposicidn en âcidos grasos del tejido adi 
poso de ratas diabëticas y normales pueden explicarse sdlo par- 
cialmente por los hechos referidos anteriormente, puesto que el 
notable incremento en la proporcidn de âcido linoleico (âcido 
graso esencial) que se produce en diabéticos no parece que pueda 
ser debido a un mecanismo de decreeimiento en la biosîntesis de 
âcidos monoenoicos.
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Adamâs HOLLENBERG y ANGEL (1963) encontraron que la esterifica 
cidn promovida por la insulina es mayor para los âcidos grasos 
mâs cortos (16 C), y dentro de los de la misma longitud de cade 
na para los mâs insaturados.

/



II.- MATERIAL Y METODOS
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II.1.- EXPERIMENTOS "IN VIVO"

En el cur80 de estos experimentos hemos valorado la composi - 
cidn en AG de los TAG de tejido adiposo y de AG totales de sue­
ro en ratas sometidas a distintas situaciones expérimentales, 
como son el ayuno, la inyecciôn de dosis de 5-HT o cambios en la 
composicidn de la dieta.

II.1.1.- OBTENCION DE TEJIDOS Y SÜEROS

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 dlas se tomaron las muestras de sangre (4 ce.) por 
puncidn directe en el corazdn,y de tejido adiposo epididimal.

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

Este anâlisis se reailiza mediante las siguientes operaciones:
1.- Extraceidn de los llpidos del suero.
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2 Obtencldn de los ésteres metlllcos de los AG, por transeste- 
rificacidn.

3.- Cromatografla gas-llquido de los ésteres metllicos de los AG.

II.1.2.a. Extraccidn de los llpidos del suero

La sangre obtenida es centrifugada a 4.000 r.p.m. durante 15 
minutos y tomamos 1 ml. del suero sobrenadante. A continuacidn 
extraemos los llpidos totales mediante la têcnica de FOLCH (1951) 
de la siguiente forma:

Se deposita 1 ml. de suero en tubo de extraccidn y se anaden 
20 ml. de cloroformo-metanol (2:1). Tras agitar durante 2 minu­
tos en agitador mecânico se deja reposar a temperatura ambiente 
durante una noche. Posteriormente ahadimos 6 ml. de una disolu- 
cidn de ClNa al 8% en agua destilada y se agita mecânicamente 
durante 2 minutos. Se produce la separacidn en dos fases que es 
acelerada mediante centfifugacidn a 4.000 r .p.m. durante 10 minu 
tos, obteniéndose asl una fase superior (agua + metanol) una in- 
terfase proteica en forma de banda sdlida, y una fase inferior, 
clorofdrmica, que contiene todos los llpidos del suero (fosfo- 
llpidos, colesterol, acilglicéridos, âcidos grasos libres y éste 
res de colesterol).

La fase superior es desechada mediante extraccidn con pipeta
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Pasteur unlda a trompa de vacîo. Sdlo una parte de la Interfase 
puede ser arrastrada por la accidn del vacîb; para ellmlnar to- 
talmente la Interfase proteica y desecar al mismo tiempo la fase 
clorofdrmica se procédé a la adicidn al tubo de extraccidn de 
S0^Na2 anhidro y se agita mecânicamente durante 2 minutos 3eJan- 
do reposar a continuacidn. Se ahade el patrdn interno para el a- 
nâlisis cuantitativo (âcido heptadecanoico de Sigma). Tras repe 
tir la operacidn de agitacidn se procédé a centrifugar durante 
10 minutos a 4.000 r .p.m., quedando en el fondo del tubo el sulfa 
to sddico hidratado mâs la interfase proteica en forma sdlida, y 
como sobrenadante la fase clorofdrmica conteniendo los llpidos 
del suero mâs el patrdn interno (17:0).

La fase clorofdrmica se decanta en una columna de 15 x 1 cm. 
en cuyo fondo de pone lana de vidrio con objeto de filtrar par­
ticules proteicas o de sulfato sddico que sean arrastradas. La 
fase clorofdrmica se recoge en tubos de metanolisis de diânetro 
inferior 1,5 cm. y grueso de pared 2 mm. con una longitud supe­
rior a los 15 cm. (al objeto de evitar la inflamacidn de l3s ga 
ses durante la operacidn de cierre). A continuacidn se procédé 
a la evaporacidn de disolvente bajo atmdsfera de nitrdgeno (N2) 
en bano de arena a 25 ^C. Una vez evaporado todo el disolwnte 
se procédé a realizar la transmetilacidn.
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II.1.2.b.- Obtencldn de los ésteres metlllcos de los AG del sue­
ro.

La metllacldn de los AG totales del suero se reallzd mediante 
transmetilacidn, utilizando la técnica de METCALFE y cols.
(1961) .

A los llpidos secos obtenidos en II.1.2.a. en tubos de metano 
lisis se anaden 1,2 ml. de reactivo de metilacidn cuya composi­
cidn es Metanol-B F̂ ,» Metanol 14% : Benceno (10:10:9) .

Los tubos son introducidos en banos de hielo, gaseados con ni­
trdgeno y cerrados con parafilm. A continuacidn se cierran los 
tubos a la llama utilizando soplete, y tras retirarlos del bano 
d e "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 bano de hielo procediendo a su apertura, que se realize 
cortando la parte superior del tubo mediante un cortador de vi 
drio de acero "Vidia". Una vez abiertos los tubos se procédé a 
la extraccidn de los ésteres metllicos que se realize en los mi£ 
mos tubos de metanolisis de la siguiente forma :

A 1 volumen de la splucidn de ésteres metllicos se anaden 2 vo 
Idmenes de hexano y 1 volumen de agua destilada. Se agita mecéni
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camente durante 2 minutos y la mezcla se transflere a un tubo de 
extraccidn. Se centrifuge durante 5 minutos a 3.000 r.p.m. y se 
extrae la fase superior (hexano + ésteres metllicos) y se trans- 
fiere a otro tubo. Los restos del tubo de metanolisis se recupe- 
ran con 2 voldmenes de hexano y se anaden a la fase inferior que 
aün conservâmes, repitiendo la centrifugacidn y volviendo a obte 
ner la fase superior (hexano) que se junta al obtenido en la prl 
mera extraccidn.

El siguiente proceso es la preparacidn para la inyeccidn de la 
mezcla de ésteres metllicos en el cromatdgrafo de gases, para e 
llo es precise desecar totalmente la disolucidn utilizando sulfa 
to sddico anhidro, y tras una filtracidn se transfiere la disolu 
cidn a un tubo de fondo cdnico donde se concentra a sequedad ba­
jo atmdsfera de N2 en baho de arena. Se anade hexano quedando la 
muestra preparada para su inyeccidn en el cromatdgrafo de gases.

II.1.2.C.- Cromatograflâ gas-llquido de los ésteres metllicos 
de los AG

La técnica cromatogrâfica se fundamenta en el distinto coefi- 
ciente de reparto que poseen diferentes sustancias en un siste­
ma bifésico. De las diferentes formas de cromatografla la que al 
canza el mâs alto grade de complejidad tecnoldgica es la croma­
tograf la gas-llquido (CGL), en la cual el sistema bifésico esté
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constltuldo por:

1 Fase liquida (que es la fase estaclonarla). Ejerce una dls- 
tlnta retencldn para las diferentes sustancias que constitu 
yen la mezcla a analizar.

2 Fase gaseosa (que es la fase mdvil). Ejerce una funcidn de 
arrastre indiscriminante para los distintos elementos compo- 
nentes de la mezcla a analizar.

La fase estacionaria se encuentra impregnando un so porte que, 
necesariaunente, debe ser qulmicamente inerte e incapaz de rete- 
ner de forma discriminatoria las sustancias en estudio.

El soporte, impregnado de fase estacionaria, 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 (metélica 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 ebullicidn de la sustancia que 
se trate de analizar, y teniendo como factor limitante el punto 
de ebulliciôn de la fase estacionaria.

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

1 El Inyector, por donde se Introduce el gas portador (fase 
môvll) y por donde, tamblén se Inyecta la mezcla a analizar.

2.- El detector, que para la valoracidn de AGL, es un detector 
de ionizacidn de llama (FID), cuyo funcionamiento se basa 
en la ionizacidn que se produce en la parte externa de una 
llama producida por combustidn de gas H2 , durante el proceso 
de oxidaciôn de determinados radicales orgénicos (-CH2-, 
-CH=, y con muy poca contribueiôn -COOH).

Dicha ionizaciôn, producida por la llegada de una sustancia 
a la llama es funeiôn de su masa para sustancias con la misma es 
tructura qulmica.

La respuesta producida en el detector es eunplificada y recogi- 
da gréficamente en forma de pico cromatogréfico, puesto que la 
salida de la ma sa es teèricaunente gaussiana.

De la disoluciôn de ésteres metllicos en hexano se procédé a 
la inyecciôn en la columna cromatogréfica de una alicuota de 
2 ul. utilizando una microjeringa Hamilton.

Para la realizaciôn de la cromatografla gas-llquido utilizamos 
un cromatogréfo Packard compuesto de los môdulos modelo 804 (hor
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no), 824 (control de flujos), 847 (programador de temperature)
873 (control de temperatura) 878 (electrdmetros) y registre gré 
f ico.

Las caracterîsticas de la cromatografla para ésteres metlli­
cos de los écidos grasos fueron las siguientes:

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

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

- Gases : B2r 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.

- Temperatures : Detector, 200 ®C; Inyector, 200 ®C; horno (colum 
na), la temperatura fué programada no linealmente entre 180 y 
200 “C.

- Tiempos de retencién; Fueron calculados utilizando patrônes 
puros de ésteres metllicos de Sigma (calidad para cromatogra- 
fla de gases, pureza 99%), obteniéndose los siguientes valo- 
res; (Tabla V).
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TABLA V

ESTER METILICO DEL ACIDO GRASO TIEMPO DE RETENCION

Disolvente hexano 1 min.

14:0 mlrlstlco 10 min.

16:0 palmltlco 20 min.

16:1 palmitolelco 22 min.

17:0 heptadecanolco 26 min.

18:0 esteérlco 33 min.

18:1 oleico 35 min.

18:2 linoleico 40 min.

18:3 linolénico 47 min.

20:4 araquidônico 65 min.
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Fueron obtenidos como âcidos grasos mayoritarlos los slgulen 
tes: 14:0 (mlrlstlco), 16:0 (palmltlco), 16:1 (palmitolelco), 
18:0 (esteârlco); 18:1 (oleico), 18:2 (linoleico) y 20:4 (ara- 
quidônico), como podemos comprobar en la figura 5 donde se 
expone un cromatogreuna correspondlente a AG de suero de rata 
obtenido en estas condiciones.

II.1.3.- ANALISIS DE LA COMPOSICIOW DE LOS AG DE TEJIDO ADIPOSO 
EPIDIDIMAL

Para realizar el anâlisis de la composicidn de los âcidos 
grasos de tejido se procédé a las siguientes operaciones:

1.- Homogeneizacidn de trozos de tejido y extraccidn de los ll­
pidos totales.

2.- Obtencidn de los TAG.

3.- Obtencidn de los ésteres metllicos de los AG procedentes de 
TAG.

4.- Cromatografla gas-llquido de los ésteres metllicos de los 
AG.
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II.1,3.a.- Homogeneizacidn del tejido y extraccl6n de los llpi­
dos totales

Del tejido adiposo epididimal obtenido se tomaron 20 mg., 
pesados en balanza, y se extrajeron los llpidos con 5 ml. de 
cloroformo-metanol (2:1) en un homogenelzador de tejldos 4 ve 
ces (volumen total de cloroformo-metanol = 20 ml.).

El horoogenelzado fué recogldo en tubos de extraccidn y se 
anadleron 6 ml. de cloruro sddico al 0 ,8 %; tras agitar meed 
nlcamente durante 2 minutos se centrlfuga a 4.000 r.p.m., de 
esta manera se obtlene una fase superior (agua + metanol), 
una Interfase proteica, y una fase Inferior (clorofdrmica) don 
de se encuentran dlsueltos los llpidos del tejido adiposo.

La fase superior se desecha mediante pipeta Pasteur unlda a 
trompa de vaclo, y a continuacidn se procédé slmultdneamente a 
la êllmlnacldn de la Interfase proteica y la desecacldn de la 
fase clorofdrmica. Esta operacidn se reallza adlclonando sulfa 
to sddico anhidro y tras agltar 2 minutos mecénlcamente se pro 
cede a la centrIfugacidn a 4.000 r .p.m. durante 10 minutos. Se 
obtlene un sedlmento (sulfato sddico + protelna) y una fase so 
brenadante constltulda por los llpidos dlsueltos en cloroformo.

Se decanta y filtra sobre lana de vidrio, recogiéndose la 
fase clorofdrmica en vlales de vidrio donde se va a concentrar
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el material lipldico por evaporacl6n del disolvente en bano de 
arena bajo atmdsfera de nitrdgeno.

Il.l.S.b.- Obtencidn de loa TAG del tejido

Los llpldos disueltos en cloroformo son llevados a seqaedad 
total y se anaden 0,5 ml. de cloroformo-metanol (2:1) para re­
disolver lo.

La obtencidn de los trlacllgllcdrldos se reallza medlante 
fracclonamlento por cromatografla en capa flna monodimensional. 
Se utlllzan plaças de vldrlo de 20 x 20 cm., y la extensl6n del 
adsorbente se reallza medlante un extendedor Shandon modelo 
Unoplan.

El adsorbente empleado fué slllca-gel-PF 254 de Merck 7.el 
espesor de la plaça fud de 50 u. La suspensldn de slllca-gel se 
hlzo Inmedlatamente antes de la extensldn conforme a las sl- 
gulentes proporclones: 60 g. de slllea-gel/126 cc. de agua des 
tllada (1:2,1 P/V).

Una vez reallzada la extensldn se deja 5 mlnutos a tempera- 
tura amblente y luego se Introduce la plaça en una estufa du­
rante 1 bora a 110 dejândose enfrlar la plaça despuds.
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El desarrollo cromatogrâfIco se reallza en cdmaras Shandon, 
cuya superfies Internas se taplzan con papel de flltro, al ob- 
jeto de saturar la atmdsfera con la fase mdvll. Como fase md- 
vll se emplea el slgulente slstema disolvente: n-hexano/eter 
etlllco/âcldo acétlco (80:20:1 V/V/V), slendo todos ëstos pro 
ductos de Merck. Para cada câmara se utlllzan unes 60 cc. de 
fase mdvll.

La muestra se deposits en una sola banda lineal medlante a- 
pllcador, en una extensldn de 16 cm., dejando un margen de 2 
cm. en los extremos. *

El desarrollo de las cromatograflas se reallza a temperatu­
ra amblente y, una vez que el frente de la fase mdvll alcanza 
el extremo superior de la plaça se saca ësta de la câmara y se 
deja en el Interior de la campana de extraccldn hasta la evapo- 
racldn total de los dlsolventes.

La deteccldn de las dlferentes bandas se reallza medlante 
obs/irvacldn de la plaça bajo luz ultraviolets en el Interior 
de una cdmara oscura, slendo la dlstrlbucldn de las bandas co 
mo se represents en la figura de la pâglna 102.

La banda correspondlente a los trlacllgllcérldos se senala 
medlante un punzdn y a contlnuacldn se raspa y se Introduce 
el slllcagel adsorbente con los trlacllgllcérldos en tubos de
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metanollsls. Es en este motnento cuando se adlciona el patrdn 
Interne para la cromatografla gas-llquido (âcldo heptadecanol- 
co) .

II.1.3.C.- Obtencidn de los ésteres metlllcos de los AG de la 
fraccldn TAG de tejido adlposo

La obtencidn de los êsteres metlllcos no dlflere en este ca 
so de la que hemos vlsto en II.1.2.b. puesto que la trananetl- 
lacldn se puede reallzar tamblén en presencla del adsorbente 
(slllcagel PF 254).

En este caso se procédé de forma similar anadlendo 5 ni. del 
reactlvo de metllacldn y procedlendo a contlnuacldn a cerrar el 
tubo a la llama, Introducldo en bano de hlelo.

Transcurrldo el tlenpo de metllacldn (1 hora 30 mlnutos) se 
procédé a la extraccldn, que esta vez se reallza en el proplo 
tubo de metllacldn, quedando como fase superior hexano que dl- 
suelve a los ésteres metlllcos. Tras la desecacldn, flltrado y 
evaporacldn los ésteres metlllcos estân ya preparados para su 
Inyeccldn en el cromatdgrafo de gases.
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II.1.3.d.“ Cromatografla gas-llguldo de los ésteres metlllcos

Los êsteres metlllcos de êcldos grasos de la fraccldn TAG 
del tejido adlposo son Inyectados bajo las mlsmas condlclones 
cromatogrâfIcas que han sldo descrltas en II.1.2.C.

Los êcldos grasos mayorItarlos en tejido son los slgulentes: 
mlrlstlco (14:0), palmltlco (16:0), palmltolelco (16:1), esteê- 
rlco (18:0), olelco (18:1) y llnolelco (18:2).

Como podemos observer el perfll cromatogrâfIco del tejido di 
flere del que corresponde a suero, puesto que el êcldo araqul- 
ddnlco (20:4), de gran Importancla cuantltatlva en suero, no 
aparece en cantldades apreclables en el tejldç. En la figura 6 
se expone un cromatograma correspondlente a êcldos grasos de la 
fraccldn TAG de tejido adlposo reallzado en las condlciones des^ 
crltas.
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II.2.- EXPERIMENTOS "IN VITRO" CON INCUBACION DE ADIPOCITOS

En este grupo de expérimentes se utlllzan una serle de téc- 
nlcas dlrlgldas a valorar la composleIdn de los AGL llberados 
por los adlpocltos as! como de los âcldos grasos de las frac- 
clones DAG y TAG y de los AGL no llberados al medlo.

Estas tëcnlcas se pueden agrupar en las slgulentes:
1.- Obtencidn de adlpocltos.
2.- Incubacldn de adlpocltos.
3.- Extraccldn y anëllsls de âcldos grasos llberados al medlo.
4.- Extraccldn y anâllsls de los AGL, y âcldos grasos de los 

DAG del Interior de los adlpocltos.

II.2.1.- PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE ADIPOCITOS

Los adlpocltos proceden del tejido graso epldldlmal de ratas 
Wlstar, machos, allmentadas normalmente y de peso comprendIdo 
entre 250-300 gr. Las ratas fueron muertas por gulllotlnamlento 
e Inmedlatamente fud extraldo qulrdrglcamente el tejido graso 
de ampos epldldlmos, para procéder al alslamlento de los adlpo­
cltos medlante la técnlca modlflcada de RODBELL (1964).

En un primer paso se lavd el tejido graso en una bandeja con 
Krebs a 37 ®C, con objeto de ellmlnar los restos sangulneos.
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En todo momento el tejido graso estuvo en contacte con una so 
lucldn flsloldglca tamponada,a 37 ®C de temperature, con el obje 
to de mantener "In vitro" las condlciones metabdllco-fIslolÔgl- 
cas adecuadas al tejido. Esta solucldn tampdn fuë el Krebs-blcar 
bonato, ajustado a pH 7,4 medlante gaseado con carbdgeno (O2/CO2 
95:5 V A )  •

A contlnuacldn se procedld a la dlgestldn del tejido por ac 
cldn del enzlma Colagenasa para provocar la rupture altamente 
especlflca del tejido colâgeno, lo que conduce a la llberâcldâ' 
de los adlpocltos. Dlcha dlgestldn se reallzd de la slgulente 
forma:

- Se Introdujeron ambos epldldlmos en un vlal plëstlco con tam
pdn de rosca en el cual prevlamente se habla deposltado 5 cc.
de K-H a pH 7.4 + 10 mg. de colagenasa Worthington + albüml- 
<na fraccldn V de Sigma al 1% (50 img. ) . Seguidamente se pro­
cedld a un gaseado del vlsd con carbdgeno durante lumlnuto,. con

:rel objeto de saturar su atmdsfera e Inmedlatamente fuë cerra-
do con tapdn de rosca y sellado con Parafllm.

- A contlnuacldn el vlal fuë Introducldo en un bano metabdllco 
termostatlzado a 37 ®C y con una agltacldn de 100 golpes/ml-
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nuto. El tlempo de incubadldn empleado fué de 30 mlnutos, en 
lo cual dlferlmos del método original de RODBELL (1964) que 
es de 60 mlnutos. Esta modlfIcacldn tlene por objeto el re- 
duclr el tlempo de exposlcldn de los adlpocltos ya llberados 
a la acclôn de la colagenasa.

Tras la dlgestldn, el tejido graso epldldlmal ha sldo reducl 
do a adlpocltos alslados mds una masa no dlgerlda de tejido 
mâs restos capllares. Por ello se procédé a la separacldn de 
los adlpocltos alslados medlante flltro de seda que retlene los 
otros restos.

Posterlormente se procedld a lavar los adlpocltos tres veces 
consecutlvas con el fin de ellmlnar bien todos los restos de 
Colagenasa.

A contlnuacldn se procedld a la comprobacldn mlciroscdplca 
del estado de los adlpocltos, segün el slgulente método: a un 
tubo en él cual se hablan deposltado prevlamente 0.8 cc. de 
K-H + 0.1 cc. de Azul Trlpân, se anadld 0.1 cc. de la muestra 
celular. Se sometld a agltacldn mecénlca durante 10 segundos 
y se extrajo medlante mlcroplpeta una allcuota de 10 ul., que 
se deposltd en una câmara de Neubauer ; Se llevd al mlcroscoplo, 
donde se procedld a su recuento aproxlmado (200 cel/campo) y 
se vlsuallzaron los nûcleos de los adlpocltos, que se tlnen 
de azul cuando la célula mantlene Intactas sus funclones meta-
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bdllcas.

I I . 2 . 2 INCUBACION DE LOS ADIPOCITOS

La Incubacldn de los adlpocltos alslados se reallzd en tubos 
de plâstlco con fondo cdnlco (tubos Beckman) de 1.4 cc. de vo- 
lumen.

En los tubos control se deposltaron medlante una plpeta au- 
tomdtlca 0,2 ml. de adlpocltos + 0,05 ml. de Krebs-Hepes, cuya 
composIcldn dlflere del Krebs-Henselelt en que, en lugar de 
usar como slstema tampdn el COgHNa/gas carbdnlco, se utlllza 
Hepes 20 mM + 1 ml. de albdmlna al 5 % en Krebs-Hepes. La al- 
bdmlna utlllzada corresponde a la fraccldn V de Sigma, esen-! 
clalmente libre de âcldos grasos cuyo contenldo en âcldos gra­
sos es de 0.005% de albdmlna.

En los tubos que contlenen la hormona se pusleron 0.2 cc. 
de adlpocltos + 0.05 cc. de serotonlna a una concentracldn de
0.05 ugr/cc. + 1 cc. de albdmlna al 5 % en Krebs-Hepes.

La adlcldn de la albdmlna tlene como motlvo el Introduclr 
en el medlo de Incubacldn de los adlpocltos un factor capaz de 
recoger los dcldos grasos llberados al medlo. El hecho de que 
utlllcemos albdmlna exenta de dcldos grasos tlene como motlvo
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el evltar la accldn de âcldos grasos exdgenos sobre el proce- 
so de llpollsls-esterlfIcacldn de las células adlposas.

Dlchos tubos fueron Incubados en un bano metabdllco termos 
tatlzado (bano Kottermann, modelo Heron) a 37 “C y con una agi 
tacldn de 60 golpes/mlnutos.

Al tdrmlno de la Incubacldn los tubOs eran Introducldos en 
una mlcrofuga Beckman modelo B y sometldos a una velocldad apro 
xlmada de 20.000 r .p.m. durante un mlnuto. De esta forma se pro 
dujo una separacldn neta en dos fases debldo a su dlferencla de 
densldad. Los adlpocltos quedaron en el sobrenadante y en la 
parte Inferior el K-Hepes-Albdmlna.

Inmedlatéunente se Introdujeron en un cortador de tubos 
Beckman, modlfIcado por el Servlclo de Taller Mecânlco de la 
Unlversldad Complutense, obtenlendo por una lado la parte supe 
rlor del tubo con los adlpocltos + o,25 cc. de K-Hepes-Albdmlna 
y por otro lado la parte Inferior que contlene 0.8 cc. de K-He­
pes-Albdmlna.

Seguidamente se procedld a la congelacldn de la fase supe­
rior del tubo.

Las dos fases obtenldas, tras el corte de los tubos van a 
segulr dlstlntas vlas de anâllsls:
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1.- La fase inferior dnlcaroente contlene una fraccldn llpldlca, 
que son âcldos grasos libres unldos a la albdmlna, y que 
son extraldos dlrectamente y fracclonados por cromatogra­
fla gas-llquldo.

2.- La parte superior del tubo contlene las slgulentes fracclo 
nés llpldlcas:

a) La fraccldn llpîdlca procédantes de los 2.5 cc. de medlo 
con los que se extraen los adlpocltos. Contlene âcldos 
grasos libres, llgados a la albdmlna.

b) Las fracelones llpldlcas procédantes de los adlpocltos, 
que son las slgulentes:
- Trlacllgllcérldos (TAG)
- DlacllgllcérIdos (DAG)
- Monoacllgllcérldos (MAG)
- Acldos grasos libres (AGL)
- Fosfollpldos
Estas fracclones son separadas medlante cromatografla en 
capa flna y posterlormente anallzada su composlcldn en 
âcldos grasos medlante cromatofrafla gas-llquldo.
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II.2.3.- EXTRACCION Y ANALISIS DE LOS ACIDOS GRASOS LIBRES (AGL) 
LIBERADOS AL MEDIO.

Los âcldos grasos libres llberados al medlo estân unldos a la 
albdmlna. La extraccldn de los mlsmosse reallza medlante la téc­
nlca de DOLE y MEINERTZ (1960):

En un tubo de extraccldn se pone 1 volumen del plasma + 5 vo- 
Idmenes de mezcla de extraccldn de Dole (2 % de H2SO4 IN + 78 % 
de alcohol Isoproplllco + 20 % de Heptano), se agita durante 1 
mlnuto en agltador mecânlco y a contlnuacldn se anaden 2 voldme- 
nes de agua + 3 voldmenes de Heptano. Se agita mecânlcamente de
nuevo durante 1 mlnuto y se centrifuge a 3.000 r .p.m. en una cen
trlfuga Orto, formândose 2 fases conStltuldas por:

28 % (H2SO4 0.03 N) ........ FASE INFERIOR
36 % (alcohol Isproplllco) ... FASE INFERIOR
36 % (heptano)   FASE SUPERIOR

Los AGL se reparten en este slstema blfâslco segdn el coefl- 
clente de reparto (r) y factor de recuperacldn relative (f) cu- 
yos valores se detallan en el cuadro slgulente, para aquellos 
âcldos grasos de Interés en este trabajo.
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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 (4ro + 7) 4.63 rf = — ----   = ---------
rq(4r +7) 4r + 7

donde Tq = r del âcido palmltlco = 11

Este slstema permlte por lo tanto recuperar en la fase apo- 
lar (heptano) todos los âcldos grasos con un factor de recu­
peracldn relative aproxlmadamente Igual a l ,  como se puede ob­
server en la tabla precedente. El error de câlculo Introducldo 
es despreclable en la prâctlca.

En nuestro caso, procedemos a tratar el medlo de Incubacldn 
como si se tratase de una muestra de plasma, y tomamos los 
0.8 cc. de volumen de medlo de Incubacldn, obtenIdo tras el 
corte del tubo, deposltândolos en un tubo de extraccldn de bo-
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ca esmerllada, anadlëndose después 1.2 ml. de agua destllada mâs 
10 ug del patrdn interne (âcldo pentadecanoico o heptadecanolco 
segdn se utilize la cromatografla gas-llquldo directs o con me­
tllacldn) .

Se slgue el método de Dole descrlto anterlormente y, tras la 
separacldn en dos fases se recoge la fase superior, constltulda 
por heptano que dlsuelve a los âcldos grasos libres, utlllzando 
una plpeta Pasteur y  procedlendo a contlnuacldn a deshldratar 
con sulfato sddlco anhldro. La muestra dlsuelta en heptano se 
dispone en un tubo de fondo cdnlco y ya estâ lists para su In­
yeccldn en el cromatdgrafo de gases cuando utillzamos el slste­
ma de CGL por Inyeccldn directs de los âcldos grasos libres.

11.2.4.- EXTRACCION Y ANALISIS DE LOS AGL Y ACIDOS GRASOS DE 
LOS DAG DEL INTERIOR DE LOS ADIPOCITOS

Como ya hemos descrlto en el punto II.2.2. la fase superior 
del tubo de Incubacldn, una vez cortado, contlene âcldos gra­
sos libres del medlo, procedentes de los 2.5 cc. de medlo con­
taminante. Ademâs contlene las dlstlntas fracclones llpldlcas 
que constltuyen la grass del tejido adlposo, y de las cuales 
tlene especial Interés para nosotros la fraccldn AGL y la 
fraccldn DAG.
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Para anallzar estas fracclones se procédé a la extraccldn de 
los llpldos totales y su separacldn medlante cromatografla en 
capa flna.

Con objeto de provocar la ruptura de la merobrana plasmltlca 
del adlpoclto y faciliter de esta forma la extraccldn de los 
llpldos que contlene en su Interior la cdlula adlposa se procé­
dé a su descongelacldn, adlcldn de 1 cc. de H2O y sonlcacldn en 
el mlsmo tubo, con objeto de no tener pdrdldas de material. La 
sonlcacldn se hlzo durante 30 segundos en una sonlcador MSE.

A contlnuacldn se extraen los llpldos totales por el método 
de FOLCH (1951): al material ya sonlcado se anaden 20 cc. de 
cloroformo-metanol (2:1), agltando durante 2 mlnutos en agita- » 
dor mecânlco. Tras dejar reposar toda la noche se procédé a la 
adlcldn de 6 cc. de H2O y tras una nueva agltacldn se procédé 
a centrlfugar a 3.000 r .p.m. durante 10 mlnutos obtenléndose 
dos fases:

- una superior polar (HgO + metanol).
- una Inferior apolér (cloroformo + llpldos totales),

quedando las protelnas constltuyendo una Interfase en forma de 
pellcula. La fase superior se desecha medlante su extraccldn 
con plpeta Pasteur conectada a trompa de vaclo. A la fase Infe
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flor, clorofdrmlca, que aûn contlene agua residual, se anade 
sulfato sôdlco-anhldro y se agita mecânlcamente durante 2 mi 
nutos. Se centrifuge, quedando el sulfato sddlco hldratado + 
la pellcula protelca en el fondo del tubo. La fase clorofdrml 
ca ya seca,^ se decanta sobre una columna en cuyo fondo depos^ 
tamos lana de vidrlo para flltrar, y la recogemos en tubos de 
vldrlo de fondo cdnico.

Posterlormente se évapora a sequedad bajo atmdsfera de nl- 
trdgeno, en bano de arena. Seguidamente se afiade 0.1 cc. de 
cloroformo-metano (2 :1) y se somete a cromatografla en plaça 
flna.

II.2.5.- METODO DE SEPARACION DE LIPIDOS NEUTROS POR CROMATO­
GRAF lA EN PLAÇA FINA

El objeto de esta técnlca es el de separar los llpldos pola 
res (fosfollpldos) de los llpldos neutros (TAG, DAG, MAG y AGL), 
asl como el de separar las dlstlntas fracclones de estos ûltl- 
mos.

La cromatografla en plaça flna reallzada es monodlmenslonal. 
Se utlllzaron plaças de vldrlo de 20 x 20 cm. y la extensldn 
del adsorbente se reallzd medlante un extendedor Shandon Uno­
plan. El adsorbente empleado fué slllca-gel-G-60 de Merck
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y el espesor de la plaça fué de 600 u. La suspenslén del slll­
ca-gel se hlzo Inmedlatamente antes de la extensldn y de acuer 
do con la proporclén slgulente: 50 g. de Slllca-gel/105 cc. de 
H2O destllada (1:2,1 V/V), Una vez reallzada la extensldn se 
deja 5 mlnutos a temperatura amblente y luego se Introduce la 
plaça en una estufa durante una hora a 110 *C, dejéndose enfrlar 
la plaça después.

El desarrollo de las plaças se reallzd en cémaras Shandon, 
cuyas superficies Internas se taplzaron con papel de flltro, 
con objeto de saturar la atmdsfera don la fase mdvll. Cono fase 
mdvll se empled el slgulente slstema de solventes ; N-Hexan/Eter 
etlllco/âcldo acétlco (80:20:1 V A A )  r slendo todos estos pro- 
ductos de Merck. Para cada cémara se utlllzaron 60 cc. de fase 
mdvll.

La muestra se deposltd en una sola banda lineal medlante a- 
pllcador, en una extensldn de 16 cm., dejando un margen de 
2 cm. en los extremos. El desarrollo de las cromatograflas se 
reallzd a temperatura amblente y una vez que el frente de la 
fase mdvll alcanzd el extremo superior de la plaça, se sacd 
ésta de la cémara y se dejd en el Interior de la campana de 
extraccldn hasta la evaporacldn total de los dlsolventes.
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Revelado: El revelado de las plaças se hlzo por pulverlza- 
cl6n de Rodamlna-6-G de Merck, al 0,1 % en H2O 
destllada (MANGOLD y cols., 1961).

Las dlferentes bandas (que se corresponden con las dlstlntas 
fracclones llpldlcas) se manlflestan por un color rosa fuerte 
sobre el tono més débll del resto de la plaça.

Al observar la plaça bajo luz ultravloleta, en cémara oscu­
ra, se produce un mayor contraste entre las bandas y el resto 
de la plaça.

El Interés de la rodamlna-6-G como agente revelador reside 
en que es un revelador universal de llpldos y que se caractéri­
sa ademés por no afectar la estructura de los mlsmos (en parti 
cular la de sus écldos grasos componentes), destrucclôn que si 
ocurre con otros reveladores como el %2«

La rodamlna-6-6 ha sldo utlllzada cuando la técnlca empleada 
fué la de metllacldn de los écldos grasos, pero cuando el pro- 
ceso que se va a segulr no es el de metllacldn, se presentd el 
problems de qué tlpo de disolvente arrastrarla la rodamlna en 
un slstema blféslco. La ellmlnacIdn de la rodamlna en base a 
que esta sustancla es muy soluble en medlos polares y absoluta- 
mente Insoluble en medlos apolares. Por ello ademés es un re-
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velador Ideal eii cuanto no produce Interferenclas dl nlngtSn tl­
po en el proceso analltlco.

Medlante la utlllzacldn de patrônes de TAG, DAG, MAG, A3L, 
colesterol y fosfollpldos de Sigma, se pudo observar que el or 
den de desarrollo de las dlstlntas fracclones llpldlcas de los 
adlpocltos en este slstema es el slgulente:

TAG

AGL

DAG

MAG
FL

De las bandas obtejildas se marcaron con un punzdn las de 
TAG, DAG y AGL, se rasparon completamente con una espâtula, 
se recogleron y se sometieron posterlormente a valoracldn me­
dlante cromatografla'gas-llquldo (excepto en el caso de los 
TAG que fueron extraldos y pesados en balanza).
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II.2.6 .- ANALISIS DIRECTO POR CGL DE ACIDOS GRASOS

Desde que se Introdujo la técnlca de CGL en la analltlca blo 
qulmlca y en particular en el anâllsls de écldos grasos, se 
planted la necesldad de reallzar un prevlo proceso de transfor­
mée Idn de los écldos grasos en derlvados (êsteres metlllcos) 
por dlversos motlvost

a) ReduceIdn de los puntos de ebulllcldn.
b) EllmlnacIdn del "tailing" ("encolamlento").

Es évidente que el motlvo fundamental por el que no se ha 
llegado aûn al anéllsls rutlnarlo a nlvel cllnlco de los écl­
dos grasos por CGL es debldo a la complejldad, alto coste de 
material y reactlvos y pellgrosldad de los procesos de metlla­
cldn.

Una de las vlas que permltlrian soluclonar este problems es 
la consecudn de una tecnologla que permltlese la Inyeccldn di 
recta de AGL.

De las motlvaclones que condujeron a la IntroduceIdn del pro 
ceso de metllacldn, la primera (reduceidn de los puntos de e- 
bulllcldn) no constltuye una necesldad absolute. SIn embargo, 
si lo constltuye la ellmlnacIdn del "tailing", puesto que la 
cuantlfIcacldn de los puntos cromatogréfIcos esté sometIda a
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errores importantes.

OTTENSTEIN y SUPINA (1974), reallzaron una serle de experl- 
mentos utlllzando dlstlntos soportes y fases estaclonarlas con 
objeto de encontrar un slstema que permltlese la Inyeccldn di­
recte de âcldos grasos sin formacldn de "tailing”.

Sobre la formacldn del "tailing" se creyd durante mucho tlem 
po que era deblda a la formacldn de dlmeros de âcldos grasos 
(JAMES y MARTIN, 1952).

Otros estudlos (KIRKLAND, 1963; OTTENSTEIN y BARTLEY, 1971), 
han permitIdo conocer que el "tailing" no es debldo a la forma- 
cldn de dlmeros, slno que se producen por interaccldn entre el 
âcldo graso (concretamente su radical -COOH) y el soporte.

De los experlmentos de OTTENSTEIN y SUPINA (1974) se pudo de 
duclr que el slstema Iddneo para la separacldn de âcldos grasos 
es el de Supelcoport la'vado con âcldo, tratado con DMCS (dlme- 
tll-cloro-sllane) como soporte y DEGS-P (dletllengllcolsucclna- 
to fosforllado) como fase estaclonarla.

Su apllcacldn bloqulmlca y cllnlca ha sldo desarrollada en 
nuestro Departamento durante los dltlmos anos y permlten el 
anâllsls de los âcldos" grasos de las dlstlntas fracclones llpl 
dlcas por CGL, reduclendo notablemente los costes, el material
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a enplear y anulanâo la pellgrosldad de otros procesos (como el 
del dlazometano o el sometlmlento de dlsolventes orgénlcos a al 
tas temperaturas), cuya primera apllcacldn prâctlca estâ repre­
sent ada por la tecnologla desarrollada para la valoracldn del 
proceso llpolltlco en adlpocltos alslados.

Esta técnlca requlere ünlcamente una estufa, KOH-Etanol al 
2 t y mezcla de extraccldn de Dole:

- Los âcldos grasos del medlo de incubacldn disueltos en 
heptano contenldos en un tubo de fondo cdnlco son lleva­
dos a sequedad bajo atmdsfera de N2, en bano de arena y 
en campana de extraccldn. A contlnuacldn se lavan las pa 
redes con 0,1 cc. de hexano y se contlnüa la evaporacldn 
hasta dejar un volumen de, aproxlmadamente, 20 ul,, y se 
inyecta dlrectamente una alîcota de 6 ul. en el cromatd­
grafo de gases (se ha evltado todo el proceso de metlla­
cldn) .

- Los DAG obtenldos de la plaça flna se ponen en tubos de 
extraccldn, se anade 1 cc. de H2O destllada (requerlda 
para saturar el slllca-gel y faciliter el proceso de sapo 
nlficacldn) + 10 cc. de KOH-etanol al 3 % + 10 ugr. de 
patrdn 15:0. A contlnuacldn se agltaron mecânlcamente y 
se introdujeron los tubos cerrados con tapdn en estufa
a 70 ®C, durante 60 mlnutos. Al cabo de este tlempo ha
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termlnado el proceso de saponIfIcacldn y se procédé a la 
acldlfIcacldn del medlo, con objeto de transformer las sa 
les en âcldos grasos. Esto se hace medlante la adlcldn de 
6 cc. de Cl H IN, se agita, se anaden 10 cc de heptano y 
se agitan mecânlcamente de nuevo durante 1 mlnuto. Se cen 
trlfuga durante 5 mlnutos a 3.000 r.p.m. con lo cual se 
obtlenen dos fases: una Inferior donde queda slllca-gel 
+ CIK + H2O + etanol, y una fase superior de heptano gue 
dlsuelve los âcldos grasos. La fase superior se recoge con 
plpeta Pasteur y se pone en tubos cdnlcos, se évapora a 
sequedad bajo atmdsfera de N2, en bano de arena y en campa 
na de extraccldn. Se anade 0,1 cc. de hexano y se vuelve a 
evaporar hasta que restan aproxlmadamente 50 ul. Se extrae 
una allcota de 5 ul. y se Inyecta al cromatdgrafo de gases.

II.2.7.- CARACTERISTICAS DE LA CROMATOGRAFlA GAS-LIQOIDO (METO­
DO DIRECTO DE INYECCION DE ACIDOS GRASOS)

- Columna: de vldrlo, 3 m. de longltud, dlâmetro Interno de 
2 mm.

- Relleno: DEGS-P al 14 % sobre Supelcoport-AW, tratado con 
roiCS (80-100 mlllas) (prevlamente fosforllado).

- Gases: H2 con un flujo de 40 ml./min.; aire, con un flujo de
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400 ml/mln.; gas portador (N2), con un flujo de 45 ml./mln.

- Temperaturest detector, 200 "C; Inyector, 200 “C; h o m o  
(columna), 200 "C.

- Tiempos de retencldn: Fueron calculados utlllzando patrbnes
puros (calldad para cromatografla de gases, pureza 99%) de 
âcldos grasos de Sigma, obtenléndose los slgulentes valores:

ACIDO GRASO TIEMPO DE RETENCION

Disolvente heptano 1 min.
14:0 mlrlstlco 6 min.
15:0 ' pentadecanoico 8 min.
16:0 palmltlco 10 min.
16:1 palmltolelco 12 min.
18:0 estârlco 18 min.
18:1 olelco 21 min.
18:2 llnolelco 26 min.
18:3 llnolénlco 34 min.

TABLA VI
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En experlmentos prevlos pudlmos comprobar que el slstema de 
CGL por Inyeccldn dlrecta presentaba una serle de ventajas so 
bre la técnlca de CGL con metllacldn, que la hacîa Iddnea pa­
ra el desarrollo del trabajo que hablamos planlfIcado.

En la figura 7 podemos observar un cramatograma de âcldos gra 
SOS libres de tejido adlposo, reallzado medlante la técnlca de 
Inyeccldn dlrecta anterlormente descrlta.



lo<̂

F i g . 7: CROMATOGRAMA DE ACIDOS GRASOS LIBRES. OBTENIDO ^EDIANTE 
LA TECNICA DE INYECCION DIRECTA.
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II.3.- EXPERIHENTOS ENZIMOLOGICOS SOBRE POSICIONALIDAD DE LOS 
ACIDOS GRASOS EN LOS TAG DE TEJIDO

Estos experlmentos tlenen por objeto el conoclmlento de la 
dlstribucldn poslcdional de los Acldos grasos en el seno de la 
roolêcula de los TAG y se fundamentan en la accldn de a -llpasa 
de Rhlzopus Arrlzus (Boherlnger Manheln) sobre una emulsldn de 
TAG provocando la formacldn de DAG, MAG y AGL; la Interpreta- 
cldn de los resultados se hace en base a conslderar que los MAG 
son p -MAG y los AGL proceden ûnlcamente de la ruptura de las po 
slclones a y a* (benZOBVNA, 1974; FISCHER y ools., 1973). EUo nos perralte 
distlnguir dos poslciones: a+ a (AGL) y /îCMRG) asl ccno anallzar su ccnçosl- 
ciôn en AG.

Los TAG obtenidos de tejidôs por extracclôn y plaça £lna si- 
gui endo los procesos descritos en II.1.3.a. y II.1.3.b son red^ 
sueltos en cloroformo y tras realizar cuatro lavados sucesivos 
con agua destilada y secar con Na2S04 se llevaron a sequedad en 
bano de arena y bajo atmôsfera de nitrdgeno. Se tomaron 0.2 ml. 
que se dispusieron en tu6os de extraccidn, y a continuacidn se 
anadieron 2.5 ml. de Krebs-Hepes (PH 7.4). Tras sonicar durante 
5 minutos se incubd con 0.04 ml. de disolucidn de alfa-lipasa 
de Rhizopus Arrizus (Bpheringer-Manhein) durante 30 minutos, a 
37 ®C, en bano con agitaciôn.

Terminada la incubdtidn se procedid a la extraccidn inmedia- 
ta anadiendo 50 ml. de cloroformo-metanol (2:1) y se continué
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por el procedlmiento de Folch como ha sldo descrlto en II.1.2.a. 
Se reallzaron plaças flnas como se describe en II.2.5 y se re- 
cogieron las dlstlntas fracclones para su posterior anâlisls cro 
matogrâfico segdn el procedlmiento descrlto en II.2.6 .

B1BLIOTËCA
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II.4.- SEPARACION DE a (t'-DAG Ya ft + Oc' ft -DAG A PARTIR DE LOS 
DAG DE TEJIDO ADIPOSO, Y ANALISIS DE LAS COMPOSICIONIS EN 
ACIDOS GRASOS

La separacl6n de los Isdmeros de poslcidn de los DAG se lea- 
liz6 por cromatografla en capa flna, realizando numerosas pnie- 
bas previas con distintas fases mdviles y estacionarias, a lin 
de obtener la mejor résolueidn posible.

En un primer grupo de expérimentes se realizd la separac:6n 
por sucesivas cromatograflas (II.4.1.), y en un segundo grupo de 
experimentos se realizô la separacidn en una sola plaça con dis 
tintas fases môvil y estacionaria (II.4 . 2 . ) .

II.4.1.- Se partiô de 50 mg. de tejido obtenido de ratas soneti- 
das a ayuno durante 48 horas; los llpidos totales fueron extral- 
dos mediante la tëcnica descrita en II.1.3.a. A continuacidi se 
procediô a la separacidn de los llpidos neutres por cromatogra- 
fla en plaça fina segdn el mêtodo descrito en II.2.5, le cual 
permitiô separar la banda de DAG de las inmediatas (AGL y M\G) . 
Se rasp6 con esp&tula la banda correspondiente a DAG y a conti- 
nuacidn se procediô a rêdisolverlos en 10 ml. de cloroformo-me­
tanol (2:1). Tras agitar dos minutos en agitador mecânico se 
centrifugô durante 10 min. a 3.000 r .p.m. quedando el silicagel 
en el fonde del tube.
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Se transflere el cloroformo-metanol conténlendo los DAG a o- 
tro tubo, y filtrando con lana de vldrio. Se llevaron a sequedad 
en bano de arena, bajo atmôsfera de nltrôgeno, y se redlsolvieron 
en 0.1 ml. de cloroformo-metanol para su aplicaciôn en plaça fl­
na, que fuô reallzada utlllzando un slstema 50:50:1 (hexano: eter 
etlllco: âcldo acôtlco) y corrlendo paralelamente patrônes puros 
de Sigma ( a  a* -DAG y a j) + «*^-DAG).

Se obtuvieron dos bandas, cuyo Rf coincidiô con el de los pa­
trons s, quedarido la banda de a ^ + or'/î -DAG mâs cercana al ori- 
gen.

La extracciôn y anâlisis de los âcidos grasos componentes de 
cada banda se realizô segdn la técnica descrita en II.2.6 . (ver 
pâgina 105).

II.4.2.- Se partiô de 40 mg. de tejido obtenido de ratas someti- 
das a ayuno durante 48 horas. Los llpidos totales fueron extra^ 
dos mediante la tôcnica descrita en II.1.3.a. A contlnuaciôn se 
procediô a la separaciôn cromatogrâfica segdn la técnica descri­
ta en II.2.5. con las variaciones introducidas por THOMAS y cols. 
(1965) para la separaciôn de isômeros de posiciôn de los acilgl^ 
céridos:
- Fase estacionaria: sllica-gel GF + Acido Bôrico 0.4 M (.1:2 P/V)
- Fase môvil: Cloroformo : Acetona (96:4 V/V).
La extracciôn y anâlisis crOmatogréfico se realizô segdn II.4.1.
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III.- RESULTADOS Y DISCÜSION
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III.l.- EFECTO DEL AYUNO PROLONGADO SOBRE LA COMPOSICION EN ACI­
DOS GRASOS DEL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL DE RATA

Para la reallzaclôn de este experlmento utlllzamos dos gru- 
pos de ratas Wlstar machos, de nuestra colonla, cuyo peso me­
dio fué de 250 g . Un grupo fué sometido a ayuno prolongado du­
rante cuatro dlas y el otro durante ocho dlas. Al finalizar el 
perlodo de ayuno, las ratas fueron sacrificadas por guillotina- 
miento y se analizô la composiciôn de los triacilglicêridos de 
su tejido adiposo epididimal en âcidos grasos de cadena larga 
(superior a 12 âtomos de carbono).

En la tabla VII hemos recogido los valores obtenidos para ca 
da âcido graso expresândolos en mg. de âcido/100 mg. de tejido, 
mientras que en la figura 8 se representan grâficamente dichos 
valores.

En el cuarto dla de ayuno la cantidad total de âcidos grasos/ 
/lOO mg. de tejido, que en los animales control es de 76.88 t 
7.69 mg., sufre un descenso hasta 62.57 i 8.45 mg. Entre el 
cuarto y octavo dlas de ayuno no parece producirse modificacio 
nés en la cantidad total, siendo âsta en el octavo dla de 63.15 
- 18.93. Sin embargo este descenso no es igual para los distin- 
tos âcidos grasos de cadena larga, sino que afecta en mayor me- 
dida a unos que a otros.
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El descenso cuantltativo significative en el cuarto dla a- 
fecta fundamentalmente a los âcidos 14:0 (mirlstico), 16:0 ' 
(palmltico), 16:1 (palmitoleico), 18:0 (esteârico), no habien 
do cambios significatives para los âcidos 18:1 (oleico) ni 
18:2 (linoleico).

Entre el cuarto y el octave dla de ayuno observâmes una re- 
cuperaciôn de los âcidos grasos 14:0 y 18:0 (significativa) y 
del 16:0 (no significative) cuya caracterlstica comün es la de 
ser âcidos grasos saturados.Ademâs se mantiene el descenso de 
16:1 y continûan sin modificaciones significatives oleico y 11 
noleico.

En la tabla IX hemos expresado los valores de cada âcldo 
graso a los cuatro y ocho dlas como % respecte del valor que te 
nia en los contrôles (100 %). Podemos constater que en el cuar­
to dla se produce una diferencia en la variaciôn que parece es­
ter en funciôn de la longitud de la cadena, puesto que la dis- 
minuciôn es mayor para los âcidos grasos de 14 C y 16 C. Ade­
mâs vemos que entre el cuarto y el octavo dla se produce una 
recuperaciôn que afecta ûnicamente a los âcidos grasos satura­
dos de 14 y 18 C (significative) y de 16 C (no significative).

La tabla VIII recoge la composiciôn del tejido en âcidos 
grasos, expresada en "% de cada âcido graso sobre el total de

I
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TABLA V m .  - VARIACION PORCENTUAL DE LOS ACIDOS GRASOS EN TEJIDO

Acldo

DURANTE EL AYUNO 

0 4 dlas ayuno 8 dlas 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 %

Acldo 0 4 dlas ayuno 8 dlas 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 très grupos estudlados: contrôles (0 
dlas de ayuno), 4 dlas de ayuno y 8 dlas de ayuno. Vemos que 
durante los primeros cuatro dlas de ayuno se produce un impor 
tante camblo en la composic16n del tejldo, dlsmlnuyendo consl 
derablemente la proporcldn de los âcidos grasos roâs cortos e In 
crementândose la de los mâs largos. Durante los cuatro dlas sl- 
gulentes se produce un aumento en la proporcldn de âcidos gra­
sos saturados. Estas modifIcaciones quedan reflejadas grâflca- 
mente en la figura 9.

III.2,- EFECTO DEL AYUNO PROLONGADO MAS 5-HT SOBRE LA COMPOSI­
CION EN ACIDOS GRASOS DEL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL DE 
RATA

Se utlllzaron dos grupos de ratas de unos 250 g . de peso, 
que fueron sometldas a ayuno prolongado durante cuatro y ocho 
dlas, e Inyectadas Intraperltonealmente con 50 ug . dlarlos de 
5-HT (Serotonlna). Tras su gulllotlnamlento fué extraIdo su te 
jldo adiposo epididimal y anallzada la composlelôn en âcidos 
grasos de cadena larga de sus triacilglicêridos.

En la tabla X se recogen los valores obtenidos para los dls- 
tlntos âcidos grasos, expresacbs en mg. de âcldo/100 mg. de tejl 
do. Estos datos se representan grâfIccunente en la figura 10.
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Se observa que la concentraclôn de âcidos grasos en tejldo 
sufre un descenso senslblemeUte menor que en ratas en ayuno y 
sin tratamlento.

La cantidad de âcidos grasos expresada en mg ./lOO mg. de 
tejldo dlsmlnuye desde 76.88 t 7.69 mg . en las ratas no trata 
das ni ayunadas (contrôles) hasta 66.98 î 7.69 mg . en las ra­
tas sometldas a cuatro dlas de ayuno y tratamlento con 5-HT. A 
los ocho dlas de ayuno y tratamlento encontramos un valor de 
72.23 t 8.46 mg. Este hecho puede debersè a la exlstencla de 
reesterIflcaclôn o reslntesls de âcidos grasos, o bien a nn 
mayor descenso relatlvo en protelna InducIdo por Serotonlna.

En la tabla XI se expresan los valores de cada âcldo graso 
a los cuatro y ocho dlas como % del valor en contrôles (190 %). 
El anâllsls de los valores de cada âcldo graso es partlcularmen 
te Interesante en cuanto el âcldo linoleico » que muestra tan­
te en el cuarto como en el octavo dla un Incremento, siendo sin 
embargo un âcldo graso esenclal. Es évidente, por lo tanto, que 
el Incremento no es producIdo por reslntesls de âcidos grasos, 
slno por recaptaclôn y posterior esterlfIcaclôn de âcidos gra­
sos extraadlposos o bien por que la Serotonlna provoque en es­
tas condlclones un mayor descenso en peso de protelna del tejl­
do que de los âcidos grasos del mlsmo.
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TABLA XI.- COMPOSICION DEL TEJIDO EN ACIDOS GRASOS EXPRESADA

Acldo

EN %

0 4 dlas ayuno 
y Serotonlna

8 dlas ayuno 
y Serotonlna

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

Acldo 0 4 dlas ayuno 
y Serotonlna

8 dlas ayuno 
y Serotonlna

14:0 100 ' 57.86 77.35
16 tO 100 73.16 77.92
16:1 100 55.55 58.90
18:0 100 79.27 90.18
18:1 100 94.94 100.29
18:2 100 116.54 129.22
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En cuanto a las variaciones Indlvlduales podemos ver que en 
el cuarto dla el descenso es mâs pronunclado para los âcidos 
grasos de cadena mâs corta (de 14 y 16 âtomos de carbono) al 
Igual que ocurrla en ratas no tratadas con Serotonlna. Aslml£ 
mo, entre los dlas cuarto y octavo se produce una recuperaclôn 
selectlvamente mayor de los âcidos grasos saturados de 14 y 
18 âtomos de carbono (mlrlstlco y esteârlco).

Ambos fendmenos los podemos anallzar con mâs clarldad en la 
tabla XII y figura 11 donde se express la varlacldn en la pro- 
porclôn de los dlstlntos âcidos grasos expresados en % de cada 
grupo (contrôles, 4 dlas de ayuno + 5-HT y 8 dlas de ayuno + 
5-HT). Vemos que en el cuarto dla se produce una dlsmlnucldn 
en la proporcI6n de âcidos grasos de cadena mâs corta (de 14 y 
16 C) asl como un pequeno descenso en la proporcl6n de 18:0, 
mlentras que entre el cuarto y el octavo dla se produce un In­
cremento en el % de los saturados de 14 y 18 C (mlrlstlco y es 
teârlco). El porcentaje de linoleico aumenta tanto en el cuar 
to como en el octavo dla.

La acclôn de la Serotonlna sobre la composlcldn de los âcl 
dos grasos del tejldo, segdn parece deduclrse del anâllsls corn 
paratlvo de las tablas VIII y XII, se manlflesta en un descen­
so en el % 'de los âcidos 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 utlllzaron para este experlmento dos grupos de ratas de 
250 g . de peso sometldos a ayuno durante cuatro y ocho dlas, 
al cabo de los cuales se extrajeron muestras de sangre por pün- 
clôn dlrecta en el corazdn. Fueron valorados cuantltatlva y cua 
lltatlvamente los âcidos grasos totales del suero. Encontramos 
como âcidos grasos mayorItarlos los mlsmo's que en tejldo, ade­
mâs del âcldo araquldônlco (20:4).

La tabla XIII recoge los valores obtenidos para cada âcldo 
graso expresados en mg . de âcldo/100 ml. de suero tanto en 
contrôles basales como a los cuatro y ocho dlas de ayuno. Es­
tos datos se representan grâflcamente en la figura 12. Se ob­
serva un pequeno descenso, no slgnlfIcatlvo, en la cantidad 
total de âcidos grasos (mg./lOO ml. de suero) que de 158.51 
t 26.78 mg. en contrôles baja a 153.49 t 32.89 mg. a los 
cuatro dlas y 147.13 t 23.88 mg. a los ocho dlas.

En el cuarto dla se produce un descenso en la concentra- 
cl6n de 14:0, 16:0 y 16:1; es declr, de los âcidos grasos de 
cadena corta. El resto de los âcidos grasos no sufren descen 
SOS en sus concentraclones, a excepcldn del esenclal llnolel- 
co.
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Entre el cuarto y. el octavo dlas de ayuno se produce un de£ 
censo generallzado, excepto en el 16:0 que sufre un Incremento 
en su concentréeI6n .

Las modifIcaciones en la proporcI6n de los dlstlntos âcidos 
grasos se recogen en la Tabla XIV y estân representados grâfi 
camente en la figura 13. En el cuarto dla de ayuno se produce 
una Importante dlsmlnuclôn en el % de los âcidos grasos de ca 
dena corta (14:o, 16:0 y 16:1) asl como un Incremento en los 
de cadena larga (18:0 y 18:1). El comportamiento de los âcidos 
linoleico (18:2) y araquldônlco (20:4) debanos conslderarlos 
en tanto en cuanto se trata de âcidos grasos esenclales y 
vemos que sufren un descenso durante los cuatro prlmeros dlas 
de ayuno.

Entre el cuarto y el octavo dla de ayuno continua el descen 
so general excepto en el saturado de 16 C, afectando en menor 
medlda a los tamblën saturados de 18 y 14 C.

Parece por lo tanto raantenerse la tônlca general que obser 
vâbamos en el tejldo en cuanto a un descenso de los mâs cortos 
en el cuarto dla y una recuperaclôn de los saturados entre el 
cuarto y el octavo dlas.
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III.4.- EFECTO DEL AYUNO PROLONGADO MAS 5-HT SOBRE LA COMPOSI­
CION EN ACIDOS GRASOS DEL SUERO DE RATA

En este experlmento se utlllzaron dos grupos de ratas de u 
nos 250 g . de peso, sometldas a ayuno prolongado durante cua 
tro y ocho dlas e Inyectadas Intraperltonealmente con una do 
sis de 50 ug . dlarlos de Serotonlna. Las muestras de sangre 
se extrajeron por punclôn dlrecta en el corazôn.

Los datos obtenidos de la valoraclôn de los dlstlntos âci­
dos grasos se recogen en la Tabla XVI y estân representados 
grâflcamente en la figura 14. Del anâllsls de los mlsmos pa­
rece establéeerse un descenso acusadamente mayor en la canti­
dad total de âcidos grasos/100 ml. de suero con respecto al 
de ratas no tratadas con Serotonlna (ver Tabla XIII y figura 
12) .

La concentraclôn de âcidos grasos desclende de 158.51 - 
26.78 mg./lOO ml. en contrôles a 111.78 i 23.48 mg./lOO ml. 
en ratas en ayuno y tratadas durante cuatro dlas, y a 110.61 
- 20.0 en ratas en ayuno y tratadas durante ocho dlas. Este 
fenômeno puede relaclonarse dlrectamente con los resultados 
obtenidos en el experlmento III.2 donde encontrâbamos que se 
produce un Incremento de la relaclôn peso de âcldo/peso de te 
jldo por acclôn de la serotonlna y que como velamos (pâgina 
125 ) no puede ser debldo a una reslntesls de âcidos grasos.
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TABLA XIV.- COMPOSICION DEL SUERO EN ACIDOS 6RAS0S EXPRESADA EN %

Acldo 0 4 dlas àyuno 8 dlas àÿuno

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 PORCENTÜAL DE LOS ACIDOS <GRASOS EN SUERO
DURANTE EL AYUNO MAS 5-HT

Acldo 0 4 dlas ayuno 8 dlas ayuno
y serotonlna y serotonlna

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 13.68 22.43 16.54
18:2 20.84 16.21 15.36
20:4 22.J5 21.00 26.22
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El âcldo linolelco sufre en suero, al contrario que en teji 
do una dlsmlnucidn no sdlo en su concentracidn slno también en 
su proporclôn (ver Tabla XV), y adem&s si analizamos la accidn 
de la Serotonina en ratas «n ayuno vemos que el descenso de 
linoleico y araquiddnico parece ser estimulado por 5-HT. Es- 
to nos induce a pensar en una posible recaptacidn y reesteri- 
ficacidn en tejido de âcidos grasos procédantes del suero, 
por acciôn de 5-HT bajo estas condiciones.

En la Tabla XV se recogen los % de cada âcido graso en cada 
grupo de ratas (contrôles, en ayuno y tratadas durante cuatro 
dlas y en ayuno y tratadas durante ocho dlas). Estes valores 
se representan grâficamente en la figura 15. En el cuarto dla 
se produce un notable descenso en el porcentaje de los dcidos 
grasos de cadena mds corta (14:0, 16:0,y 16:1) asl como un in 
cremento en los del estedrico y oleico.

Entre el cuarto y octavo dla se produce un fenômeno similar 
al analizado hasta ahora en sueros y tejidos: un incremento en 
el tanto por ciento de los âcidos grasos saturados..
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Esta serie de experlmentos (III.1, III.2, III.3 y III.4) 
nos permlten observar que la modlfIcacldn en las concentraclo 
nés de âcidos grasos tanto en suero como en tejido adiposo no 
afectan a los dlstlntos âcidos de una manera uniforme sino 
que deben existir mecanismos especlficos en su metabolisroo 
que propician los cambios en su proporcidn.

Las variaciones que se producen en suero y tejido parecen 
apuntar en el sentido de que durante los cuatro primeros dlas 
de ayuno de produce un descenso preferente de los âcidos gra­
sos de cadena mâs corta (14 y 16 C) frente a los de cadena 
mâs larga (18 C).

Las diferencias entre el cuarto y el octavo dlas de ayuno 
parecen centrarse en el grade de saturaciôn, existiendo en ge 
neral un incremento en la proporcidn de los âcidos grasos sa­
turados. Quizâs como résultante de la accidn ëobre ambos fac­
tures (longitud de cadena y grade de saturacidn) el âcido pa^ 
mitoleico (corto y roonoinsaturados) es el que sufre un descen 
80 mâs considerable tanto en el cuarto como en el octave dlas 
y tanto en tejido como en suero (ver figuras 9, 11, 13 y 15).

Cualquiera que sea el mécanisme o mecanismos que le hacen 
posible, es évidente que con el ayuno se produce un Incremen­
to de los âcidos oleico, y fundamentaImente 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 proporcidn 
de los âcidos grasos del suero y el tejido respecto de sus 
contrôles. En dicha Tabla podemos observar como norma general 
que existe una importante correlacidn entre las variaciones 
en tejido y suero. Efectivamente, el orden de descenso por- 
centuai sigue el mismo patrdn en casi todos los aasos, pro- 
duciéndose un mayor descenso tanto en suero como en tejido 
de los âcidos grasos de cadena mâs corta, tanto al cuarto co 
mo al octavo dla en ratas tratadas y sin tratar con Serotonl 
na.
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111.5.- COHPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE LAS PRACCIONES ACIL- 
GLICERIDAS ¥ AGL DE TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL DE RATA

El motlvo de este trabajo fué el de conocer la composlcldn 
en âcidos grasos de las distlntas fracclones llpldlcas del te 
jido, al objeto de aproxlmarnos al problema de si existe una 
relacidn entre la distribucidn posicional de los âcidos gra­
sos en la molécula de los TAG y la liberacidn selectiva de 
âcidos grasos durante el ayuno o el estlmulo hormonal.

Para la realizacidn de este trabajo tomamos un grupo de 
doce ratas de un peso ccxnprendido entre los 250 y 300 g .
Las ratas fueron decapitadas y tras la extraccidn de su te­
jido adiposo epididimal se procedid al fraccionamiento de los 
lipidos en sus distintas clases para un posterior anâllsis 
de la composiciôn en âcidos grasos de los TAG, DAG, MAG y 
AGL.

En la Tabla XVIII se recogen los valores obtenidos para 
los distintos âcidos grasos, expresados en % del âcido graso 
en cada fraccidn.

Tomando como base la composicidn de los TAG podemos obser 
var que en los DAG la composicidn difiere bastante en el sen 
tido de un incremento importante de los âcidos grasos de ca-
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dena mâs larga, este hecho résulta de bastante Interâs pueeto 
que los resultados obtenidos por COLEMAN y cols. (1976) en sus 
experlmentos (Introduceidn, pag. 49) nos permltlrlan suponer 
que los DAG, procedentes de la lipolisls de los TAG o blende 
la esterificacldn "Via de novo" deberlan tener una proporc idn 
de âcidos grasos de cadena larga menor que los TAG. Esta dife 
rencia de composicidn entre ambas fracciones en el sentido 
contrario al esperado de acuerdo con los conocimientos sobie 
especificidad de los enzimas por los distintos âcidos grasos 
puede interpretarse en varias formas:

1.- Existencia de una accidn especifica de la TAG-lipasa so­
bre las posiciones a y a' o por déterminadas especies de lAG.

2.- Existencia de especificidad por los acil-CoÀ en la bioiln- 
tesis "de novo" de los DAG.

3.- Por resintesis de una importante fraccidn de los DAG me- 
diante la "Via monoglicârido", que permitirla la recupe- 
racidn de una parte de los âcidos grasos situados en la 
posiciôn ^ .

HOLLENBERG ya habla propuesto en 1964 (Introduceidn pags.
45 y 46) las dos primeras posibilidades como medio de expli- 
cacidn del fendmeno por êl encontrado taunbién de una libera- 
cidn selectiva de los âcidos grasos, y aunque MEINERTZ (1962)
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llegd a la conclusldn de que este fendmeno era consecuencla 
no de fendmenos de especifIcidad enzlmâtlca sino de una libe 
racidn selectiva de los distintos âcidos grasos. En nuestra 
opinidn los datos aportados por MEINERTZ sobre variacidn de 
la posicionalidad con variaciones en la dieta no permiten 
concluir la existencia de tal liberacidn selectiva. La compa 
racidn de los valores obtenidos en la fraccidn AGL con los 
de la fraccidn TAG no permite conclusiones claras en el senti 
do de que los AGL son tanto de origen exdgeno como enddgeno, 
y el desconocimiento del aporte en cada momento desde el exte 
rior impide un anâllsis serio de estas diferencias; sin embar 
go, las diferencias entre ambas fracciones en âcidos grasos 
de cadena larga no son significativas, dnicamente se observa 
un incremento en 14:0 y 16:1 con respecto a TAG y un descenso 
en 16:0.

La fraccidn MAG nos ofrece una posibilidad importante de 
anâllsis puesto que es la dnica fraccidn que cabe suponer sea 
de origen enddgeno, y que por lo tanto su dnica fuente sea 
la lipolisls a partir de los DAG.

La comparacidn de los porcentajes para cada âcido graso 
obtenido en esta fraccidn con los de TAG y DAG nos permite ob 
servar que constituye la fraccidn mâs diferenciada, y que se 
produce un importante incremento en los porcentajes de los 
âcidos grasos que se sitdan en posicidn a y a'en los TAG
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(16*0 y 18:0) y un Importante descenso de los que se sitdan. 
en la posicidn fi de los TAG (18:1 y 18:2) (Ver Tabla III).

Este hecho es fundamental en el anâlisis del problana, pues 
to que encontramos una distribucidn diametralmente opuesta a la 
que cabla esperar en el caso de que existiera una accidn espe­
cif ica de la TAG-lipasa sobre las posiciones a y a* . Un anâli 
sis mâs detenido del problema nos llevd a considerar la posible 
influencia de las vîas de desaparicidn de los MAG, que se pue- 
den reducir a:

1.- Accidn de la MAG-lipasa, que segdn VAUGHAN tiene una ac­
cidn preferencia sobre los ^-MAG.

2.- Accidn de la MAG-acilCoA-acil-transferasa encontrada por 
SCHULTZ y JOHNSTON (1971) en tejido adipose de hamster y 
que es el enzlma responsable de la "via monoglicérido" pa 
ra la slntesis de DAG.

Para analizar si esta diferencia de composicidn pudiefa 
ser debida a las vlas de desaparieidn de MAG procedimos al 
anâlisis cuantitativo y cualitativo de los MAG y obtuvimos 
los valores que se recogen en la Tabla XIX, que nos muestra la 
existencia de una correlacidn bastante clara entre la compos^ 
cidn ën âcidos graso» de esta fraccidn y su concentracidn en 
tejido, expresada en /ug de AG/g de tejido.



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

18:2 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 âcidos grasos 18tl y 18:2 al 
incrementarse la concentracidn de MAG en tejido, y una dismi-
nucidn de 16:0 y 18:0. Parece por lo tanto existir una disml
nucidn selectiva de los âcidos grasos situados en fia medida
que disminuye la concentracidn de MAG en el tejido.

Esto nos llevd nuevamente al planteamiento de la cuestidn 
central: &es la HSL-fAG lipasa un enzima dotada de especific^ 
dad posicional?. Para resolver de una forma définitiva esta 
cuestidn, clave en el conocimiento de los mecanismos de con­
servée idn de la posicionalidad de los âcidos grasos en los te 
jidos animales nos planteamos la realizacidn de los siguientes 
experlmentos (III.6 y III.7).

III.6.- DISTRIBÜCION POSICIONAL DE LOS ACIDOS GRASOS EN LOS 
TAG DEL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

El conocimiento de la especificidad o inespecificidad de 
posicidn o de especie de TAG en la accidn de la TAG-lipasa so 
bre los triacilglicêr ido s del tejido se podrla realizar de 
dos formas distintas:

1.- Mediante el aislafltiento y purificacidn de la HSL y el pos 
terior anâlisis de su accidn sobre una emulsidn de TAG de



149

distribucidn posicional conocida.

2 Mediante el anâlisis de la distribucidn posicional de los 
âcidos grasos en los TAG %el tejido y el posterior frac­
cionamiento y anâlisis ën la composicidn de los afi-DhG, 

a'fi -DAG « e'-DAG, a -MAG y fi -MAG en condiciones de li- 
polisis.

En nuestra eleccidn del segundo mâtodo influyd decisivamen 
te el bu scar un sistema donde continuasen en funcioneuniento i. 
.los otros posibles mecanismos de recuperacidn de los âcidos 
grasos de cadena larga e insaturados, como es el de la via de 
los MAG para la slntesis de TAG.

Para el anâlisis de la distribucidn posicional de los âci^ 
dos grasos partimos. de TAG de tejido adiposo epididimal, obte­
nidos por fraccionamiento de los lipidos totales segdn II.1.3.b. 
y los sometimos a la accidn de a -lipasa de Rhizopus arrhi- 
zus segdn la tâcnica descrita en II.2.5.

En la tabla XX se recoge la composicidn de los TAG sobre los 
que se realizd la accidn de la alfa-lipasa y de las distintas 
fracciones producto de la accidn enzimâtica sobre los Triacilgli 
câridos , la cual se* realiza segdn el siguiente esquema:
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4 _ .
cr'/5 -DAG

<t-LlPASA
+ AGL

a 8—DAG

a-LIPASA I cr-LIPASA

+ AGLH  H
8 -MAG ^-MAG

La composicidn de la fraccidn AGL se debe corresponder con i 
la composicidn en âcidos grasos de las posiciones + a' ,

La composicidn de la fraccidn MAG se debe corresponder con la 
composicidn en âcidos grasos de la posicidn fi .

La composicidn de la fraccidn DAG se debe corresponder con 
una media de las posiciones a , fi y a' . M = ^ ̂  ̂  —  y po;
lo tanto con la media de las posiciones fi y cr + a' (MAG y AGL) .

En la Tabla XXI se recogen las composiciones respectivas de 
las posiciones y fi t analizândose la signif icacidn de la
heterogeneidad posicional.

Podemos observar como los âcidos grasos 16:0, 16:1, 18:0 y 
18:2 tienen una marcada tendencia a disponerse en a + a'o en fi
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mlentras los âcidos 14:0 y 18:1 tienen una tendencia menor a 
disponerse en una determinada posicidn.

La Tabla XXII y figura 16 recogen el porcentaje de cada âcl
do graso que Se dispone en <> + a* y en n , y de aqul podemos de-
dücir que 14:0, 16:0, 18:0 y 18:1 se disponen preferentemente
en nr + nr' mien tras que 16:1 y 18:2 lo hacen preferentemente en

/i •

Podemos ademâs obtener un orden en la tendencia a la disposi 
cidn en fi a partir de las Tablas XXI y XXII : 18:2 >16:1 >18:1> 
>14 :0 > 1 6 :0 >18:0. En lo cual parece establecerse la posiciona 
lidad ̂  de los largos-insaturados y n , u*de los cortos satura­
dos aunque no podemos dédùcix unas reglas claxa^en. este ordena 
miento.

Sin embargo existe un hecho singular que pudiera ser la cia 
ve en el proceso que venimos analizando en la présente tesis: 
la ordenacidn de los âcidos grasos en cuanta a su preferencia 
por la posicidn fi coincide con su ordenacidn en cuanto a su pun 
to de fusidn como podemos observar en la siguiente Tabla:

Acidos Graso 18:2 16:1 18:1 14:0 16:0 18:0
Punto de Fusidn ®C -5 -0.5 13.4 53.9 63.1 69.6
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TABLA XXII.- DISTRIBÜCION POSICIONAL DE LOS AG EN LA MOLECULA 
DE-.TAG

ACIDO GRASO % EN POSICIONES 
a + a'

% EN POSICION

distribucidn 
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

%
40-1

10

10

40

80

POSICION A

Ils
IZSH

14:0 16:0 18:1 18:0 18:1 18:2

POSICIONES a + a'

F i g . 16: DISTRIBÜCION POSICIONAL DE LOS ACIDOS GRASOS DE 
TEJIDO ADIPOSO. EN LA MOLECULA DE TAG.
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Esta correspondencla entre ambos ordenamlentos nos aproxlma de 
nuevo a nuestra hlpdtesls. ya planteada en la Introduccldn (pag. 
52-55) de que los mecanismos hacen posible que durante el estl­
mulo hormonal o durante el ayuno se produzca una acumulacidn de 
âcidos grasos de cadena larga-insaturados no sean sino un siste 
ma cuyo objetivo es el de mantener un bajo punto de fusidn de 
la gota grasa del adipocito que haga posible la actuacidn inter 
fâsica de la HSL-TAG-lipasa. la cual no se realizarla frente a 
una gota grasa en estado sdlido

Eh este contexte séria analizable el triple efecto de las 
hormonas AMPc estimulantes, sobre tejido adiposo:

- estimulan la glucdgeno-fosforilasa.
- estimulan la esterificacidn.
- estimulan la lipolisls.

El ciclo de Cahill explica uno de los poàibles objetivos de 
este triple efecto: la produccidn de calor; sin embargo un anâ 
lisis mâs exhaustive nos lleva a plantear la posibilidad de que 
el ciclo sea mâs amplio en sus objetivos y no sea sino una for 
ma de mantener el punto de fusidn de los TAG mediante la regu- 
lacidn de su composicidn en âcidos grasos. Quizâs dicho ciclo 
sea ampliable a los MAG, existiendo los mecanismos posibles 
para el cumplimiento de esta funeidn:



156

1.- Estlmulo de la esterifIcacidn con selectividad para los 
âcidos grasos largos-insaturados.

2.- Accidn especificamente posicional de la TAG-lipasa.
3.- Estlmulo de la bioslntesis de TAG "via monoglicérido".
4.- Por liberacidn selectiva de âcidos grasos al medio.

Cuando analizamos los datos obtenidos en III.1, III.2, 
III.3 y III.4 desde estos modelos podemos observar que el 
orden de descenso porcentual de los âcidos grasos con el ayu 
no no coincide exactamente con el orden de preferencia posi­
cional e n  cr +  cr' (Tablas XVII y XXII bis) .

Orden de descenso Orden de preferencia
4 dlas ayuno en ^

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 hipdtesis 2 y 3 ex 
puestas anteriormente «o se ajustan totalmente a la realidad 
ya que dos âcidos grasos (16:1 y 18:0) ocupan posiciones de des
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censo porcentual con el ayuno que no les corresponde tedrlcamen 
te.

Sin embargo cabrla esperar que el orden de descenso porcen­
tual no esté s6lo en funcién de la capacidad de recuperacidn del 
tejido por sus âcidos grasos,,sino que existe un factor de con­
sume de âcidos grasos por el organisme que en gran medida puede 
afectar a la concentracidn en suero de cada âcido graso. Vimos 
anteriormente (Tabla XVII) que el orden de descenso porcentual 
de los âcidos grasos en suero y tejido a los 4 dlas de ayuno,
4 dlas de ayuno + 5-HT y 8 dlas de ayuno +5-HT siguen un patrdn 
comûn, variando dnicêunente a los 8 dlas de ayuno. Esto parece in 
dicar la influencia de un factor de consumo que podrla manifes- 
tarse en tejido a través del suero, posiblemente por la creacidn 
de un gradiente de concentraciones que fuese distinto para cada 
âcido graso.

Cuando analizamos el orden del gradiente observâmes que en 
suero el porcentaje de 18:0 (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 que la variacién en los porcentajes de cada âcido gra 
so en tejido sea la résultante de dos fuerzas:

1.- La retenciôn discriminatoria de unos âcidos grasos en fun 
cién de su posiciôn en la molécula de los TAG.

2.- El flujo de cada âcido graso en funciôn de su distinto %
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en suero y tejido.

La retenciôn real ejerclda por el tejido sobre cada âcldo gra 
so nos vendrla dada en este caso por la varlaclôn de la tasa 
% Acldo graso en tejido  ̂ valor de esta relaciôn para cada â 
% Acido graso en suero 
cido graso es el siguiente:

Acido 0 dlas 14 dlas 
ayuno

8 dlas 
ayuno

'4 dlas ayuno 
+ serotonina

8
+

dlas ayuno 
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 relaciôn % âcido graso tejido/% âcido graso 
suero para cada âcido graso en los diferentes dlas de ayuno como 
% de su valor en el dla 0 (contrôles) obtenemos los siguientes 
valores:
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Acldo 0 dîas 4 dîas 
ayuno

8 dîas 
ayuno

4 dîas ayuno 
+ serotonina

8 dîas ayuno 
+ 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 observer que la varlaclôn del valor de la relacldn % 
de AG en tejldo/% de AG en suero es positiva en los dlferentes 
dîas para los dcldos 18:2 y 16:1 (con un pequeno descenso a los 
4 dîas de ayuno mâs serotonina); es decir, los âoldos grasos dis 
puestos preferentemente en ji . Ademâs el e£ecto de la serotonina 
parece manlfestarse por un Incremento de la relacldn en 18:2 y 
16:1. Esto parece llgar el fendmeno de la esterlfIcacldn que al 
parecer promueve la serotonina con el proceso de recuperaclôn 
de los dcldos grasos en (i .

En el aspecto têcnlco del experlmeAto III.6, y como método que 
nos permlte conocer el grado de flabllldad de nuestros datos ob- 
tenldos en la Incubaclôn con alfa-llpasa hemos valorado la com­
pos le 16n de los DA6 tras la accldn del enzlma sobre los TAG y 
la hemos comparado (ver Tabla XXIII) con los valores tedrlcamente 
esperstdos a partir de los AGL (poslclones a+of*) y MAC (posicidn ̂ ). Las dl
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ferenclas entre ambas composlelones no son slgnlfIcatlvas, lo 
cual nos Indlca que el método empleado (sin utlllzacldn de de- 
tergentes) es altamente fiable.

III.7.- COMPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE a ̂  + a' fi -DAG Y « (»'-DAG 
DEL TEJIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL DE RATA DURANTE EL AYUNO

El objetlvo de este trabajo fuë, junto a III.6 , el de dllu- 
cldar de una forma clara si la HSL (TAG-1Ipasa) es un enzlma 
dotada de especlflcldad poslclonal para los TAG (a a ’o fi ) o 
bien posee una mayor aflnldad por alertas especles de TAG.

Bs evldente que caso dé̂ 'existIr una especlflcldad posiclo- 
hal por parte del enzlma cabrla esperar ear-cofidlclohes de es- 
tlmulacldn de la llpollsls la produceIdn excluslva de clertas 
formas Isomêrlcas de DAG, concretamente y -DAG, as!
como de ^-MAG. Sin embargo ésto no qulere declr aparlcldn ex­
cluslva de a:  ̂y ^ -DAG y ^ -MAG, pues to que existe un proce 
so de IsomerIzacldn espontdnea de a [i y fx'fi -DAG en ff «'-DAG, 
y de 9 -MAG en oe -MAG:

Sin embargo hanos considerado que a pesar del proceso de Iso 
merlzacldn, el conoclmlento de la composlcldn de las fracclo- 
nes « ^ -DAG y a a' -DAG serla sufIclente para resolver
el problems si êsta ültlma procédé de la IsomerIzacldn de la
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primera o bien es el producto de la accldn de la TAG-llpasa, 
en cuanto cabe esperar que si su procedencla fuese por Isomer1 
zaclôn la composlcldn en dcldos grasos serla similar para ambas 
fracelones, mlentras que en el caso de ser la accldn de la HSL 
al azar cabrla esperar que la ccmiposlcldn de ambas fracelones 
fuese dlstlntas y ambas se ajustasen a las composlclones teôr^ 
camente deducldas a partir de la conoclda dlstrlbucldn poslclo 
nal de los dcldos grasos en la molêcula de TAG (III.6), aûn e- 
xlstlendo una Influencla en la ccxnposlcldn de la fracclôn a «^-DAG 
deblda a la IsomerIzacldn.

Para la reallzaclôn de este trabajo utlllzamos ratas de 250 
a 300 g . de peso a las que sometlmos a ayuno durante 48 horas 
y obtuvlmos su tejldo adlposo epldldlidal para el fracclonamlen 
to de los llpldos.

III.7.a.- Los llpldos totales obtenldos fueron separados en una 
primera etapa en las fracclones TAG, AGL, DAG y MAG + FL segûn 
la técnlca descrlta en II.2.5.

En una segunda ëtapa los DAG fueron recromatograflados segün 
la técnlca descrlta en II.4.1. al objeto de obtener las fracclo 
nés:
1.- a /î + «'/} -DAG
2.— or a'—DAG.
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Ambas fracclones fueron recogldas para el posterior anâllsls 
cuantltatlvo en AG, por C.G.H. por Inyecclôn dlrecta (técnlca 
descrlta en II.2.6).

En la Tabla XXIV recogemos la composlcldn de la fraccldn 
-DAG obtenlda experImentaImente y la comparâmes con los valo­
res tedrlcosque calculâmes de los datos obtenldos en III.6 
(Tablas XXI y XXIII) sobre la composleIdn de las poslclones

Como podemos observer las dlferenclas son significatives 
para los dcldos grasos 14:0, 16:1 18:1 y 18:2, slendo no sl£ 
nlfIcatlvas para los dcldos 16:0 y 18:0.

En la Tabla XXV se recogen los valores obtenldos experImen 
ta Imen te sobre la compos le 16n de la fracclôn a ^ + «'/î -DAG 
del tejldo y la comparâmes con los valores teôrlcos, calcula- 
dos a partir de los datos obtenldos en III.6 (Tablas XXI y 
XXIII) sobre compos le Idn de las poslclones a + «'y fi de los 
TAG del tejldo. Se observan dlferenclas slgnlfIcatlvas dnlca- 
mente en 16:0 y 18:1, slendo las dlferenclas entre los valo­
res teôrlcos y expérimentales no significatives para el res­
te de los AG (14:0,*16:1, 18:0 y 18:2).

La correlacldn entre las composlclones de la fraccldn « 
-DAG de tejldo y la esperada tedrlcamente para una rupture al 
azar es negative como hemos podldo ver, slendo bastante buena
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para la fracciôn a ^ + a* p -DAG esto no nos permlte llegar a 
una conclusion clara, puesto que ml bien observâmes una slg- 
nlflcaclOn en las dlferenclas de la fracclOn a «'-DAG con una 
rupture al azar, los âcldos grasos que con mayor proporclôn 
se dlsponen en poslclones « + a*y mener en ^(18:0 y 16:0) no 
tlene dlferenclas significatives en nlnguna de las fracclones 
con los valores teOrlcamente esperados. Ademâs es evldente 
la exlstencla de una dlferencla significative para 18:2 (el 
dcldo en mayor proporclOn dlspuesto en P ) entre las fracclo 
nés a a'-DAG experimental y a ̂  + a'P -DAG experimental 
(t= 6 •66).

Los valores cuantltatlvos para ambas fracclones son (en 50 
mg. de tejldo):

AG de a /) + a'/J -DAG ... 105.52 1 1.57 ug (9.56 uequ/g.tej:) 
AG de a a' -DAG ... 77.03 ! 1.60 ug (7.14 uequ/g.tej.)

Slendo la relacldn (ÀG de a p a' p -DAG)/ (AG de a «'-DAG) = 
« 1 .34#' dlfIrlendo slgnlfIcatlvamente del valor de la ruptu­
re al azar (2/1) y slendo mayor de la esperada la concentra- 
clôn ( « «'-DAG).

Esto nos llevô a tratar de reduclr al mlnlmo la Influencla 
de las técnlcas emplëAdas buscando un slstema que evltase la 
recromatografla por cuanto Impllca de pêrdlda de material en
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el proceso de raspado y depdslto de la muestra en la segunda 
cromatografla, asl como la exlstencla en el raspado de la prl 
mera de grandes cantldades de écldo acétlco precedents de la 
fase mdvll y que puede favorecer el proceso de IsomerIzacldn.

III.7.b.- En este caso preferlmos utilizer el slstema descrl- 
to en II.4.2 mediants el cual se produce una menor resolu- 
clôn entre las fracclones a p + a' p -DAG y a a' -DAG, que apa 
recen mâs juntes pero que nos dan una mayor flabllldad en los 
resultados cuantltatlvos al no existIr recromatografla y al 
evltar el poslble fendmenode IsomerIzacldn Imputable a la exls 
tencla de âcldo acâtlco en el medlo entre dos cromatograflas.

Fueron desechadas todas las places en las que nos se produ 
jo una distende ôptlma entre ambas fracclones, las que corrle 
ron Irregularmente (no llnealmente) y aquellas en las que el 
raspado pudlera causer a nuestro julclo la mâs leve contamina 
cldn. Por este motlvo ünlcamente fueron utlllzadas para su va 
loraclôn por C.G.L. las fracclones procedentes de très places 
de las dleclnueve reallzadas.

En la Tabla XXVI podemos observer la composleIdn de los ««' 
-DAG obtenldos asl como los valores tedrlcamente esperados pa 
ra una rupture al azar y vemos que no se producen dlferenclas 
significatives para nlngûn âcldo graso.
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En la Tabla XXVII se recogen las composlclones de los a p +

+ ar' /J -DAG ôbtenldos y de los a p a' p -DAG esperados y que
fueron calculados a partir de las composlclones de las poslclo­
nes a + a* y P (Tablas XXI y XXIII). Se observa que tampoco en 
esta fraccldn se producen dlferenclas significatives para nln­
gûn âcldo graso.

La cantldad de âcldos grasos de cadena large obtenldos a par 
tir de 40 mg, de tejldo fueron:

AG en a/J + a' p-DAG . . . 76.77 ̂  0.91 ug (7.1 uequ/ g. tejldo)
AG en a a' -DAG ... 42.60 ̂ 0 . 91 ug (3.94 uequ/g. tejldo)

(AG en a p -h a' p -DAG)
Slendo la relaclôn --    = 1.79

(AG en a «' -DAG)

Este trabajo nos permlte deduclr:
1.- La no exlstencla de slgnlfIcacldn en la dlferencla entre los 

a p + a*p -DAG esperados y obtenldos experlmentalmente.
2.- La no exlstencla de slgnlfIcacldn en las dlferenclas entre 

los a a'-DAG esperados y obtenldos experlmentalmente.
3.- El acercamlento de la relacldn valor 

de 2/1 esperado para una ruptura al azar, e Idântlco grado 
de metabollzaclûn, lo cual nos permlte sugerlr que la ruptu­
ra provocada por la HSL (TAG-llpasa) sea una ruptura al azar, 
no poseyendo preferencla por las poslclones a o p de los TAG.
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Por otra parte es de destacar un fenSmeno que slstemâtlcamente 
se replte en los anâllsls por C.G.L.: en los cromatogramas en los 
que se anallzan los AG de DAG aparecen elevadas proporclones de 
AG de cadena Inferior a los 140 mlentras que en los procedentes 
de TAG son s6lo trazas (ver figura 17). Ünlcamente aparecen estes 
AG en clerta proporcIdn (no cuantlfIcable por las técnlcas emplea 
das) en la fraccldn MAG. Ademâs la proporcIdn es* parecIda (no 
cuantlfIcable) en a p + a' p -DAG y en a a'-DAG. Este fendmeno 
puede deberse qulzâs a una clerta selectlvldad de la TAG-llpasa 
o de otros enzlmas (DAG-llpasa ....) por el tamano de la cadena.
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CrOMATOGRAMA DE ACIDOS GRASOS CrOMATOGRAMA DE ACIDOS GRASOS
DE TAG DE TEJIDO ADIPOSp,. .  ̂ _ pE.DAG^DE XEJIDO J^DIPOSO. ,
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F i s 17: OIFEREHCIA EN LA COHPOSICION EN ACIDOS GRASOS DE CADENA 
CORTA ENTRE LAS FRACCIONES TAG Y DAG.
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III.8 .- ACCION DE LA SEROTONINA SOBRE EL PROCESO LIPOLISIS-ESTE 
RIFICACION EN ADIPOCITOS AISLADOS

En este trabajo hemos reallzado la incubaclôn de adlpocitos 
aislados, con y sin serotonina, segdn la técnlca descrlta en
II.2 y valoraunos por C.G.L. los âcldos grasos llberados al me­
dlo, los âcldos grasos libres en el Interior del adlpoclto, asl 
como los âcldos grasos esterlflcados en forma de DAG; utlllza­
mos dlstlntos tlempos de Incubaclôn: 5 minutes, 10 minutes,
20 minutes y 30 minutes (técnlcas descrltas en II.2.2, 3 y 4).

En los contrôles, Incubados sln serotonina se observa un pau 
latine proceso de descenso en la cantldad total de âcldos grasos 
libres entre los 5 y 30 min. (ver Tabla XXVIII y figura 18) que 
debe Interpreterse como un proceso de esterlfIcaclôn.

En los adlpocitos Incubados en presencla de 5-HT observâmes 
que tante a los 5 como a los 10 min. la cantldad total de AGL 
es Inferior a la de les contrôles, hecho que Interprétâmes co­
mo un estlmulo de la esterlfIcaclôn por la 5-HT.

Sln embargo tante a los 20 como a los 30 min. se produce una 
Inverslôn del proceso, puesto que se produce un Incremento de 
los AGL que es mâxlmo a los 20 minutes.

Cuando anallzamos las varlaclones en la concentraclôn de DAG
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TABLA XXVIII.- ACIDOS GRASOS LIBRES (MEDIO+INTERIOR) EN INCUBA- 
CIONES DE ADIPOCITOS AISLADOS. CONTROLES (0) Y 
CON SEROTONINA (S). EXPRESADO EN ug ACIDO GRASO/ 
/g TEJIDO.

TÏËHPOÈ n X E.S.

5C 1689.42 - 195.14
IOC 3 1293.82 - 78.62
20C 1264.79 - 54.28
30C 1229.85 - 86.40
SS 3 1366.79 t 103.42
lOS U 1170.72 t 36.47
20S 4 1509.56 - 55.80
30S 3 1438.64 - 139.18

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

TIEMPOS n X E.S.
5C 4 11439.79 - 227.18

IOC 4 9749,86 - 398.14
20C 4 8428.35 - 375.22
30C . 4 8317.95 - 184.23
5S 4 9586.54 - 296.14

lOS 4 7987.25 - 246.35
20S 4 10689.31 Î 195.28
30S 3 9504.30 - 225.49
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(expresados en funclôn de los AG componentes) observamos (Ta­
bla XXIX y figura 19) que en los contrôles se produce un proce 
so de descenso que dura todo el tlempo de Incubacldn (de los 5 
a los 30 min.) mlentras que en los adlpocitos Incubados con se­
rotonina el descenso en la concentraclôn de DAG es mâs acuëado 
que en los contrôles tanto a los 5 como a los 10 min. A los 20 
y 30 mlnutos se Invlerte el sentldo del proceso, al Igual que 
ocurrla con los AGL, produclêndose un aumento de los DAG que 
es mâxlmo a los 20 min.

Del anâllsls de estos datos puede deduclrse que el proceso 
de esterlfIcaclôn se reallza con un descenso paralelo (figuras 
20 y 21) de los AGL y DAG. Este hecho es de capital Importancla, 
en el sentldo de que si el proceso de esterlficaclôn se reallza 
se preferentemente por la via bloslntétlca "de novo" el descen­
so en la cantldad de AGL Irla acompanado de un proceso de Incre 
mento en DAG» sln embargo esto no ocurre asl slno que se produ­
ce el fenômeno Inverso, lo cual parece Indlcar claramente que ' 
la esterlfIcaclôn en los contrôles y la Incrementada por la se­
rotonina se produce preferentemente sobre el ûltlmo paso de la 
bloslntesls: DAG + Acll-CoA ------- ►  TAG + CoA-SH

Por otra parte el anâllsls de los datos cuantltatlvos de las 
Tablas XXVIII y XXIX evldencla que en el proceso de esterifaciôn 
el descenso de AGL y DAG no se reallza en la relaclôn 1:2 que 
aproxlmadamente deberla resultar de la sola actlvldad de la dla-
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cllgllcerol - aclltransferasa, slno que es mucho mayor, lo cual 
parece indlcar que el proceso de ruptura de DAG hasta AGL y gll 
cerol contlnüa durante este proceso aunque el balance global sea 
una actlvacldn de la esterlfIcacldn. En las Incubaclones con se 
rotonlna, a los 20 y 30 mln., se observa sln embargo que adn 
contlnuando el proceso de hldrollsls de DAG se produce una acu- 
mulacldn de los mlsmos con la llpollsls; parece claro por lo 
tanto que el grado de actlvldad de la TAG-llpasa es superior al 
de la DAG-llpasa. Este Incremento en las concentraclones de DAG 
parece poner de manlflesto la exactltud de los dlscutldos resul 
tados de SCOW (1965), que encontraba un Incremento de la densl- 
dad de las bandas de DAG en plaça flna durante la llpollsls es 
tlmulada por ACTH.

Ademâs encontramos que la cantldad de MAG con la llpollsls 
no se Increments en forma apreclable, Impldlendo en la prâctica 
revelar la banda de MAG en la plaça flna y su posterior anâllsls 
por C.G.L. Este hecho tamblân coïncide con los resultados de 
SCOW (1965) que no encontraba cantldades apreclables de MAG en 
plaça flna; sln embargo debe tenerse en cuenta que las cantlda­
des de adlpocitos utlllzadas (una media de 60 mg.) son demasla- 
do bajas a efecto i de.valorar la fraccldn MAG.

La esterlfIcaclôn promovlda por la serotonina parece estar 
aslmlsmo acorde con lôs resultados obtenldos por SHAFRIR y 
KERPEL (1961) que encontrô esterlfIcaclôn en los prlraeros mlnu-
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tos de Incubaclôn promovlda por la eplnefrlna y prevla a la ac 
tlvaclôn de la llpollsls.

Las cantldades de AGL llberadas al medlo sufren Incrementos 
rauy pequefios con la llpollsls (Tabla XXX y figura'22), slendo 
Inferlores a los contrôles. Esto podrla deberse a una satura- 
clôn de la albdmlna en su capacldad de transporte de âcldos 
grasos. Hemos comprobado que la albdmlna totalmente exepta de 
âcldos grasos de Sigma (AGL Inferior a 0.005%) no alcanza una 
tasa moles AGL/moles albdmlna superior a 0.28, pero hemos prefe 
rldo utilizer este tlpo de albdmlna por la orlentaclôn de nues­
tro trabajo hacla el anâllsls de la especlflcldad del proceso 
llpollsls-esterlfIcaclôn por los dlstlntos âcldos grasos; con 
ello hemos tratado de evltar la Influencla de la dlstlnta compo 
slclôn de los AGL llgados a la albdmlna bovlna y los AG de tejl 
do adlposo de rata.

Las varlaclones en la composlclôn de las fracclones DAG y 
AGL son, en nuestra oplnlôn, de gran Importancla de cara a cono 
cer los mecahlsmos de llberaclôh selective de âcldos grasos, 
asl como de los procesos de creaclôn y/o conservaclôn de la dis 
tinta poslclonalldad de los dlferentes âcldos grasos en la mo­
lêcula de TAG del tejldo adlposo.

En la Tabla XXXI podemos anallzar la composlclôn en AG de 
loa DAG a los 5, 10, 20 y 30 mlnutos tanto en contrôles 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 UK ACIDO GRASO / K DE
TEJIDO.

TIEMPOS n X E.S.

SC 4 927.SS - 3S.42

IOC 4 977.74 - 49.91

20C 4 979.82 - 29.63

30C 4 998.86 - 6S.36

SS 4 824.67 - 28.32

lOS 4 865.46 - 3S.27

20S 4 912.60 - 52.28

30S 4 887.48 - 17.48
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Fi6.22: ACIDOS GRASOS LIBERADOS AL fEDIO DE INCUBA- 
CION EN DISTINTOS TIEWOS.
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Incubaciones con serotonlna.

En Id s  contrôles el âcldo 16:0 sufre un Incremento colnclden 
te con la esterlfIcacldn de los 5 a los 30 mlnutos, mientras que 
en la Incubaclôn con serotonlna se produce un incremento (con 
respecto al control de 5 min.) a los 5 y 10 mlnutos paralelo a 
la esterlfIcacldn. Los valores mlnlmos, a los 20 y 30 mlnutos, 
se corresponden por lo tanto <^n la llpollsls.

Este mlsmo fenômeno lo podemos observer en los âcldos 18rO 
y 18:1, en los cuales se produce tamblën une correlaclôn entre 
esterlfIcaclôn e Incremento porcentual y llpollsls y descenso 
porcentuai. En la Tabla XXXII y figura 23 représentâmes el por- 
centaje de cada âcldo graso (16:0, 18:0 y 18:1) en contrôles 
e Incubaciones con serotonlna expresado como % y aslgnando el 
valor 100% al punto de mâxlma concentraclôn en DAG (control 
5 mlnutos). Podemos observer como se corresponden los descensos 
en la concentaclôn de DAG con Incrementos en los porcentajes de 
estos âcldos grasos y 'los Incrementos que se producen a 20 y 
30 mlnutos con serotonlna con dlsmlnuclones en el porcentaje de 
16:0, 18:0 y 18:1.

En la Tabla XXXIIyy figura 24 se representan los porcentajes 
de los âcldos grasos 16:1 y 18:2 expresados en base al control 
de 5 mlnutos (100%). Vemos une correspondencla entre los desce^ 
SOS en la concentracldn de DAG y los descensos en los porcenta
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Fig. 24: VARIACION PORCENTUAL DE 15:1 Y 18:2 EN INCUBACION 

DE ADIPOCITOS. VALORES EXPRESADOS RESPECTO DEL 
CONTROL 5 MINUTOS. (100%).
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jes de estos âcldos, asl como una correlacldn entre los Incre­
mentos de los porcentajes de 16:1 y 18:2 y los incrementos en 
la concentraclôn de DAG (20 y 30 mlnutos con serotonlna).

En la Tabla XXXIII se recoge el orden de descenso porcentual 
de los âcldos grasos en DAG durante la Incubacldn (sobre los 
datos de las Tablas XXXI y XXXII).

Observées que los âcldos grasos 18:2 y 16:1, preferentemenr 
te dlspuestos en ^ (ver Tabla XXII ) son los que ocupan una 
sltuacldn mâs alta en el descenso porcentual durante la ester! 
flcacldn (10'C, 20'C, 30'C, 5'S y lO’S), que Interpretamos co 
mo la résultante de la actlvldad selective de la dlacllgllce- 
rol-aclltransferasa por los a, /î -DAG en cuya estructura deben 
partlclpar preferentemente estos dos âcldos grasos; lo cual 
pudlera constltulr la base del mecanlsmo de creacldn y/o con­
servée lôn de la poslclonalldad en ^ de estos âcldos grasos.

Los âcldos 16:0, 18:0 y 18:1, dlspuestos en « + a', sufren 
un Incremento porcentual en estos tlempos, slendo el 18:0 el 
âcldo que mayor preferencla posee por las poslclones a + a' 
el que sufre un mayor Incremento.

A los 20 y 30 min. de Incubacldn, y colncidlendo con el pro 
ceso llpolltlco, se produce un camblo en el orden de descensos 
porcentuales, lo cual entendemos que debe Interpreterse en el
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sentldo de que la ruptura al azar de los TAG por la HSL-TAG-1^ 
pasa tlende a restaurar una composiclôn similar a la de los 
TAG. Efectivamente el âcldo 18:0 sufre ahora un notable descen 
so puesto gge era el mâs Incrementado en las condlclones de e£ 
terlfIcacldu mientras que 16:1 y 18:2 tlenden a recuperar su 
porcentaje en TAG.

Las Tablas XXXIV y XXXV recogen, respectlvamente, los % de 
cada âcldo graso en el medlo y el Interior del tejido a los di 
ferentes tlempos de Incubacldn con y sln serotonlna.

Vemos que la composiciôn de âcldos grasos 11berados al medlo 
no sufre Importantes oscllaclones a lo largo del tlempo, y que 
no parece segulr una pauta en relaclôn al proceso llpollsls-e£ 
terlflcaclôn. Este mlsmo fenômeno lo encontramos en los-âcldos 
grasos libres del Interior de los adlpocltos.

En cuanto a la composlclôn de ambas fracclones observâmes que 
son bastantes homogeneas, lo cual parece poner de manlflesto 
que no existe un factor de "solubllldad” o de dlferente grado 
de llberaclôn al medlo para los dlstlntos âcldos grasos.

La comparaclôn de las composIclones obtenldas para la frac- 
ci ôn AGL y la de las poslclones « ♦ a' (ver Tablas XX y XXI) 
nos muestra una gran slmllltud entre las mlsmas.
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IV.- CONCLUSIONES.

En el présente trabajo se ha realizado un estudio sobre la libe 
raciôn select!va de âcidos grasos almacenados en tejido adiposo 
epîdîdimal de rata como respuesta a determinados estimulos (ayu- 
no y serotonlna) tratando de encontrar los mecanlsmos que la pro 
plclan.

Para cumpllr este objetlvo desarrollamos un conjunto de técnl-® 
cas apropladas» entre las que cabe destacar las slgulentes:

1.- La valoraclôn por cromatografla gas-llquldo de AGL 
y de AG procédantes de fracclones acll-gllcérldas, por Inyecclôn 
dlrecta, suprlmlendo la necesldad de transformarlos prevlamente 
en sus esteras metlllcos. Elle poslblllta su utllizaclôn rutlna- 
rla tanto en anâllsls clfnlcos como en Investlgaclôn, al reduclr 
notablamente la complejldad y pellgrosldad de otras técnlcas y al 
Incrementar el grado de recuperaclôn de âcldos grasos.

2.- Hemos comprobado que trâs la Incubaclôn con alfa-11 
pasa de una emûlslôn de TAG obtenlda por sonlcaclôn, la composl­
clôn de la fracclôn DAG se correlaclona con la media de las com- 
poslclones de AGL y MAG. Esto nos Indlca la alta senslbllldad de 
esta tâcnlca y su poslbllldad de empleo para llpasas sensibles a 
detergentes, asl como en los estudlos sobre poslclonalldad.

3.- El slstema de Incubaclôn de adlpocltos alslados y la
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posterior separaciôn de los mismos de su medio de incubaclôn ha 
permltldo una valoraclôn de los AGL y AG esterlflcados en DAG que 
ha hecho poslble el fracclonamlento y valoraclôn de estos por C. 
G.L., lo cual constltuye una aportaclôn a la tecnologia del estu 
dlo del métabolisme del tejido adiposo, en cuanto hasta ahora las 
tôcnlcas slstemâtlcamente utlllzadas se llmltaban a la evaluaalôn 
global del proceso llpollsls-esterlfIcaclôn en funclôn de los va 
lores obtenldos de gllcerol o de AGL por fotometria o mlcrotltula 
clôn. La apllcaclôn de la cromatografla gas-liquide por Inyecclôn 
direeta al anâllsls de los AGL élimina totalmente la poslble con 
tamlnaclôn con otras fracclones llpîdlcas tanto en el medlo como 
en el Interior del tejido.

En cuanto a las concluslones que resultan de los datos obtenl­
dos experlmentalmente encontramos:

1.- El anâllsls de la dlstrlbuclôn poslclonal de lot â-
cldos grasos en la molâcula de TAG del tejido adiposo nos recela
que el orden de preferencla de los âcldos grasos por la position
A coïncide con su ordenamlento en funclôn del punto de fusion:

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

2.- En ratas en ayuno 4 y 8 dlas, tratadas y sln tritar 
con serotonlna se produce un descenso de la concentraciôn de âci 
dos grasos en tejido que afecta fundamentalmente a los âcldoi de 
cadena mas corta. Se pToduce un Incremento en la proporclôn le 
los âcldos de 18 C , que ademas es funclôn del grado de Insatira--
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ciôn.

3.- En ratas en ayuno 4 y 8 dias tratadas y sin tratar 
con serotonlna se produce un descenso de la concentraclôn de âci 
dos grasos en suero^ que afecta fundamentalmente a los âcldos de 
cadena mâs corta. En todos los casos se observa un Incremento en 
la proporclôn de âcldos grasos de 18C que es funclôn del grado 
de Insaturaclôn.

4.- El orden de descenso porcentual de los âcldos grasos 
en suero y tejido durante el ayuno, con o sln tratamlento con se 
rotonlna es el mlsmo, y coïncide con el orden de preferencla por 
las poslclones « + en TAG, excepte para los âcldos 16:1 y 18:0

5.- Los âcldos grasos dlspuestos en fi (16:1 y 18:2) su­
fren un Incremento slstemâtlco de la relaclôn % en tejldo/% en 
suero, lo cual se ajusta a que las varlaclones en la proporclôn 
de los dlstlntos âcldos grasos en tejido esten en funclôn de dos 
factores :

- La recuperaclôn selectlva por el tejido de los âcldos 
grasos segun su grado de poslclonalldad en /} .

- El flujo de cada âcldo graso en funclôn de su gradlen 
te de concentraclôn entre suero y tejido.

En la conoclda Influencla de especle y dleta en la compo
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siciôn en âcidos grasos de tejido adiposo,el primer factor podria 
ser especifico de la especie, en tanto el segundo factor estaria 
determinado fundeunentalmente por la dleta y el consumo.

6 .- Entre el 4®y el 8° dfas de ayuno, tanto en ratas tra 
tadas como en no tratadas con serotonlna, se produce una récupéra 
clôn porcentual en suero y tejido de âcldos grasos saturados; es 
declr, de los que se dlsponen preferentemente en las poslclones

a  + a  '  .

7.- La acclôn de la serotonlna se manlfiesta en un des­
censo de la concentraclôn de âcldos grasos de suero y un Incre­
mento de la concentraclôn en tejido, que Interpretamos como un 
Incremento de la retenclôn de âcldos grasos por el tejido, Inhl- 
blclôn de la llpollsls o de la llberaclôn.

La serotonlna causa un Incremento de la proporclôn, en 
tejido, de los âcldos grasos preferentemente dlspuestos en la po 
slclôn A de los TAG (16:1 y 18:2), asf como de la relaclôn % en 
tejldo/% en suero de los mismos. Esto parece llgar el proceso de 
esterlfIcaclôn promovldo por la serotonlna a la retenclôn de los 
âcldos en poslclôn fi .

8.- En ratas allmentadas normalmente la composlclôn de 
los DAG se dlferencla de la de TAG en una mayor proporclôn de â- 
cldos grasos de 18 C. % a  composlclôn de los MAG tlende a ajustar 
se con la composlclôn de las poslclones a * a' i esto puede ser
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debido a la hidrolisis preferencial de los /Î -MAG por la MAG-li 
pasa, descrita por Vaughan, o bien a que durante la alimentacion 
la "via monoglicerido" represente una forma de conservaciôn de la 
posicionalidad de los âcidos grasos. A ambas posibilidades se a- 
justa el hecho de que con el aumento de la concentraclôn de MAG 
en tejido se observe un descenso de la proporclôn en âcldos gra 
SOS preferentemente dlspuestos ena»cr'(18:0 y 16:0).

9.- La composlclôn de los a a^-DAG de tejido adiposo 
durante el ayuno se ajusta a la composlclôn teôrlcamente espe- 
rada en el caso de que su orlgen sea por ruptura de TAG y no por 
Isomerlzaclôn expontânea, lo cual parece demostrar que la TAG-1^ 
pasa es un enzlma no dotada de especlflcldad poslclonal, slno que 
causa la hldrôllsls de las poslclones a , ^ y a'al azar.

10.- La composlclôn de los a ̂  + ut"̂ -DAG de tejido adiposo 
durante el ayuno se ajusta tamblen a la composlclôn teôrlcamente 
esperada en el caso de que su orlgen sea debido a una hldrôllsls 
al azar.

11.- En ratas en ayuno encontramos que la relaclôn (. or fi * 
+ a'fi -DAG) / (« a-DAG) es slempre Inferior a 2, lo cual evldencla 
que existe una desaparlclôn preferente de la fracclôn or ^  ^  a*ft- 

-DAG, que Interpretamos en el sentldo de que durante el ayuno no 
estâ bloqueada la acclôn de la dlacllgllcerol-aclltransferasa.

12.- En todos los casos estudlados encontramos una ele
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vada concentraclôn en DAG y MAG de âcldos grasos de cadena corta 
(Inferior a 14 âtomos de C), mientras que en TAG y AGL represen­
tan unlcamente trazas.

13.- En adlpocltos alslados la serotonlna causa un In­
cremento de la esterlfIcaclôn durante lôs prlmeros mlnutos, que 
se manlflesta en un descenso slmultaneo de las concentraclones 
de AGL y DAG. El anâllsls de los datos cuantltatlvos para ambas 
fracclones permlten suponer que el proceso de esterlfIcaclôn es 
slmultaneo a la hldrôllsls de DAG y MAG por DAG-llpasa y MAG-Il- 
pasa, y que la acclôn de la serotonlna se ejerce medlante una 
actlvaclôn de la dlacllgllcerol-aclltransferasa.

14.- La serotonlna causa un Incremento de la llpollsls 
en adlpocltos a partir de los 10 mlnutos de Incubaclôn, que se 
manlflesta en un Incremento en las concentraclones de AGL y DAG, 
lo cual permlte suponer que la serotonlna activa la HSL-TAG-ll- 
pasa.

15.- Slmultaneamente al proceso de esterlfIcaclôn actl- 
vado por serotonlna se observa en los DAG un Incremento en la pro 
porclôn de âcldos grasos dlspuestos en o + a' y un descenso en 
la de âcldos dlspuestos en ^ . El proceso llpolltlco tlende a 
Igualar la composlclôn de las fracclones DAG y TAG.

16.- La concentraclôn de âcldos grasos llberados al medlo 
por adlpocltos Incubados con serotonlna es Inferior a los contro-
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lessen todos los tiempos experimentados, lo cual podria ser in­
dicative de una inhibiciôn de la llberaclôn al medlo causada por 
la serotonlna.

17.- La composlclôn de las fracclones AGL del medlo y 
del Interior son slmllares, lo cual parece demostrar la Inexls- 
tencla de factores de llberaclôn selectlva, poslbllldad esta a- 
puntada por algunos autores. Ademas^la composlclôn de los AGL 
posee una gran slmllltud con la composlclôn de las fracclones

a  + et '  .

18.- El anâllsls de los resultados obtenldos en el pre 
sente trabajo^y el de los datos obtenldos por otros autores, nos 
lievan a emltlr la hlpôtesls de que la deslgualdad poslclonal de 
los dlstlntos âcldos grasos en la molecula de los TAG de tejido 
adiposo, asi como la slmultânea actlvaclôn de la llpollsls y la 
es terlflcaclôn observada oon varias hormonas no représenta slno un 
mecanlsmo de recuperaclôn selectlva de âcldos grasos^ y que la 
actlvaclôn de ambos procesos se lleva a cabo a traves de la HSL 
y la dlacllgllcerol-aclltrêmsfèrasa, por dlstlntos mecanlsmos.

Esta actlvaclôn slmultânea tendria como resultado un clclo con 
servatlvo de los âcldos grasos» dlspuestos en ̂ , y como consecuen 
cia la llberaclôn selectlva de los dlspuestos en a + a' . Ello 
haria poslble el mantenlmlento de un bajo punto de fuslôn de la 
gota grasa de los adlpocltos, necesarlo para la acclôn de la HSL- 
—TAG—llpasa «
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