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ABREVIATURAS
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ADP: adyriüáiíia difosfato

AGL: acido graso libre

AHPc: adenosina-3',5'-mon of osfato cíclico

ARVíb! : ácido ribonucleico mensajero

ATP: adenosina trifosfato

CoA: coenzima A

DC: dieta control

DH: dieta hiperglucidica

DPH; 1,0”d ifeni 1-1f 3,5-hexatr ieno

EM : esfingomielina

EC: fosfatid iloolina

FE: fosfatidi1otanolamína

FI : fosfatid ilinositol

FS: fosfatidi 1ser ina

PD: proteina desacoplante
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A.- BIOSINTESIS. DE ACIDOS GRASOS HO SATURADOS.

A.I.- GEHERALIDADES.

Existe una gran variedad de ácidos grasos no saturados 

naturales que ae diferncian entre si por el número y posición de 

las dobles ligaduras y por la longitud de la cadena. A pesar de 

esta diversidad, sólo se han encontrado dos mecanismos generales 

para la introducción de dobles ligaduras: uno anaeróbico y el 

otro aeróbico. El mecanismo anaeróbico es el que poseen ciertos 

Eubacteriales (1,2,3). El asróbico es el -más evolucionado, se 

encuentra en vegetales superiores (4,5) y animales (A,7) y posee 

varias variantes. En las plantas, la nueva doble ligadura se 

introduce entré una preexistente y el metilo terminal, mientras 

que en los animales se forma entrs el oarboxilo terminal y la 

doble ligadura preexistente.

En los mamíferos, la sintesis de ácidos grasos no saturados 

se realiza en el retículo endoplásmioo por transformación de los 

ácidos precursores tioesterifio&dos con CoA. En esté proceso se 

alternan dos reacciones: la desaturacidn que introduce dobles 

ligaduras y la elongación que alarga la molécula por el agregado 

de dos unidades de carbono a partir de malonil-CoA.

Los ácidos grasos precursores son* el palmitoleico (15:1), 

oleioo (18:1), linoleico (18:2 n^6) y c<-1inolénico (18:3 n-3), 

que determinan la formación de cuatro familias o series de ácidos 

garos no saturados independientes y no interconvertibles (Fig.
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1*1) (8-13). Por otro lado, las moléculas de una misma serie se 

caracterizan por poseer una ubicación constante de la doble 

Ligadura más cercana al metilo terminal del ácido o posición n. 

Asi la familia del palmitoleico es n-7, la del oleico n-9, la del 

linoleico n-6 y la del lino Iónico n-3, Los ácidos linoleioo y 

o<-linden ico son esenciales para los animales debido a que éstos 

no los pueden sintetizar, y por lo tanto, deben ser aportados por 

la dieta. Mientras que el los ácidos 16:1 y 18:1 los pueden 

sintetizar "de novo"’.

A.2.- ACTIVACION PS LOS ¿CIPOS GRASOS.

La biosintesis de ácidos grasos no saturados no se produce 

sobre el ácido libre, sino sobre el correspondiente ácido 

activado al unirse mediante un enlace tíoester a la CoA. La 

sintesis de los aoil-CoA es catalizada por la acil-CoA sintetasa 

y se produce fundamentalmente en la fracción microsomal. La 

reacción requiere, además de CoA Libre, ATP y Mgt+ (14-20).

La reacción de activación de los ácidos grasos no es 

considerada una etapa limitante en la síntesis de ácidos grasos 

no saturados en el hígado, ya que la velocidad de la misma es 

mucho mayor (21) que la correspodiente a las reacciones de 

desaturación (22) y de elongación (12)*

A. 3, - ElDmOIQlL



1 
I
I

Figura I.i.

Fr i r?o i p a 1 rutas met = bó 1 i c sn la tic-iritesie de épicos ^raaos 

no saturados sn los animales,

i 
I 
I 
I
I 
I
I 
I
1 
I 
I 
I
I

ÍJ0 JG

ÍI2-I6-Í5

Ú «-7-CO-L3-L5

22:5

3d:-i

4 Des.

2v]

¿55

iU-Lj-15-JÍ

24.2

A is

A 4-7-IO-32-IE-3S

¿ Des.

9

I ¿-CN^ACON

nzSATlJCiAriCj':



Lu elongación de ácidos grasos puede desarrollarse

mitocondrias y en miorosomas (23). En ambos casos la cadena

en

se

alarga por el agregado de dos unidades de carbono, a partir de

acetil-CoA en raitccondrias y de tnalonil-CoA en microsomas.

En las mitocondr i as la elongación se produce por

condensación del acil-CoA correspondiente con acetil-CoA, y por

la inversion de la reducción de

enoil-CoA en la que participa una enaitna diferente: la enoil-CoA

reductasa.

En la fracción microsomal la elongación comienza con una

condensación del acil-CoA no saturado con malonilCoA y se libera

dióxido de carbono. Luego, el cetoacil-CoA forjado es hidrogenado

por una hidrogenas» a hidroxiacil-CoA, posteriormente

deshidratado a enoil-CoA y finalmente reducido por la enoil-CoA

reductasa al homologo superior del ácido graso original (23,24).

La reacción limitante en el proceso de elongación es la de

condensación (25,26).

Los micrcsoioas poseen mas de un sistema alongante (27-3Ü).

Estos se diferenciarían entre si en la enzima condensarte,

mientras que el resto del sistema alongante seria el mismo (31).

Hasta el momento se han encontrado tres enzimas condensantes

diferentes en miorosomas hepáticos, tina para acil-CoAs saturados,

otra para acil-Co¿s moncnosaturados y una tercera para ac il-CoAs

polinosaturados (32 ).

A.4.- DESATURACIQH QXIDATIVA DE LQS._ ACIDOS GRASOS
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Sí? ha estudiado el sistema enzimátioo que cataliza la 

desaturación oxidativa de ácidos grasos en un gran número de 

organismos que va desdej microorganismos (como el Bacillus 

megaterium (33$, Cándida lipolitica (34,35) y Tetrahyraena 

(36-33), a plantas superiores (39-40) y a animales 

(fundamentalmente en ratas).

En los animales, las ensimas que catalizan la desaturación 

de los ácidos ¿rasos bajo la forma de tioésteres de acil-CoA, se 
encuentran en el retículo endoplásmico y son las ¿9, ¿6, As y 

.4 desaturasas que introducen una doble ligadura con configuración 

cis en las posiciones 9-10, 6-7,5-6 y 4-5 respectivamente.

Las desaturasas son el ultimo componente del sistema de 

transporte electrónico del retículo enduplásmico, y utilizan HADH 

citopla&mático y oxigeno molecular (41-43), Controlan además, la 

síntesis de ácidos grasos no saturados, ya que el flujo 

electrónico suministrado a las desaturasas es mucho mayor que el 

que estas enzimas requieren (44) (Fig. 1.2).

Los tres tipos de enzimas que intervienen en esta secuencia, 

la NADH citocroao b5 reductasa (flavoproteins), el citocromo b5 y 

las desaturasas, son enzimas anfipáticas que poseen el dominio 

catalítico (hidrofilieo) orientado hacia el lado citoplasmático 

del organoide, mientras que la porción hidrofbbica de la enzima 

intervendría en el anclaje de la misma a la membrana (45-48).

A.4.1.- ¿9 DESATURASA.
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La desaturasa que se ha estudiado en forma más completa es 
la ¿9 desaturasa de hígado de rata. Esta ensima es una proteina 

integral de la membrana del retículo endoplásmioo de los 

animales, y representa el 13,7-0,8 K de la proteina total del 

organoide. Es ademas, una holoensima formada por un átomo de 

hierro (no heminico) por molécula, y por un único polipoptido que 

posee un alto contenido de residuos hidrofbbicos (62 y un peso 

molecular de 53.000 daltons (46).

La estructura primaria de la desaturasa (49) es similar a la 

de una de las fornas d^l citocromo P 450 (50). _ Ambas proteínas 

integrales contienen varios segmentos polares ricos en cargas 

uationicas, que están interrumpidos por secuencias no polares. 

Estos segmentos no polares deben introducirse en la region,

hidrocarbonada de la bicapa lipidies, y asi orientar hacia la

fase acuosa a las asas polares (51).
La As desatúma, al igual que el citoororno b5, son

sintetizados en los ribosomas citoplasmát toes, y luego son

incorporados postraduccionalmente en el retículo endoplásmico y 

se les une, ya sea el hierro o el grupo heme respectivamente, 

para formar las holoenzimas activas (51-53).

Los sustratos más importantes de la ¿9 desaturasa son los 

ácidos palmitico y esteárico (54,55). Los respectivos productos 

de estos sustratos, los ácidos palmitoleioo y oleteo, son los 

precursores de las familias de ácidos grasos polinosaturados n-7 

y n“9 respectivamente. Estos ácidos grasos sólo son desaturados
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cuando se encuentran como tioésteres de CoA, y no en el caso de 

estar esterifloados formando fosfolipidos (56,57). De todas 
formas, se ha demostrado que también son desaturados por la A S 

desaturasa ácidos grasos moneenóieos de diferente longitud de 

cadena con una doble ligadura en posición oís o trans (59-60). 

También hay evidencias que sugieren que se necesitan proteínas 

citosólicas para que la actividad enzimática sea máxima (61).

A.4.2.- Ü6 DESATURASA.

La ¿6 desaturasa es la primera enzima que interviene en la

síntesis de ácidos grasos de las cuatro familias de ácidos grasos

polinosaturados (Fig. 1,1) y es la etapa limitante en estas 

cuatro secuencias de reacciones (11,12)*

Esta desaturasa esta constituida por un único polipéptido 

cuyo peso molecular es de 66.000 daltons, y por un átomo de 

hierro no heminico por molécula de enzima. Al igual que las 

restantes desaturases, es una proteins integral del retículo 

endoplásmico y constituye el 0,18 X de la proteina total del 

organoide (45).

Los principales sustratos de esta enzima son los tioésteres 

de los ácidos grasos esenciales linoleíl-GoA y -linolenil-CoA 

(9,10), aunque también puede desaturar a ácidos grasos 

eateriftoados formando fosfolipidos (56), A pesar de ésto, la ¿6 

desaturasa también actúa sobre varios ácidos grasos monoenoioos 

de configuración trans (58) y sobre ácidos grasos saturados
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(56,62,63).

La actividad enzimátioa de la ¿6 desaturasa, al igual que 

la de la ¿9, es modificada por proteínas citosólicas 

(61,64,05).

A.4.3- ¿ 5 DRSATURASA,

En la rata, la ruta principal para la bio3intesis de Acido 

araquídónico y ácidos polienóioos de las series n-G- y n-3, 

comienza con una desaturación en posición 6-7 seguida por una 

elongación a ácidos de 20 Atoaos de carbono y, finalmente, una 

nueva desaturación a cargo de la ¿5 desaturasa (Fig. 1.1).

La ¿5 desuturasa es una enzima microsomal muy activa 

(12,66,67), que desatura ácidos eicosatrienoicos en los 

norreFspcndlentes análogos de araquidonilo, ya sea que éstos se 

encuentren como derivados de CoA o cobo eicosatrienoil 

fosfolipidos (56). Esta desaturasa actúa, además, sobre un cierto 

número de ácidos grasos que poseen la primera doble ligadura en 

posición 11 (68-72) y sobre ácidos monoenoicos de configuración 

cis y trans (56,59,73).

La importancia de esta enzima se debe a que interviene en la 

biosintesís de los ácidos 5,8,11-eicosatrienoioo, araquidónico y 

5,8,11,14,17-eicüsapentaenoico, que son los precursores de los 

eicosanos. Los eicosanos son una serie de ácidos de 20 átomos de 

carbono conocidos como prostaglandinas, prostaciclinas, 

tromboxanos y leucotrienos, que poseen una relevante función
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fisiológica (74-77).

A 4A.4.4.- DESATURASA Y OTRAS.

La ¿4 desaturasa es una de las desaturasas sobre la que se

tiene, hasta el momento, menor información. Interviene en la

biosintesis de los ácidos 22:5 n-6 y 22=6 n-3 a partir de los

correspondientes sustratos, los ácidos 22:4 n-6 y 22:5 n-3,

respectivamente (12,78) (Fig. 1.1). El ácido 22:5 n-6 es un

componente importante en los testículos, mientras que el 22:6 n-3

lo es en el cerebro (79).

La desaturasa, sobre la que se tiene menos información

aun, estaría presente en testículos (71,80), en el Intestino y la

vejiga <81)►

A. 5.- RETJRQCONVE5SIOK DE ACIDOS GRASOS

En los tejidos animales, los ácidos pe lieti Iónicos 22:5 n-6 

y 22:8 n-3, que son los últimos miembros de las familias del 

linoleico y el X-linolénico (Fig. I.l>* son retroconvertidos en 

los ácidos araquidóniec y 20:5 n-3 respectivamente. Este proceso 

se lleva a cabo en los peroxisomas por un mecanismo de 

-oxidación (82,83).

El mecanismo de retrooonversion serla una de las causas que 

impide una acumulación importante de los ácidos polietilónioos de 

22 carbonos en la mayoría de los tejidos.
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B,- REGULACION . DE LA BIOSINTESTS DE . ACIDOS___ GRASOS ...NU

. SATURADOS.

B.I.- GENERALI DADES. ■

La biosintesis de los ácidos grasos no saturados es 

modificada por diversos factores. Estos actoarlan en forma 

directa y / o indirecta activando o ¡desactivando las desaturasas 

o modificando la cantidad de enzima presante. De todas formas,

hasta el momento, no pedemos explicar detalladamente el

intrincado mecanismo de regulación de la biosintesia de ácidos

grasos no saturados a nivel molecular -

Como ya se mencionara, la regulación de la biosintesis

hepática de ácidos grasos no saturados en los animales se produce

fundamentalmente a nivel de las desaturasas, ya tanto laque ,

reacción de activación de los ácidos grasos como la de elongación

y las del sistema de transporte electrónico id i or o soma 1, son

generalmente mucho más rápidas que las de desaturación (Fig. 1.2)

(12,21,22,44).

Los factores que afectan la biosintesis de los ácidos grasos

no saturados incluyen: la edad y sexo da los animales,

características nutriclonales y ambientales a las que son

sometidos, propiedades fisicoquímicas de las membranas del

retículo endoplasmico donde se encuentran las desaturasas) y

hormonas. Cube señalar que si bien en esta clasificación los
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distintos factores enumerados no son totalmente independientes 

entre si, la misma sirve para ordenar la inf creación . .

B.2.- FACTORES HUTRICIOBALES

La actividad enzimátíca de las desaturasas es muy sensible a

la dieta, ya que cuando se modifica en forma cuali o

cuantitativamente alguno de los componentes de La misma * la

actividad desaturante s© altera indaf©ctiblemente.

El ayuno provoca una disminución en la actividad enzimátíca

de las Ad (54,66,54-06) y ¿9 desaturasas (54,66,84,87) y un 

aumento en la ¿5 desaturasa (88). Esta disminución en la 

actividad enzimátíca de la ¿9 desaturasa se revierte al 

reali mentar los animales con dietas libres de lipidos por 

inducción de la desaturasa (53,87).

Las dietas ricas en ácidos grasos saturados aumentan la 

actividad enzimátíca de la ¿9 desaturasa (89) y disminuyen 1.a de 

La ¿8 (90), mientras que las dietas con un alto contenido en 

ácidos grasos no saturados provocan los efectos contrarios en 

dichas actividades enziraáticas (89,91). Por otro lado la 

actividad ¿5 desaturasa aumenta en las ratas con dietas ricas 

en ácidos grasos saturados (SO)*

Cuando una dieta posee cantidades adecuadas de los ácidos 

grasos esenciales, la síntesis del ácido graso eldorstrienoico 

n-9 está bloqueada, ya que los ácidos grasos de las series n-6 y 
n-3 inhiben la desaturación del ácido oleico por la A 6 
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desaturasa (91). Pero cuando se alimenta a las animales con 

dietas deficientes en los ácidos grasos esenciales, la inhibición 

es eliminada y la acitivldad enzLmátíoa de las ¿ 9 

(54,88,90,92,93), ¿6 <54,66,84,93,94) y ¿4 desaturasas (94) 

aumenta y la de la ¿5 desatarasa disminuye (13,95). Estas 

variaciones en la actividad desaturante determinan que bajo estas

eondiciones nutr ic ionales anmen t a el contenido de los ácidos

oleico o eicosatrienoico n-S y d isminuya el de' linoleioo y

araquidónico (92,96)*

La proporción de proteina de la dieta es un factor que

modifica la actividad enzimática de la Zi 6 desaturasa (89). Una 
dieta hiperproteica aumenta la actividad de la ¿6 desatiirasa, 

cuando el contenido de proteínas de la tisnia es superior al 35 Sí

(97) . En este proceso estaría involucrada la sintesis proteica

(98) * Por otro lado, cuando se alimentan ratas recién destetadas 

con una dieta bipoproteica, la actividad snzimátioa de la ¿6 

desaturasa disminuye (99).

Las dietas hipergluoidicas, al igual que otras dietas 
lipogeneticas, aumentan la actividad enzimátlca de la A 9 

desatur&sa y disminuyen la de la ¿8 desaturasa (89,30,98).

Si se alimenta a las ratas con dietas que poseen colesterol 

en exceso, se modifica, entre otros parámetros, la actividad 

desaturante y la composición lipidies, microsomal hepática. Se 
observa un aumento en la actividad enzimática de la A 9 

desaturasa y una disminución en la de las A 6 y A 5 desaturasas 

(100,101). Si luego se reemplaza esta dieta por una que no posee
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eolesterol, se invierten laa variaciones observadas en la 

actividad desaturante (102).

La 'actividad desaturante no sólo se modifica como 

consecuencia de variaciones cual! y cuantitativas de los lipidos, 

hidratos de carbono y proteínas de la dieta, sino también cuando

se modifican las vitaminas y minerales de la misma. Un exceso de

vitamina A en la dieta provoca una disminución en la actividad

ensimática de la ¿9 desaturasa (103), mientras que se observa el

efecto contrario cuando la dieta es deficiente en dicha vitamina

( 104 ). Por o.tro lado, la actividad anzimátiaa de La

desaturasa no se modifica par exceso o defecto de vitamina A en

A 6

la dieta (103,104),

El Zn, Cu, Fe y Na de la dieta también modif iean la

actividad desaturante (105-108)

B.3.- FACTORES HORMONALES, 

En la rata diabética se observa una disminución en la

actividad enzimática de las (109-113),

(98,109,111,113,114) y ¿5 desaturasas (115), que es revertida

por la administración de insulina. La As desaturasa ha sido la

mas estudiada, y se ha sugerido que la sintesis proteica seria

A 9 A 6

necesaria para que la actividad de esta desaturasa aumente en 

ratas diabéticas tratadas con insulina (110), Por otro lado, 

teniendo en cuenta que en las ratas diabéticas alimentadas con 

fructosa □ glicercl la actividad enzimática de la ¿9 desaturasa
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no está inhibida (116,117), y que además estos dos carbohidratos.

a diferencia de la glucosa, pueden ser metabolizados por la rata 

diabética (118), se ha propuesto que intermediarios de la via 

glicolitioa tendrían un papel importante en la inducción de la 

actividad de la ¿9 desaturasa.

La actividad enzimátíca de la Ü9 desaturasa no es afectada

por la administración de glucagón (119), ni de adrenalina (120).

Por el contrario, ambas hormonas deprimen la actividad enzimática 
de las ¿6 y ¿5 desaturasas (119,121-124) y en si hígado este

efecto estaría mediado por el AKPo (13), via un mecanismo 

(b-adrenérgioo (125). La ¿CTH también inhibe la aotivdad enaimátioa
de las A 6 y As desaturasas (126).

yLos glucocortico ides naturales (h idrocort isona) los

sintéticos (dexametasona), aumentan la

A9 desaturasa (127,128) e inhiben la de
actividad cnzimática de la
las A 6 y A 5 desaturasas

(129,130).

Estas variaciones en la actividad desaturantc provocadas por

los glucocorticoides se produciri«n a través de un

citosólioo proteico', cuya síntesis estarla estimulada por la

hormona (130,131).

El nivel de las hormonas tiroideas tiene un marcado efecto

sobre la actividad desaturante. En las ratas tiroid©atomizadas se

observa una disminución en la actividad enzimátíca de las As y

¿6 desaturasas (132). Por otro lado, las ratas tratadas con

enzimátíca de la A 9 desaturasa y una -disminución ©n la de
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todos estos

estudios las hormonas tiroideas fueron administradas por varios

días y hasta semanas, antes que se pudieran observar cambios en

la actividad desatorante,

B.4.- EDAD Y SEXO.

La edad de los animales tiene una importancia relevante

sobre la actividad desatorante* La misma es más dramática en los

primeros estadios del desarrollo donde la actividad de las A 9.

inducciones enzimaticas

con el crecimiento (136-138),

Se han observado, además, diferencias en la actividad

desaturante entre hembras y machos de animales sometidos &

diferentes tratamientos. En general, las hembras han presentado

una mayor actividad ensimatica en las A 9, AS: A 5 y A 4

desaturasas que las ratas macho (139,140)*

B.5*- SUSTANCIAS DE DISTINTA NATURALEZA QUIMICA.

As, Ó6 y

La actividad

As desaturasas

enzimática de la

La actividad enzimática de las’’v
son inhibidas por el KCN (141,142).

5 desaturasa también es inhibida por la asida sódica y por la 

o-fenantrolina (143).

También se ha observado que sustancias que aumentan la 

proliferación peroxisomal, como el acido olofibrico y el
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triadenol, aumentan la actividad ensimatica de la A 9 desaturasa

<144),

B,6.- EACTQRE.S AMBIENTALES.

Variaciones en la temperatura ambiental determinan

modificaciones en la composición lipidica de distintos tipos de

organismos procarióticos al igual que de eucaríóticos, tendientes

a mantener los lipidos de la membrana en un estado físico

adecuado (liquido cristalino). El proceso de “adaptación

homeovisoosa'1 mantiene la temperatura de transición de fase por

debajo de la de crecimiento y al mismo tiempo cercana & la misma.

evitando asi los efectos perniciosos de una heterogeneidad de

fases lipidicas y de lipidos hiperfluidcs en las membranas (145),

Tanto en bacterias (146,147), como en levaduras (148),

hongos (149,150), protozoarics (151), plantas superiores (152) y

animales poiquilotermos (22), este mecanismo de adaptación a

temperaturas de crecimiento menores a las de su normal

desarrollo, determina un aumento en la proporción de ácidos

grasos no saturados de los lipido3 de las membranas. Se establece

asi una relación inversa entre el grado de insaturación de la

membrana y la temperatura de aclimatación «

Uno de los factores mas importantes que afectan la fuidez de

la membrana lipidica en los euoariotes y proeariotes es

precisamente el grado de insaturaoión de las cadenas de ácidos

grasos, También son factores relevantes a tener en cuenta, el
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colesterol en los .anísales, y en los procariotas la longitud de 

la cadena de los ácidos grasos y la presencia de ramificaciones 

en los mismos.

Si bien hasta el momento las bases metabólicas que 

determinan el aumento en la insaturación no están totalmente 

elucidadas, hay suficiente evidencia de que los organismos 

adaptados al frió poseen una mayor producción de ácidos grasos 

normales. Esto bs sido demostrado en distintos tipos de 

organismos. En Escherichia coli la producción de ácido oleico

respecto a palmitico producidos por el complejo de la ácido graso

sintetasa aumenta en los cultivos a 10 C respecto a los que se

encuentran a 40 C (153). Cuando se transfiere un cultivo de

Bacilus megateiuc de 35 a 20 C, se produce una hiper inducción en

la sintesis de la As desaturasa (154). En Tetrahymena la

actividad de la & 9 desaturasa también aumenta cuando se

transfieren los cultivos de 40 a 15 C (151). Este aumento en la

actividad desaturante seria consecuencia de: una inducción en la

sintesis de la desaturasa y una activación de moléculas 

preexistentes de la enzima (155). En el pez Pímelodus maculatus 

se observa un aumento en la actividad enslmatica de la ¿6 

desaturasa cuando la temperatura del acuario se disminuye de 30 a 

15 C. Este aumento sería producido por una inducción enzlmatica 

(22).

3n conclusión, en microorganismos y en animales 

poiqu i 1 otemos, la disminución de la temperatura de crecimiento 

provoca una disminución en la fluidez de las membranas. Esta
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disminución seria contrarrestada por una inmediata activación del

sistema desaturante tendiente a restaurar un estado físico

adecuado en La membrana. De todas formas, este no seria el único

mecanismo que explica la relación inversa que existe entre el

grado de insattiraeión de los ácidos grasos de la membrana con la

temperatura de crecimiento. Actualmente hay suficiente evidencia

sobre la existenoia de un control genético en la sintesis de Las

desaturasas. Este ultimo seria un mecanismo que actuarla en La

respuesta a largo

EL efecto de la temperatura ambiental en las propiedades

de las membranas de animales homeotermos no es tan obvio

como en el caso de microorganismos y animales poiquiLctermos. Los

animales huméctennos poseen un mecanismo complejo, ©n e 1 que

mantiene la

temperatura corporal ■constante sobre un amplio rango de

diferentes temperaturas ambientales.

En estudios previos hechos on nuestro laboratorio (139), en

los que ratas hembra adaptadas a vivir a 31 C durante 23 días

eran transferidas posteriormente al frío (14 C) durante

diferentes periodos

actividad de la

de tiempo, se observó una
¿ 9 desaturasa luego de 24 h

disminución en

de exposición

la

al

frío, mientras que la actividad de la A 5 desaturasa aumentó en

ese mismo periodo de tiempo. Posteriormente se demostró que los

niveles séricos d© estradiol estarían implicados en esta
respuesta de la ¿6 desaturasa al frió (156). Por otro lado»

ratas macho adaptadas a las mismas condicones no presentaron
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g variaciones significativas en la actividad enzinwtioa de las

¿9 desaturasas por efecto del frió.
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C.- QBJ.EmOS.

Como ya se mencionara en la Introducción» existe una

estrecha interrelación entre la temperatura de crecimiento de

microorganismos y de animales poiqui loteemos y sus respectivos

metabolismos lipidíeos. Más específicamente con las propiedades

fisiecrquínticas de sus membranas y el metabolismo de los ácidos

grasos no saturados. En el caso de los animales homeotermos, la

información existente en relación al metabolismo de los ácidos

grasos no saturados de animales expuestos a diferentes

temperaturas ambientales se restringe casi exclusivamente a la

aportada por los trabados previos hechos en nuestro laboratorio.

Por otro lado, teniendo en cuenta el activo rol de las

hormonas tiroideas en el proceso de termogénesis de animales

horneotermos y la escasa información sobre los efectos

regulatorios de estas hormonas en la actividad desaturante, nos

planteamos los siguientes objetivos generales para la realización

de este trabajo:

a) Profundizar el estudio del efecto de la temperatura ambiental

en el metaboliamo lipidico de animales homeotermos.

b) Estudiar el efecto de la L”triiodotiranína (T3) en la

actividad desaturante de animales home otemos.

A partir de estos objetivos, el trabajo desarrollado se



presenta ©n dos capítulos de la siguiente forma:

1. En el Capitulo 1 se detallan los experimentos destinados a

profundizar nuestro conocimiento sobre el efecto de la

temperatura ambiental en la actividad desaturante microsomal

hepática de rata. En los mismos sé estudió, además, la

interrelation entre la oomposieión lipidica. la composición de

ácidos grasos, las propiedades fisicoquímicas de los miorosomas y

el efecto de dietas de diferente composición, con la actividad de

las desaturasas de animales expuestos a diferentes temperaturas

ambientales -

2. En el Capitulo 2 se describen las investigaciones realizadas

eon al fin de estudiar el efecto de la T3 en la actividad de la
¿9 desaturasa en el tiempo y los posibles mecanismos involucrados

en esta respuesta enzimática, como asi también el efecto d© esta

hormona tiroidea en la actividad de las A 6 y ¿5 desatürasas, la

composición lipidiea y las propiedades fisicoquímicas de los 

miorosomas hepáticos.



■ CAPITULO 1
I
a EFECTO DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL EN EL METABOLISMO LIPIDICO
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l.t- IHTRODÜÜCIOH .

1.1.1.- GENERALIDADES.

El hombre y otros animales homeotermos 

son capaces de mantener su temperatura 

constante cuando se los expone a una amplia 

climáticas. Esta regulación térmica en 

caliente es critica dada la dependencia de 

reacciones enzisiáticas con la temperatura.

Los animales homeotermos hibernantes poseen

temperatura estacionales muy marcadas; sin embargo, ellos 

controlan su temperatura durante la hibernación dentro 

rango de hasta 35 C> manteniéndola unos pocos grados por 

actividad celular ydel ambiente pars retardar Is 

energía.

Entre loa dos extremos, 

hibernantes, ss hallan muchas 

poseen fluctuaciones diarias y 

corporal, pero todas poseen 

independientemente del ambiente

(namiferos y aves) 

interna prácticamente 

gama de condiciones 

animales de sangre 

las velocidades de las 

variaciones de 

también 

de un 

encima

conservar 

el hombre y los animales 

otras especies hoineo termas que 

estacionales de su temperatura 

la capacidad do controlarla 

exterior» pudiendo mantener asi

una temperatura celular óptima necesaria para cumplir con sus 

demandas metabólicas (157).

Estos procesos de aclimatación requieren de un equilibrio 

entre la producción y la pérdida del calor.

Asi, cuando un homeotermo es expuesto al frío disminuirá las 



pérdidas de calor y aumentará su producción; mientras que, por el 

contrario cuando se encuentre en un ambiente caluroso aumentará 

las pérdidas de calor y disminuirá la producción del mismo.

1.1.2.-  ACLIMATACION AL FRIO.

Cuando un mamífero es expuesto al frío (temperatura

ambiental menor a la que estaba aclimatado)> se desencadenan

mecanismos rególatorios adicionales a los ya existentes,

tendientes a disminuir las pérdidas de calor y aumentar su

producción, Se produce una vasoconstricción cutánea. p iloerección

o crecimiento de pelo para asi aumentar el aislamiento

periférico. Al mismo tiempo, hay un aumento en la termogénesis

que en un principio será provocada por escalofríos, y luego,

cuando el animal se haya adaptado al frío será reemplazada por

a

termogénegís independiente de escalofrío. Una de las especies que

se adapta más rápido al frió es la rata (158-162) (Fig. 1.1.)♦

1.1.2.1.- Termogéneais por escalofrío.

El escalofrío involucra el mecanismo normal de contracción 

muscular, y el efecto de aumentar la producción de calor es 

similar al del ejercicio (IBS). El grado de utilización de 

oxigeno (y de 3U3tratog) por las mitooondrias musculares está 

normalmente controlado por el aporte de ADP. El escalofrío 

propiamente dicho esta bajo el, control del sistema nervioso
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central (163,164), mientras que el aporte de sustratos fifi 

regulado por el sistema nervioso simpático. Por otro lado, tanto 

el sistema nervioso simpático como la glándula suprarenal, son 

estimulados por el frió para liberar noradrenalina y adrenalina 

respectivamente (158).

El principal aporta de sustratos, utilizados durante la 

exposición al frío, proviene de los lipidos* Hay un aumento en la 

movilización de lipidos como ácidos grasos libres (AGI,), debido a 

una lipólisis acelerada en el tejido adiposo blanco (165-168). La 

concentración sanguínea de AGL se eleva (165,166,169-172), asi 

como también el "turn-over" de los mismos (173), y disminuyen les 

triglicéridos en el tejido adiposo blanco (174,175). Los 

triglicéridos y diglioéridus del músculo esquelético también 

disminuyen (176) mientras que no se modifican apreciablemente en 

el hígado (176,177)* El cambio más mareado en los lipidos del 

plasma, además de aumento de los AGL ya mencionado, es una 

disminución en los triglicéridos de las 1ipoproteinas de muy baja 

densidad (178).

Junto con los lipidos, La glucosa es otro de los sustratos 

utilizados durante la exposición al frió para mantener un 

metabolismo basal elevado* La concentración de glucosa aumenta en 

sangre (170-172,179), como asi también su oxidación y "turn-over1' 

(179). Este aumento en la producción de glucosa como consecuencia 

de la exposición al frió, se debe a un incremento en la 

glucogenólisís y gluconeogenesis hepática (180,181). El 

catabolismo proteico y de amino ácidos también esta aumentado
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(181,182).

1.1.2.2."  Termogénesis independiente de escalofrío.

Cuando un animal se transfiere al frió, el aumento en la 

producción de calor que se produce al principio se debe a la 

termogénesis por escalofrío (TE). Luego, cuando el animal se ha 

adaptado al frió, este mecanismo es reemplazado por terjncgénesis 

independiente de escalofrío (TIE). La conversión de TE en TIE 

está controlada por el sistema nervioso simpático a través de la 

acción oalorigónica de las oateoolamih&s, principalmente en el 

tejido adiposo pardo (158,183-185) y en el músculo esquelético 

(158,186,187). También participan en la TIE, aunque en menor 

proporción, el hígado (188,188), el intestino (159), el corazón y 

el cerebro (ISO).

Se necesitan niveles normales de hormonas tiroideas para que 

se produzca la adaptación al frío (185,191,192), y éstas actúan 

en forma sinérgioa con las catecolamiñas (184-186,191-194).

También se requiere de un normal funcionamiento de la 

cortesa suprarrenal para que se mantenga la homeostasis térmica 

én el frío (180,194).

La gran capacidad del tej ido adiposo pardo de aumentar la 

producción de calor, se debe a que responde al estimulo simpático 

aumentando la respiración celular desacoplada de la fosforilación 

del ADP (162,195). Hay, por lo menos, dos elementos necesarios 

para una respuesta adecuada de este tejido: disponibilidad de
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eustrato y un mecanismo para desacoplar la

La activación simpática provoca rápidamente 

de los triglícéridos intracelulares del tejido 

(196), La Hpoproteinlipasa se activa en 

exposición al trio, proveyendo a los tejidos 

triglícéridos del plasma (1S7).

Al igual que en la 

animales adaptados al 

sustrato, además de los

TEj en la TIE que ae

frió, se utiliza

fosforilación.

una hidrólisis

adiposo pardo

horas luego de la 

ácidos grasos de los 

desencadena en loo 

a la glucosa come 

aumentada de la 

y glucogenólisis 

que poseen 

sustratos

ñGL. La concentración

misma se debe a una elevada gluconeogenesis 

hepática (158). La ingesta de alimentos incrementada

los animales en el frió, también provee de los 

necesarios para poder mantener una elevada producción de calor en 

estas condiciones (158;185).

La disipación de energía como calor proveniente de la 

oxidación de ácidos grasos depende de una única proteica 

mitocondrial del tejido adiposo pardo, la termogenina o proteina 

desacoplante (PD). Esta es una proteins de la membrana interna de 

las mitocandrias del tejido adiposo pardo, que posee un peso

molecular de 32.000 (198). La PD estimula la respiración 

mitocondrial y desacopla la fosforilación al reducir el gradiente 

de protones a través de la membrana interna mitocondrial(1S9). La 

exposición al frió aumenta la síntesis de la PD (200,201).

Los AGL (162,199,202,203) y los nucleotides (199,204) 

controlan el acoplamiento de la fosforilación oxídatíva ya que 

actúan regulando el pasaje de protones a través de las
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mitooondrias ► Una elevación en el nivel de AG-L favorece La

reducción del gradiente y en consecuencia estimula la respiración

celular* El aumento en la densidad mitocondrial de la PD es la

que determina el grade de desacopLamiente en la respiración, que

se pueda generar (162,195).

1*1.3.- ACLIMATACION AL CALOR*

El calor ambiental desencadena mecanismos de adaptación en

las animales horneotermos, tendientes a mantener constante La

temperatura corporal, y a ajustar @1 equilibrio de líquidos

corporales, el metabolismo energético y el comportamiento a los

requerimientos necesarios para sobrevivir en las nuevas

condiciones ambientales.

.Se originan los procesos que aumentan las pérdidas del

calor, tales como vasodilataoión, transpiración en el hombre y

jadeo y salivación en los animales (160,194). Por otro lado, hay 

una disminución en la producción de calor (194,205,206) y en la 

Lipólisis (207). También se observa una disminución en el grado 

dé crecimiento (206) y en el consumo de alimentos (208)* Esta 

termogénesis e ingesta disminuida podrían ser consecuencia de la

menor actividad tiroidea y conversión periférica de T4

(194,209,210) que presentan los animales en el calor. Ademas, los

animales hipotiróideos poseen una mayor tolerancia al calor

(194,211).
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1.2.-  MATERIALES Y METODOS.

1.2,1.- ANIMALES UTILIZADOS.

En los estudios realizados se eligió trabajar con ratas, ya 

que estos animales se adaptan rápidamente a las distintas 

condiciones ambientales (158). Por otro lado, los carabios 

fisiológicos que se producen en los procesos de adaptación, están 

ampliamente estudiados (158,160-162,194,212),

Con respecto al sexo de los animales, se optó por trabajar

con ratas macho y no oon hembras, ya que los machos no presentan

las variaciones hormonales debidas al ciclo estral que se observa

en las hembras, y por lo tanto, no es necesario tener gue

sincronizar los animales en una misma etapa, como hay que hacer

cuando se trabaja con hembras.

Las ratas macho que se utilizaron fueron ratas Mistar de

60-70 dias de edad cuyo peso osciló entre 150-250 g. Las mismas 

fueron provistas por el bioterio de la cátedra de Bioquímica de 

la Facultad do Ciencias Médicas (UNLP), o adquiridas en la CONEA. 

Todos los animales estuvieron alojados en jaulas individuales oon 

la temperatura ambiental controlada a 24 + 1 C (a menos que se 

especifique otra temperatura) y sujetos a 12 h de lúa y 12 h de 

oscuridad (siendo media noche el punto medio del periodo de 

oscuridad). Se determinó diariamente la ingesta y el grado de 

crecimíénto de aada animal,

Los animales se sacrificaron siempre a las 8 a.iu. para evitar
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variaciones en los datos debidas a ritmos c i rcadeanos (213).

Luego de decapitar las ratas, se recogió sangre (para luego

separar suero), y se extrajo el hígado de donde se obtuvieron las

fracciones suboelulares microsomal y mitoeondrial. En el suero

dosaron las hormonas tiroideas. A las fracciones subcelulares se

les hizo el análisis lipidico y en la fracción microsomal se

midió la actividad desaturante.

1.2.2.-  DIETAS.

Los animales se alimentaron con dieta comercial estándar

sintéticas y agua de la oanilla ad lib iturn. menos que se

indique de otra forma.

1.2.2.1. - Dieta comercial.

Se utilizó dieta comercial Nutrimento N para roedores

(Escobar, Argentina). La composición, distribución de calorías y

A

3

o

composición de ácidos grasos de la misma se describen en las

Tablas 1.1, 1.2 y 1.3 respectivamente.

I.2.2.2.-  Dietas sintéticas.

Las dietas sintéticas que se prepararon fueron isocalóricas

(4j4 cal / g de comida) y contenían cantidades iguales de sales y

vitaminas (214). En las mismas, se utilizó caseína t aceite de

maíz, glucosa y almidón como fuente de proteins, lipidos e

hidratos de carbono respectivamente.
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Tabla 1.1.

Compost clin de la dieta comercial Nutrimento M 3 para roedores.

%

1 
I 
I
I 
I
I

Humedad J3,0 máx

Proteins 20,0 m i n

Grasa 2,0 mi n

Fibra 11,0 máx

Cenizas 10,0 máx

Calcio 1,5

Fásts+eire) 0,7
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Tabla 1.2.

Distribución de las calorías apartadas por la dieta

Nutrimento N 3 para roedores.

cernerc i ai

Cal

Hidratos de carbono 56,?

Proteínas 32, 9

Lipidos 10, 4
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TABLA 1.3.

Composición de ácidos gratoE de la dieta comercial Nutrimento N 3

patra roedsres.

I 
I
I
I
I
I
1

ACIDO GRASO % (en pese)

tétO 16,7

1£:1 0,8

18:0 4,?

ie:i 2.r,e

18:2 <n-61 52,4

18:3 (n-3) 4,3

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
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Se utilizaron dos tipos diferentes de dietas sir¿t©ticas, la

dieta control (DO y la hiperfilvoidica (DH}. La distribuc ion de

las calorías aportadas por los distintos componentes y la

composición de ácidos grasos de las mismas se detallan en las

Tablas 1.4 y 1.5 respectivamente.

1,2.3.’ OBTENCION DE FRACCIONES SUBCELULARES.

1.2.3.1.- Fracción microsomal.

Las ratas se sacrificaron por decapitación e inmediatamente

después, se les extrajo el hígado. Estos se homogeneizaron a

continuación, en una solución fría (3:1, v/p) que contenía:

sacarosa 0,25 , cloruro de potasio 0,15 M, solución

amort igu adora de fosfato de potasio 62 nM <pH~7,4)? cloruro de

magnesio 5 nK, EDTA 0,01 mH y N-acetil-L-oisteina 1,4 mM. El

homogenato se. centrifugó a 10.ODO x g durante 20 minutos en una

centrifuga Sorvals El precipitado, formado por núcleos y desechos

M

celulares se descartó y el sobrenadante, luego de ser filtrado a

través de gasa, se centrifugó a 100.000 x g durante 60 minutos en

una centrifuga Spinco c MSB. El precipitado asi obten ido

correspondiente a la fracción microsomal se resuspendib en La

misma solución hcmogeneizadara. Todas las a

4 C. La fracción microsomal se congeló a

etapas se realizaron

-70 C, concentrada a

razón de 35 45 mg proteina / mi.

1.2.3.2.’ Fracción mitocondrial.
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TABLA 1.4.

Distribución de lea cajorias apartadas per ¡as dietas sintéticas 

control (DC) e hiperglucfdi cea <DH?.

Cal <%)

Dieta control (DC) Dieta hiperglucídi ce <BH)

25

Hidratos de 55 <100 it almidón) ó? <62% almidón y 38 %

c arbano gl ticosa)

Prate Ines 20 tí

L fp idos 25



I Tabla 1.5.

I Composición de ácidos grasos de las dietas s i ntét i cas

I Acido graso % (en peso)
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Luego de extraer el hígado de animales sacrificados por 

decapitación, se separo una porción de loa mismos y se 

homogeneizó en sacarosa 0,25 H y solución amortiguadora da 

fosfato de potasio 10 mM (pH=7,4) (9:1» v/p). La fracción 

mitocondrial se separó por centrifugación diferencial siguiendo 

el método de Hogeboom (215). Se centrifugaron 10 ml de homogenate 

con 10 mi de sacarosa 0,34 M a 700 x g durante 10 minutos en una 

centrifuga Sorval, El precipitado, formado por núcleos, glóbulos 

rajos, tejido conectivo y células intactas, ae descartó y el 

sobrenadante se centrifugó a 5.000 x g durante 10 minutos. El.

precipitado formado que corresponde a la fracción mitocondrial,

se resuspendió en sacarosa 0,25 M y 

durante 10 minutos. Esta operación 

finalmente la fracción mitocondrial 

a -70 C

se centrifugó a 24.000 x g

se repitió 2 veces más y

se resuspend ió en 1 mi de

sacarosa 0,25 M (35-45 mg proteina / mi) y se congeló 

hasta su posterior utilización.

1.2.4,- DETERMINACION DE PROTEINAS.

La concentración proteica se efectuó por el método de Lowry 

y ool, (216). El primer paso del mismo implicó la formación de un 

complejo de cobre-proteina en una disolución alcalina. Este 

complejo redujo posteriormente un reactivo fosfomolibdico 

-fosfowolfrámico que da un color asul intenso. La reacción 

colorimébrica se leyó a 750 nm y se usó albúmina sérica bovina 

cristalizada como estándar.
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1,2.5.- ANALISIS LIPIDICO.

1-2.5.1.- Extracción de lipidos.

Los lipidos de las distintas fraccines subcelulares se 

extrajeron mediante el procedimiento de Folch y col. (217). La 

muestra se homogeneizc en un homogeneizador rotatorio de vidrio 

con émbolo de teflón, con cloroformo:metaño1 (2¡1, v/v) en una 

relación de una parte de muestra a 20 partes de mezcla 

extractiva* La mezcla se filtró a continuación, por papel de 

filtro y luego éste se lavó varias veces con la mezcla de 

extracción, Al filtrado total se le agregó un 20 X de su volumen 

de agua destilada, se agito vigorosamente y se dejó decantar en 

frió para permitir una mejor separación de las dos fases. Luego 

se desechó la fase acuosa superior por aspiración y la inferior, 

que contiene los lipidos purificados, se evaporó a sequedad 

mediante un evaporador rotatorio o bajo corriente de nitrógeno. 

El extracto lipidico se guardó en un pequeño volümen de éter de 

petróleo a -20 C en atmósfera de nitrógeno para su posterior 

análisis.

1.2,5.2.-  Separación de lipidos polares.

La composición de los lipidos polares se realizó por 

oromatogafia en capa fina con doble desarrollo en un mismo
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sentido (218). Se utilizaron placas de vidrio de 20 x 20 cm y 

silica gel H como fase estacionaria de 500 p de espesor. Antes de 

ser usadas, las placas se activaron durante 60 minutos a 120 C. 

Los extractos lipidíeos se disolvieron en cloroforme: metanol 

(2:1 v/v) y se sembraron en la placa en forma puntual o en banda. 

En la primera corrida la fase «ovil estuvo constituida por: 

cloroformo: metanol: amoniaco: agua (70 : 25 : 3,5 : 1,5 ; 

v/v/v/v), mientras que en la segunda corrida la composición de la 

fase móvil, fn.fi la siguiente! cloroformo : metano!. : ácido acético 

: agua (8Ü : 1Ü : 2 : 0,75). Las cubas de desarrollo fueron 

saturadas con los respectivos solventes previamente a ser 

utilizadas. Una vas completado el desarrollo de las placas» éstas 

se secaron bajo corriente de nitrógeno y el revelado se realizó 

mediante exposición a vapores de iodo bisublimado. El iodo es un 

reactivo inespecif ico que tifie las zonas lipidicas de color 

amarillo-pardusco. Este procedimiento, si bien no permite una 

identificación exacta de los distintos fosfolipidos, permite 

comparar los Rf de la muestra con los de estándares de 

fosfclipidos que se siembran simultáneamente.

1.2,5.3.-  Cuantificaoión.

1.2,5,3.1.- Lipidos totales.

Los lipidos totales extraídos previamente de la muestra a 

analizar con cloroformo : metanol (2 : 1, v/v) siguiendo la

técnica ya descriptaj se cuantificaren gravimétricamente tomando
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una pequeña fracción del extracto lipidico y evaporando el 

solvente a sequedad con nitrógeno hasta peso constante.

1.2.5.3.2.- Lipidos polares.

Los fosfolipidos se determinaron midiendo el contenido de 

fósforo en la muestra mediante el método de Chen y col. (219)► La 

cuantificación de cada fracción fosfolipidica se realizó previa 

extracción con metanoI.

Este procedimiento para

modif icación del de Fiske y

perclórico para mineral izar

formación de un complejo de

amonio que se reduce con

la determinación de fósforo es una

Subbarrow <220)! y emplea ácido 

la maestra y posteriormente la 

fosfomolibdato con molibdato de 

acido ascórbioo. La reacción

como estándar.

1.2.5.4.“ Análisis de ácidos grasos.

La composición de ácidos grasos se determinó por 

cromatografía gao-liquido. Esta técnica ofrece buenas 

separaciones de ácidos grasos libres, pero principalmente cuando 

éstos poseen una cadena corta,

Las muestras biológicas, sin embargo, poseen en general 

ácidos grasos de mayor longitud de cadena y además con distinto 

grado de insaturaeión. Por esta razón, los ácidos grasos son
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derivatizados.en sub esteres metílicos para ser- analizados por 

cromatografía gas-liquido (221), ya que éstos son más volátiles 

que los respectivos ácidos grasos debido a una reducción en La 

polaridad al formarse el ester, y además son relativamente más 

estables que los ácidos grasos libres.

Previa a la esterificaeión, los ácidos grasos fueron 

liberados de los lipidos mediante una saponificación con KOH en 

etanol al 10 Sí ©n una proporción ds 8 mi por gramo de lipido a 82 

C durante 45 minutos en atmósfera de nitrógeno. De esta forma se 

hidrolizarort los ácidos grasos de los ásteres de colesterol, 

glicéridos y fosfolipidos y áe transformaron en los respectivos 

jabones solubles en agua. El insaponificable se eliminó agregando 

a la mezcla una vez fría, igual volumen de agua destilada y 

lavando 3 veces con 2 mi por vez de éter de petróleo (p.é. 

30-85). Luego se acidificó la mezcla con HCL concentrado y se 

extrajeron los ácidos grasos con 2 mi de éter de petróleo, y esta 

operación se repitió 3 veces. B1 extracto se llevó a sequedad y 

se agregó 3 mi de metanol-KCL 38, y la esterificación se llevó a 

cabo a 64 C durante 1 hora en atmósfera de nitrógeno. Una vez que 

la muestra estuve fría se le agregaron 3 mi de cloroformo y se 

lavó 3 veces con 2 mi de agua destilada. Cada vez se desechó la 

fase acuosa superior, el extracto elorofbraico se llevó a 

sequedad y los esteres metílicos de los ácidos grasos se 

resuspendieron en éter de petróleo (p.e.30-65) y mantuvieron a 

-20 C en atmósfera de nitrógeno hasta el momento de ser 

utilizados.



Pars determinar la composición de ácidos grasos de los

distintos fosfolipidos las fracciones separadas e identificadas

por cromatografía en capa fina y que no fueron expuestas a 

vapores de iodo, s© ©luyeron con metanol. El extracto se «vaporó 

a sequedad para su posterior saponificación y esterificación 

siguiendo la técnica descripta anteriormente.

El análisis de les ásteres metílicos no radiactivos se hizo

en un cromatografo gas-liquido Hewlett Packard 5840 A provisto de

un detector de ionización de llama y un sistema automático de

integración de áreas y procesamieiito de datos que registra la

composición de La ¡nuestra Se usaron columnas de vidrio de 1.8

de largo y 2 mu de diámetro interno rellenas con 10 X de SP 2330

sobre Chromosorb WAW (100/120 mallas) y nitrógeno como gas

m

portador (20 ral / rain). Las temperaturas del detector y del

inyector fueron de 260 C y de 205 C respectivamente. mientras que

la del horno fue de 140 C durante ©1 primer

luego aumentó a razón de 3 C /

Los picos se identificaron

tiempos de retención relativos

grasos testigo esteárico y

definidos dependen del sistema

corrida yminuto de

min hasta los 220 C.

por raedlo de sus respectivos

referidos a los de los ácidos

araquidónico, Estos valores asi

de partición utilizado (relleno de

y son independientes de otrascolumna) y de la temperatura,

condiciones experimentales (222).

El análisis de ásteres metílicos radiactivos provenientes de 

los ácidos grasos marcados utilizados en los distintos

experimentos, se hizo en un rad. iocroniatdgraf o provisto de un 



contador proporcional Packard modelo 893 con registrador

Honeywell. El relleno de la columna utilizado fue 10 Sí de SP 2330 

sobre Chromosorb WAW (100 / 120 mallas) y Ar como gas portador.

Las temperaturas del detector y del inyector fueron de 250 C y de 

230 C respectivamente, mientras que la temperatura del horno se 

mantuvo constante entre 140 y 185 C dependiendo del tipo de éster 

metílico a estudiar.

Los picos cromatográficos se identificaron por medio de sus 

respectivos tiempos de retención y fueron cuantificados por 

triangulación.

1.2.3 - MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DESATURANTE.

La actividad enzimática de las (19 <18:0---- > 18:1 y 18:0 —> 
18:1), ¿6 (18:2 n-6 ---- > 18:3 n-6) y ¿5 (20:3 n-S 20:4 n-6) 

desaturasas se midió, determinando el porcentaje de conversión 

del sustrato (ácido (1^140) graso) en el correspondiente producto 

(ácido (1-14C) graso).

Las reacciones enzimáticas se iniciaron agregando proteins 

microsomal a tubos previamente termostatizados durante 1 minuto a 

37 C que contenían: sacarosa 0,25 H, cloruro de potasio 0,15 N, 

solución amortiguadora de fosfato de potasio 0,04 M (pH=7,2), 

N-acetll-L-oisteina 1,41 mM, fluoruro de potasio 0,04 M, AT? 1,3 

mM, CoA 0,06 mM, NADH 0,87 mH, cloruro de magnesio 5 mM, 5 nmol 

de sustrato marcado ( ácido (1-14C) graso) y 45 nmol de sustrato 

frió (ácido graso) en un volumen final de 1,8 mi» Para medir la



actividad en^lciática de la A 9 desaturasa, se usaron como

sustratos los ácidos palraitico y esteárico y 4 mg de proteins

microsomal. Los sustratos empleados para 
actividades enzimátlcas de las A 6 y A 5 desaturasas

determinar

fueron

las

los

ácidos linoleico y 8,11,14-eieosatrienóico, y 3 y 2 mg de

proteina microsomal respectivamente. La mezcla de reacción se

incubó a 37 C durante 15 minutos con agitación constante. La

reacción de desaturaoibn se detuvo agregando 2 mi de KDH

alcohólico al grasos fueron esterif icadas > como

ya se indicara previamente, para luego ser anal izados por

radiocromatograf ia gas-liquido.

1.2.7.- MEDIDA DE FLUORESCENCIA.

a. Introducción.

Las técnicas de fluorescencia han sido muy usadas en el

estudio de las propiedades f i =?i cfi-íju imicas y estructurales de los

lipidos constitutivos de las membranas biológicas y artificiales.

Todas las moléculas tienen un juego de niveles de energía

electrónicos: So, estado singuíete del nivel fundamental; Si

estado singulete del primer estado exitado y TI, estado triplete

del primer estado exitado. A su vez, cada uno de estos niveles

poseen subniveles vibracionales. Al irradiar moléculas con luz

ultravioleta o visible, Be produce una absorción de energía que

hace que algunas moléculas pasen del astado So a un nivel

energético superior. Después de la exi tac ión, la molécula en
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solución vuelve al nivel vibracional más bajo de SI sin emitir 

radiación, de donde puede retornar a So a través de distintos 

mecanismos. Uno de los más relevantes es el de fluorescencia, que 

iaplica la transición desde el nivel más bajo de energía de SI al 

nivel fundamental de So.

Si una sustancia fluorescente, también llamada fluorbforo, 

se oxita con luz polarizada, bu emisión también estará 

polarizada. El grado de depolarización de fluorescencia, 

relacionado con la anisotropia, dependerá del desplazamiento 

angular promedio del fluoróforo entre la absorción y la

subsigu iente emis ion de un fotón. Este desplazamiento está

condicionado por la velocidad y el rango de la rotación

difusional durante el tiempo de vida del estado exitado.

El 1, 6-difenil-l, 3,S-hexatrieno (DPH) ha sido muy usado como

fluoróforo para medir anisotropia de fluorescencia. Es uno de los

marcadores más eficientes para la región hidrccarbunada de las

bicapas lipidioas por su alto rendimiento cuántico y su

estructura todo trans que se adapta bien al interior hidrofóbico 

de las cadenas hidrocarbonadas, y por lo tanto brinda informacidn 

sobre los cambios del estado físico de los lipidos que allí se 

encuentran (223).

b. Medidas do anisotropia de fluorescencia.

Para medir la anisotropia de fluorescencia, se utilizó un 

espeetrcfluoróiftetro Aminoo-Bowman de American Instruments 

Co.Inc., equipado con dos prismas desmontables, el polarizador y
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Las muestras se exitaron con luz polarizada vert¿cálmente a

360 ñu y la intensidad de fluorescencia se midió a 430 nm ton el

horizontal CI i).

Se utilizó une solución de nitrito de sodio 2 M, colocada a

la salida del monocromador de emisión. como filtro que deja pasar

únicamente longitudes de onda superiores a 390 nm. A pesar del

filtro, fue necesario aplicar una corrección por la luz

, a las cuales se descontaron los

respectivos valores de los blancos sin marcador fluorescente. En

las mediciones de polarización de fluorescencia. surgen dos tipos

de errores: uno, es la contribución de la dispersión de la luz de

exitación a la señal de fluorescencia, lo que principalmente

incrementa loa valores de 1 II y se corrigió como se indicó

anteriormente. El otro, es debido a la dispersión de la emisión

de fluorescencia, que induce depolarización adicional importante

en soluciones de grao túrbidas. Además, fue neceserio aplicar una

corrección, factor G, debido a factores instrumentales (224). El

mismo se calculó excitando las muestras con luz polarizada

horizontalmente y midiendo la fluorescencia con el analizador en

posición horizontal <Ihh) o vertical (Ihv), siendo G = Ihh / Ihv,

Asi, la expresión utilizada para calcular la anisotropia de

fluorescencia (rs) fue:
i-'0rs - I |j Gl'l / Io n + 2 G

las intensidades paralelas y perpend ion lares,

respect ivanente, corregidas como se indicó anteriormente.



En nuestros experimentos la relación DPH:lipido (mol/mol) 

fue 1¡200. Los ni i ero somas (50 pg de proteina/ral) se 

resuspendieron en sacarosa 0,25 M y solución amortiguadora de 

fosfato de potasio 50 mH (pH=7), y se marcaron agregando 3-5 pl 

de DPH en tetrahidrofurano, Se utilizaron muestras de la misma 

concentración pero sin marcador fluorescente, como blanco de 

referencia para corregir la contribución de luz dispersada a la 

señal de fluorescencia.

1.2.8. - DOSAJE DE T3 Y T4 SERICAS POR RADIO INMUNO ENSAYO (RIE).

Estas determinaciones se hicieron en ol Centro de Referencia 

de Radio Inmuno Ensayo.

La concentración sérica de T3 se dosó utilizando el Kit de 

Diagnostic Products Corporation (Los Angeles, California).

En la determinación de La concentración sérica de T4 se 

utilizó el protocolo de Kit de Diagnostic Products Corporation. 

La hormona (1251) T4 fue adquirida a Heir Ingland Corp. Boston 

(H.A., USA). Los anticuerpos utilizados anti T4 (suero de conejo 

con un titulo de 1/50) y el segundo anticuerpo (anticuerpo de 

carnero anticonejo con un titulo de 1.5) fueron obtenidos en el 

mismo centro,

1.2.9. - ANALISIS ESTADISTICO.

Se aplicó el test "t" de Student y el Análisis de Varianza
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segün @1 caso.

Los datos correspondientes al experimento 1.3*3. 

analizaron estadísticamente a través del Análisis de Varianza 

dos factores y del Test de Comparaciones Múltiples de Duncan.

se

de
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1.3.-  EXPERIMENTOS REALIZADOR.
T

1.3.1.-  EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN EL

METABOLISMO LIPIDICO.

Con el fin de estudiar el efecto de diferentes temperaturas

ambientales en la actividad desatorante y en el metabolismo

lipidico se armaron lotes de 5 o 10 ratas cada urro’ y se los alojó

durante 5 o 15 dias en cámaras con tenperatura ambiental

controlada a 5 + 1 Cj 12+1 C; 24 + 1 C o 31 + 1 C. Se les

suministró dicta comercial y agua ad libitum y se controló

diariamente le ingesta y el peso corporal de cada rata.

Finalizados los respectivos tratamientos» los animales se

sacrifloaros a las 8 Se les extrajo el hígado y sea . m. .

separaron las fracciones microsornales y mitocondriales como se

detallara en la sección 1.2,3.

1.3.2.- EFECTO DEL FRIO AMBIENTAL Y LA RESTRICCION ALIMENTICIA EN

EL METABOLISMO LIPIDICO,

Cuando se estudió el efecto del grado de crecimiento y la 

ingesta que presentan las ratas en el frio‘5 en el metabolismo de 

los ácidos grasos, los experimentos se realizaron utilizando 4 

lotes de 5 o 10 animales cada uno. Las ratas se alimentaron con 

dieta comercial y el agua les fue suministrada ad libitum. Lote I: 

ratas mantenidas a 24 + 1 C y alimentadas ad libitum (control ad



libitum); lote II: ratas mantenidas a 5 + 1 C y alimetiLadas ad 

libitum (frió ad libitum); Lote IIIí ratas mantenidas a 5 ± 1 C 

cuya ingesta estaba restringida de tal fúTioa que fuera como la 

del lote I (frio“alimentación como lote I); y lote IV: ratas 

mantenidas a 24 + 1 C cuya ingesta fue restringida para que el 

grado de crecimisnto de este lote fuera como el del lote II 

(control-crecimiento como lote II). El lote III fue diseñado para 

determinar si los cambios observados en la actividad desaturanto 

o en la composición lipidioa de ratas en el frío, podria deberse 

a la ingesta aumentada que poseen los animales an estas 

condiciones. Por otro lado, dado que las ratas en el frió a pesar 

de presentar una ralativa hiperfagia poseen un grado de 

crecimiento disminuido respecto & las que se encuentran a 24 + 1 

C; se estudió el lote IV para establecer si los cambios que 

presentan las ratas en el frió en la actividad desaturante y 

composición lipidies, podrían ser consecuencia del grado de 

crecimiento disminuido que se observa en los anímales a 5 C.

Todos los lotes sé mantuvieron 5 dias en las condiciones 

descriptas. Los animales se sacrificaron a las 3 a.m, y se 

extrajo el higado de donde se separaron las fracciones microsomal 

y mitocondrial como ya se detallara on la sección 1.2,3..

1.3.3.-  EFECTO DE DIFERENTE^ TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA 

ACTIVIDAD DE LAS A 6 Y A 5 DESATURASAS DEPRIMIDAS POR UNA

DIETA HIPERGLUCIDICA.



Dado que una dieta hípergluoidica (DH) deprime la actividad 

enzimática de la Ag desaturasa (89,50,98), se pensó que si se 

partía de niveles de actividad enzimátioa deprimidos, podría 

llegar a observarse variaciones en la actividad de esta enzima a

diferentes temperaturas, que no se observan cuando las ratas son

alimentadas con una dieta control (Fig. 1.4.).

Teniendo en cuenta que la actividad ensimática de

desaturasa ya está disminuida a los 2

ratas oon una dieta hipergluoidica

animales en 2 grupos de 15 ratas cada

el otro DH. La comida y el agua fue provista ad libitum

unot un grupo recibí

08); se dividió

dias de alimentar

y

la ,ü e

a las

a les

o DO y

se los

mantuvo con estas dietas a 24 ± 1 C durante 2 di as.

de este periodo de tiempo, cuandoLuego

enzimática de la A 6 desaturasa ya está disminuida,

la

se

actividad

tranfirlo

las ratas a las distintas temperaturas ambientales. Previamente,

cada grupo fue subdividido en 3 lotes de 5 zatas cada uno, 

manteniéndose la misma dieta. ¡Jn lote de cada dieta fue 

transferido a una cámara fria a 12 + 1 C (lote I (PC) y lote II 

(DH))j otros dos lotes se mantuvieron a la misma temperatura 

(lote III <DC) y lote IV (DH)) y los últimos dos lotes se 

transfirieron a una cámara caliente a 31 + 1 C (lote V (DC) y 

lote VI (DH)). Luego de 5 dias en estas condiciones los anímales 

fueron sacrificados a,las 8 a.m., se extrajo el hígado y se 

separó la fracción microsomal como ya se describiera en la 

sección 12.3.1..
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1.4.- RES.VlrT.ADOS,

1.4.1. -EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES. Y__ TIEMPO

DE EXPOSICION ES EL METABOLISMO LIPIDICO.

1.4.1.1. - EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES DURANTE 5 

DIAS DE EXPOSICION EN LA INGESTA, GRADO DE CRECIMIENTO, 

CONVERSION DE ALIMENTOS Y PESO HEPATICO.

Cuando se disminuye la temperatura ambiental de 24 C a 12 C, 

y se deja las ratas expuestas a esta menor temperatura durante 5 

dias, el grado de crecimiento y la conversión de alimentos de los 

animales disminuyen en un 58 y 52 X respectivamente, mientras que 

su ingesta no se modifica (Tabla 1.6.). Mientras que, si se 

disminuye mas la temperatura (a 5 C), la disminución de estos dos 

parámetros es aun mayor (grado de crecimiento 64 % y conversión 

de alimentos 71 %) a pesar del- aumento en la ingesta del 31 X que 

se observa en las ratas a 5 C (Tabla 1.6).

Si se aumenta la temperatura ambiental de 24 a 31 C no se 

observan variaciones significativas en la ingesta ni en el grado 

de crecimiento de los animales (aunque este ultimo tenderla a 

disminuir) (Tabla 1.6.).

El peso hepático no se modificó por efecto de moficaciones 

en la temperatura ambiental*

1.4.1.2- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES DURANTE



TühIb L.i.

Efcrt-. tn dlatiítas tamp®'atu.rflc emti b an L al -durante 3 y 15 dtac, 4n 1 -• musita, sradü de crocírtSritn. y conversión de -i] unen IdS-,

T srnp ® ríb tlj f * 5 12

CCJ

?4

[pontrej] )

3i

Perlud d t d L a a 1 3 15

Lote T [I

5 15 3 15

I TI IV U 7Í

5 13

VL! L.H

•:gj

I ri'jc6( a 0, 1-44 4 0,006*' D , 5 i 0,00¿-F;

C g

Gr ado rte 2,6 * 0,9/’ 1 , u ► 0,0"'

croe, [g/dtaj

Cprtver d1 ÓO íe xa, i 12.11 12,3 + 1, Jf

¿1 imtrl tod

F«tú J CD 8, P * 0,9 9,0 i 0,9

0,075 + 0,005 C,1C1 4 0,002 o,tio 4 o,oo? 0,120 < 0,004k' 0,096 + 0,Q04d 0,097 ► 0,004i

3, 0 : o,2>

« 3,¿i

P,J i 0 , 5

3,7 4 3,Jl'

Z3, 0 i 2,“l'

9 ,£ 4 0,7

7,3 i 0,7 5,0. < 0,6 5. ó ‘0 , Jd"e J U , .1 ¡T -r
i

ti,5 *6,4

10,1 * 1,1

4?,3 .7 5, L

7, P i 1, D

d i or i p de pee. o corpora)[

56,3 ± 6,21d 41,4 ► 1. Til'

9,1 * O,ó 7,3 ♦ o, y

Cüfivers 1 Óíi íe allm-entos; grada de4 | Irianto-'pesa torpcrA L1 grado de crecimiento; sumanteTnqcsta: tarlSUmO diario -le

c pee S mi anta f|rgrtta se LOO. L] trat as:enCO do ! ps anímelas st dota 1ta <¿1*! t a- sívt. iún

hhlmnlps uor tpte ♦ E.8-, . ti fer ere ¡*« t» S en i 4 L co.t1 v"S para P<Q , OD1 í 11 1 e-it P T Iota

vit q: IV ve. VIJ h! VJ vi win b i: ti ve vit j; >; jv vi VIII. a'' , e‘, -r b 'j S b ' . 1 ' i 1 '

L.3.l.. Lira valores t»bol«idoj tforresponden a lap siertlafl de 2

Vt 6: III v-s vi c: Vil ve v: di I V= VIH e: III vf VI1 i 1: II os

corresponden i F< Q ,-oi y d' ' a F<ú,os.



IS DIAS DE EXPOSICION ER LA INGESTA, GRADO DE CRECIMIENTO, 

CONVERSION DE ALIMENTOS Y PESO HEPATICO.

Con el fin de determinar si periodos mayores a 5 dias de 

exposición a 5, 12 y 31 C causaban alguna variación adicional a 

las ya encontradas, los anímales fueron mantenidos a estas 

temperaturas ambientales durante 15 diao con dieta comercial y 

agua ad libitum. Transcurrido este periodo, no se observaron 

diferencias significativas entre los animales expuestos durante 5 

dias con los que estuvieron 15 dias a 5, 12, 24 y 31 C, en la 

ingesta, grado de crecimiento, conversión de alimentos y peso 

hepático (Tabla 1.6.). Por otro lado, se observaron las mismas 

variaciones en estos parámetros per efecto de la temperatura 

luego de 15 diaB de exposición que después de 5 dias a excepción 

de la ingesta que.disminuyó pero solo luego de 15 dias en el lote 

mantenido a 31 C (VI) respecto al de 24 C (IV).

1,4,1.3,-  EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES DURANTE 5 

DIAS DE EXPOSICION EN LOS NIVELES SERICOS DE T3 Y T4.

Dado que variaciones de la temperatura ambiental producen

séricos de T4 disminuyeron al tranferir ratas durante 5 dias de

variaciones en los niveles séricos de las hormonas tiróideas se

determinaron. los niveles séricos de las mismas en nuestras

condiciones 6Xpertmen tales. por RIE (secc ion 1.2-8,:

Los resultados aparecen en la Tabla 1.7., Los nivelee
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TABLA 1.7.

Efecto de la temperatura ambiental en la concentración sérica de 

las hormonas tiroideas.

Temperature 5 24 31

ambiental (C> (control)

T3 (ngriOOml) 94,2 ± S,3 90,0 + 3,5 34,5 + 5,3*

T4 <jjg/10OmU 2,2 + 0,2* 5,0 + 0,3 3,2 + 0,2**

Las hermanas tiroideas se 'dosaren por RIE (Sección 1.2.8.). Los 

datos tabulados corresponden a la media de 5 ratas por late + 

E.S.. Di fer-enc i as significativas respecto del control! *, F<0,001 

y **, P<0,01



24 (lote control) a 5 y 31 C en un 56 7 36 X respectivamente, 

mientras que los de T3 solo se modificaron en el lote a 31 C en 

el que disminuyeron un 62 X respecte del control.

1,4.1.4,-  EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA 

ACTIVIDAD DESATURANTE DE MICROSOHAS HEPATICOS.

1.4.1.4.1- ¿9 Desaturase.

Los resultados se expresan en la Fig. 1.2.. La actividad 

enzimatica de la A 9 desaturasa ( ¿9 (16-0) y ¿8 (18:0)) 

disminuye al disminuir la temperatura ambiental. Este 

comportamiento en la actividad desaturants se observó luego de 5 

y 15 días (Fig, 1.2,) de exposición a las distintas temperaturas 

de animales alimentados con dieta comercial y agua ad libitum. La 

disminución en la actividad ensimátioa de la A 9 desaturasa a 12 

y a 5 C respecto de 24 C (control) fue del 51 % ( A 9 (16:0)) y 

55 K ( A 9 (16:0)} y del 58 K ( A 9 (16:0)) y 80 X ( ¿9 (18:0)) 

respectivamente. Mientras que, por otro lado, dicha actividad 

enziaiatica no se modificó al aumentar la temperatura ambiental de 

24 a 31 C durante 5 y 15 dias ( Fig.1,2,),.

1.4.1.4,2,- A 6 Desaturasa.

La actividad ensimática de La A 6 desaturasa, medida en 

ratas macho alimentadas oon dieta comercial y agua ad libitum, no 

se modifico por efecto de la temperatura ambiental entre los 

lotes expuestos a 5, 12, 24 y 31 C durante 5 y 15 días (Fig,
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I Figuré L2.

I 
I

(

I
I
I 
I
I
I
I

Efecto de distintas temperaturas ambientales durante 5 y 15 días 

en 13 actividad enzinátiea de la ¿9 desaturasa*

I
I
I
I
I

&9 r,.- A9
/ □ 6 días

A9 Desaturda

Los ensayos ato imát i eos se realizaron como ge detalla en la 
áperión 1.2.6., Los ¡otes se descriéJ&ron en la sección 1.3.1»* 
Los resultados granjeados corresponder* a las medias de 5 ratas 
por lote + E.S.. Las ratas se alimentaran con dieta comercial y 
agua ad libitum y se mantuvieron durante 5 < □ > o 15 < EE 1 di as 
a una temperatura ambiental de 5t 12, 24 o 31 C, El tipo de lote 
se especifica en cada barra. Las letras, sobre las barras indican 
diferencias significativas para P<.O»0O1! a: lote I vs lote VJ b; 
III vs Vi cí Vil vs Vi d: I ve Vllí e: III va Vil» + : II ve Ulf 
gr TV VB Vil ti: VI vs VIH í i: II VS VXIJÍ j; IV vs VIXIí a*| b’f 
t’f g* corresponden a P<0r01.

I
1
I
I
I
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Efecto de <3 i sil n tas t&inper aturas amb ’ enta] es durante 5 y 15 días

en la actividad enzírnátlcg de ta ¿«ó desaturasa*

Fi gura 1,3.

¿6 Desaturasa

□ 5 días

El 15 días

Las aspee i + i cae j ones de esta figura son las raisui¿*s que Jas de la 
Fíg, 1.2.
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1.3. ).

1.4.1.4.3. - As Desaturasa.

La actividad ensimática de la ¿5 desaturasa no se modificó 

al disminuir la temperatura ambiental, a 5 y 12 C respecto de 24 C 

(control) en ratas macho alimentadas con dieta comercial y agua 

ad libitum, y expuestas a dichas temperaturas ambientales durante 

5 y 15 dias (Fig. 1.4.). Sin embargo, cuando se aumentó la 
temperatura ambiental a 31 C, la actividad enzimátioa de la A 5 

desaturasa disminuyó un 30 Sí. Esta disminución en la actividad 

desaturante se observo luego de 5 y 15 dias de exposición de los 

animales a 31 C (Fig, 1,4*).

1-4.1,5.- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA 

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE LIPIDOS TOTALES DE HICROSOMAS 

HEPATICOS.

Teniendo en cuenta que las variaciones observadas en la 

actividad desaturante microsomal, podrían determinar cambios en 

la composición de ácidos grasos de dichas membranas, se estudió 

la composición de ¿oídos grasos de las mismas como ya se 

detallara en la sección 1.2.5.4..

En la Tabla 1.8. se detalla el efecto de distintas 

temperaturas ambientales en la composición de ácidos grasos de 

lipidos totales durante 5 y 15 dias respectivamente.

Al disminuir la temperatura ambiental de 24 C a 12 y a 5 C,
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Efecto de distintas temperaturas ambientales durante 5 y 15 días 

en la actividad enzim&tica da la ¿5 desaturasa.

A5 Desaturasa

□ 5 días

0 15 días

Temperatura Ambienta! (C)

.•Las especificaciones de esta -Figura son las misoias que las de la 
Fig. 1.2..
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¿pidosse observo una disminución en los porcentajes de los 

palmitoleico (16:1) y oleieo (18:1) y un aumento en el de 

esteárico (18:0) de las ratas en el frió respecto al control <24 

C), Estas variaciones podrían ser consecuencia de la menor 

actividad enzimática que presenta la A 9 desaturasa en el frió 

(Fig. 1.2.). En el lote a 31 Ct el porcentaje del ácido palmitioo

(IB:0) aumentó y el de 18:1 disminuyó pero no siempre en forma

sign if icat1va.

Con respecto a la familia de ácidos grasos n-6 f el

porcentaje de ácido linoleico (18:2 n-8) no se modificó por

efecto de la temperatura ambiental, mientras que, en el lote a 31 

C el porcentaje del ácido 8,11,14-eicosatrienoico (20:3 n-6) 

aumento y el del ácido araquidónico <20:4 n-6) disminuyó. Estos 

cambios que determinaron la disminución del cociente 20:4 n-6 / 

18:2 n-6, son coherentes con lu menor actividad ensimática de la 

5 desaturasa en el lote a 31 C (Fig* 1*4.).

A pesar de las modificaciones observadas en la composición 

de ácidos grasos de lipidos totales de microsomas¿ el indiee de 

insaturacíón de los mismos no se modificó.

En general, las variaciones que se produjeron como 

consecuencia de la exposición de los animales a las distintas 

temperaturas ambientales, son las mismas luego de 5 días de 

exposición que después de 15 dias.

1.4.1.6- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES DURANTE 5 

DIAS DE EXPOSICION EN LA COMPOSICION FOSFOLIPIDICA DE FRACCIONES
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SUBCELULARES HEPATICAS.

1.4.1.6.1.-  Fracción microsomal.

Dado que las desaturasas son proteínas integrales de las 

membranas del reticule endoplá3mico (sección A.4.) y por lo 

tanta, variaciones en la composición lipidien de estas membranas 

podrian modificar la actividad enzimatica de las desaturasas, se 

estudió la composición; fpsfolipidica de micrcsomas hepáticos de 

ratas mantenidas a diferentes temperaturas ambientales siguiendo 

las técnicas detalladas en la sección 1.2.5..

La composición fosfolipidica microsoraal no se modificó en

forma significativa por efecto de la temperatura ambiental en los

lotes que estuvieron a 5t 24 y 31 C durante 5 dias (Tabla 1-9.),

a excepción del lote a 31 C que presentó una disminución en la

fracción de fosfatídilserina (ES) con respecto al lele control

(24 C),

1.4.1.6.2.-  Fracción mitoeondrial.

Como ce detallara en la Introducción, las mitoeondrLas

tienen un papel relevante en los procesos que se desencadenan en

los homeotermos a causa de modificaciones en la temperatura

ambiental. Por eso, nos pareció interesante estudiar el efecto de 

la temperatura ambiental ©n la composición fosfolipidica de este 

organoide.

En estos estudios observamos que como consecuencia de la

exposición de las ratas a distintas temperaturas ambientales, se



Tabla 1.9.

Efecto de la temperatura ambiental en la composición

fosfoí ipf<1 ica de mlcrosomas hepáticos.

Temperatura 

ambiental <C?

24

(contraJ>

FC 64,4 4 3,t 59,3 f 2,3 62,5 + 3,0

FE 16,8 + 0,9 21,2 4 1,3 2n, i ± 3^4

FI 11, ó + 2,2 13, e + 4,0 14,7 4 11 o

EM 2,0 4 1,1 3,1 + Z.5 4 0.5

FS 2,5 + 1,3 2,6 4 0,2 0, 5 4 0, 2*

FCí f osf at i d i 1 co 1 i nal FE: fosf at i d 11 ataño i ami na; Fl:

fesf at id i i i noel tol > EM: esfingcmie1ina y FS: f osfat i d i lser i na» 

Las fracciones f osf ol i pid i cas se cuant i f 1 carón cd-too se detalla en 

la sección 1.2.5.3.2. y se expresan corno: pg/icg de lípido total x 

i00. Los datos tabulados corresponden 'a las toedias de 3 ratas per 

lote t E,S«t Diferencias significativas respecte del control:*.

^<0,001-
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produjeron variaciones en algunas fracciones fosfolipidioas de 

mitooondrias hepáticas. El porcentaje de fosfatidicolina (FC) 

disminuyó, mientras que el de fosfatidiletanolamina (FE) aumentó 

en los lotes a 5 y 31 C respecto del control (24 C). Se observó 

asimismo, una disminución en la fracción de esfingomielina (EM) 

en el frió. Las restantes fracciones fosfolipidicas 

mitocondríales no presentaron variaciones (Tabla 1.10.).

1.4.1.7,- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES DURANTE 5 

DIAS DE EXPOSICION EN LA ANISOTROPIA DE FUORESCENCIA MICROSOMAL.

Como ya se detallara en la sección 1.2.7., las técnicas de 

fluorescencia son muy usadas en el estudio de las propiedades 

físico-químicas y estructurales de los lipidos constituyentes de 

las membranas biológicas y artificiales. Por esta razón, se midió 

la anisotropia de fluorescencia utilizando el fluoróforo

1. 6-difen i 1-1>3,b-hexatr ieno (DPH).

En estas determinaciones no se observaron variaciones en la 

anisotropia dé fluorescencia de microsomas pertenecientes a ratas 

mantenidas a 5, 24 y 31 C durante 5 dias (Tabla 1,11. >. Estos 

resultados son coherentes, ya que tampoco se encontraron 

variaciones en el índice de insaturación (Tabla 1,8.), ni en las 

principales fracciones fosfolipidicas (Tabla 1,9.) de estos 

mismos lotes.

1.4.2.-  EFECTO DE LA INGESTA EN EL METABOLISMO LIPIDICO EN EL
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Tabla i.io.

Efecto de la temperatura ambiental en la composición 

fo=folipidica de m i tocondr i as hepáticas-

Temperatura 5 24 31

ambiental (C) (control)

FC 43, 90 + 0,50* 52, 10 + o» lo 45,ÓO f 1,70*

FE 36,40 ■F t , .10* 22,50 + eo 34f9O + 3, 10**

CL 13, 50 + o,eo 15,20 + I ( 10 11,90 f 1, 10

Fl 5,40 + 0,90 ót50 0, 50 4,90 + i , 20

EM 0,70 + Ot20** 1, 80 + 0> 1.0 1,70 + o, 50

FS O, .10 + 0,02 1,90 + 1, 10 1,00 + 0, 20

CL: cardiolipinaj las demás abreviaciones se especifican en la 

Tabla I.9.. Las fracciones fosfdi 1 pfdicas ae expresan como; jig/mg 

de lipído total x 1,00 y se cuant i f icaror, como se indica en la 

sección 1,2*5.3*2.. Los dates tabulados ccrrreaponden a las medias 

de 5 ratas por lots + E-S. Diferencias significativas respecto 

del control;*» P<0,00i:** y PC0F01.
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Tabla 1.11*

AniBotnopla de fuorescencia (re) de microsomes hepáticos de

ratss mantenidas a distintas temperaturas ambientales*

Temperatura

ambienta! (C) 5 i

rs 0,140 + 0,002 0,139 t 0,003 0,142 + 0,003

Las mediciones de la anisotropfa de -fluorescencia (rs) del PPH 

se hicieron como se describe en la sección 1.2*7.i Los valores 

tabulados corresponden a las medias de 5 ratas por lote ± E.S-*
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FRID.

Teniendo en cuenta que los animales expuestos al Trio poseen 

una ingesta sumen tads. y un grado de crecimiento y conversión de 

alimentos disminuidos (Tabla 1.6.), ya que utilizan parte de las 

calorías suministradas por la dieta y por las reservas endógenas, 

en mantener constante la temperatura corporal, se estudio la 

existencia de alguna correlación entre la ingesta y el grado de 

crecimiento de los animales en al frío, con los cambios 

observados en la composición lipidica y en la actividad 

desaturante en esas condiciones.

Con este propósito se dividieron los animales en 4 lotes 

como se describe en la sección 1.3.2..

1,4,2.1.- EFECTO DE LA RESTRICCION ALIMENTICIA Y EL FRIO EN LA 

INGESTA, GRADO DE CRECIMIENTO, CONVERSION DE ALIMENTOS Y PESO 

HEPATICO.

En la Tabla 1.12. se detalla la ingesta, grado de 

crecimiento, conversión de alimentos y peso hepático de los 4 

lotes. Las ratas mantenidas a 5 C oon comida ad libitum (lote II) 

presentaron un aumento del 25 X en la ingesta y una disminución 

en el grado de crecimiento y conversión de alimentos del 74 y 86 

£ respectivamente. Estas variaciones son equivalentes a las 

observadas previamente bajo estas condiciones (Tabla 1.6.).

En el lote III» constituido por animales mantenidos a 5 C
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Tabla 1.12.

Ffectn de la temperatura ambiental y la restricción alimenticia

en la ingesta, grado de creciroien 

peso hepático.

to, conversión de alimentos y

Lote I Lote II Lote III Lote IV

Control ad Fríe ad Fric-Aliment. Control -Cree i c.

libitum 1 i b i turn como lote I coma 1 ote 11

ín=LO) (n-101 <n-4J í n=4?

A 0,10Q + 0,003 0,135 + 0,004* Q,XOO + 0,004 0,064 + 0,004*

B 6,33 + 0,36 1,68 + 0,51* -2,70 + 0r30* 0,95 + 0,7*

C 54,0 + 5,0 7,5 + 4,6* -32,4 + 4,4* -13, 7 + 6,0*

D 9,92 +0,00 6,44 +0,90 6,70 + 0,354* 6,90 + 0s42*4

Ai ingests (consumer diario de alimento / peen corporal <g/g>)f B: 

grado de crecimiento (aumento diario de peso corporal (g/di ai)í 

C: conversión He alimentos (grado de crecimiento / ingesta x 100) 

y D: peso hepático <g)■ El tratamiento de los animales =e detalla 

en la sección 1»3»2>* Lúe valeres tabulados corresponden a las 

medias de cada lote i E.S.. ni número de animales de cada lote» 

Diferencias significativas respecto del controlFCO,001 y 

**,P<0,01.
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con la misma ingesta que los animales a 24 C • (frío-alimentación 

nemo lote I), se observo una disminución en el grado de 

crecimiento, conversión de aliinentoa y peso hepático del 142, 162 

y 32 S respectivamente. El balance metabólico negativo debido al 

frió, se acentúo aún mis en este lote, a causa de La disminución 

en el aporte de calorías de la dieta restringida.

Las rabas del grupo IV (control-crecimiento como lote II) 

que se mantuvieron a 24 C oon la comida restringida de tal forma 

que el grado de crecimiento de las mismas fuera como el del lote 

II, presentaron una disminución en la conversión de alimentos y 

peso hepático del 126 y 30 % respectivamente, ya que la ingesta

DESATURANTE MICROSOMAL.

restringida provocó un aumento en el catabolismo de sustratos

endógenos.

1.4.2.2,- EFECTO DE LA INGESTA Y EL FRIO EN LA ACTIVIDAD

De los cuatro lotes descriptoB anteriormente

1.3.2.)  se separó la fracción microsoal hepática y se 

(sección

midió la

actividad de las A s, ¿5 d ¿saturas as de acuerdo a cómo se¿6 y

detalla en la sección 1.2.6..

1.4.2,2.1- As Desaturasa.

Los animales mantenidos a 5 C oon comida ad libitum 

presentaron una marcada disminución no sólo en la conversión de 

alimentos (Tabla 1.12 ), sino -t ' también en la actividad 



ensxitiatica de la Z19 desaturasa (Fig. 1.5.). Estos resultados 

eoncuerdan con los encontrados previamente (Tabla 1.6. y Fig.

1.2.).

Es poco probable que la ingesta aumentada que poseen las 

ratas mantenidas a bajas temperaturas, causara los cambios 

observados en la actividad enzimática de la ¿0 desaturasa, ya 

que, cuando se restringe la alimentación de los animales a 5 C 

(lote III), los cambios observados se acentúan en vez de 

anularse. Por otro lado, la disminución en el grado de 

orecimiento de las ratas en el frió, seria un factor importante a 

tener en cuenta, dado que en los animales mantenidos a 24 C con 

un grado de crecimiento similar al de las ratas en el fric (lote 

IV), también se observa una disminución en la actividad 

enzimátioa de la Aa desaturasa.

Todos los lotes que presentan una conversion de alimentos 

disminuida (II, III y IV), también poseen disminuida la actividad 
enzimática de la ¿9 desaturasa (Fig. 1.5.).

1.4.2.2.2. “ A 6 desaturasa.

La actividad enzimatica de la Ab desaturasa no se modificó 

en el lote a 5 C oon comida ad libitum, mientras que aumentó 

cuando se restringid la alimentación tanto a 5 C (lote III) como 

a 24 C (lote IV) (Figr 1.6.) .

1.4.2.2.3. - ¿5 Desaturasa.

No se observó ningún tipo de modifics.cibn en la actividad
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Figura 1.6.

Efecto del frío ambiental y la restricción de alimentos en la 

actividad enzipática de la ¿6 desaturasa.

A6 Desaturasa

Lotes
Las especificaciones de esta figura son las mininas que las de 
F i g. X. 5,.

la



enzimática de la ¿15 dcsaturasa por efecto del frío, ni por la 

restricción alimenticia provocada en las ratas a 5 C y 24 C (Fig. 

1.7.),

1.4.2.3.-EFECTO DE LA INGESTA Y EL FRIO EN LA COMPOSICION DE 

ACIDOS GRASOS HEPATICOS.

1.4.2.3,1.-Composición de ácidos grasos de lipidos totales de 

microsomas y mitocondrias♦

Las Tablas 1.13. y 1,14. muestran la composición de ácidos 

grasos de lipidos totales de microsornas y mitocondrias hepáticas, 

respectivamente. Las variaciones observadas en la composición de 

ácidos grasos de microsomas y mitooondrias de hígado de rata, 

fueron en general similares.

Las ratas a 5 C con comida ad libitum (lote II) presentaron 

en ambas fracciones subcelulares, un aumento en el porcentaje de 

16:0 y una disminución en el de 18:1, Sólo en mitocondrias 

disminuyó significativamente el porcentaje de 16:1. Estos cambios 

en la composición de ácidos grasos concuerdan con la disminución 
en la actividad cnzimática de la A 9 desaturasa que presentaron 

las ratas de este lote (Fig- 1.5.).

En el lote III > se observaron las mismas modificaciones que 

en el lote II en los porcentajes de los ácidos 16:1» 18:0 y 18:1 

de los lipidos de microsomas y mitocondrlas hepáticas. Al igual 

que en el grupo II, estos cambios son consecuencia de la 

disminución en la actividad enzimática de la A 9 desaturasa
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Figura 1.7.

Efecto del frío embiente.3 y la restricción de alimentos en la 

actividad enziraática de la ¿5 desaturasa.

¿5 Desaturasa

Lotes

Las especi f icaciones da esta figura son las mismas que .las de 
Fig. 1.5..

1 a
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Tabla 1.13.

Efecto de la ingesta y el frío ambiental en la composición de 

ácidos grasos de microsomas hepáticos»

Ac i do Lote I Lote II Lote III Lote IV

graso Control ad Frío ad Fr ic-Ai imant. Control-Cree

Iibi tum 1 i h itum como late I como lote II

1 satu

16:0 21-4 4 0,1 20, 7 + 0,4 20,2 4 0,2** 18,9 4 0,44

16: .1 + 0,1 2,2 4 o, 2 1,5 4 0, 5 0,7 4 0,4+44

18Í 0 20,7 + 0,2 23, 5 + o- 3* 23,8 4 0, 4* 24,3 4 0,54

18; i 10,2 + 0,2 8,3 + o, 344 8,2 4 o, 4** 6,2 4 1,7

18í2* 15, í 4 0,4 15, 3 + o, 3 15,2 4 o, 5 1.4,7 4 0,6

20:3^ 2,5 + 0,2 1,8 4 o, 24*4 1.4 4 o, 14* 1,7 4 0,2*44

20; 4^ 21,0 4 0,3 21 , 0 + o, é 22,e 4 0, 24* 25,5 4 1,2*4

22:5" 2,5 + 0,2 2S t 4 o, 1 1,6 + o, 1++ 1,4 4 0,244

22:6“ 4,6 4 0,2 5, 2 + 0, 3 5,3 4 0, 3 4,5 4 0,4

20:4'*/ 1,4 + 0-1 .1,4 4 o, 1 1,6 4 0, I 1,8 4 0,1444

le: 2^

Indice 1,6 + 0,1 1,6 4 O- 1 1,6 4 Of .1 1-7 4 0,1

La composición de ácidos grasos se determinó por cromatagrafie 

gas liquido como se describe en la sección 1.2.5.4.. Solo se 

cans i deraron las ¿cides grasos que = e encuentran en mayor 

proporción» Los resultados tabulados corresponden a la media de 4 

ratas por tote + E.S..E1 tratamiento que recibió cada lote se 

detalla en la sección 1,3.2.. y ■: ácidos de las familias n*6 y 

n-3 respectivamente, a Indice de 1nsaturacióní se describe en 

la Tabla 1.8.» Diferencia significativa respecto del control! 4, 

P<0,O01; **, P<0,0». y 4+4, P<0,05.



Tabla 1.14.

Efecto de le ingesta y el fríe ambiental en - le composición de

Acides grases de mitoccndrias hepáticas.

Acido Lote I Lote II Lote III Lote IV

graso Control ad Frío ad FrIo-Ai iwent» Centre 1-Cree

(%> 1 i bi tum I i bi turn come lote I como 1 ote 11

i nsat.a

16:0 20,0 + 0,2 20,3 + 0,5 17,8 0,5** 17,3 0,4*

16: i ± 0f 1 1,6 + 0,1*** t,4 0,i** 1,4 + 0, I**

1810 18,0 0,3 20,7 + 0,3* 21,3 + 0,3* 21,1 f 0,2*

18: f 10,9 + 0,1 9,0 0,3* 9, 1 + 0, 2* 8,5 + 0,2*

18;2^ 2.1,7 + 0,4 22,3 + 0,2 22,0 + 0,3 22,7 + 0,7

20: 3~ 1,9 + 0,1 1,3 4- 0f 1** 1,5 + 0, 3 !,2 + 0,1**

20 í 4^ 19,7 + 0, 4 19,8 + 0,3 20,8 i 0s3 23,2 + 0,?***

22:5* Z, 1 t 0,3 1,9 + 0,2 b? + 0,3 ! ,O + 0, i**

22i4K 3,7 + 0t3 4,1 + 0,2 4,2 + 0,3 3,6 0,3

20:4^/ 0,9 0, 1 0,8 + 0,1 1,0 + Ofl 1,0 + 0,1

18:2~

Ind ice 1,6 0, 1 1,5 + 0, i 1,7 + 0, i 1,7 0,1

La composición de ácidos grases se determinó per cromatografía 

gas liquido como se describe en la sección t.2.5.4.. Salo se 

consideraron los ácidos grasos que se encuentran en mayor 

proporción. Los resultados tabulados corresponden a la media de 4 

ratas por lote t E.S..EJ tratamiento que recibió cada late se 

detalla en la sección 1.3.2». y ": Acides de las familias n-6 y 

n-3 respectivamente, a Indice de insaturación: «e describió en 

la Tabla 1.8. Diferencia significativa respecto del control; *, 

P<O,00IJ **, P<O,01 y ***, P<0,05.
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observada en el lote III. Sólo los microsomas tuvier

disminución en el porcentaje de 20:3 n

20:4 n B, que concuerda con el

actividad enzimática de la A 6 desaturasa de este lote III

1.6.) (la ¿ 6 desaturasa cataliza el paso limitante

6 y aumento en

aumento observado

n una

el de

en la

(Fig.

en la

biosintesis de ácidos polinosaturados (13)).

El lote IV presento un auaento en el porcentaje de 18:0

disminución en el de 16:1, tanto en mierosomas como en

mitocondrias El „ porcentaje de .18:1 sólo disminuyó en

mitocondrias . Estos cambios son consecuencia de la disminución

observada en la actividad enzimática de la A § desaturasa de este

lote. Por otra parte, en ambas fracciones se observó una

disminución en el porcentaje de 20:3 n - 6 y un aumento en el de

y

20:4 n - 6, que podrían ser atribuidos al aumento observado en la

actividad enzimática de la A 6 degaturasa (Fig. 1.6.}.

1.4.2.3.2.- Composición de ácidos grasos de las fracciones 

fosfolipidícas mayoritarias de microsomas.

Se midió además la composición de ácidos grasos de las 

fracciones fosfolipidicas mayoritarias de los microsomas, con el 

fin de determinar sí en estas fracciones se observaban las mismas 

variaciones en la composición de ácidos grasos que las observadas 

en los lipidos totales (medidos anteriormente, sección 

1.4.2.3.1.) por efecto de la temperatura ambiental.

La composición de ácidos grasos de fosfatidilcolina¿
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fosfat idiletanolamina y fosfatidilinositol de los 4 lotes se 

detalla en las Tablas 1*15., 1*16. y 1.17. respectivamente.

En general, las variaciones observadas en la composición de

ácidos grasos de las tres fracciones fosfolipldicas de los 4

lotes de animales, fueron equivalentes a las observadas en la

composición de ácidos grasos de lipidos totales.

Se observo una disminución en les porcentajes de los ácidos 

16:1 y 18:1 (aunque no siempre en forma significativa) y un 

aumento en' el de 18:0, perteneciente a fcsfatidilcolina y 

fosfatidiletanolamina de los lotes II, III y IV. Estas

variaciones serian consecuencia de la disminución observada en la 

actividad enzimática de la A 9 desaturasa en dichos lotes (Fig.

1.5. ).

Con respecto a la familia n - 6 de ácidos grasos de las 

ratas mantenidas a 5 C con comida ad libitum (lote II), salo se 

observó una disminución en el porcentaje de 18;2 y 20:3 y un 

aumento en el de 20:4 de fosfatidilco1ina, ya quo no se 

modificaron los pertenecientes a fosfatidiletanolamina y 

fosfatidilinositol* Por otro lado, les lotes III y IV también 

presentaron una disminución en el porcentaje de 20=3 y un aumento 

en el de 20:4 de fosfatidiIcolina y fosfatidilinositol, mientras 

que las variaciones observadas en fosfatidiletanolaraina en el 

porcentaje de estos dos ácidos grasas no siempre fueron 

significativas.
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Tabla 1.15.

Efecto de le ingests y el fr-io ambiental *?n le composición de 

grasos de f osf at id i 1 co i i na de *i i crosomae de hígado de 

rata.

Aci do Lote I l ate TI Lote ITT ) n+e IV

graso Control ad Frío ad Fr Ío-Aliment, Contra 1-Cree

(%1 1 ib i turn 1 i bltum como lote f como lot© II

is:2^

16: 0 22,5 +_ 0,5 23,3 t b? 20,0 4. 1,2 20,9 t 0, 1

i 6! ! + 0, 1 M 4 0,1 + 0,6 4 0,6*+# o(4 4 0,4#*

teto + 0,1 23, 3 _+ 0,2* 22,3 4 0, t# 23,4 ±_ 0,2*

ts: 1 io,t ♦ 0,1 ó,8 t 0, 2* ó,9 +_ 0, t# 5,9 4 0,8*

18: 2^ 1 7,6 + o,* 13,1 ,± 1,3+** 14,4 t 0, ?+* 14,6 ± 2,4

zo:3^ 2t2 +_ 0,1. 1,3 ± O, 1 + s1 + 0,3#* 0,9 4 0,4#*+

20:4^ 20,4 + 0,4 21,9 4 0,2*** 25, 1 4 1,?*+ 25,8 4 0,8*

2215* ' ,e + 0,1 2,8 ± 0, 1 + 4,0 4 2.4 4,2 4

2256" 4,1 ± 0,4 M + 0,9 5,0 4 0,3 3,’ 1. 0,4

20: 4*-/ 1,2 4 0,1. »,? 4 0, 1 ++ 4 0,2+++ 1 ,* t 0, ?*++

La rompos i c i 6n de ácidos grasos ce determinó pnr rrcmistogref í a 

gas liquide como se describe en la sección i.2»5.. Solo se 

consideraron loe ácidos grasos que se encuentran en mayor 

proporción, 8e trabajó con un “pool" de 2 r^tae por lote. ** y "¡ 

Acido» de 1 as familias n-6 y n-3 respectivamente. |..ns datos 

tabulados corresponden a la medía de 5 determinaciones ±. E.S., 

Diferencie significativa respecto de) control: + , P<O,OO.t? #+, 

P<O,<M y +++, P<0,05.
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Tabla 1,16

Efectc de ]h ingesta y el -frió ambiental en la camposicitn de

Acidos grasos de -Fosf at id i i etano 1 ami na de microsomas de hígado de 

rata.

Ac ido Lote I Lote TI Lote Til Lote IV

graso Control ad Frío ad Fr i c~Al i merit. Centrol-Creo

(96) libitum 1 íbitum como lote I como lote II

is:

16S 0 22, 4 0,6 20,3 i i,5 19,2 + O, 5** <8,4 í 0,4*

16: i 2* 0 + 0,1 0,8 0,2* 0, 4 ± O, 4* 0,8 ± 0, 2*

ib: o 18* 7 + 0,2 24,0 + 1,3** 22,4 + 0,2* 24,6 4- 0,2*

ib: i Ss 4 + 0,7 6,8 + 0,5 M + O, 4 6,6 + 1,0

íb:2^ 11, 1 +■ 0,4 10,0 + 1*2 11,5 1 1,1 11,6 ♦ 2,6

20: 3'"' b 2 4- 0,1 1,3 0,4 0,8 4- 0,1*** 0,8 + 0,3

20:4"' 24, 0 + 0,9 23,8 +• 1,4 23,2 + 0,7 26,9 * 0,8+**

22:5" 4, 8 + 0,4 3,8 4- 0,4 2,2 4- O, 1** 2,4 + 0,9+*+

22: 6“ 6, 6 + 0,7 8,4 0,9 12, 4 + 1,5** 7,3 + 0,9

20;4^/ 2, 2 + 0,2 2,4 + 0,4 2,0 + 0,2 2, 3 +• 0,3

La composición de ácidos grasos se determinó por cromatografía 

gas líquido como =e describe en Is sección 1.2.5-4.» Solo se 

cons idararen los Acidos grasos que se encuentran en mayor 

proporción. Se trabajó can un "pací" de 2 ratas por lote. 'v y "í 

Acidos de las -Familias n-6 y n-3 respectivamente. Los datos 

tabulados corresponden a la inedia de 5 determinaciones ± E.S.. 

Diferencia significativa respecto del control: *•, P<Q,001| *+, 

P<0,01 y ***, P<0,O5.
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Tabla 1.17,

E+ectc de la ingesta / el fríe ambiental er> la composición de 

ácidos grases de fesf at id i 1 i ñas i to 1 de mirroEomas de hígada de 

rata.

Ac ido 

graso

1%)

Lote I

Control ad

1 i b i tum

Lrte TI

Fríe ad

1 ib i tum

Leste ITT

Fri c-Aliment,

Lote TV

Contro 1-Cree,

como lote IIcomei lote I

16S0 1O,0 + 0,4 8,8 + 0,7 + 0,8*** 6,8 + 1,4

1611 0,5 + 0,4 0,8 + 0, !■ 0,8 + 0,6 0,7 + 0,7

ie:o 38,7 + 1,7 40,2 + 0,7 40,4 + 1,9 40,6 + 0,7

18; i 4,7 + 0,2 3,7 ± 0, iff-* 3,3 ± 0,2** 3,4 ± 1,0

18: 2^ 4,8 + 0,1 4,6 + 0,4 4,4 + 0,5 4,4 ± 0,8

20: 3^ 3,6 + 0,4 2,6 + 0,6 ls6 + 0, 2** 2,4 j+ 0,1***

20:4^ 30,8 + 0,6 33,6 + 1,5 37, 4 í 1,4*4 37,3 + 1,1*

22i5tt 3,1 + 0,8 1,8 + 0, !. 1,3 i 0,2 1,8 £ 0,2

22:6" 4,1 + 0,5 3,8 + 0,2 3,1 + 0,3 3,3 + 0,4

20:4*7 6,4 + 0,7 7,3 + 0,8 8,5 + 0,8 8,5 + 0,9

18: 2''

La composición de ácidos grasos se determinó por cromatografía 

gas liquido como se describe en la sección 1.2.5.4.. Solo se

consideraron loe ácidos grasos que se encuentran en mayor

proporción. Se trabajó con un pool <?e 2 ratas por lote. y b:

ácidos de les familias Los datos

tabu. 1 ados corresponden a la media de 5 detarmi nac i onee 1 E.S

Diferencia significativa respecto del control: *, P<O,001| **,

PÍOjOl y ***, P<0,05.



1,4,3.-EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS ¿6 Y A 5 DESATURASA DEPRIMIDAS POR 

UNA DIETA HIPERGLUCIDICA.

Teniendo en cuenta que la actividad enzimática de la ¿8 

desaturasa no se modifico por efecto de diferentes temperaturas 

ambientales durante distintos periodos de exposición (Fig. 1.3.), 

se estudio el efecto de la temperatura ambiental en ratas que 
tenían la actividad enziioática de la A 6 desaturasa deprimida a 

causa de haber recibido los 2 dias previos una dicta 

hiperglucidica (DH). Estos experimentos se realisaron utilizando 

6 lotes de ratas, cuya descripción se detalla en la sección

1,3.3. .

1.4.3.1.- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA

INGESTA, GRADO DB CRECIMIENTO, CONVERSION DE ALIMENTOS Y PESO

HEPATICO DE RATAS ALIMENTADAS CON DIETA CONTROL (DC)

HIPERGLUCIDICA (DH).

Las variaciones observadas en el grado de crecimiento

conversion de alimentos por efecto de la temperatura ambiental en

ratas alimentadas eon DC (Tabla 1,18.) son equivalentes a las que

presentaron los anímales alimentados con dieta comercial a esas

mismas temperaturas ambientales (Tabla 1.6.), ya que, a 12 C

(lote I) las ratas tuvieron una disminución en el grado de

cr©cimiento y conversión de alimentos respecto a 24 C, mientras

E

y
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que no se modified la ingesta ni el peso hepático.

Cuando los animales se alimentaron con DH, la ingesta 

disminuyo a 31 C y no se observaron variaciones en el grado de 

crecimiento,, conversión de alimentos ni peso hepático de las 

ratas expuestas a las diferentes temperaturas ambientales.

Sí ae compara el comportamiento de estos parámetros * a una 

misma temperatura pero con diferente dieta, se observa que la 

ingesta disminuye a 31 C con DH, y que el grado de crecimiento y 

la conversión de alimentos disminuyen a 24 y 31 C con DH con 

respecto a los lotes alimentados oon DC. A 12 C no hay diferencia 

en el grado de crecimiento y conversión de alimento de los 

animales alimentados oon DH respecto a los que recibieron DC, ya 

que a 12 C oon DC, estos 2 parámetros disminuyen respecto a 24 C.

1.4.3.2,- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA 
ACTIVIDAD EN2IMATICA DE LAS ¿6 Y ¿5 DESATURASAS DEPRIMIDAS 

POR UNA DIETA HIPERGLUCIDICA,

1.4.3.2.1.- A 6 Desaturasa.

Confirmando resultados anteriores (Fig. 1,3.), en los 
animales alimentados con DC no se modificó la actividad de la ¿6 

desaturasa al tranferir las ratas de 24 a 12 y 31 C CFig. 1.8.).

Por el contrsrio, en los lotes alimentados con DH la 
actividad de la ¿6 desaturasa aumentó en los animales mantenidos 

a 12 C respecto a los que estuvieron a 24 y 31 C.

La dieta hiperglucidica provocó una disminución en la
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I F í gura l.B<

I Efecto de la temperatura ambiental err la actividad enzimát lea de

la ¿6 desaturasa de ratas alimentadas con dieta control <DC) e

I hip&rgluGidica <DHH
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actividad ds la ¿16 desaturasa en los lotes expuestos a una 

temperatura ambiental de 24 y 31 C, respecto a los lotes 

alimentados con DC a esas mismas temperaturas, Mientras que a 12 

C no se observaron diferencias significativas en la actividad 

desaturante entre los lotes alimentados oon DH y DC. Estos 

resultados indicarían que el efecto depresor de la dieta 

hiperglticidica es contrarrestado en el frío por un aumento en la 
actividad de la ¿ 6 desaturasa.

1.4,3,2.2,- ¿5 Desaturasa,

Se observó un aumento en la actividad enzimática de la A S 

desaturasa de ratas alimentadas con DC y DH a 12 C respecto a 31 

C (Fig 1.9.)» mientras que sólo hubo un aumento en la actividad 
erizimatica de la ¿5 desaturasa a 12 C respecto de 24 C, en los 

animales alimentados Don DH. La mayor actividad enzimatíca se 

observó a la menor temperatura ambiental.

Por otro lado» independientemente de la temperatura a que 

estuvieron expuestos los animales» la actividad enzimática de la 

5 desaturasa disminuyó en los lotes oon DH respecto de los de DC.

1,4.3.3,“ EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA 

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE LIPIDOS TOTALES DE RATAS 

ALIMENTADAS CON DC Y DH,

Los animales alimentados con DH y mantenidos a 12 C tuvieron 

un índice de iris aturas ion mayor que los que estuvieron a 24 y 31



Figura 1.9.

Efecto de la temperatura ambiental en la actividad enzimática 

la ¿5 desaturasB de ratas alimentadas can dieta control (¡>C) 

e hi perglucidica <DH>»

A5 Desaturasa

Temperatura Ambiental (C)

Las ©spec iti cae i ones de esta 4igura son las mismas que las de
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C (Tabla 1.19.). Esto seria oonseouenoia de la mayor actividad 

enzimatica do las Ab y ¿Ü desaturasa en ese lote (Fig. 1.8. y 

1.9.). En todos los lotes, la disminución observada en el 

cociente 20:4 n-6 / 18:2 n-6, se acompañó con una disminución en 

la actividad enzimática de las A 6 y A 5 desaturasas3 a excepción 

de las ratas mantenidas a 12 C en las que la actividad enzimática 
de la Ag desaturasa no se modificó.

Los animales alimentados con DC y DH a 12 C presentaron una 

disminución en el porcentaje del 20:3 n-6 y un aumento en el de 

20:4 n-6 cuando se los compara can aquellas ratas mantenidas a 

una temperatura ambiental mayor; estos cambios podrían atribuirse 

al aumento observado en la actividad enzimática de la A 5 

desaturasa causada por las bajas temperaturas (Fig. 1.9.}.
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1.5. - DISCUSION.

1.5.1- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN EL 

METABOLISMO LIPIDICO.

Como ya se detallara en la introducción de este capítulo, 

cuando una rata es expuesta al frío, se desencadenan procesos de 

adaptación de termogénesis por escalofrío (TE) o independiente de 

escalofrío (TIE) dependiendo de las condiciones <158), tendientes 

a disminuir las pérdidas de calor y a aumentar la producción del 

mismo. Los principales sustratos utilizados en esta tertnogénesis 

aumentada son los ácidos grasos y la glucosa. Los ácidos grasos 

son provistos por un aumento en la lipólisis del tejido adiposo 

blanco y pardo (X85-167,225), mientras que el aumento observado 

en la concentración de glucosa se debe a una elevada 

glucogenó1 is is y gluconeogenesis hepáticas <180±226). Junto con 

los sustratos endógenos, también son utilizados en este proceso 

de termogénesis aumentada, los sustratos de origen exógeno 

aportados por la ingesta aumentada. Esta es la razon por la que, 

cuando ratas macho son mantenidas a 5 C durante 5 dias (Tabla

1.6. ), a pesar de presentar un aumento en la ingesta, su grado de 

crecimiento y conversión de alimentos disminuyen, ya que las 

calorías sen utilizadas preferentemente en la producción de calor 

para poder mantener constante la temperatura corporal. Por otro 

lado, los procesos de adaptación que se pudieran producir entre 

el quinto y décimo quinto día de exposición a 5 C, no provocan
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modificaciones adicionales en estos parámentros (Tabla 1.8. ).

Estos datos concuerdan con los encontrados por Bakke y 

Lawrence (227) y por Kuhn y col. (228) en ratas aclimatadas al 

frió. Las ratas mantenidas a 12 C durante 5 días también 

presentaron una disminución en el grado de crecimiento y 

conversion de alimentos, aunque en este caso, la ingesta no se 

modificó.

Por otro lado, los procesos de adaptación que se 

desencadenan cuando una rata es mantenida a temperaturas 

elevadas, tendientes a aumentar las pérdidas de calor y disminuir 

su producción, determinan que el grado de crecimiento y la 

ingesta de los animales disminuya una vez que éstos se han 

adaptado a las nuevas condiciones ambientales (194,206,209). Sin 

embargo, nosotros no observamos ninguna modificación en dichos 

parámetros cuando las ratas se mantuvieron a 31 C durante 5 y 15 

dias, a excepción de La ingesta que disminuyó a 31 C pero sólo 

luego de 15 dias de exposición a esa temperatura (Tabla 1.6.). 

Esto estarla indicando que en estos periodos de 5 y 15 dias de 

exposición a 31 C, los animales no estarían totalmente adaptados 

a vivir en el calor.

1.5.2.-  EFECTO DE DEFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LOS 

NIVELES SERICOS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.

Teniendo en cuenta que las hormonas tiroideas juegan un 

importante papel en los procesos de adaptación de los mamíferos a



las distintas temperaturas ambientales (sección se

midieron los niveles séricos de dichas hormonas <T4: tiroxine

T3r triiodotironina) en las ratas transferidas al frió y al

determinar el grado de modificación de las

mismas en nuestras condiciones experimentales (Tabla 1.7.),

Se observó que los niveles séricos de T4 disminuyeron en las

ratas mantenidas a 5 y a 31 C durante 5 días. mientras que los de

T3 sólo se modificaron en el lote a 31 C en el que disminuyeron.

Estos resultados concuerdan con los niveles séricos de las

hormonas tiroideas observados en ratas (228) y hámster (229)

1■1. ),

y

adaptados al frió, y con los de ratas mantenidas a 34 C (208) 

durante varias semanas.

La disminución observada en los niveles séricos de T4, 

podría deberse principalmente a dos causas; 1) una disminución en 

su producción y 2> un aumento en su utilización. En los animales 

mantenidos a 31 C, la primenra causa seria la mas probable, ya 

que en estas condiciones ambientales hay una disminución en la 

actividad tiroidea (194,209) y ésta explicarla la disminución 

observada en los niveles séricos de T4 y T3> Por el contrario, en 

el lote mantenido a 5 C, la disminución en la concentración 

sérica de T4 seria consecuencia de la segunda causa, ya que 

habría una mayor utilización de la hormona en los tejidos 

periféricos .

Para transformarse en hormona metabólicamente activa, la T4 

debe ser deiodinada enzimáticamente y así transformada en T3. 

Esto ocurre en los tejidos periféricos de la oveja, rata y
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húmenos (230,231). Por otro lado, el 36 % de la T4 es deiodinado 

enzimáticamente en "T3 reversa'’ (T3r) que es me taboTicamente 

inactiva (Introducción del capitulo 2).

Durante la exposición al frío, el aumento en la utilxaación 

de la T4 por parte de los tejidos periféricos, se deberla a una 

alteración en la deiodinación de la hormona, determinando que una 

mayor proporción de T4 se deiodine en T3 (232-234) en detrimento 

de la producción de T3r a partir de la T4 (229),

1.5.3.-  EFECTO DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL EN LA RELACION FUIDEZ

DE MEMBRANA - ACTIVIDAD DESATURANTE

Como ya se indicara en la introducción, modificaciones en la 

temperatura de crecimiento de microorganismos y de 

poíquliotermos determinan variaciones en la composición

animales

lipidica

de los mismos, tendientes a mantener los lipidos de las

respectivas menbranas en un estado físico adecuado. En el caso de

los animales horneoternes el efecto de la temperatura ambiental no

es tan obvio, ya que éstos mantienen su temperatura corporal

constante sobre un amplio rango de diferentes temperaturas

ambientales, a través de mecanismos de adaptación regulados por

el sistema nervioso y el endocrino (sección !►!.>.

Por otro lado, la actividad ensimática de las desaturasas de

animales homeotermos se modifica cuando se alteran las

propiedades fisicoquímicas de la membrana 

experimentos se variaron las propiedades

microsomal. En estos

fisicoquímicas de las
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membranasmodificando la composición de las mismas en ensayos

"in vitro1' (235,236) y alimentando los animales con dietas de

diferente composición (96,101,102).

Teniendo sn cuenta esta correlación que existe entre la

fuides de la membrana microsomal y la actividad desaturante de 1.a

misma, se estudiaron algunos de los parámetros que afectan la

fuidez de la membrana microsomal- Con tal fin. se determinó la

composición fosfolipidica y el indice de insaturacicn de

microsomas hepáticos de ratas mantenidas a 5, 24 y 31 C (Tablas

1,9. y 1,8.). En estos estudios, en general, no se observaron

diferencias significativau on dichos parámetros. por efecto de

las distintas temperaturas ambientales. Estos resultados son

coherentes con los de anisotropia de fluorescencia (usando como 

fluoroforo al 1,B-dif en i 1-1,3,5~hexatrieno) de estos microsonias, 

ya que ésta tampoco se modificó por efecto de la temperatura 

ambiental (Tabla 1.11.).

Por otro lado, a partir de estos resultados, quedaría claro 

que las variaciones observadas en la actividad desatorante por 

efecto de la temperatura ambiental en la rata, no se producirían 

a través de modificaciones de la fuidez de la membrana microsomal 

en la que dichas enzimas se encuentran.

1,5,4.-  EFECTO DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL EN LA COMPOSICION

FOSFOLIPIDICA MITOCDNDRIAL.

Es interesante destacar, que si bien la composición 



fosfolipiriicB microsomal en general no se modified.

la temperatura (Tabla 1>9.), los fosfolipidos de

par efeoto de

mitoeomdrias

hepáticas sufrieron importantes variaciones a 5 y a 31 C (Tabla

1.10.). El porcenteje de FC disminuyo, mientras que el de su

precursor FE aumento en los Lotes a 5 y 31 C; y solamente en el

Por otro lado, estas variaciones observadas en mitocondrlas

hepáticas de ratas mantenidas a 5 0, coiriciden oon las

encontradas en mitocondrias de tejido adiposo pardo de ratas 

expuestos a una temperatura ambiental de 4 C (237).

Esta disminución en el contenido de FC y aumento de FE (su 

precursor), podrían sugerir que tanto en los animales mantenidos 

a 5 como a 31 C, la transmetilación estarla disminuida (FE+ 

FC) .

1.5.5.-  EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA

ACTIVIDAD DESATURANTE MICROSOMAL DE HIGADO DE RATAS MACHO.

1.5.5.1.- ¿9 Desaturasa,

En estudios previos hechos en el laboratorio por Gózales y

¿9col. (139), se encontró que la actividad enzimátioa de la

desaturasa no se modificaba cuando ratas macho eran transferidas

a 14 + 1 C luego de habor sido adaptadas a 31 ± 1 C, mientras que

ratas hembras adaptadas a las mismas condiciones presentaban una 

disminución en dicha actividad ensímática. Sin embargo, nosotros 

observamos que cuando se disminuye la temperatura ambiental de 24
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a 5 o 12 C, las ratas macho mantenidas a esa menor temperatura y 

alimentadas ad libitum, presentan la actividad ensimátioa de la 

9 desaturasa disminuida (Fig. 1.2.). Esta disminución en la 

actividad desaturante, seria la causa de la disminución observada 

en el porcentaje de los ácidos 16:1 y 18:1 y aumento de 18:0, 

tanto de fosfatidiloolina (Tabla 1.15.), fosfatidiletanolamina 

(Tabla 1.18.) y lipidos totales de microsomas (Tabla 1.8.), cono 

de lipidos totales de mitooondrias hepáticas (Tabla 1.14.). 
Mientras que, por otro lado, la actividad enzimática de la ¿9 

desaturasa no se modificó al aumentar la temperatura ambiental de 

24 a 31 C durante 5 y 15 dias (Fig. 1.2.).

A partir de estos resultados y teniendo en cuenta que los 

Entínales expuestos al frió poseen además una ingesta aumentada y 

un grado de crecimiento disminuido (Tabla 1.6.), debido a la 

utilización de las calorías aportadas por la dieta y por los 

sustratos endógenos en el mantenimiento de la temperatura 

corporal, se estudió la existencia de alguna correlación entre la 

ingesta aumentada y el grado de crecimiento disminuido de los 

anímales en el frió con los cambios observados en el metabolismo 

lipldioo.

En estos estudios se observó que las ratas mantenidas a 5 C 

con comida restringida (lote III), de tal forma que ésta fuera 

como la de las ratas a 24 C con comida ad libitum, presentaban 

una disminución en la actividad enzimática do la ¿9 desaturasa 

aún mayor que la observada en los animales fe 5 C con comida ad 

libitum (lote II) ( Fig. 1.5.). Por lo tanto, es poco probable
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gue la ingesta aumentada causara los cambios observados en © 1

frío en la actividad ensitnática de la ¿9 desaturasa. Sin

embargo, e 1 grado de crecimiento disminuido de las ratas en el

frió, seria un factor importante a tener en cuenta, ya que los

animales mantenidos a 24 C con el mismo grado de crecimiento

(lote IV) que las ratas en el frió con comida ad libitum también

presentaron una disminución en la actividad ensimátioa de la A 9

desaturasa. Además en los lotes II } III y IV que presentaron una

disminución en la actividad enzimática de la A 9 desaturasa.

también se observó una disminución en el porcentaje de los ácidos

16:1 y 18:1 y aumento de 18:0 (Tablas 1.13. y 1.14.), come

consecuencia de la actividad desaturante

En el lote II, hubo un balance

(conversión de alimentos disminuida)

aumentada para proveer de sustratos al p

que está aumentada en el frió. En el

metabólico negativo fue aün mayor que en

un aumento en el catabolismo de sustratos

de termogénesis, debido a la restricción

Finalmente J las ratas del lote IV también

disminuida.

aetabó1ioo negativo

y la ingesta estuve

• rocoso de termógenas is

lote III, el balance

el lote II, ya que hubo

endógenos en el proceso

impuesta en la ingesta.

presentaron un balance

la ingesta >metabólico negativo, para compensar la restricción de

aumentando el uso de sustratos endógenos -

En los lotes II í III y IV, caracterizados por un balance

metabólioo negativo la actividad onzimatica de la A 9
desaturasa estuvo disminuida.

Como ya se indicara en la Introducción, la actividad
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enzimálica de la Ü9 desaturasa es muy sensible a factores 

nutrióionales (89,90,238-241) y hormonales (112,113,134,135). Por 

otra parta, es considerada una enzima lipogenética ya que durante 

el ayuno, donde el balance metabolico es negativo y lá lipólisis 

está aumentada, la actividad desaturante está disminuida (89);

mientras que las dietas 1ipogenéticas son las más eficientes en
As desaturasa (89,24), Laaumentar la actividad enzimática de la

lipogénesis y la actividad enzimát ica de la A 9 desaturasa

responden a factores regulatorios de la misma forma (242).

Se puede concluir entonces, que la disminución observada en

la actividad enzimática de la A 9 desaturasa de ratas macho a 5

C, es consecuencia del balance metabólioo negativo que poseen los

animales en estas condioi ones (243).

1.5.5.2.- As Desaturasa.

La actividad ensimática de la A 6 desaturasa no se modificó

por efecto de la temperatura ambiental al transferir ratas macho

al frió o al calor (Fig. 1.3. ), ni el porcentaje de 18:2 n - B de

lipidos totales de microsomas y mitocondrias (Tabla 1.13.

Só) o en fnsfatid i Icol ina de microsomas disminuyó el

porcentaje de 18:2 n - 6 y 20:3 n - 6 a

en ese lote, la actividad enzimática de

pesar de no modificarse 

la As desaturasa (Tabla

modificaciones1,15,). Hughes y York tampoco observaron
actividad enzimática de la A 6 desaturasa por efecto

en la

de la

1.14.).

y

temperatura ambiental en el "ratón flaco" (244), Estos resultados 

concuerdan con los encontrados previamente en nuestro laboratorio
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por Gonsalez y col. (139) cuando se transfirieron ratas macho de 

30-32 C (adaptadas a esta temperatura durante 20 dias) a 12 C 

durante 5 días, ya que en este caso, tampoco se observaron 
variaciones en la actividad desaturante de la ¿6 desaturasa.

Estos resultados indicarían que los cambios hormonales y 

metabólicos inducidos por una disminución en la temperatura 

ambiental que desencadenan un aumento en la termogénesis, no son 

factores que modifiquen la actividad enzimática de la A 6 

desaturasa en animales alimentados con una dieta comercial ad

libitum. Ho obstante, en ratas hembra adaptadas 

condiciones, se observó un aumento en la actividad

a las mismas

enzimática de

la A 6 desaturasa debida al frió y, en esta modificación estarían

involucrados los niveles séricos de estradiol (156).

Cuando se estudió el efecto de la ingesta y el grado de

crecimiento de los animales en el frió, sobre la actividad

desaturante ¿ se observó un aumento in©3p erado en la actividad

enzitnitioa. de la ¿6 desaturasa en los lotes con alimentación

restringida tanto a 5 C (lote III) como a 24 C (lote IV) (Fig.

1.6.). Estos resultados, son difíciles de explicar ya que en el

ayuno la actividad de esta enzima está inhibida (89,97), y

estarían enfatizando la importancia de la dieta como otro factor

a ser tenido en cuenta en el complejo control de la actividad

desaturante.

1 .5,5.3.“ Desaturasa.

La actividad enzimática de la A 5 desaturasa no se modificó
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al disminuir la temperatura ambiental, mientras que disminuyó al

transferir ratas de 24 a 31 C (Fig. 1.4.). Esta disminución en la

actividad desaturante provocada por el calor. seria la

responsable del aumento observado en el porcentaje de 20:3 n 6

y disminución en el de 20r4 n 6 de lipidos de miorosomas

hepáticos de ratas macho, lo que determina además que disminuya

el cociente 20:4 n^6 / 16:2 n-6 en dicha fracción subcelular

(Tabla 1.8.). Estos resultados serian equivalentes a los

encontrados por González y col. (139) cuando transfirieron ratas

hembra de 30 - 32 C (mantenidas a esta temperatura durante 20

dias) a 12 C± dado que la actividad enzimática de esos animales

aumentó. A partir de estos datos, se puede concluir que la

actividad enzimática de la A 5 desaturasa disminuye al aumentar

la temperatura ambiental tanto en ratas macho como en ratas

hembra.

Por otro lado, tampoco se observó modificación alguna en la

actividad enzimática de la A 5 desaturasa, en los lotes con

alimentación restringida a 5 C (lote III) como a 24 C (lote IV)

(Fig. 1.7.) j cuando se estudió el efecto de la ingesta y grado de

crecimiento de los animales en el frió sobre la actividad

desaturante Sin embargo, a pesar de no haberse encontrado

variaciones en la actividad de dicha desaturasa en los lotes III

y IV, éstos presentaron una disminución en el porcentaje del

acido 20?3 n 6 y un aumento en el de 20:4 n 6 de

fosfatid i leolina y fosfatid ilinositol microsomales (en lipidos

totales y fcsfat id iletanolsmina estas variaciones no siempre
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fueron significativas) y en lipidos totales mitocondriales 

(Tablas 1.13-1.17.). Por lo tanto» estas variaciones en los 

porcentajes de los ácidos de la familia n - 6t no serian una 

consecuencia directa de la actividad onzimática de lo. A 5 

desaturasa, sino de la A 6 desaturasa que presenta una actividad 

enzimática aumentada eti estos lotes y es por otro lado, la enzima 

reguladora en la síntesis del ácido , araquidem ico (20:4 n-6).

1.5.6.- EFECTO DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL EN LA ACTIVIDAD 

ENZIMATICA DE LAS A 8 Y ¿5 DESATURA3AS DEPRIMIDAS POR UNA DIETA 

HIPERGLUCIDICA.

Cuando se estudio el efecto de la temperatura ambiental en 

la actividad enzimátioa de la As desaturasa de ratas macho (Fifí. 

1.3.), no se observó ningún tipo de modificación en Ja misma. 

Estos resultados son coherentes además, con los encontrados en 

condiciones experimentales equivalentes (139,244), A partir d© 

estos resultados, y teniendo en cuenta que las ratas hembra a 12 

C poseen la actividad enzimática de las A 5 y A 5 desaturasas 

aumentada respecto a 31 C (139), se pensó que 3i se partía de 

niveles disminuidos en la actividad enzimática de la A 6 

desaturasa, se podrían observar variaciones en dicha actividad 

desaturante por efecto de la temperatura ambiental. Por otro 

lado, se sabe que la actividad enzimátioa de la 6 desaturasa 

disminuye en ratas alimentadas can una dieta hiperglucidica 

(89,90,98), mientras que hasta el momento, no se habían observado



modificaciones significativas a cansa de d icha dieta en la

actividad enzimátioa de la A 5 desaturasa (90)* Considerando,

entonces, todos estos datos y resultados, se nidio La actividad

enzimatica de las ¿0 y ó 5 desaturasas en ratas macho

alimentadas con dietas control (DC) e hipergluoidica (DH) en 

animales transferidos de 24 C a 12 y 31 C durante 5 dias (las 

características de cada lote se especifican en la sección 

1.3.3.}.

1.5*5.1*^- ¿6 Desaturasa*

La actividad enzimática de la ¿5 desaturasa no se modificó 

al transferir ratas macho alimentadas con DC de 24 a 12 y 31 C 

(Fig. 1*8.). Estos resultados coinciden con los observados a las

mismas temperaturas pero en ratas alimentadas ccn dieta comercial

(Fig. 1*3.).

aSin embargo, cuando se disminuyo la t empe r atu r a amb i en t al

12 C en las ratas alimentadas con DH, la actividad -enzimálica de

la A 8 desaturasa aumentó respecto a los animales mantenidos a 24

y a 31 C con DH*

La DH con la que se alimentó a los animales. además de ser

hiperglucldica es hipoproteica, ya que un 6 Sí de las calorías de

la misma es aportada por las proteínas, mientras en la DC

éstas aportan un 20 X (sección 1.2.2,). Por otro lado, Peluffo y

col. (97) encontraron que la actividad ensiroática 

desaturasa no se modifica en ratas mantenidas a 24 C

de la A 6

oon dietas

isocalóricas en Las que el 5, Ib o 25 de las calorías es
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aportado per las proteínas. Por lo tanto, podemos suponer que la

disminución observada en la actividad ensimática de la A S

desaturasa a 24 y 31 C en ratas alimentadas con una DH respecto a

los lotes que recibieron DC a la misma temperatura^ se debe al

aumento en el conten ido de hidratos de carbono y no a la

disminución de proteínas de la misma. Por el contrario, la

disminución observada a 12 C entre el lote alimentado con DH

respecto al lote con DC no fue significativa, sugiriendo que en

el frió existirían factores que contrarrestan el efecto depresor

de la DH.

1.5,6.2,’ A 5 Desaturasa.

La actividad ens¿friática de la A 5 desaturasa aumentó en los

animales a 12 C respecto a 31 C tanto en las ratas alimentadas

ccn DC como con DH (Fig. 1.9.)* Mientras que el aumento sólo fue

significativo en los animales mantenidos ü 12 C respecto a los

que estuvieron a 24 C, cuando se los alimento con DH.

Por otro lado., la mayor actividad enzimática se observó en

los anímales mantenidos a la menor temperatura independientemente

de lu diota suministrada.

En los animales alimentados con DH, la aotividasd enziroatioa

de la ¿5 desaturasa disminuyó con respecto a las ratas que

recibieron DC, independientemente de la temperatura ambiental.

Sin embargo, Jeffcoat y James (90) no pudieron

variación significativa en la actividad enzimátiea

detectar ninguna
de la ¿5

desaturasa de ratas alimentadas con una dieta rica en sacarosa.
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Estas variaciones observadas en la actividad enzimática de 
las ¿6 y ¿5 desaturasas, provocaron mod if icae ion es en la 

composición de ácidos grasos de la serie n-6*

En conclusión, catoa resultados sugieren que en el frió la 

actividad enaimática de las ¿6 y A 5 desaturasas de ratas 

macho solo aumentaría, cuando éstas se escuentran deprimidas por 

factores nutrióionales} tales como una dieta hiperglucidica

(245).
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CAPITULO 2

EFECTO DE LA L-TRIIODOTIRONINA EN EL METABOLISMO LIPIDICO
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2.1- INTRODUCCION.

Las hormonas tiroideas son aminoácidos iodados cuya función 

consiste en modular la actividad de los diversos tejidos del 

organismo, espeeialmeinnte aquellos relacionados con el 

crecimiento, maduración neuromuscular, oxidaciones tisulares y 

termógenasis.

2.1.1.- GENERALIDADES.

En personas eutiróideas el principal producto de secreción 

de la glándula tiroides es la tiroxina (T4). El 20-30 K de la 

S,3 *,5-triiodotironina (T3) circulante también es secretado por 

la glándula, pero la producción tiroidea de 

3,3',5'-triiodotircnina (T3 reversa = T3r) es despreciable. El 

70-80 X de la T3 y más del 97.5 ÍE de la T3r plasmática se 

originan a partir de una monodeiodinacion de la T4 en posición 5' 

y 5 respectivamente, en los tejidos periféricos (246).

En la sangre la T3 y la T4 están unidas a proteínas 

transportadoras y sólo una pequeña fracción de las mismas se 

encuentra como hormona libre. De estas proteínas, las más 

importantes son la TBG ("thyroxine binding globulin"), TBPA 

('’thyroxine binding prealbunin") y la albúmina, aunque se han 

demostrado interacciones entre las hormonas tiroideas y otras 

proteínas, incluyendo lipoproteinas (247) y varios tipos de 

iniounoglobulinas (248). En el caso de la T3, ésta está asociada



con TBG y TOPA, aunque tiene en general , menor afinidad por las

proteínas transportadoras que la T4.

La T3 es la hormona que posee la actividad biológica,

mientras que la T4 seria su precursor -o prohormona (249,250), La

T3r presenta escasa actividad biológica . Se ha demostrado que, de

acuerdo con el estado metabólioo del organismo, tiene

preponderancia la conversión de la T4 en T3 o en T3r. En el ayuno

la concentración sérica de T3 disminuye considerablemente »

mientras que la de T3r aumenta (251).

El metabolismo de T4, TS y T3r es complejo e involucra

deiodinaoiónj deaminación y decarbox!lac ión de

aminoacidica y esterificaoión del oxidrilo fenólico con ácido

sulfúrico y gluourónico. Otra via por la que se netabcliaa T4

involucra una reacción oxidativa y el clivage del enlace éter, 

aunque este proceso no seria importante en condiciones básales 

<246).

2.1.2.-  MECANISMO DE ACCION DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.

Las hormonas tiroideas ejercen una amplia gama de diferentes 

efectos biológicos. Promueven el crecimiento celular, la 

diferenciación, la maduración neuromuscular, las oxidaciones 

tisulares y el proceso de Lermogénesis,

Estos efectos son iniciados principalmente por la unión de 

la T3 a su receptor nuclear.

La respuesta biológica a las hormonas tiroideas dependería
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del porcentaje de ocupación de estos receptores 

seria consecuencia del efecto de la T3 sobre

y en muchos casos

la transcripción

nuclear (252).

Los receptores nucleares se encuentran distribuidos en

todos los tejidos sensibles a las hormonas tiroideas (252)►

Estos receptores están constituidos por una proteins acidica no

histónica asociada a la cromatina (253-256), y se caracterizan

por poseer alta afinidad por la hormona y limitada capacidad de

unión (257)* La unión de la hormona al receptor nuclear no

requiere del receptor citoplasmáticc de T3 (258-261) ni de

energía (159,1BD).

Se han encontrado sillos de unión específicos para T3 en

otros componentes celulares además del núcleo, que incluyen a la

membrana plasmática (262-268), mitocondrias (269), citoplasma 

(270-272), membrana nuclear (273) y retículo endoplásmico 

(274,275). Sin embargo, si bien a través de la via nuclear no se 

pueden explicar todos los efectos biológicos de T3, los datos que 

poseemos hasta el momento sobre los diferentes sitios de unión 

hormonal, son insuficientes todavía para conocer su rcl 

f isiológico.

Los mecanismos de acción de las hormonas tiróideas 

propuestos hasta el momento serian los siguientes (276): 1) 

transcripción nuclear, 2) activación mitocondrial> 3) ATPasa-Na+ 

-K+ , 4) sensibilidad de receptores adrenérgioos, 5) efectos a 

nivel de membrana, 6) acción como análogos de tirosina, 7) 

combinación de les efectos antes enumerados .
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2.1.3.-  EECTO TERMOGENICO DE LAS HORMDHAS TIROIDEAS.

Las hormonas tiroideas aumentan el consumo de oxigeno en los 

tejidos animales a excepción del cerebro, bazo y testículos 

(257,277;.

El estimulo de las hormonas tiroideas sobre el consumo de 

energía ocurre principalmente en tres niveles: 1) aumenta la 

actividad del individuo (trabajo muscular), 2) incrementa el 

interoanbio metabólico entre los diferentes órganos (ciclos de 

sustratos) y 3) aumenta el metabolismo celular {cielos iónicos y 

fútiles). Todo esto es consecuencia de un profundo cambio en la 

organización intracelular, que determina modificaciones en la 

actividad de numerosas enzimas y la proliferación de organoides 

celulares como las ¡nitocondrias y el retículo sarcoplásmioc 

(276).

Las hormonas tiroideas estimulan el consumo de energía tanto 

en situaciones de reposo como de actividad. Los ciclos iónicos 

(actividad de la ATPasa-Na^ -K *■ (273,260) y de la ATPasa-Cá^

(278), los ciclos fútiles (síntesis-oxidación de ácidos grasos en 

hígado y tejido adiposo y síntesis de triglicéridos-lipólisis en 

tejido adiposo (281)) y la producción de ATP en las roitocondrias 

(278), contribuirán a la termogénesis tiróidea en situaciones de 

reposo, mientras que durante la actividad muscular, el aumento en 

los ciclos iónicos (actividad ATPasa-Ca+ + ) y de la actividad 

ATPasa-actomiosina, contribuirían al efecto termogénico de las
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energía, proviene- . de la ^-oxidación de ácidos grasos

Esta ft-oxidaoión está aumentada en estados hipertiróideos

<2S1).

y por

Lo menos en parte, debido a La mayor actividad enzimátiea de la

carnitin palmitoiltransfcrasa (291-203) que ©□ la enzima

limitante que controla la entrada de los ácidos grasos a la

mitocondria. La concentración plasmática de ácidos grasos está 

aumentada (294-296) como consecuencia de un incremento en la 

Lipólísis, principalmente en el tejido adiposo <297).

Como ya se detallara en la sección anterior 2.1.3., una 

importante proporción del aumento en el consumo d* oxígeno que 

poseen los animales hipertiróideos se debe a los ciclos fútiles, 

ya que además de una -oxidación y lipólisis aumentada, estos

animales presentan un aumento en La síntesis de ácidos grasos y

de triglicéridos (278).

La lipogénesis aumentada que poseen los animales

hipertiróideos se debe a un incremento de por lo menos el 100 í?

en la actividad de las enzimas lipogenéticas Estas enzimas

incluyen aquellas directamente involucradas en la síntesis de

ácidos grasos como la acetil CoA-carboxilasa la ácido grasoy

sintetasa, como asi también aquellas enzimas esenciales para La

producción de los cofactores necesarios en dicho proceso , como la

glúaosa-6-fosfato deshidrogenasa y la enzima málica <289 .298).

La actividad desaturante también es modificada por las

hormonas tiró ideas. a?Como ya’indioara en la sección B.3., en Los

estudios realizados hasta el momento con tratamientos prolongados

de hormonas tiroideas, se observó un aumento en la actividad de
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la ¿9 desaturasa y disminución en la A 6 desaturasa

(133-135). Por otro lado, las ratas tiroidectomizadas y

alimentadas con una dieta ©standard poseen disminuida la

actividad de las A 9 y Ab desaturasas (132). Sin embargo, err

los animales tratados con prcpil-tiouraoilo (agente hipotiroideo)

(134) la actividad de ambas desaturasas no se modifica, mientras

Que en ratas tircidectomizadas y al imán tadas non una dieta de

bajo contenido en iodo (299), la actividad de la ¿6 desaturasa

disminuye y no se modifica la de la A 9 desaturasa. Hasta el

memento existe muy poca información de trabajas previos hechos

sobre el efecto de las hormenas tiroideas en la actividad de la 
Aí desaturasa. Cuando Hoch (300) estudió el efecto del

hípot iroidismo y la tirotoxicosis en la actividad de la A 5

desaturasa, no pudo observar variaciones en dicha actividad

enaimat ica.

Los cambios más frecuentes observados en la composición de

ácidos grasos de animales hipertiróideos son un aumento en el

porcentaje de los ácidos palmiticoj esteárico. oleico y

araqnidánico y una disminución en el porcentaje del ácido

linoleico y del eicosatrienoico (U’6) (134,135,295,296,301,302),
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2.2- EXPERIMENTOS REALIZADOS.

2.2.1.-  EFECTO DE LA L-TRIIODOTIRONINA (T3) EN LA ACTIVIDAD

DESATORANTE Y COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS MICROSOMALES

HEPATICOS.

Con el propósito de estudiar el efecto de diferentes dosis 

de T3 durante distintos periodos de tiempo en la- actividad de Las 

desatorabas y en la composición de microsomas hepáticos, se 

armaron lotes con 5 o 10 ratas Histar macho cada uno. Las ratas 

se alimentaron con dieta comercial y agua ad libitum y recibieron 

en forma intraperitoneal una inyección diaria de T3 (500 o 1D00 

ug/100 g de peso) disuelta en NaOH 4 mM en solución fisiológica. 

Se usaron dos controles: uno recibió un volumen equivalente del 

vehículo completo y no presentó diferencias significativas en el 

grado de crecimiento, actividad desaturante o composición de 

ácidos grasos, cuando se lo comparó con el otro lote control al 

que se lo había inyectado solamente con solución fisiológica. A 

partir de estos resultados en los subsiguientes experimentos se 

utilise como control sólo el lote con solución fisiológica.
I*

Veinticuatro horas después de la última administración, les 

animales se sacrificaron por decapitación a las 8 a.m. para 

evitar variaciones por efectos circadeanoa (213) y se aislaron 

los piicrosomas hepáticos como se describiera en la sección 

1.2,3.1.. La actividad desaturante y la composición de Acidos 

grasos microsomales, composición lipldica y anisotropia de



fluorescencia
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, se determinaron en la forma indicada en la sección

1.2. .

2.2.2- EFECTO DE LA T3 ES LA ACTIVIDAD DE LA ¿ 9 DESATURASA EN

EL TIEMPO,

Cuando se estudió el efecto de la T3 en la actividad de la

9 desaturasa en el tiempo> se sacrificaron en forma conjunta 

pares de lotes (4 ratas cada uno) de animales tratados con T3 y 

de ratas controles a diferentes tiempos luego de haber sido 

inyectadas con T3 y con solución fisiológica, respectivamente. Se 

aislaron los microsomas hepáticos y se determinó la actividad de 
la ¿ 9 desaturasa como se explioitara en la sección 1.2.. En 

estos experimentos, las ratas se inyectaron intraperitonealmente

can una única dosis de 1000 )ig de T3/100 g de peso disuelta

NaOH 4 mM en solución fisiológica a las 8 a.m.. Esta dosis de

en

T3,

de acuerdo a los datos de Oppenheimer (303), corresponde a una

concentración saturante de hormona de les receptores nucleares

durante un periodo de 2 dias

2.2.3.- ESTUDIO DEL COMPROMISO DE LA

EFECTO DE LA T3 EN LA ACTIVIDAD DE

SINTESIS PROTEICA EN
A 9 DESATURASA YLA

EL

LA

COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS HEPATICOS.

Con el fin de determinar si La síntesis proteica éS

necesaria para que se produzca el aumento en la actividad de la
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A9 desaturasa y las modificaciones observadas en la composición de 

ácidos grasos por efecto de la T3, se administró c iclohexitnida 

(inhibidor de la sintesis proteica) y T3 intraperitonealmente en 

ratas de la siguiente forma: ©1 lote I recibió durante 2 dias 

solución fisiológica y el tercer dia una única dosis "saturante" 

de 1DÜ0 ^iig de T3 / IDO g de peso; les lotes II y III> IV y V y VI 

y VII recibieron una inyección diaria de 20, 60 y 90 ^ig de 

oicloheximida / 100 g de peso respectivamente durante 3 días. Al 

tercer dia a los lotes III, V y VII se les administró además 1000 

^g de T3 / 100 g de peso. Las ratas control recibieron el 

vehículo completo en forma diaria durante 3 dias. Las inyecciones 

se realizaron a las 8 a.m. y los animales se sacrificaron 24 h 

después de la última administración. Se separó la fracción 
microsomal hepática y se midió la actividad de la ¿9 desaturasa 

y enrapasteión de ácidos grasos en dicha fracción celular en la 

forma en que se detallara en las secciones 1.2..

2,2,4.- EFECTO DE LA CICLOHEXIHIDA EN LA ACTIVIDAD DE LA A 9 

DESATURASA 8 HORAS DESPUES DE HABERSE ADMINISTRADO T3,

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos

2.2.2. y 2.2.3. se trató de determinar si la sintesis proteica 

era requerida durante el periodo de 6 h previo al aumento de la 
actividad de la A 9 desaturasa, c si por al contrario, la 

síntesis proteica era necesaria con posterioridad a ese periodo. 

Con este propósito se trabajó con los siguientes lotes en los que
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se oomenaó con los respectivos tratamientos a las 8 a>m. : un lote 

recibió 1000 pg de T3 / 100 g de peso disuelta en NaOH 4 mlí en 

solución fisiológica y 6 h después solución fisiológica en forma 

intraperitoneal; otro lote se inyectó primeramente con la misma 

dosis de T3 que el lote anterior y 8 h después con 60 pg de 

cicloheximida / 100 g de peso (esta dosis se eligió a partir de 

los resultados del experimente 2.2.3,); un tercer lote se inyectó

yen un principio con la solución usada coma vehículo 8 h más

tarde con 60 pg de cicloheximida; y finalmente el lote control se

inyectó a las 8 y a las 16 h con la solución fisiológica, Todos

los lotes fueron sacrificados 12 h después de iniciados los

fracción mí ornsoinsl hepática y se

midió la actividad de la ¿9 desaturasa (sección 1,2,3.1. y

1.2.6.).
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2-3.- RESULTADOS.

2.3.1.-  EFECTO DE LA T3 EN LA ACTIVIDAD DESATURANTE, COMPOSICION 

DE ACIDOS GRASOS Y ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA DE MICROSOMAS 

HEPATICOS.

2.3.1.1,-  Actividad desaturento.

Con el fin de estudiar el efecto de La T3 

desaturante, se midió la actividad de Las

en La actividad

Ag, A 5 y A 5

desaturasas on fillerasomas hepáticos de ratas a las que se les

administro una dosis diaria de 500 o 1000 ¿ig de T3 / 100 g de

peso durante 1

la A 9 desaturasa aumentó por efecto de la T3 con todas las dosis

As

y 5 dias (Tabla 2,1.). La actividad enzimátioa de

estudiadas^ mientras que la actividad de las A B y

desaturasas sólo se modificó luego de 5 dias de tratamiento. Se

observó una disminución A 6
desaturasa en las ratas que recibieron durante 5 dias una dosi3

diaria de 500 o 1000 ^jg de T3 / 100 g de peso. Con respecto a la

5 desaturasa. La actividad de la misma no se modifico con la

dosis de 500 pg mientras que disminuyó un 28 ?¿ pero solamente

luego de recibir una dosis diaria de 1000 pg de T3 / 100 g de

peso.

2.3.1,2.-  Composición ds ácidos grasos.

En la Fig. 2.1. se muestra el efecto de 500 o 1000 ^ig de T3

/ 100 g de peso administrados durante 1 y 5 dias en La
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composición de los principales ácidos grasos de lipidos totales 

de micrasomas hepáticos. En las ratas tratadas oon T3 se observó 

un aumento en el porcentaje de 18:0 y una disminución en el de 

16:1 y 18:1 (no siempre significativo) que es independiente de la 
actividad de la ¿9 decaturasa, ya que la actividad de esta 

encima es aumentada por acción de las hormonas tiróideas (Tabla

2.1. ,133-135).Por otro lado, en la familia de ácidos grasos n-6 

se observó una disminución de 18:2 y 20:3 y sólo luego de un dia 

de tratamiento hormonal un aumento de 20:4.
Teniendo en cuenta que la actividad de la As desaturasa no 

se modifica o está disminuida por efecto de la TS, hubiéramos 

esperado variaciones prácticamente opuestas a las observadas en 

los ácidos grasos de la familia n-6.

Estos resultados de la composición de ácidos grasos de 

lipidos hepáticos, ooncuerdan con los observados previamente por 

otros en plasma, hígado y corazón luego de diferentes dosis y 

periodos de administración de las hormonas (134,135,295,302).

2.3.1.3.-  Anisotropia de fluorescencia.

Como ya se detallara en la sección 1.2.7., las técnicas de 

fluorescencia son una importante herramienta en el estudio de las 

propiedades fisicoquímicas y estructurales de los lipidos 

constituyentes de las membranas biológicas y artificiales. En 

base a ésto, se midió la anisotropia de fluorescencia de 

microsomas hepáticos de ratas que hablan recibido veinticuatro 

horas antes una única dosis "saturante" de lOOtfwfi de T3/100 g de 



peso. Se utilizo como fluoróforo el 1,B-difenil-1*3,5-hexatrienc 

(DPH).

En estas medidas no se observaron variaciones en la 

anisotropia de fluorescencia (rs) del DPH en microsomas de ratas

EL TIEMPO

tratadas con 73 (Tabla 2.2.). Estos resultados son coherentes. ya

que tampoco se observaron variaciones en el indios de

insaturación de estos lotes (Tabla 2.3,).

2.3.2.- EFECTO DE LA T3 ES LA ACTIVIDAD DE LA A 9 DESATURASA EN

Teniendo en cuenta que el aumento observado en la actividad 

de la ¿9 desaturasa per efecto de la T3 es el mismo al cabo de

24 h que luego de 120 h de haberse inyectado la hormona, resultó

necesario conocer el efecto de la 73 a tiempos menores de 24 h de 

trapiento para determinar asi la variación de la actividad de la 

i9 desaturasa por efecto de la T3 en el tiempo. Con este fin, se 
íaidió la actividad de la ¿9 desaturasa en microso.iaas hepáticos 

de ratas que recibieron una unios dosis "saturante" de los 

receptores nucleares de 1009 pg de T3 / 100 g de peso (303), En 

una primera etapa los animales se sacrificaron luego de 8, 12 y 

Ifi h de la inyección de hormona. En base a los resultados

obtenidos se hizo una nueva experiencia sacrificando ahora los

animales a las 8, 0 y 12 h de haberles administrado T3. Estos

datos se presentan en la Fig. 2.2., La actividad a cada tiempo se 

expresó como porcentaje respecto del lote control a ese tiempo
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Tabla 2-2.

Anieotrcpf a de f1 uorenterici a (rs) del DFH en microsomes de rata 

tratidas con T3.

Contra 1 T3

rsi 0,125 + 0,00t 0,126 + 0,001

Las medidas se reslitaran como se describe en la secclún 1.2.7.. 

Los lotes 'control ° y "T3B corresponden a animales injectadse 

can solución vehículo y 1000 pg de T3/100 g de peso 

respectivamente, y sacrificados 24 horas después. Los resultados 

tabulados se expresan como la media de 5 ratas p^r lote + E.S..
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Tabla 2.3

Efectc de L-tr i i odot i ron i na <T3> y c jcl ohex i rn i d a en la

composición d=* ácidos grasos de microsomas hepáticos.

Ac ido Contra 1 T3 Ciclches imida TJ+Ciclch.

graso lr»=JO) < n-101 (n-10)

de insat.a

16:0 15,e + 0,3 15, 3 + 0,2 15,7 + 0,5 16,5 + o, 3

16: i 1,3 + 0,1 0,9 + 0,1*** 0,4 + 0, 1* 0,6 + o, !.*

16:0 22,9 + 0,4 25, 0 + 0,6** 24,1 + 0,3*** 25,6 + o, 2*

te: 1 10,6 + 0,3 9,8 + 0,4*** 10,1 + o, 1 9,0 + 0( 2*

is: Z" 15,2 + 0,3 13, 9 0, 2** 16,2 0,3 13,0 + 0, 4*

20:3^ 2r2 * 0,2 1,4 + 0,1** 2,1 + 0,1 1,4 + 0, 1*

2o:4^ 24,1 + 0,5 26,9 + 0,2* 23,7 + 0i4 26,0 + 0, 4**

222.5" 1,5 0,1 1,2 0,1 1,2 + 0, 1 1,4 + 0( 2

22: 6* 6,2 + 0,3 5,6 +• 0,3 6,3 + 0.2 6,6 0, 2

índ ice 1,90 + 0,0£ 1,65 + 0,05 1,86 + 0,02 1,90 + 0, 02

La composición de ácidos grasos se determinó por cromatografía 

gas líquido como se detalló en la sección 1.2.5.4.. La 

descripción de los cuatro lotes corresponde a la de la Fig. 2.3. 

La concentración de cictoheximida fue de 60 jig/JOO g de peso. 

So3o se tuvieron en cuenta los ácidos grasos más importantes. Los 

resultados tabulados son Ib medie + L.S.. y " corresponden a 

ácidos grasos de las familias n-6 y n-3 respectivamente. a;

Indice de insaturación descripto en la Tabla 1,8.. n: número de 

ratas por lote. Diferencias significativas respecto del control; 

*,p<ofooij **,P<ofloi y **,p<o,05.
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dado que la

circadeano.
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actividad de la Ao desaturasa

En estos experimentos se observó que

actividad enzlmática inducido por T3 , se produce

inicial es

posee un

el aumento

luego de

eegu idoinyectada la hormona. Este "lag"
drástico aumento en la actividad'de la A 0 desaturasa que

un 'platean" 9 horas después de la inyección de

luego de 5 diá de tratamiento hormonal diario.

encuentra a un nivel de actividad enzimática

sobre el valor de los controles (linea base).

8

ritmo

en la

h de

por un

alcanza

T3 y se mantiene

1-1,2 veces

se

por

2.3.3- COMPROMISO DE LA SINTESIS PROTEICA EN EL EFECTO DE LA T3

EN LA ACTIVIDAD DE LA A 9 DESATURASA Y EN LA COMPOSICION DE

ACIDOS GRASOS DE MIOROSOMAS HEPATICOS.

2.3.31- A 9 Desaturasa.

En esta sección se describen Los resultados de los

exper intentos detallados en la sección 2.2.3,, destinados a

analizar si la síntesis proteica está involucrada en el efecto de 
la actividad de la Ag desaturasa. Para ello se utilizóla T3 en

cicloheximida cono inhibidor de la sintesis proteica.

A partir de los resultados de la sección anterior, se

luego dedeterminó que
la ¿9 desaturasa se

mantiene durante 5

2,2.). Este patrón

9 h de haber inyectado T3, la actividad de

se

días de tratamiento hormonal diario (Fig,

representa una situación dinámica en la que el

grado de sintesis y tal vez el de degradación de proteínas se
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modifica. Con el fin de evitar problemas al comparar actividades

especifleas que no se encuentran en un estado estacionario. se

trabajo en condiciones de estado estacionario para la A 9

desaturasa. Por consiguiente, se administraron ratas f?on

diferentes dosis de cicloheximida (20 , 60 o 90 pg / 100 g de peso

intraperitonealmente por dia) durante los 2 primeros dias, y en

el tercer dia con la misma dosis de cicloheximida más una dosis

de 1000 pg de T3 / 100 g de peso. Otro lote recibió

una única dosis ’saturante' de 1000 pg de T3 / 100 g de peso y

todos los lotes se sacrificaron 24 horas después de la última

Esto representaadministración.
la ¿9 desaturasa (109) durante

por lo
7 as 3

cioloheximida y de 6 vidas medias para

menos 18 vidas medias para

dias de tratamiento

el periodo de 24

con

horas

luego de la administración de T3. Por consiguiente, bajo estas

condiciones de tratamiento, la actividad especifica de esta

ensima asi como su grado de sintesis deberían ser equivalentes a

aquellos característicos del estado estacionario inhibido

(antibiótico) o aumentado (13).

En estos experimentos se observo que la cicloheximida

suministrada en una dosis de 60

cualquier aumento en la actividad

o 90 pg

de la Ag desaturasa por la
/ 100 g de peso evita

T3

(Fig. 2.3), Por otro lado , cuando la dosis de cicloheximida fue

de 20 pg / 100 g de peso, todavía se produjo el aumento en la

actividad enzimática (Fig. 2.3). Estos resultados determinan que

el aumento en la actividad de la ¿9 desaturasa causado por la

T3 requiere de la sintesis proteica, ya que cuando este proceso



-125“

Figure 2,3.

Efecto de le c i c Lohex i en i da en la actividad de La A? desaturasa

«turne ft t ad a por T3.

E) T3

g CICLOHEXIMIDA

Le actividad en^imática se midi6 ert microsomas hepáticos de rates 
..que recibieron In© siguientes tratamientos: 3] lote control (---- 1
Et le administró la solución usada como vehículo. El lote I 
recibió durante 2 di as solución -fisiológica y el tercer die una 
¿.nica dosis ’saturante’ da 1000 p.g de T3/100 9 de peso] los Lates 
SI y III, IV y V y VI y VZI recibieron una inyección diaria de 
20, 60 y 90 jug de cjcJoheximida/1GO 9 de peso respectivamente, 
durante 3 días. Al tercer día a Idb lotes III» V y VII se les 
administró además 1000 pg de T3/L00 9 de peso. Los animales se 
sacrificaron después de 24 horas de haber recibido la última 
admi n i sstr ac i ón. Cada barra representa ta media ± E.S.. El número 
de animales de cada lote se especifica. en cada barra. Los datos 
ee expresan como % del respective control. La media ± E.S. de la 
actividad de la ¿9 desaturasa del lote control fue! 0,090 +
0*006 nmol . desat. mg-1. nrí n-1. ln*lOL Diferencias significativas 
respecto del control¡ *, PCO.OOli P<OrOl y ***, P<0,03. 



es inhibido por Ir cicloheximida, el aumento en La actividad 

enzimática no se produce.

2.3.3.2.- Composición de ácidos grasos.
J

En general, no se modificó la composiciOn de ácidos grasos 

de lipidos totales en los microsomas de las ratas tratadas con 

cicloheximida (Tabla 2-3,). Sin embargo, en los animales tratados 

cm T3 y oíoloheximida se observaron las mismas modificaciones en 

la composición da ácidos grasos que las encontradas en ratas a 

las que sólo se les administró T3, a pesar de que estos lotes 

presentaron diferente actividad desatorante (Fig. 2.3.).

2*3-4.- EFECTO DE LA CICLOHEXIHIDA EN LA ACTIVIDAD DE LA A 9 

DESATURASA 8 HORAS DESPUES DE HABERSE ADMINISTRADO T3.

A partir de los resultados de la sección 2.3.3.1. en donde 

se demostró que la síntesis proteica está involucrada en el 
proceso de aumento de la actividad de la Ag desaturasa por la 

T3, pensamos que era interesante determinar si la sintesis 

proteica er.a requerida durante el periodo de 8 h previo al 

aumento en La actividad desaturante o con posterioridad al mismo.

Con este propósito se inyectaron ratas con una dosis 

"saturante" de 1000 pg de T3 / 100 g de peso a tiempo cero, y 8 

horas mas tardé (cuando se esperaba el inicio del aumento en la 
actividad de la A 9 desaturasa), se inyectaron 

intraperitonealmente con 60 ug de cicloheximida / 100 g de peso.
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Eatos animales se sacrificaron 4 h después de la inyección de 

cioloheximida (12 h después de la administración de T3). Los 

resultados obtenidos (Fig. 2.4.) muestran que cuando se 

administra cicloheximida en el momento en que se espera el 
aumento de la actividad déla ¿9 desaturasa por la T3, dicho 

incremento se anula. Esto indicarla que la síntesis proteica es 

necesaria una ves que finalizó el periodo de "lag" de 3 horas 
para que la T3 provoque el aumento en la actividad de la ¿9 

desaturasa.
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2.4.- DISCUSION.

2.4.1. EFECTO DE LA T3 EN LA ACTIVIDAD DESATURANTE.

2.4.1.1.- 9 Desaturasa.

Como ya se ha detallado en la Introducción general y en la 

de este capitulo (sección B.2., B.3> y 2.1.4.la actividad de 
la ¿9 desaturasa puede ser modificada por factores hormonales y 

nutricicnales,
La ¿9 desaturasa es considerada una enzima lipogenética ya

que su actividad ensimática se modifica en forma similar a la de

un grupo de enzimas que intervienen en la lipogénesis (enzimas 

lipogenéticas), Este conjunto de enzimas esta formado por 

aquellas directamente involucradas en la síntesis de ácidos 

grasos como la aoetil-CoA casboxilasa y la acido graso sintetasa, 

como asi también, por las enzimas esenciales para la producción

de los cofactores necesarios en dicho proceso, talos como la 

glucosa -6-fosfatodeshidrogenasa, la 6-fosfogluconato

deshidrogenasa y la enzima málica^ La actividad de estas enzimas 

lipogenéticas es inducida por las hormonas tiróideas y por dietas

lipogenétioas (por ejemplo: dietas con un alto contenido de

hidratos de carbono) (228).

Con respecto al efecto de las hormonas tiroideas en la
actividad de la A 9 desaturasa, se ha establecido que la

actividad enzimatica de esta desaturasa es muy sensible al nivel 

de las hormonas tiroideas, ya que las ratas hlpotiróideas poseen



disminuida la actividad de

animales hipertiróidees

observar
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la A'9 d esatorasa. mientras que I03

(estado causado por la administración

cambios) presentan un aumento en la actividad de la

de

desaturasa (133’135).

A partir de estos datos y dado que la información sobre el

mecanismo por el
Ag desaturasa por

que se produce el aumento en la actividad de la

efecto de la T3 estaba incompleto, decidimos

estudiar en un primer momento el tiempo que transcurría desde

que

en

se inyecta la hormona hasta que se podia observar 
la actividad de la A g desaturasa.

un aumente

A 9

En estos experimentos se utilizó una única dosis

de

de

1000 ^ig de T3 / 100 g de peso, y se observó que recién luego 
0 h de inyectada la hormona, la actividad de la A 0 desaturasa

aumentaba en forma drástica y llegaba en una hora a

está 1-1,2

y se mantiene

durante 5 dias de tratamiento hormonal (Fig. 2.2.). Este

8-9 h en el efecto de la T3 sobre la actividad de

desaturasa parece ser un patrón común de respuesta a la hormona.

ya que la inducción de ARNm específicos también está precedida

por periodos de "lag'1 de varias horas (304-306).

Se es Ludió además, el compromiso de la sintesis proteica en 
el proceso de aumento de la actividad de la A 9 desaturasa por 

efecto de la T3. Con este propósito se inyectó ciolcheximida 

(inhibidor de la síntesis proteica) junto con T3, a ratas que
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habian recibido durante los 2 días previos solo c icloheximida.

Los resultados mostraron que la sintesis proteica

para que se produzca el aumento en la actividad de

es requerida
la ¿9

desaturasa por acción de la T3 ya que dicho aumento es anulado

por la c¿clchsxiE'iid.a (Fig. 2.3 ). Esta síntesis proteica inducida

por la T3 es indispensable aun con posterioridad al "lag

horas para que se produzca el aumento en la actividad de la

de 8
¿9

J

desaturasa per efecto de la T3> ya que cuando se administra

cieloheximida después de 8 horas de haberse inyectado T3, el 
incremento en la actividad de la ¿9 desaturasa no se produce

(Fig. 2.4.). Por otra parte, el aumento observado en 
la A 9 desaturasa en ahitrtalee alimentados con una

la actividad

de dieta rica

en hidratos de carbono y libre de lipidos, se debe a una

inducción enzimática (53). Este mecanismo de respuesta concuerda

con el que presentan las enzimas 1ipogenéticas, ya que el aumento 

observado en la actividad de estas enzimas por efecto de la T3, 

como asi también el producido a causa de una dieta rica en 

hidratos de carbono, son consecuencia de un aumento en la 

cantidad de las enzimas lipogenéticas (298). Estos resultados

sugieren que la cicloheximida podría actuar bloqueando la

desaturasa, deinducción proteica producida por la T3 de la

protein&/s esencial/es en el proceso de respuesta a la hormona

(cuya producción estarla estimulada por la hormona) o ambas

posibilidades a la vez.

Hay otros factores, además de la síntesis enzimética , cono

la fluidez de la membrana microsomal que pueden regular la

»
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actividad de las desaturasas (enzimas de membrana)> no sólo en

raamiferos sino también en levaduras y en Tetrahymena (307). Por

el marcador fluorescente liposoluble 1,6’difenil-l,3 5-hexatrieno

(DPH) en membranas microsornales de animales que recibieron 24 h‘

En estas medidas no

observamos diferencia alguna entre los rs de microsomas de

animales tratados y nu tratados con TS (Tabla 2,2.)j estos

resultados son compatibles oon los correspond ien tes indices de

insaturaoion, ya que éstos tampoco se modificaron por efecto de

la T3 (Tabla 2.3.). Estos resultados indicarían que las

propiedades fisicoquímicas de la membrana, estimadas por la

anisotropia de fluorescencia del DPH, no se modificaron por la

administración de T3 y por lo tanto no podrían estar involucradas

en el proceso de aumento do la actividad de la Ad desaturasa por

efecto del tratamiento hormonal.

Con estos resultados obtenidos a partir de exper imentos

desaturante

dif erenciar

in vivo" sobre el efecto de la

de ratas tratadas con la

todavía si el mecanismo por el

T3 en

hormona,

la actividad

no podemos

cual la T3 actúa sobre
la ¿9 desaturasa involucra un efecto directo de la hormona sobre

estosel hígado y / o un efecto extrahepS-tioc. De todas formas, 
resultados sugieren que el aumento de la As desaturasa producido

por la T3 se realiza a través de un proceso que involucra la

sintesis proteica.



-13ó

2.4.1.2.- ¿ 6 y ¿5 Desaturasas.

la

de

Como se

de este
la A 6

mencionó

capitulo
y ¿5

desaturasa, puede

anteriormente en la Introducción general y en

(sección B.2., B.3. y 2.1.4.), la actividad 
igual que la de la A gdesaturasas, al

ser modif icada por factores hormonales

En los experimentos realizados 

de la A 6 desaturasa no se modifica

se observó

a las 24 h

que

de

la aotividad

haber inyectado

una dosis 11 saturante" de 1000 jig de T3 / 100 de peso, pero

disminuye luego de 5 d.las de tratamiento hormonal (Tabla 2.1.),

y

Estos resultados concuerdar» con los observados por Gomes DQmoi

col. (134), quienes observaron 

la As des aturasa en ratas 

tiroxina (4 ng / 100 g de peso 

y Carter (135) también encent

una disminución en la actividad de 

tratadas con dosis elevadas de 

diariamente durante 12 dias). Faas 

taren resultados equivalentes en

y

animales tratados diariamente con diferentes dosis da T3 durante

5 o ñas dias de tratamiento hormonal. Por otro lado. las ratas

hipotiróideas (tiroldeatomizadas) poseen la actividad de

desaturasa disminuida (132,300) mientras que en aquellos animales

tratados con propil-tiouracilo (agente hipotirbideo) (134), dicha

actividad desatorante no se modifica.

Por otra parte, se observó que la actividad de la As

desaturasa disninuye pero sola en animales que recibieron durante

5 días una dosis diaria de 1000 ug de T3 / 100 g de peso y no se

modifica luego de 24 h de tratamiento hormonal. Sin embargo,

cuando Hoch (300) estudió el efecto del hipotiroidismo y de la
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tirotoxicos is en la actividad de la A 5 desaturase, no pudo

observar cambio alguno.

A partir de estos resultados se desprende que las A 0 y A 5

desaturasas presentan un comportamiento similar, ya que sólo se

modifica la actividad enzimátioa de las mismas luego de 5 dias de

tratamiento con Este periodo de por lo menos 5 dias,

contrasta con las 8-9 hi necesarias para que aumente La

T3 >

actividad de la A S desaturasa por efecto de la T3.

Es interesante tener en cuenta que la actividad de las A 6 y

A 5 desaturasas ademas de estar disminuida en ratas tratadas con

hormonas tiroideas, también lo está en animales alimentados con

una dieta con un alto contenido de hidratos de carbono (dieta

lipogenétloa) (sección B.2*) mientras que las enzimasJ

lipogenéticas, entre las que se puede incluir a la A 9

desaturasa, presentan un aumento en la actividad enzimática como

consecuencia de estos factores hormonales y nutricionales

(secciones B.2., B.3.,30,54,132,133,300,308). Mus aún, en algunas

enzimas lipogenéticas ambos factores actúan en forma sinérgica

(309),

Actualmente se considera que los receptores nucleares de T3

de alta afinidad y baja capacidad. son el lugar donde se inicia

la acción de las hormonas tiroideas (252). Las dosis hormonales

utilizadas en todos los experimentos debieran haber saturado los

receptores nucleares de T3 (de acuerdo a los datos de Oppenheimer

(303), y sólo luego de 5 dias de tratamiento la actividad de

arabas desaturasas disminuyó. Por esta razón,A 6 y A 5
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pareciera probable que este comportamiento pud iera ser

consecuencia de un efecto hormonal indirecto extrahepático. en

vez de un efecto directo. De todas formas, si bien todavía no

podemos explicar 
sobre las A B y

las bases moleculares por
¿5 desaturesaSj sabemos

las que actúa la T3

que la actividad de

ambas enzimas tambion está deprimida por efecto de la adrenalina

(120,122) y que además hay una interacción entre las hormonas

tiroideas y las catecolaminas (27S). Por lo tanto, no podemos

descartar que la adrenalina estuviera involucrada en el

roscanismo de regulación que opera f?obre la 
y ¿5 desaturasas en respuesta a la T3.

act, i vi dad

oomploj o
de 1 as A fí

2,4.2,- EFECTO DE LA T3 EN LA COHPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE 

MICROSOMAS HEPATICOS.

Lae modificaciones observadas en la composición de ácidos 

grasos de microsomas hepáticos de ratas tratadas con T3 (Fig. 

2.1.) fueron similares a las observadas con otras dosis de 

horconas tiroideas en la composición de ácidos grasos de lipidos 

de hígado, plasma y corazón (134,135,295,302)*

Teniendo en cuenta estos datos de composición de ácidos

grs sos y las medidas realizadas de la actividad desaturante (Fig.

2.1. y Tabla 2.1.), pareciera como si la composición de ácidos

grasos de estos animales no fuera una consecuencia directa de la

actividad dasaturante de los mismos. ya que, si bien la actividad
de la Aa desaturasa está aumentada por efecto de la T3, el
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porcentaje de 18:0 aumenta en vez de disminuir- Esto podría

deberse a un aumento en la síntesis "de novo" de este ácido como

consecuencia del aumento en la actividad de la acetil-CoA

carbcxilasa <30,109,308,310-312), ác ido graso s intetasa

(109,303,308,318-313) y especialmente del s ístema elongants

(308,312,314). Por otro lado, de los cambios observados en la

familia de ácidos grasos n-6 sólo la disminución en el porcentaje 

de 20:3 podría deberse a la actividad de la ¿6 desaturasa de las 

ratas tratadas oon T3, ya que se hubieran esperado resultados 

opuestos en los porcentajes de 18:2 y 20:4 teniendo en cuenta que 
la actividad de lea A@ y ¿5 desaturasas no se modifica o

disminuye en las ratas sometidas a los distintos

T3.

tratamientos con

En los primeros trabajos realizados por otros donde se

estudió la composición de

en los que no 
¿5 desaturasas,

se hicieron

se dedujo.

porcentaje de

ácidos grasos en el hípertiroidísnio

A 6medidas de la actividad de las

que la disminución observada

18:2 n-6, 20:3 n-6 asi como el aumento en

en el

el de

20?4 n-6 se debían a un aumento en la síntesis del acido

araquidonico (135,295,302). Con nuestros resuItados esta

la actividad de lasposibilidad queda descartada ya que
(enzima limitante (315)) y As desaturasas (enzimas éstas

¿6

que

y

y

están involucradas en la síntesis del ácido araqüidónico), no

solo no esta aumentada sino que disminuye por efecto de la T3.

Tampoco se puede atribuir el aumento observado en el 20:4

n-6 y la disminución en el 20:3 n 6 a la disminución en el grado
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de crecimiento (Tabla 2.1.) ni al aumentó en la ingesta que

presentan los animales tratados con T3 (135). Estos dos factores,

como ya fuera expuesto por Esas y Carter (135), no serian la

causa ce los cambios qu© presentan los animales tratados con

hormonas tiroideas en la composición de ácidos grasos y en la

actividad desaturan.te.

Como ya se mencionara en la Introducción de este capitulo, 

en el hipertiroidismo hay un aumento en la oxidación en 

diferentes tejidos. El principal sustrato para este proceso lo 

constituyen los ácidos grasos libres que suri suministrados por 

una lipólisis aumentada en el tejido adiposo (281). Podemos 

suponer entonces, que el aumento observado en el porcentaje de 

20:4 n-6 de animales tratados con T3, seria consecuencia de una 

menor utilisación de este ácido por parte de los diferentes 

tejidos para protejer asi el ’pool” endógeno de ácido 

araquldónico ya que su síntesis disminuye por efecto de La 

hormona.

De todas formas, es evidente que otros factores distintos a 

la actividad desatorante deben estar implicados en la composición 

de ácidos grasos de ratas tratadas con hormonas tiroideas, como 

la dieta, la síntesis y la degradación de lipidos de membrana, el 

recambio (turn-over") y la oxidación de Los ácidos grasos.

A pesar de las variaciones observadas en la composición de 

ácidos grasos de miorosomas hepáticos de ratas tratadas con T3, 

el indice de insaturación de dichos miorosomas no se modificó

>por efecto de la hormona (Tabla 2.1.). Estos resuliados junto
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oon los estudios de Feas y Carter (135) er. los que no se 

ohservarort variaciones en el contenido de f osf dipidos, 

colesterol y triglicéridos de miorosomas de ratas tratadas con 

T3, son coherentes con la ausencia de modificaciones en la 

anisotropia de fluorescencia (rs) que presentaron los microsomas 

hepáticos de animales inyectados con T3 (Tabla 2.2.)►



CONCLUSIONES



1. - Cuando ratas macho son mantenidas en el frió a pesar de 

incrementar la ingesta, su grado de crecimiento y conversión de 

alimentos disminuyen, ya que las calorías son utilizadas 

preferentemente en la producción de calor para poder mantener 

constante la temperatura corporal.

2. - En ratas machó, la actividad enzimática de la ¿0 desaturasa

hepática disminuye al disminuir la temperatura ambiental. Esta

disminución seria oonsecuan cía del balance Hietabblioo negativo

que poseen los animales en estas condiciones. Por otro lado,

cuando se aumenta la temperatura ambiental, la 
¿9 desaturasa no se modifica.

actividad de la

3.- La actividad enzimática de la ¿6 desaturasa hepática no se

modifica por efecto da la temperatura ambiental al transferir 

ratas macho.al frío o al calor.

4.- La actividad enzimática de la ¿5 desaturasa hepática no se

modifica al disminuir la temperatura ambiental , mientras que

disminuye al transferir ratas al calor.

5 . - La actividad enzimátiea de las A 5 desaturasas

hepáticas de ratas macho solo aumenta en el frió, cuando éstas se

¿6 y

encuentran deprimidas por factores nutricionalesf tales como una

dieta hiperglucidica*
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8.-  Al disminuir la temperatura ambiental se observa una 

disminución en el porcentaje de los ácidos 16:1 y 18:1 y aumento 

en el de 13:0 de fosfatidiloolina, de fosfatidiletanclamina y de 

lipidos totales de Mcrosomas y de lipidos totales de 

mitocondrlas hepáticas. Estas variaciones en la composición de 

ácidos grasos de lipidos hepáticos serian a causa de la menor 

actividad enzimática de la ¿9 desaturasa que poseen los animales 

en el frió.

7. - Cuando se aumenta la temperatura ambiental, el porcentaje del 

ácido 18:2 n-6 no se modifica, aumenta el de 2CH3 n-6 y disminuye 

el de 20;4 n-6, ya que la actividad enz i-matica de la A 6 

desaturasa no se modifica por el calor y disminuye la de la A 5 

desaturasa.

8. - La composición de las principales fracciones fosfolipldieas 

de microñoman hepáticos no se modifica por efecto de la 

temperatura ambiental.

9. - Las variaciones observadas en la actividad desatufante 

hepática por efecto de la temperatura ambiental en la rata» no se 

producirían a través de modificaciones en las propiedades 

fisiooquimicas de las membranas microsomales.

ID.- La actividad enzimátioa de la ¿9 desaturasa se modifica por 

efecto de la T3 luego de un "lag" inicial de 8 horas, seguido por 



un drástico aumento en la actividad desatorante que alcanza un

’plateau11 9 horas después de la inyecoión de T3 se mantieney

durante 5 dias de tratamiento hormonal diario.

11.-  La síntesis proteica es requerida aún con posterioridad al 

"lag' de 8 horas para que se produzca el aumento en la actividad 
de la ¿9 desaturasa por efecto de la T3, ya que dicho aumente es 

anulado por la cicloheximidaLa ciclchexinida podría actuar 

bloqueando la inducción proteica producida por la T3 de la ó 9 

desaturasa, de prcteína/s esencial/es en el proceso de respuesta 

a la hormona (cuya producción estarla estimada por la hormona) o 

ambas posibilidades a la ves.

12. - La actividad enzimatioa de las A 6 y ñ 5 desaturasas no se 

modifica luego de 24 horas de inyectada la T3 y disminuye después 

de 5 dias de tratamiento hormonal diario.

13. - Las variaciones observadas en la actividad desaturante por 

efecto de la T3 en la rata, no se producirían a través de 

modificaciones en las propiedades fisicoquímicas de las membranas 

miorcsomales.

14.- Las variaciones que presentan los animales tratados con T3

en la composición de ácidos grasos de lípidos totales de 

toicrosomas hepáticos, no serian una consecuencia directa de la 

actividad desaturante, ya que si bien la actividad enzimática de
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