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A.1l.- GENERABLIDADES.,

Existe una gran wvariedad da Acidoes dgrascg no  satursdag
nazturales que =e diferncian entrs g1 por =1 numero ¥ posicion ds
las doblezs ligadurss v por 1las longitud de 1a cadens. A pegssr de
seta diversidad, solo se han sncontrado dos mecanismos  gZenersaies
para la introduccién de dobhles ligasdurss: wuno =anzerdbice ¥ el
otro aerdhico. El mecanismo anaerdbico es el que poseen clertos
Eubacteriales ¢(1,2,3). El merdbico ey o1 mas evolucionado, ge
encuentre en vegetsles superiores {(4,5) y animales (B,7} y posee
varias variantes. En las plantas} la nuevs doble 1ligadura se
introduce entre uns preexisfanta v 8l metile terminal, mientras
gue en los animales se forma entrs sl carbaxiin terninal ¥ l=
doble ligadura preexistente.

En 1loe mamiferos, la sintesis de Acidos grasos no saturados
se replize en el rebicule endoplésmico por transformacidn de los
sdcidns precnrsores ticesterificsdos con CoA. En este Proceso S2
alternan dos reaccionez: la desaturacidn ane  introduce deobles
ligaduras ¥ le elongacion que alargse ls moléculs por el agregado
de dos unidades de carbono a partir de malonil-Cod.

Loa acidos grasos precursores son' el palmitoleico (16:13,
gleice (18:1), linoleino (18:2 n-B8) ¥ o —linoléniee (18:3 n-3;,
qua ﬂetarminan la formacitn de custro familiss o series de acidos

garos no saturados independisntes ¥ no  interconvertibles (Filg.



-

T.1% (86-13). Por otro lado. las moléculas de ung misma serlie  se
caracterizan por poseer una ubicecitn constante de 1s doble
ligadure mas cercans sl metilo terminal del dcido o posicion n.
Asi la familis del pulmitoleico es n=%, la del oleico =8, la del
linoleico n-6 ¥ la del ol=lineleéenico n-3%. Los acides linoleico ¥
-linolénicn son esencisles pers lo=s andimales debido 8 que éstos
no los puedeﬁ sintetizar, ¥ por lo tanto, deben sEer sportados por
la dieta. MHientrms gque a lozs 4aidez 16:1 v 18:1 1ps pueden

gintetizar “"de nova"

4.2.- ACTIYACION DE 105 ACIDOS GRASCS.

Lz biosintesis de fcidos gramsos no saturados no se produce
sobre el acido libre, #loe sHobre el correspondiente  acido
activadsa al unirse mediante un  enlsce tioeste; 2 la ColdA, Lz
sintesis de los me¢il-Cold ez catalizada por la acil-Cod sintetsss
¥y e produce Tundamentalmente £n  la fracﬁi&n wicrogonal, Ls
resccidén requiecres, ademfis de Cof libre, ATP y Mgttt (14-Z203.

Lz regecidn de sctivscidén de  loz Acidos grasos no  es
considerada uns etapa lirwitante en la sintesis de &cidos grascs
no =zatursdos en sl higede, v=2 gue la velnoidsd de 1la nisma es
mucho mavor {(21) gue 1B rcorrespodients & 2 las resccionas de

desaturacidn (ZZ) y de elongacion (12).

4.3, - ELONGACION. DE.LDS. _ACIDOS GRASOS..
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Figura TI.1.
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La elongacion de acidos gresos puede desarrollarse en
mitooondriss v en microsomas (23}, En ambos uasﬁs la cadena se
alarga por el agregado de dog unidades de carbono, 8 partir de
acetil-Cod en mitocondriss y de malonil-ColA en microsomas.

En la= mitﬂcnndria; 1a elondsecidn BE prodoce por
condansacison del acil-CoA correspondiente con acetil-CoA, ¥y por
la inversion de la F%—uxidaciﬁn, a excepcion de 1la redaceidn ds
enoil-CoA en la que participm uns enzims diferente: la enoil-Col
reductasa.

En ls fraccion micerosonsl ls elongacidn copienzs conl uné
condansacidy del aéil—Cn& ne ssturado con malonil-Cod ¥ =e libera
didxide de earbone. Luege, el cetonzcil-CoA formado ez hidrogensado
por Bna hidrogenesa -3 hidroxiacil-Cok, posterlormente
deshidratads = enoil-CoA v finaslmente reducide por la enoil-Cod
reductaga 2l homologeo superior del Acido grasec original (23,24).
Lz resccidn limitante en el processn de elongacidn ez ls  de
condensacldn (235,Z6).

Los microsomnas pozeen mae de un Zistems elongsnte (Z7-30).
Estos se diferenciarian entre 31 en 1a enzima condensante,
mientras gue el resto del sistema elongante seria el misme (31},
Hasta ¢l monemto ze han encontrado +tres enzimas- condengantes
diferentes #n microsomas hepiticos, wvwna parae acll-Cods saturados,
otra para aclil-CoAs wononogaturados y una tercersa parma acil-CohAs

polinossturadog (32},

A.4.- DESATURACION QXIDATIVA DE LOS ACIDOS GRASOS,



S# ha saztndiado el =istems en=zimftico ague gateliza la
degsaturacidn oxidativa de acidos Fgrasns en un grsn nimero de
organismos gne va desde, microgrganismos {como el Bacillus

megaterium ¢33y, Candida lipoliticm (34,35} ¥ Tetrshvmena

. {3B-383, -] pclantas superintes f39-40) v B aninalas

tfundanentaluente en ratas).
En loz snimale=m, las enzimas que netalizan l1a dessilursacion
de los acidosg grasos baje 1l forma de Ligeéstere=s de acil-CoA, se

gricuentran en el reticuleo endoplasnico y =son las ﬂE, fﬂﬁ, tﬂﬁ ¥

ﬂé desaturasas que introducen una doble ligadure con configuracién

cis en las posicianes 9-10, 6-7,5-8 y 4-5 re=pectivamsnts.

Liea desaturasss son &1 dltime componente del sistems de
transporte electrénico del reticule sndoplésmico, ¥ utilizan WADE
sitoplasmitico ¥ oxigene moleonlar {41-43}. Contrelan adenmas, l=
sinteslis de Acidos grezos no sstursdeos, ¥y que el finjo
gelectrdnico suministrado 8 las degaturasas es mucho mayor que el
gqua estas enzimss reguieren (44) (KFig. I.2).

Log trese tipos de enzimss que intervienen en ests secuencia,
la HADH citocromo b5 reductzse {(flavoproteina}, el citocromo b v
las desatursesse, =on enzimas anfipaticss gue poseen €1 dominio
gatalities (hidrofilieo) orientade heseis 1 lado citoplasmitico

del organoide, mientras cue ls porcion hidrofdbica de Ia enzima

intervendria en 2l snclinje de la #misms a 1s mesbrana (45-483.

A.4.1.- 9 DESATURASA.



Membrana del Reticulo Endoplasmico

Figurz I,2.

E=squema del sistems desaturante de scidoz grasos de mamffereos,
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La desaturasas gque se ha estudiado en forma més completa es
ia ﬂs dezaturasa de ﬁigadn de raﬁa. Esta en=zima ez uha proteina
integral ds la membrana del reticulo endoplasmico de los
snimales, v represents el 0,7-0,8 ¥ de 1la proteina total del
grgancide. Es sdemis, una holospzima formads por un atomo de
hierro {(no heminice) por moléculsa, ¥ por un dnico pelipéptido que
pozee un glte contenide de residuos bidrofdhicos (B2 %) ¥ un peso
molecnlar de 53.000 daltons (483>,

La estructurﬁ prinaria de la desaturasa (49} es similar a ls
de vna de las fn;ﬁ&s del citocromoHP 450 {50y, . Ambas prateines
integrales contienen varios segmentos polares riceos en cargas
calidnicas, gue estén interrumpldos por secuencias no polares.
Eetos segmentoe no pelares deben introducirse en la region
hidrocarbonada de la hicaps lipidiesn, ¥ =a8sl orientar hacia la
fase acuoza a las ssmez polarss (51}‘

La &9 desaturasa, &l igual gue el citoporome b5, =on
gsintetizados en los ribosomza citoplasmiticons, ¥ Inego  son
neorporados postreducclionselmente en el retiecule endoplasmico ¥
se les vne, ya sea el hierro o 21 grops hewmo respectivemente,
rears formar las haolcenzimas sctiva=m (51-53%.

Loz sustrates mas importsntes de la .ﬂE dessturasa son los
acidos palmitico ¥ estearico (54,35), Los respectivos produchtos
de estos gsustiretos, los acidos palmitoleiceo ¥ olsico, sofi los
precarsores de lag familias de &ridos grasos polinssaturades n-%

¥ n-2 respectivamente. EBstos &cidos grascos sole son desatiurados
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suande se sncuentran como tioésteres de CodA, ¥ no en el coso ds
gstar asterificados formando fosfolipidos (56.573. De todas
formas, se ha demostrado gue tamblén son desaturades por la ﬁiﬂ
desaturasa acidos grasos monecencicos de diferente longitud de
cadena con una doble ligadura en peosicién ciz o trsas  (5385-80).
También hay evidencias que sugisren gue Se necesitan proteinas

citosdlicas para que 1la actividad enzimética sea maximas (61).

A.4.2.- [\6 DESATURASA.

La ﬂE degatnra=a e= Ia primersa snzimsa gue intervisne en la
zinteais de Acidos grssos de las custro familias de acidos grasos
polinopsaturados (Fig. I.1)» ¥ es 1la etepa limitante sn estas
cuatro secuencias de rescoiones (11,1Z2).

Estn dessturasa ssts constituida por un dnies polipéptido
cuyo pesc molecular es de 65.000 daltops, ¥ por un d&akome de
hisrro no heminice por molécula de enzima. Al igual que las
restantes desaturasss, es wona proteina intedrsl del reticule
endoplasmico y constituyve el 9,16 ¥ de 1la proteina total del
crganoide {453,

Lo=s principales sustratos de ests enzims son los  ticésteres

" de los acidoz gresos esenciales lincleil-Cof ¥ «-linolenil-Cof

(9,10), aungus también puede desatnraxy -1 scidos EBrascs
esterificados formando fosfolipidns (5B). A pessr de ésto, l= ﬂE
dessturssa tamhién actiia sobre varinz Acidos grasos nonoenocicos

de configuraclidon trans (587 ¥y sobre &cldos grasos sSaturados



{58,82,683).
Lz srtividad enzimatica de 1= _ﬂE degsturasa, 8l 1ignal gus
la de 1= 5.8, ez modificadse aluba proteinas cltosdlicas

{51154,55].
4.4.3 - N5 DESATURASA.

En 1z ratm, l= ruts principsal pars la bicsintes=sis de Acido
sraguiddnice v dcidos peliendiecaos de laz =series n—g- Yy n-3.
comienza con una desstusrecibn en posicidn 6-7 seguida por una
elongacion a &cides de 20 Atomecs de earbone ¥, finalmente, un=a
nuevs desgturacidon a cargo de 1la fﬂﬁ desatnrasse (Fig. I.13}.

Lo Iiﬁ desgtyrgza e=2 uns enzims wicrosomal muy activa
({12,86,67), gne dezatura acidos eicosatriencicos en loa
corrersrpondientes arislogos ds araéuidonilul ¥E SeA gue astos S8
gncuentren como derivados  de CoA o CORO eicosatriencil
fosfolipidos (56). Esta desaturass acilda, adem3s, sobre un ciertoe
nimars de sScidos grasos gue poseen Ia primera doble ligsadura =2n
posicion 1l ¢(B6-72) ¥ sobre acidos monoencicos de configuracidn
cigs v trens (58,30,73).

La jmportaneis de ssta enzime se debe a que interviesne en la
biasintesislde loa acidos 5,8,11-eicosatriencico, araguidéenico ¥
9,8,11,14,17-sicosapentaenoico, que son los precurscores de los
eicozanos. lLos eicosanes son unge serie de Aacidos de 20 atomos de
carbono conccidos como prostsgland inas, prostaciclinas,

tromboxanos ¥ leucotrienos, gue posesn uana relevante funcidn



fisiologice (F4-77).
A. 4.4, - ﬁé:DESﬂTUR&SA ¥ OTRAS.

La 54 desaturass es wna de las desaturasass sobre la gque se
tiene, hasta el momento, menor informacidn. Interviene en 1la
biosintesis de los acidos 22:5 n-6 v 22:8 n-8 a partir de los
correspondientes sustratos, iﬁs dcides 224 v-B v 22:5 n-3,
respectivamente {12,78) (Fig. I.1}. El decido 22:5 n-8 es un
cogpontents importante #no los testliculos, mientras que el 22:5 n-3
lo s en &l cerebro {73}.

La EES desaturaza. scbre la gue e tiene mennzs informacidn
alin, estaria presente en testiculos (71.%0), en el intestino ¥ la

+2jiga (81).

En leos tejides animsles, los adcidos polietilénicos 22:5F n-6
v Z2:8 n-3, que son los Nltimos miemhros de laz familias del
lirnoleico ¥ &l «-linoléniceo (Fig. I.1}. son ratrccﬂnvartidas en
los scidos araguiddénico ¥ 20:5 n-3 regspectivamente. Este QED?EEG

se lleva =z cabe en los peroxisomas por uUn REcENismO de

G—nxidaciﬁn {82,831,

E] menanismo de retroconversion serla una de las cmusss que
impide vna scumulacidn importante de los dcides polietilénicos de

27 carboenos en la mayoria de los teiidos.
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E,- REGULACIOR DE 1A BIOSINTESTS DE | ACTIDOS GRASOS NG

o ATIRADOS .

La biosintesizs de los é&cidos grasos no saturados 25
modificada por diversozs Fsctores. Estoz actuarian en Forms
dirsctas ¥ / o indirscta activando o dessectivando las desaturasas
o modificando la eantidad de enzima presente. De todas formas,
haste el momento, no pedemnos gxplicar detalladamente el
intrincade mecanismp de regulmeion de la biocsintesis dJde Acidoes
grisos no saturados 3 nivel melscular.

Comno va s mencionara, la regulacien de 1a biesintesis
hepética de &cidos grasos no saturades en los animales se produce
fundamentalmente a nivel de los desatura=ma=, wa gquse, tantﬁ la
reanrnion de sctivecién de los 3eidos grasos como la de slongfacidn .
v las del sistema de transporte electrdnico microsomzal, son
generalmente macho mas répidss que las de degsaturacion (Fig. I.2}
{12,21,22,44).

Los factores gue afectan la bicsintesis de los acidos grasoes
no saturados incluysn: s edad y sexo de los animales,
caracteristicas nutricimmsles vy ambientales a2 lasg gque gon
sometidos, propiedsdes fisicogoimicas de laz membranas del
retiéula gendoplasmico ( donde se encusntran las desaturasas) V¥

hormonas. Cuabe sefialer que 5@ bienm &n es5ta clasificacidén los
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distintcs factores enumeradns no son toetaleente indepsndisntes

entre =2i, la misea sitve pars crdensr 1z informeeidmn.
B.Z2.~ FACTORES HUTRICIONALES.

L.a sctividad snzimatics de lsz dematurssss es muy sensihls =
la diets, v¥a& que cunandao se nﬂ&ifica en forma onali ]
guantitativamente algunﬁ de los componentes de la misma, la
actividad desaturante se mltera indsfectiblemente.

E]l myuno provoca una disminuciﬁn gn 1la actividad enzimética
de 1as N6 (54,86,84-85) y  /\@ desaturasas (54,66,84,87) y un
aumente =n la ﬂﬁ desaturssa {88). Esta disminucién en la
setividad enzimatios de 1s /13 desaturasa se revisrte al
reslimentsr 1los snimales con distas 1libres de lipidos por
induccién de 18 de=zaturass (53,87,

Las distas ricas en acidos grasos saterados sumentasn Ila
sctividad enzimédrica de 1=m ﬂﬂ desaturass (E88) ¥ disminuven la de
1a :ﬂﬁ {903, mientras que las dietas con un alte contenido en
dcidos grasos no saturados provocen los efesctos contrérica  on
dichas actividedes enzimdticas (89,31}. For otre lado la
actividad ﬂEﬁdeSaturasa sumenta en las ratas con dietas ricas
en acidos grasos saturados (90).

Cuendo una dieta posees cantidades adecusdas de les agldos
grasos esenciales, la sintesis del aeide grasoc eicesstriencico
-9 estid blooueada, va gque los écildos drasos de 1as series n-© ¥

-3 Llnhiben la desaturacidon del Aacido oleico por la ﬂiﬁ
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desaturaza {91). Pero cuando se aliments =a los enimales con
dietas deficientes en los arcidos grasos esenciales, la inhibicidn
es eliminadsa v 1m acitividad enzim@tica de las [ﬁE
(54,88,90,92,83), ﬂ g8 {54,65,84,83,94} v Eié desaturazsas {94)
aument# ¥ la de 1= ﬂ& desaturasa disminaove (13,33). Estas
variaciones en la actividad degaturante determinan que bajo estas
condiciones nutricionales auments el aontenide de los  acides
cleico o eicﬁsatrienaicn n-8% v dispminueys el ds linoleico ¥
araquidonico (82,863,

La proporcién de proteina de la dista ez un Ffactor gue
nedifica la actividad enzimatica de 1la ﬂ15 desaturasa (84). Una
dietsa hiperproteica asumenta la actividad de 1la ﬂEﬂ desatoarasa,
cuandn 2@ contenido ds pfatsinas de 1s misms es superior s1 35 %
(E72. En este proceso estaria involucrada 1s sintesis proteica
{898y, Por otro lado, coande se slimentan ratas reclén destetszdas
con una dieta bipoproteica, la sctividad enzimstica de 1a Y-
dessturasa disminuye (59897,

Lae dietas hipsrgluocidicss, al igual gue otrﬁs distas
lipogenéticas, aumentan la ectividad enzimpatiea de 1z Ag
dessturssas ¥ disminuyen la de 1= ZEB desalurasz (88,20,98).

Ei me alimanta a lag ratas con dietiaz que poseen eolesteral
eny exces0, Se modifics, entre otros paramettes, 1l actividad
dezatursnte ¥ 1z composicion lipidiea microsomal hepética. Se
obsarve un sumentec en la actividzsd enzimética de 1a ﬂ g
dezaturasas v uns disninucion en la de las &5 ¥ ﬁiﬁ desaturasas

£100,101% . 3i loego =2 reenpleza ests dietm por una gue no  poses
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colestersl, e invierten las variaciones observadse en la
actividad desaturente {102%,

La -actividad dezsaturante ﬁo salo se mogdifica como
consecuencia de wvarlaciones cuall v cuantitativas de los lipidos,
hidrates de carbone ¥ proteinss de la diete, sine tambien cuando
ge modifican las vitaminas y minerales de la mizms. Un exceso de
vitamina A& en la dista provoes unsa disminveién en la actividad
enzimdtica de ls .ﬂB dﬂsaﬁﬂr&ﬂu (103, mientras que se observa el
efecto contrasrio cuando la diets es deficiente en dicha vitamina
{104y, PFPor otro lada, la actividad snzimaticas de  la ﬂ &
desaturasa no se modifica por excesc o defecto de vitamina A s&n
ia diets {103,104%.

El Zm, Cu, Feo ¥ H; de la diete tambilén modifican la

actividad desaturante {105-108).
B.5.- FACTORES HOBMONALES.

En la rata diabética se observae ung disminucion en 1#
actividad  enzimdtica de  las {98  (108-118), Ae
(AE,108,111,113,124 v EEE degaturasas {(115%, gues ez revertida
por la sadministrecion de in=ulina. La E&E degaturasa ha sido 1a
mis estudiada, v s= hs sugerido que la sintesis proteica serls
necesaria para que la sctividad de osta desaturasa sumente en
ratas diabétices tratadas con insulina (110), Por otro lada,
teniendn &n cuenta gues en las ratss diabstices alimentadss eoon

fructo=a o glicerol 1la actividad enzimalica de la ﬂﬂ desaturasa
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no estid inhibidas (116,117), ¥ que sdemds estos doz carbohidrstos,
a diferencia de lz glurcosa, pueden ser metabolizados por la rahs
diabétira (11B), se ha propussto gque intermedisrios de s wis
Elicolitica tendrisn aun papel impeortante en la  inducecidn de la
actividad de la ."i".ﬁ desatourasa.

La sctividad enzimética de la ﬂEI desstorasa no es afectads
por la administracion de glucagdén (119), ni de adrenalina (123).
Por el contraric, ambes hormonsas deprimen la actividad enzimdtices
de las ﬂﬁ ' 55 degaturasas {(119,121-124} v en sl higadgs este
efzcto estaris mediado por =1 AHP: (133, wis wnun mecanismc
P—adrenérgicu {125, Las ACTH también inhibe la activdad enzimatics
de las ﬂE‘i ¥ 1"1"15 desaturasas (1263.

Loz glucocorticeolides naturzles .{hidrocartisona} ¥ los
eintéticos {(dexametasone), numentan la octividnd gnzimatica de la

M9 desaturasa (127,128) o inhiben la de las /6 y A5 desaturasas
(129,130).

Eztazs variociones en lo sctivided desaturantc provocadas por
loz glucocorticoides s producirisn a través de un "factor
ciftogdlice preoteico”, cuys sintesis estaris estimulada por l=a
hormnone {13%,131%.

El nivel de las hormonss tirdidess tiene un marcade safecto
sobre la actividad desaturante. En las ratas tircidectomizadas se
obaerva une disminuecidon en la actividad enzimatica de las i&ﬂ ¥

ﬂﬁ desaturssas {132). Por oitre ladea, lay ratas tratadas ocon
hormonas tirdidess prezentan un sudento en lz  sctividad

enzimatica de la ﬂ S dessturass ¥ una diswminocicn sm l= de
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1a ﬁﬁ desaturass {(133-135). Cabe szefialar, gue en  todos estos
estiadics las hormeonas tirdidess fueron sdmpinigtrsdaz por varios
diazs v hasta semsnas, antes gue se pudiersan observar oambios sn

la actividad dessturants.
BE.4_ - EDAD ¥ SEX0.

La edad de los animales tiens una importancia trelevante
sobre la sectividsd dessturante. L= aisme es mas dragstiecs en los

primeros astadios del desarrolln donde 1z actividad de las ﬂ g,

ﬁﬁ ' ﬁﬁ desaturasas presentan mnsreadas Inducciones senzimaticas

con el srecimisnto (136-138).

Se han observade, ademas, diferencias en la aectividad
dessturante entre hembras ¥ machos de animales sometidos =&
difesrentes tratapientns. En general, las hembras han presentado
una mayor sactividad enzimatica en las ﬂﬂ, ﬂ g, &5 ¥ ﬂ-&

desaturasas que las ratss wmacho {133, 140).
B.5.- SUSTANCIAS DE DISTINTA NATURALEZA QUIMTCA.

La actividad anzim'ﬁtiga de las ﬂ.s_, A 6 v A5 desaturssas
Fon inh}hidas por el KCN (141,142). La acltividad enzimatica de la
5 dezaturass tambhién es inhibida por la azida sdédieca ¥ per la
o—fenantrolina (143).

También se ha observado gus sustancias que  aumentan la

preliferacidon peroxisomal, come el acide cloflbrice ¥ el
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trisdencl, aumentan la actividad enzimatica d= la IEE desaturezs

{144} .
B.6.- EACTORES AMBIENTALES.

Variaciones &I 1la tempersators ambientsl determinan
modificacicones en la composicion lipidica de distintos tipos de
organignes procaridtices al igusl que de esucaridticos, tendientes
a mantener los lipidos de 1la mpembrans en un1 estado flsico
adecnado (liguido cristalino). El PILDCESO de “adaptacidn
homeoviscosa” mantienes la tempsratura de transicién de fFase por
debajo de la de crecimiento v Al misme tiempo cercans & la misms,
evitando asi los efectos perniclosos de wuns heterogensidad de
fases lipidicss ¥ de lipidos hiperfluidos en lsg membranass (145).

Tante en bacterias (148,147), come en levaduras (148),
hengos (1453,150), protozoaries (151}, plantas supericres (1327 ¥
snimeles poigquilotermass (22), sste mecanismo de adaptseidn =
tenperaturas ﬁe eracimiente menores =& las de =1 normel
desarrollo, determine un eumente en la proporcidon de Acidos
grosos no satursdes de los lipidos de las membranas. Be establece
a5l uns relscidn inversa entre el grado de insaturacidn de 1=
membrana vy la temperaturs de aclimatascion.

Uno de los factores mias importantes que afectan la Fuidez de
iz meabrana lipidicse en los eucariotes vy procariotes es

precisamente sl grado de inssturacion de las radenas de acides

grasos, También son factiores zrelevantes a  tener en cuenta, el
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colesternl en loe animales, ¥ en los procarictas la lopgitud de
la cadena de 1los dcidos grasoes ¥ la presencia de ramificacliones
en los mismos.

5i bien hasts el momente las bases metabdlicas que
deterninan el avmento en la insaturacidom no estidn  totalmente
elucidadas, hay suficiente evideccla de gue los organissoes
adoptadeos sl frio poseen una meyer produccidn de  acidos grazes
normeles. Esgto ha =ido demostrado en distintos tipos de
organismos. En Escherichia coli la producecian de &cide oleieo
respecle & palnitice producidos por el comelejo de la dcido grasc
sintetasa aumenta sn log cultiveos a 10 € respecto »n  los que =e
encuentran & 40 C {153). Cuande se tranzgfiere un cultive de
Bacilus megateium de 35 = 20 £, se produce una hiperinduccidn en
la sintesis de 1a {156 desaturass (154}, En - Tetrahymena 1=z
actividad de la Ay desnturasa tamhién auments euando 56
transfieren los cultivos de 40 a 13 € €151). Ezste mumento en Ls
actividad desaturante seria consecuencisa de: ans induceién en ls
ginteziz de 15 deszaturssa ¥ ung activscidn de molérnlaz
preexigstentes de laz enzims (135). En el pesxs imelodus maculatus
s5¢ ob=zervs on aumento en la sactivided enzlmética de la ﬂ B
desstursasgs susndo ls temperatura del secpario se disminuye de 30 =
15 C; Este aumento serls producido por una induccidén enzimatica
(22). |

#n conclusion, en nicroorganiemncs v en animales
poiquilotermos, la disminucidn de la temperatura de crecieiento

provocyg ung disminueidn en la flaidez de las membranas. Estas
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disminucidén seria contrarrsstada por una inmediatsa activasidn del
sistema desaturante tendiente a restzurar un estado fisiceo
adecpado en la mambranz. De Ltodas formas, este no zeris el dnice
mecHERisme que explics la relacidn inversaz que sxiste antre el
grado de insaturscidn de los acidos grasos de ls membrans con la
temperatura de crecimiente. Actualmente hay suficiente svidencisa
gobre la existencis d=s un aontkrol gendticeo en la sintesis de las
desatura=az. Este ltime seris un mecsnismo gque actuarlia en  la
regpoesta a lardo plsso.

El efecto de la temperatura ambiental en las propisdades
fisiﬁas de las membranas de animsles homeoctermes no es tan obvic
come en =1 caso de miecroorganismos v animales poiquilctermes. Los
animales homeotermos poseen on @Decanisnoe complsejo, en el gQue
interviens el gistema rervios=e v 2l endoorino, gus mantiene la
temperatura corporal constante s=zobre un arplio rango de
diferentes temperaturas =mbientales. |

En estudios previes hechos en nuestreo laboretoric (138), eén
log gue ratas hembra adaptadss a vivir a 31 € dursnte 23 dias
eran trangferidas posteriormente 8l frio (14 Cy durante
diferentes periodos de tiempo, s= observd una disminucidn en l=
sctividad de 1s ﬂEldes&turasa luege de 24 h de exposicién =al
fric, mientiras que 1z ascbtlvidad de l= ﬁ F desaturasa aumentd en
gse misso perlivode de tiempo. Postericrmente se cdemostrd gqus  los
niveles =férices de estradicl estarian impliicados an ecta
resgpuesta de la EEB desaturasss al frie (156). Por otro lsdo,

ratas marcho adaptadas a lag mismas condicones neo presesntaron
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variaciones significastives en la =sctividsd enzimfics de las ."’EE v

1(_1';9 dessturasss por efecto del frin.



Como wa =& mencionara en la Introduccién, existe uns
estrecha interrelaciin entre la temperstura de crecimiento de
wicroorganismos v de animales poiguilotsrmos y =uz regpecitivos
moteholismos lipidises. Més especificamente con las propiedades
filsicoguinicas de sus membranss ¥ =1 wmetabolismo de loz  Acidos
graéﬂs ng saturades. En 2l ommo de los snimeles honestermos, 1la
informacion existente en relacidn al metabolizne de log  Aecidas
grasos no saturados de animales expuestos 1 diferentes
Lempersturas ambientales se restringe casi exclusivamente a la
sportada por los trabsjos previos hachos en nuestro laboratoris.

For otre lado, teniendo en cuenta =1 activo rol de las
hormonas tiroidess en el proceso de termogénesis de animales
homeotermos ¥ la gscEsa informacion sohre 1oz efectos
regunlatorios de estas horwmonas en la actividad deseturante, nos
planteamos los siguientes objetivos generales para la realizacidn

de este trebajo:

a) Profundizar el sstudic del sfecte de la temperatura ambisntal

en el metabolismo lipidico de znimsaleg homecotermos.

by Estudiar sl efecto de 1lu L-triiodotironina (T3) en la

scetividad degaturants de snimsle=s homnectermos.

4 pariir de estog objetivos, e1 +trabsjo desarrollade ss
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presenta en dos capitunlos de la siguiente forms:

1. En el Capitulo 1 =& detallan los experimentos destinsdos =
profundizar nuestrn conocimienteo sobre el efecto de la
temperatura ambientzl en la actividad desaturante microseomel
hepatica de rata. En les mismes s& estudis, ademis, la
interrelacion entre la composicidn lipidiea, la composicidn de
tcidos Erasos, las propiedades fisicoquimicas de los microsomas ¥
£l efecto de dietas de diferente composicion, con ls setividad de
lss desaturasas de snimales expuestos & difergntes tempersturas

anhientales.

Z. En 8l Capltulo 2 se describsn las investigsaciones reslizadas

eon 21 Fin de sstudiar el sfecto de la T3 en 1s setividad de 1Ia

&9 dessturssa en vl tiesmpo ¥ los posibles meecsnismos  involucrados

er1 ests respuests enzimaties, como asi también el afecto de asta
kormong tirdidea en 1lm actividad 4= las ﬂiﬁ}f ﬁﬁ dessturasas, la
composicidn lipildieas ¥ las propiedades Fisicocguimicass de los

microzomas hapiticos,



CAPITULOD 1

EFECTO DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL EN EL METABOLISMO LIP]DICO
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i.1.- INTRQDUCCION.

1.1.1.- GEBERALIDADES.

El homhre ¥ otros animales homeotermos {mamiferos vy aves)
zon cepaces de mantener su  temperatura Interns priacticamente
constante cuande se los expone & unz emplis gama de condiciones
climidticas. Ests régulacién térmicse en animales de SENZT:
galisnte es critica dada la dependencia de las velocidades de las
reacoclones sngimatices con la temperatura.

Los snimales homecotermos hibernantes poseen variacionez de
temperatnrs estacionales mpy marcadas; =sin embargo, =21llos también
controlan su tenperstura durante la hibernacian dentro de uan
ranga de haste 35 C, manteniéndala unos poacos grasdos por encims
del amhiente pars retardar 1z actividad celular ¥ conservar
energia.

Entre loa dos extremos, el hombre N los snimales
hihermnantas, mas hallan mnehas otreas esperciezs honsotermes Quse
poseen fluctuaciones diariss y estacionazles de su temperatura
corporal, pers todesx pozeen la capacidqd de controlarla
independientensnte da2l ambiente exterior, pudiendo mpantener asi
uns temperaturs celular optima necesaria para cumplir con 508
demandss metsbolicas (15?}.

Egtos procezos de aclimetacidn regnieren de un eguilibrio
entre la produccidon ¥y la pérdida del caloﬁ.

Asl, ocuando un homeotermc es expuesto a8l Frilo disminuirad las
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pérdidaz de cglor ¥ aumestard su produccisdn: mientras gque, por el
contrarioc cuando = encuentre en un ambiente calurcso sumentara

lag pérdides de calor v dieminuird la produccian del mismo.

1.1.2.- ACLIMATACICON AL FRIO.

Cuando un manifern es expuesto al frio (temperatura
ambiental menor & la gque estaba aclimatado), =es desencadensn
mecanisemns regulatorios sdicionales a ln= ya existentes,
tendisntes a disminuir las pérdidas de rcalor ¥ & aumentar su
prodoccidn, Se producs una vascconstriceion cutanea, piloereccion
o sarecimiento de pelo papre a=i sumentar el ai=slamiento
periférico. Al mismo tiempo. hay un sumento en  la termcgénesis
gue en un principio sera provoesda por eseslofrics, y  luego,
cuandoe el snimsl e hays sdsptado al frieo, gera reemplazada por
ternogénesis independiente de ssealofrio. Una de las especies gue

e sdapts mis rapido z1 frio, e ls rata (188-162) (Fig. 1.1.).

1.1.2.1.- Termogénesls por escalofrio.

El eeseslefrio inveluers =1 mecsniswme normsl de  contraceiodn
muscular, ¥ &l efectpo de aumentar ia produvceidn de oalor es
similar al del ejercicioc (163). El pgrade de wptilizeciim de
oxigens (v de suztratos) por las mitocondriaz musculares agtd
normalpente econtroledn por &1 sporte de ADP. El  escalofrinc

proplamente dicho estd bajo el econtroel del =sistems nervioso
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central (163,1E4), wmientras gue &l aporte do suszstratos es
regnlado por el sistema nervioso simpdtico. Por otro ledo, tanto
el sistems nerviocso zimpadtieo como la gléndula saprarensl, son
egtimulades por ¢l frio pare liberar noradrenalina ¥ sadrenalina
respectivamente {158). )

El principal aporte de sustrztos, utilizados durante la
cHposicidn al frio, proviens de lgs lipides. Hay un sumento en la
movilizaclién de lipidos como aecidos grasos libres (AGLY, debido a
una lipdlizis mcelersds en el tejido adipcocse blanco {(165-168). La
concentrecidn sanguinaa de ﬂGL.se eleva (1GE,168,1889-172%, asi
comn también el "turn-over” de log mismos (1733, v disminmuven los
triglicéridos en el tejide sadiposco blance {174,175). Los
triglicéridos y diglicérldos del misvoulo esguelético también
disminuyen (178) mrientras gue no se modifican apreciablemante an
el Hig&da {178,177y, El csmbio mas marcade en los lipidos del
Flaswa, ademds de sumento de leos AFL v¥a mencicnsde, es uana
disminueidn en 2oz triglicérideos de lam lipoproteineas de muy baja
densidad (1783.

Junto cen los lipido=, 1ls glucoss es oiro de los susgtratos
utilisadoz durante 1la exposicién w1 frio pHrs mantener un
metabolismo hasal elevado. La connentracidn de glucogs admenta en
gangre {170-17Z,1%Y8), como 51 tambian sn oxidacidn ¥ "turn-over”
£1789). Este aumentoe en la produceidn de glucoszs como consecusncis
de 1la exposicidn sl fris, =2e debhe a un incremento en lsa
gluecogendlisis v Eluconengénezis hepatica {180,181). ¥l

catabolismo proteico ¥ de amine dcidos tambidn este aumentado



{181,182,
1.1.2.2. - Termogénesis independiente de escalofrio.

Cusndoe un animal se¢ transfiere a2l frio, el aumento en la
produccion de calor gue se produce al prineipico se debe a la
termogenesis por escalofrio (TE). Luego, cusndo el animal se ha
adsptado al frio, ests MECANLSED es reanp lazads por termogdenesis
independiente de escalofrio (TIE). Las conversidén de TE en TIE
£5ta cantrolada por el sistemns nervioso simpatico a través de la
aceidn calorigénieca de 1a§ cateonlaminas, principalmente en el
tejido adiposo pardo (158,183-185Y v en @l misculo esquelético
(158,186,187). También psrticipan en 1s TIE, aunque en menor
proporciton, =1 higado {188,189, el intestino {(1BB}, &l corazdn ¥
g1 ecerebro {190%.

5e¢ necemitan niveles normeles de hormonsas tirdidess para que
se produzca la adaptacisn sl frioc (185,191,182), vy éstess sectian
en forma =indrgins con las catecolaminamr (184-18B6,1891-184%.

También se reguiers de un nermal funcionamisnto de la
corteza suprarrenal pars que se mantenga 1o homeostasis térmics
en el Frio (1B0,194).

La gran capacidad del tejido adipose pardo de aumentar la
produceidén de calor, s= dﬁbﬂ a que rcsg?nde al estimulo zimpatico
aumentando ls respirscidon eelular desscoplads de 1s fosforilacidn
del ADE {(182,195). Hay. por lo menos, dos elementos necesarios

para uns respuestis wdecuoads de este tejide: disponibilidad de
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gustrato y un mecaniemc para degacoeplar ls fosfeorilmecidn.

La activacidm simpética_prnvﬂca rapidamentse wuna hidrélisis
de 1oz triglicéridos intracelulares del ftejidc adiposo parde
{198Y, La lipeproteinlipaza =e =metiva en horss luego de la
exposicidn al frio, provevendo & los tejidos dcidos grasos de los
triglicéridos del plasma (187).

Al ignel gue en la TE, en lae TIR gue se dssencedens en los
animales adaptados =21 frio, =e ptilizsz a la glucosa cono
sustrato, ademas de los AGL. La éﬂncentraeiﬁn aumentsda de la
misma se debe & una glevada gluconeocgénesis v gleeogendlisis
hepitica {(18%). La ingesta de &limenfns inorementadas que posssn
log animales en el frio, también provee de los sustratos
necesarios para poder mantener unas slevada produccidn de calor en
ogtas condiciones (158,185).

La disipaciﬁn‘-de energis Come ealor proveniente de  1s
oxidacion de Acidos grasos depends de una Unica proteina
mitocondrial del tejide adipose parde, la termogeninm o proteina
desacoplante (ED}Y. Ests es nna proteina de 15 membrans interna de
las mitocondrias del tejido adipﬁsa pardo., gQue ppsSee uUn  pPeES0
moleacular de 32.000 (1963, La PD estimulz la respiracion
mitocondrial ¥y dezascopla la Fogforilacidn al reducir el gradiente
de protones a través de la membrana interna mitocondrial{l%9}. La
eiposicion al fric mumenta !a sintesis de la PD (Z00,201).

Los AGL (182,199,202,203) vy los nucledtidos £199,204%
controlan el scoplamiento de la fosforilecidén oxidativa ¥a  que

gctuan regulsnde =1 pesaie de protones A travées de lasg



mitocondriags., Una elevacidn en el nivel de AGL Tavorece la
redutreciin del gradiente ¥ en censEecuencis estimula la respiracidn
celular. El aumento en la densidad mitocondrial de la PD em la
gue determina el grado de desscoplamiente en la reapirscion, gue

se pueda Renerar {182,185%.

1.1.3.- ACLIMATACION AL CALOR.

El calor ambiental desencadena mscanismos de adaptacion en
los animales homeotermos, tendientes & mantener constanrte la
temperaturs corporsl, ¥y a ajustar el equilibrio de& liguidos
corporales, al metaholismo energético ¥y el ecompeortamiento a  los
reguerimientos necesariocg pErE sobrevivir [Chs} lam nIevas
condiciones ambientales.

Se originan les procesns gure sumnentan laz pérdides del
calor, tales como vasodilatsacion, transpiracidm en &l  hombre ¥
jadeo ¥ salivacion en los animaleé@(lﬁﬂ,lﬂ4}. Por otro lado, hay
tina disminuecidn en la produccidn de czlor (124,205,208 v en 1la
lipaligig (207)., También se observa una dismipucidn en el grado
de crecimiento (208 v en el consume de alimentos (208). Esta
termogénesis & ingestas disminuidas podrian ser consecuencia de 1la
menor activided tirdidea ¥ canversidn periférica de T2
(134,202,210} gue pfesentan los animales £&n el calor. Ademds, los
snimales hipotirdidecs possen uns mayor tolerancia al calor

(184,213 5.
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1.2.- HATERIALES Y METOROS.
1.2.1.- ANINALES UTILIZADOS.

En losz emstudins realizadeos se eligié Ltrabajar con ratss, va
que eatoz snimsles =e adspten rapidamente = lazs distintas
caondiciones ambienteles (158). Por otro lado, lo= cEmbics
fisivlogicos gue se producen en los proceses de sdaptacldn, estan
anpliamente estaudiades (158, 180-182,194,212).

Con respecto 8l sexo de los animales, se optd por trabhajar
gon ratas macho ¥ no con hembrss, ¥a gue los maches no presentan
las varisclones hormonales debidas sl cicleo estral que se observa
en la=s hembras, ¥ por lo tento, no =5 necesaric tener gue
ginceronizar lo= animale= en uns mismas etaps, coxo hay gue hacer
cuando =e trabaja con hembras.

La=s ratam macho que se utilizaron fueron rakas Wistar de
BO-70 dimg de edad cuyo peso oscild entre 150-250 g, Las mismas
fuerén provistas por el bioteriec de la catedrs de Biogulmics de
la Facultad de Ciencias Médicss (UNLP}, o adguiridas en la CONEA.
Todoz loe animales estuvieron alojados en jaulas individoale=s con
la temperaturs ambiental controladas a 24 + 1 C {a menocs que ge
sspecifique ctra temperatura) ¥y sujetos a 12 h de luos ¥ 12 k de
amacuridad (siendo media noche &l punte mediles del periodo de
oscuridad)}. Se determind dlariamente la ingesta y el grado de
crecimento de cada snimal.

Loz snimales se sacrificron siempre a las § a.m. pars evitar
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varigciones en los dates debidss = ritwos eireadesnos (2133,
Luego de decapitar las rsatass, s5e recogld sangre {pars luegoe
geparalr susrod, ¥ se extrajo 21 higasdo de donde se obtuvieron las
fracciones subecelulsrss microsomal ¥y mitocondrisl. En el suvern =e
dosaron las hormonss tirdideazs. A las Fragciones subeelulares se
les hizo el andlisis lipidicec ¥y en 1la fraccidn nicrosomal se

midid la activided desaturante.
1.2.2.— LIETAS.

Los animales se alimentaron con dists comercisl estindar o
sintéticas v agua de 1la canilla ad libitum. A menos que se

indigue de otra ferma.

1.2.2.1.- Dieta comercial.

Se utillzd dieta comercial Nutrimento W 3 para roedores
{Escobar, Argentins). La composicién, distribucidn de calorias ¥
composicién de Arido= gresos de 1z mi=ma se deseriben en laz

Tablas 1.1, L.2 ¥ 1.3 respectivaments.

1.2.2.2.- Dietaa sintiaticas.

Las dietas sirntéticas que &2 prepstaron fueran iszocaldricas
{414 cal / £ de nomida) ¥ contenian cantidades iguales de sales ¥
vitaminas {(214). En las mismaxg, s utili=d paselns, aceite de
neiz, Elucosa ¥ almidén come fuente de proteina, llpidos &

hidrates de carbone regpectivemente.



Teblia 1.1.

Composicictn de la diets comercial Nutrimento M 3 para roedores.

Humedad
Proteina
Grasa
Fibr2
Cenizas
Calcip

Faaoforo

13,0

20,0

,0
10,0

1,5

max.
min,
min.
max.

miz.




-13=

Table 1.2.
Bistribucidn de las calecrias apertades por la dietas

Mutrimente M 2 par=2 roedores.

Cal %)
Hidratos de carbono T, ?
Protefnas 32,9
Lipide= : 10,4

comercial
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TABLA !.3.

Composiciédn de acidos grasos de la diets comercial Mutrimento M 3

Fara rosedorcc. .

ACIDO GRASC % (en peso!
1610 14,7
1511 o, B
ig:0 4,7
1g:1 21,8
1812 {n-5! 52,4
181 % (n=-3) 4,3
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€z utilizoron dos tipom diferentes ds diets= sintéticas, la
dieta control (DCY ¥ 1s hiperghciﬂica fODHY. Lg distribaocidn de
las rcaloriss sportadas por los distintos componentes ¥ la
composicidn de dcidos grasos de las mismas s3e detsallan en las

Tabhla=s 1.4 v 1.5 respectivamente.
1.2.3,- OBTENCION DE FRACCIONES BNBCELULARES.

1.2.3.1.- Fracecidn microsomsl.

Lag ratas se sacrificaron por decapitacidén e inmediatamente
desplies, se les extrajo el higade. Estos se homogensizaron a
continuacidn, en uns solucidn fri& (3:1, vfﬁ} que contenia:
sacaross 0,25 M, clcrﬁra de potasiec 02,15 H, solncion
amortiguadora de fozfato de potesieo B2 mMd  {pH=7,4), clorurec dé
magnesio 5 n¥, EDTA 0,01 mM v N-scetil-L-cistelina 1,4 mM. E]
homogenato se centrifugd a 10.000 x g dorante 20 minotos en  uha
centrifuga Sorval. El preciritade, formade por nicleos y desechos
celulares se descartd y el =zohrenadante, luegdo de ser Filtrsdo a
través de gass, se centrifugd a 100.080 x g durante 50 minuios eén
una ocentrifuga Spinco o HM5E. El precipitade asl cbtenido
correspondiente a la frageidn microsomal se resuspendid en lo
misms soiucidn homeogeneizadors. Todas lazs etapas se reallzaron 4
4 C. La fraccitin microsomal se congeld a ~70 £, concentrada =a

razon de 35 45 mg proteina / ml.

1.2.3.2.~- Fraccidn mitocondrial.



-36=

TAELA 1.4.

Pistribucidn de les calorias aportadas por Jas dietas sintéticas

contrel (DC) & hiperglucidicas (OHY,

Cal 1%1

Diete control [(BCY Dieta hipergiucidica +DHD

Hidratos de 55 (100 % almidén) &% (AZ% almiddn v IB %

carhano gqlucosad
Protelnas 20 &
Lipidos £3 ) 725




Tab!'a 1.5.

Composicidn de acido= gra=ece de las dietas sintéticas,

Acide graso . W {en pezgl
14:0 o, 1
140 . 12,0
1&:t 0,4
16:0 2,7
18:1 33,6
18:2 ip-%) 50,3
18:3 (n—~3) 0,5
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luego de exiraer el higedo de snimaless sSacrificades por
decaplitscidn, s=e s=epard uns poreidn de les nisoos e sa
homogeneizd en sacarcozas 0,25 H v soluecidn samortiguadora ds
fosfato de potasie 10 mM (pH=7,4) (9:1, wv/p). La fraecion
mitocondrial se separd por centrifugacidn diferencial s=iguiendo
el método de Hogeboom {(215). S5e centrifugdsron 10 ml de homegensto
con 10 ml de sacaross 0,34 M a 700 x g durante 10 minutes en uns
centrifuga Sorval., El precipitado, formado por niiclevs, gldbulos
rojos, tejide conectivo ¥ cdlules intectan, == descartd ¥y 2l
sochrenadante ge centrifugd a 5.000 x g durante 10 winvtas. Fl
precipitade formado gue corresponde a la  fraccidn mitocondrial,
ze resuspendid en sacareosa 0,25 M ¥y se centrifugd a2 24.000 2 g
durante 10 minutos. Esta operacidon s repitid 2 weces mas ¥
finalmente la fraecidn mitocondrisl se re=suspencid en 1 ml de
srearosa 0,250 M (35-45 mE proteina / ml) v se oongeld & =T0O O

hasta s5u posterior utilizacidn.

1.2.4.- DETERMINACIOR DE PROTEINAS.

La concentracidn proteica se efectud por el mitode de Lowry
y ool {(218). E} primer paso del mismo inplicd ls formscion de an
complejo de cobre-proteina en unsa diseolueidn aleslina. Este
complejo redujo posteriormente urm reactive fogsfomolibdico
-fosfowolframico que ds un color azul intemnse. La reazccidn
eolarimdtrica se levo a 750 nm ¥ se usd  albomire seérica hbhovina

cristallizada como estander.
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1.2.5.- ARALTSIS LIPIDICO.

1.2.5.1.- Extraccion de lipidos.

Los lipidos de las distintas fraccocines sabeelulares . se
extrajercn mediante el procedimientc de Foleh ¥ ocol. {217, La
nmuestrs se homogeneizé en un homogeneizador rotatorie de vidrio
con émbolo de teflén, don cloroformo:metannol {(2:1, /v #n una
relacion de una perte ds muestra & 28 partss de mezcla
extraotiva. La mezcla se filtré a continuecion, por papel de
Fiitro ¥ luego éste =e  lavd watrias veces ocon la mezela de
extraceidn. Al filtrade total s 1le agregd un 20 % de su volumen
de agua deszstilsda, se agité vigorosamente ¥ se dejd decantsr en
frio para permitir una mejor separacidn de lss dos fFases. Lunego.
s=e desecho la fase gcuesa superior por aspirecion ¥ la  igferior,
gue contiene los lipidoza purificades., == evapord = seguedad
medisnte un evaporsdor ratatorio o bhajo ecorriente de nitragenn.
El extracto lipidico ze guardd en un peguelic volimen de é&ter de
petrolec a2 -20 € en atmdsfera de nitrdgeno paras su posterior

ahalisis.

1.2.5.2.- Bepzracldin de lipildos polares.

La conposicicon de los lipides polares =e resalizd por

cronztogafis en cape fina con doble dessrrelilo en un mismo
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sentide {21%). Se utilizaron plscas ds videio de 20 x 20 ecm ¥
gilica gel H como fase estaclonaria de 500 p de espesor. Antes de
ser usadas, las plsacas se amclivaron durasnte $0 minutos &8 120 C.
Los extractos lipidicos se diseolvieron en  cloroformo: metanol
(2:1 v/v) v =8 ssmbrarﬂn'en ls placa en form= puntual o en banda.
En la primers corrida 1as fase movil sestuve constitulds por:
clovoforwo: wmetsnol: smonisco: sgua (70 @ 25 ¢ 3,5 ¢ 1,5
vy e/ v), mientras gque e la segunda corrids lz composicidn d= 1a
fase movil fue la siguiente: cloreformo : metanol : acide acdtice

agus (80 : 10 : 2 : 0,75), Las cubas de desarrollo fueron
saturadas c¢un 1lous respectivos solventes previamentes =2 Seyr
utllizsdas. Uns vaz completado el desarrollo de 1ﬂs_placas, ectss
ze zeparon bajo corriente de nitrdgenc ¥ el revelasde s& reslizd
mediante exposicién a vapores de iedo bisublimado. El iodo es un
reactivo inespecifico que tifie las zenas lipidices de color
amarillo—psarduzco. Este procedimiento, si bien no permite uona
identificecidn exscta de los distintos fosfolipides, permite
compsrar los Rf de la muestra con los de estandares de

fogfolipides que s& silembran simultédneapente,
1.2.5.3.- Cuantificacion.

1.2.5.3.1.- Lipidos totales=.
Loz lipidos totales extraldos previamente de 1a muestra a
analizar con sloroforme : metanol (2 : 1, +v/v) =siguiendo I=

técnice va descripta, se cuantificaron gravimétricamente tomandao
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uns pegquefia fraccion del extracte 1lipldice ¥ eveporando el
golvente &8 seguedad con nitrﬁge?o hasts peso constante.
1.2.5.3.2.- Lipidos polares.

Los fFosfolipidos ze determinaron midiende &1 eocntenido de
fasaforo en la moestra mediante el método de Chen ¥ ceol. (218). L=
cuantificacidén de ceds Praccién fosfelipidics se realizd previs
separacion cromatogréfica de las mismaz en capa fina, raspsdo ¥
extraccion con metanol.

Este procediniento para ls determinzcidn de fdszforo £33 uns
nodificecidn del de Fiske y Subbarrow (220), y =2mples acido
rerelorico  pera mineralizaf la muestre vy posteriormente  la
formacion de un complejo de fosfomolibdetc con molibdato de
amonio gQue se reduce  can aoido ascorbico, La reaccidn
oolorimédtrica =2 lze o B20 nm v =e ugd fesfate de potasic 1 nH

como aestandar.
1.2.5.4.« Analisie de 4dcidos gresos.

'a composicién de dcidos grasos s5e determind por

cromatografia gas-liguido. Esta téonicsa ofrece buenas

separaciones de dcidos grasos libres, pero principalimente eouzsndo

é=2tos poseen una cedena corta,
Ism mueegtras bielégices, s=sin embargo, poseen en general
gcidos grasos de meyor longitund de cadens v ademAds con dimtinto

Erado de imsaturaclon. Por esta razon, log Acidos grasos son
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dﬂrivatizans.gn sSuS éstg;ﬂs metilicos para sSer analizsdes por
craomatografia pas-liquideo {(221), wa que éstos =on mas volatiles
que los respectivos arcidos grasos debido a3 una reducerion =0 ls
polaridad al formarse el aster, v ademfizs son relativamente mnas
estables que los &cidos grasos libres.

Previm A& 13 esterificscidn, 1los &cidos Erascos fueran
liberados de los lipidos medisnle una saponificacidin con KEDOH en
etanol =2 10 ¥ en wvns proporcion de & ml por gramo de lipido a 82
C dorante 45 minutos en atmisferas de nitrdgena. De estas Forma se
hidrolizsron los Aclidos grasos de lms- g=steres de colesterol,
Elicéridos v fosfoalipidem v @e transformeron ex  los  respectivos
jabones snlubles en agua. El insepenificasble s slimind agregando
8 la mezcls una vez fria, igual volumen de agowe destileds ¥
lavando 3 wveces con 2 ml por vez de eter de petrdleo (p.e.
I0-85). Luego se secidifiecd 1z wmezela con HCL concentrade ¥ =2e
extrajercon los seidos grasos con 2 ml de #fter de petroleo, ¥ esta
operacion se repitido 3 wveces. El extracto ze¢ llevd m segquedad ¥
se mgregh 3 ml de metanol-HCL 3 N, y la esterificscian se 1levd =
cabo & 64 C durante 1 hore en atmasfera de nitrdgeno. Unz vez que
la moueztre eztuve fris =ze le agregaron 2 ml de cloroformo ¥ sc
lavd 2 veces con 2 nl de sgis destilaca. {ada vez e desechdy la
fass &mcuoms superior, el extracto clorofdrsica sSe llevd &
sequnedad ¥  1as  Asteres metilicos de los Acidos grasos  se
resizpendieron en ater de petrdlec (p.2.30-B5) v mantuvieron &
=20 € en atmisfera de nitrogenc hasta el momento de  EHer

utilizados.
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Fars determinsr la composicion de fcidos grasos de 1los
distintos fosfolipidos las fracciones =eparadas e identificadas
por eromatografia en capa flne ¥ gque no fueron eﬁpuﬁstas a
vepores de lodo, e eluysron con metancl. EI sxtrscto se savapord
a seguedad para su posterior saponificacidn v esterificacién
siguiendo la técnica descripta anterlormente.

El analisis de los #stere=s metilicos no radliactivos se hizo
en un cvronatografo gas-tiguido Hewlett Packard 5840 A pravistn-de
un detector de ionizacitn de llsma ¥ un sistema automatico de
integracion de areas y processmisnlo de  dsetos gque registra 1=
compoeician de la muesira. 38 ussron columnas de vidrio de 1,8 n
de largo ¥y 2 ma de diametre intsrno rellensas con 10 ¥ de 5P 2330
spobre Chromosorb WAYW (1007120 mallas) ¥ oltrdgeno como  Zas
portedor {20 ml / min). Las temperaturas dsl detecter y del
inyector fusron de 280 C v de 205 £ respectivamente, mientras que
la del horno fue de 140 C durante el primer minuto de corrida vy
luego sumento a razbn de 3 C / min haste loa 220 C,

Los piecos s8 ldentificaron por wmedic de sus respectives

tiempos de retencidn relativos referidos a los de loz  Acidos

grazos testigo estedrice ¥y araguidénico. Estoes walores szl
definidos dependen de) sistema de particion vtilizade (relleno de
columna) y de la temperstura, ¥ son independientes de wlras
condiciones experimentales (Z222).

El anilisiz de ésteres metilicos radiasetivoz provenientes de
log &dcidos grasoz marcados ntilizados a0 loz distintos

axperimentos, se hizo en un radiocromstografo proviste de un



~Lpst o

contador proporcionel FPachard modelo 893 &on regdistrador
Honevwell. El1 relleno de la columnz ntilizado fuoe 10 ¥ de 3P 2330
sobre Chromosorb WAW (100 / 120 mallas) v Ar como gas portador.
Las temperaturas desl datsctqr v dal inyector fusron de 250 C ¥ ds
230 C respectivamnente, mientrss gue la temperatiors del horno se
martuve constante sntre 140 ¥ 185 C dependiendo del tipo de é=zter
melllico a estudiar.

Los picos cromastogriaficos =ze identificaren por medio de =gz
respectivos tiempos de retencidén vy fueron rcuantifiecados por

triangulacion.
1.2.5 - HEDIDA DE LA ACTIVIDAD DESATURANTE.

La actividad enzimilics de las ﬁE}{lS:D-——é 18:1 » 18:0 —
i8:1), ﬂE {18:2 n-B — 18:3 n-B) v «’I_I"IE {20:3 n-86 ~—=» 20:4 n-BG)
desatursses se midia, determinando el porcentaije de econversidn
del smustrato (acldo (1-14C) grasco) en 2] correspondiente productbo
{acido (1-14C} gra=o).

Las resccionecs enzimgtlieas se inicisron =gredando proteina
picrosomal & tubos prevismente termostatizados durante 1 minuto a
37 C que contenien: secaroza 0,25 ¥, eclorutro de potasio 0,15 N,
snlucién amortiguadora de fosfate de potasis 0,04 H (pH=7,2),
B-acetll-L-~cisteina 1,41 nmi, flvworurc de potasio 0,04 M, ATP 1,3
e, Cod 0,08 mM, HADH 0,87 mH, clorure de magnesio o mM, oS npmol
de sustrato marcado ( acido (1-14C) grase) ¥ 45 nmol de sustratn

frio {&eido grasa) en an volumen finsl de 1.8 ml. Fara medir 1la



5

sctividad enzinitica de la EﬁB desaturasa, sSe usardh CoORo
sustratos los anidos palmitico vy esteidrico v 4 mg de proteins
microzomnal. Los s=suastratos aapleados pars determinar las
actividades enzimaticss de 1sS E&E ?'.&5 desaturssas fueron les
Adcideos linaleice ¥ 8,11,14-gicosstriendico, ¥ 2 ¥ 2 mng de
groteina misrosoral respectivaments. La mpezela de reaceidn se
incubé & 37 C durante 15 wminutos con agitecidn constsnte. La
reaccion de desaturacidn se debuve agrsgande 2 nl de EOH
aleohdlico a1 10 ¥ v los Acidos grasos fueron zsterificsdos, cowme
a8 =& indicara previamente, para lusgo ser analizades por

radiocromatografia gas-liquido.
1.2.7.- MEDIDA DE FLUOBRESCENRCIA,

a. Introdoccisdn.

Laa técnices de fluorescencim hen sido Doy usadas en el
eztudio de las propiledades Fimico~guimicas v estructurales de losz
lipidos constitutivos de laz mempbranas bloidgicas ¥ artificiales.

Todas las moléculas tienen un juege de niveles de energla
electrdnieons: 3o, estado singulete del nivel fundamentsl; 51,
estade singulete del primer estado exitade ¥ T1l, sstadc triplete
del primsr eslado exitado. & su vez, cada uno de estos niveles
poscen subniveles wvibracionales. Al irradiar moleéecnlas ecor luz
nltravinlets o visihle, ge produce ovnzs ah=oreidn de energia gue
hace dque algunas ®mEolédculas pagen del astadeo So a tn nivel

energético supsrior. Después de 1a exilacidn, 1z molécula en
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stlucion voelve Bl nivel wvibracionsl mas baje de 51 s=in Lemitir
rediacidn, deo donde puede retornar 2 S5¢ = tLraves de distintogm
necanismas. Uno de los mds relevanties es el de fluorescencia, gue
inplica la transicién deede =l nivel mie bajo de enerdgis de 51 al
nivel fundamental de 3o,

51 uns sustancia fluorescente, también llamads fluordfaoro,
se exita econ luz polarizada, Bsu emisidn también eztard
pnlﬁrizadal El grado de depolarizacidn de fluorescencisa,
relacionado ¢on  la anisotropila, dependera del desplazamiento
angular promedio del fluecrdforo entre Iz absorcidén ¥ ls
subziguiente emision de un fotén. Este desplazamiento ests
condicionado por la vyelocidsd ¥ el rango de la rotaciasn
difusional durante =1 tiempso de vida del estado exitado.

El 1,8-difenil-1,3,5-hkexsatrieno (DPH) ha sido muy usado comno
fluordaforo para medir anisotropla de flucrescenciz. Es une de los
marcadores mias eficlentes para la regicn hidrocarbonads de las
bicapas lipidiczs potr su alte rendimiento cuantico W 51
estracturas todo trans gue se adapts blen al interiocr hidrofdbico
de las cadenss hidrocarbonsda=s, v por lo tante brinds informacion
gobre los cambiog del egtado fisieco de los 1lipidesz gwe 2111 ze

encuaentran {223%.

b. Haedide=s de snisctropis de flucrescencia.
Pers medir la snisotropis de flusrescencia, sze utilizd uan

espectrgfluordmetro Aninco-GBownan e Awmerican Instruments

Co.Inc., eguipade con dos prismas desmontables, el polarizador ¥

[ T
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el analizador.

Las mpuestras se exitsron con luz polarizada verticalmente =
360 nm ¥y la intensidad de fluorescencia se midid a 430 nm con el
ahullzador vertical (I |1} o en posicidn harizontal (I ;).

Se vtilizd zne solucidn de nitrito de sodic 2 H, enlosada a
18 salida del monocromador de emisidn, como Filtro que dedsa pa=ar
unicamente lengitudez de onda supsricres a 330 nm. & pesar dsl
Filtro, foe necesaric aplicar una correccidn por la Tuz
digpergadn a I” s I s A lps conales =se desscoentarosn las
rezpactivog valores de los blancos sin marcadoeor flooresesntse. En
lag mediciones de polarizaciom de fluorescencla, surgen dos tipos
de errores: uno, =5 la contribucion de 1z dispersisn de 1la luz de
exitacidén a la sefial de flouorescencis, 1o gque principalmente
incrementa los valores de [ ¥ g5& corriflds como = indich
anteriormante. E1 otro, &3 debido a la dispersion de 18 emision
de Fluorescencia, gue induce depolarizacidn sdicionsl., importante
en solpciones de gran turhidez. Adamazs, fue neceseric splicar una
correcclidén, faetor G, debhids 2 factore= instrumentales (2243, El
mismo 3¢ calculd excitsndo las nusstras con luz polarizada
horizontalmente ¥ midiendo la flucrescenclia con el snalizadar en
posicion horizontal {Ihh) o vertical (Ihv}, siendo G = Ihh / Ihv.
&si, la expresitn utilizada para calcular Ia anisotropla ds
fluorescencia (rs} fue:
rs = Iﬂ” - 81 4 T°% + 261
siendo I7, e I”, las intensidades praralslas v perpendiculeres,

respectivamente, corregidas ceome se indicd apteriormente.
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En nnestroe sxperimsntog la relacién DPH:liside (mol/mol)
fue 1:200. Los Microsonss £ a0 ng de proteinasnld 2e
resuspendieron en sacarcsa 0,283 M y solucidn samoriigusdorzs de
fosfato de potampie 50 mM {(pH=7), y se& marcaron sgregande 3-5 pl
de DPH en tetrahidrofurane. Se utilizaron muestras de_ 1z misma
concentracion pero sin marcader fluorescente, come blanco de
referencisa pars corregir 1z contribucigon de luz disper=ads a la

seiial de Fluorescencia.
1.2.8.- DOSAJE DE T3 Y T4 SERICAS POE RADIO INNUNO ENSAYO (RIE).

Estas determinaciegnes =s hiclercon en el Centro de Referencia
de Badic Inmuno Ensayo.

La concentracion séricem de T3 se dosd utilizando el Eit de
Disgnostic Products Corporatien (Los Angeles, Celiforpmia).

En la determinacién de la concentracion sérica de T4 =o
utilizd el protocolo de Bit de Disgnédstie Prodoects Corporstion.
Ls hormens (12513 T4 Fuae sdqguiride & Hew Ingland Corp. Boston
{¥_A., USA). Los anticuerpos utilizades anti T4 (suerc de= consjo
gorr un bitula de 150 ¥ el segunde antionerpo {anticuerpo de=
cernern anticonejo con un titula de 1.5) faernon obtenidos en el

mismo centiro,
1.2.9.- ANALIZTIE ESTADISTICD.

Se aplied el test "t de Student ¥ el Analisis de Varianza
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gefdun el caso.
Los datog eorrespondientes =2l exparimento 1.3.3.
analirzeron estadisticamente a traves del Analisis de Verianza

dos Pfaoctores ¥ del Test de Comparsciones MHAaltiples de Duncan.

21

de



1.3.1.- EFECT0 DE DIFERENTES TENPERATURAS AMBIENTALES EN EL
METABOLISHO LIPIDICO.

Cont el fin de estudiar el eofecto de diferentes temperaturas
ambiéntales eﬁ la =2etividad desaturanke ¥y en el metabelismo
lipidico se zrmzron lotes de 5 o 1D ratas cads ume y s& los alejd
durante 5 ¢ 15 dias en camaras con Lenperaturs ambiental
contreladas 2 5+ 1 C; 12+ 1C; 24+ 1Co 31 £+ 1 €. BSe les
suministre dicta cumercialr v agua 8d libitum ¥ =& c¢onirold
diariamente 1le ingests ¥ &1 pese corporal de cada rata.
Finalizades los respectivos tratamiéntos, los animales ES
sucrilficaros & lag 8 e.m.. Se les sextraje el higado ¥ se
separaron las Fracciones microsompales y mitocondriales ecomo se

datallsra en la seccién 1.2.3..

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

EL METABCLISHO LIPIDICO.

Cuando se extudid el efecto del grado de crecimiente ¥ 1s
inge=zts que,pfesentan las ratasgs en 21 fris, an ei petabolismo de
loe acidos grasng, los exXperimentos sSe realizarﬁn utilizando 4
lotes de 5 o 10 animaies cads une. Las ratag e alimentsron con
diets comarciml ¥ &l agus les fﬁe suministreda ad libitum. Lote I:

ratas mantenidaz 8 24 + 1 C ¥ alimentadss ad libitam (control ad



—-51 .

libituﬁ}; lote II: ratss mantenidas a 5 1 1 € y alimentadas ad
Libitum {frio.ad libitum}; lote IIT: ratas hantenidas a 53+ 1 ¢C
cuys ingests estahs restringida de tal foarma gque fuera como la
del lote I (fripn-ulimentacidn como lote T); y lote IV: ratas
mantenidas a 24 + 1 C cuya ingesta fue restringidaf pars gue o1
grado de crecimisnto de este.lmte fuera como el del lokte IX
{cantrol—creci@iantn comn lote II). E1 inte IIT fue digsefiado pera
determinar si los cambios observadeos en ls actividad desaturante
o en la compoeicion lipidica de ratas en el frio, podris debersse
s la ingests aumentzda que poseen los animales en astas
condiciones. Pnr-ntrn lsdo, dado gue las retas en =l friec a pesar
de presentar ung ralative hiperfagia poseen un grado de
erecimiento disminuidn respectn & las que sSe encuentran & 4 + 1
C, e egtudid el lote IV pars estable&ér _si los éambius gue
presentan l?s ratas en el frio en la s&otivided desetnrente ¥
composicidn lipidics, podrisn  =er ﬂunsecugncia del grade IdE
crecimiento disminuide que =e observs en los snimales = 5 €.
Tedos lez lotes g6 mantuvieron 3 dias en 1las condiciones
desgeriptas. Lo animales se | sacfificarun a las 8 &s.m. ¥ se
extrajo €l higadn de donde se sepﬁraron las fracciones microsomal

v mitocondrial como & se detsllera en le seceién 1.2.3..

1.3.3.- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES ER - LA
ACTIVIDAD DE Las As ¥ 1‘5;5 DESATURASAS DEPRIMIDAS POR DNA

DIETA HIPERGLUCIDICA.
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Dadn gue ana dieta hiperglucidics {DH) deprime la sactividsd
enzimatica de la fﬁﬁ-dESaturasa {83,80,88), 52 pensd gque si se
partis de niveles de sctividad genzimaticn deprimidoé, padria
llegar a chservarse variaviones en 1z actividad de este cnezima a
diferentes tempersturas, gque ﬁﬂ 58 observan cuando les ratas =on
zlimentadas con una dietz control (Fig. 1.4.).

Teniendo en cnenta gue )2 actividad enzimdtice de la As
desaturasa va esta disminunida a los 2 diss des alimentar a las
ratas con una dieta hiperglueidieca (882, se dividie a2 los
enimales en 2 grupus de 15-ratas cada una, un frupoe recibia DD ¥
el otre DH. La ecorids v el sgua fue provista ad libitum y se los
mentuvo ceon estas dletas a 24 + 1 C derante 2 disas.

Luego de este periedo de tiempo, euando la actividad
snzinatica d& la EiE desatursss ys asti dismineida, se tranfizid
iss ratss & las diskintas temperaturas ambientzles. Previamente,
cada grupo fue subdividiﬁn en 3 lotes de 5 .raL&s cada wuano,
nanteniéndose la mieme dieks. Un lote de c¢rnda diests fue
transferido & una camara fria a 12 + 1 C (lote I (BC) v lote II
¢tCHYY; otrozs dos lotes se mantuvisran a 1la misma temperatura
{laote IIT {DC) yllate IV {(DHY» v loz - iltimos doz lotes se
tfansfirierﬂn A una cdmars celients 5 31 + 1 C (lote V éDC} v
lote W1 (DHI). Luegé de 5 dias en eatss condiciones lcs animzles
fueron sacrificades a laz & a.m., =e saxtrajo el higﬁda' ¥ =g

separd la fraccidén wmwicrosoms]l coms ys s& deseribiera en la

gsecoelidn 1.2.3.1..
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1.4.- RESULTADQS.

1.4.1.-EFECTC DE DIFERENTE: TEMPERATURAS AMBIENMTALES ¥ TIEMPQ

WDE EXPOSTCION EN EIL METARBQTECSHO LIPIRICO.

1.4.1.1. - EFECTD DE DIFERENTES TEHFERATURAS AMBIERTALES DURAMWTE S
DIAS DE EXPOSICION ENM LA INGESTA, GRADD DE CRECIMILENTO,

CONVERSION DE ALIMENTOS Y PESO HEPATICO.

Cuando =e dismihuye la temperaturzs ampblentsl de 24 C a 12 ¢,
v sz deja las ratas expuesstas s esta mencr temperatura durante 5
dias, &1 grado de crecimiento ¥ la canversidn de alimentos de los
ahimales disminluyven an un 5B v 52 ¥ respectivamente, misntras gque
su ingesta no se modifice (Tabla 1.8.)%. MHientras <gue, =51 Se
disminuys mas la temperatura {a 5 ¢), 1z disminuncidn de sstos dos
parametros es adn mayor {(grado de erecimiento 64 Xy conversidn

de alimenteos 71 %) 8 pezaer del sumente 2n ls ingesta del 31 % gque

se ohzerva en las rates a 5 C {Takla 1.ET}_

51 =e zumentaz la temperatura aebientzl de 24 a1 21 C no =se
observan variaciones significativas en l; ingesta ni en 21 grede
de crecimiente de los animales {(aungue este Wdltimo tenderla =
disminuir) (Teblas 1.6.).

El peso hepatico no se modificd por efecto de meoficaciones

e la tempeoratura ambiental.

1.4.1.2. - EFECTQ DE DI¥ERENTEE TEWMPERATURAS AMBIENTALES DURANTE
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15 DIAS DE EXPOSICION EN L& IRGESTA, GRADO DE CRECIMIENTO,
CONVERSION DE ALIMENTOS Y PESO HEPAT1CO.

Con 2l fin de determinar si pericdos meyores a 5 diss de
exposiecidn a 5, 12 v 31 C caussban algona variacion sedicicnal a
les va encentradas, los sanimsles fuercn mantenidos a estas
temperaturoy smblentalss durante 15 disg con dieta comercisl ¥
agua ad libitum. Transcurrido este periodo, no sSe observaron
diferencias significatives entre los animales expusstos durante 5
dias con los gue sstuovieron 15 diasz s 5, 12, 24 ¥ 31 €, en la
ingesta, grado de crecimiento, conversién de slimentos y peso
hepAatico (Tabla 1.E.). Por otre lado, =e ohservaron las mismas
varlaciones en estos paramelrog por efscbto de 1l temperstuors
luego de 15 dias de expoelicion que después de 5 dias & excepcoitn
de 1a ingesta gue disminuyvéd pero soln Inego de 15 dlas en el lote

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

1.4.1.3.- EFECTD DE DIFERENTES TEHPERATIRAS AMBIENTALES DURANTE 5
DIAS DE EXPOSICION EN LOS NIVELES 3ERICOS DE T3 Y T4.

Dado que wariaciones ds la tempsratura smbisntal producen
varlacionaes en loz tiveles =zéricos de las hormonas tirﬁideas ge
determinnron los niveles séricos de lss mnismas en nuestras
condicionas axperimentales, por BIE {(geccidm 1.2.8.)

Loz resultados aparecen en lIa Tabkla 1.7.. Los niveles

géricos de T4 disminuyveron azl traé%erir rates durante 5 dias de.



TABLA t.7.
Efecto de la temperatura ambiental

135 hormonaz tirdideas=s.

2l la concentracidn s&rica de

Temperaturs 5 249 31
ambiental (C? fcontrel)

T3 tngr100ml} g,2 + 5,3 20,0 + 1,5 I4,5 & 5,3%
T4 (pgsioomt? 2,2 + Q,2% 5,0 + 0,3 3,2 & 0,2%%

Las hormeonas tirdidea= =e dosaron per RIE (Seccitn 1.Z.8.). Los

datpe tabulados corresponden a la media de S5 ratas por  lote 4

E.S%.. Diferenciae signifirativae respecto del! control: ¥, FCO,001

¥y ¥4, P{Q,01,



24 {lote control) 2 5 y 31 € sn un 58 y 38 X reaspectivamente,
misntras gue loz de T3 =olo ze modificsron en el lote a 31 C  en

el gue disminuyeron un B2 ¥ regpscte del cuntrol.

1.4.1.4.~ EFECTO DE DIFEBERTE: TEKPERATURAS AMBIENTALES EN L&
ACTIVIDAD DESATURANTE DE HICROSOMAS HEPATICOS.

1.4.1.4.1.- ﬂ 9 De=satnrsssa.

Loe resultados se sexpresan en la Flg. L1.2.. La =aectividad
enzimatica de la ﬂﬂ desaturasa ( LP_"I 8 {16:0) ¥ &9 (15:0))
disminuye al disminuir la temperatura amblental. Este
eomportamiento en la actividad desgaturants se observyd luego de 5
¥ 13 dias (Fig. 1.2.) ﬁe exposicidn a las distintas temperaturas
de animales alimentados con dieta comercial ¥ sgus ed libitum. L=
disminucidn en la actividad snzimdtica de 1la Eﬁﬂ desaturasa a 12
v a b £ respecto de 24 C {control) fue del 51 % ¢ ﬂ 8 {15:0}3 ¥
5L ¥ ({ }5.9 (E:0)} v de]l 58 % ¢ ﬂ 9 (16:0)) v 80 % { f'_‘.EI {18:0%)
respectivanente. Misntras que., por otre  ladoa, dicha sctiwvidad
enzlmatica no se modificd sl sumentar la tempersturs ambisntsal de

24 a 31 C durante 5 ¥ 15 dias { Fig.1.2.)..

1.4.2.4.2.- EEE Desaturass.

La actividad enzimatica de l=z ﬂ.ﬁ desaturasa, medida en
ratag pscho allment=das con dista comercial ¥ agua =d libitum, no
ge modificg por efecto de 1la temperatura ambiental entre los

lotes sxpusstos a %, 12, 24 ¥ 31 € dursnte 5 ¥ 15 diss (Fig,
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Figura 1,2,
Efecto de distintas temperaturas ambientales durante 5 y 1S dias

en lz actividad enzimdtica de la faﬁ desaturass.
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.- Temperatura Ambiental (C)

Los ensayps enzimiticos me pealizaron comod ge detalla en 1a
seceion 1.2.4., LLos fotes se describieron en la sesccidn 1.3.1.,
Loz resultados graficados corresponden a las medias de 3 ratas
por iote + E.S.. Las ratas s alimentzron com dleta comercial ¥y
@gum m4 llbitum y s2 mantuwvieron durante 5 ( [ ¥ o 15 ( HH 3 diass
5 una temperatura ambiental de S5, 12, 24 o 31 €. El tipo de Ibte
Ee egperifira &n cada barra. lLas letras spbkre las harras  indican
diferencias significativas para P40,001 a! lote I vz lote Vi b:
II1 we Wi cf VIT ws Wi d I we YIT; e 111 we WIIY +#:1 ITI ws VI
gt TV wve VI{ hi VI ws WIII§ i: IT we WITZ§ j: IV vs WIILl§ a*, b,
'y g’ corresponden a FIG,0l.
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Figura 1.3.

A6 Desaturasa

. 0O 5 dias
B 15 dias

en la actividad snzimdtica do (2 ﬂé desaturasa,

Etecto de distintas temperaturas amb’entales durante 5 v 15 dias
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Fig. 1.2.

31

Temperatura Ambiental (C)

Las ezpecificacicnes de esta figura =on las miszsmss que las de la
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1.3.5.

1.4.1.4.3.- A & Desaturass.

Lea actividad enzimatics de 1s ﬁfﬁdeaaturaaa no se nodificd
gzl dismimnir la kemperatura amhiental & & ¥ 12 O respectno de 24 C
{control) en ratas macho slimentadas con diegta comereial v sagus
acd libitum, y expuestez s dichas tempersturss ambientales durante
Dy 13 diss (Fig. 1.4.). B5in embsrge, cusndo =e aumentd la
temperaturs ambicsntal a 31 C, la actividad enzimatica de 1la & L
desaturasa disminnyé un 30 ¥. Esta disminucicon en la actividad
desaturante se observd luego de 5 v 15 diss de exposicitn de los

animeles & 31 C (Fig. L.4.}.

1.4.1.5.~ EFECTO DE DIFERENTES TEHPERATYURAS AMBIEHTALES EN LA
COMPOSICIOR DE ACIDOS GRASOS DE LIFiDDE TOTALES DE HMICROSOMAS

HEPATICOS.

Teniendo en cuenta gue las variaeiones observadas en Ia
actividad desaturante microsomal, podrian determinsr oambios en
le compogicidén de acidos grascs de dichas membranas, =& estuodid
la composicidn de fcidos= grascsz de lasz mismas. coms  vE  Se
detallara en ls seccién 1.2.5.4..

En la Tabla 1.9. se detalla 21 efecto de distintas
temperaturas ambientales en la composicidn de &cidos Zracos de
lipideos totales durasnte 5 y 15 diss respectivamente.

Al dispinuir la temperatura ambientzl de 24 C a2 12 vy a 5 C,



i
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Figura 1.4,

Efecte de distintam temperaturss ambientales durante 5 y 15 dias

en la attiuidad enzimdtica de 1a .ﬂﬁ desaturasa.

AB Desaturasa

Ll 5 dias
B 15 dias
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5 12 24 - 31

Temperatura Ambiental (C)

-Las especificaciones de esta figura sop las mismas que las de 1a

Fig. 1.2..
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Tabla L.+,
' Efuchke de 4468iniae bamparalurds ambifntalos durante ¥ 3 L5 ¢i3F on L3 conpepicidn de acidos gracod de | ipidos totoloc 4g

micrpaonas hepktices. '
Tamporakura x Lz k1) 3L
icl ' leanmkral |
Parficdn (dfmsl 3} . L3 ' -1 14 = 11 2 13 .
Lote I 11 TIL Iw . L) Wi i1 vITL
At hide g7 epo
%1
I3 18,2 + 3,4 #,2 + 0,4 20,8 + 4,1 IL,0 & 0,7 LTS IR, 4 0,4 2,4 « 0,4 Z,% = o,8{
1£:1L 1,3 + O, 1,00 & O, L 1.2 4 o, Lii = o Ly Z,8 = 0,2 - 2,0+ 03 2,9 + 4, & 2.t + o,31"
11 H BT IR ALY 7.4 + &, 20" 23,0 4 g, 23,4+ n-,:hi" 4,0 + 0,2 Zld + 0,4 l'i"-,& 109,48 2.3 & 0,514 :

, . . 1|11 B,0 ¢+ 0, 6,2 r 0,2 9,5 + 0, .3 ¢ 0,7 i F 9, .5 r 0,2 P v O FuF oF QT r
1B:Z n-& 15,4 = 0,7 14,8 + - L3,% + 0.2 Lé, 5 = 6,7 13,8 20,7 Ld,.8 4 &,4 14,5 & 6,7 ta,s 1m0z
7053 neh L2 & o0 Led & 0, 4F 2,9 % 0,1 LT, 1,8 + 0,2 L7 ea,u Y204 ok T - - T . !
TOI% nd P .t a Fa,9 3 5,0 A ox 1,0 24,3 5 0,F | AT E L. 2.6 L L, 0N T 2. 2 0 di IO SN TR _ {_I;\
22:% n-1 L,q + 9L © byd 28,1 - L2 3 0,2 -'1.-3 0,3 ¢ Les oxa? e 20,0 Faod po0F 1.2 & 0,2 o

B
2714 n-3 9.6 +0,2  8,8i0@ 4,4 & 0.8 4,7 2 0,8 -k £ Uk &3 + 0,3 5.0 4 0,4 5.8 + 0,3 !
I014 n=af 1.7 i.J..' L7 oxr ol 1,8 & @, 18" Ly 4 b, L L% 4+ 0, kW LyB b oagdls | 18 2 L g o L
lozd Aek
’ fndlce de 1w s Al 1,8 + 0l Lasoal 1,7 1 0.l L9 s 0,1 L e 1.8 3 9.1 1,7 & 0,1

lnoar.y ' . . )

Tamla 1.8.la cunnnsl':i-.‘rn is Acidoe  gramoe L] d'!t_!ru.u'nb por crematografta gas !iguiddg eemo s Jdedcrlbo ap la seccldn
1,2.%.%., TBio s cadm|deracen los doldps grased | qua e’ ﬂhﬂhﬁﬂt;iﬁ am aayar prapare{da. LW rEgdliadon bobulades cerracoondan
= Ja nagig c=e 13 ratnslanr lote * B.%.. Las ratas o alimdataron c.::n dlata cowargial r ague ad Jlbitem y 4¢ mamrtuviaran 4 ong
tempwraturs gnpiwatal dw S, 18, g o Jf 6 dwronte 5 oo 13 ﬂ-;'r.u-' fumeciom  l.3.h.j. a: Indlca die inoaturac lén:

Famn] modstursco 8 HOMEFD BB doniEs  liQadurass F rwoi tatal. Las lakrssd {ndican #1fsranc ias shaniflecativas p-r-.F"n‘.ﬂ,-.flcu_: ai

Tote T s bete I3 bE D71 we WP el @ g VE 40 IT wn DY) e [V ows wIf o4 [T ows WIY omt, B, £°, &Y &, 1 SErFrespanden g
diiirt}b:ill !i.gnH_i:.I'Ll--ra.: para POO,00; ailefirss que a'’, 2", d%7, g't y F'0 gasa RO, DT, ' I |



se observd una disminwcidn en los porcentajes de 1los Aacidos
palmitoleico (1B:1Y ¥ oleicoa (18:1) ¥ wun =zpmento en al de
estearico {18:0) de las ratas en &l frio respecto al control (24
£). Eztazs variaciones podrisn ser oonsecnenclsa de 1la mener
actividad epzimatics gue preszents ls 319 degsaturase en el frio
(Fig. 1.2.%. En sl lote s 31 C, 21 porcentsje del frido palmitice
{16:02) sumentd v el de 18:1 disminuyd pero no siempre en  forma
significallva.

Coen respecto a 1l familia 4de seidos gdrasos n-8, &l
porcentale de acideo linoleieon (18:2 n-8) ne se mnodlficd por
efectn des la temperatura ambiental, mientra=s gue, esn el lote a 31
C el porcentejsa del acide 8,11,l4-eicosatriencice (Z0:3 n-B)
sumentd ¥ 2l del dcido araguiddnico {(29:4 n-£) disminuyd. Es=atoes
cambios que determinaren la disminucidn del cociente 20:4 n-g6 /

1€:2 n-68, mon coherentes con la menor actividad enzimatica de la

ﬁE dezaturpse en el lote a 31 ¢ (Fig. 1.4.%.

A pesar de laz mpdificaciones observadas =n lg composicidn
de fcidoo grazos de lipidos totaleg de microsomag, ¢l indiece de
inmaturacion de los mismos no gse wodificd.

Enn genersl, laz wvarliaclones gue se produjeron como
conseasvencia de la expogieion de los wmnimeles w las distintas
temperaturas smbientsles, son lsas mnismas lwego de 5 diss de

exposicldn que despuéds de 15 dilas.

1.4.1.8.- EFECT0C DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES DURANTE 5
DIAS DE EXPOSICION EN 1A COMPOSICION FOSFUOLIPIDICA DE FRACCIONRES
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SUBCELULARES HEFPATICAS.

1.4.1.8.1.- Fraccidn microsomal .

Dado gue las dessaturasas son protelnes integrales de las
menbranas del reticule endoplésmico (seccidn A.4.) v por lo
tantn, varisciones en la composicifdn lipidice de estas membrsnas
podrian modificar iz actividad enzimatica de las desaturasas, se
estodin la composicidn fosfolipidica de microsomss hepaticos de
ratas mantenidae s diferentes temperaturas amblentales sigwiendo
las téoniras detalladss en la seccion 1.2.5..

La composicién fesfolipidicz microsomsal no se modificd sn
forma significativa por efecto de 1z tempsreturm smbiental en les
lotes gue estuvieron a 5, 24, v 31 C durente 3 diass (Tabla 1.9. 1},
8 excepcion del lote & 31 C que presentd uns disminueion en  la
fraccion de Fasfatidilserins (F3) con respecto a1l lote control

(24 C}.

1.4.1.68.2.- Fraccion mitocondrial.

Como e detallara en 1z Introduceldn, lss mitocondrias
tienen nn papel relevants sn los procesos gue se dessncadenan en
log homeotermos & causa de modificacipones en 1la  temperatura
ambiental. For esc, nos parecid interesante estudiar el efecto de
Ia temperatura.ambiantal en las ceomposiecidn fosfolipidies de este
organcide.

En estos sstudios observames que c¢omo consecuencia de  la

exposicidn de las restes & distintam temperaturas amblentales, =e



Tabla t.7,
Efecte de 1a temperatura ambiental &h ia composici®n

fosfolipidica d2 microsomas hepaticos,

Tamperatura 5 24 31

ambient=l 7 {contrai?

FC A4, 4 + X, t 59,3 ¢ 7,3 52,9 ¢ 3,0

FE 16,8 + 0,7 21,2 ¢ 1,3 20,1 t 3,4

FI ' 1,8 £ Zy2 15,8 t 4,0 14,7 # 4,0

EM 2,8 + 1,1 3, ¢+ 1,8 2,95 £ 0,5

Fs 2,5 + 1,3 2,6 + 0,2 0,5 + 4,2%

FCt fosfatidileslinal FE!: fosfatidiletanolaminass FI:

foefatidilinceitnl; EM: es=fingomielina vy FSI fosfatidilserina.
l.as frazcciohes fpsfolipidicas se cuantificearon como =2 detalla en
la seccidn 1.2.5.3.2. ¥ @ expresan come: pgfng de lipido total x
t00. Los datos tabulados corresponden 4 las wmedias de 3 ratss por
iote + £.5.:. Diferencias significativas respecto del controli¥,

P<Q, 001,



- -

produjeron variacioneg en algunas fraccionés fosfolipidicas de
nitocondrias hepaticas. El1 poreentaie de fosfatidicolina (FCY
disminuyd, mientras gue el de fosfatidiletanolsmins (FE) sumentd
en los lntesra 5 v 31 C reaspecto del contreol {24 C). Se observd
asimisme, wna disminucion en la fraceidn de eafingomielins ({EM}
en el frio. Las restantes fracciones fosfolipldicas -

mitocondrisles ne presentaren variaciones {(Tabla 1.10.).

1.4.1.7.- EFECTC DE DIFERENTES TEHPERATURAS AMBIERNTALES DURANTE o5
DIAS DE EXPOSICION EN LA ANIBOTROFPIA DE FUCRESCENCIA MICROSOMAL

Como va se detallars en la zeceion 1.2.%., las técnicas de
fluorescencla son mUy uéadas'en el estudlc de lag prnpiadades
fisicﬂ—quimiéas ¥ estructurales &5'155 lipidog constituyentes de
lag membranss biologicas y artificiales. Por ezta razédn, =e midid
ls anisotropis ﬁe fluorescenecia utilizando el flucroforo

1,6-difanil-1,3,5-hexatrienc (DPH}. |
En estas determinsclones neo ss observaron variaciones en la
anisotropia dé fluorescencla de microsomas pertenecientes a ratas
mantenidas a 5, 24 ¥ 31 € darante 5 dias (Tabla 1.11.3). E=stos
resultedes =on coherentes, w¥& aue tampooo =a encontreron
variaciones et el indice de inssturscidn {(Tsbla 1.8.), ni en las
principales fraecionss fosfolipidicaes (Tabla 1.9.) de sstos

mismos lotes.

1.4.2.~- EFECTO BE LA THRGESTA EN EL HMETABOLIESMO TLIPIDICD EN EL
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Tabla 1,10,
Efecto de 1a temperatura ambiental en la composicitn

fosfolipidica de mitocondrias hepiticas.

Temperaturs =) z4 It
ambiental fcontrol?

e 43,90 + 0,50% 52,10 + 0,10 45,50 & t,70%
FE 24,40 + 1,10% 22,50 + 0,80 24,50 + 3, 10%%
CL 13,50 £ 0,80 15,20 + :,10 11,20 £ L,140
FI S,40 + 0,90 4,50 + 0,=0 4,90 + §,20
E 0,70 + 0,204 L,80 + 0,10 1,7G + 0,50
Fs 0,10 + 0,02 1,90 + 1,10 1,00 + 0,20

EL: cardiplipinz; la=z demds abreviaciones e especifican en 12
Tabla 1.9.. f3=s fracciones fostniipidicas ue expresan comol pg/ma
de jipido total » 100 v =e cuantificaron come se indicz ea la
seccisdn 1.2.5,3.%.. Los dates tabuladeoe corresponden 2 1z medias
de S ratas por lote + E.S. Diferencias significativas respecto

del contrpli¥, P{0,001:%% v PC{O,01.



Tabla 1.11.
Anicsotropi{a de fuorescenpcia (ps? de microsomas  hepaticos de

ratas mantepnidas a distintas temperaturas ambientales.

Temperatura
amixiental (CI b 24 31
rs Gy140 2 O,002 0,139 + 0,003 O, 142 + 0,063

La= mediciones de i1a anisctropias de flucrescentia {re) del DPH
s@ hicieron como =e de=scribe en la geccidn 1.2.7.. Los walorecs

tabulados corresponden a l18s medias de 5 ratss por lote + E.S..
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FRIO.

Teniendo en cuents gue los anlmules expuestﬂs'al [rio poseen
una ingesta somentads ¥ un gredoe de crecimiento ¥ conversidn de
glimentos disminuidos {Tzhla 1.65.), ¥a2 que utilizan parte de las
calorlas gurinislradas por la dieta ¥y por lazs reservas enddgenns,
en mantener canétanta la tempsraturs eorporal, se eatndié ls
existencias de aiguna eorrelacian entre la ingesta_y el drado de
crecimiente ds los aninsles en &l fria; pon los cambilos
cbhservadoa en la composicién lipldica ¥  en ila actividad
desaterante en esas condieciones.

Con este propozito se -'dividieron leos animales en 4 lotes

cono =e describe en la seccion 1.3.2..

1.4.2.1.- EFECTO DE LA RESTRICCION ALTMENTICIA Y EL FRID EN LA

INGESTA, GRADO DE CRECIMIENTC, CONVERSIOR DE ALIMERTOS Y PESC
HEPATICO.

En 18 Tabla 1.12. =se detzlls 1la ingests, grado de
cracimiento, conversion de alimentos v peso hepdtico de los 4
lotes. Las ratas mantenidas a 5 C con comnida ad libitem (lote II)
presentaron un szmento del 25 % en la infesta ¥y una disminucian
en ¢l grado de crecimiento ¥ conversidn de slimentos del 74 v 86
% respectivaments. Estess varisciones gon equivalentes a las
observadas previaments bajeo estas condiciones [(Tabls 1.86.3}.

En 21 lote III, constituido por animeles mantenides a & ¢



Tabcla 1.132.
Efertn de 1a temperatura ambiental » la restriccign alimenticia
en !a ingesta, grafgo de crecimients, canversidn de alimentoe ¥

peso hepatico.

Lete I Loate II Lote I1I Lote IV
Contrel ad Fric ad Fric-Aliment. Contraol-Crecic.
libitum libitum coms 1nte T corn lote II

tn=L0} ip=10" in=4] n=41>

A 0,108 & 0,003 0,135 + 0,004% 0,100 * 0,004 0,044 + O,004%
B 4,38 £ 0,35 1,58 + 0,51% =-2,70 #+ 0,30% 0,95 + 0,7%
t 54,0 + 5,0 7,5 ¢+ §,8% -32,4 + 4,4¥ -13,7 + G,0¥%
P %,92 + 0,80 €,49 + 0,70 4,70 + 0,35%% 5,90 + 0,42%%

A: Ingests (consumo diario de alimento / peso carporal {(g/fglli B
grada de crecimientoc faumente diaric de peso corporal  igidiad )
Cr: conversidn de alimentos (grado de crecimiento f ingesta x 100)
v D! pespo hepatico (gl, E] tratamiento de los animales =e detalla
en l=a seccidn 1.3.2., Los valcres= tapuladez corresponden & las
medlas de rada lote # E.S.. n! nimero de animales de rcads  lote.
Diferencias signiticativas respecto del cantrpli¥®,F<(0,001 N

¥¥%,PL0, 01,
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con la misma ingesta que los animales a 24 C- {fric-alimentacidan
como  ioke I%, se  observd una disminueidn en el grado de
crecimiento, conversidon de alimenteos ¥ peso hepatico ﬁel 142, 1EBZ
¥ 32 % respectivanente. El1 balance metabdlico negativo debido al
frio, se acentud aun miée on este lote, a causz de lz disminurcidn
en &l aporte de calorias de la dista restringids.

Las ralas del grupo IV (cantrol-crecimiento como leote I13
gtie se mantuvieron a 24 C oon lz comids restringidas de tal forma
que 8l grade de crecimiento de las mismas Ffuers como el del Jote
11, presentaron una disminueidn en la conversidon de =zlimentos ¥
oesa hepitico del 126 y 30 X% respeetiéanente, ¥ gque la ingesta
regtringida proveoco un sumente #n sl catabolismo de sustratos

endogenos.

1.4.2.2.— EFECTC DE LA INGESTA Y EL FRIO EN LA ACTIVIDAD

DESATURANTE MICROSUMAL.

Ne 1o cuatro Jotes desceripgtor anteriormente { 2e=ccidn
1.3.2.) se sepsard la fraccidn microsdﬁl hepatieca ¥y se wmidié la
actividad de la= &E, .I'II_H.E ¥ .&5 desaturasas, de acuerdo a coHmo se

detallas en lz =meccion 1.2.6..

1.4.2.2.1.- ﬂﬂ Degalurass,
Loe animales mantenides a 5 C con comida ad libitum
presentaron una marcada disspinucion no s&lo en la conversidon de

alimentos (Tabla 1.12.5, sinc .,-: tambiénr en la actividad



enzimatica de la ﬂE desaturasse (Fig., 1.5.}. Estos resultados
concuerdan con los encontrados previamente {(Tabla 1.68. ¥ Fig.
1.2.).

Es poco probable gque la ingestsa aunentada gue poseen las
retzs mantenidse a bﬁjas temperaturas, csauvesrz los cambios
obgervados en la actividad snzimatica de 1a EEE desstprasa, va
gue, cuando ge restringe la alimentzelidm de los animales 2z 5 O
flote IIXI}, log cembios observadeos =e acentlan en vez de
anulerse. Por otro lado, 1z disminucidn en el rado de
crecimiento de las rates en el frio, seris un factor importante a
tener en cusnta, dado gue en los animales mantenido=s 2 24 € con
un grado de crecimiente similar sl de lag rates en el frioc (lote
IV, también 4e¢ ohserva uns disminneidn an la actividad
enzimatica de 1s A'fls desat.urasa.

Tudus los lotey que presentan una conversion de alimentos
disminuida {(II, IIT v IVy, tsubién poseen dizminulda la actividad

enzimdtica de la ﬂﬂ degatnramga (Fig. 1.58.).

1.4.2.2.2.~ D\ § desaturasa.

Le actividad enzimitica de la [} B desaturzsa no se modifiecd
enn el lote a2 5 C con comida 84 1ibitum, mientrasz que ﬂumenfﬁ
cuando =2e restringid la alimentscidn tantoc a 5 C {lete ILI) como

g 24 O {lote IVY (Fig. 1.8.3).

1.4.2.2.3.- &EiDesaturasa.

Wo =e obsesrvoe ningtin tipo de modificacidon en la sactividad
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Figura 1.959.

Efecto del frio ambiental ¥ ia restriccién de alimentos en ia

actividad shnzimdtice de 1a bﬂ desaturac=a.

A9 Pesaturasa
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Las determinaciones de actividad enzimEtica se¢ detzllan en la
-seceidn 1.2,&.. Lote [, contral ad libitum t T35 1cte I, frio

ad libitum ( B4 )i lote 117, 4rio-z2limenftacicn como lote I ¢ [ 13
lote IV, canterol-creciniento comm lote ¥t ( HHY. Les resuitades
se expresan cone Iz media £ E.S. El numers de aninzle=s de2 rada
lote se especifica en el primer juoego de celumnas. Biferanrias
significativass respecto del control {ilote I, [0 11 *%,P<0,0015 %%,

F¢0,01 y %¥%, P<0,0S.
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enzimdtice de la ﬂfidﬁsaturasa por =fzeto del Frio, ni por la
restricelidn alimenticia provocada en las ratas 2 D C y 24 C (Fig.

1.7.0.

1.4.2.3.-EFECTO DE J.A INGESTA Y EL FRIC EN LA COMPOSICION DE
ACIDGS GRAS0S HEPATICOS.

1.4.2.3.1. Composicion de Acidom grasos de 1lipides totales de
picrosomas ¥ mitocondrias.

Las Teblas 1.13. v 1.14. puestran la cvomposicion de A&cidos
grascs de lipidos totales de microsomas ¥ mitocondrise hepéaticas,
respectivamente . Las variaciones nhserﬁadas en la composicidn de
Acidos grascs de microsaoras ¥ mitocondriss de hipado de rata,
fusren en gEenaral similares.

Las ratas & 5 C con comida ad libitum (lots II) presentaron
an ambas fraccicnes subeelnlares, un asvmento en el porcentaje de
16:0 v una disminucidén en el de 18:1. 8Séle en mitocondrias
disminuyé significativamente el porcentaje de i6:1. Estos cambins
er Ia conposicidn de Acidos grasos concuerdan con la disninmiacién
en la activided enzimatica de la EES desaturasa gque presentaron
lae retas de este lote (Fig. 1.5.3.

En el late III, =8 ohservaron las mizmasg madificaciones que
en el iote IT en los porcentajes de los acidms 18:1, 18:2 ¥ 18:1
de los lipidos de nicroscmas ¥y mitocondrins hepidticas. Al igual

gue an €1 grups II, estos cambics son consecuegncia de la

digminuecion #n 1s actividad enzimitica de la ﬁ H desaturass



]

6=

Figura 1.7.
Efecto del! ¥rin ambients] ¥y Jla restriccidn de alimentos =n 1=

actividad enzimitica de la 1,'1\5 desaturasa,

A5 Desaturasa

20:3 (n-6) == 20:4 {n-6)
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Las pepecificaciones de esta figura son las mismas gue las de 1a
Figr jrfsl'l'



T=bls 1.13.

Efectn de 1a ingesta ¥ el frio ambiental en 13 fomposicidnp de

dcides grasos de microsomaz hepdticom.

Acido lLote I lote IE Lote IFX fote TV
_grasp Control ad Frio ad Frio-Aitiment. Control-Crec.
%) Tibitum libkitum comn lote 1 romo lpte I

1&:0 21,4 + 0,1 20,7 + 0.4 20,2 + Q,2%% 18, ¢ O, 4%

L LS 2, % 0,1t 2,2 + 0,2 1,5 + 0,5 0,7 + 0,4%%%
1840 20,7 + Q,2 73,5 + 0,3% 23,6 * 0, 4% 24,3 + Q,5%
18;t to,2 + 0,7 2,3 + 0,3%% S,2 + O,8% B,2 + 1,7
18:2~ 1%5,t % 0,4 15,3 4 0,3 15,2 + 0,5 14,7 + 0,6
20:3~ 2,5 + 0,2 1,8 + O,2%%%F 1,4 + O, 1%% a7 % 0,2%%%
20:4~ 2,0 + 0,3 21,0 t O,¢& 22,8 + Q,24%% 25,5 + 1,2%%
22:5" 2,8 4+ 0,7 2,1 % 0,1t 1,6 + O, 1%% 1,4 4 0,2%%
rrd -1 4,& + 0,2 2,2 + 0,3 5,3 + 0,3 4,5 + 0,9
20354~/ 1,4 + 0,1 1,9 ¢ 0,1 1,6 + 0,1 1,8 + O, L¥%%
lgl 2™

Indice 1,é # 0,1 L E o+ Oy L,& + O,t 1,7 + 0,1
lmatu,s

La composicidn de aciaUE grasos = determint por cromatografis
gas liguide cono =e describe en la E%::iﬁn 1.2.5.4.. Salo sa
consideraron los Aridos grasos que Ee encuentren en mavyop
Froporcivn. Lbs rezultades tabulados corresponden a Is media de 4
ratas por Ibpte 4+ E.S..E1 tratamientp que recibid vcada late =e
detalla er lp speecidy 1. 3. 2., ™~ v "] Acidoe de las +azmiliacs h~& v
-3 recpectivamente. a Indice de insaturacifan! se describe en

la Tabla t.6., Diferencia =ignificativa respecto del controli ¥,

P<O,001; %%, PLO,0L v ¥8&, P<0,05.



Tabla 1.14.
Efecto de lo ingesta ¢y &1 friec embiental en - lp composicidén de

L

dcidos gram=p= de mitocendrizs hepdticas.

Arido Lote X Lote 11 Lote IT1 pLote IV
graso Control =4 Frio =d Frio-Alinment., Contrel-Crec.
(%} libitum libitum como lote 1 romo lote IT
16:0 PO,0 £ 0,2 20,3 + 0,5 17,8 £ 0, 5%% 17,3 + 0,49%
ie71 2:0 t 0,4 Lot + O, 1¥%% t, 4 + 0O, 1%% 1.4 + 0, 1¥%
1250 18,0 + 9,3 20,7 + 0,3% 21,3 + 0,3% Pl,1 % 0,2%
181 ta,9 + 0,1 G0 + 0, 3% Fol o+ 0,2% 8,5 + 0,P2%
18:2~ 21,7 + 0,9 22,3 + 0,2 FZ2s0 t 0,3 22,7 t 0,7
20:3~ 1,9 + 0,1 1,2 + 0, 1%% 1,5 + 0,3 1,2 ¢ O, 1%%
204~ 19,7 1+ 0,4 18,8 + 0,3 POLH + 0,3 23,2 + O, PR%E
22:5° 2,1 0,3 1,2 + 0,2 1.9 + 0,3 1,0 + O, 1%
22: 4" 3,7+ 0,3 4,1 + 0,2 4,2 + 0,3 Ted v 0,3
P0za~/ 0,9 + 0,1 0,8 + 0,1 1,0 + 0,1 £,0 + 0,1
1g8: 2~
Indice !,& + 0,1 1,5 + 0,8 La7 + Gy 1,7 + 041

in=at.a

lLa cpmpoeicicn de acideoe grazes se determind por cromatografis
gas liquide cemo =2 describe en la =seccidén 1.2.5.4.. Seole =&
cansideraron los dcidos grssEts gque =2 excdentran en mayor
proporeitin. Los resultados tabuladeos corregponden & la media de 4

¥ E.S..E}] tratamiento gue recibid rcada lote se

-

ratzs por lote
detalla en a8 seccitn 1.3,2.. ™~ y "I &cideom de las femilias n-4& »
n~3 respectivamente. a Indice de ineaturacién? e describid en

i1z Tabla 1.8, Diferenciz sigqnificativa respectsn del econtroll ¥,

P<0,001f %%, F<0,01 » ¥¥¥, P<Q,03,
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obgervada en el lote III. Bdlo los microsomas tuvieron una

disminueidn en =l porcentaje de 20:3 n - 6 ¥ saumente en el de
Z:4 n - B, que concuerda con el sumente obzervado en la
actividad enzimdtica de la 6 desaturass de este lote ITI (Fig.
1.8.) (la ﬂ E desaturaza catazliza s1 poasoa limitante en la
biosintesgiz de Acidos pelinossturadoes {1333,

El lote IV presentd un aumentse en =l porcentaje de 15:0 ¥
disminucidn en el de 16:1, tante én micgasamas eome.  en
mitccsndrias.ﬂ El |, porcentaje da 181 210 dizminuyd En
mitocondrias . Estos cambios son consecuencia de 1a disminuweién
sbhservada an 1a actividad enrzimitics de la As desstursss de este
late. Por otra partes, en ambazs fracciones == obgervo uona
disminuecidén en el porcentaje de 20:3 n - 8 v un aumento en el de

20:4 n - B, gue podrisn ser atribuidos sl sumento observedo =n la

actividad enzimatica de 1la ﬂEﬁdﬂsaturasa (Fig. 1.6.3.

1.4.2.2.2.- Composicion de acides Eragos de lazs fraccicnes
fosfolipidicas mayoritariag de microsomas.

S5¢# midid mdemdz la composicidn de Aecidos Zgrasos de las
fracciones fosfolipidicas mayvoritarias de loz microsomas, con el
fin de determinar si en estas fracciones ze nbaervabsn las mismas
varieciones en la compesicldn de fScidos grascs que las observadas
el los lipidos totales (medidos anteriormente, seccidn
1.4.2.5.1.) por efecto de la temperabura ambientsl,

la copposicién de acidoz grezos de FoaPeitidilcolinm,



0=

fusfatidiletanclaming v fosfatidilinositel de los 4 lotes se
detalls en las Tabless 1.15., 1.16. v 1.17. respectivaments.

En general, las veriaciones obeervadas en la composiciin de
dcidos grasos de las tres fraccionezs Ffosfolipidiems de 1los 4
iotes de animalezs, Fueron equivaleﬁtes a 1lss observadas en la
composicidn de 4dcidos grasos de Jipidos totales.

Se obsarvd uns disminucidn en les porcentajes de los  adcides
i6:1 % 18:1 {(sungue no siempre en forma significativa) ¥ un
sumente en sl de 18:0, pertensciente a fosfatidileolina ¥
fosfatidiletanolamina de los Iotes II, III ¥ IY. E=stas
variscionses serian conasecnencia de la disminucién chsgervada en la
sctividad enzimitiecs de la i&ﬁ desaturase en dichos lotes (Fig.
1.95.7.

Con respecto a8 la femilia n — B de Acidss grasos de  las
rates mantenides a8 5 € aom comida ad libitum {lote II), salo =se
ocbservé una disminveidn en el porecentaje de 18:2 y 20:3 % un
aumentc en el de 20:4 de fozfetidileclinm, w8 guo no se
podificaron los pertenscisntes a fozfatidiletanolamina v
fosfatidilinositaol. Per otro lado, los lates ;II v I¥ tambian
prasentaron una disminucion en el porcentaje de 20:3 ¥ un aumento
en =21 de 20:4 de fosfatidileolina y fosfatidilinositsl, mientras
gue las variacionszs obzservadaz en fﬂsfatidiletanolamiﬁa en =1
porcentaje de sostos ﬁcs aridos grasos Do sienpre fueron

gignificativas.
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Yahl= 1,15,

Efectp de ]l= ingests » el frio ambiental en la cowmposicidn  de

A-idow grasnz de fosfatidilcolina de micrnsomas de higado de

rats.

Acidno lLote T l.ote YT lLote TITT | mte IV

grasa Control =d4 Frio ad Frio-Aliment. €fontroel-Crec.
(%) Iibitum libituem como late X compes lote X

16:0 22,5 + 0,5 23,3 + 1,7 20,0 £ 1,2 70,9 £ 0,1
1421 2yt £ O, 1,2 + 0,1 D& + O A%E¥ 0,4 + 0,4%%
B0 19,2 4+ 0,1 2,3 + 0,P% 2R, O+ O, tR ?3,4 + 0,2%
te to,t £ 0,1 &,B & 0,7% AP 1 O, 18 S,% & 0,8%
1812~ 17;,46 + O,R 13,1 & 1, 388X 14,9 t O,2%+% 14,4 &+ 2,4
203~ 2,2 £ 0,1 1,3 £ O, % 1,1 & O,3¥%% 0,9 &+ 0, 4%%%
2014~ 20,4 + 0,4 21,7 & O,Pr%¢ 25,1 & 1,7PE¥ 25,8 & 6,8+
225" 1,8 + 0,1 2,8 + O, 1+ 4,0 + 7,4 4,7 + 2,8
P25H" 4, + 0,9 5,4 + 0,7 5,0 £ 0,3 3,7 £ 0,4
2014~/ 1,2 % 0,1 t,? + O, 1%% 1,7 & 0O,2%%% 1,8 + 0, 2%

ig; 2~

L.z rampreicitn de dejdos graeeos g determind poar cromatografia
gas ]iquido comoe s degcribe epn ]la =eccidn 'V, P2.5.. Solo =&
consideraron o= dcidose grasnse gue =e  encusniran en mavor

b3
y M

proparcifn. Se trakajé con un "poel® de 2 patas por inte.
Acido= de las +3milias n-%4 » n-3 respectivenents, Loe dates
tabulados correszponden 2 13 medja de S dAeterminscione= £ E.S, .

Diferencis significstiva rempecto de] control: %, F<0,00t7 *¥,

PO, 0Bt v &#%, P¢O,DS,



Tabla 1,14,
Efectr de la ingests y 21 fric ambiental - en la composicidén de

acidos grasocs de foptfatidiletanolamina de micreosomas de higzde de

rata.

Acida Late I Lote TX L.ote TT1 Late ¥4

graso Controi ad Fric ad Frice-Alimnent. Control-Crec.
%3 libitum 1ibitom como jote I como lote IT

1220 22,4 + 0,4 20,3 &+ t,3 2,7 ¢+ O,5%% 12,4 £ ,4%
1&71 240 + 0,1 0,8 + 0,2¥% 0,4 £ 0,49% 0,8 £ 0,2%
18; 0 18,7 + 0,2 24,0  1,3%% 22,4 t O,2% 24,5 + 0O,7%
i1B:1 2,4 + 0,7 &48 + 0,93 £,8 + 0,9 Be& * 1,0
ig:2™~ 11,1 + 0,4 10,0 ¢+ 1,7 11,3 & 1,1 1,4 + 2,4
2013~ 1,2 + 0,1 1,3 + O,9 0,8 + D, 1%%% 0,8 + 0,3
20i4™ 74,0 + 0,9 23,8 t 1,4 25,2 + 0,7 24,9 & O,B%E%
ZR:5" 4,8 * ﬂ,# 3,8 + 0,4 2,7 + D, 1¥% 2,4 + 0,7%E%
2z 6" 6,6 + 0,7 B, £ 0,9 12,4 + 1,5%% Fa3 0,7
2034~/ 2,2 + 0,2 2,4 + 0,4 2,00t 0,2 2,3 £ 043

15 2™

La compasiciaén de acides grasece se determind por cromsatogradia
ga= liquide como =2 de=cribe en 1z sescidn 1.2.5.4., Sele =e
rapsideraron los 3dcides grasns gque 2 encuentran en mayor

Lt

proporcitn. S= trabajit con un "poel" de 2 rataz por lecte. ¥y "i
Acidos de las familia= n-& » n-3 respectivamente. Los dzatos
tabujados corresponden & la media de & determinacionss + E.S..

Diferepcia significetiva respects del caontrel: ¥, FL0,00L5 %%,

20,01 y **¥, P<0,05.
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Tabla t.17,

Efecte de la ingesta » el fric ambkisntal e=n la compozicidn de

dcidos grasce de fosfatidilineositel de micresomas de higada de

rata.

Acido Lota I Lete T lote IXT Lot= T

qraso Control ad Fric ad Fric-Aliment, Control-Crec.
1% libitun liki tum romn lote I comsa lote IX

14:0 10,0 + 0,4 B,8 + 0,7 7y8 £ O,BR¥¥ 4,8 t 4,4
1851 0,5 + 0,4 0,8 + 0,1 Qa8 + 044 0,7 + 0,7
1810 38,7 + 1,7 40,2 + 0,7 40,4 + 1,0 40,4 + 0,7
1821 4,7 + 0,2 3,7 2 OQ,1%% e & O, 2%E 3,4 & 3,0
1812~ 4,8 + O,t 4,6 + 0,4 4,4 + 0,5 4,4 ¢+ 0,8
20:3~  I,46 + 0,4 2,8 4 Q& 1,6 + O,2%% 2,4 + 0, 1%%%
2054~ 30,8 + 9,86 33,4 + 1,5 T7,8 £ 1,4F% 37,3 ¢ 1,1%
2o 3,1 & 0,8 1,8 + 0, 1,3 & 0,2 1,8 £ 0,2
27:16" 4,1 + 0,5 3,8 + 0,2 3, 4+ 0,3 3,3 + 0,4
2014~/ &,4 + 0,7 7,3 % 0,48 B,5 + 0,8 8,5 + 0,%

1g: 2~

La cemposiceidn de &cidos grascs == determin®d  por croma2togratis

ga= liguide como =ze describe en la seccidn 1.2.5.4.. Eolo &e

consideraron las Acidr= grasets Que ESg& ehcuentran  en
propercidn. Se trabajld coh un peecl Z2e 2 ratas per lote. ™
dcides de lz= $amiliaz p=-& » n=3 respettivamente. Loc

*abulados corresponden =2 la media d8 5 determinaciones  *

Diferencia signifirativa respectn del contreoll #*, PC0,00%;

PLO,01 v REk, P(O,08.

may sy
¥ oo
dateoe=
E.S..

¥,
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%.4.3.-FEFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIEWTALES EN LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LAS ﬂﬁ Y iﬂﬁ DESATURAEA DEPRIMIDAS PR
UN4 DIETA HIPERGLUCIDICA.

Teniendo en cuenta gue la zctividad enzimatica de 1a ﬂE
desaturasa no se modificd por efecto de diferente=s tempersturas
ambientales durante distintos pericﬁos de expogicidn (Fig. 1.3.),
se estudid &) efecto de la temperatura ambiental en ratas que
tenian ls sctividad enzimatics de ls Eiﬁ desatursses deprimids &
ceuza de haeber recibido los 2 disz previog una dicte
hiperglucidica (DHY. E=ztos experimentoz= =ze reslizgron utilizando
B lotes de ratas, cuys descripeion se detalla en ls seccldn

1.3.3..

1.4.3.1.- EFECTO DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LA
INGESTA, GRADO DE CRECIMIERTO, CONYERSION DE ALIMENTOS Y PE3QO
HEPATICO DE RATAS ALIMENTADAS CON DIETA CONTROL {DC) E

HIFERGLUCIDICA (DH}.

Lee variasclionss obssrvades en &l grado He orgscimisnto v
conversion de slimentos por efecto de ls temperstura smbiental en
ratsax alimentadas con DC (Tabla 1.18.) son egquivalentes a las guse
presentaron Los animales alimentados con dieta comercial m  eoas
miszmas temperaturas ambhientsles (Tabla 1.6.), wa que, & 12
{lote I} lazs rataz tuvieren une disminuecidn en &1 grado de

crecimiento ¥ conversitn de alimentos respecto & 24 C, mientras
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gue no sg medificd la ingesta ni el pese hepatieo.

Crando los animales sg a&alimentaron con DH, 1z ingesta
disminuayd & 31 C v no e observaron variaciones en -ﬁl grado de
crecimiento, conversginn de nlimentos ni pesa hepAtice de las
ratas expuestes g las diferentes temperaturas ambientasles.

41 se compara el comportamisnto de estos parametros * a una
mizma temperators pero con diferente diete, se observa dque la
ingeste disminwye 8 31 C con DH, v qus Bl grade de erecimiento ¥
la conversion de alimentos disminuyen s 24 ¥ 31 € eon DH con
regpecto & los lotes slimentades con DC. A 12 C no hay diferencia
er1 8l grede de orecimisnto ¥  conversian de slimento de los
aniﬁales alimentados con DH respecto ® los gue recibieron DC, vya

que 8 12 C aon DO, estos 2 parsmetros disminuyven respecto a 24 C.

1.4.3.2.- EFECTC DE DIFERENTES TEMPERATURAS AMBIERTALES EN LA
ACTIVIDAD ENIIMATICE DE LAS ﬂiﬁ Y f\'5 DESATURASAS DEPRIMIDAS
POR UKA DIETA HIPERGLOCIDICA.

1. 4.3.2.1_- & B Dezaturasa.

Confireando resultados anterigres (Fig. 1.2.), en los
animales alimentades con DC no se modified 1z actividad de la JﬁE
dezaturass al tranferir les ratss de 24 5 12 v 31 C {(Fig. 1.8_).

Por el contrsrio, en leog lotes =alimentsdos conn DH  1a
nctiv{dad de 1a EEE desaturasa aumentd en los animales mantenidos
a 12 © re=specto a los que estuvieron = 24 ¥ 31 2.

La dista hiperglucidica provocd una disminuecidn sn Iz
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Figqura 1,8,

Efectp de la temperétura ambiental en la actividad anzimiatica de

1a 55 desaturasa de ratas alimenptadas ¢con dieta control (DC) e

hiperglucidica ¢DH},

| AB Desaturalsé

@~ 0.30-
g‘.‘

m &
Ty
% E
B 0.20- T r
o L l e f I
T = - b ] [»-
S22 0.10- IS I
= 0
= £
3 AN mfwv] v Vi

12 24 31
. Temperatura Ambiental (C)

~Los ensayos enzimdticos =e describen en la seccitn 1.2.6.. Les

resultados graficados correspopden a Je media de S5 ratas poe lote
* E.S.. El tipao de late 1DC: [J » PHI BB ) se especifica en cada
barra i(seccidn 1.3.3.). Las letras sobre las barras indican
diferepncias signifirativas del 1% a, lote I ws lote 1Ty b, IXII
ve IV o, V vs VI} d, I w5 Vj e, I ws IV} 4+, I1 v WIj g, I11 vs
Vi a*,c’,a’ ¥ #7 capresponden a diferanciss significativas de] 5
%i N
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petividad de 1= ﬁfﬁdesaturﬁsa en los lctes sxpuestos =2 una
temperaturs ambiental de 24 v 31 £, respecte =2 lo= lotes
alimentedos con PO a esas misnasz temperaturas. Hientras gue & L2
2 no ze observaron diferencias sigoificatives en la actividad
dezaturante entre logs lotes =aslimentadose con DH v DC. Hetes
resultados indisarian gque &1 afscto dépresor de 1la diets
hiperglucidica es contrarrestadeo en el Frico por un aumento en 1z

actividad de la ﬂ B desaturasa.

1.4.3.2.2.- ﬁ 5 Desaturasa.

Se observd un sumento en ls actividad enzim@tica de 1la ﬂ i
desatnrasa de ratas alimentadas con DC y DH a 12 C respecto a 31
C (Fig. 1.8.), mientrsa=s gues =26lo hubo un aumento en 1z  actividad
erzimdtice de 1= ﬁlﬁ desaturass a 12 € respecto de 24 €, en los
animales =limentados con DH. Le mayor sctivided enzimigtics &S

observd a ls menor temperaturs ambient=zl.
Por otrne lada, independientemente de 1a  tempsrstura = gue

estuvieron . expuestos los animales, la actividad eazimatics de l=

ﬂ& dessturassa dismiruyd en los lotes con DH respects de los de DC.

1.4.3.3.~- EFECTO DE DIFERENTES TEHMPERATURAS AMEIENTALES EN LA
COMPGSICION DE ACIDOS GEESDS DE LIPIDOS TOTALES DE RATAS
ATLTMENTADAS CON DC Y DH.

Log snimales alimentzedos con DH v mantenidos a 12 C tuvieron

un indice de Insaturacidn mayor gue los que estuvieron z 24 v 31



Figura 1,7,

B0

Efectn de la tempergtura ambiental en la actividad enzimatica de

1a &5 deszturasa de ratas alimentadas conm dieta control (DO)

€ kiperglucidica (DH?.
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les especificaciones de esta 4igura son las mismas gue las de  le
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¢ (Tabla 1.19.). E=to seris consenusncis de l1la mayor sctividad
enzimatics de las ﬂﬁ ¥ ﬁb desaturass en ese lote (Fig., 1.8. ¥
1.9.%. En todos los lotes, la disminuscidn obssrvadas en el
cocignte 20:4 n-8 / 18:2 n-B, se scompalid con une disminueidn en
1z actividad enzimatica de las ﬂ B ¥ ﬂiﬁ desaluragas, a excepcidn
de las ratas mantenides & 12 0 en las que la sctividad enzimitics
de la 55 dessturasa no me modificd,

Los animales alimentados con DC ¥ DH 8 12 C presentaron 0Ona
disminuecidn en &l porcentaje del 20:3 n-6 ¥ un aumento en el de
Z0:4 n-6 cuando se loz compara son aquellsa rates mantenidas &
uns temperaturs ambhiental mayoar; estes cambies podrian atribuirse
al aumentoe observado en 1la sctividad enzimdtica de la & 2

desaturasa casusads por las bajzsz tempersturas (Fig. 1.9.3.
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1.5.- DISCUSION.

1.5.1. - EFECTCGC DE DJFERENTES TEHPERATURAS ANMBIENTALES EN EL
HETABOLISHO LIPIRICO.

Como ya se detsallars en la intreduccidn de este cspltelo,
cvando una rata es expuestas al frio, se desencadenan procesos de
adaptacion de termogénesis por escalofrio (TE) o independiente de
escalofrio (TIE) dependiendo de l&s condiciones (1858), tendientes
2 disminuir 1ss pérdidsz de calor ¥ & aumentar la producnidn del
mismo, Los principsles sustratos utilizsdos en este  termogénesis
aumentada son los Acideos grasos ¥ 1 Flucosa. Los Acidos grasos
son provistos por un aumento en lsa lipdlisis del tejido adipose
blanco v pardo (185-1B7,225), mientras gque el sumente observado
en la coﬁcentraciﬁn de dlucosa se debhe a una elevada
glucogenalisis ¥ gluconecgénesis hep#ticas (130,226). Junta con
lez zuztratos endogencs, también son utilizsdes en este procesa
de termogénesis asumentads., 1los sustratos de origen exdgeno
aportados por la ingesta sumentads. Ezte ez la razon por la qgue,
cuando ratas mescho son mantenidas a 5 € dorante 5 diss (Table
16.), & pesar de presentar un asumente en la ingesta, su grado de
crecimisento y conversion de aiimentos disminuyen, va dque las
calorias son utilizades preferentemente en la produccién de calor
pera poder pantener constante la temperatnra corporal. Por otrno
lade, los procesos de adaptacion que se pudieran producir entre

el quinte y decime quinto dia de exposicién & 5 €, no provocan
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nodificacicones adicionsles en esstos parsmentros (Tebla 1.B. Y.

Egtpz deteos concuerden con los  sncontrades por Bakhke 7
Lawrence (227) v por Kulm ¥ &al. (228%Y en ratas aclimatadas al
frio, Lag ratass mantenidas a 12 € duarznte 5 dias %Sambiédn
presentaron un: disminveidon en el grade de ecrecimisnto ¥
conversion de alimentos, sungus =n este caso, la ingesta nn  se
modificd.

Por otro ladao, los procesos de adaptacicn qoe Ee
desencadenan cwando una ratsa es mantenida & temperaturas
#levadas, tendientes a aumentar las péerdidas de eslor ¥ disminuir
=1 prnducciéé, deterninan que el gradao de érecimiento ¥ 1la
ingesta de los animales disminuve una vez aque é&stes se  han
adaptade a lss nuevas condicliones ambientales (194,206,208}, Sin
embargo, nosoctro= no ocbeervemos ninguna wodificacion en dichos
parametros cuando lss ratss se mentuvieron & 31 C darante & y 15
dia=z, 5 excepcidn dses la ingesta que disminuyd a 31 € pere sdlo
luego de 15 dia=xs de exposicidn z ess  temperature {(Tabls 1.8.3.
Esto estaris indicando gue en estos psrindas de 5 v 15 dias de
expoglicion a2 31 U, log mnimeles no estarlan totalmente adaptados

g vivir en el calor.

1.5.2.- EFECTO DE DEFERENTES TEMPERATURAS AMBIENTALES EN LOS
HIVELES SERICOS DE LAS HORMOHAS TIROIDEAS.

Teniendo en cuentz gue Jlzs hormonas tlirdidess Juegsn uan

lmportante papel en loz procesos de adsptacion de los mamifercs a
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laz distintas temperaturss ambientales (=seccidon 1.1.3, 1)
midieron loz niveles séricos de dichas hormonas (T4: tircxine ¥
T3: triindetironinad en las rates transferidas &8l ¥frio ¥ al
calor, con el £in de detersinar el grado de mndificaciﬁn de las
mispas en nuesktras condiciones experimentales (Tabls 1.7.).

Se observo gque los niveles séricos de Td disminuyernn.en las
ratas mantenidas a 3 ¥ & 31 € durante D dias, mientras que ios de
T3 s6lo se modificaron en el lote 2 34! C en el gue disminuyeron.
Eztos resultados concusrdan con  los niveles =éricos de las
hormones tirdideas ohservadoz en rates (228) v  hamster (2220
adaptedos a8} frie, y con los de ratas mantenidas & 34 € (208)
duranfte variaz semanas.

Le dismpinucién obzervada en los niveles géricos de T4,
podris deberse principalmente a dos ceusas: 1} gns disminucion en
su produceisn v ) on aumento en =0 utilizscidon. En los animales
mantenidos & 31 €., la primenra caugs geriz la mss probeble,  va
aue en estss condicicnes amhientales hay una disminoeidn en ¥a
actividad tirdoides (194,209 v ésts explicaria la disminncidn
observada en las niveles séricos de T4 ¥ T3. Por el ceontrario, en
el lote mantenide &8 5 C, 1la disminucidn en la coneentracidn
zériea de T4 gserls consecnenciaz de la sSegunda ceusa, ya gie
habriaz pna mavor utilizacidén de 1l hormone en los  iejidus
periféricos.

Para transformerse en hormona meiabdlicamente activa, 1la T4
debe ser deicdinada enzimaticamente v asgi  transfermada en T3,

Esto ocurre en los tejidos periféricos de Ta aveja, rTala vy
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humenos (230,231, Por otre lado, 21 38 % de la T4 es deiodinado
enzimaticamerite en "T3 reverssa” (T3r) que ez metzbdlicamente
inactivy (Introduecicon del capitulo 2).

Durante ls exposiciéen gl frio, e! zumento en lsz utilizescidn
de la T4 por parte de los tejideog perifeéricos, se deberla a una
salteracidn aen 18 deiodinacidn de la hovmons, determinsndeo gue una
mayor proporcidn de T4 se deiodine en T3 (Z32-2347% en detrimento

de la produccion de T3r & partir de la T4 (229).

1.5.3.- EFECTO PE LA TEMPERATURA AMBIENWTAL EN LA RELACION FUIDEZ
DE MEMBEANA - ACTIVIDAD DESATURANTE.

Como ym se indicara aen la introdoseion, modificaciones en la
temperatura de crecimiento de microorganismos ¥ de animales
roiguiloternos determinan varisciones en ls composicién lipidics
de 1oz mismos, tendientes =2 mantener los lipidos de las
respectivasy menbranss en un egtado figsico adeonsdo. En &) caso de
los gnimales homeotermos €l efecto de la temperatura ambiental no
ea tan obvio, ¥ya qQue éstos mEntienen su  temperatura corporal
constaente =sgbhre wun amplis rpango de diferentes temperaturse
amblentales, & travas de mecanismes de adaptracidn regulados por
¢l sistemn nerviosm y 2l endbcrine {sececidn 1.1.7).

Focr otre lade, la actividsd enzimiiica de 1as desaturssss de
gnimales homeotermos se mnodifics =usndo se alteran las
propledadss fisicoquinicas de 12 nembraps wmicrosomal. En estos

experimentos se variaren leg propiedades fisiceoguimicas de las
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membranas: nudificande la compeosicidn de las mismas €011 ensayos
“ip vitro” (2535,2%6) v alimentande los animales con dietss de
diferente composicidn (96, 101.10Z25.

Teniendo en cusnla esﬁa correlacidan ague existe entre la
fuidez de lz membrana microsomel y la actividad desatursnte de la
misma, ge estudisron slgunoz de los rparémetros gue a&fecian la
fuidez de la membranz microscmal. Con tal fin, se determindg 1la
composicion fosfolipidica ¥ el indice ds inssturscidon de
microsomas hepaticos de ratas mantenidas a 5, 24 v 31 C  (Tablas
1.8. v 1.8.). En estos estudios, #n generel, no se observaron
diferencias gignificetives cn dichos parancieos por efecto de
lzg distintas temperstoras aqbientﬁles. Estnzs resultadoa son
coherentes con los de anizotropis de Ffluoresecencila {usando cofo
fluoraforo al 1,B-difenil-1,3,5~hexatrienc) de estos wmicrosomaes,
w4 aue azts tsmpoco £ modificd por efecto de 18 temperatura
gmbientsl {Tabia 1.11.7}.

Por otro lado, a pertir d= estos rezultadeos, qQuedsria clero
gue las variaciones observadas en la sactividsd dessicrante por
ofecto de ls temperaturs embiental en la rata, no se prodecirisn
# Lraves de modificacicones de la fuidez de la membrena micresomsl

en la que dichag snzimas se encuentran.

1.5.4.- EFECTO DE LA TEMPERATHRA AMBIENTAL EN LA COMPOSICION
FOSFOLIPIDICA MITOCONDRIAL.

Es interesante destacar, gue si bilen la compposicion
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fosfolipidics mierosomsl en general no =e podificd, por efacto de
la temperatursa (Tabla 1.8.), log fosfolipidoes de mpitocomdrias
hepaticas sufrieron importantes wvariacicones a 5 v a 3! C (Tabla
1.10.%. E1 porcenteje de FC disminvoyd, mientrms que el de =u
precursor FE zonmentd en lné iates # 5 v 31 C; ¥ selamente en el
fric disminuyd el de EM.

Por otro lado, eztas wvariacicnes observadas en mitoeondrias
hepaticas de ratas mantenidas a 5 €, reoinciden con las
encontradas en miteocondrias de tejido adipozo parde de ratas
expuestios o una temperatura ambients] de 4 C {Z37).

Esta disminueidn sn el contenido de FC v aumento de FE  (su
pregurscer), podrilan suferir gue tanto en los animales mantenidos
8 5 como 8 31 €, 1la transmetilacion estsrla disminuida (FEs

FC).

1.5.5.- EFECTO DE DIFEEEETES TEMPERATURAS AHBIERTALES EN LA
ACTIVIDAD BESATURANTE HICROSOMAL DE HIGADD DE RATAZ HACHO.

1.5.5.1.- A9 pessturasa.

En eztudios previos hechos en el leborstorio por GBozdlez v
ecl. (138), se encontrd que la sctividad enzimatica de la A9
desatursass no =e modificaba cuando ratas macho ersn transferidas
a 14 + 1 € luego de hsbor sido sdsptadas =8 31 £ 1 C, wientraz gue
ratay hemhras sdaptadss 2 las mimsmas condiecinnes presentaban  una
disminucion en dicha actividad enzim&tica. 3in embardo, nosotros

oheervamos que cuande 2e dispinuvye la temperaturs ambiental de 24
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a2 5 o 12 €, les ratas macho martenidas a ssa menor temperatura ¥

alinmentsdas ad libitum, presentan ls artividad enzimatica de la

ﬂﬁ dezaturass disminuida (Fig. 1.Z.. Esta disminuncidén en la

asctivided deasturante, seris la causs de la disminuwcifén obscrvada
ein el porrcentaje de los &nidns 1B8:1 y 18:1 ¥ aumento de 18:0,
tante de Ffosfatidilcolina (Tabla 1.15%3.), fosfatidiletanolemina
(Tabla 1.18.> v lipidus totales de microsemaz (Tabla 1.8.), comnco
de lipides totales de witeocondrims hepaticas (Tabla 1.14.)..
Kisntras aque, par otro lede, la sctividad enzimatics de 1la ﬂi!
desaturasa no se modificd al sumentar ls temperaturs ambiental de
24 a 31 £ durante b ¥ 13 diss (Fig. 1.2.3.

A partir de estos rescltados vy teniendo en cuentz que los
eninzles expuestos Bl fris poseen ademas uns ingesta aumentads 7y
vn grado de crecimisnto disminuido (Tabla 1.B.), debide a 1la
vtilizseion de lss celorizg aportadas por la dieta ¥y por 1los
sustratos enddgenos en el mantenimiente de la temperstora
corporsl, se estudid la existencisa de slguns correlacicn entre la
ingests zumeéntzds v el gradeo de crecimiente disminuido de los
animnales en el fric con los cambilos chservados en el metabolismpo
lipidico.

En estos estudios se observd que laz ratas mantepidas a 5 €
con comida restringide (lote III3, ds tal forma aue ésts guera
como ls de las ratas a 24 C con comida ad 1libitum, presentaban
una diaminucidn en la activided enzimatica de la EEB dezgturasa
efirr mayor que 1a okzservads en leos snimeles &8 5 € con comida ad

libitum (lote II) ¢ Fig. 1.5.). Por lo tanto, es poco orobsble
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gue la ingests zumentsds causars los rcambiocos cbhservados en sl
fric en 1is actividad enzimdtica de 1= EEE dezaturasa. 8in
embargo, 8l grado de crecimiento disminuido de las ratas en el
frio, zeris un factor lmportante a tener en cnenta, vya gue los
enimasles mantenidozs a 22 € mon el mismo grado de erecimienta
{lote IV) que las rstss en el frieo con ecomida ad libitum también
presentaron una disminucidn en la actividad enzimdbica de la ﬂ 3
desatorasa., Ademis en los lotes II, ITII v IV que presentaron uns
disminucidn en la actividad enzimdtica de 1= ﬂEJ desaturasa,
también se observd una disminucidn en el porcentaje de los acidos
16:1 v 18:1 v soemento de 18:0 (Tablas 1.13. v 1.14.), come
consecuencia de la actividad desaturante disminuida.

En &1 1lote II, hubo un balancs metabdolieo negative
{conversién de alinentos disminuida) ¥ la ingestsa estuve
aumentads para proveer de sustratos al proceso de termogénesis
gque £5%ta apmentzda en el Frio. En =1 lote ITI, el bhalance
metabélico negative fue atin mayver gue en el lote II, wa gue huoho
un aomento ern el catsbolismo de su=strakos endiagenos en el procesd

de termogénesis, debide a la restriceidn impuestia en la ingests.

Fipalmente, las ratas del lote IV también presentaron un balance

metabdlico negative, para conpenssr ls restrineidn de la ingestas,
aumentando el uso de sustratos endédgenns.

En los lotes 1X, IIT y IV, caracterizados por un balance
metabdlico negativo, la actividad cnzimatiea  de 1a A g
desaturasa estuve dismninvida.

Como ¥8 8Se indicara en la Introduceidn, 1sa achtividad
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enzinalics de la &E desaturasa e5 muy sensible & factores
nutricionales (889,80,238-241) y hormeonales (112,113,134,135). Por
otra parts, es ceonsiderads una enzima lipegenética ya& que durante
81 ayuno, dende el baslance metabdlico es negativo ¥ 1a lipdlisis
ssta aumentada, la actividad desstursnte esta disminuids (88);
mientras que las dietas lipogenéticas son les mids eficlentes en
sumentar la sctivided enzimatice de 1a ﬂE desaturasa (89,242, La
lipogénesis ¥y Iz actividad enzimdtica de la i 9 degaturasa
responden a2 factores regulatorlos de la misma forma {242}

82 puede conclzir entonces, gue la disminucion observads en
ls actividad enzimatica de la 518 desaturass de rstas macho a b5
O, ea conseccuencia del balance metabalico negative gue poseen los

animales en estas condiciones (Z43).

1.5.5.2.- ﬂ\ﬁ Desaturass.

Ls mctividad snzimstics de 1=a EEE dessturasa no se modificd
por efecto de la temperatura ambiental al transferir ratas macho
al frio o a8l ealor (Fig. 1.3.), i el porcentaje de 18:2 n - 8 de
lipidos totales de¢ microsomss ¥ mlitccondriaz (Tabia 1.13. ¥
1.14.). 38)ln en fosfatidileceolina de wmicrosomas disminuys &1
parcentaje de 18:2 n - B v 20:3 n - B a pesar de na modif;carse
en ese lote, la actividad enzimatica de lsa EiE dezaturesas (Tabla
1.15.). Hughe=s y York tampeco observaron modificacionres en la
actividad enzimaéticas de la A 6 desaturasa por efecto de Ia
temperatura ambientul en el "ratén [lace” (244), Estos resnltados

concuerdean con 102 encontrados previamente en nuestro lzboratorioc .
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por Gonzalez y col. (139) cuando s+ transfirieron ratas macho de
30-32 £ (sdaptadas a ezits temperastursz durantes 20 dias)y a 12 C
durante 9 dia=, va gque en este rcaso, tamboco se obhservaron
variaciones en la actividad desuburunte e 1la & 6 desaturasa.
Ectos resultados indicarisn éue leg  cambics hormonales v
metabflicas inducidos por una disminueecidn en la temperstura
ambiental gue desencadenan un aumento en la termogénesis, no  son
factores gue noedifiguen la actividad enzimatica de la ﬂ B
desaturasa en animales salimantadnas con una dieta comercial ad
libitum. Mo cbstante, en ratas hembra adaptadss = lasg mismas
condiciones, se observd on aumento en ls sctividsd enzimétiem de
1= fﬂﬁ degaturasa debida gl frie y, en szts modificacion estarian
involucradoes los niveles séricos de estradicl (158).

Cuande se estudid &l efecrts de la Iingesiz ¥ el grado de
crecimients de los animales en ol fris, sobre la sctivided
dezaturante, se chservd un auments inespersdoc en l1s actividad
snzimatica ds la EEE desaturasa en log 1lotes rcon slimentacidn
restringidzs tants a2 5 C {lote III) como 2 24 £ (lote 1IV) (Fig.
1.8.3. Egtos resultados, son dificiles de explicar y&a que en el
pyuno la artividsd de esta enzime estd inhibids (59,875, v
estarizn enfatizande laz importancis de ls dists como otro fector
a set tenideo en ecnents en el complejo control de 1a aActividad

dezaturante.

1.5 5. 3.= ﬂ'ﬁ Desafurasss,

Le sctividead enzimfdtica de 1s Eﬁﬁ degatorass no se wmodificd
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al disminuir la temperatura ambiental, mientra= que disminoyo =1

transferir ratas de 24 a 31 € {(Fig. 1.4.). Ests disminuveidn en lsa

actividad dessatvrante provocada por el calor, seria ia
responsable del aumento observadeo en el porcentaje de 20:3 n - B
¥ disminucidn en &l de 20:4 n - B de lipidos de microsomas

hepaticos de retas macho, lo gque determina sdemés gue disminuys
el cociente 20:4 n-G / 1B:2 n-% en dicha fraccidn subeelular
{Tabla 1.8.). Estos resultados serisan eguivalentes a los
encornitrados por Gonzalez ¥ col. (138) cuando transfirieron ratas
hembra de 30 - 32 C {mantenidas & esta temperatura durante 20
dias) g 12 €, dado que la actividad enczimitica de esoz animales
sumentd. A partir de estos datos, se puede concluir gue la
asctividad enzimatice de la ilﬁ desaturasa disminuye al aumentar
la tempermtura ambiental tanto en rates macho come en ratas
hembra.

Por otro lado, tampoce se observo modificacidén slguna en  lIa
actividad enzimitice de ls& ﬂ.& desaturasa, en los lotes con
glimentescidn restringids 3 5 C (lote ITI) como mn 24 C (lote IV
(fig. 1.7.), cuando se estudid el efectn de 1ls ingesta vy grado de
creciﬁiento de los animales en el frio sobre 1la actividad
desaturante. S5in embargo, & pesar de no haberse encontrado
variaciones en la actividad de dicha desaturasa en los lotes 1III
¥y IV, &stos presentaron une disminucién en el porcentsje del
dcido 20:3 n - B ¥y un aumente en el de 20:4 n - B de
fosfatidileolina v fosfatidilinositol) microsomales (en lipides

totales ¥ fosfatidiletanolsmina estes variaciones no siempre
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fgeran significativas) ¥ en lipidos +totales mitocondrisles
{Tabla=s 1.13-1.17.). Par 1la tanto, esztas varisciones en los
porcentales de les Acidos de 1a fsmilian - B, no serian una
congecuencia directa de la actividad enzimdtica de 1o A s
desaturasa, =ino de la ﬂ B dezsturass que pressnta une actividad
ernzimatica aumentada en estns lotes ¥ &5 por ntro lado, la enzZima

reguladora en la sintesis del Acide. araguidonice {(20:4 n-6}.

1.5.6.- EFECT0 DE LA TEMPERATURA AMBIENTAL EN LA ACTIVIDAD
ERZIHATICA DE LAS ﬂaB Y & 5 DESATURASASLS DEPRIMIDAS POR UHA DIETA
HIPERGLUCIDICA.

Cusndo se estundid el efecto de la temperaturs ampblientsl en
la actividad =nzimdtica de la !35 desaturass de rakas macho (Fig.
1.3.%, no s obzervd ningun tipo de wnoadificaecidn en la misma.
Estoz resultadeos son coherentes ademés, son log  encontrados  en
condiciones expérimentales squivalentes (138,244). 4 partir de
eetos resultados, v teniendo en cuent= gue las ratss hembra a 12
C poseen la actividad enzimatica de las 46y A5 desaturasas
aumentada respecto a 3L C {138, =e pensg gue 51 =2 paerila de
niveles disminoidos en la actividad enzimdtica de 1s £\ B
desaturasa, se podrian observar variaciones en dicha sactividad
dasaturante por &feqtﬂ de la temﬁeratura anbiental. Por otre
lado, =2 =abe que la actividad enzimatica de ia IE desaturssa
diéminuye en ratas alimentadas con una dieta hiperglueidics

¢{89,90,88), mientres gue hasta =l momento, no =e habian observadc
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modificaciones significativas s csnsa de dicha dieta =sn la
actividad enzimitica de 1a ﬂfﬁ dessturasa {(30}. Caonsiderando,
entonces, todes estos datos y resultados, se midida 1la asetividad
enzipatica de las ﬁ.ﬁ ¥ &Ei desatursasss  en ralas mazho
galimentadss con dietms contrel (DCY e hipergluecidies <(DH) en
gnimales transferidos de 24 C a 12 v 231 € durante & dias {lasz
caracteristicas de cads lote se sespecifican en 1la seccidn

1.3.3.).

1.5.6.1.- {6 Desaturasa.

La actividad enzimitica de la [} 6 desaturasa no se modificd
al trangferir ratas macho alimentadas con DC de 24 a 12 v 31 C
{Fig. 1.8_.7. Estos resultados coineciden econ los observados a las
mignay Lemperatorsgs pero en ratas alimentadss con dista comercial
(Fig. 1.3.).

Sin embargo, cuando se disminuyd la temperatura ambiental a
iz € en las ratas alimentades con DH, la sctividad enzimiliiers  de
ig EEE dessturaza aumentd resgpectoc = log animsles mantenido= a 24
¥ a 31 C con DH.

La DH con l1la que se zlimentd 2 los animales, ademiAs e ger
hiperglucidice sz hipoproteilcs, yﬁ gue un & ¥ de lag calﬂrigs de
Ila misms b= sportads por las prateinas, mientrss agne en 1a 0OC
éstas =mportan un Z0 % (seceidn 1.2.2.). Por tho ladeo, Peluffo v
col. (97) encontzaron gue le actividad eneimidtica de 1= ﬂ.E
desstiarses no ga modificsa en ratas mantenidas 8 24 © con dietas

igsocaloricas en las que el B, 15 a 25 & de las calorlas es
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aportade por laz proteinas. Por lo tanto, podemos sapener gus  la
disminiacion obsgervada en 15 actividad enéimatica de ia ﬂ &
desaturasa & 24 ¥ 31 C en ratazs alimsntadas con una DH respecto s
los lotez que recibieron DC = 13 misma temperatnra, se debe sl
aumento en €1 contenido de hidrates de carbono ¥y nn o a la
disminucion de proteinas de la misma. Por el contrario, 1la
disminuoién observads & 12 C entre el lote salimentsdo con DH
respecto al lote con D2 no fue significativa, sugirisndo 4que =n
el Frio existirisn factores que contrarrestsn el efecto depresor

de la DH.

1.5.6.2.- N5 Desaturasa.

La actividad enzimatica de la Elﬁ desaturasa zumentd en los
animales & 12 € respecto a 31 € tsnto en las ratas slimentsdas
gon DO come con DH (Fig. 1.8.). HMisntras aue el asumento sdlo  fre
significative en los animales mantenidous a 12 € respecto a los
que estuvieron s 24 C, ocuando se los slimentd conm DH.

Por otro lado, la mayer actividad enzimatics se obssrvd sn
los animales mantenidos & la mencr teppersturs independientemente
de la diote suministrada.

En los msnimseles slimentedos con DH, la sctividasd enzimétics
de la ﬂiﬁdesaturas& disminuyd recon  respecto a  las  retas que
recibieron DC, independientemente de 1z temperaturs ambiental.
Sin embsrgeo, Jeffcost y James (80) nn pudieron detecter ninduna
variacion significetive en la actividsd enzimadtica de la &!ﬁ

desaturssa de ratas alimentadss con ana dieta ricse en sacarosa.
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Estas variaclones observadaes en la actividasd enzimatica de
ia= ﬂiE v ﬂ& desaturasas, pravocaron modificseiones en Ia
composicion de &cidos Hrasos de la serie n - B,

En conelusitn, eatos resnitados sogieren gque en 1 frio 1a
setividad Eﬂﬁimét%ﬂﬁldﬁ la= ﬂiﬁ v ﬁfi dezaturaszss de ratas
maecho zolo sumentaris, cuandé éstas se escuentran deprimidas por
factores nutricionalss, tales como une dietma hiperglucidica

(2453 .



CAPITULO 2

~ EFECTO DE LA L-TRICDOTIRONINA EN EL METABOLISMO LIPIDICO
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Z2.1.- INTRORUCCTION. ’

Las hormones tirgideas son aminoacidos icdsdos euva funcién

congiste =0 modolar ls actividead de Jos diverses tejidoz del
OTEAEN1sno, ezgpecislimennts agqu=llog relecionados (ada) 1] el
crecimientp, madurscién neurcmuscnlsr, oxidseciones tisulares v

termogénesis.

Z2.1.1.- GEHERALIDADES.

En personms eutirdidess el principal}l producte de =seecresidn
de la glandela tirdides es la tivoxina (T4). E1 20-30 &% de la
3,8 ,5-triigdetironlina (T3) circulante Ltsmblién es secretado por
la glandula, PEYTD “la producecisn tirdides de
3,3 ,5 ~triicdotironina (T3 reverega = T3r) ez desprecisble. El
70-80 % de la.TS ¥y mas del 87.5 % de la T3r plessmatica se
originan & partir de unns monodelodinacidén de la T4 en posiclidn 37
¥ 3 respectivamente, =n leos tejidos perifériecos (248).

B 1la sangrz la T3 w la T4 e=tdn oanidas & protelnas
transportaderas ¥ 20lo una pequefia ffaccién de laz misma=s =e
encunentras eomo hormona libre. De estas proteinas, las mas
importantes son lg TEG ("thyroxine binding Eglobulin"), TBFA
{"thyroxine binding prezlbumnin™)} ¥ 1l =albiimina., aovngua =e han
demostrads interasciones entre lazs hormonas tirdidess y otras
proteinas, incluyendo lipoproteinas (2473 ¥ warios tipos de

inmanoglobulinas {(Z48). En sl caso de ls TH, ézta estd ascciads
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con TBG y TBPFA, aungue tiene en general, menor afinidad por las
proteings transportadoras gne la T4.

Lz T3 s la hormona que poses la actividad bioléagiecs,
wientras gue la T4 seris su precurser o prohormena {249,250). Ls
T3r presentsa escasa actividad biologiecs. 5& ha demostrado aque, de
scuerda con el estadoe msetabilico del orgdanlsmo, tiene
preponderancia la ¢ocnversldn de la T4 en T3 o en T3r. En el ayuno
la  concentracidn sériegs de T3 disminuyc conziderablemente,
mientras gue la de T3r aumenta (2513.

El metabolisno de T4, T3 ¥ Tdr es complejoc e involucra
deiodinsoidn, deaminacién y decarboxzilacion de la cad=nz
aginoacidica y esterificacidn del axidrile fendlico con  Aecido
gulfirico ¥ glucurdnico. Otrs via por la que 5Se metaboliza T4
invelucre una reaccion oxidativa y el colivage del enlace &ter,
aungnue este proceso no seria igpportante en condicicnes bassales

L2463,

2.1.2.- HECANTSHO DE ACCION DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.

Las hormenas tirdidess ejercen uns amplia gama cde diferentes
efectos bloidgieoe. Promusven al crecimiento celular, la
diferenciscidén, la madoracidn neurcomoscular, las oxidacicnes
tisulasres v el proceso de Lermogénesis.

Eztos efectos son iniciades prineipalmente por le nnién  de
la T3 & 811 recepter nuclesr.

La respuests biolégica a las hormonas tirdideas dependeris
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del porcentaje de ocupacidn de sstos receptores ¥ en mochos cesos
seria congecusncia del efsecto de 1la T3 sobre 1a  transcripeidn
nuelear (252%.

Los receplores nucleares se  encuentran distribuldos en
todos les tejidos sensibles -a laz hormonas tirdideazs (252).
E=stns receptores estédn constitonido= por ana prateina  acidieca no
histénies asociads a la cramatins (253-258), ¥ e caracterizan
por poseer slts afinidsd por la hormona ¥ limltada cepacidad de
unidn (257, La unidn de 18 hormene sl recepior nuclear o
requiere del receptar eitaoplasmatiece de T3 (2BB-261) ni dsa
energia {(159,1B807.

Se han encontrade gilios de wnidn especificos para T3 en
otros cornponentes ezlvolares ademds del nfteleo, que inocluyen a  la
membrena plasmética (2BZ2-288), mitoacondriez (268), nitoplasna
(270-27%7%, membrsns pnuclear (273) ¥ reticglo endoplasmico
{274,275%. Sin enbargo, si bien a través de 1la vwia nuclesar no se
pusdsn explicar todos los efectos biclagices de T3, los date= gue
poseenos hasta el momento sobre los difsrsntes sitiocs de unién
hormonal, son  insaficientes todavia para COnacer i rol
fimiologico,

Laos mecanismos de accidn de las hormonas tirdideas
propuestos hasta el momento serlan 1o glguientes (276)r 1)
transcripecifén nuclear, 2) activecidn mitocondrial, 3) ATPasa-Wa'
K1, 4) mensibilidsd de receptores adrendérgiocons, 5B) eafesctos =
nivel de memhrana, B) accidn como analogos de tiresina, 7))

combinacldn de los efectos antes enumerados.
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2.1.3.- EECTQ TERHWOGENTCO DE LAS HORMOWAS TIROTIDEAS.

Les hormeonas tirdidess aumentan el consumo de oxidgenc en los
tejidos animales & excepeidn del cerebro, bazo y testiculos
(287,277).

Ei estimule de lss hormonas tirdidess sobre el consumo de
energia ocurre principalmente en tres niveles: 1) saunenta 1la
actividad del individuo (trabsajoc wmwuscular), 2} incrementa el
inter¢csnbio metebolico entre los diferenies organos (cicloz de
sustratos) y 3) sumenta el metabolisme c¢elular {ciclos idnicos vy
futiles). Todo esto es coneecusncia de un profunde cambic en la
organizacion intracelular, que determins modificaciones en 1ls
actividad de numerosas enzimas y la proliferacién de organcides
celplares como lgs mitocandrias- v el retjcplo szarcopliasmico
(278).

Las hormonss tiréideas estimulen el consumo de energis tanto
en situaciones de reposo como de actividad. Les eidelos 1dnicos
{actividad de la ATPasa-Na* -E* (279,280 ¥y de 1lmr ATPasa-Cs™
(278}, los cicloe fotiles (sintesis-oxidmcidn de acidos grasos en
higando v tejido adipaso ¥ sintesis de triglicéridosz-lipdlisis en
tejido adiposo (281)) ¥ la produccidn de ATP en las mitoecondrias
(278), contribuirian a la termogénesis tirdides en situsciones de
reposa, mientras que durante la actividad muscular, el sumanto en
los ciclos idnicos {actividad ATPasa-Ce** ) y de 1z actividad

ATPassa—sactowmiosina, contribuirign al efecte termogénico de las
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energia Prnvitﬁe' . de 1a @—Dxidacién de acidos grasos {(261),
Estm p—uxidaciﬁn estd anmentsda en estadﬂs hipertirdidens, ¥ por
le mengs en parte, debido a la mavor activided enzlimdties de 1la
carnitin palmiteiltranaferasa (291-293% gue =3=] l= Encima
limitante gue controls la entrada de laoas  &dcidos grasos & la
mitocondria. La concentracidn plasmitica de 4cideos grasos esté
aumentada (294—296} como consecuencia de un  incremento en  las
lipolisis, primvipzlmente en &l tejideo sdiposo (257).

ﬁomu vz e detallars en 1la seccidn anteriocor 2.1.3.. unsz
iﬁpn;tﬁnte propeorciion del sumpento en el consumo da2  cxlgenc gue
poseen las animales hipertirdideos se debe 8 los ciclos fitiles,
va gque ademas dea upa —oxidacidn ¥ lipolisis sumentada, estaos
enimales presentan un eumento en ls sintesis de acidos grases v
de triglicéridos (278}.

L= lipogénesis sumentsadsa que poseen los arnimales
hipertirocideos se debe 2 vn incremento de por Lo menos 1 100 %
en 1a petividad de las enzimae lipogengticas. Estas enzimas
incloaven aguellas diractamente inveluewada=s en la sintesi=z de
Adridos grasos cowmo lg acetil ColA-carboxilssa v 12 aAcido graso
sintetass, ecomo asi tambidén aguellas enzimes esensiales para 1=
produccidn de los eofactorss necesariosm en diecho procesé, comg la
glucosa-G-fosfate deshidrogenass ¥ la enzima milics (289,288).

La actividad desaturante tambiédn ez modifiesnds por las
hormonas tirdideas. Como yi%lndicara el la seeccidn BL3_, en log
eztudicos realizados ha=ts el mamento con tratempientos prolongades

de hormonas tirdideas, se observd un aumento en la sctividad de
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s QB deszaturssa ¥y unna disminuagidn en 1ls ﬂEi desaturass
{133-1358). Por otro lazdo, las ratas tirsidectomizadas ¥
slimentadas con una diesta estandard posseen disminuidsa lsa
actividad de las ﬂ g v ﬂE desaturasas (132). Sin embargo, en
los animales trstados con propil-tiourmcilo (agente hipotirdidec)
{134} la astividad de ambaz desaturasas no s modifica, mientras
gques 2n ratas tiroidectemizedas ¥ alimentadas cen una dieta de
bajo contenideo en iodo {(Z99), la actividad de 1= ﬁ 8 desaturesa
disminuye ¥ no se modifies 1a.de la EEE desaturasa. Hasta el
momento existe muy poca informacidn e trsbajoe previee hechos
sobre el efecto de las hormonas tirdoidess en la actividad de la

ﬂE desaturasa. Cusndo Hoch (300} estudia el efecto del
hipotiroidi=smo ¥ Ia Ltirotoxicosis en la actividad de 1la ﬂ!ﬁ
desaturass, no pudeo obgervar variaciones en diche actividad
enzimatics,

Los cambios mas frecuentes observsdos en la composicién ds
fcidos grasos de animales hipertirdideos son un sumente en el
porcentaje da lezs acidos paleitico, exstedrico, oleico ¥
aragniddénice y una digminueidn en el porcentaje del Aacids

lincleico y del gicosatriencico (n-6} £134,135,295,298,301,302).
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2.2 - EXPERIMENTOS REALTIZADOS.

2.2.1.- EFECTO DE LA L-TRIIODOTIRONINA (T3} EH LA ACTIVIDAD
DESATURANTE Y COHPOSICION DE ACIDOS GRASOS HICROSOMALES
HEFPATICOS.

Con 2l propdaito de estudier el efecto de diferentcz dosis
de T3 durante distintos EFriﬂdns de tiempo en la- achtividad de las
desatq?ggas v en la ecomposicidén de microsomas hepaticos, s5¢
armaron lotes con 5 o 10 ratas Wistar macho cada une. Las ratas
s2 alimentaron con diets comercial vy mgua ad libitum v recibieron
en Forma intreperitoneal ans inveccion disria de T3 (500 o 1000
ug/100 & de pese) disuelta en HaOH 4 oM en soluclén fiziolégica.
Z2¢ ussron des contreole=: uno recibid an volowen sguivalente del
vehiculo completo ¥ no preszentd diferencias gignificativas en el
grado de crecimiento, actividad desaturante ¢ ecombposicign de
acidos grasos, cuando se lo compard son el otro lote contrel &l
que se& ! habia inyectsdo solsmente cont soluacidn Ffisiolagies. A
partir de estos resualtados en los subsiguientes experimenteos  se
utili=zgd comec control =dle el 1l1lote con solucidn fisiui&giea.
VYeinticuatro horas éespués de l1a 0itima sasdministracidn, los
atiimales se smacrificaron por decgpitacion a las B a.m. para
evitar varisaciones por efFectos circadeanos {218) y =se aislaron
log microgsomas hepidtiosnz como se desecribiera en la  seecidn

1.2.3.1.. La soctivided desaturante ¥ lg compogicidon de Acidos

Erasos hicrosomales, composicisn lipldice ¥y  sanisctropis de
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fluarescencisa, =se determinsron en la Farma indicada en ls seccion

1.2..

2.2 .2 - EFECTO DE LA T3 EN LA ACTIVIDAD DE LA fi 9 DRSATURASA EN

EL TIEHPO,

Cuando ze eztudid el &fecta de 1ls T3 en la sctividsd de  1s

ﬂs desaturasa en el tiempe, se sgcrificaron en forme conjunta

pares de lote=s {4 ratas cads uns) de snimelss tratedos con T2 ¥
de ratas controles s diferentes tiempos Jluego de haber sido
inyectadas con T3 ¥ con solucidan fisiolégica, respectivamente. Ee
aislaren los microscmas hepaticos 7 se determind la actividad ds

la EEQ desaturasza como se axplieitara. en la sgececidén 1.2.. En
estos experimentos, las ratas se inyectareon intreperitonealmente
con ona Gnica dosis de 1000 pg de T3/100 g d=  pesce disuelta en
HaOH 4 mM 2n z2olneion Figicldgica a la= & a.wm.. Esta do=zizs de T3,

de acuerdo a los datos de Oppenheimer (303), correspeonde a8 una
concontrecién saturante de hormonas de leoz reseptorss nucleares

dorante nn psrindo de 2 dims.

2.2.3.- ESTUDID DEL COMPROMISD DE 1A SINTKESIS PROTEICAR EN EL
EFECTO DE La T3 EN LA ACTIVIDAD DE LA ﬂ.g DESATURASA Y LA
COHFOSICION DE ACIDOS GRASOS DE MICEOSONAR HEPATICOS.

Con el fin de determinar =21 la sintesis proteica =22

rnecesaria parsa gue =¢ produzea el sumento en laz sctividad de 18
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ﬂﬁ dezatursss ¥ lsg modificaciones observadas en la composicion de

Acidos grasog por efesto de la T3, se ﬁdministré ciclohexinids
(inhibidor de Is sipntesis proteics) ¥ T3 intraperitonezlmente en
ratas de lg siguiente forma: gl lote I recibid darsnte 2 dias
soluecidn fisiologica ¥ el tercer dia una dnica dozis "=saturante”
de 1000 ne de T3 / 100 g de peso; los lotes [T ¢ III, IV v ¥V v VI
v VII recibieron una inyeccion diaria de 20, 80 v QN BE de
ciclohexinida / lﬂﬁ g de peso respectivamente durante 3 dias. Al
tercer dia a los lotes III. ¥ ¥ ¥II =& 1les sdninistrd ademés 1000
peg de T3 / 100 g de pesw. Las ratas control rocibieron el
vohiculo completo en forma diariﬁ durante 3 dias. Las inyecciones
gz realizaren & las 8 a.m. v los snimales se sacrificaron 24 kb
después dg la wdltima admpinistrzecidn. Se separd la fraccion
microsomal hepatiea ¥ se midid la actividad de 1s IEE desatursass
¥ compasicidon de Acidos grasos en di&hﬂ fracecidn celular en  ls

forma en que ses detallara en las zecciones 1.2, .

2.2.4.- EFECTO DE LA CICLOHEXIMIDA ¥N LA ACTIVIDAD DE LA fog
DESATIRASA 8 HORAS DESPUES DE HABERSE ﬁDHIHISTRADU T3.

A psrtir de los resultades eobtenidos en los experimentos
2.2.2. y 2.2.3. se tratd de determinsr si la sintesis proteies
era reguerids durante £l periocdo de B8 B previg 21l aumentoc de la
actividad de la fHQ desaturasa, o =i por sl eontrarioc, la
ZSintesis proteica ers necesaris con paosterioridad a ese periodo.

Con este propdsilo se trabaj® con los sigeieptes lotes en los que
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se comenzd con los respechiveos tratamienteos s lss 8 s.m.: un lote
recibids 1008 pg de T3 / 100 g de pezso disuelts en HaOH 4 mM  en
solucion Fisioldgica v 8 h después scolucidon fisioldgica en forma
intraperitoneal; otro lote 3e invectd primeramente con la mioma
dosig de T3 que el lote anterioer y & h despeés rcon BD pg  de
cicloheximida / 100 g de peao {(ests dosis ss eligid s partir de
los resultades del sxparimenteo 2.2.3); un terecer loke se lnyecid
en un principio con ls sclucidn usads como vehiﬂu_lo ¥ 8 h mas
tarde con B0 Pg de cicloheximide; ¥ finalmente £l lote control =se
inyecté a las B8 ¥ & las 18 h con la solucidon fisioldgica. Todos
les lotes fueron sacrificades 12 h despuéz de inicisdos los
tratamisntos. Se zsepards la fraceidn mierosomal hepatica ¥ se
midié4 1 sectividasd de 1s ﬁEI desstnresa (=zeceidn 1.2.3.1L. ¥

1.2.8.7).
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2.3.- BESULTARQS.

2.3.1.- EFECTO DE LA T3 EN LA ACTIVIDAD DESATURARTE, COMPOSICION
DE ACIDOS GRASOS Y ANISOTROPIA DE FLUORESCENCIA DE MICROSDMAS
HEPATICODS,

2.3.1.1.- Actividad dessturante.

Con el fin de estudiar el efecto de 1la T3 enl l2 actividad
desaturante, se midid la actividad de las ﬂi!, & B ¥ ﬂ Z
desaturasas en microscmas hepaticos de ratas a lazs que se  les
edministré wna dowis disris de 500 o 1000 pg de T3 / 100 g de
peso durante 1 vy 0 dias (Tebla 2.1.). La actividad enzimAtica de
lu EEE desaturasa aumentd por efecto de 1la T3 con todas las dosis
estudisadas, mientrmae gue 1z actividsed de lae &E$ ¥ ﬂ 5
desaturasas s0lo se nodificd lusgo de & dlas de tratamiente. Se
observd una dismpinucidn de un 23 ¥ en 1la sctividad de la A 6
desaturesa en las ratas gue recibieron durante 5 digs wna dosisz
diaris de 500 o 1000 e de T3 /7 100 g de peso. Con respecto 5 1=
S desgturasa, la sctivided de lz misma ne =e¢ modified c¢on 1l
dazis de 500 pg mientras que dismipuyd un 28 % perc solamente
luego de recibir una dosis diaria de 1008 pg de T3 / 100 g de

neso.

2.3.1.2.- Composicion de acidos grases.
En la Fiz. 2.1. se muestra &l efecto de 302 o 1000 Pg de= T3

/7 100 g de pese administrados durante 1 y 5 dias en la
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Table 2,1,

Efecte de ]a L-trliodotironina (T3) en 1& actividad desaturants 4@ microsomas hepdticos,
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Figqura 2.}.

 Efectt de T3 en lo composicion de acsdos grasos de lipidos

totales de microsomas hepdticos.

1501 . '_ (7 1000 T5-14ie
B oot 79~ 5 dias
B 520 T3-5das

ri-

100- mm s s iinammme—-
T

(¥ CONTROL)

¢h
e

LTI [ITITATTE 2

COMPOSICION DE ACIDDS GRASQS
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Tipo do Acido Grase

- “Le composicidn de 3cidos grasos me determind por cromatografia

gas ligquldo como se describid en la ssccidn [.Z2.35.4.. Salo se
tuvieron en cusnta los @Fcidos grasos maAs  ivportantes.. Los
resultados corresponden & la media t E.S. y =g sxpresaron cono %
del control. Los animale= recibieran una inyetcidn diaria de 300
pg de T3/100 g de peso durante % dias <n=3, I} », 1000 Hg de
T3/100 g de peso durante 1 ftn=10, O y 3 dias in=3, B .
Diferencias sianifticativas respecto del control: %, Fl:hﬂ,O'Gli ¥4,

P<O,0t y ¥¥%, FCO,05.
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composicién de los principal&s.acidﬂﬁ gracsos de lipidos totales
de microgomas hepiticos. En las ratss tratadaz con T3 se obhservd
un =snmento &n &l porcentaje de 18:0 ¥y uns disminueidtn en el de
16:1 y 18:1 {no siempre significatlivo) gue ss indepsndiente ds 13
actividad de 1= ﬂEEdasaturasa, va gue lz actividad de ecsts
enzima es aumentada por aceion de lss hormonas tirdidess (Tabls
2.1.,133-135).Por otro lado, en la familia de &rcidos grasos mn-6
se observd une dismineeldn de 18:2 vy 20:3 F_sﬂlu luego de un dia
de tratamiento hormonal un avmento de 20:4.

Teniendo en cuente gue Iﬁ actividad de 1= .&E desatursasa noao
se mopdifica o e3té disminnida por efeckto de 1la T8, huybigramos
ezperads variaciones pricticamente opuestszs s las observadss 2n
lo= Acidos grescs de la familis n-5.

Estos reswpltados de 1s composicién de acidos grssos de
lipidos hepéatiensz, concuerdan con los gbservadoes previamente por

otros sn plasma, bigede v corazén lnege de difsrentez dosis ¥

rerindas de administracion de lss hormonas {(134,135,295,302)%.

2,3.1.3.- Anisotropia de fluorescencia.
Comn ya =e detzllars en la seccidn 1.2.7.. lazs técnicas de
fluoresecencia sorn uns importante herramlenta en el eztudio de las

propiedades fisicogulmicas ¥ estructurales de los lipides

' congtituyenter de las membranas blolggioss v artificigles. En

bese a é&sto, s5e midin la =snisotropla de fluorescencia de
nicrosomas heraticos de ratas que hablan recibide veinticuatro

horas antes una ftnica dogis "ssturante” de 1nnqu de T3/100 g de
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peso. 3e wiilizd como Flucrdforo el 1,B6-difenil-1,3,5-hexatrienc
(DFH}.

En estas medidszs npo se observaron variaciones en 1la
anisotropia de fluorescencia (rs) del DPH en microgomss de  ratas
pratadus cann T3 (Tabls 2.2.3. Estos resultados son coherentes, ya
que tampoca Se Iabservaron variaciones en. el indice ds

insaturacidn de estos lotes (Tablas 2.3.).

2.3.2.- EFECTO DE LA T3 EN LA ACTIVIDAD DE LA f\9 DESATURASA XN
EL TIEMPD.

Teniendé en cuenta que el aumento observado en la actividad
de Ea EEQ deaaturasa por efectr de 1la T3 es el misme al resbo  de
24 h gue luego de 120 h de haberse inyertado la hormona, resultd
necesario conocer el sfecto de la T3 a tiempos menores de 24 h de

tramiento para determinar asi 1z variscian de 13 actividad de 1=

AS desaturasa por efecto de la T3 en el tiempo. Con este fin, se

midia ls activided d= 1a ﬂﬁ desaturassa en microsenas hepdtleos
de ratas gque recgibieron anea anies dosis "ssturante” de les
receptores nucleares de 1000 g de T3 / 100 g de peso {303). En
una primeras etapa los animales =e szerificaron luego de B, 12 v
1B h de 1a inyeéccidon de hormonsa. En base 2 los resultados
obienidoes se hizo uma nueva experiencis sscrificande ahors los
animnlesxs 5 jaz B, J v 12 h de haberlez adminizirade T3 Estosz .

datos se presentsan en la Fig. Z2.2.. La actlvidad a cada tiempo se

2Xpresde como porcentaje respecto del lote contyol a ese tiempo
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Tahla 2.2.
Anisotropfa de fluorescencia (rsd del DFH 2/ microsomss de rata

tratadas con Ti.

Contral T3

re2 0,125 + 0,001 0,124 + 0,001

Las medides == rezlizaron como =e describe ¢n la =meccidén 1.2.7..
Los lotes "contrel® v "T3® corresponden a animales  injectadoe
cop  solucidm vehicule y 2000 pg de TI/100 g de pe=o
respect jvamente, v sacrificados 24 horas despuss, Las  resultados

-

tabuladps =e expresan como la medis de 5 ratas por lote £ E.S..
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Tebla 2.3.
Efecte de | -triiecdotirenine (T ¥ cicleheximida = ia

composicidn d2 dcidec grazos de micreozomas hepiticos,

Acido Coentral T3 Ciclohesimida TI+Cicleh.
graso (%} fn=10% tn=1401 (n=T) tn=10}
1510 15,8 F 0,3 15,3 * 0,Z 15,7 *+ 0,5 16,5 + 0,7
1é:1 1,3 + 0,1 0,7 + O, ¥¥¥F 0,4 + O,1% D, + O, L%
igio 22,7 + 0,4 25,0 4+ O0,£%% Z4,1 + 0O,33%¥% 25,4 4+ 0,2¥%
terl - 10,8 + 0,3 .8 + 0,4%%% 10,1 + 0O, ?,0 + 0O,Z2%
18; 2~ 15,2 =+ 9,3 13, * O, 2%% 14,2 + 0,73 13,0 + O,9%
205 3™ 2,2 =+ 6,2 1,4 + 0O,1%% 2,1  + 0,1 1,8 + O,1¥%
2ora~ 24,1 + 0,5 26,9 + 0,2¥% 23,7 * 0,9 ZA,0  + O,49%%
22:5" 1,9 + 04,1 1.2 + Q0,1 1,2 + 0,1 LW t 0,7
221 5° H,2 + 0,3 S, + 0,3 £H,F + 0,2 dekh o+ 0,2
Indice 1,90 + O, 02 1,83 + 4,05 1,88 + 0,02 1,90 + 0,02

de insat.a

La composicifén de &cidos grasce se determin®d por cromatografia
qas quuidu coma =2 detallo en l=2 seccitn F.2.5.%. . L=
descripcidy de les cuatre letes cerrespende a2 la de 12 Fige 2.3,
Lo :ﬂﬁcéntracidh da cicloheximida fue de 60 pg/100 g9 de peso.
Snojo se tuvieron en cuenta los Atcidos grasos mas importantes. Los
resultados tabul=do= =on 1a media + E.S.. ™ v " corresponden &
dcidos grasos 9¢ lac familias n-8 y n-3 respectivamente. a:

Indice de insaturacidn descripte en la Tabla 1.8.. ni ndwmero de
ratas por lote., Diferencias significztivas respecto del controls

%, P<0,0015 ¥%,P<0,0) » ¥*,P<{0,05.
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Figura 2.2,

Efectio de la T3 en. la actividad de 1r e desakturasa en el

1 1lempo.
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Lz actividad enzimitica se midid on mitrosomds hepiticos de ratas
que recibiercn une dnica dosis "ssturante” de 1000 pg de T3 7 LOD
q de peso. Los animales se sacrificaron en lotes de 4 ratas cada
uno en forna seguencial luege de la inveccidn de la hormona, Lot
Jotes sacrificados & las ¥¢ v LZ0 h  recibieron diariamente la
misma dosis de hormbna, Los  respectivos contreles tambieén se
mataranr 2 cada tiempe para evitaes efectmrz clrcadeanos. Loes
resultados corresponden 4 la media ¥+ E,S, del lote, expresados
comp % de su contrel. La actividad da la AS (t6:0) y a8 (18:0)
dei iote control a tiempo cero fue de 0,072 + 0,005 {(n=10Y ¥

-

Ouﬂmmwc.aam_uuwﬂu3anu.5mnh.3m:1uuwmmﬂmnwm{wam:wm.mzﬁwm
incubariones se usd romo sustrateo 2! Acide paimlftice (A v el
estedricve (B},  Diferenacia signifivetiva respecte del control

desnuds de ? h de teatamiento con T3ID PLO,0L,
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dado gue la sotividad de Ia _ﬂg desatursass posee un ritmo
circadeane. En estos experimentos se obzervd que el aumente en i=
actividad enzimitica inducido por T3, =se prodoee lusge de &€ h de
inyectada la hormona. Este "lag" inicial e85 Eeeguido por un
dArastico rRumento en la actividad de la E\E desstorasse que alcanza
un "platssu” 8 horss después de la inyeccidm de T3 v se mantlsane
luegs de 5 dias de tratemiento hormonal diarice., El1 "platean” se
encuentra a un nivel da sectividad enzimitica 1-1.2 werces por

sobre el valor de los contrales {linea base)d.

2.3.3.- COHMPREOMISC DE LA SINTESIS PROTEICA ER EL EFECTO DE La T3
ER La ACTEIVIDAD DE LA EEE DESATURASA Y - EN LA COHMPDSICION DE
ACIDOS GRASOS DE MICROSOMAS HEPATICOS.

2.3.3.1 - ﬂE’I Desgaturacs.

En eets seccion se deseriben log resultados de los
axperimentos detallados en la szeceion 2.2.3., destinados &
analizar =i la sintesis protelica eztd involucrada en el efecto de
ls T3 en la sctividad de la ZES dessaturasa. Pars elln_se utilizd
cicloheximida come inhibideor de la z2intesis proteica.

| A partir de logs resultsdons de la =eoceion anterior, se
determind gue luego de 8 h de haber inwvectado T3, la setividad de
la J&E desaturasa se 1incrementsa hasta un "platean” guoe se=
mesntiens durante 5 dias de tratamiento hormeonal - diarie (Fig.
2.2.). Este patrdn representa una situacidén dinamica en la que el

Erado de sintegis ¥ tal vez el de degradacion de protsinas se
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modifica. Con el fin de evitar problems=s al comparar actividades
ezpecificas gue noe e gncuentrsan on un  estado estzcionariao, sSe
trabajd eﬁ condiciones de estade estasionario pars la EEB
dezaturazsa. For consiguiente, se gdministraron ratas can
diferentes do=is de eicloheximida (20, 60 o 90 pg / 100 g2 de peso
intraperitonealmenta por dia) &urante los 2 primeros dias, v en
el tercer die pon la misma dosis de ciclcocheximids mas una dosis
"saturante" de 1000 ug de T3 / 100 g de peso. Otro lete recibid
unz unica deosis "satutante” de 1600 pg de T3 / 100 g de peseo ¥
tedes los lotes =e sacriflcaron 24 horas despues de la Gltims
administracidn. Esto reprezenta por lo menos 1B vidss medias para
1la &9 desaturass (109) durante les 3 dias de tratamiente con
cicluheximida ¥ de B8 vidas medias para_el periodo de 24 horas
Jusgo da la administracién de T3. Por consiluiente, bajo e=stas
condiciones de tratamiento, 1la sctividad especifica de szta
enzima a3%i como =su grado de sintesis deberlan ser egquivalentes =
squallos carscieristicos dcl cotedo estacionariec inhibidao
fantibidtien) o sumentade (T3).

En estos experimentos se ohservd yue 18 cicloheximids
suminiztrada en una dosig de B0 o 80 pg / 100 g de pesc sevits
cusloguier aumento en la actividad de la ﬁﬂ desaturasa par la T3
{Fig. 2.3.). Por otro lade, cuando la dosis de cicloheximida fue
de 20 pe S 100 g de peso, toadeavis se produle =1 augmento en le
sctividad enzimdtieca (Fig. 2.3.). Eztoz resultados determinan gus
el aumento en lg actividad de la &3 desaturasas causado por 1s

T3 reguiere de la sintesis proteles, ya gne cuande este proceso
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Figura 2.3.
Efectn de =2 ricloheximidea en la actividad de L= 4ﬂ§'desaturaﬂa

sumentads por T3.
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Le actividad enzimatica se wmidid en microusomas hepiticos de rates

..que recibieros los slgulentes tratamientos! 2l lote gontro] €---2

eg le zmdpinjstrd 1o eoluridn ussda como wvehicnino, E1 Jote X
recibid durante 2 d4fas soluecidn fisioldgica v el tercer dia wna
dnica dosis "szturante® de 1000 pg de T3/L00 g de pesol los lotes
Il » 111, IV » ¥ y VI » VII recibieron una inysccion diaria de

2G, 60 ¥ P0 pg de ciclohexinidasitc 9 de peso respectivamente,

durante X diz=s. A}Y tercer 4la a lo=s lotes IXI, W v VI == Jes
administrd ademss 1000 pg de TI/L00 g de peso. Lo animales =e
eacrificaron después de 24 haras de haber recibide la 4attimo
adminiastracidn. Cada barra representa ta media + E.S.. El ndnero
de Bnimales de ceds lote se especifica en ceds barre., Loz datos
2 expretan ¢omo % del respective coatrel. La media & E,.S. de la
ectividad de la A% dessturacp del 1ote control  fue: 0,080 +
0,006 nmol.desgt.ma-l.nin-1. 1n=10)., Diferencias significativas
respectn del control: ¥, PI0O,0017 #*¥, P(O,01 vy ¥, FPL0,03,
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ez inhibido por lg cicloheximida, el sumente en la sactividad

enzimatica no s produce.

2.3.3.2.- Composicion de dcidos gfasna.

En genersl, no se modificd la cnmpnsiciﬁh de acidos grasos
de lipidos tatales en los miecrosomas de Jaz ratss tratadss con
cicloheximida ¢(Tabla 2.3.). Sin embarge, en los snimales tratados
con T3 y ciecloheximide == nbservﬁrnn las mismas medificaciones en
1a composicidn de &cidas grasas aue las encontradas en ratas 2
las gque 20lo se les administrd T3, a pesar de dgue estos  lotes

presentaron diferente actividad desaturante {Fig. 2.3.).

Z2.3.4.- EFECTO DE LA CICLOHEXIMIDA EN LA ACTIVIDAD DRE LA A 9
DESATHRASA & HORAS DESPUES DE HABERSE ADMINISTRADO 73.

4 partir de los resultados de la seccidn 2.3.3.1. en donds
ge demcetrd gue la ginteziz proteica eztd involugrada en el
procese de aumento de la actividad de la ﬂE desaturasa peor la
T3, pensamo® que eora interesante determinar si la sintesis
pratEicanetg requerida durante el perisdo de 8 h previo al
anmpento en les sctivided desepturante o con posterioridad al mismo.

Con  este propdsito  se inyectaron ratas ocon una dogis
"saturente” de 1000 ng de T3 / 100 g de pemc a tiampo cerc, ¥ €
horas mas tarde {(cusndo se espersbha el ipicioc del aumento &sn  la
sotivided de 1z ﬂ B desaturasza), s5c inyectaron

intraperitonealmente con B0 ug de cicloheximida / 100 g de peso.
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Estos animales se sacrificeron 4 bh despues de 1s  inyecrciadn de
cleloheximida (12 h después de la administracion de T3). Los
resultados obtsnides (Fig., 2.4.) mnmuestran que cuando 56
administre cicloheximida sn el wmomentc en gune sSe espera a1
aumento de la mctividad de 1a 55 desaturass por la T3, dicho
incremento se anula. FEsto indiesris gue la sintesis proteica es
necessarias une ves que Finalizd el perlode de "lag” de 8 thoras
pars gue la T3 provogne &l sumento en la ackividad de la ﬁﬁ;

degsaturasa,
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Figura 2.4,

Efecto de la rcicloheximida en la actividad de la Dm.nmmmﬂmimmm =2

haras despuéa d2 haberses pdministrade T3,
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e midid la zctividad enzimdtica de la Dﬂ desaturass usando como
sustrato s los Acides paimitico A4} » estedrico (M, Las ratas
recibieron T3 o T3 seguidsa de una inpecciton de &0 g Jd=
cicloheximida/100 g 42 pess (0 & h mids tarde., Flimero de - ratac
FlotesS.tea media d¢e 1a actividad enzimética v &i E.S. e expresan
romo porrentzies de los respertivos sontroiss & cada Lis=mpa, o
puntes {o) vy {m) representan loas zanimales ous recibisron scle T3

.y el te) 'los gue recibieron T3 y cicloheximida., Los animeies s@

gsacrificaron lusgo de 8, ¥ v 1F hor2s dé  hLeber recibida T3,
Diferencies significatives respectio dol contrdl después de % h de
tratemients con T3: PG, 01, )
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2.4.- QISCUSION.
2.4.1. EFECTO DE LA T3 EW LA ACTIVIDAD DESATURANTE.

2.4.1.1.- ﬂl. 8 Desatursacsa.

Como ya se ha detalisdo en la Introduccisn genersl ¥ en 1=
de este capitulo (seccién B.Z2., B.3. ¥y 2.1.4.), la sctivided ds
Ia ﬂg desaturass puade ser modificada por factores hormenzles vy
nutricionales.

L=z ﬂE desaturass £s congsiderada una enzima lipogenética  va
que su actividad enzimatica ze modifice en forme similar a la  de
N grupn de enzimas gue intervienen en  la lipogenesis (enzimas
lipogenéticas). Este conjunto de enzimss estd formado por
agquellias directamente idinvolacradas en la sintesis de  &cidos
grasos como ls aeetil-ﬂoﬂ casboxilas=s 3 1a scido graso sintetass,
como 251 también, por las enzimas esenciasles parsa la produccidn
de log cofactores necesarics en diche proge=o, tales ecomo 1=z
glunosa —-f-fonsfatodeshidrogenasa, 1= B-fozsfogluconato
deshidrocgenass y la enzima malica. Lz actividsd de estas enzimas
lipogenéticas es inducids por las hormenas tirdideas ¥ por dietas
lirogenéticas {(por ejemplo: dietzs oon un alto contenido de
hidratos de carbono) (2ZE8).

Con respecto al efecte de las hormonas tirdideas en la
actividad de la Eiﬂ degatnra=za, se hs establecids gque l=n
actividad enzimatica de esta desaturasa es moy sensible al nivel

de les hormonas tirdideas, ¥v2 que laz ratas hipotirbidess poseen
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disminuida la activiﬁad de 1la EEE desaturasa, mnientrasz que lo=z
animeles hipertirtidens (estade csussdo por la sdmipistracion de
hermonas tirdidesas durante varics diss v hasta semanas parsa podar
vb=ervar carbios) presentan un mumento en la asctividad de 1= ﬂil
desaturaza (133-135).

4 partir de ezstogs datom ¥ dedo gue ls informacidén =zobre £l

mecanisme por 21 gue me prodoce el sumento cn lo actividad de 1=

ﬂﬂ desaturass por efecto de la T3 estsbe 1incompleto, decidipos

estudiar en un primer momente, el tiempo Que transcurris desde
que se inyecta la hormons hasta gue seo podiaz ohservar un sumento
en la sctivided de la &-9 dessturassa.

En estos expsrimentos se vwtilizd una Gnica dosis "salurante”
de 1000 g de T3 / 100 g de pesmo, ¥ se cbservd gue recidn  luege
de 8 h de invectada la hormena, la actividead de la ﬁ 8 desaturasa
auvmentaba en forma dristica y l1legaba en uns hora s un “"platesn”.
El nivel) de actividad enzimiética de este “plstesu”, estd 1-1,2
veces por sobre el de los controles (lines basel ¥y &2 nantiens
durante &5 dias de tratamiento hormonal (Fig. 2.2.). Este "lag" de
8-9 h en el efecto de 1la T3 s=cbre 1la =sctividad de la ﬂiﬂ
desaturssa parece ser vhn patrdn comin de respuests & la bhormonsa,
ya gue la induccion de ABENm especlficos  también estd precedida
par pericdos de "lag” de wsrias horas (304-3063,

Se wrgludid ademis, el compropisc de 18 sintesis proteica  en
gl procesco de aumento de la actividad de la ﬁ.E desaturasa por
efecto de 1la T3. Con este propbésito =e  invectd ciclocheximida

tinhibidor de la zintesi=s proteles) juanto con T3, & ratas aue
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habiagn recibide durante los 2 diss previos scle eclclocheximida.
Los resultados mostraron quoe la =sintesis proteies es  requerids
para gue =e prodgzca e} sgsumento en 1l actividad de 1= ﬂE]
desaturasa por arcion de la T3, va gue dicho avmento ess annlede
gor la cicloheximida {(Fig. 2.3.). Ests sintesgis proteica inducida

por 1a T3 g8 indispensable ann oon postarioridad al lag" de H
horas para 4que se produozZes &l amento sn ia gctividad de 1s ﬂ a
desastnrase por efecto de la T3, w2 gue ecnande se pdeinistra
cicloheximida despues de & horas de haberse invectade T3, el
incremento en la asctividad de la ZEE desaturasa no se produce
(Fig. 2.4.). Por otra parte, el avmento obsefvadn en .laactividad
de la ﬂE]desaturasa en shimales alimentadoz con una dista rica
en hidratos de carhono w libre de lipidos, sa debs a una
induceidon enzimatics (53). E=zte mecasniswo de respuesta contverda
con el gue presentan las enzimas lipogenaticas, ¥a que el aumentn
observade en ls sctividad de estas enzdimaz por efects de 1la T3,
coemo a5l tambiAn el predueido a ecausa de una dieta ries en
hidratos de carbono, son consecuencia de un auments en la
crantidad de las snzimea lipugsnéticas {28B8). E=stos resultados
sugdieren gque 1la ecicloheximida podria sctuear bloguesando 1a
induc¢ldn proteieca producida por ls T3 de la fxﬂ desatursss. d=
Proteins/s esenvial/es en el proceso de respuesta =2 la hormonz
{cuys produecidn estaria estimulada éor lsz hormona) o ambas
pasihilidades a la vez.

Hey otros factores, ademis des 1a sintesis wsnzimdatica, como

la fluidez de 1z menbrana microsomal gque pueden regular la
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astividad de lss desaturasas (enzimas de mexbrana), no sd¢lo en
mamiferos sino tembién en levadurnos y en Tetrehymena (307). Por
esta razon, medimos la snisotropis de fluorescencia <{(re) usando
el marcador fluorescente liposcluble 1,6-difenil-%,3,5-hexatrienns
{PPH} en membranas microacmales de animalss gue recibisron 24 ke
antes una wrinra dozis “"saturante” de T3. En estas medidas no
observamos diferencia slgune entre 1os rs de microsomas dsa
animeles ftratados v po tbtrsbadoes con T3 (Tablase Z£.2.Y%; sstos
resultados son compatibles con los correspondientas indices de
insaturacion, va que éstos tampoco se modificaren por efecto de
la T3 (Tseblze Z2.3.). E=stos resultedoz indicariasn gque las
propiedades fTisicoguimicas de Ia npembrana, estimadas por la
snigotropia de fluorescencia dei DFH, ne se modificarcn por la
administracion de T3 y por lo tante no podrisn estar involucradas
efi el process de ausmsnto de la actividad ds la fﬁﬂ desaturasa por
eferto del tratamiento hormon=al.

Con estos respltadoz obtenidos = partir de experimentos
realizades "in vivo" sobre el efecto de la T3 en la actividad
desaturante de ratas tratadazs son la hormona, no podemos
diferenciar todavis gi el meocanisme por =1 oual Ia T3 sctia sobre
Ia ﬂE desaturasa invelucra un efecto directo de la hormona scbre
=1 higado ¥y / o un efecto extrahepdtico. De todas Formas, estos
rezultados sugleren gue el aumento de la ﬂﬁldesaturasa producide
por la T3 se realiza a traveées de un procesc aue involucra la

sintezlis proteica.
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2.4.1.2.- ﬂ g ¥ -&5 Dessturasas.

Como =e¢ menclond anteriormente en la Introduccicén general y en
la de este capitule {zepcidn B.2., B.3. v 2.1.4.), l= actividsad
de la E\E ¥ E‘-E degaturssas, al igwal 4gque 1s de 1= &9
degaturasa, puede ser modificads por factores hormonales v
notricionales.

En lo=s experimsntos realizados se observs gque 1la sctividad
de 1= ﬂ B desaturesa no se modifica a las 24 h de haber inyvectedo
una dosis “"saturante” de 1000 ng de T3 / 100 g de peso, pero
disminuye luego de 5 dias de trateamiento lwermeonal (Tablse 2.1.).
Estos resultadog concuerdsasn con los observados por Gomez Didmm v
eal. {134), guienes observaron una disminucion en 1ls sctividad de
la !ﬂﬁ desaturasa er ratas tratasdas con dosis elevadas de
tiroxina (4 mg / 100 g de peso disrismente durante 12 dias). Faas
v Carter t135} tambier encontraron resalisdos egueivalentes en
snimales tratados disriamente con diferentes dosis de T3 durante
5 ¢ mégs dias de tratamiento hormon=al. For otre 1lsde, lasm  ratas
hipotirdideas {(tiroidectomizadaz) poseen ls actividad de la ﬂ B
degaturass disminuida (132,300), mientrss gue en saeellos animales
tratados con propil-tiourscilo (sgente hipotirdidsc) (134), dicha
sctividad desmsaturante no se modifiecs.

Por otra parte, se observd gque la sctividad de la & 2
desaturasa disminuyve pero slo en animales gue recibigron durante
5 dias unsz doels dizria de 1000 ug de T2 / 100 g de pego ¥ no  se
modifice luego de 24 h de tratamiente hormonal. Sin embargo,

cuando Hoch {300) estudio el efeclo del hipotiroidisme ¥ de la
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tirstoxicosis en la setividad de la ﬂ h dessturssa, ne pido
ohservar cambio alguno.

A partir de estos resuliades s desprende gque las ﬂ.E! .y. ﬂ'lfx
desaturasss presentan un eomportamisnto similar, va que sdale  se
modifice le actividad enzimétics de lz=s mismas luegn de 5 dias de
tratemiente con T3. Ezlts perinan de per lo menos 5 dias,
contrastas con lss 8-8 h: . pecesariay psara gue avmnants 1=
actividad de la &.9 desaturass por efectoc de la T3.

£z interesante tensr en cuenta qus la actividsd de las 136 s

ﬂE dessaturasas ademas de estar disminuide en ratas tratadas con
hormones tirdideas, tesmbién lo estd en animsles alimentados con
ung dista con un altce contenidoe de hidrateoz de carbone (diets
lipogenetica) (soccicn B.2.}), nisntras que las enzimas
lipodenéticaz, entre las gque =& pasde incledir & la ﬂs;
dezatura=s, presentan un sumentc an la asctividad enzimatics rcono
congecuencia de estos factores hormonales ¥ nutricloenales
(=eceidnes B.Z2., B.3.,383,54,132,1353,300,308). Hes ain, en salgunaa
enzimas lipogengticas ambos factorezs actiian en formsa sSinérgica
(308).

Actusimente =& considera que loz reapeptores nusleares de T3
de altas afinidad ¥ bajs capacidad, =on 2l lugar donde =22 inisi=
la accidn de las hormonas tirdideas {252). Las. dosis hormonales
uptilizadas e2n tedoz los cxperimentos debieran haber saturade los
receptores nuclesres de T3 (de sacnerdeo a los datog de Oppenhelmer
£393), ¥ 881lo luegn de 5 dias de Etretamiento la actividad de

ambas ﬂ'-E ¥ ﬂ-E desaturases disminuyd., Por ezta razono,
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pareciera  grobahle gue aste comportamiento pudiers ser
cﬂnsacueﬁcia ds un efecto hormeonal indirzcto extrahepitico, 2o
v2z de un efecke directe. De todas formas, =i bien tedavia no
podeno=s explicar las bases moleculares por laz gue actiaz la T3
sobre las ﬂB ¥ &5 degsatnresss, =gbemns gque 1B activid&d de
ambss enzimas tambicn estd deprimids per efecto de la adrenalina
{120.122) ¥ que ademas hasy uns interscoisn entrs  las  hormonas
tiroideas v las cstecolamines (278). Por 1o tantn, no podemas
dezaartar gue la sdrenslins estuviera involucrada en £l complejo
mecanismo de regulscion que opera sohre la actividad de las A 8

v ﬂ\ 5 desaturasas en respue=sts a 1s T3.

2.4.2.- EFECTO DE LA T3 EN LA COMPOSICION ODE ACIDDS GRASDS BDBE
HICRGEOMAS HEPATICOS.

I.ag modificaciones ohzervades en la composicidon de  acidos
grasos de microscomias hepédticos de ratas itratadss con T3 (Fid.
2.1.) fueron zimitlares B las osbzervadas corr obtras dosi= de
holenas tirdideas en la compo=icion de &decidos grasos de. lipides
de hiéﬁda, plazma ¥ corazédn (134,135, 295,302,

Teniendo en cuenta estos dstos de compezicidn de écides
grasaos ¥y las nedidas raslizadas de 12 sctividad desaturante (Fig.
2.1, ¥ Tabla 2.1.}, prreciera comp st la composicidn de &cidos
grases de estos sanimales no fuera una consecuencia diresota de 1=
actividad desaturante de los mismos, va gue, si bien la sctividad

de la &E degatursss esta aumentada por efecto de 18 T3, el
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porcentaje de 18:0 aumenta en vez de disminuir. Esto pedrias
deberse a un aumento en la sintesis "de novo” de sste acide come
consecuencia del anmento en la setividad de 1a acetil-Col
csarboxilasa £30,109,308,310-312, Acido graso sintetasa
{103,303,308,310-313) v especialmente del sistem=z celonganta
£308,312,314),. Peor otro lads, de lo=s cambios observados en  la
familis de acidos grasos n-6 sélo la disminncidén en el porcentaje
de Z20:3 podrisa deberse & la actividad de la EES desaturasa de las
retas tratada=z con T3, ya gque =8 hubieran esperadc zresultados
cpuestos En_lus porcentaejes de 1B:2 v 20:4 teniendo en cuaenta gue
lz actividad de les EEE ¥ ﬂ 2 desaturasas no 3seg¢ modifica ¢
disminuye en laz ratas sometides a loz distintes tratamientos con
T3.

En los primeros  trsbajos realizados por otros donde se
gstudis la composicldn de Acideos grasoz en el hipertiroidizms ¥y

e

&5 degaturasss, ss dedujo. guns 1a disminweidn observada en el

enn lo= que pa =e hicieron medidas de ls zetividad de las

porcentaje de 13:2 n-6, 20:3 n-6 asi come el aumento en el de
20:4 n-6 s¢ debisn =8 un anmento en la sintesis del &acide
araquiﬁﬁnicu 135,285,302}, Con naezstros reseltados ests
cosibilidad gueda descartads ya que 13 sctividad de las ﬂiﬁ
{enzima limitants {315}) ¥ EEE desaturasas {enzimss &stas gue
e2tin involucradas en la sintesiz del &ecido ar=zquidonice), no
gole no estz aumentada sinc que disminuye por efecto de la T3.
Tampoco se pusde atribuir el aumento observado en =1 20:4

n-8 ¥ la diswinucidon ern el 20:3 n & & la digminacidén en 2l grado
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de crecimiento {Tsbla 2.1.) ni 8l auments en 1s ingesta qgue
pregseshtan los anikales tratados con T3 (135). Estoz doz faetores,
cons va Tuera expusste por Fsas y Carter (135), no serisn la
causa 44 logs ecambios que presentsn los znaimales +tratados con
hormonas tirgldeas en lz composicién de agidos grasos y en  la
actividad desatunrznie.

Come ya 2= mencionars en la Intrediecion de este ecapiltulo,
en el hipertiroidismc hay un supento en la oxidscion en
diferentes tejidos. E1 principsl sustrsto para este proceso lo
eonstituyen los &dcidos grascos libres gue seon suministrades por
uns lipdlisis aumentada en el tejide adipesa {281}.. Podemos
suponer entonces, gue =21 aumento cbservado en =21 porcentaie de
20:4 n-6 de animuales Lralados con T3, seris consecuesncia de una
menor utilizscidn de este &cido por parte de 1os diferentes
tsji%us para proktejer 8531 el "pool” endigeno de Beoido
sraqnidénico ¥y gue =12 gintesiz disminuye por e2fecto de 1a
hormons.

De todas Foarmas, es evidente gue otros factores distintos =
ls actividad desaﬁurante deben ezter implicadoz en la comppozicion
de acidos grasocs de retas tratedss con hormonas tirdidsas, cone
la diets, la sintesis v la degradacién de llpidos de membrana, el
recanbiao {"torn-over”) ¥ la oxidacion de les Acidos grasos.

A pesar de las variaciones cobservadas en la composicidn  de
gcidos dgrasos de microsomas hepidticos de ratas sratadas con T3,
¢l indice de 1nssTuracidn de dichos microsomas no se modified

vor efecto de l1la hormona {Tabla 2.1.). Estos resultedes, Junto
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con los estudios de Faes v Carter (1353 ern los gque no =e
ohservaron +wvariaciones ep al contenido dea fosfolipides,
coglesterol 7 Lriglicéridos de minrosomas de ratas  tratadass con
T3, son coherentss con la ausencia de modificaciones en lsa
anisntinpia da floorescencis {(r=) gne presentaron les mieromomnas

hepaticos de snimales invectados con T3 (Tabla Z.2.}.
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1. - Cuands ratas mpacho son mantenidas en e1 Ffrico a pesar de
increnentsr la ingests, su gErado de crecimisntoc ¥ conversion de
alimentos disminuven, w¥sa gue las calorias Tan ntilizadas
preferentemente en la produccidon de calor para poder mantener

costente lg temperatura corporsl.

Z.- En ratas macho, la selividsad enzimatica de la.-&E desaturasa
hepatica disminuye al disminuir Is temperaturs ambiental. Esta
disminueion seria congzermiencia el bhalance mwmetabhdlico negative
que posesen los animales en estas condicionss. Por otro  lade,

cnando se auments ls temperatursa ambiental, la sctividad de la

ﬂg dessturasa no se modifion.

3.- La acgtividad enzimatica de la.JﬂB desnburass hepatica no  se
modifica por efecto de la tempersturs ambientsl al transferir

ratasz macho 21 frio o al calor.

4.- Lo actividad snzimatica de la ﬂﬁ dessbturass hepifica no  ge
modifica sl disminuir 1z temperatora ambiental, mientraz gue

disminuye al transferir ratas al calor.

9.- La setividad enzimétics de 1las ﬂE v ﬂ.ﬁ dessturasass
hepiticas de retas mecho solo muments en el frio, cuando &slaz z2e
encusntran deprimidas por faotores nutricionales, tales como una

diets hiperglucidica.
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8. - Al disminuir lr tewmperatura ambientsl se observa una
disminuecidn en el poreentaje de los 3cidoeg 18:1 v 18:1 v aumsnto
en el de 18:0 de fosfatidileclina, de fosfatidiletsnolaminag v de
lipidos totalez de milcroscomas ¥ de lipldos totales de
tiitocondrias hepaticas. Estas vweriaclones en ia composicidn de
fcidos grasos de lipidos hepaticos serian 2 causs de 13 menaor
actividad enzimatica de la JES desaturasa que posesh los animales

en el Frip,

7.— Cnandeo =ze aumenta ls temperatnra ambiental el porcentaje del
goide 18:2 n-B no e maodifica, auments el de 20:3 n-B v disminuye

el de 20:4 n-f, ya qgue la s=actividad enzimatica de 1z ﬂ &

dezsaturasza no =e nodifisa por el pcalar ¥y disminuye la de 1=z ﬂ 5
dezaturasa.

8.- La compo=icion de les principsles frecciones fosfolipldicas
de micrnsomas hepaticos no - se nmodiPfies por efecto de 1a

temperatura amblental.

89.- La= wvarigeiones obzservada= en a actividad desaturantes
tepatics por efecto de lz temperatuors smbientsl en 1a raks, no se
producirian = través de wodificacicnes en las propicdades

Figicaguimicas de las membranas microsonales.

10.- La actividad enzimatica de Is !ﬁs dezgturass ge modifics por

efecto de la T3 luego de nn "leg" inicial de 8 hores, seguldeo por
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un drastico anmento en la actividad desaturesnte gue =zlcanzs un
"platesu"” 9 horas despues de lm inyeccoidn de T3 v =e mantiene
durasnte 3 dias de tratamiento hormonzl diario.

i1.- La =sintesis proteica es requerida ailn con posterioridad al
"lag" de B hores pars fgue se produzoa el sumento en la activided
de la ﬂa desaturasa por efecto de la T3, wva que dicho zumento es
anulsdo por la cicloheximida:1 La ?icluhsximida podria sctusr
blogoeando ia induceidn protegc& prndycida poer 1la T3 de 1# JEE
degaturasa, de preotejina/ss esenéiai}es en el procesc de respuesta

g8 la hormona {(cuya produceisdn estaris estimada por la hormonal} o

ambas posibilidsasdes & la veg.

12.— Lo ectividad enzimitiea de las ﬂE v ﬂﬁ desaturssss no se
fodifica luego de 24 hores de inyecteda 1z T3 ¥ disminuye después

de 5 dias de tratamiento hornconal disrio.

13.- La=s variacicnes observadsas en la sctividad desaturante por
efecto de 1a T3 en 1la rata, no se prodouclrisn a través de
modificaciones en las propledodes fisiceguimicas de les nembranas

microsomeles,

14 .- Las variaciones que presentan los snimeles tratsdos con T3
en la composiciéon de Acides grasos de lipidozs totales de
microsomas hepaticos, no serlan ona consecuencisa directa de la

actividad desaturante, ve2 gue i bien l1le sctivided enzimatica de
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