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Ab revi aturas

° -1 o
A = Amgstrom (10 m)

ACP = (acyl carrier protein), proteina portadora de acilos

A.G.E. = ácidos grasos esenciales

AMP = 6* adenos ina monofosfato

CoA = Coenzima A

C.G.L. = cromatografía gas-líquido

Elong. = sistema enzimatico de elongación

FAD = flavina adenína dinucleotido

g = aceleración de la gravedad

h = hora

KM = constante de Michaelis - Menten

Mal. CoA = ma 1 on i 1-coenz i ma A

-3
mg = 10 gramo

min = minuto

mi = 10 litro

NADH = nicotinamída adenína dinucleotido reducida

NADPH = nicotinamída adenína dinucleotido fosfato reducido

-Q
mm = 10 moles

PM = peso molecular

T.L.C. = (thin layer chromatography) cromatografía en capa

V/V/V = Volumen en volumen en volumen

/u£i = 10 Curie 

de 1qada

>ig = 10 Agramo

/<! T 10 6 litro 

= 1G & molar

/cmol = 10 6fnol
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NOMENCLATURA DE ACIDOS GRASOS EMPLEADOS EN ESTA TESIS

a) Nomenclatura trivial: ej: ácido línoleico

b) Nomenclatura abreviada: ej: 18 : 2 ω6

El primer número indica la canti

dad de átomos de carbono que posee la moléculajel que está a continua-- 

ción de los dos puntos, el número de dobles ligaduras; el que está ubi

cado después de 0 , indica el número de átomos de carbono desde la ú 1 t_i_ 

ma doble ligadura hasta el metilo terminal inclusive.

c) Nomenclatura sistemática

Ej ácido A9’12 octadecadienoi co, 

A 9 12
donde /\ * indica la posición de un doble enlace entre los carbonos 

9 y 10 y otro entre los carbonos 12 y 13 también se ha utilizado en fo_r 
ma abreviada A9-12 18 : 2 .

NOMENCLATURA DE GLICERIDOS

Sistema de numeración es teroespecífico (sn)

En la proyeccción de Fisher el 

grupo hídroxilo secundario es dibujado a la izquierda del C-2; el átomo 

de carbono arriba de éste recibe el número 1 (C—1) y el que está debajo 

C - 3.

1,2,3” triacil - sn - glicerol
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NOMENCLATURA DE ENZIMAS

∆n desaturasa : n indica que la enzima

cataliza la apertura de un doble enlace entre los carbonos n y (n+ 1)
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INTRODUCCION

E1 enfoque de ia Biología, la Medicina y específica 

mente la Patología ha permitido asignar a los lípidos roles metabólícos 

y estructurales tan importantes como insospechados.

Día a día, merced al aporte de investigadores de — 

distintas disciplinas, éstos roles o funciones se amplían y se hacen — 

mas específicos, lo que conduce a un mejor entendimiento de los proce

sos metabólícos y constituye una ayuda inestimable para el conocimiento 

de la influencia de las estructuras 1 ipoproteicas sobre los estados noj^ 

males y patológicos celulares.

Los lípidos por sus características fisioquímicas - 

presentan una gran ubicuidad en los organismos y particularmente en la 

célula. Si se toma como centro de análisis a ésta última, el estudio de 

los lípidos conduce inmediatamente al compartimiento subcelular que jue_ 

ga un papel fundamental en la síntesis de los mismos: el retículo endo- 

plásmíco. Es importante detenerse en él pues las estructuras de membra

nas que lo constituyen y que forman túbulos, cisternas y canales a lo - 

largo del citoplasma, presentan una composición 1 i po-p rote i ca con fun

ciones estructurales y enzimáticas. Son precisamente esas enzimas las - 

encargadas de la biosíntesis de los lípidos, ácidos grasos insaturados, 

prostaglandinas, esferoides, gl icoprote i ñas y otras moléculas (1.-)

En el año 19^1 Claude utilizando métodos de ultra- 

centrifugación fraccionada aisló partículas de 100 y 1500 A de diámetro 

a las que llamó microsomas. Estos correspondían a los fragmentos de las 

vesículas, túbulos y membranas del retículo endoplásmico (2 - 7") • Este 

fraccionamiento permitió el estudio "in vitro" de muchos procesos bio

químicos, abriendo así nuevos campos en la i n ves t i gac i ón de los mecanis_ 

mos enz i mát i eos.

Los mi c rosornas, recibiránalos áci dos grasos para 

sintetizar lípidos más complejos. Estos ácidos grasos tendrán un origen 

exógeno a la célula, o bien ser producto de una síntesis de "novo" por 

la acción del complejo enzimàtico citoplasmàtico: ácido graso síntetasa 

(8.-). En este último se reconocen siete estructuras proteicas diferen

tes, que se encuentran estrechamente unidas en hepatocitos de paloma (9) 
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o disociables, en bacterias tales como el Clostridium Kluy-verii y la 

Escherichia coli (10.-).

Lynen (11), Vagelos y col.(12.-) describen 

que una de esas proteínas (ACP) es capaz de llevar unido a un grupo - 

sulfhidrilo único de su estructura, el grupo ácido que se irá forman

do mediante la acción enzimàtica de las restantes proteínas. Se puede 

decir que existe una proteina portadora de grupos acilos, y enzimas - 

condensantes, reductasas, deshidratase y transaci 1 asas que tomarán mo 

léculas primordiales como el aceti 1 CoA y maloñil CoA para llegar a * 

conformar a través de varios ciclos de síntesis, un ácido graso de ca_ 

dena hidrocarbonada larga. La cadena podrá alargarse aún más mediante 

un mecanismo de elongación a nivel mito condrial merced a la incorpo

ración de aceti 1 CoA (13 - 14) o bien a nivel de los microsomas vía - 

malon i 1 CoA (15 “ 16).

Como se indicara anteriormente los ácidos 

grasos saturados exógenos o de síntesis "de novo" endógena se desti

nan en los microsomas no sólo para la síntesis de lípidos sino también 

para la desaturación de su cadena hidrocarbonada, es decir, generar - 

en ella dobles enlaces. Estos ácidos no saturados podrán estructurar 

a posteriori, lípidos complejos.

Como primera etapa para cualquiera de los 

procesos enzimáticos mencionados se requiere que los ácidos grasos se 

encuentren activados bajo la forma de Acyl - CoA. La reacción se rea

liza por acción de la Acil - CoA sintetasa (ácido: CoA ligasa (AMP) - 

EC. 6.2.3.) microsomal (1).

1.-SINTESIS DE ACIDOS GRASOS NO SATURADOS

En los mecanismos de - oxidación de los 

ácidos grasos se detectan etapas de síntesis de ácidos °£- f3 no satu

rados, de existencia efímera y que rapidamente se hidratan para degra 

darse en última instancia a acetil - CoA (17-~)-
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La apertura de estos dobles enlaces se lleva a cabo por acción de deshi 

drogenasaS mitocondriales ligadas al FAD (18.-).

Entre 1937 y 1940 Schoenheímer, Rittemberg y 

colaboradores hallaron que las células animales eran capaces de formar 

ácidos grasos insaturados a partir de precursores saturados (19 -20.-). 

Años después los trabajos de Bernhand (21.-) demuestran que el ácido es

teárico (18:0) podía ser desaturado aeróbicamente a ácido oléico (18:1) 

por un sobrenadante celular líbre de mitocondrias. Estos resultados, — 

junto a los de Stoffel (22.-) con sus estudios en microsomas de hígado 

y los trabajos de Nugteren y colaboradores (23.-) Holloway y col. (24.-) 

y Brenner y col. (25.-) que analizan el comportamiento de distintos ácj_ 

dos grasos frente a la acción desaturante microsomal, permiten afirmar 

que las principales etapas de biosíntesis de ácidos grasos insaturados 

se producen en el retículo endoplásmico por un mecanismo aeróbico. Se - 

dejaban de lado procesos anaeróbicos, hallados en bacterias (26.-).

La capacidad de desaturación de ácidos gra

sos saturados y no saturados ha sido observada tanto en organismos infe 

riores (27.-) como en rata intacta (28.-) pulmón perfundido (29.-) y -- 

preparaciones microsomales de varios tejidos anímales y humanos, tales 

como el hígado (30 - 33), pulmón (34), tejido adiposo (35-“36.-), glán

dulas mamarias en lactancia (37.“38.“) e incluso en células tumorales 

(39.“ 42.-).

I . A) SISTEMA DE ∆9 ACI L CoA DESATURASA: SINTESIS DE ACIDOS M0N0ETI LEN I COS

La A9 desaturasa (EC 1 .14.99-5) de mamí fe-

ros cataliza la conversión del acil CoA saturado en acil CoA monoinsatu 

rado. Està ligado al retÌculo endoplasmico y tiene un requerimiento obli 

gatorio por NADH, OxÌgeno molecular, citocromo b^ y NADH - citocromo b^ 

reductasa (EC 1.6.2.2.) (A3 - 45). En distintos laboratorios se ha demos 

trado que además se requieren proteínas citop1asmáti cas para lograr una - 
actividad máxima en preparae iones crudas de A9 desaturadas (46 - 48).
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Jeffcoat y col. (49.”) dan un esquema de los 

integrantes de la desaturación del ácido esteárico (18:0) ubicando a -- 

los mismos en la membrana microsomal de acuerdo a lo representado en la 

Fig. 1.-

En microsomas de hígado de rata Spalt, Stritt 
mater y col. han logrado purificar 1 a A^desaturasa demostrando que se 

trata de un peptido simple de 53-000 Dalton con un 62% de aminoácidos - 

no polares y un átomo de hierro no hemínico (50.-).

Mediante el estudio de diferentes organismos 

y sustratos se ha podido determinar que al menos existen dos desatura-- 

sas: una es más específica para los estearil - CoA (18:0) palmítoil CoA 
q

(16:0) que los convierte en oleil - CoA (18: 1 lOy palmitoleil CoA 
(16: 1 tO 7) respectivamente, mientras que otra convertiría acil - CoA - 

de cadena más corta como el miristoil - CoA a miristoleíl - CoA, dodeca_ 

noi 1 - CoA a dodeca - 9 - enoil CoA y otros (51).

Los valores de Km para el ácido esteárico y 

palmítico son similares. Para el primero se determinó un Km = 4,5 

y para el segundo Km = 4.7 /cW . El ácido oleico actuaría como inhibí-- 

dor competitivo con un Ki = 5^4 (52.-).

Desde un punto de vista de la significación 
fisiológica el mejor sustrato para la A9 desaturasa correspondería al 

estearil CoA. Esto es consistente con las observaciones de composición 

de ácidos grasos en hígado de rata, en el que se detectan al ácido oléj_ 

co como mayor constituyente de los ácidos monoeti 1 en i eos (53-“).

La estearil - CoA desaturasa ha sido detec

tada en animales, vegetales y en microsomas de hígado humano (33.-).

Es una enzima que se ve modificada en su ac_ 

tividad por la composición de la dieta (54.- 57-") y por estados pata- 

lógicos tal como en la diabetes (58.- 59»") y cáncer (41.- 42.-).

I.B. SISTEMA DE ∆6 ACIL CoA DESATURASA: SINTESIS DE ACIDOS POLIETILENI COS



Otra enzima importante dentro de los mecanis 

mos de desaturación de ácidos grasos, es la A desaturasa cuya activi

dad se ha demostrado no solo en tejido de mamíferos (24, 57, 60, 61) sj_ 

no también en animales de sangre fría (62).

Esta enzima integra un sistema microsomal de 
cadena transportadora de electrones, similar al utilizado por la A9 d£ 

saturasa (Fig. 1) (60, 63).

La /\& desaturasa utiliza como sustratos a 

los ácidos hexa y octadecenoieos con doble ligadura en posición 9 (24) 

‘abriendo un nuevo doble enlace entre los carbonos 6 y 7 con respecto 

al grupo carboxilo. Esta enzima demuestra una actividad manifiesta fren_ 
te a los ácidos A9*12 oct adecenoi co (linoleico) y ¿^9,12,15 octadecatH 

enoicos ( <x>l i no 1 én i co) transformándolos en ácidos A6’9’12 octadecat rj_ 

enoicos ( -1 i no 1énico) y A6,9,12,15 octadecatetraenoico respectiva-- 

mente (23, 64).

Esta enzima es clave y reguladora para la -- 

síntesis de ácidos grasos po1 ieti 1éni eos los cuales son componentes fun

damentales para el manten i mi ento de la estructura normal de membranas - 

celulares (65). Su actividad se ve incluida por factores nutriciona1 es, 

fundamentalmente por la carencia proteica en las dietas (66, 68) y hor

monales como la epinefrina (69), el glucagón (70) e insulina (71, 74).

la A 6
Estudios realizados en ratas

desaturasa disminuye su actividad al avanzar la 

demostraron que 

edad del animal'

(75).

I . C. S I STEMA ∆5 ACI L CoA DESATURASA

La A acil CoA desaturasa es un sistema mi

crosomal (76, 78) desaturante; que a pesar de ser el menos estudiado de 

los mismos juega un rol biológico muy importante ya que por medio de su 

acción se sintetizan ácidos claves, no sólo para la formación de estruc 

turas sino también como precursores de metabolítos biológicamente activos
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como son las pros tag 1 and i ñas y derivados.

Se considera que la enzima necesita de un 
sistema de transporte de electrones similar a los descriptos para A9 

y 2^6 desaturasas (60, 63, 79, 81).

Los sustratos normales para esta enzima — 

son los ácidos eicosa - 8,11 - dienoico (20:2 ), eicosa - 8,11,14
6 3trienoico (20:3 uO ) o eicosa - 8,11,14,17 tetraenoico (20:4 O-5) (1).

1.D. ELONGACION

Junto a los sistemas desaturantes descrip

tos anteriormente en los párrafos I.A., I.B. y I.C. existen a nivel - 

microsomal sistemas enzimáticos elongadores (15) que mediante el em

pleo de la malonil CoA (82) agregan en cada una de las etapas,en las 

cuales intervienen dos carbones, a las cadenas de los ácidos grasos - 

que han sido desaturados previamente. Como resultado final de estos - 

procesos de desaturación - elongación, se obtienen los ácidos grasos 

poliet i 1 en i eos.

No solamente el sistema elongante microso

mal utiliza como sustrato los ácidos no saturados sino también puede 

elongar los ácidos saturados tales como el palmítico (16:0) que puede 

ser convertido a ácido esteárico (18:0) , reacción que se ve influida 

por la leci t i na (83).

La elongación microsomal de los ácidos gra 

sos se realiza a través de intermediarios ácidos - ceto, - hidroxi, 

y oc- p>enoicos (15).

Mohrhaurer H. y col. (84) demostraron que los 

ácidos grasos saturados y no saturados compiten en las reacciones de 

elongación.

R.Brenner en su revisión publicada en DRUG 

Metabolism Review del año 1977 resume en un esquema, todas las etapas 
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de desaturación y elongación microsomal que conducen a los ácidos poli
9 6 3~”insaturados. Esos ácidos están agrupados en familias O , O , Q , 

que se originan en el ácido esteárico, 1 i nole i co y <X-1 i nolén i co respecti 

vamente (1). Por su parte MEAQ (85) y H.SPRECHER (86) dan los pasos de 

desaturación - elongación de la denominada familia k?

El término O se refiere a la posición del - 

doble enlace tomando como referencia el metilo terminal.

La secuencia de los pasos metabólicos de de 

saturación y elongación está graficado en las figuras 2,3,4 y 5.

Lo expuesto hasta el momento permite efec— 

tuar un análisis fisiológico délas familias de los ácidos grasos ante

riormente descriptos. El mismo nos permite el as ifi car 1 os en dos gran-- 

des grupos que son las familias capaces de ser sintetizadas totalmente 

por las células de mamíferos y que comprende a las familia de los áci

dos palmítico y esteárico. El otro grupo presenta como precursores a - 

los ácidos grasos que no son sintetizados "de novo" por la célula de - 

mamífero,por lo cual deben ser aportados con la dieta. Estas fami1 i as son 
6 3las de los ácidos linoleico y linolénico, es decir u) y l¿> respecti

vamente .

II.- ACIDOS GRASOS ESENCIALES

En el transcurso de las investigaciones bio 

químicas existen descubrimientos que marcan etapas bien definidas en 

el conocimiento y desarrollo del metabolismo celular y que han llevado 

a profundizar las causas de ciertas alteraciones patológicas.

Este es el caso de los trabajos realizados 

por George y Mildred Burr (87, 88) los cuales publicaron entre los años 

1929 - 1930 los resultados de sus investigaciones acerca de la impoi— 

tancia de la ingesta de ciertos ácidos grasos para el normal desarro

llo de los animales de'exper imentación.



Fí gura 2 — •

Familia de Aci dos Grasos ω7

9-’
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Fi gura 3__

Familia de Acidos Grasos
ω 9
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Fi gura 4-

Familia de Acidos Grasos ω6
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F i a u r a 5 — ■

Familia de Acidos Grasos ω3
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Trabajos posteriores establecieron que los 

ácidos polietilénicos con una estructura de 6 - 9 - di - cis decadie- 

nilo es requerida para el mantenimiento de condiciones normales de ere 

cimiento y reproducción (89). Esta estructura aparece en los ácidos - 
linoléico (18:2 u)^), linolénico (18:3 araquidónico (20:*t vü .

Los dos primeros ácidos grasos no son sístetizados en el organismo a- 

nimal y deben ser aportados en forma exógena a través de la dieta, - 

por este hecho se los denomina Acidos Grasos Esenciales (A.G.E.). El 

ácido araquidónico es considerado un importante ácido graso. Por su - 

estructura po 1 i et i 1 en i ca es fundamental componente de membranas y pre_ 

cursor de prostag1andi na (PGE^) (90), tromboxanoÍTXA^) y prostacicli- 

na (PGI^) (91)• Se lo ubica dentro de los ácidos grasos esenciales a 

pesar de contar las células con los sistemas enzimáticos capaces de - 

sintetizarlo, puesto que para su síntesis se requiere el aporte de su 

precursor exogeno que es el acido linoléico. Este ultimo seria enton

ces un ácido graso esencial solamente por ser precursor del menciona

do ácido araquidónico (92).

Los requerimientos de ácidos grasos esen

ciales ha sido demostrado no solamente en el hombre sino también en - 

el perro, cobayo, ratón, conejo y algunas otras especies.

Todos los ácidos pol i et i 1 en i eos son metabo. 

1 izados rápidamente. Sin embargo, los ácidos grasos po1 ieti 1éni eos no 

esenciales son metabolizados más rápidamente que los polieti 1éni — 

eos esenciales puesto que el animal trata de conservarlos. Tal'; es - 

el ejemplo citado por Collins (93) que demuestra que los fosfolípidos 

que contienen ácido araquidónico en sus moléculas presentan una velo

cidad de recambio menor.

III. DEFICIENCIA DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Los requerimientos nutricionales de los or 

ganísmos animales por los ácidos grasos esenciales han sido reconocidos 
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a través de las investigaciones realizadas por Burr (87, 88)* las cuales 

demostraban que ratas mantenidas con dietas libres de grasas representa 

ban una serie de síntomas como retardo del crecimiento e infertilidad. 

Trabajos posteriores indicaron que los síntomas de deficiencia en áci

dos grasos esenciales son tan variados como diversos, ellos van desde - 

síntomas externos caráeterizados por la caída del pelo (94), el incre

mento de la permeabi 1 i dad y la formación de escaras en la piel a otros 

síntomas menos visibles pero extremadamente importantes, como son los - 

cambios en la reproducción, en el metabolismo de los lípidos, en la es

tructura de las mitocondrias (95) y en la actividad de enzimas. Muchas 

otras anormalidades morfológicas y fisiológicas son inducidas por la de

ficiencia de ácidos grasos esenciales según lo puntualizara Holman (96).

La hiperplasia de la epidermis observada en 

animales deficientes puede provenir o bien de una actividad mitótica in

crementada o de una disminución de la diferenciación de la epidermis y 

una pérdida de células. Mentón (97) sugirió que la actividad mitótica 

aumentada en células de la epidermis podría deberse a una tentativa del 

animal para adaptarse a la deficiencia en ácidos grasos'esencia 1 es red]£ 

ciendo la pérdida de agua por la piel.

Es necesario recalcar la importancia de los 

ácidos esenciales en la división normal de las células puesto que se -- 

han observado cambios en los índices mitóticos en las vellosidades del 

yeyuno de ratones sometidos a una dieta deficiente en ácidos grasos e— 

senci ales (98, 99)•

Aunque las necesidades del hombre adulto por 

los ácidos grasos esenciales no han sido bien establecidos hasta el pre

sente, se ha demostrado que en niños existe un requerimiento mínimo de 

ácidos grasos esenciales del orden del 1% de las calorías de la dieta 

(100, 101).. En una reunión realizada por la OMS/FAO llevada a cabo en 

Roma en 1977 sobre las grasas en la dieta humana, se acordó establecer 

el requerimiento humano de AGE al nivel del 3% de las calorías de la die

ta a fin de asegurar el crecimiento normal del niño.

Todos estos síntomas de deficiencia están a— 

compañados por alteraciones bioquímicas tales como un consumo incremen

tado de oxígeno, una oxidación acelerada de intermediarios del ciclo de 

Krebs (102) , una actividad aumentada de la succínico - deshidrogenasa 

(103), modificaciones en las actividades de aden i 1 y guanil ciclasa de 

plaqueta (104, 105), transporte de aminoácido (106), etc.
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Respecto a las alteraciones observadas en el 

metabolismo de los lípidos es importante tener en cuenta las modifica-- 

ciones que se producen en la composición de los ácidos grasos de los lí 

pidos de los animales sometidos a dietas deficientes en AGE.

Lo más notable de esos cambios es la disminu 

ción significati va en el contenido de ácidos grasos dienoicos y tetra- 

enolcós y un aumento concomitante de los ácidos monoenoicos y trienoi-- 

cos (107) .

Estas modificaciones en la composición de — 

los ácidos grasos de los lípidos de animales sometidos a deficiencia en 

AGE ponen en evidencia ciertos cambios metabólicos que se producen por 

la necesidad del organismo de mantener un grado de insaturación en los 

ácidos grasos a nivel de membranas celulares necesarios para el funcio

namiento normal de las mismas.

Ante la imposibilidad de contar con un apo_r_ 

te adecuado de ácido linoléico, las células deficientes en el mismo, re. 

curren al ácido oleico, que sí lo pueden sintetizar. A través de él se 

crean nuevas dobles ligaduras lo que da como resultado un incremento no 
9 

table de la síntesis del ácido eicosatrienoico C20: 3 O por acción -- 
combinada de laZ\^ desaturasa y el sistema elongante correspondiente 

(107). Sin embargo esta tentativa de compensar la falta de ácidos gra

sos esenciales no tiene un efecto pos itivo ya que el anima1 muere si — 

continúa con la dieta deficiente en AGE (87, 88)

Los cambios metabólicos observados especial

mente a nivel de la composición en ácidos grasos de la fracción de fos- 

folípidos hepáticos pone en evidencia alteraciones a nivel de ciertos - 

parámetros relacionados con estas modificaciones y que son consecuencia 

directa de la disminución en la cantidad de ácido C18: 20 y C20:A 

y homólogos superiores con un aumento concomitante del ácido C18: 1 O 
y C20: 3 O9.

La relación más importante como prueba de la 
deficiencia en AGE es la que corresponde a C20: 3 O 9/ C20: ¿4 que - 

aumenta notablemente como consecuencia de la falta de aporte de ácido -
I

linoléico con la dieta (101).
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IV. ACIDOS GRASOS ESENCIALES Y CELULAS TUMORALES

Cuando se demostró que las membranas de las 

células y de sus estructuras están formadas por 1 ipoprotei ñas y que — 

los lípidos son constituyentes importantes de las mismas se comenzó a 

estudiar el metabolismo de los lípidos en células tumorales ya que has_ 

ta ese momento los dos metabolismos más estudiados en éstas células — 

eran el de proteínas y el de hidratos de carbono. Al respecto se puede 

generalizar diciendo que las necesidades metabólicas de la célula can

cerosa está condicionada pop Javelocidad de su mu 11iplicación. A medi

da que aumenta la velocidad de crecimiento tumoral, aumenta paralela

mente el catabolismo de los hidratos de carbono y disminuye el de las 

proteínas y ácidos nucleicos (108).

Estas modificaciones tenderían a un mayor a_ 

porte energético destinado a la síntesis de nuevas estructuras lipopro_ 

teicas y a la provisión de intermediarios metabólicos.

No obstante es dificultoso poder determinar 

en qué medida la célula tumoral es capaz de sintetizar sus propios pri£ 

cipios inmediatos frente a la posibilidad de obtenerlos del huésped en 

el cual éstas células se desarrol1an,y esto es especialmente cierto res. 

pecto a los lípidos.

Los tumores requieren suficiente cantidad - 

de lípidos para que sus membranas se sinteticen a una velocidad compa

tible con un crecimiento rápido.

Una pregunta fundamental es si la célula tu_ 

moral sintetiza "de novo11 los lípidos que ella necesita o si los obtie

ne preformados a partir del huésped (109).

Está bien establecido que hay alteraciones 

s i gn i f i cat i vas en la composición de los lípidos de membrana de las célu. 

las cancerosas. Corrientemente se encuentran elevadas cantidades de lí 

pidos con función éter(llO) fundamentalmente como Oalquil diacil g1 i ce 

ridos. Además los ácidos grasos po1 ieti 1éni eos de los fosfolípidos
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celulares están reemplazados parcialmente por 

ni eos siendo esta una característica común de 

(111, 113)- Aparentemente el aumento de ácido 
a la síntesis del ácido vaccénico (18: 1 ?)

ácidos grasos monoetilé_ 

las células tumorales 

monoeti 1énico se debería 

en éstas células (11^).

Existirían posibles diferencias en los re

querimientos absolutos de AGE por parte de las células tumorales.

Las células He La cultivadas en un me-- 

dio deficiente en lípidos presentan defectos metabólicos que pueden - 

ser parcialmente revertidos por el agregado de ácido linoléico al mis_ 

mo (115).

Por otro lado las células de sarcoma 180 - 

ascítico y células de carcinoma ascítico de Ehrlich desarrollan noi— 

malmente cuando son transplantadas en ratones deficientes en AGE con

siderándose que los ácidos oleico y eicosatrienoicó pueden sustituir 

fuñe iona1 mente a los AGE en estas células tumorales (116) . Esto impli

caría que estas células no dependerían de los ácidos grasos esencia

les para su normal funcionamiento. No obstnte no se puede descartar - 

la posibilidad de que las 

por otros mecanismos.

mismas pudieran compensar el déficit de AGE

V. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Se ha considerado que para poder establecer 

la posible dependencia de las células tumorales por los ácidos grasos 

esenciales es necesario estudiar varios parámetros metabólicos indica

tivos de esta dependencia.

Los parámetros elegidos para el presente - 

estudio fueron:

a) Tiempo de duplicación celular:

Este parámetro que corresponde al tiem 

po por medio de duplicación celular es indicativo de la adaptabi 1 i dad 

de la célula al medio.en el cual se desarrolla y es una man i festación 

de la vitalidad de la misma.
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b) Incorporación selectiva del radio linoléico en las distintas fraccio- 

nes lipídicas:

Estudios realizados en animales deficientes en AGE - 

han puesto en evidencia que la incorporación in vivo de radiolino- 

leíco se realiza preferentemente en la fracción de fosfolípídos he 

páticos y no en la fracción de 1 ¡“pidos neutros como se observa en 

los animales controles (117)* Este hecho pondría en evidencia la - 

necesidad de la célula deficiente de restablecer la composición en 

ácidos grasos polieti 1 en i eos de sus fosfolípídos estructurales.

c) Modificaciones de la composición de ácidos grasos en la deficiencia 

de AGE:

La célula trata de compensar la deficiencia en AGE por el - 

aumento de la síntesis de ácido octadecenoico y eicosatrienoico. - 

Estas modificaciones traen como consecuencia alteraciones de cier

tas relaciones entre los ácidos grasos, siendo la más característi
9 6ca la que corresponde al aumento de C20: 3 tO / C20: 4 ú) . Este - 

índice es indicativo de deficiencia en AGE cuando su valor es ma

yor de 0.4 (101).

d) Capacidad de síntesis de ácidos no saturados:

La actividad de la en_

zima /\9 desaturesa se incrementa notablemente en la deficiencia én AGE 

Este aumento sería un mecanismo compensador dirigido a aumentar la 

síntesis de ácidos grasos no saturados y condicionaría al parámetro 

anterior (118).



MATERIAL Y METODOS

ACIDOS GRASOS:

a) Radioactivos

Se emplearon ácidos grasos radioactivos 

provistos por Radiochemical Center, Amersham, England.

La pureza y radioactividad específica 

de los mismos se indica a continuación:

ACIDO GRASO PUREZA RADIOACTIVI DAD

- 1 C1 4 pa 1 mft i co 98%
- 1 C esteárico 99%

- 1 C linoléico 97*

b) no radioactivos

Los ácidos palmítico y esteárico (99%.de 

pureza) fueron obtenidos del Hormel Institute Austin Minnesota (USA).

ALCOHOLES: Linoleil - ol

AL DEHIDOS: Capri 1 a 1dehi do, pe 1argona1dehi do y cap roa 1dehi do 

provistos por Fluka A.G (Suiza).

Nu - chek prep.Inc.Minnesota ha pro

visto los siguientes ácidos con un 39% de pureza: ácido linoléico, á_ 
ci do 1 e i coceno i co ( 20; 1 tO ^) ; ácido 11,14 cosat r ¡enol* co

/ _ 6 \ ' • i a 11 , - / ' • \ - •_! a , 7,10,13» 16,19(20: 3 Q ) ; acido ZA octadecenoi co (vacemco); acido

docosahexaenoico (22: 6 v3 ) .



MATERIAL PARA CROMOTOGRAFIA

Cromotografía en capa delgada

Silicagel G. , Macherey - Nagel Co.Duren 

(Aleman i a) .

Cromotografía en columna

Acido silicico - Mallinckrodt - New York (USA) 

Hyflo - supercel1 - Johns Manville - New York (USA) .

Cromografia gas liquido

- Dieti 1éng1 i col succinato (DEGS) al 15% en 

Chromosorb 80/100 W A W

- Etilenglicol succinato (EG S S X) al 15% 

en Chromosorb 80/100 WAV/

- Etilenglicol succinato (EGSSY) al 15% en 

Chromosorb 80/100 W A W

Estas fases fueron obtenidas de Supelco, PennsyJ 

van i a (USA).

SOLVENTES:

Etanol RPE Carlo Erba Milán (Italia)

Cloroformo RPE Cario Erba Milán (Italia)

Eter Etílico (secado con sodio metálico y destilado a 36°Q) 

Laboratorio Cicarelli (Argentina)

Metanol RPE Carlos Erba - Milán (Italia)

Pentano Normal Metheson. Coleman and Bell Ohio N.I. (USA)

Eter de Petróleo 30°“ 50° RPE. Carlos Erba Milán (Italia)
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Dioxano (estabilizado) Mallinokrodt New York (USA)'

Tolueno-Gent ilmente provisto por PetToquímica General Mosconi 

(Argent ina)

MATERIAL PARA LIQUIDO DE CENTELLEO

- Ommifluor (98% PPO y 2% bis - M.S.B.) New York. England Nuclear.Boston 

Mass. (USA).

DROGAS.

- Albúmina bovina fracción V (pobre en ácidos grasos). Mills Laborato

ries Inc. Indiana (USA)

- Sil icona Rodosil. Lab.Ocefa. Bs.As. (Argentina)

- Glucosa P.A.Mal 1 inckrodt. New York. (USA)

- Heparina 5«000 USP “Liquemine". Roche. (Argentina)

- Vitride (Na Al H2) (0CH2 CH2 OCH^ )2 Fluka A.G. (Suiza)

- Acido acético glacial RPE Carlo Erba. Milán (Italia)

- Nitrato de plata RPE. Carlo Erba. Milán (Italia)

- Tr i fen i 1 fosf i na . Supelco Co. Pennsy 1 van i a (USA)

- Hidroxído de Hyamina 10 X Packard Co.Illinois (USA)

- Etilen Glicol merck (Alemania)

GASES:

Nitrogeno purísimo. AGA (Argentina)

Hidrógeno purísimo. AGA (Argentina)

MATERIAL PARA DIETAS
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Caseína en polvo, dextrina comercial en pol 

vo y aceite de maíz comestible adquiridos en comercios locales.

Las vitaminas utilizadas en la preparación 

de las dietas fueron provistas por laboratorios Abbot (Argentina) 

ANIMALES

Se utilizaron ratones Albino Swis de 25 - 30 gramos de peso -

provistos por el Bioterio del Instituto de Fisiología de la Facultad 

de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata.

a) Manten imiento:

Los animales se alimentaron ad-libitum con dieta ba

lanceada de Purina y sometidas a un período de luz de 12 horas y a 

una temperatura de 18 a 22 °C

b) Di etas :

Los animales se separaron en dos lotes. Un lote fue alimen^

tado con dieta testigo y el otro con una dieta deficiente en ácidos 

grasos esenciales, cuyas composiciones se observan en la tabla I.

La composición en sales de la dieta está de acuerdo a la

denominación Me Collum - Davis N°A (119) que contiene por 100 gr. de 

mezcla de sales:

PO^ H K2 - 25,82

Lactato de Calcio 25, 6%

^P04H2)2 Ca H2° 1ít’6*

P0i)H2 Na H20

S0^ Mg anhidro 7,2%



C1 Na

citrato de hierro y amonio 3,2$

La composición en vitaminas (120) de las dietas es la siguien

te. Cada kilogramo de dieta contiene en mg;

Ti ami na 10

Riboflavina 10

pí ridoxina 10

Pantotenato de Calcio 50
N i aci na 25

I nos Ltol 1000

B ioti na 2

Acido P.aminobenzoic© 10

Ac i do folíco 2

Cloruro de colina 1000

Vi tamí na °, 1

CELULAS DE SARCOMA 180

Las células empleadas en los estudios realizados 

son las del Sarcoma 180 o tumor de Crocker, originados en ratones como 

un^neoplasia epitelial espontánea localizada en la región axilar (121).

Este tumor se descubrió en 1914 por el Dr.W.H. 

Woglom en los laboratorios Croker de Estados Unidos y se mantuvo desde 

entonces por sucesivos transplantes (122).

tocoferol 30

Menediona 50

Vi tami na A 3000 U I

Vi tami na D 800 U I
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Tab1 a J

Composición de dietas 
a) Composición porcentual

NORMAL (.Testigo) O£F/C/£NT£€N A G £

Acetre oe mam 3 % 0 %
case/ha 24 % 24 7,
D£XTR/HA 67% 70 7.
Vf 7AH ¡MAS + 

CAS£/HA 2 % 2 7,
SALES 4 % 4 7.____________—

b) Composición en ácidos grasos
AClOO GUASO MOAHAL (testigo) 

'r><i/si a feto
¿)£FlC/£Hr£ £N A. Ç. £ 

m$/<j <3¡tra

14:0 066 0.3
16:0 4-5 187
18.0 137 130
18:1 96 377
18-2 11 66 2.36

0
MOffHAC oft/C/ewre £n A. a

Can ticfad de 18:2
/aferido diariamente. . . 58.3 mg 11.8 mg
Porcentaje en Xce/fue 
aporta diariamente 
ei 18 2 o /a d e ta 2.6- - -- —------ --- 0.57
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En 1951 C.Friend desarrolla el Sarcoma 180 

ascítico en ratones Albino Swiss a partir de un inoculo intraperitoneal 

de una suspensión de células provenientes del Sarcopia 180 sólido (123). 

El número modal de cromosomas de esta subí Enea ascFtica es 74 (124). La 

misma fue provista por la Dra.Pasqua1 ini de la Academia Nacional de Me- 

d i ci na.

Las células se mantuvieron rutinariamente en 

la cavidad peritoneal de ratones Swiss y se transplantaron cada 7 “10 - 

días. Después de tres pasajes, 0,5 mi a 1 mi de la suspensión celular - 

en pl asma ascít i co conteniendo entre 40 a 9.0 x 10° células/ml adiciona

das de 10 unidades/ml de heparina y 10% de glicerina V/V, se colocaron 

en viales estériles, enfriadas a 0°C, luegoa-20°C durante una hora y -- 

posteriormente a-80°C por un período no mayor de dos meses.

Para su utilización, la suspensión de células 

se descongeló rápidamente colocándolas en un baño de agua a 37°C.Esta - 

técnica constituye una modificación de la original de Peterson y col. 

(125) y aseguró una buena viabilidad celular.

Halder y col. consideran que el uso de un 

stock congelado de células evita cualquier tipo de alteraciones que se 

pudieran originar en la misma cuando éstas se mantienen por repiques su 

cesivos en animales sin efectuar interrupciones (126).

El transplante de las células se llevó a cabo 

mediante la inyección intraperitonea1 de 0.2 mi de una suspensión conte 
niendo 14 x 10^ células ascíticas en solución isotónica estéril de Na C1.

Las células se obtuvieron de la cavidad peri 

toneal sacrificando previamente al animal por fractura cervical.

Para evitar la coagulación del líquido ascí- 

tico se inyectó en la cavidad peritoneal 1 mi de solución de heparina 

(10 unidades / mi). Se abrió la misma en forma aséptica y se aspiró el 

contenido con pipeta Pasteur modificada, cuyo orificio terminal se en

cuentra a los lados y no en el extremo, 1- ’’ie evita las hemorragias — 

por lesiones en los órganos durante la aspiración. Finalmente la cavidad 

peritoneal se lavó repetidas veces con solución fisiológica con la fina 

1 i dad de obtener el total de células.
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DETERMINACION DEL TIEMPO DE DUPLICACION CELULAR

Obtenidas las células de acuerdo a lo descrip, 

to anteriormente, se centrifugaron a 800 x g a k°C se lavaron dos veces 

con solución fisiológica estéril y se resuspendieron en el doble de su 

volumen con la misma solución.

Se determinó el tiempo de duplicación emplean, 

do la siguiente ecuación (116):

T = tiempo de duplicación celular

No = Número de células en el inoculo inicial

N = número de células al tiempo t después del inoculo

El conteo de las células se realizó en cámara 

cuentag1óbu1 os de Neubauer, previa dilución de las mismas con Azul de 

Tripán al 0,5% en solución fisiológica para determinar al mismo tiempo 

la viabilidad celular.

EXTRACCION DE LOS LIPIDOS

Los lípidos de las células tumorales y del hí

gado de los animales huéspedes se extrajeron de acuerdo al método de 

Folch, Pi y col. (127) empleando cloroformo - metanol 2:1 (V/V) en una 

relación de una parte de muestra a 20 partes de mezcla.
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Los lípidos se obtuvieron de la fase cloro- 

fórmica, después de evaporar el solvente y se fraccionaron en sus com

ponentes mediante cromotografía en columna y en capa delgada.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Se empleó cronomatografía en columna de áci 

do silícico. Para ello se activó el mismo durante 12 horas a 120°C pa

ra rellenar luego las columnas (128) de 10 mm de diámetro.

Se utilizó una relación de 1 g de ácido si

lícico activado por 1 mg de P de fosfolípidos con 0 ,A g de Hyflo super 

cel 1 .

Los lípidos neutros se eluyen con 50 mi de 

cloroformo y posteriormente los fosfolípidos con 70 mi de metanol. Las 

fracciones así separadas se resuelven en sus componentes mediante cro

matografía en capa delgada.

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

a) Fraccionamiento de lípidos neutros

La fracción de lípidos neutros ob 

tenida por cromatografía en columna, se separó., en sus componentes 

utilizando placas de 20 cm x 20 cm de 0,5 mm de espesor de silicage-1 

G según Stahl. El solvente utilizado en el desarrollo cromatográfico 

corresponde a una mezcla de éter de petróleo: éter etílico: ácido a- 

cético (80: 20: 1 v/v) . De esta manera se separaron las fracciones - 

de dig1 icéri dos, trig1 icéri dos, ácidos grasos libres, éteres -lípi-- 

dos y ásteres de colesterol (129). Las bandas correspondientes a és

tas fracciones reveladas con vapores dec iodo se reconocieron median

te el empleo de patrones puros.
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b) Elución de los triglicéridos y éter-lípidos

Los tri glicérídos y 

éter-lípidos separados mediante la técnica cromatográfica explica

da en el párrafo anterior se eluyeron de la silicagel mediante el 

empleo de cloroformo: metanol 2: 1 (v/v) a 40°C con agitación y a_t_ 

mósfera de nitrógeno. Las fracciones así extraídas se destinaron pa 

ra. eT estudio analítico, según se detalla más adelante.

c) Análisis de las fracciones de éter-lípidos y trigliceridos

Estas -- 

fracciones se cromatografiaron nuevamente empleando cromatografía 

en capa fina con silica gel G según Stahl y como solvente desarro

llante se utilizó una mezcla de hexano: éter etílico 90 : 10 v/v 

(13O) obteniéndose así una mejor resolución de las mismas.

Las bandas se eluyeron de la silica con 

la mezcla ya mencionada en (b) y los productos así obtenidos se so 

metieron a diversos procesos para proceder a su i dentificación.

d) Cromatografía en capa delgada con nitrato de plata

Para la separación 

de los esteres metílicos de ácidos grasos de acuerdo al número de 

dobles ligaduras presentes en sus cadenas carbonadas se empleó cro

matografía en capa fina de silicagel G/Nitrato de plata al 10%. Pa 

ra separar ésteres de ácidos saturados, de monoetiléni eos se útil i 

zó como solvente de desarrollo una mezcla de éter de petróleo: éter 

etílico (90:10 v/v) (131) y para separar entre sí los ésteres de á 

cidos polieti 1éni eos se empleó una mezcla de cloroformo: metanol 

(97: 3 V/v) (132) . Las bandas se visualizaron bajo luz ultraviole

ta después de rociar la placa con una solución etanólica al 0.05% de 

d í elorof1uores ce i na
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CROMATOGRAFIA GAS LIQUIDO

a) Determinación analítica de la composición en ácidos grasos de los 

lípídos de las células tumorales e hígado del animal huésped.

b)

c)

Se empleó un equipo marca Antek modelo 

^64 L P con detector de ionización de llama utilizando columnas - 

de vidrio de longitudes de 1,50 m y 2,10 m de 4 mm de 

terno rellenadas con DEGS al 15%; EGSSX 

Chromosorb 80/100 W A W,

al 15% y EGSS

diámetro in

Y al 15% en

El gas eluyente 

no purísimo y la temperatura de trabajo

ut i 1 i zado fue 

fue de 170°C.

el nïtrôge-

Para la determinación de los productos de 

ozonólisis de los ásteres metílicos de ácidos grasos octadecenoi- 

cos se utilizó una columna de 1,50 m rellena con 

una temperatura de 50°C.

DEGS al 15% a —

Obtención de los esteres metílicos de los ácidos grasos.

Los esteres metílicos de los ácidos grasos 

para estas cromatografías se obtuvieron después de tratar una a 1 í 

cuota de la muestra de los lípídos con metanol-H C1 durante tres 

horas a 66°C (133) y posterior extracción de los ásteres metíli-- 

cos de la fase metanólica con 2 mi de éter de petróleo.

d)

La composición en ácidos grasos se deter

minó cromatografi ando las muestras con las fases líquidas ya i ndj_ 

cadas y con 

i someros

dos

de

fi caci ón de

pos

1 os

longitudes de columna para resolver los 

ición de los ácidos polieti 1éni eos. Para 

picos en los cromatogramas se emplearon

ásteres metílicos de ácidos grasos, el tiempo de retención

disti ntos

la i dent i

muestras

puras de

Identificación de los ácidos grasos.
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relativo y gráficos del logaritmo del tiempo de retención relati 

vo versus longitud en cadena

Tiempo de Retención:

Es el tiempo que tarda un compuesto dado en e— 

luir de una columna en determinadas condiciones.

Tiempo de Retención Relativo:

Es el cociente entre el tiempo de reten, 

ción de un componente dado y el correspondiente a otra sustancia to, 

mada como patrón de referencia (por lo general el ácido esteárico). 

Este valor ^depende solamente del sistema de partición utilizaron (re, 

lleno, de columna) y de la temperatura y lo que es más importante, es i 

independiente de otras condiciones experimentales. Se lo utilizó en 

la identificación de ácidos grasos por comparación de sus tiempos de 

retención relativos con los de ácidos grasos testigos analizados en 

las mismas condiciones (134)

Logaritmo decimal del Tiempo de Retención Relativo VS Longitud de

Cadena:

Ackam (135, 136) ha demostrado la existencia de correlaciones 

entre los ácidos y sus tiempos de retención relativos. Tantoslos es

teres metílicos de los ácidos grasos monoenoieos de la misma familia, 

como aquellos de los ácidos grasos polinoicos de igual numero de do

bles enlaces e idéntica familia presentan una correlación lineal en

tre el logaritmo decimal de sus tiempos de retención y la longitud - 

de cadena tota 1.

Este método de identificación es de gran utilidad ya que se - 

interrelacionan los ácidos grasos de un análisis dado independiente

mente de la natura1eza de 1 as C°1umnas y condiciones operativas (tem

peraturas, flujo del gas portador, etc.) (137).

El porcentaje de cada ácido en la composición se determinó -- 

por triangulación de los picos correspondientes.
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DETERMINACION DE LA RADIACTIVIDAD

A) Determinación de la radiactividad en esteres metílicos de ácidos 

grasos .

En los experimentos en los cuales se midió la desaturación 

y elongación de ácidos grasos, se procedió a interesterificar los 

lípidos totales extraídos de las células ascíticas que se habían
1 A

incubado con ácidos radiactivos 1C

Los esteres metílicos de los ácidos grasos así obtenidos 

se cromatografiaron para su separación y determinación de radiac. 

tividad en equipos de cromatografía gas líquido:

1. Radiocromatográfía

El equipo empleado fue un radi ocromatógrafo 

Packard con contador proporcional de radioacti vi dad.

En éste método los ésteres metílicos de los 

ácidos grasos son separados mediante una columna de cromato-- 

grafía gas-líquido y a medida que emergen de la misma ingresan 

a un horno de combustión (138). Esta unidad consiste en un tu- 

bo metálico que contiene OCu como catalizador, colocado dentro 

de un horno eléctrico cuya temperatura es de 900°C.

El agua es retenida por (Cl.O^)^ Mg que se - 

encuentra en un tubo a continuación del catalizador, mientras
1 A

que el C0? penetra en la camara de conteo. Al gas eluyente 
z 14

Argón junto con el CO^ se le agrega propano seco en proporción 

del 10% y la mezcla circula por el contador proporcional y la 

radioactividad se registra en un equipo Honeywel1.

2. Radiocromatografía con recolección fraccionada de las muestras
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Cuando la radioacti vi dad de las mués 

tras a ser analizadas fue muy baja (menor de 10,000 cp.m) (139) 

se utilizó un equipo de cromatografía gas-líquido analítico mar 

ca Antek modelo L P con columna de 2.10 m de largo por 4 mm 

de diámetro interno rellenadas con EGSS-Y al 15% en Chromosorb 

W A W. Las condi cí ones de trabajo se indicaron en elpárrafo corres^ 

pondiente a "cromatografía gas-1 íqu i do".

Para recolectar en el detector el
14

CO^ proveniente de la combustión de los esteres metílicos de 

los ácidos grasos en estudio, se colocó una chimenea adicional 

sobre la salida de los gases del mismo (Fíg.ó) . Sobre éste se a_ 

poyó un vial invertido conteniendo un papel de filtro pleglado 

embebido en IOO^clI de hidróxido de Hyamine 10 x 1 en metanol . 

Esta sustancia es el hidróxido de p (diisobutil -cresoxi - eto
1 4 xietil) dimetil bencil amonio capaz de fijar el CO^. Los via

les se dejaron enfriar, se les agregó 10 mi de solución de cen

telleo Brays y se los agitó fuertemente durante tres minutos, - 

para contar la radioacti vi dad en un contador de centelleo - lí

quido.

Este método demostró ser reproduci-- 

ble en sus resultados, con alta sensibilidad y comparable con - 

los datos obtenidos por otras técnicas. Estos parámetros se mi

dieron mediante mezclas patrones de esteres metílicos de ácidos 

grasos radioactivos.

B) Determinación de radioactividad en un contador de centelleo líquido:

El equipo empleado fue un contador de 

centelleo líquido Beckman L C 100.

Se utilizaron las siguientes solucio-- 

nes de centelleo según el material radiactivo en estudio.

1) Solución de centelleo para muestras disueltas en solventes
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Esquema del Detector de ionización de llama con 

dispositivo de recolección de 14CO2 —•
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organ i cos

C) Determi nacíón de 

cromatografía en

la radioactividad de las muestras desarrolladas en

capa delgada.

te cromatografía

Scanner II con detector proporcional 2 TT

Los cromatogramas desarrollados median

equipo Berthold -en capa delgada se analizaron con un

di rectamente

sobre una bandeja móvil que pasa 

registrándose automáticamente 

tínuo de picos.

Las placas se colocaron 

debajo del , detector 

radioactividad con un trazado con

de rad i aci ón,

1 a

El contador 2 Tí utiliza metano como -

gas de conteo y un voltaje de 

sens i b i 1 i dad.

3000 voltios con un amplio rango de -

cidad de lectura,la constante 

mediante tablas provistas por

Los parámetros que corresponden a velo 

de t i empo y 

la Compañía

flujo de

Be rthold

gas se obtuvieron 

de Alemania.

Los valores elegí dos

tes :

Omni f1uor 4 g

Talueno 1 1

2) Solución de centelleo para muestras acuosas.

Se empleó solución de Bray (140)

omn i flúor 8 g

naftaleno 60 g

metanol 100 mi

et i 1eng1 i col 20 mi

d i oxano 880 mi

fueron los siguien_
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Constante de tiempo: 10 segundos

Ventana del detector: 1 mm x 16 mm

Velocidad de lectura: 300 mm / hora

Sens i b i 1 i dad 0,5 a 2 K

HIDROGENOLISIS DE ETER - LIPIDOS

Separación y extracción de sus productos

Los éter lípidos de la fracción de lípí- 

dos neutros de las células de Sarcoma 180 ascítico incubadas con ra. 

diolinoléico fueron purificados por cromatografía en capa fina de a. 

cuerdo a lo expuesto anteriormente. Una vez extraídos de la si 1 ica gel
9 

se procedió a realizar sobre ellos técnicas de hidrogenolisis.

Este método utiliza un reductor que trans 

forma los ácidos grasos que esterifican el glicerol a alcoholes gra_ 

sos, quedando solo la función éter como 0-alqui1 glicerol o 0 - al que. 

nil glicerol (141, 142), según se trate de alquil gliceridos o plas_ 

malógenos neutros respectivamente.

Como agente reductor se empleó NaA1H2 

(och2ch2och3)2 conocido con el nombre comercial de Vitride (143). 

Este producto ofrece una mayor seguridad y simplicidad en el trabajo 

que el LiALH^.

A la muestra disuelta en 1 mi de dietil - 

éter y benceno al 20% (V/V) perfectamente secos, se le agregó 0.2 mi 

de Vitride en benceno al 70%. Se llevó el tubo de reacción cerrado 

a un baño a 37°C y se agitó durante 30 minutos.

Los productos de reacción fueron extraídos 

con dietil éter previo agregado lento de 3 mi de ácido ascético al 

4% (144).
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Posteriormente se cromatografi a'ron en capa 

delgada para separarlos, utilizándose standards de 1ínoleíl- ol. Se 

empleó como solvente de desarrollo hexano/éter etí1 ico/metanol/áci- 

do ascético, 80/20/10/1/ (V/V/V/V/) (145) -

Se leyó la distribución de la radioactivi

dad por Scanner y se eluyó la zona correspondiente al éter glicerol 

con éter etílico y metanol al 15% mientras que la correspondiente a 

los alcoholes grasos se extrajo con cloroformo - metanol 2:1.

ANALISIS POR ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO DE LOS ETER - LIPIDOS

La unión éter en alquil digliceridos y pl£S 

malógenos neutros produce bandas característi cas a 9/u*n (1111 ,1 cm) 

y 6,1/¿vm (1666,6 cm) respectivamente en sus espectjos de infrarrojo 

(146,147) •

El alquil -1- glicerol o sus derivados tie_ 

ne espectros de infrarrojo« similares a los alquil digliceridos excep 

to que los grupos hidroxilos introducen bandas adicionales (148). 

En base a estas característi cas se estudiaron por espectroescopia de 

infrarrojo los productos de hidrogenolisis obtenidos por la acción 

del Vitride sobre los éter -lípidos de la fracción de lípidos neutros 

de las células de Sarcoma 180.

Se empleó un equipo Perkin Elmer 457«

Las muestras disueltas en éter de petróleo * 

se colocaron entre dos ventanas de KBr y se montaron en el portamues_ 

tra. Se recorrió el espectro entre 4000 y 250 cm bajo las siguien

tes condiciones de trabajo: 

velocidad de barrido: media 

ventana: normal
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IDENTIFICACION DE LOS ISOMEROS DE ACIDOS GRASOS MONOETILENICOS

METODO DE OZONOLISIS REDUCTIVA

Con el fin de determinar la posición de 

la doble ligadura en la cadena carbonada de los esteres metílicos 

de los ácidos monoeti 1 en i eos se empleó la técnica de ozonólisis re 

duct i va.

La reacción del ozono con las dobles li 

gaduras y posterior reducción del ozoni do intermediario se puede - 

resumir en el siguiente esquema:

Cuando se realiza ozonólisis reductiva

de esteres metílicos de ácidos grasos monoeti 1 en i eos se obtienen por 

ruptura de la molécula a la altura de la doble ligadura, un aldehido 

éster y un aJdheido (149).

Para el estudio de los isómeros de posi

ción de los ácidos octadenoicos se empleó la técnica de Beroza y 

Bierl (150) con un micro-ozonizador Supelco provisto de una bobina 

Tesla - Coi! de alta frecuencia.

El eter-metí1 ico del ácido monoeti 1 en ico 

colocado en un tubo de Kahn, se disolvió en pentano, ya que en met.a 

nol es menos soluble a - 70°C, y se colocó a - 71°C en una mezcla - 

frigorífica de nieve carbónica y acetona en el vaso Dewar del equi

po. El tubo de Kahn se tapó con un septum de si 1 icona a través del

cual se pasó una aguja conectada con la bobina generadora de 

ciendo burbujear el gas a través de la muestra.

°3 ha —

de desprendimiento el que 

que contiene una solución in

Por un tubo

no ha reaccionado pasa a un Erlenmeyer 

dicadora compuesta por Kl al 5% en solución acuosa sulfúrica al 5%
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más el agregado de almidón. Se 

do aparece el color azul de la 

detiene el pasaje de gas ozono cuan 

solución indicadora. Se hace pasar

luego N
2 seco sobre la muestra

tira el tubo de reacción de la

para evacuar el exceso de 0^. Se re 

mezcla refrigerante y se le agrega

1 mg de t r i fen i 1 f osf i na para una cantidad de muestra de 25/^ •

Se tapa hermétieamente para evitar pér

didas de compuestos volátiles y se agita. Una vez alcanzada la tenn 

peratura ambiente se siembran los productos de la reacción en una 

columna de cromatografía gas líquido para su. análisis cual i y cuan

titativo, como se indicara en el párrafo correspondiente a crómate): 

grafía.

ESTUDIO "IN VITRO" DE LA DESATURACION E INCORPORACION DE ACIDOS

GRASOS RADIACTIVOS EN CELULAS ENTERAS DE SARCOMA 180

Una vez obtenidas las células del Sarco 

ma 1 80 ascítico del animal huésped se los separó del líquido ascí- 

tico y se lavaron dos veces con solución de incubación. Después de 

centrifugar a 800 x g se resuspendieron en un volumen doble del pe

llet celular y se contaron.

La incubación de las células intactas 

se realizó en Erlenmeyer de 50 mi sil leonadas en un volumen de A mi. 

El medio de incubación utilizado fué el de Hanks modificado (151) 

consistente en:

NaC1 0,8 g KC1 0,04 g %

Ca C12 0,014 g %

Mg SO^ 7 H20 0,01 g %

Mg C126 H20 0,01 g % 

Na CO^H 0,034 g% 

buffer PO/j^/PO^ H Ph: 7-4 0,01 M, glucosa 270 mg %.
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Se incubaron Incide ácido palmttico
14 ~ ~ 1 ¿i ’ 14

1 C ; 1/aCí de ácido esteárico 1 C o 1/cCi de ácido linoleíco 1 C

Los ácidos se complejaron con albúmina 

bovina (dial izada contra solución de Hanks y liofílizada) en la - 

relación molar de ácido graso/aIbúmina = 2 (152). Para ello se — 

formó el jabón de sodio del ácido graso a A5°C y se agregó la al

búmina en 0,2 mi de solución de buffer fosfato 0,1 M pH = 7.^.

Se agitó toda la noche a temperatura - 

ambiente para formar el complejo. La cantidad de células tumora— 
les incubadas en todos los experimentos realizados fue de 200 X 10^ 

con una concentración de ácidos radioactivos y no radioactivos de 

51^g /mi

Se utilizó un incubador Dubnoff agitan, 

do a una velocidad de 100 oscilaciones por minuto durante 3; 5; 10 

y 60 minutos a 37°C.

Transcurrido el tiempo de incubación se 

colocaron los Elenmeyer en hielo y se transfirió el contenido de los 

mismos a otros Erlenmeyer que poseían una mezcla de cloroformo - 

metanol 2:1. Esta técnica se utilizó para las incubaciones de entre 

3* y 101 asegurando así correctamente el tiempo de incubación em

pleado.

Las células incubadas durante 60 minu

tos se centrifugaron a 0°C a 800 X g durante 5 minutos para sepa

rarlas del medio de incubación. Las mismas se lavaron dos veces - 

con 15 volúmenes de solución de albúmina conteniendo lA^ol al-
o

búmina X 10 células durante 3’ a 0°C (153).

Según Spector y col. el tiempo de con

tacto de esta solución de lavado con las células debe limitarse a 

tres minutos para evitar pérdida de radiacti vi dad incorporada ya 

que ha demostrado que la albúmina libre de ácidos grasos actúa co. 

mo aceptor de exógeno de los ácidos grasos incorporados en la célula. 

Una vez lavadas, se extrajeron los lípidos de las células con so 

lución de cloroformo - metanol 2: 1.
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Tanto en el caso de las incubaciones realt 
como —

zadas en tiempos muy cortos^en la que se incubó durante una hora^l 

extracto clorofórmico conteniendo los lípidos totales se evaporó a se 

quedad en un rotavapor Buchi y el residuo se tomó en éter de petróleo 

para lavarlos dos veces con igual volumen de solución al 1% de KOH en 

alcohol al 50^ (154). Este lavado se realiza con el propósito de el_i_ 

minar, los ácidos grasos radiactivos libres de la incubación, no incojr 

porados en las fracciones lipídicas celulares.

Las muestras se guardaron en solución de 

éter de petróleo con atmósfera de Nitrógeno seco a 4°C para someter-- 

las a las distintas técnicas de análisis de acuerdo al esquema de tra. 

bajo que se dará más adelante.

DESCRIPCION DEL ESQUEMA DE TRABAJO EXPERIMENTAL

Con el propósito de elucidar los paráme-- 

tros expuestos en el párrafo de objetivos se diagramó el esquema de - 

trabajo que muestra la fig.7.

Se utilizaron cinco ratones 

de 25“30 g que se mantuvieron durante 50 días (155) con 

te en ácidos grasos esenciales. Otro lote 

tó con dieta normal.

dieta deficien

de cinco animales se alimen

se les inyectó 14.10^ célu-

234 horas se las extrajo de

A ambos lotes

las de Sarcoma 180 ascítico y al cabo de

en materiales y métodos y se las contó para de

duplicación celular. A esta etapa se la denominó

acuerdo a lo expuesto 

terminar el tiempo de 

PRIMER REPIQUE .

De cada animal se tomaron 200 millones de 

células ascíticas, se lavaron y se incubaron durante 3, 5 y 10 minutos 
1 4

con ácido linoléico C . Otra alícuota de células se incubó 60 minutos

Albino Swiss
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14con distintos ácidos grasos, tales como el ácido palmítico C , el 

ácido esteárico y el ácido linoléíco

Cumplido los tiempos de incubación se - 

extrajeron los lípidos celulares por la técnícé de! Folch.Una al i — 

cuota de las distintas muestras se interesterificó. Con los éste— 

res metílicos así obtenidos se realizó cromatografía gas - líquido 

analítica y radio - cromatografía para determinar la composición - 

en ácidos grasos y la distribución de la radiactividad en los mis

mos; también se realizó cromatografía en capa delgada de sílíca gel- 

G/NO^ Ag con el fin de detectar si dichos ésteres metílicos de los 

ácidos grasos fueron desaturados. Por otra parte se aprovechó esta 

técnica para aislar 

técn. de ozonólisis. 

cromatografía gas - 

taje de cada uno de.

el ácido octadecenoico. A este ácido se le aplicó

Los productos de la misma se analizaron por 

líquido con el propósito 

los isómeros de posición

de calcular el procer^ 

del ácido monoetiléní

co.

Otra al i cuota

las células ascíticas se pasó por columna 

pararon las fracciones de lípidos neutros

no la radiactividad incorporada en cada una de ellas por medio de - 

contador de centelleo líquido.

de los lípidos totales de 

ácido silícico. Se se-de

y fosfolípidos y se determj_

Los lípidos neutros se cromatografiaron 

en capa delgada, se revelaron con 1^ y se localizó la radiactividad ■ 

incorporada en las distintas fracciones por lectura de Scanner.

Las zonas correspondientes a los alquil- 

diacil glicéridos, pl asmal ógenos neutros y la correspondiente a tr¡_ 

gli céridos se 

capa delgada, 

los productos

fía en capa delgada, 

pía de infrarrojo.

eluyeron para purificarlas

Las muestras purificadas se redujeron 

de hidrogenólisis se aislaron también 

A estos últimos se los analizó

luego por cromatografía en 

Vi t ri de y 

cromatog ra- 

espect rosco.

con

por

por
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2do.REPIQUE: Células escíticas de Sarcoma 180 desarrolladas en los 

primeros animales deficientes en A.G.E. se inyectaron 

nuevamente en un segundo lote de ratones alimentados - 

con la misma dieta transcurridas 208 horas se las extra^ 

jo del animal y se procesaron de la misma forma que en el 

primer repique.

3er.REPIQUE: Se procedió de igual manera que en el primer y segundo 

repique.
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PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

A) Composición de ácidos grasos en las dietas empleadas:

Los ratones que

soportaron las células ascíticas del Sarcoma 180 utilizadas en los - 

experimentos que aquí se presentan, fueron alimentados con dos tipos 

de dietas producidas en el laboratorio. La composición cua1 i-cuanti - 

tatíva en ácidos grasos de las mismas fue analizada por cromatogra-- 

fía gas-líquido utilizando un éster metílico del ácido A11 ei coce-

noico como standard interno. La tabla I representada en materiales y 

métodos en el párrafo correspondiente a dietas, muestra la composí-- 

ción de ácidos grasos en miligramos por gramo de alimento. Se puede 

apreciar que no se ha trabajado con una dieta carente de ácidos gra

sos, de allí que se la ha denominado deficiente en ácidos grasos e-- 

senciales pués contiene 2.36 mg de ácido linoléico por gramo de die-: 

ta, es decir, 5 veces menos que la llamada dieta normal o testigo - 

que cumple con el aporte mínimo de lípidos aceptado por distintos la_ 

boratoríos para un mantenimiento normal de ratones adultos (156)

A los demás ácidos que muestra la t£

bla I se los ha tenido en cuenta al expresar la composición de la — 

dieta, a pesar de no presentar la estructura 6-9 dicisdecadien i 1 o y 

de poder ser sintetizados "de novo" por el organismo animal, pero su 

presencia en el alimento podría influir en los resultados de los ex

per i mentos.

Si se considera que un ratón adulto

normal ingiere aproximadamente 5 9 de alimento diarios (157), se pue_ 

de deducir que los animales alimentados con la dieta deficiente en 

A.G.E. reciben diariamente 11.8 mg de 18: 2 ud equivalente a 0.57 ’

K cal.% de la dieta, mientras que los ratones mantenidos con dieta - 
normal ingieren 58*3 mg de 18:2 <0 & correspondiendo a 2.6 K cal por 

cien K cal de la dieta.
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Holman y col. (101) al estudiar los lípidos de 

hígado de rata macho y la variación de la relación entre los ácidos 
20:3 y 20:4 <O \ cuando se modifica el porcentaje de calorías - 

que aporta el linoleato en la dieta, súgirieron que aproximadamente 

el 1% de las calorías de ésta última en forma de linoleato satisface 

el requerimiento de ácidos grasos esenciales. Greemberg y col. (158) 

revelaron que la rata macho requiere mayores niveles de ácido lino-- 

léico que la rata hembra para prevenir los síntomas de deficiencia. 

Pu1dekkíewicz y col. calcularon que las necesidades de ácidor lino-- 

léíco para la rata macho eran del orden del 1.3% de las calorías de 

1 a dieta (159).

Si se toma entonces el valor del 1% como límj_ 

te inferior de normalidad, se puede decir que en los experimentos — 

que aquí se presentan se ha trabajado con animales que han recibido 

más del doble del porcentaje de calorías de linoléico propuestos por 

Holman, en la dieta normal, y aproximadamente la mitad del mínimo - 

necesario de calorías de linoleato, en la dieta deficiente en A.G.E.

B) Composición de ácidos grasos de lípidos totales de hígados de ratones 

huéspedes:

Los ratones utilizados, por ser adultos (apro

ximadamente 3 meses de edad) no acusaron cambios morfológicos nota

bles, característi eos de la deficiencia en A.G.E. (l60),por ello pa

ra tener una idea de las posibles modificaciones producidas por die

tas deficientes en A.G.E. ya mencionadas, se extrajeron los lípidos 

hepáticos y se analizó su composición en ácidos grasos por C.G.L. — 

Los porcentajes correspondientes a cada ácido se muestran en la Fig.9 

Las barras en blanco representan los valores porcentuales de los ác¿_ 

dos grasos de los lípidos hepáticos de los lotes de animales utiliza

dos en el 1er., 2do. y 3er. repique de las células ascéticas del Saj^ 

coma 180. Las barras punteadas corresponden a los hígados de animales
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huéspedes con dieta normal. En absisas se han indicado los ácidos gra

sos de acuerdo a la nomenclatura bioquímica. A algunos de ellos no se 

les pudo identificar exactamente la familia a la que pertenecen a pe

sar de haber utilizado distintas longitudes de columnas y rellenos de 

cromatografía gas-líquido, los tiempos de retención relativos y gráfi

cos 1ogaríti mi eos de tiempo de retenciones vs. longitud de cadena, tal 

como se explicara en materiales y métodos. Un análisis por ozonólisis 

podría haber arrojado un resultado más específico sobre los distintos 

isómeros de posición de los ácidos grasos hallados, pero el objeto de 

esta parte del estudio apunta a determinar solamente si los animales - 

habían sufrido algúncambio en la composición de ácidos grasos carac

terístico de un estado de deficiencia, en especial en el ácido 1ínoléj_ 

co y los pertenecientes a su familia.

En lo que respecta a las modificacio

nes en el valor porcentual de algunos ácidos grasos cons i derados. el a— 

ves en la deficiencia de A.G.E. se aprecia que la fracción de ácidos - 

octadeceno i eos (18:1) aumenta hasta un 100% respecto a un hígado de ra
5—8 

ton alimentado con dieta normal (testigo), mientras que el ácido 
ei cosat r i enoi co (20:3 ú^^) prácticamente no es detectado en los lípidos 

de hígado normal apareciendo en la deficiencia de A.G.E. hasta en un 5% 

del procentaje de ácidos grasos totales.

En cuanto a los ácidos grasos que deno. 

tan una marcada disminución porcentual, se puede decir que el ácido l_i_ 

noléico (18:2 disminuye hasta un 72% respecto al testigo y el áci
¿i

do a raqu i don i co ^(20: A vO ) decrece alrededor del 60 % en la deficien- 

cí a de A.G.E.

En trabajos recientes Holman (101) pre

senta parámetros que evalúan la deficiencia de ácidos grasos esenciales 

Este autor los considera de utilidad para diagnosticar un estado de de, 

f i c i ene i a.

La tabla II muestra algunos de esos pa

rámetros correspondientes a los hígados de los ratones huéspedes, cal

culados en base a los porcentajes hallados para cada yno de los ácidos 

grasos.

11



49*

Se pueden apreciar cambios significativos 

en los parámetros que tienen en cuenta los porcentajes de los metab£ 

1 i tos vO del hígado del animal con dieta deficiente, respecto del 

control. El total de ácidos que incluye a los metabolítos td y 

al ácido linoléico, presenta una modificación similar. En cuanto al 

total de ácidos poliiensaturados existe una diferencia significati va 

en los animales deficientes, en concordancia con los datos anterior

mente descriptos. .

Los parámetros citados demuestran, una djjs 

minución en el contenido de ácidos polieti 1 en i eos derivados del áci

do linoléico, pero, por el contrario, hay un aumento significativo - 

de los ácidos monoeti 1éni eos con una aparente tendencia a compensar 

la disminución de los primeros; a pesar de ello el índice de dobles 

ligaduras tiende a ser significativamente menor en la deficiencia. - 

Esto concuerda con los resultados de Rahm y col. (161).

La relación 20:3 u)^/20:4 u) muestra el 

estado característico de deficiencia en los animales mantenidos con 

dieta deficiente en A.G.E. Holman y col. (101) toman el valor 0,4 en 

esta relación como punto de referencia para considerar un estado de 

deficiencia; aquí se lo ha superado, es decir el ácido 20:3 iD pro-
Q 

veniente del ácido oleico (18:1 vd surge como ácido compensador — 

junto con los ácidos octadecenoieos y hexadecenoieos en procura de - 

mantener la relación de ácidos saturados a no saturados. Por último, 

los ácidos grasos saturados no manifiestan cambios significati vos en 

1 a def i ciencia.

Teniendo en cuenta los resultados obten_i_ 

dos mediante el estudio de los parámetros propuestos, se llegó a la 

conclusión de que los animales sometidos a una dieta deficiente en 

A.G.E. presentaban un cuadro de composición de ácidos grasos caracte

rístico de esa deficiencia.
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C) Composición de los Acidos Grasos de Lipidos de células de Sarcoma 

180:

Las células de Sarcoma 180 ascético desa

rrolladas en los animales anteriormente estudiados fueron extraía- 

dos de la cavidad peritoneal en cada uno de los repiques según se 

describe en el esquema de trabajo experimental. Los lípidos de las 

células ascíticas fueron ínteresterificados, y al igual que los é£ 

teres metílicos hepáticos, se analizaron por C.G.L. Los valores — 

porcentuales de cada uno de ellos se aprecian en la Fig.9. Aquí se 

utilizó el mismo código de barras, es decir las punteadas para los 

ácidos grasos de células mantenidas en animales con dieta testigo 

y las blancas para las células ascíticas desarrolladas en los rato_ 

nes con dietas deficientes en AGE a través de los 3 repiques.

Como se observa en la figura, los valo

res porcentuales de los ácidos grasos de células testigos son dife

rentes a los estudiados en el hígado del animal huésped.

Aquí se plantea la pregunta que surge - 

cuando se trabaja con este tipo de neoplasias y aún en aquellas cj£ 

yo origen es perfectamente conocido ¿Cuál es el tejido que puede 

usarse como cont rol?

Según R.Wood (162 ) las actividades me-' 

tabólícas de un tejido normal son la suma de un total de actividades 

de varios tipos celulares que constituyen el tejido. Un cambio en 

la proporción de los tipos celulares, que comunmente ocurren cuan

do el tumor se adapta al transplante, deja al tejido normal inapto 

para el control, pues éste no puede ser usado para distinguir entre d_[ 

ferencias en las actividades metabólicas debido a los cambios en la 

proporción de los tipos celulares y aquellas diferencias que deben 

ser atribuidas a la neoplasia. Con estas consi de rae iones "in mente" 

éste autor elige al. hígado, por ser uno de los tejidos más utiliza

dos en los estudios del metabolismo lipídico, para analizar en él



Fi
 g

ur
a ¿



52»-

los mismos detalles que en el carcinoma ascítico de Ehrlich con pro 

pósitos de comparación general. Si bien reconoce que no se trata de 

un "control" ideal, el cotejar los resultados hallados en el hígado 

y en las células tumorales puede revelar alguna anormalidad en la - 

estructura y metabolismo de lípidos de las células ascíticas en es

tudio.

En esta parte del estudio se preten 

de detectar si la célula tumoral sufrió modificaciones similares al 

hígado huésped cuando se la desarrollaba en animales que se conside_ 

raron deficientes en A.G.E.

Son de destacar los valores eleva-- 

dos de los ácidos octadecenoieos en la célula desarrollada en anima 

les con dieta testigo.

Distintos autores analizando la com 

posición de ácidos grasos en un número apreciable de células norma

les y tumorales han mostrado que el contenido celular de ácidos oc- 

tadecenoicos está aumentado en células transformadas; y éste incre

mento parece estar relacionado con dicha transformación (163) que - 

sufren las células al convertirse en células canee rosas(40,111,164,166)

Wennerstrom y col. trabajando en cé_ 

lulas de Hepátoma de Novikoff encuentran que el ácido 18:1 se acunu^ 

la en las células tumorales al ser captado preformado del medio c i _r_ 

cúndante (167)•

Wood y col. estudiando fosfatidile- 

tanolamina de una serie de tumores de rata y ratón considera que el 

elevado porcentaje de 18:1 hallado en esos tumores sería una carac

terística de las neoplasias, lo que bien podría servir como diagnós_ 
tico de las mi smas (.11-4)-

Hasta el momento poco se sabe sobre 

el metabolismo del 18:1 en la célula cancerosa así como su signifi

cado fisiológico y efecto en el crecimiento tumoral.
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En el trabajo aquí presentado se detecta un 

aumento del orden de 67.6% de los ácidos octédecenoieos y de un 40% 

en ácidos hexadecenoieos en las células ascíticas desarrolladas en 

animales con dietas deficientes en A.G.E. respecto a las células - 

mantenidas en ratones con dieta testigo. Se denota una tendencia a v 

aumentar los valores medios a partir del 2do. y 3er. repique en de_ 

ficiencia. Existe un aumento de aproximadamente un 696% en el áci -
Q

do ei cosat rienoi co (20:3 respecto a los valores testigo con u

na disminución de un 62.4% del ácido araquidónico (20:4 uO y de 
un 75% del ácido linoléico (18:2 u)^). Los ácidos pol ietiléni eos - 

de la familia LO presentan una marcada disminución en la deficien. 

ci a.

Los parámetros de la evaluación de la defi

ciencia fueron calculados en las células ascíticas, en una forma - 

similar a lo realizado con los datos obtenidos de los ácidos gra

sos hepáticos.

La tabla III muestra tales parámetros; a - 

través de ellos se puede apreciar que los metabolitos tienen u 

na notable disminución que se acentúa a medida que se incrementa - 

el número de repiques en animales con deficiencia. El total de ácj_ 
dos ú)6 llega a descender significativamente hasta un tercio de los 

valores testigos y concomí tantemente los ácidos poli insaturados — 

disminuyen aproximadamente la mitad.

Los ácidos monoenoicos muestran un aumen

to importante en los repiques efectuados en animales deficientes - 

pero como sucede con los hígados huéspedes ese aumento no alcanza 

a mantener constante el índice de dobles ligaduras.

Por su parte los porcentajes de ácidos sa_ 

turados no sufren modificaciones significati vas.

Si se.analizan los parámetros que relacio-’ 
nan a los ácidos 18:2 uD &, 20: 3 u)^ y 20: 4 se puede apreciar

la diferencia que existe entre los valores correspondientes a las 

células ascíticas controles respecto al hígado huésped. Esa dife

rencia es provocada fundamentalmente por el menor contenido porcen

tual del ácido 20:4 u) en las células tumorales en estudio.
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En lo que respecta a las células ascítj_ 

cas repicadas en animales deficientes, los índices mencionados dan 
Q 

una dieta del estado de deficiencia, en particular la razón 20:3 *-3 / 
20:4 u)6 que supera el valor de 0.4 propuesto por Holman.

Por lo expuesto se puede decir que las 

células ascíticas del Sarcoma 180 acusan una importante modifica

ción en la composición de ácidos grasos como consecuencia de sus - 

repiques en animales con dietas deficientes en A.G.E. Esa modificja 

ción es aproximadamente del mismo orden que en los hígados de an_i_

males huéspedes.

nificativa en el

Por otra parte, no se observa una diferencia sig 

estado de deficiencia entre las células dedlferen

tes repiques; es como si las células ascíticas tomaran un nuevo pa-

t ron de compos i c i ón en ácidos grasos que no lo 

ser mantenidos en animales deficientes por más 

alteran, a pesar de 

de 600 horas cumplí en

do aproximadamente 15 generaciones celulares.

Este análisis del comportamiento de las 

células tumorales del Sarcoma 180 hizo que se probara la capacidad 

de la célula ascítica para restaurar su composición primitiva en - 

ácidos grasos. Para ello se tomaron células de Sarcoma 180 obteni

das del tercer repique en animales deficientes y se inocularon a - 

ratones alimentados con dieta normal. De este experimento se obtu

vieron los siguientes porcentajes de ácidos grasos de lípidos to

tales :

Aci do 
Graso

Porcentaje de ácidos 

Hués ped
Def i cien te
en A.G.E.
(3er.repique)

grasos

Huésped
Norma 1

14:0 1.3 2.1

16:0 17 17.1

16:1 6 2.5
18:0 15.1 20.6
18:1 40.4 22.2
18:2 o6

5.3 23.9

20:1 0.4 0.4
20:3 « 9 2.9 0.8
20:3 O 6 0.4 1
20:4 O 6 5.0 7.4



56

Esta tabla muestra claramente el poder de 

adaptación que tiene la célula del Sarcoma 180 ascítico ante los - 

cambios de composición en ácidos grasos producidos por distintas - 

dietas. Esto contribuye a sostener lo propuesto por distintos lab£ 

ratorios acerca de la dependencia de las células tumorales para la 

composición de ácidos grasos del animal que las soporté. Liepkalns 

y col. (155), trabajando en carcinoma ascítico de Ehrlích demuestran 

que éste tumor altera marcadamente la composición en ácidos grasos 

cuando se modifica la dieta de los ratones huéspedes. Esas altera

ciones se detectan no sólo en las células enteras sino que también 

en las membranas de las fracciones subcelulares de los mismas (168).

A.Spettor (169) sugiere que un porcenta

je importante del requerimiento de ácidos grasos por las células as_ 

cíticas de Ehrlích es provvisto por el huésped y que la mayor parte de

éstos ácidos 

Por su parte

grasos son aportados al tumor como ácidos grasos libres. 

Baker y col.(170) utilizando carcinoma de Ehrlich-Lettre

coinciden al suponer que el transporte de ácidos grasos libres de -

la sangre al tumor puede abastecerlo en sus necesidades para el cre-

cimiento neto y para sus requerimientos energéticos.

Otros autores consideran i que la velocidad de sínte

sis ”de novo" de lípidos en tumores de crecimiento rápido es muy — 

lenta para satisfacer su demanda por lo que deben tomarlos preforma 

dos del animal huésped. (171)

Existen excepciones tal como ocurre con 

el hepatoma 9121 (172) de Morris, las células HTC que derivan del - 

hepatoma 7288c de Morris (173) y un tumor inducido por el virus Rous

sarcoma.

Bailey y col (116) estudiando el Sarcoma

18O y el carcinoma ascítico de Ehrlich sublinea hipotetraploí de es

timan que cuando los grasds son excluidos de la dieta del animal -- 

huésped se produce un cambio en la composición de los lfpidos de la 

sangre y tejidos. Ese cambio se verá reflejado en las alteraciones 

observadas en la composición de ácidos grasos de las células tumora_ 

les desarrolladas en los citados animales.
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D) Presencia de ácido Cis-Vaccénico (18:1∆11) en la fracción de 

ácidos octadecenoicos

Distintos laboratorios (111,163-164) han demos

trado la presencia de altos niveles de ácido ’'oléico” en lípidos de neo

plasmas, pero ninguno de ellos ha establecido la composición de los isó

meros del ácido 18:1. R. Wood y col. en 1974 (174-175) fueron uno de los 

primeros en caracterizar la composición en isómeros de ácidos monoenoicos 

en tejidos neoplásicos. Estos autores consideraron que los elevados valo^ 

res de ’’ácido oléico” observados en lípidos de muchos tumores no se de

bían exclusivamente a dicho ácido sino que contribuía significativamente 

en el porcentaje de la fracción de octadenoicos, el isómero 18:1 va

ccenico. Estudios posteriores (114) sobre la composición de isómeros de 

los ácidos octadecenoicos en triglicéridos, fosfatidil colina y fosfati- 

diletanolamina de una variedad de tumores de rata y ratón demostraron -
9 

que estos tres tipos de lípidos contenían 75% de oléico (18:1 u) ) y 25% 
de ácido vaccénico (18:1 O?) completando el balance.

Otros trabajos realizados en hepatomas (176) y 

en hígado huésped de ratas alimentadas con dieta carente de grasas, rev£ 

laron que dicha alimentación no producía cambios en la proporción en que 

se encuentran los isómeros de 16:1, 18:1 y 20:1 en ningún tipo de lípido, 

ya fuera del hígado huésped como del hapatoma. Tampoco en el hígado nor

mal se detectaron modificaciones. En todos los casos se tomó como refe

rencia animales con dieta normal.

Por su parte Spence (177) ha demostrado que la 

composición de isómeros de los ácidos 18:1 de los lípidos totales de ri

ñón, pulmón, cerebro y grasa lumbar de ratas es relativamente invariable 

ante una alimentación libre de grasas por un término de 17-20 semanas.

Para realizar éstos estudios de isomería de po

sición de los ácidos octadcenoicos se utilizan, por lo general, técnicas 

de ozonólisis reductiva.

En el presente trabajo en células de Sarcoma - 

180 se empleó la ozonólisis reductiva con trifenilfosfina propuesto por 

Beroza y Bierl. Mediante ésta técnica, detallada en materiales y métodos, 

los ésteres metílicos de los ácidos octadecenoicos son transformados en 

aldehidos y aldehidos ásteres según muestra el siguiente esquema de la - 

Figura 10.



Figura 10 — •



Los octadecenoatos de metilo fueron separados - 

del resto de los esteres de ácidos grasos de lípidos totales por cromato^ 

grafía en capa delgada de silica gel G/NO^Ag. Se eluyeron de la silica - 

gel y se cromatografiaron por C.G.L. para determinar la pureza de la frac^ 

ción. El cromatograma obtenido indica un 98,4% de pureza según muestra la 

figura 11a. El 16% restante correpondería a los demás ácidos monoetilenjí 

eos.

Una vez aislados los esteres metílicos de los - 

ácidos 18:1 se ozonizaron, pasando de inmediato los productos de reacción 

por C.G.L. Se utilizaron aldehidos standard y se calculó el porcentaje de 

cada pico por el método*, de triangulación. La figura (12 ) muestra los - 

cromatogramas obtenidos. Ramachandran y col. (178) consideran que es mas - 

exacto utilizar el área total de los aldehidos y aldehidos esteres produc

tos de la reacción, en lugar del área de una de las sustancias. Esta for

ma de cálculo compensaría las diferencias en el peso molecular y en cons£ 

cuencia la respuesta del detector para cada fragmento. Como en el presen

te trabajo los productos de la ozonólisis no diferían notablemente en sus 

pesos moleculares y al comprobar que los valores porcentuales de los isjo 

meros de los ácidos 18:1 obtenidos, eran similares a los hallados por o- 

tros laboratorios en un número apreciable de tumores de ratón (114), se - 

procedió a calcular solamente las áreas de los aldehidos heptanal y nona- 

nal. Otros autores (174-175 y 179) han utilizado únicamente las áreas de 

los aldehidos esteres para el estudio de la isomería de los ácidos octade^ 

cenoicos.

Los porcentajes de ácido oléico y vaccénico en - 

la fracción de ácidos octadecenoicos de lípidos totales de células de Sar^ 

coma 180 desarrollados en animales con dieta testigo se muestra en la ta

bla: IV

TABLA IV

Los valores correponden a un pool de Lípidos totales de células 
de Sarcoma 180ascítíco desarrollados en 3 ratones testigos.

ACIDO
Porcentaje en la 
fracción de ácidos 
octadecenoicos

Porcentaje en 
Lípidos totales

Vaccénico (18:1 Z^^) 11.2 1.67

oléico (18:1 /^\ ) 88.7 13.30

59*“
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Figura 11 i Cromatograma gas—Liquido de la fracción de esteres metílicos 
de ácidos 18:1 después de haber sido separados de los esteres 
metílicos de ácidos grasos de Lípidos totales de células de 
Sarcoma-180.
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Figura 12: Cromatograma gas-líquido de los aldehidos producto de la ozo- 
nólisis de los ácidos octadecenóicos de células de Sarcoma-180

cromatograma de 
los aldehidos 
standars

cromatograma de 
los aldehidos 
obtenidos por 
ozonólisis de 
ácidos 18:1
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Aquí se ha supuesto que el ácido vaccenico que - 

se analiza corresponde a la estereosomería ”cis”, a pesar de que no se hi 

cieron los estudios configuracionales correspondientes. Wiegand y col. - 

(175) consideran que proponer la isomería ”cis” para el ácido vaccenico - 

hallado en tumores de mamíferos no es algo muy alejado de la realidad ya 

que el ácido vaccenico de mitocondrias de hígado de rata (14), de tejido 

adiposo de rata (28) y más aún de varios microorganismos, en el que suele 

ser el mayor constituyente y el único ácido graso de 18 carbonos insatura 

dos (180) corresponden al isómero geométrico "cis”.

Los isómeros de posición de los ácidos octadece- 

noicos de células de Sarcoma 180 mantenidos en ratones con dieta deficien

te en A.G.E. no se analizaron por ozonólisis. De acuerdo a lo hallado por 

distintos autores (175,177) en tumores y tejidos normales el incremento - 

de los ácidos 18:1 en la deficiencia se debería al aumento no sólo del á- 

cido oléico sino también del ácido vaccenico.

En lo que respecta a los ácido'S hexadecenoicos 

(16:1), trabajos de reciente publicación (181) muestran la variedad de i- 

sómeros de posición de dichos ácidos hallados en un tumor de ratón; por - 

ésta razón en las figuras de composición de ácidos grasos que aquí se prje 

sentan no se ha indicado la isomería o familia a la que pertenecen los á- 

cidos 16:1 pués implicaría un estudio centrado exclusivamente en ellos.

E) Determinación de la desaturación de los ácidos palmítico, esteárico y 

linoléico en células ascíticas de Sarcoma 180.

Como se explicará en la introducción, los siste

mas de desaturación de ácidos grasos pueden estar influenciados por la a- 

limentación del animal (54,57,182-183), sobre el que se hace el estudio - 

como así también por estados patológicos tal como el cáncer (41-42).

Trabajos realizados en éste laboratorio en micrc? 

somas de hepatoma de Novikoff, en hepatoma de crecimiento rápido SS1K y -

de crecimiento lento SS1H demostraron una correlación entre el bajo conte 

nido de araquidónico y la baja actividad de desaturasa, también se -
comprobó que la poca actividad detectada ”in vitro" de la A9 y A6 desa_ 

turasas era independiente de la división’celular en los tejidos malignos 

(39-40). Por otra parte, al estudiar enzimas de la cadena transportadora 

de electrones del sistema de desaturasa se dedujo que la baja capaci

dad de desaturar del tejido tumoral estaba localizada a nivel de la enzi

ma desaturante propiamente dicha (41).
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Morton y col. (42) corroboran estos resultados - 
estudiando los sistemas de A9, A6 y A5 desaturasas de hepatomas 7777 - 

de Morris hallándolos disminuidos en un 42, 39 y 4% respectivamente, cuari 

do se toma como referencia al hígado normal.

Ookhtens y col. (184) en estudios realizados ”in 

vivo” con el carcinoma ascítico de Ehrlich-Lettré hiperdiploide, no halla 

ron desaturación del ácido plamítico o ácido palmitoléico por acción de -
Á 9la Z\ desaturasa, en tanto que Lambremnt y col. (179) demuestran la fal

ta de actividad de desaturasa sobre los ácidos linoleico y linolenico

en fibroblastos transformados L-M, lo que conduciría a que dichos ácidos 

quedaran como dienos y trienos después de incorporarse en las membranas. 

Estos estudios se apoyaban en los resultados dados por Dumbar y col.(185) 

cuando estudiaron en un número apreciable de células diploides y hetero- 

ploideso¿transformadas la desaturación del ácido linoléico. Estos auto
res consideraban que existía pérdida o modificación del sistema de A6 

desaturasa en las células transformadas de mamíferos.

En lo que respecta al efecto de las dietas sobre 

los sistemas de desaturación, se ha demostrado que la dieta deficiente en 
a 9A.G.E. produce un aumento de la actividad de la desaturasa en hígado

de rata (67), mientras que la desaturasa no acusa una modificación -

notable en tales condiciones (67) de deficiencia, pero con dietas total— 

mente libres de grasa se produce un incremento en la actividad (48,77).

e ) En base a estos datos se pretendió detectar la - 
1

actividad de la desaturasa en células de Sarcoma-180 desarrolladas en 

animales testigos, para compararla con las células ascíticas mantenidas - 

en animales deficientes en A.G.E. En este modelo de trabajo se encontran 

an presentes los dos factores que influyen en los mencionados sistemas eii 

zimáticos: la deficiencia en A.G.E. y el cáncer.

Como se explicara en materiales y métodos y en - 

el esquema de trabajo experimental, se incubaron células ascíticas obten_i 

das de cada uno de los tres repiques en animales deficientes con ácido li 
noléico CU durante 1 hora. Paralelamente se trabajó con células tumora- 

les desarrolladas en animales alimentados con dieta normal.

Concluida la incubación se extrajeron los lípi- 
dos de las células y se interesfíficaron. Los esteres metílicos radiacti

vos se analizaron por radiocromatografía gas-líquido. Este método por su 

limitada sensibilidad no permitió hallar nigún valor detectable de desaLu 

ración tanto en las células en deficiencia como en las controles. Se recu 

rrió entonces a cromatografía en capa delgada de silica gel G/NO^ Ag con 
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el propósito de verificar el resultado hallado por la radiocromatografía.

Por esta técnica se detectó un 1.68% de conversión de 18:2 10 a 18:3 

pero al comparar con una serie de standars puros empleando cantidades cr£
14

cientes de linoléico C y, desarrollados en la misma placa, se vio que 

a medida que la radiactividad sembrada era menor, quedaba un ’’reguero” de 

radioactividad en la zona correspondiente al 18:3 del orden de 1.5%

respecto a la radiactividad total. Este resultado hizo descartar como va

ledero el de 1.68% de desaturacióri hallado en las células del Sarcoma-180.

Por último se recurrió al sistema de detección propuesto por Merle y col. 

(139) de cromatografía gas-líquido con detector de ionización de llama y 

viales con papel de filtro embebido en Hyamina. El detalle de esta técni

ca fue descripto en el párrafo correspondiente a detección de material ra 

dioactivos en la sección de materiales y métodos.

Para aprobar la eficiencia de este sistema para
14recolectar el C0Q en el detector, producto de la combustión de los es-

teres metílicos de los ácidos grasos, se utilizó 
una proporción conocida de ácidos linoléico C^4y

una muestra que contenía 
X -liñolériico C14 con u-

na radioactividad de 10.000 cpm.

El conteo por
14que contenían la Hyamina y el CO^,

un 70% de la radiactividad inyectada y

centelleo líquido de los viales — 

demostró que se había recuperado - 

que se mantenía la proporción de -

los ácidos de la muestra cromatografiada; todos los conteos se realizaron 

con un standard externo de Cs para controlar el "quenching” producido 

por la Hyamina. Los 100 de hidróxido de Hyamina que embebían el papel

de filtro de los viales producía cambios en el valor del standard externo, 

pero dentro de margenes aceptables y en todas las mediciones con una igual 

magnitud.

Al contar con un método mucho más sensible que - 

los anteriormente empleados, se hizo un cromatograma con recolección de -
' 14 .

radioactividad del ácido linoléico C utilizado en las incubaciones, con 

el propósito de determinar impurezas radioactivas o si quedaban "colas" 

de radioactividad en la columna una vez que eluía el ester metílico en es 

tudio. Todas estas pruebas fueron favorables para adoptar el método en - 

las determinaciones de desaturación.

A pesar de haber encontrado una técnica más sen

sible, la desaturación del 18:2 en las células del Sarcoma-180 arrojó

valores prácticamente despreciables (entre 0.5 y 1%). Estos resultados se 

obtuvieron tanto en las células desarrolladas en animales testigos como - 

en las deficientes: es decir el tumor desde un principio no presentó capa
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cidad de desaturación del ácido linoléico y el estado de deficiencia no - 

alteró esa condición.

e^) Cuando se estudió la desaturación de los ácidos 

esteárico y palmítico en las células del Sarcoma-180 utilizando la técni- 
14

ca de recolección de CO^ con Hyamina pudieron obtenerse los valores - 
porcentuales que muestra la figura .^3 '.

Por la sensibilidad de la técnica se pudo reco

ger la radioactividad correspondiente a los ácidos monoetilénicos produ£ 

to de la desaturación de los ácidos palmítico y estárico como así también 

los ácidos que resultan de la elongación de los primeros.

Como se puede apreciar, la célula ascítica de

muestra capacidad de desaturar el ácido esteárico llevándolo a ácido o-

léico pero también es capaz de producir ácidos eicocenoico (20:1) y eico- 

satriénoico (20:3 O ), siguiendo posiblemente los pasos de elongación-de^%
saturación descriptos en la introducción.

Las células desarrolladas en animales deficien-

tes (3er repique) manifiestan una tendencia a aumentar la síntesis de áci

do 18:1 lo que estaría en concordancia con los resultados hallados en he- 

patocitos, los que responden ante la deficiencia en A.G.E. con un aumento 

de la actividad de la Z\ desaturasa. Las células tumorales estudiadas a- 
cusarían las modificaciones metabólicas (al menos a nivel de la A9 desa

turasa) características de la deficiencia en A.G.E.

En la misma figura se han volcado los resultados 

correspondientes a la incubación de las células tumorales con ácido palmí_
14tico C . Se puede apreciar que no hay una diferencia significativa entre 

las células controles y las mantenidas en deficiencia, pero lo importante 

es destacar que se ha podido hallar una capacidad de desaturar y elongar - 

el ácido palmítico en ambos tipos de células. Si a este resultado se le - 

suma el obtenido por la incubación con el ácido esteárico, se tendría que 

el Sarcoma-180 ascítico presenta sistemas de desaturación y elongación - 

de ácidos saturados.

R. Wood (162) considera que el carcinoma ascíti

co de Ehrlich, sería un modelo de estudio del metabolismo de ácidos mono- 

enoicos sin un sistema de desaturasa y ésto sería concordante con los re

sultados de Ookhtens y col. (184) que no detectaron ”in vivo” desaturaci

ón del ácido palmítico en células de Ehrlich-Lettré. Si bien en esta tesis 

se ha estudiado el Sarcoma-180 ascítico y los autores mencionados han ana

lizado el carcinoma de Ehrlich, queda abierta la posibilidad de utilizar - 
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la técnica de detección de radioactividad aquí expuesta para verificar si 

estos tumores de crecimiento rápido presentan sistemas de desaturación.De 

todas maneras los valores bajos de conversión de ácidos saturados a monoe 

tilénicos no alcanzarían a satisfacer las necesidades de las células ascí^ 

ticas por los ácidos monoetilénicos por lo que deberían tomarlos preforma_ 

dos del huésped. (109).

En estudios realizados en Sarcoma-180, previos a 

los aquí presentados, se marcaron ”in vivo” células ascíticas con una re
lación conocida de ácidos esteárico y oléico C^. Se extrajeron las -

células radioactivas y se reinyectaron en nuevos ratones. Se vio que la - 

proporción de la radiactividad entre los ácidos en las células tumorales, 

se mantenía a través de 96 horas, disminuyendo solo la radiactividad to

tal. Este resultado supondría una metabolización con igual velocidad del 

ácido saturado y monoetilénico en las células ascíticas. Aún considerando 

que la célula tumoral pudiera sintetizar ”de novo” ácidos grasos a una ve 

locidad compatible con el turn-over de los mismos, la baja capacidad de - 

síntesis de ácidos monoetilénicos indicaría que deben tomar__los preforma

dos del huésped.

Para cerciorarse que el plasma ascítico, es de

cir el medio donde ésta inmersa la célula tumoral, contenía los ácidos — 

grasos requeridos, se realizó en esa oportunidad un análisis de los lípi- 

dos del mismo extrayéndolos por el método de Folch, interestificandolos y 

cromatografiándolos por C.G.L. La tabla V muestra que los porcentajes de 

cada ácido graso son similares a los hallados en las células de Sarcoma - 

180 y en los hígados huéspedes, por lo que podrían perfectamente cubrir - 

las necesidades de la célula tumoral.

Los experimentos y consideraciones anteriormente 

planteados se ven sustentados por los estudios de Spector y col. (109) -

que demostraron la capacidad que tienen las células dél carcinoma ascíti

co de Ehrlich para utilizar los ácidos grasos del líquido ascítico. Este 

autor estudió además la composición de ácidos grasos del plasma ascítico,, 

encontrando en las cromatografías, un perfil muy similar al que presentan 

las células tumorales inmersas en él.

desaturaci%25c3%25b3n.De
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TABLA V

Composición porcentual de ácidos grasos de plasma ascítico de células 

de Sarcoma 180 desarrolladas en animales testigos.

ACIDO GRASO . ACIDO GRASO
%

14:0 1.0
+

0.3 (1)

16:0 22.9
+

3.1

16:1 . 1.6
4-

0.5

18:0 17.5
4-

1.2

18:1 14.9
4-

1.9

18:2 27.6
4-

2.1

20:4 15.2
4-

3.2

(1) Los valores representan la inedia de tres muestras 

individuales - la derivación standard.

F) Incorporación de ácido linoléico 1 C14 en fosfolípidos y lípidos 

neutros de células ascíticas de Sarcoma 180.

Después de haber extraído los lípidos de las cé

lulas ascíticas del Sarcoma-180 que se incubaron durante 3,5 y 10 minutos 

con el radiolinoléico, se procedió a separar la fracción de lípidos neu

tros y fosfolípidos por columna de ácido silícico (materiales y métodos)- 

tomando alícuotas de cada uno de ellos se determinó la radioactividad por 

centelleo líquido pudiendo entonces diagramar la figura 14 . En ésta se - 

pretende mostrar la diferencia detectada en la incorporación del radioli

noléico en lípidos neutros respecto de fosfolípidos. Se puede apreciar — 

que la radioactividad hallada en los fosfolípidos de las células contro

les como en las mantenidas en deficiencia es prácticamente despreciable -
de 

frente al gran porcentaje radioactividad detectada en los lípidos neutros. 

Se ve además que el tiempo de incubación no ha afectado esa incorporación 

selectiva en lípidos no polares. En experimentos previos al aquí presenta_
6 14do, se trabajó "in vivo", inoculando 18:2 vd C en la cavidad peritoneal
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de ratones portadores del Sarcoma-180 ascíticu alimentados con dieta nor

mal. En esa oportunidad se pudo apreciar que la radioactividad, también, 

se incorporaba en más de un 90% en la fracción de lípidos neutros, cuando 

los mismos se analizaban a los 30 y 60 minutos después de haber inyectado 

el ácido radiactivo.

Analizando ahora particularmente la incorporación 

de la radioactividad en lípidos neutros en las células testigos y las man

tenidas en animales deficientes, se puede apreciar que existiría una dife_ 

rencia significativa en las células del 2do y 3er repique respecto de los 

controles incubados durante 10 minutos, mientras que las diferencias no - 

serían de significación en tiempos menores, quizás por la dispersión que 

presentaron los resultados pero habría una tendencia a ser mayor los valo 

res medios de las células deficientes.

La incorporación aparentemente mayor del ácido -
14 

C linoléico en célula las deficientes y sobre todo en aquellas que se - 

desarrollan por 2da y 3era vez en animales deficientes, se debería a la - 

menor dilución en el pool de linoleil-CoA por deficiente en A.G.E. lo que
14 . .

aumentaría la radioactividad específica de C linoleil-CoA que se va a - 

incorporar. Es decir, existiría un fenómeno de dilución de radioactividad 

y no de mayor incorporación del 18:2 en las células deficientes(186).

Es de destacar el particular comportamiento de - 

las células del Sarcoma-180 desarrollado en animales deficientes en A.G.E., 

al incorporar el ácido 1C linoléico fundamentalmente en lípidos neutros, 

ya que trabajos de De Tomás y col. (186) demuestran la incorporación selec_ 

tiva del radiolinoléico en la fracción de fosfolípidos hepáticos cuando se 

inyecta dicho ácido por vía portal en rata deficiente en A.G.E., mientras
14 que en ratas normales, el C 18:2 se incorpora preferentemente en la por

ción de trigliceridos. En esos trabajos se sugería la existencia de un -- 

turn-over aumentado del ácido linoléico en las moléculas de fosfolípidos 

de las ratas deficientes utilizándose una vía de aeacilación-reacilación. 

También se pueden citar los estudios de A. Spector (169) en carcinoma as_-
14 

cítico de Ehrlich. Este autor inyectando por vía intraperitoneal ácido C 

linoléico a ratones normales que soportan dicho tumor, demuestra que el - 

75% de la radioactividad se halla en fosfolípidos y el 25% restante en ás

teres de lípidos neutros.
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G) Incorporación del ácido linoléico C14 en triglicéridos y eter-lípidos

Los lípidos neutros que incorporaron más de un - 

90% de la radiactividad cuando se incubaron las células de Sarcoma-180 — 

con radiolinoleico, se analizaron por cromatografía en capa delgada de si 

lica gel G, detectándose la radioactividad por Scanner con contador pro

porcional 2 H .La figura '15 '* muestra una cromatoplaca tipo en la que 

se han sembrado lípidos neutros de hígados de ratones huespedes manteni

dos con dieta normal y deficiente» en A.G.E., y también los correspondien 

tes a células de Sarcoma-180 deficientes en A.G.E. y controles. Paralela

mente se presenta un perfil de la radioactividad con una sensibilidad de 

1 y 2 K. Se puede apreciar que los lípidos neutros de los dos hígados hu

éspedes no presentan una banda entre lds correspondientes a esteres de co 

lesterol y triglicéridos, mientras que en las células ascíticas aparece - 

bien marcada una fracción que correspondería a los eter-lípidos: alquil - 

digliceridos y plasmalógenos neutros. La diferente intensidad de esta ban_ 

da en los dos tipos de muestras celulares se debe a la distinta cantidad 

sembrada en la cromatoplaca, por lo que no debe tomarse para una l.” •”< — 

comparación cuantitatva.

Al estudiar la distribución de la radioactividad 

se observa que el radiolinoleico se encuentra en valores de un 70% en la 

banda de eter-lípidos en tanto que el 30% restantes9etecta en la zona co

rrespondiente a triglicéridos. Ante este tipo de cromatograma y perfil de 

radioactividad se procuró analizar la fracción que se suponía se trataba 

de eter-lípidos. Para ello se hicieron las siguientes determinaciones con 

sus correspondientes resultados:

1) análisis de colesterol: Se extrajeron 

de la silica las zonas coincidentes con el frente del solvente y la si

guiente inferior, con mezcla del Cl^ CH/Metanol 2:1 (V/V) a 40°C de acue£ 

do a lo expuesto en materiales y métodos. Una vez eluída las muestras se 

saponificaron con KoH alcohólico al 4% a 80°C 45 minutos. Del medio alca

lino se extrajo el colesterol con eter de petróleo para analizarlo por el 

método de Zlatkis con FeClo-H SO, (187).3 2 4
Por esta técnica se pudo determinar la cantidad 

de 330 n moles de colesterol en la mancha localizada junto al frente del 

solvente, es decir la que correspondería a ester de colesterol, mientras 

que en la zona siguiente (eter-lípidos) se detectaron sólo 60 n moles 

de la misma sustancia.
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2) analisis por el reactivo dinitrofenil hidrazi- 

na, específico para plasmalógenos neutros (glicerilvinil eteres). Las ban

das de eter-lípidos se rociaron con 2-4 dinitrofenil hidrazina 0.4% en HC1 

2N. Con este reactivo se detecta la presencia de la unión vinil eter por - 

lib^a ción de aldehidos que dan una mancha amarrillo-anaranjado cuando las 

placas son calentadas levemente (137).

Los resultados con las muestras en estudios se - 

pueden considerar negativos.

3) análisis por espectroescopía de infrarrojo. 

Con los supuestos eter-lípidos en estudio, se procedió de acuerdo a lo ex

puestos en materiales y métodos para su purificación en cromatografíajkcion «AcL 

Na Al H? (OCH2 CH2 OCH3 ) Vitride:

Este agente reductor produce la hidrogenólisis de 

las funciones esteres quedando la función eter según lo muestra el siguien_ 

te esquema (141-142):

Alquil diglicerido 1-alquil-sn-glicerol Alcoholes grasos

plasmalógeno neutro alq-1’-enil-1 glicerol Alcoholes grasos*

A los productos de la hidrogenólisis se los sepa_ 

ró de acuerdo a lo explicado en materiales y métodos para realizar un es

tudio por espectroscopia de Infrarrojo. El espectro obtenido se muestra - 

en la figura •' 16 ) .
Baumann y col. (146) dan el valor de 1120 cm ^ - 

para la banda de absorción en el espectro correspondiente a la función — 

eter (C-0) en los 1-alquil-sn-glicerol. Esta banda puede observarse en el
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espectro aquí presentado. Sí se comparan los espectros de infrarrojo obte

nidos por Bollinger (188) en carcinoma Walker 256 de rata y en un linfos- 

sarcoma humano, figura „ 17, se puede ver la gran simulitud que existe en

tre ellos y el de las células de Sarcoma-180 de la figura .16 . Este au

tor identificó a la sustancia que produce el citado espectro de infrarrojo 

como un alquil-diacilglicérido.

Todos estos resultados conducen a suponer a la zo^

na comprendida entre los triglicéridos y esteres de colesterol de las célii 

las de Sarcoma-180 como correspondiente a los alquil-diacil- glicéridos. - 

Esto se ve corroborado por el valor de RF (distancia recorrida por una sus_ 

tancia respecto al frente del solvente en cromatografía en capa delgada) - 

obtenido en estos experimentos y los dados por distintos autores que anali. 

zan lípidos neutros de células neoplasicas eri las mismas condiciones de — 

trabajo. (162,189-190)

Por otra parte este tipo de lípido no polar ha si^ 

do hallado por distintos laboratorios en células tumorales desde que Bollin. 

ger observó su presencia en el carcinoma de Walker 256, en el Sarcoma de - 

Fisher R 3259/96 A y carcinoma ascítico de Ehrlich (191).

Posteriormente Wood y Halow (192) demuestran la — 

presencia de gliceril-eter-di* teres en 10 tumores de ratas y ratones. Mas 

recientemente, Albert y col. (193) estudiando una cantidad importante de - 

tumores de cerebro humano encuentran hasta un 4.8%, de alquil-diacil-glice-

ridos en el total de glicerolípidos. Fallani y col. (194) con sus trabajos

en neoplasias contribuyen a confirmar los cambios característicos de los -

lípidos hallados en tumores como son la baja cantidad de fosfolípidos, el - 

apreciable contenido de eter-lípidos y el incremento de ácidos monoenoicos.

Snyder y col. (145) estudiando 13 tumores trans-

plantables de ratón entre los que se encuentran el Sarcoma-180 y el carcino

ma ascítico de Ehrlich demuestran que el porcentaje de gliceril eteres ha

llados en la fracción de lípidos neutros de los tejidos de rata normal(plas-

ma, músculo, médula, hígado, bazo, corazón, riñón, cerebro y grasa perirre- 

nal) (142), es muy bajo (0.2-0.5%) comparados con el de tumores de rata y - 

ratón (0.5-2.9%).
Los gliceril eter diesteres no son lípidos privat_i 

vos de las neoplasias ya que han sido aislados de aceites de pescado (195), 

tejido graso humano (196) y hasta en estómago de aves (197) pero parecería 

que en los tumores tendrían una importancia significativa.

Snyder (190) determinó que las estructuras hidro- 

carbonadas implicadas en la unión 0 alquil consisten fundamentalmente en



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

En la 2da posición 

mientras que en la

tanto en las

del glicerol

3era hay una

células neoplásicas como en las normales, 

se ubican los ácidos poliinsaturados, — 

disminución de la cantidad de ácidos polji

insaturados pero con una proporción algo mayor de ácido esteárico que en 

la segunda posición.

Se ha propuesto un esquema metabolico de posible 

vías de entrada de los ácidos grasos para estructurar los eter-lípidos. -

Howard y col. (198) son los autores de dicho esquema que se muestra a con 

tinuación:

Con este esquema metabólico ”in mente” los auto

res mencionados estuadiaron una serie de neoplasias de crecimiento rápido 

lo que les permitió detectar una relación inversa con los contenidos de 

glicerol fosfato deshidrogenasa y el incremento de eter-lípidos, asociado 

con una menor diferenciación celular y mayor crecimiento tumoral.

H) Incorporación de linoleico C14 en etergliceridos de celulas de Sarcoma —

180 empleando distintos tiempos de incubación.

Como se explicara en el párrafo "G" los lípidos

*
7 7 • -



neutros radioactivos de las células de Sarcoma-180 mantenidas en animales 

deficientes en A.G.E. y en controles, se analizan por cromatografía en ca 

pa delgada y lectura de radioactividad por Scanner. La figura 18 mues

tra los perfiles de distribución de la radioactividad tipo, a los 3,5 y 

10 minutos de incubación del ácido linoléico con células de Sarcoma-

180 testigos. Los resultados demuestran que con solo 3 minutos de incuba

ción se detecta una incorporación casi exclusiva en eter-gliceridos. A me 

dida que transcurre el tiempo, la radioactividad se distribuye tanto en - 

eter-gliceridos como en trigliceridos, pero siempre con mayor porcentaje 

en los primeros.

En la figura '19 se presentan los resultados - 

hallados en las células de Sarcoma-180 mantenidas en animales defientes - 

en A.G.E. Los perfiles de distribución de radioactividad a través de los 

distintos tiempos de incubación son muy similares a los de las células - 

controles.

En las figuras '20 y 21 se observan más de

talladamente los valores promedios y desviación standard de la radioacti

vidad hallados en eter-gliceridos, trigliceridos y digliceridos de células 

de Sarcoma-180 controles y los correspondientes al 1er, 2do y 3er repique 

en animales deficientes en A.G.E. En todos los casos aquí presentados se -
. 14

reconoce una incorporación del ácido linoléico C en la fracción de eter- 

gliceridos en los tiempos de incubación cortos, mientras que en los trigli^ 

ceridos prácticamente empieza a detectarse la radioactividad a partir de 

los 5 minutos incrementándose a los 10 minutos pero no con la velocidad — 

que lo hacen los eter-gliceridos. Los digliceridos en general mantienen - 

constante su radioactividad incorporada con una tendencia a aumentarla en 

tiempos mayores.

Existen diferencias en las velocidades de incor-

poración del radiolinoleico en 

controles y 

figura '21 '

las deficientes de

entre las células ascíticaseter-gliceridos

lero y 2do repique. En el gráfico D de la 

las células de Sarcoma-180 del tercer repi- 

son similares a las obtenidas con las 

como si las células que han sido man

correspondiente a 

curvas cuyas pendientes

Paree ería,

que muestra

ascíticas testigo.

por varios repiques en animales deficientes

desarrolladas en ratones normales después de un

células

tenidas

células

se comportaran como - 

período de adapta-

esta nueva condición.

Un estudio con mayor número de 

les deficientes en A.G.E. permitiría determinar si

períodos mayores de deficiencia y si

cion a

esta

repiques en anima 

adecuación al me

dio se mantiene en en esas circunstan



19.-

Fi£ura 18: Perfil de radiactividad detectada en placa de cromatografía en 
capa delgada de Silica gel—G de Lípidos Neutros de célula de

Sarcoma-180 controles incubadas 3, 5 y 10 minutos con acido l_i 
noléico C^.
Detección con Scanner Berthold II

i
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T.Í.Scr.a ?0: Terfil de radiact ivO1 id dnípetada en placa de cromatografía en 
capa delgada de silica de hipidos Neutros de células de
Sarcoma-180 deficientes en A.G.E., incubadas 3, 5 y 10 minutos 
con ácido linoléico C^.
Detección con Scaimer Berthold II
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cias adquiere 'las características metabólicas de las células controles pj? 

ro con composición lipidica distinta.

Diversos autores han dado sus opiniones sobre la 

función de estos eter-gliceridos en las células tumorales basándose en — 

los datos hasta ahora publicados. Se ha sugerido que el elevado contenido 

de eteres-glicéridos hallados en células malignas está fundamentada en el 

incremento de precursores cuya presencia indica la falla de otro sistema, 

antes que el de cumplir con un propósito específico (162), también se ha 

postulado que los altos valores de diacil-gliceril-eter detectados en neo 

plasias sería un reflejo del "estado de reducción" de las células tumora

les ya que los alcoholes grasos, encontrados en tumores (199) y los eteres 

glicéridos requieren para su síntesis de la transferencia de hidrógeno — 

vía NADPH. Según Snyder (190) todo ésto conduciría a considerar a los al

tos niveles de alquil glicerolípidos como "marcadores" de los tumores ma

lignos. Por su parte Howard y col. (198) proponen que estos eter-lípidos 

tendrían relación con la diferenciación y la adaptación, asociada con un - 

incremento de la capacidad del tumor para crecer.

Por lo expuesto se deduce la necesidad de nuevas 

investigaciones para determinar la real función de los eter-lípidos.

Aparentemente deben cumplir algún rol de impor

tancia en las células tumorales puesto que han incorporado selectivamente 

un ácido graso esencial frente a las otras fracciones lipídicas que lo - 

han hecho más lentamente.

I) Determinación del tiempo de duplicación celular en células ascíticas 

de Sarcoma-180 mantenidas en ratones deficientes en A.G.E.

La figura k22 demuestra que el tiempo de du

plicación celular de las células ascíticas del Sarcoma-180 mantenidas en 

ratones deficientes en A.G.E. no presentan diferencias significativas res 

pecto al valor de 36.4 - 2.1 horas correspondiente a las células tumora-, 

les mantenidas en ratones normales.

Es de destacar que prácticamente, se han cumpli

do más de 15 generaciones celulares si se consideran las 650 horas trans

curridas desde el primer repique en animales deficientes, sin que ello héi 

ya alterado significativamente la velocidad de multiplicación celular.Sin 

embargo se aprecia una tendencia a incrementar el tiempo de duplicación - 

recién en el tercer repique.
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Para asegurar que existe una marcada influencia 

de la dieta deficiente en A.G.E. sobre la duplicación celular sería n£ 

cesario aumentar el número de repiques en animales en estado deficiente.

A los resultados aquí presentados se le podrían 

sumar los de Bailey y col. (116) que trabajando con carcinoma de Ehrlich 

y Sarcoma-180 ascítico reconocen un ligero aumento en la fase ”lag” cuaii 

do inyectan estas células ascíticas en ratones deficientes en A.G.E. Al 

reinyectar las células deficientes en otros animales también deficientes 

encuentran que la fase lag es igual al de las células controles. Estos aii 

tores consideran la existencia de una adaptación no específica en los — 

primeros momentos del desarrollo celular después del transplante en un - 

huésped deficiente, pero luego al retomar la velocidad de crecimiento — 

normal sugieren que ese medio deficiente en A.G.E. no representa un gran 

stress metabólico para las células en estudios.

Todos estos resultados indicarían la falta de 

requerimientos de A.G.E. que tienen las células del carcinoma de Ehrlich 

y del Sarcoma-180, pero estas conclusiones no son extrapolables a todos 

los tumores,ya que Kidwell y col. (200) han demostrado en un tumor mama

rio de rata que el crecimiento y la sobrevida del mismo depende fundamen 

talmente de la presencia del ácido linoléico en el medio donde se desa-

rrolla. Un comportamiento similar halló Gerschenson y col. en células -

HeLa (115). Por su parte Corwin y col. 

las del Sarcoma Kirsten de ratón (FK 3T3) 

(201) demostraron que las céLu 

incrementan su crecimiento —

cuando se desarrollan en animales huéspedes alimentados con dietas ricas 

en A.G.E., mientras que el tumor AK 3T3 que deriva del primero, sufre u- 

na disminución del crecimiento cuando se lo inocula en los mencionados - 

animales.



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos al estudiar los paráme

tros biológicos y bioquímicos propuestos para determinar la dependencia - 

de las células de Sarcoma-180 ascítico por los ácidos grasos esenciales, 

ban permitido arribar a las conclusiones que se presentan a continuación. 

Las mismas se consideran de acuerdo a cada uno de los parámetros señala

dos .

1) Modificaciones de la composición de ácidos 

grasos de lípidos totales en estados de deficiencia de ácidos grasos esen- 

ciales.

a) La dieta deficiente en A.G.E. produjo modifi

caciones en la composición de ácidos grasos de lípidos hepáticos de rato

nes albino Swiss, cuando los mismos se alimentaron por un período de 50 

días con dicha dieta.

b) Los parámetros de evaluación del estado de de^ 

ficiencia en A.G.E. demostraron que los ratones alimentados con la dieta 

deficiente se ’’encontraban en un estado de deficiencia de ácidos grasos - 

esenciales.

c) Las células ascíticas del Sarcoma-180 mostra

ron un contenido elevado de ácidos octadecenoicos cuando se desarrollaron 

en animales con dieta testigo. Se determinó que esta fracción de ácidos - 
monoetilénicos está constituida por 11.2% de ácido vaccénico (18:1 A11) 

y 88.7% de ácido oléico (18:1 Z\^) .

d) Las células ascíticas del Sarcoma-180 manten_i

das en animales deficientes en A.G.E., acusaron modificaciones en la com-

posición de ácidos grasos de 

te los ácidos octadecenoicos 

nuyeron fundamentalmente los 
(20:4 O 6) .

los lípidos totales. Incrementaron notablemen
9

(18:1) y eicosatrienoico.■ (20:3 ) y dismi-
ácidos linoléico (18:2 l¿)^) y araquidónico -

Los parámetros de evaluación del estado de defi-

ciencia indicaron que las modificaciones apuntadas anteriormente fueron a-

proximadamente del mismo orden que lás producidas en los hígados de los -

animales huéspedes. No se detectaron diferencias significativas entre los 

parámetros correspondients a las células tumorales de los distintos repi

ques en animales deficientes. Se considera que después de un periodo de - 

adaptación las células del Sarcoma-180 adquieren un nuevo patrón de comp£ 

sición de ácidos grasos en lípidos totales y no lo alteran al menos por - 

15 generaciones celulares.



e) las celólas ascíticas del Sarcoma-180 mante- 

nidas en anímales deficientes al ser inyectadas en animales normales de

mostraron tener la capacidad de restaurar la composición primitiva en á- 

cidos grasos. Se comprobó así, el poder de adaptación de las células del 

Sarcoma-180 a los cambios de composición en ácidos grasos producidos por 

distintas dietas en los animales huéspedes.

f) A pesar de las conclusiones expuestas, este

parámetro que considera las modificaciones en la composición de ácidos - 

grasos, como respuesta a la deficiencia en AíG.E.,no permite deducir si 

las modificaciones detectadas en las células ascíticas del Sarcoma-180- 

han sido propias de las células como reacción a este estado de deficien

cia, o secundaria a los cambios en la composición en ácidos grasos sufrjí 

do por el huésped en estas circunstancias.

2) Capacidad de síntesis de ácidos grasos no 

saturados en células de Sarcoma-180.

a) No se detectó capacidad de desaturación del
14 6ácido linoléico C por la desaturasa en células ascíticas de Sarco

ma-180 desarrolladas en animales controles. Tampoco se pudo apreciar ac

tividad de éste sistema enzimático en las células ascíticas obtenidas de 

los tres repiques en animales deficientes en A.G.E.

b) Se pudo apreciar la capacidad de desaturar y

elongar los ácidos palmítico y esteárico de las células del Sarcoma-180 

desarrolladas tanto en animales deficientes como en normales.

No se detectaron diferencias significativas en 

la desaturación del ácido palmítico (16:0) a palmitoleico (16:1 ^ ) en

las células deficientes respecto a las controles, mientras que la desatju 
9ración del ácido esteárico (18:0) a ácido oléico (18:1 vO ) manifiesta - 

un aumento de los valores medios por efecto del estado de deficiencia.

El análisis de este parámetro propuesto para ejs
A 9tudiar el comportamiento de la ¿A desaturasa en los estados de deficien 

cia en las células de Sarcoma-180, muestra la respuesta singular que tie^ 

nen estas células tumorales al incrementar la desaturación del ácido es

teárico sin aumentar la desaturación del ácido palmítico, es decir una - 

alternativa metabólica no observada en hepatocitos en condiciones simila

res. Se presume que con éste comportamiento la célula en deficiencia tien.
9de a aumentar el contenido de ácidos monoetilénicos de la serie O para 

hacer frente a la disminución de ácidos pol iet ilénicos de la familia



a pesar de ello los bajos porcentajes de desaturación de los ácidos satu 

rados no alcanzarían a cubrir las necesidades metabólicas de las células 

ascíticas por lo que deberían tomar parte de los ácidos grasos monoetiljí 

nicos, preformados del huésped.

3) Incorporación del ácido linoléico C14 en las 

distintas fracciones lipidicas:

a) Se demostró que las células ascíticas del Sa_r
^14coma-180 incorporan al ácido linoléico C fundamentalmente en la frac

ción de lípidos neutros, cuando se incuban durante 3,5 y 10 minutos con 

este ácido. Estudios realizados ”in vivo” presentaron el mismo esquema - 

de incorporación.

b) La radioactividad incorporada en lípidos neu

tros es creciente con el tiempo de incubación.

c) No existiría una mayor incorporación del ra- 

diolinoléico en lípidos neutros de células deficientes respecto de los - 

testigos.

d) No se detectó una mayor incorporación de li- 
^14noléico C en fosfolípidos de células deficientes en ninguno de los — 

tres repiques estudiados.

e) Las células del Sarcoma-180 presentan un com 

portamiento particular al incorporar el ácido linoléico en lípidos neu

tros, distinto al de otro tumor de crecimiento rápido como es: el carci

noma ascítico de Ehrlich.

f) El radiolinoléico se incorporó fundamentalmen_ 

te en la fracción que correspondería a alquil-diacil-glicéridos tanto en 

células controles como deficientes en A.G.E.

A cortos tiempos de incubación, la radioactividad 

se distribuyó principalmente en los eter-glicéridos; luego al aumentar el 

período de incubación se pudo detectar también en triglicáridos pero siem 

pre con un mayor porcentaje en los primeros.

g) Al cabo de un aparente período de adaptación 

al estado de deficiencia de A.G.E. las células ascíticas adquieren una ve 

locidad de incorporación del ácido linoléico en las fracciones menciona

das en "f”, similar a las células controles.

h) Se considera necesario realizar un mayor nu

mero de estudios y experimentos que permitan aclarar el rol que cumplen - 

los eter-glicéridos en las células tumorales como así también explicar la 

capacidad que tienen las células ascíticas del Sarcoma-180 de incorporar 



selectivamente el ácido 18:2 tO en los mencionados eterglicéridos.

El análisis global de este parámetro que estudia 

la incorporación del ácido linoléico en las fracciones lipídicas de las 

células del Sarcoma-180 ascítico en estado de deficiencia de ácidos - 

grasos esenciales pone en evidencia un comportamiento contrario al obser^ 

vado en hepatocitos en condiciones similares.

4) Tiempo de duplicación celular

a) El tiempo de duplicación de la células ascít_i 

cas de Sarcoma-180 desarrolladas en ratones Albino Swiss mantenidos con - 
dieta normal fue de 36.4 í 2:1 horas.

b) No se detectaron diferencias significativas - 

entre el tiempo de duplicación celular de las células controles y las de

sarrolladas en animales deficientes del 1ro y 2do repique.

c) Se considera necesario aumentar el número de 

repiques en animales deficientes en A.G.E. para poder asegurar que no — 

existe una verdadera influencia de la dieta deficiente en A.G.E. sobre - 

la duplicación celular en Sarcoma-180 ascítico.

Por lo expuesto en 1, 2, 3 y 4 se sugiere que las 

células del Sarcoma-180 ascítico (número modal de cromosomas 74) son capa

ces de adaptarse y desarrollarse, al menos durante 3 repiques (650 horas), 

en animales en estado de deficiencia de ácidos grados esenciales, merced a 

las modificaciones y características particulares observadas en ellas.
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