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

A.G.E. = acidos grasos esenciales

AMP = &' adenosina monofosfato

CoA = Coenzima A
C.G.L. = cromatografia gas-1lTquido
Elong. = sistema enzimidtico de elongacion

FAD = flavina adenina dinucleotido
g = aceleracion de la gravedad
h = hora
KM = constante de Michaelis - Menten
Mal.CoA = malonil-coenzima A
_1_3
mg = 10 gramo
min = minuto

ml = 1073

litro
NADH = nicotinamida adenina dinucleotido reducida

NADPH = nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducido
mm = 10—9 moles

PM

peso molecular
T.L.C. = (thin layer chromatography) cromatografia en capa delgada
V/V/V = Volumen en volumen en volumen

. -6 .
uLli =19 7 Curie

-6

Mg = 10 “gramo
Ml o= 10—6 litro

19-6 molar

4
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NOMENCLATURA DE ACIDOS GRASOS EMPLEADOS EN ESTA TESIS

a)

b)

c)

Nomenclatura trivial: ej: acido linoleico

Nomenclatura abreviada: ej: 18 : 2 06

El primer nimero indica la canti-

dad de 3tomos de carbono que posee la molécula;el que estda a continua--
cion de los dos puntos, el nimero de dobles ligaduras; el que esta ubi-
cado después de W, indica el nimero de 3tomos de carbono desde la TUlti

ma doble ligadura hasta el metilo terminal inclusive.

Nomenclatura sistematica

Ej acido Z§9’12 octadecddienoico,
donde 15.9’12 indica la posicion de un doble enlace entre los carbonos
9y 10 y otro entre los carbonos 12 y 13 también se ha utilizado en for

ma abreviada Z§9’12 18 : 2

NOMENCLATURA DE GLICERIDOS

Sistema de numeracién esteroespecifico (sn)

En la proyecccion de Fisher el

grupo hidroxilo secundario es dibujado a la izquierda del C-2; el atomo

de carbono arriba de éste recibe el nimero 1 (C-1) y el que estd debajo

¢ - 3.

CH, OOCR'

N

R' C 00 W——

LIALEO g4
x

Vg
CH2 OOCR

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

n e 1. .
/\ "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 1a Biologia, la Medicina y especifica
mente la Patologia ha permitido asignar a los lipidos roles metabdlicos

y estructurales tan importantes como insospechados.

Dia a dfa, merced al aporte de investigadores de --
distintas disciplinas, éstos roles o funciones se amplian y se hacen --
mas especificos, 1o que conduce a un mejor entendimiento de los proce--
S0OS metabélicos'y constituye una ayuda inestimable para el conocimiento
de la influencia de las estructuras lipoproteicas sobre los estados nor

males y patoldgicos celulares.

Los lipidos por sus caracteristicas fisioquimicas -
presentan una gran ubicuidad en los organismos y particularmente en la
célula. Si se toma como centro de andlisis a ésta Gltima, el estudio de
los lipidos conduce inmediatamente al compartimiento subcelular que jue
ga un papel fundamental en la sintesis de los mismos: el reticulo endo-
plasmico. Es importante detenerse en él pues las estructuras de membra-
nas que lo constituyen y que forman tlibulos, cisternas y canales a lo -
largo del citoplasma, presentan una composicion lipo-proteica con fun--
ciones estructurales y enzimiticas. Son precisamente esas enzimas las -
encargadas de la biosintesis de los lipidos, acidos grasos insaturados,

prostaglandinas, esteroides, glicoproteinas y otras moléculas (1.-)

En el afo 1941 Claude utilizando métodos de ultra-
centrifugacidon fraccionada aisld particulas de 100 y 1500 A de diametro
a las que 1lamdé microsomas. Estos correspondian a los fragmentos de las
vesiculas, tdbulos y membrapas del reticulo endopldsmico (2 - 7-). Este
fraécionamiento permitid el estudio '"'in vitro' de muchos procesos bio--
quimicos, abriendo asi nuevos campos en la investigacion de los mecanis

mos enzimaticos.

Los microsomas, recibiran a los acidos grasos para
sintetizar lipidos mis complejos. Estos acidos grasos tendrdn un origen
ex6geno a la célula, o bien ser producto de una sintesis de ''novo' por
la accidn del complejo enzimitico citoplasmatico: acido grase sintetasa
(8.-). En este Gltimo 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 proteinas (ACP) es capaz de llevar unido a un grupo -
sulfhidrilo Gnico de su estructura, el grupo acido que se ird forman-
do mediante la accidon enzim3tica de las restantes proteinas. Se puede
decir que existe una proteina portadora de grupos acilos, y enzimas =
condensantes, reductasas, deshidratasa y transacilasas que tomaran mo
léculas primordiales como el acetil CoA y malonil CoA para llegar a ~
conformar a través de varios ciclos de sintesis, un acido graso de ca
dena hidrocarbonada larga. La cadena podri alargarse aidn mas mediante
un mecanismo de elongacidn a nivel mito condrial merced a la incorpo-
racion de acetil CoA (13 - 14) o bien a nivel de los microsomas via -

malonil CoA (15 - 16).

Como se indicara anteriormente los acidos
grasos saturados exdgenos o de sintesis ''de novo'' enddgena se desti--
nan en los microsomas no sOlo para la sintesis de 1ipidos sino también
para la desaturacidon de su cadena hidrocarbonada, es decir, generar -
en ella dobles enlaces. Estos acidos no saturados podran estructurar

a posteriori, lipidos complejos.

Como primera etapa para cualquiera de los
procesos enzimaticos mencionados se requiere que los acidos grasos se
encuentren activados bajo la forma de Acyl - CoA. La reaccidn se rea-
liza por accidn de la Acil - CoA sintetasa (acido: CoA ligasa (AMP) -

EC. 6.2.3.) microsomal (1).

l.- SINTESIS DE ACIDOS GRASOS NO SATURADOS

En los mecanismos de P - oxidacidn de los
dcidos grasos se detectan etapas de sintesis de acidos - 5 no satu-
rados, de existencia efimera y que rapidamente se hidratan para degra

darse en Gltima instancia a acetil - CoA (17.-).



La apertura de estos dobles enlaces se lleva a cabo por accion de deshi

drogenasas mi tocondriales ligadas al FAD (18.-).

Entre 1937 y 1940 Schoenheimer, Rittemberg y
colaboradores hallaron que las células animales eran capaces de formar
dcidos grasos insaturados a partir de precursores saturados (19 -20.-).
Afos después los trabajos de Bernhand (21.-) demuestran que el &cido es
tedrico (18:0) podia ser desaturado aerdbicamente a acido oléico (18:1)
por un sobrenadante celular libre de mi tocondrias. Estos resultados, --
junto a los de Stoffel (22.-) con sus estudios en microsomas de higado
y los trabajos de Nugteren y colaboradores (23.-) Holloway y col. (24.-)
y Brenner y col. (25.-) que analizan el comportamiento de distintos aci_
dos grasos frente a la accidon desaturante microsomal, permiten afirmar
que las principales etapas de biosintesis de acidos grasos insaturados
se producen en el reticulo endoplasmico por un mecanismo aerdbico. Se -

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

La capacidad de desaturacidon de acidos gra-
sos saturados y no saturados ha sido observada tanto en organismos infe
riores (27.-) como en rata intacta (28.-) pulmén perfundido (29.-) y --
preparaciones microsomales de varios tejidos animales y humanos, tales
como el higado (30 - 33), pulmén (34), tejido adiposo (35.-36.-), glan-
dulas mamarias en lactancia (37.-38.-) e incluso en células tumorales

(39.- 42.-).

[.A) SISTEMA DE Z§9 ACIL CoA DESATURASA: SINTESIS DE ACIDOS MONOETILENICOS

La A E desaturasa (EC 1.14,99.5) de mamife-
ros cataliza la conversion del acil CoA saturado en acil CoA monoinsatg
rado. Esta ligado al reticulo endopldsmico y tiene un requerimiento obli
gatorio por NADH, OxTgeno molecular, citocromo b5 y NADH - citocromo b5
reductasa (EC 1.6.2.2.) (43 - 45). En distintos laboratorios se ha demos
trado que ademdsse raqujeren proteinas citoplasmaticas para lograr una -

actividad mixima en preparaciones crudas de ‘ZXS desaturadas (46 - 48).



Jeffcoat y col. (49.-) dan un esquema de los
integrantes de la desaturacion del acido estedrico (18:0) ubicando a --

los mismos en la membrana microsomal de acuerdo a lo representado en la
Fig.1.-

En microsomas de higado de rata Spalt, Stritt
mater y col. han logrado purificar la Zﬁgdesaturasa demostrando que se
trata de un peptido simple de 53.000 Dalton con un 62% de aminodcidos -

no polares y un 3tomo de hierro no heminico (50.-).

Mediante el estudio de diferentes organismos
y sustratos se ha podido determinar que al menos existen dos desatura--
sas: una es mds especifica para los estearil - CoA (18:0) palmitoil CoA
(16:0) que los convierte en oleil - CoA (18: 1 HED y palmitoleil CoA
(16: 1 u>7) respectivamente, mientras que otra convertiria acil - CoA -
de cadena mds corta como el miristoil - CoA a miristoleil - CoA, dodeca

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

Los valores de Km para el acido estedrico y
palmitico son similares. Para el primero se determindé un Km = 4,5 «M
y para el segundo Km = 4.7 «M . El 3cido oleico actuaria como inhibi--

dor competitivo con un Ki = 5/xm(52.-).

Desde un punto de vista de la significacion
fisioldogica el mejor sustrato para la Z§9 desaturasa corresponderia al
estearil CoA. Esto es consistente con las observaciones de composicion
de &cidos grasos en higado de rata, en el que se detectan al acido oléj

co como mayor constituyente de los &cidos monoetilénicos (53.-).

Ls estearil - CoA desaturasa ha sido detec-

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

Es una enzima que se ve modificada en su ac
tividad por la composicidn de la dieta (54.- 57.-) y por estados pata-

16gicos tal como en la diabetes (58.- 59.-) y cancer (41.- 42.-).

|.B. SISTEMA DE Z§6 ACIL CoA DESATURASA: SINTESIS DE ACIDOS POLIETILENICOS




Otra enzima importante dentro de los mecanis

. - - - 6 » -:-

mos de desaturacion de acidos grasos, es la /\ ° desaturasa cuya activi
dad se ha demostrado no solo en tejido de mamiferos (24, 57, 60, 61) si

no también en animales de sangre fria (62).

Esta enzima integra un sistema microsomal de
cadena transportadora de electrones, similar al utilizado por la Z&S de

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

La Z§6 desaturasa utiliza como sustratos a
los 3cidos hexa y octadecenoicos con doble ﬁigadura en posicién 9 (24)
"abriendo un nuevo doble enlace entre los carbones 6 y 7 con respecto
al grupo carboxilo. Esta enzima demuestra una actividad manifiesta fren-
- . 139’]2 . . ‘. Z§9’12’15 .
te a los acidos octadecenoico (linoleico) y octadecatri_

9,12 octadecatrl

enoicos ( «¢-linolénico) transformdndolos en 3cidos Zk6
enoicos ( ¥-linolénico) y"[§6’9’]2’15 octadecatetraenoico respectiva--

mente (23, 64).

Esta enzima es clave y reguladora para la --
sintesis de dcidos grasos polietilénicos los cuales son componentes fun
damentales para el mantenimiento de la estructura normal de membranas -
celulares (65). Su actividad se ve inclufda por factores nutricionales,
fundamentalmente por la carencia proteica en las dietas (66, 68) y hor-

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

Estudios realizados en ratas demostraron que

la A 6 desaturasa disminuye su actividad al avanzar la edad del animal’

(75) .

I.C. SISTEMA ZSS ACIL CoA DcSATURASA

La Z}S 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 bioldgico muy importante ya que por medio de su
accién se sintetizan acidos claves, no s6lo para la formacidn de estruc

turas sino también como precursores de metabolitos bioldgicamente activos
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como son las prostaglandinas y derivados.

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

y [3‘6 desaturasas (60, 63, 79, 81).

Los sustratos normales para esta enzima --
son los 3cidos eicosa - 8,11 - dienoico (20:2 e ), eicosa - 8,11,14

trienoico (20:3 \06) o eicosa - 8,11,14,17 tetraenoico (20:4 u)3) (1).

I.D. ELONGACION

Junto a los sistemas desaturantes descrip-
tos anteriormente en los parrafos I.A., 1.B. y I.C. existen a nivel -
microsomal sistemas enzimaticos 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 acidos grasos -
que han sido desaturados previamente. Como resultado final de estos -

procesos de desaturacion - elongacidn, se obtienen los 3cidos grasos

polietilénicos.

No solamente el sistema elongante microso-
mal utiliza como sustrato los acidos no saturados sino también puede
elongar los &cidos saturados tales como el palmitico (16:0) que puede
ser convertido a acido estearico (18:0), reaccién que se ve influida

por la lecitina (83).

La elongacidn microsomal de los acidos gra
sos se realiza a través de intermediarios acidos F>— ceto, F>- hidroxi,
y oC- P enocicos (15).

Mohrhaurer H. y col. (84) demostraron que los
dcidos grasos saturados y no saturados compiten en las reacciones de
elongacion.

R.Brenner en su revision publicada en DRUG

Metabolism Review del afo 1977 resume en un esquema, todas las etapas



de desaturacion y elongacidon microsomal que conducen a los &cidos poli

insaturados. Esos acidos estan agrupados en familias W 3 , W 6,!0 3,

que se originan en el acido esteadrico, linoleicoy x1inolénico respecti

vamente (1). Por su parte MEAQ@ (85) y H.SPRECHER (86) dan los pasos de
7

desaturacidon - elongacion de la denominada familia W’.

E!l término W se refiere a la posicion del -

doble enlace tomando como referencia el metilo terminal.

La secuencia de los pasos metabdlicos de de

saturacion y elongacion est3 graficado en las figuras 2,3,4y 5.

Lo expuesto hasta el momento permite efec--
tuar un analisis fisioldgico de las familias de los acidos grasos ante
riormente descriptos. El mismo nos permite clasificarlos en dos gran--
des grupos que son las familias capaces de ser sintetizadas totalmente
por las células de mamiferos y que comprende a las familia de los aci-
dos palmitico y estearico. El otro grupo presenta como precursores a -
los acidos grasos que no son sintetizados '‘de novo'' por la célula de -
mami fero,por lo cual deben ser aportados con la dieta. Estas familias son
las de los acidos linoleico y linolénico, es decir uD6 y u>3 respecti-

vamente.

11.- ACIDOS GRASOS ESENCIALES

En el transcurso de las investigaciones bio
quimicas 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 patoldgicas.

Este es el caso de los trabajos realizados
por George y Mildred Burr (87, 88) los cuales publicaron entre los afos
1929 - 1930 los resultados de sus investigaciones acerca de la impor--
tancia de la ingesta de ciertos acidos grasos para el normal desarro--

l1lo de los animales de ex;erimentacian.
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Trabajos posteriores establecieron que los
dcidos polietilénicos con una estructura de 6 - 9 -~ di - cis decadie-
nilo es requerida para el mantenimiento de condiciones normales de cre
cimiento y reproduccion (89). Esta estructura aparece en los 3cidos -
linoléico (18:2 u36), linolénico (18:3 uj3)y araquidénico (20:4 d36).
Los dos primeros acidos grasos no son sistetizados en el organismo a-
nimal y deben ser aportados en forma exdgena a través de la dieta, -

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

dcido araquidonico es considerado un importante 3cido graso. Por su -
estructura polietilénica es fundamental componente de membranas y pre
cursor de prostaglandina (PGEZ) (90), tromboxano(TXAz) y prostacicli-
na (PGIZ) (91). Se lo ubica dentro de los &cidos grasos esenciales a

pesar de contar las células con los sistemas enzimdticos capaces de -
sintetizarlo, puesto que para su sintesis se requiere el aporte de su
precursor exdgeno que es el acido linoleico. Este Gltimo serfa enton-
ces un 3cido graso esencial solamente por ser precursor del menciona-

do acido araquidénico (92).

Los requerimientos de acidos grasos esen--
ciales ha sido demostrado no solamente en el hombre sino también en -

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

Todos los acidos polietilénicos son metabo
lizados rapidamente. Sin embargo, los acidos grasos polietilénicos no
esenciales .. son metabolizados mas rapidamente que los polietiléni--
cos esenciales puesto que el animal trata de conservarlos. Tal: es -
el ejemplo citado por Collins (93) que demuestra que los fosfolipidos
que contienen acido araquiddnico en sus moléculas presentan una velo-

cidad de recambio menor.

F1t. DEFICIENCIA DE ACIDOS GRASOS ESENCIALES

Los requerimientos nutricionales de los or

ganismos animales por los acidos grasos esenciales han sido reconocidos



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 sintomas como retardo del crecimiento e infertilidad.

Trabajos posteriores indicaron que los sintomas de deficiencia en dci--
dos grasos esenciales son tan variados como diversos, ellos van desde -
sintomas externos caracterizados por la caida del pelo (94), el incre--
mento de la permeabilidad y la formacion de escaras en la piel a otros

sintomas menos visibles pero extremadamente importantes, como son los -
cambios en la reproduccidn, en el metabolismo de los lipidos, en la es-
tructura de las mitocondrias (95) y en la actividad de enzimas. Muchas

otras anormalidades morfoldgicas y fisioldgicas son inducidas por la de

ficiencia de 3cidos grasos esenciales segin lo puntualizara Holman (96).

La hiperplasia de 1a epidermis observada en
animales deficientes puede provenir o bien de una actividad mitética in
crementada o de una disminucidn de la diferenciacion de la epidermis y
una pérdida de ‘células, Menton (97) sugirié que la actividad mitdtica
aumentada en células de la epidermis podria deberse a una tentativa del
animal para adaptarse a la deficiencia en acidos grasos-esenciales redu

ciendo la pérdida de agua por la piel.

Es necesario recalcar la importancia de los
acidos esenciales en la division normal de las células puesto que se --
han observado cambios en los indices mitSticos en las vellosidades del
yeyuno de ratones sometidos a una dieta deficiente en acidos grasos e--

senciales (98, 99).

Aunque las necesidades del hombre adulto por
los &cidos grasos esenciales no han sido bien establecidos hasta el pre
sente, se ha demostrado que en nifos existe un requerimiento minimo de
acidos grasos esenciales del orden del 1% de las calorias de la dieta
(100, 101).. En una reunidn realizada por la OMS/FAO llevada a cabo en
Roma en 1977 sobre las grasas en la dieta humana, se acordd establecer
el requerimiento humano de AGE al nivel del 3% de las calorias de la die

ta a fin de asegurar el crecimiento normal del nifo.

Todos estos sintomas de deficiencia estan a--
compafiados por alteraciones bioguimicas tales como un consumo incremen-
tado de oxigeno, una oxidacidn acelerada de intermediarios del ciclo de
Krebs (102), una actividad aumentada de la succinico - deshidrogenasa
(103), modificaciones en las actividades de adenil y quanil ciclasa de

plaqueta (104, 105), transporte de aminodcido (106), etc.
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Respecto a las alteraciones observadas en el
metabolismo de los lipidos es importante tener en cuenta las modifica--
ciones que se producen en la composicién de los dcidos grasos de los 17

pidos de los animales sometidos a dietas deficientes en AGE.

Lo m3s notable de esos cambios es la disminu
cién significativa en el contenico de 3cidos grasos dienoicos y tetra-
enolcos y un aumento concomitante de los acidos monoenoicos y trienoi--

cos (107).

Estas modificaciones en la composicidon de --
los acidos grasos de los lipidos de animales sometidos a deficiencia en
AGE ponen en evidencia ciertos cambios metabdlicos que se producen por
la necesidad del organismo de mantener un grado de insaturacidn en los
5cidos grasos a nivel de membranas celulares necesarios para el funcio-

namiento normal de las mismas.

Ante la imposibilidad de contar con un apor
te adecuado de acido linoléico, las células deficientes en el mismo, re
curren al acido oleico, que si lo pueden sintetizar. A través de él se

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

9

table de la sintesis del 3cido eicosatrienoico C20: 3 W~ por accidn --
combinada de la.[&6 desaturasa y el sistema elongante correspondiente

(107). Sin embargo esta tentativa de compensar la falta de acidos gra--
sos esenciales no tiene un efecfopositivo ya que el animal muere si --

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

Los cambios metabSlicos observados especial
mente a nivel de la composicion en acidos grasos de la fraccién de fos-
folipidos hepaticos pone en evidencia alteraciones a nivel de ciertos -

parametros relacionados con estas modificaciones y que son consecuencia

® . c20:4 w®

directa de la disminucién en la cantidad de acido C18: 2 W
y homélogos superiores con un aumento concomitante del &cido C18: 1 W 3
y C20: 3 7.

La relacidén mas importante como prueba de la
deficiencia en AGE es la que corresponde a C20: 3 W2/ c20: 4 d)6 que -
aumenta notablemente como consecuencia de la falta de aporte de acido -

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

Cuando se demostrd que las membranas de las
células y de sus estructuras estan formadas por lipoproteinas y que ~-
los lipidos son constituyentes importantes de las mismas se comenzd a
estudiar el metabolismo de los lipidos en células tumorales ya que has
ta ese momento los dos metabolismos m3s estudiados en éstas células --
eran el de proteinas y el de hidratos de carbono. Al respecto se puede
generalizar diciendo que las necesidades metabdlicas de la célula can-
cerosa esta condicionada ﬁorfiavelocidad de su multiplicacion. 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

proteinas y acidos nucleicos (108),

Estas modificaciones tenderian a un mayor a
porte energético destinado a la sintesis de nuevas estructuras lipopro

teicas y a la provision de intermediarios metabdlicos.

No obstante es dificultoso poder determinar
en qué medida la célula tumoral es capaz de sintetizar sus propios prin
cipios inmediatos frente a la posibilidad de obtenerlos del huésped en
el cual éstas células se desarrollan,y esto es especialmente cierto res

pecto a los lipidos.

Los tumores requieren suficiente cantidad -
de lipidos para que sus membranas se sinteticen a una velocidad compa

tible con un crecimiento rapido.

Una pregunta fundamental es si la célula tu
moral sintetiza ''de novo' los lipidos gue ella necesita o si los obtie

ne preformados a partir del huésped (109).

Est3d bien establecido que hay alteraciones
significativas en la composiﬁién de los lipidos de membrana de las célu
las cancerosas. Corrientemente se encuentran elevadas cantidades de li
pidos con funcidn éter(110) fundamentalmente como Oalquil diacil glice

ridos. Adem3ds los dcidos grasos polietilénicos de los fosfolipidos
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celulares estan reemplazados parcialmente por acidos grasos honoetilé
nicos siendo esta una caracteristica comin de las células tumorales
(111, 113). Aparentemente el aumento de acido monoetilénico se deberia

a la sintesis del acido vaccénico (18: 1 u37) en éstas celulas (114).

Existirfan posibles diferencias en los re-

querimientos absolutos de AGE por parte de las células tumorales.

Las Celulas He La 53 cultivadas en un me--
dio deficiente en lipidos presentan defectos metabdlicos que pueden -
ser parcialmente revertidos por el agregado de acido linoléico al mis

mo (115).

Por otro lado las células de sarcoma 180 -
ascitico y células de carcinoma ascitico de Ehrlich desarrollan nor--
malmente cuando son transplantadas en ratones deficientes en AGE con-
siderandose que los dcidos oleico y eicosatrienoicé pueden sustituir
funcionalmente a los AGE en estas células tumorales (116). Esto impli_
caria que estas células no dependerian de los 3cidos grasos esencia--
les para su normal funcionamiento. No obstnte no se puede descartar -
la posibilidad de que las mismas pudieran compensar el déficit de AGE

por otros mecanismos.

V. OBJETIVOS DEL TRABAJO

Se ha considerado que para poder establecer
la posible dependencia de las células tumorales por los acidos grasos
esenciales es necesario estudiar varios parametros metabdlicos indica

tivos de esta dependencia.

Los parametros elegidos para el presente -

estudio fueron:

a) Tiempo de duplicacion celular:

Este parametro que corresponde al tiem
po por medio de duplicacion celular es indicativo de la adaptabilidad
de la célula al medio.en el cual se desarrolla y es una manifestacidn

de la vitalidad de 1a misma.
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b) Incorporacion selectiva del radio linoléico en las distintas fraccio

nes lipidicas:

Estudios realizados en animales deficientes en AGE -
han puesto en evidencia que la incorporacién in vivo de radiolino-
léico se realiza preferentemente en la fraccion de fosfolipidos he
paticos y no en la fraccion de lipidos neutros como se observa en
los animales controles (117). Este hecho pondria en evidencia la -
necesidad de la célula deficiente de restablecer la composicion en

acidos grasos polietilénicos de sus fosfolipidos estructurales.

Modificaciones de la composicidn de 3cidos grasos en la deficiencia

de AGE:

La cé€lula trata de compensar la deficiencia en AGE por el -
aumento de la sintesis de acido octadecenoico y eicosatrienoico. -
Estas modificaciones traen como consecuencia alteraciones de cier-
tas relaciones entre los dcidos grasos, siendo la mads caracteristi
ca la que corresponde al aumento de (C20: 3 W02/ c20: 4 d)6. Este -
indice es indicativo de deficiencia en AGE cuando su valor es ma--

yor de 0.4 (101).

Capacidad de sintesis de &cidos no saturados:

La actividad de la en
zima /A9 desaturesa se incrementa notablemente en la deficiencia ‘'én AGE
Este aumento seria un mecanismo compensador dirigido a aumentar la
sintesis de acidos grasos no saturados y condicionaria al parametro

anterior (118).
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MATERIAL Y METODOS

ACIDOS GRASOS:

a) Radioactivos

Se emplearon acidos grasos radioactivos

provistos por Radiochemical Center, Amersham, England.

La pureza y radioactividad especifica -

de los mismos se indica a continuacion:

ACIDO GRASO PUREZA RADIOACT I VI DAD
14 . .

- 1€ palmitico 98% 58 wli / mol

-1 Clh estedrico 99% 56 «Li / _umol

-1 ¢ linolgico 97% 52 aali / ucmol

b) no radioactivos

Nu - .chek prep.inc.Minnesota ha pro-
visto los siguientes acidos con un 99% de pureza: acido linoléico, 3
cido [§1] eicocenoico ( 20; 1 h39); acido Z§8’11’1“ g@icosatrienoico
th,7,10,13,16,19

(20: 3 LD6 ); acido Z311 octadecenoico (vacénico); acido

3

docosahexaenoico (22: 6 W

Los acidos palmitico y estearico (99%. de

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

ALCOHOLES: Linoleil - ol

ALDEHIDOS: Caprilaldehido, pelargonaldehido y caproaldehido
provistos por Fluka A.G (Suiza).



MATERIAL PARA CROMOTOGRAFIA

Cromotografia en capa delgada

Silicagel G., Macherey - Nagel Co.Duren

(Alemania) .

Cromotografia en columna

Acido silfcico - Mallinckrodt - New York (USA)
Hyflo - supercell - Johns Manville - New York (USA).

Cromografia gas liquido

- Dietilénglicol succinato (DEGS) al 15% en
Chromosorb 80/100 W A W

- Etilenglicol succinato (EG S & X) al 15%
en Chromosorb 80/100 W A W

- Etilenglicol succinato (EGSSY) al 15% en
Chromosorb 80/100 W A W

Estas fases fueron obtenidas de Supelco, Pennsyl

vania (USA).

SOLVENTES:

Etanol RPE Carlo Erba Milan (ltalia)
Cloroformo RPE Carlo Erba Milan (ltalia)
Eter Etilico (éecado con sodio metdlico y destilado a 36°C)

Laboratorio Cicarelli (Argentina)
Metanol RPE Carlos Erba - Milan (Italia)
Pentano Normal Metheson. Coleman and Bell Ohio N.l. (USA)

Eter de Petréleo 30°- 50° RPE. Carlos Erba Milan (Italia)
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Dioxano (estabilizado) Mallinokrodt New York (USA)"

Tolueno-Gentilmente provisto por Petroquimica General Mosconi

(Argentina)

MATERIAL PARA LIQUIDO DE CENTELLEO

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

DROGAS

- Albimina bovina fraccidon V (pobre en dcidos grasos). Mills Laborato-

ries Inc. Indiana (USA)
- Silicona Rodosil. Lab.0Ocefa. Bs.As. (Argentina)
- Glucosa P.A.Mallinckrodt. New York. (USA)
- Heparina 5.000 USP ''Liquemine''. Roche. (Argentina)

- Vitride (Na Al HZ) (OCH. CH. OCH Fluka A.G. (Suiza)

2 2 3 )2
- Acido acético glacial RPE Carlo Erba. Milan (italia)
- Nitrato de plata RPE. Carlo Erba. Milan (ltalia)
- Trifenilfosfina. Supelco Co. Pennsylvania (USA)

- Hidroxido de Hyamina 10 X Packard Co.l11linois (USA)

- Etilen Glicol merck (Alemania)

GASES:
Nitrogeno purisimo. AGA (Argentina)

Hidrégeno purisimo. AGA (Argentina)

MATERIAL PARA DIETAS
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Caseina en polvo, dextrina comercial en pol

vo y aceite de maiz comestible adquiridos en comercios locales.

Las vitaminas utilizadas en la preparacion

de las dietas fueron provistas por laboratorios Abbot (Argentina)

AN I MALES

Se utilizaron ratones Albino Swis de 25 - 30 gramos de peso -
provistos por el Bioterio del Instituto de Fisiologia de la Facultad

de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata.

a) Mantenimiento:

Los animales se alimentaron ad-libitum con dieta ba-
lanceada de Purina y sometidas a un periodo de luz de 12 horas y a

una temperatura de 18 a 22 °C

b) Dietas:

Los animales se separaron en dos lotes. Un lote fue alimei
tado con dieta testigo y el otro con una dieta deficiente en acidos

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

La composicion en sales de la dieta estd de acuerdo a la
denominacién Mc Collum - Davis N°4 (119) que contiene por 100 gr. de

mezcla de sales:

POh H K2 - 25,8%

Lactato de Calcio 25, 6%

qu)z Ca H20 14, 6%
PO,H, Na HZO 9,4%

S0, Mg anhidro  7,2%

(PO
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Cl Na L,7%
citrato de hierro y amonio 3,2%

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

te. Cada kilogramo de dieta contiene en mg;

Tiamina 10
Riboflavina 10
piridoxina 10
Pantotenato de Calcio 50
Niacina 25
Inosi.tol 1000
Biotina 2
Acido P.aminobenzoico 10
Acido folico 2
Cloruro de colina 1000

Vitamina B12 o,1

X - tocoferol 30
Menediona 50
Vitamina A 3000 U |

Vitamina D 800 U |

CELULAS DE SARCOMA 180

Las células empleadas en los estudios realizados
son las del Sarcoma 180 o tumor de Crocker, originados en ratones como

una neoplasia epitelial espontdnea localiszada en la regidn axilar (121).

Este tumor se descubrid en 1914 por el Dr.W.H.
Woglom en los laboratorios Croker de Estados Unidos y se mantuvo desde

entonces por sucesivos transplantes (122).
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Composicion de dietas
Q) Composicion porcentvol

NORMAL (restigo) 10{//(‘/[/”5 EN AG (’
e ———— Py
ACEITE DE MAIZ | 3 % 0 %

CASEINA 24 % 24 %

= e e ol
DEXTRINA 67 % 70 %,

Y s+

W TALE N a 2 % 2 7
SALES 4 % 4 %

b) Composicion en acidos grosos

ACI0O GRASO NORMAL (fe.r//’%a) OEFIC/ENTEEN 4.6 E
QLS e mg/ed.era
14:0 0.66 0.3
16:0 4.5 1.87
18:0 {1.37 1.30
18:1 9.6 3.77
18:2 11.66 2.36
C)
AORAI4L OFEFICIENTE EN A.G.E
Contrdad cde 18:2
rngeride drarromenle 58.3 mg 1" 8 mg
Porcenraje enkKcelgue| T U,
Leafp/:}(;aa c/jc;aa“rz((a/’anenf 2.6 0.57
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En 1951 C.Friend desarrolla el Sarcoma 180
ascitico en ratones Albino Swiss a partir de un inéculo intraperitoneal
de una suspensidn de células provenientes del Sarcoma 180 sélido (123).
El nidmero modal de cromosomas de esta sublinea ascFtica es 74 (124). La
misma fue provista por la Dra.Pasqualini de la Academia Nacional de Me-
dicina.

Las células se mantuvieron rutinariamente en
la cavidad peritoneal de ratones Swiss y se transplantaron cada 7 -10 -
dTas. Después de tres pasajes, 0,5 ml a 1 ml de la suspensidn celular -
en plasmaascitico conteniendo entre 40 a 90 x 106 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 perfodo no mayor de dos meses.

Para su utilizacidn, Ta suspension de células
se descongeld rapidamente colocandolas en un bafio de agua a 37°C.Esta -
técnica constituye una modificacién de la original de Peterson y col.

(125) y asegurd 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).

E1 transplante de las células se llevd a cabo
mediante la inyeccién intraperitoneal de 0.2 ml de una suspension conte’

niendo 14 x 106 células asciticas en solucidn isotdnica estéril de Na Cl.

Las células se obtuvieron de la cavidad peri

toneal sacrificando previamente al animal por fractura cervical.

Para evitar la coagulacibn del ligquido ascl-
tico se inyectd en la cavidad peritoneal 1 ml de solucidon de heparina
(10 unidades / ml). Se abrié la misma en forma aséptica y se aspird el
contenido con pipeta Pasteur modificada, cuyo orificio terminal se en--
cuentra a los lados y no en el extremo, 1~ e evita las hemorragias --
por lesiones en los 6rganos durante la aspiracidn. Finalmente la cavidad
peritoneal se lavd repetidas veces con solucion fisiolbgica con la fina

lidad 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 4°C se lavaron dos veces
con solucion fisiologica estéril y se resuspendieron en el doble de su
volumen con la misma solucion,

Se determind el tiempo de duplicacidn emplean

do la siguiente ecuacion (116):

0,301.t

log. N

No

T = tiempo de duplicacién celular
No = Nimero de células en el indculo inicial

N = nldmero de células al tiempo t después del indculo

El conteo de las Celulas se realizd en camara
cuentaglobulos de Neubauer, previa dilucidn de las mismas con Azul de
Tripan al 0,5% en solucidon fisioldgica para determinar al mismo tiempo

la viabilidad celular.

EXTRACCION DE LOS LI[PIDOS

Los lipidos de las células tumorales y del hi-
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

relacion de una parte de muestra a 20 partes de mezcla.
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Los 1ipidos se obtuvieron de la fase cloro-
formica, después de evaporar el solvente y se fraccionaron en sus com-

ponentes mediante cromotografia en columna y en capa delgada.

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Se empled cronomatografia en columna de aci_
do silicico. Para ello se activdo el mismo durante 12 horas a 120°C pa-

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

Se utilizd una relacidn de 1 g de acido si-
licico activado por 1 mg de P de fosfolipidos con 0,4 g de Hyflo super
cell,

Los lipidos neutros se eluyen con 50 ml de
cloroformo y posteriormente los fosfolipidos con 70 ml de metanol. Las
fracciones asi separadas se resuelven en sus componentes mediante cro-

matografia en capa delgada.

CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGADA

a) Fraccionamiento de 1ipidos neutros

La fraccion de lipidos neutros ob
tenida por cromatografia en columna, se separG. en sus componentes
utilizando placas de 20 cm x 20 cm de 0,5 mm de espesor de silicagel
G segdn Stahl. El solvente utilizado en el desarrollo cromatografico
corresponde a una mezcla de éter de petroleo: éter etilico: acido a-
cético (80: 20: 1 v/v). De esta manera se separaron las fracciones -
de diglicéridos, triglicéridos, acidos grasos libres, éteres -1ipi--
dos y ésteres de colesterol (129). las bandas correspondientes a és-
tas fracciones reveladas con vapores da iodo se reconocieron median-

te el empleo de patrones puros.
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~ Elucidn de los triglicéridos y éter-lipidos

Los triglicéridos y
éter-1ipidos separados mediante la técnica cromatografica explica-
da en el-parrafo anterior se eluyeron de la silicagel mediante el
empleo de cloroformo: metanol 2: 1 (v/v) a 40°C con agitacidn y at
mésfera de nitrégeno, Las fracciones asi extraidas se destinaron pa

ra. el estudio analitico, seglin se detalla m3s adelante.

Anilisis de las fracciones de éter-lipidos y trigliceridos

Estas --
fracciones se cromatografiaron nuevamente empleando cromatografia
en capa fina con silica gel G segln Stahl y como solvente desarro-
llante se utilizd una mezcla de hexano: éter etilico 90 : 10 v/v

(130) obteniéndose asi una mejor resolucidn de las mismas.

Las bandas se eluyeron de la silica con
la mezcla ya mencionada en (b) y los productos asi obtenidos se so

metieron a diversos procesos para proceder a su identificacion.

Cromatografia en capa delgada con nitrato de plata

Para la separacion
de los ésteres metilicos de acidos grasos de acuerdo al niGmero de
dobles ligaduras presentes en sus cadenas carbonadas se empled cro-
matografia en capa fina de silicagel G/Nitrato de plata al 10%. Pa
ra separar ésteres de acidos saturados, de monoetilénicos se utili
z6 como solvente de desarrollo una mezcla de éter de petrdleo: éter
etilico (90:10 v/v) (131) y para separar entre si los ésteres de &
cidos polietilénicos se empled una mezcla de cloroformo: metanol
(97: 3 v/Vv) (132). Las bandas se visualizaron bajo luz ultraviole-

ta después de rociar la placa con una solucidon etandlica al 0.05% de

diclorofluoresceina
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CROMATOGRAFIA GAS LiQUIDO

a) Determinacidon analitica de la composicion en 3cidos grasos de los

c)

d)

l1ipidos de las células tumorales e higado del animal huésped.

Se empled un equipo marca Antek modelo
L6 L P con detector de ionizacidn de 1lama utilizando columnas -
de vidrio de longitudes de 1,50 my 2,10 m de 4 mm de didmetro in
terno rellenadas con DEGS al 15%; EGSSX al 15% y EGSS Y al 15% en
Chromosorb 80/100 W A W,

E1 gas eluyente utilizado fue el nitroge-

no purisimo y la temperatura de trabajo fue de 170°C.

Para la determinacidén de los productos de
ozondlisis de los ésteres metilicos de acidos grasos octadecenoi-
cos se utilizd una columna de 1,50 m rellena con DEGS al 15% a --

una temperatura de 50°C.

Obtencidn de los ésteres metilicos de los acidos grasos.

Los ésteres metilicos de los acidos grasos
para estas cromatografias se obtuvieron después de tratar una a[i‘
cuota de la muestra de los lipidos con metanol-H C1 durante tres
horas a 66°C (133) y posterior extraccién de los ésteres metili--

cos de la fase metandlica con 2 ml de éter de petrdleo.

Identificacion de los acidos grasos.

La composicidn en acidos grasos se deter-
mind cromatografiando las muestras con las fases liquidas ya indi
cadas y con dos longitudes de columna para resolver los distintos
isémeros de posicion de los acidos polietilénicos. Para la identi
ficacion de los picos en los cromatogramas se emplearon muestras

puras de ésteres metilicos de acidos grasos, el tiempo de retencién



relativo y gréficos del logaritmo del tiempo de retencidn relati

vo versus longitud en cadena

Tiempo de Retencidn:

Es el tiempo que tarda un compuesto dado en e--

luir de una columna en determinadas condiciones.

Tiempo de Retencidn Relativo:

Es el cociente entre el tiempo de reten
cidn de un componente dado y el correspondiente a otra sustancfa to
mada como patrén de referencia (por lo general el 3cido estedrico).
Este valor -depende solamente del sistema de particidén utilizadon (rgﬁ
lleno. de columna) y de la temperatura y lo que es m3s importante, es
independiente de otras condiciones experimentales. Se lo utilizd en
la identificacion de acidos grasos por comparacién de 3us tiempos de
retencion relativos con los de acidos grasos testigos analizados en

las mismas condiciones (134)

Logaritmo decimal del Tiempo de Retencidon Relativo VS Longitud de

Cadena:

Ackam (135, 136) ha demostrado la existencia de correlaciones
entre los acidos y sus tiempos de retencidn relativos. Tantoslos €és-
teres metilicos de los acidos grasos .monoenoicos de la misma familia,
como aquellos de los acidos grasos polf%oicos de igual nimero de do-
bles enlaces e idéntica familia presentan una correlacidon lineal en-
tre el logaritmo decimal de sus tiempos de retencidon y la longitud -

de cadena total.

Este método de identificacion es de gran utilidad ya que se -
interrelacionan los &cidos grasos de un analisis dado independiente-
mente de la naturalezade las columnas y condiciones operativas (tem-

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

El porcentaje de cada acido en la composicién se determind --

por triangulacidn de los picos correspondientes.
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DETERMINACION DE LA RADIACTIVIDAD

A) Determinacion de la radiactividad en ésteres metilicos de acidos

grasos.

En los experimentos en los cuales se midid la desaturacion
y elongacidn de acidos grasos, se procedié a interesterificar los
lipidos totales extraidos de las células asciticas que se habfan

14

incubado con 3cidos radiactivos 1C .

Los ésteres metilicos de los 3cidos grasos asi obtenidos
se cromatografiaron para su separacidon y determinacidon de radiac

tividad en equipos de cromatografia gas liquido:

1. Radiocromatografia

El equipo empleado fue un radiocromatdgrafo

Packard con contador proporcional de radioactividad.

En éste método los ésteres metilicos de los
acidos grasos son separados mediante una columna de cromato--
grafia gas-liquido y a medida que emergen de la misma ingresan
a un horno de combustidn (138). Esta unidad consiste en un tu .
bo metalico que contiene 0Cu como catalizador, colocado dentro

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

El agua es retenida por (CI.OA)2 Mg que se -
encuentra en un tubo a continuacion del catalizador, mientras
que el IACOZ penetra en la camara de conteo. Al gas eluyente
Argon junto con el CO2 se le agrega propano seco en proporcion
del 10% y la mezcla circula por el contador proporcional y la

radicactividad se registra en un equipo Honeywell.

2. Radiocromatografia con recoleccidn fraccionada de las muestras
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Cuando la radioactividad de las mues
tras a ser analizadas fue muy baja (menor de 10,000 cp.m) (139)
se utiliz6 un equipo de cromatografia gas-17quido analitico mar
ca Antek modelo 464 L P con columna de 2.10 m de largo por 4 mm
de diadmetro interno rellenadas con EGSSY al 15% en Chromosorb
W A W.lLas condiciones de trabajo se indicaronen elparrafo corres
pondiente a ''cromatografia = gas~liquido'.

Para recolectar en el detector el

14

CO2 proveniente de la combustidon de los ésteres metilicos de
los 3cidos grasos en estudio, se colocd una chimenea adicional
sobre la salida de los gases del mismo (Fig.6). Sobre éste se a
poybo un vial invertido conteniendo un papel de filtro pleglado
embebido en 1004l de hidréxido de Hyamine 10 x 1 en metanol.
Esta sustancia es el hidréxido de p (diisobutil -cresoxi - eto
xietil) dimetil bencil amonio capaz de fijar el 1l‘(:Oz. Los via-
les se dejaron enfriar, se les agregd 10 ml de solucidn de cen-
telleo Brays y se los agitd fuertemente durante tres minutos, -
para contar la radioactividad en un contador de centelleo - 17-

quido.

Este método demostrd ser reproduci--
ble en sus resultados, con alta sensibilidad y comparable con -
los datos obtenidos por otras técnicas. Estos parametros se mi-
dieron mediante mezcias patrones de ésteres metilicos de acidos

grasos ' radioactivos.

B) Determinacidn de radiocactividad en un contador de centelleo 1iquido:

El equipo empleado fue un contador de

centelleo liquido Beckman L C 100.

Se utilizaron las siguientes solucio--

nes de centelleo segin el material radiactivo en estudio.

1) Solucidn de centelleo para muestras disueltas en solventes
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2) Solucidn de centelleo para muestras acuosas.

Se empled solucidn de Bray (140)

omni fluor 8 g
naftaleno 60 g
metanol 100 ml
etilenglicol 20 ml
dioxano 880 m1

C) Determinacion de la radiocactividad de las muestras desarrolladas en

cromatografia en capa delgada.

Los cromatogramas desarrollados median
te cromatografia en capa delgada se analizaron con un equipo Berthold -

Scanner || con detector proporcional 2 T1
Las placas se colocaron directamente

sobre una bandeja movil que pasa debajo del , detector de radiacion,

registrandose automiticamente la radioactividad con un trazado con-
tinuo de picos,

E1 contador 2 Tlutiliza metano como -
gas de conteo y un voltaje de 3000 voltios con un amplio rango de -
sensibilidad.

Los parametros que corresponden a velo
cidad de lectura,la constante de tiempo y flujo de gas se obtuvieron
mediante tablas provistas por la Compafiia Berthold de Alemania.

Los valores elegidos fueron los siguien

tes:
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Constante de tiempo: 10 segundos
Ventana del detector: T mm x 16 mm
Velocidad de lectura: 300 mm / hora
Sensibilidad 0,5a 2K

HIDROGENOLISIS DE ETER - LIPIDOS

Separacién y extraccion de sus productos

Los éter lipidos de la fraccion de 1ipi-
dos neutros de las células de Sarcoma 180 ascitico incubadas con ra
diolinoléico fueron purificades por cromatografia en capa fina de a
cuerdo a lo expuesto anteriormente. Una vez extraidos de la silica gel

.
se procedid a realizar sobre ellos técnicas de hidrogenolisis.

Este método utiliza un reductor que trans
forma los acidos grasos que esterifican el glicerol a alcoholes gra
sos, quedando solo la funcidon €ter como 0O-alquil glicerol o 0 - alque
nil glicerol (141, 142), segln se trate de alquil gliceridos o plas

maldgenos neutros respectivamente.

Como agente reductor se empled NaA1H2

(OCH.,CH..OCH conocido con el nombre comercial de Vitride (143).

272 3)2
Este producto ofrece una mayor seguridad y simplicidad en el trabajo

que el LiALHb.

A la muestra disuelta en | ml de dietil -

éter y benceno al 20% (V/V) perfectamente secos, se le agregd 0.2 ml
de Vitride en benceno al 70%. Se llevdo el tubo de reaccidon cerrado

a un bafo a 37°C y se agitd durante 30 minutos.

Los productos de reaccidon fueron extraidos

con dietil éter previo agregado lento de 3 ml de acido ascético al

Ly (144).
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Posteriormente se cromatografiaron en capa
delgada para separarlos, utilizindose standards de linolel|- ol. Se
empled como solvente de desarrollo hexano/éter etilico/metanol/3ci-
do ascético, 80/20/10/1/ (v/v/v/V/) (145).

_Se ley6 la distribucidn de la radioactivi-
dad por Scanner y se eluyd la zona correspondiente al éter glicerol
con éter etilico 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 unidn éter en alquil digliceridos y plas
maldgenos neutros produce bandas caracterfisticas a 9/mn(1111,1 cm)
y 6,1/ﬂm(1666,6 cé) respectivamente en sus espechos de infrarrojo
(146,147) .

E1 alquil -1- glicerol o sus derivados tie
ne espectros de infrarrojos similares a los alquil digliceridos excep
to que los grupos hidroxilos introducen bandas adicionales (148).

'En base a estas caracteristicas se estudiaron por espectroescopia dg
infrarrojo los productos de hidrogenolisis obtenidos por la accidn
del Vitride sobre los éter ;lfpidos de la fraccidn de lipidos neutros

de las Celulas de Sarcoma 180.
Se empled un equipo Perkin Elmer 457.

Las muestras disueltas en éter de petrdleo
se colocaron entre dos ventanas de KBr y se montaron en el portamues
. - -1 - - d
tra. Se recorrid 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 posicion de
la doble ligadura en la cadena carbonada de los ésteres metilicos
de los &cidos monoetilénicos se empled la técnica de ozonblisis re

ductiva.

La reaccion del ozono con las dobles 1i
gaduras y posterior reduccion del ozonido intermediario se puede -

resumir en el siguiente esquema:

R,C = CR, + 0 ch(OB)(:R2 reduc _ R,C =0+ 0= C-R,+H,0

2 2 33—

Cuando se realiza ozondlisis reductiva
de ésteres metilicos de acidos grasos monoetilénicos se obtienen por
ruptura de la molécula a la altura de la doble ligadura, un aldehido

éster y un aldheido (149).

Para el estudio de los is6meros de posi-
cion de los acidos octadenoicos se empled la técnica de Beroza y
Bier! (150) con un micro-ozonizador Supelco provisto de una bobina

Tesla - Coil de alta frecuencia.

El &ter-metflico del &cido monoetilénico
colocado en un tubo de Kahn, se disolvid en pentano, ya que en meta
nol es menos soluble a - 70°C, y se colocd a - 71°C en una mezcla -
frigorifica de nieve carbonica y acetona en el vaso Dewar del equi-
po. E1 tubo de Kahn se tapd con un septum de silicona a través del
cual se pasduna aguja conectada con la bobina generadora de 03 ha---

ciendo burbujear el gas a través de la muestra.

Por un tubo de desprendimiento el 03 que

no ha reaccionado pasa a un Erlenmeyer que contiene una solucidn in

—

dicadora compuesta por Kl al 5% en solucidn acuosa sulfdrica al 5%
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mis el agregado de almidén. Se detiene el pasaje de gas ozono cuan
do aparece el color azul de la solucidn indicadora. Se hace pasar

luego N, seco sobre la muestra para evacuar el exceso de 03. Se re

2
tira el tubo de reaccion de la mezcla refrigerante y se le agrega

1 mg de trifenilfosfina para una cantidad de muestra de 25 48 .

Se tapa hermétieamente para evitar pér-
didas de compuestos volatiles y se agita. Una vez alcanzada la tem
peratura ambiente se siembran los productos de la reaccidn en una
columna de cromatografia gas 1iquido para su.analisis cuali y cuan

titativo, como se indicara en el parrafo correspondiente a cromato:

grafia.

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 180 ascitico del animal huésped se los separd del liquido asci-
tico y se lavaron dos veces con solucidn de incubacidn. Después de
centrifugar a 800 x g se resuspendieron en un volumen doble del pe

llet celular y se contaron.

La incubacion de las celulas intactas
se realizé en Erlenmeyer de 50 ml siliconadas en un volumen de 4 ml.
El medio de incubacidn utilizado fué el de Hanks modificado (151)

consistente en:

NaCl 0,8 g %: KC1 0,04 g %

Ca C1, 0,014 g %

Mg S0, 7 H,0 0,01 g %
Mg C126 HZO 0,01 g %

Na C03H 0,034 g%

buffer PohHg/Poh H Ph: 7.4 0,01 M, glucosa 270 mg %.



390#

Se incubaron 1,¢ide 3cido palmitico
’

1 Clh; 14Ci de acido estearico 1 C1h 0 1xCide acido linoleico 1 CIH.

Los acidos se complejaron con albdmina
bovina (dializada contra solucidon de Hanks y liofilizada) en la -
relacién molar de acido graso/albimina = 2 (152). Para ello se --
formé el jabdn de sodio del acido graso a L5°C y se agregd la al-

bdmina en 0,2 ml de solucidn de buffer fosfato 0,1 M pH = 7.h.

Se agitdé 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 106
con una concentracion de acidos radioactivos y no radioactivos de
Sluag /ml

Se utilizd 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 incubacion se
colocaron los Elenmeyer en hielo y se transfirid el contenido de los
mismos a otros Erlenmeyer que poseian una mezcla de cloroformo -
metanol 2:1. Esta técnica se utilizd para las incubaciones de entre
3' y 10' asegurando asi correctamente el tiempo de incubacidn 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 incubacidon. Las mismas se lavaron dos veces -
con 15 volumenes de solucidn de albimina conteniendo 1420l de al-

bdmina X 108 células durante 3' a 0°C (153).

Segin Spector y col. el tiempo de con-
tacto de esta solucidon de lavado con las células debe limitarse a
tres minutos para evitar pérdida de radiactividad incorporada ya
que ha demostrado que la albimina libre de acidos grasos actla co
mo aceptor de exdgeno de los acidos grasos incorporados en la célula.
Una vez lavadas, se extrajeron los lipidos de las células con so

lucion de cloroformo - metanol 2: 1.
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Tanto en el caso de las incubaciones real#

como -
zadas en tiempos muy cortosYen la que se incubd durante una hora el
extracto cloroférmico conteniendo los 1ipidos totales se evapord a se
quedad en un rotavapor Buchi y el residuo se tomé en éter de petrdleo
para lavarlos dos veces con igual volumen de solucidon al 1% de KOH en
alcohol al 50% (154). Este lavado se realiza con el propdsito de eli
minar. los acidos grasos radiactivos libres de la incubacidn, no incor

porados en las fracciones lipidicas celulares.

Las muestras se guardaron en solucion de
éter de petrdleo con atmésfera de Nitrégeno seco a 4°C para someter--
las a las distintas técnicas de analisis de acuerdo al esquema de tra

bajo que se dara mas adelante.

DESCRIPCION DEL ESQUEMA DE TRABAJO EXPERIMENTAL

Con el propbsito de elucidar los parame--
tros expuestos en el parrafo de objetivos se diagramd el esquema de -

trabajo que muestra la fig.7.

Se utilizaron cinco ratones Albino Swiss
de 25-30 g que se mantuvieron durante 50 dfas (155) con dieta deficien
te en acidos grasos esenciales. Otro lote de cinco animales se alimen

td con dieta normal.

A ambos lotes se les inyectd 114.106 célu-
las de Sarcoma 180 ascitico y al cabo de 234 horas se las extrajo de
acuerdo a lo expuesto en materiales y métodos y se las contd para de-
terminar el tiempo de duplicacidn celular. A esta etapa se la denomind

PRIMER REPIQUE

De cada animal se tomaron 200 millones de

células asciticas, se lavaron y se incubaron durante 3, 5y 10 minutos

con acido linoléico Clh. Otra alicuota de células se incubd 60 minutos
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con distintos acidos grasos, tales como el acido palmftico C ', el

acido estearico Clh'y el acido linoléico C1 .

Cumplido los tiempos de incubacion se -
extrajeron los 1fpidos célulares por la técnfca dei Folch.Una ali--
cuota de las distintas muestras se interesterificé. Con los éste--
res metilicos asi obtenidos se realizd cromatografia gas - liquido
analitica y radio - cromatografia para determinar la composicidon -
en acidos grasos y la distribucion de la radiactividad en los mis-
mos; también se realizd cromatografia en capa delgada de silica gel-
G/NO3

dcidos grasos fueron desaturados. Por otra parte se aprovechd esta

Ag con el fin de detectar si dichos €steres metilicos de los

técnica para aislar el acido octadecenoico. A este acido se le aplicd
técn. de ozondlisis. Los productos de la misma se analizaron por
cromatografia gas - liquido con el proposito de calcular el procen

taje de cada uno de.los is6meros de posicidn del acido monoetiléni

Col

Otra alicuota de los lipidos totales de
las células asciticas se pasd por columna de acido silicico. Se se-
pararon las fracciones de lipidos neutros y fosfolipidos y se determi
nd la radiactividad incorporada en cada una de ellas por medio de -

contador de centelleo lTquido.

Los lipidos neutros se cromatografiaron
en capa delgada, se revelaron con |2 y se localizdé la radiactividad -

incorporada en las distintas fracciones por lectura de Scanner.

Las zonas correspondientes a los alquil-
diacil glicéridos, plasmalogenos neutros y la correspondiente a tri
glicéridos se eluferon para purificarlas luego por cromatografia en
capa delgada. lLas muestras purificadas se redujeron con Vitride vy
los productos de hidrogendlisis se aislaron también por cromatogra-
fifa en capa delgada. A estos Gltimos se los analizd por espectrosco.

pra de infrarrojo.
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Células asciticas 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.

Se procedid de igual manera que en el primer y segundo

repique.



44.~.

PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

A) Composicidén de dcidos grasos en las dietas empleadas:

Los ratones que
soportaron las células asciticas del Sarcoma 180 utilizadas en los -
experimentos que aqui se presentan, fueron alimentados con des tipos
de dietas producidas en el laboratorio. La composicion cuali-cuanti=
tativa en acidos grasos de las mismas fue analizada por cromatogra--
fifa gas-1iquido utilizando un éster metilico del acido [311 eicoce--
noico como standard interno. La tabla | representada en materiales y
métodos en el parrafo correspondiente a dietas, muestra la composi-=
cion de acidos grasos en miligramos por gramo de alimento. Se puede
apreciar que no se ha trabajado con una dieta carente de acidos gra-
sos, de alli que se la ha denominado deficiente en acidos grasos e--
senciales pués contiene 2.36 mg de 3cido linoléico por gramo de die~.
ta, es decir, 5 veces menos que la llamada dieta normal o testigo -
que cumple con el aporte minimo de 1ipidos aceptado por distintos la

boratorios para un mantenimiento normal de ratones adultos (156)

A los demds acidos que muestra la ta
bla | se los ha tenido en cuenta al expresar la composicién de la --
dieta, a pesar de no presentar la estructura 6-9 dicisdecadienilo y
de poder ser sintetizados ''de novo' por el organismo animal, pero su
presencia en el alimento podria influir en los resultados de los ex-

perimentos.

Si se considera que un raton adulto
normal ingiere aproximadamente 5 g 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 d)6 equivalente a 0.57
K cal.% de la dieta, miéntras que los ratones mantenidos con dieta -~
normal ingieren 58.3 mg de-18:2 636 correspondiendo a 2.6 K cal por

cien K cal de la dieta.
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B)

Holman y col. (101) a) estudiar los Iipidos de
higado de rata macho y la variacidon de la relacidn entre los acidos
20:3 LDS y 20:4 W 6, cuando se modifica el porcentaje de calorfas -
que aporta el linoleato en la dieta, sugirieron que aproximadamente
el 1% de las calorfas de ésta Gltima en forma de linoleato satisface
el requerimiento de acidos grasos esenciales. Greemberg y col. (158)
revelaron que la rata macho requiere mayores niveles de acido lino--
1éico que la rata hembra para prevenir los sintomas de deficiencia.
Puldekkiewicz y col. calcularon que las necesidades de acidor lino--
1éico para la rata macho eran del orden del 1.3% de las calorias de

la dieta (159).

Si se toma entonces el valor del 1% como 1imi_
te inferior de normalidad, se puede decir que en los experimentos --
que aqui se presentan se ha trabajado con animales que han recibido
mas del doble del porcentaje de calorias de linoléico propuestos por
Holman, en la dieta normal, y aproximadamente la mitad del :minimo -

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

Composicidon de acidos grasos de lipidos totales de higados de ratones

huéspedes:

Los ratones utilizados, por ser adultos (apro-
ximadamente 3 meses de edad) no acusaron cambios morfoldgicos nota--
bles, caracteristicos de la deficiencia en A.G.E. (160) ,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 lipidos
hepaticos y se analizd su composicién en acidos grasos por C.G.L. --
Los porcentajes correspondientes a cada acido se muestran en la Fig.8"
Las barras en blanco representan los valores porcentuales de los aci
dos grasos de los lipidos hepaticos de los lotes de animales utiliza
dos en el ter., 2do. y 3er. repique de las células asciticas del Sar

coma 180. Las barras punteadas corresponden a los higados de animales
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huéspedes con dieta normal. En absisas se han indicado los ‘dcidos gra-
sos de acuerdo a la nomenclatura bioquimica. 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
cromatografia gas-1fquido, los tiempos de retencidn relativos y grafi-
cos logaritimicos de tiempo de retenciones vs. longitud de cadena, tal
como se explicara en materiales y métodos. Un analisis por ozondlisis
podria haber arrojado un resultado m3s especifico sohre los distintos
isdbmeros de posicidon de los acidos grasos hallados, pero el objeto de
esta parte del estudio apunta a determinar solamente si los animales -
habTan sufrido algin-camhio en la composicidn de acidos grasos carac-
teristico de un estado de deficiencia, en especial en el acido linoléi

co y los pertenecientes a su familia.

En lo que respecta a las modificacio--
nes en el valor porcentual de algunos acidos grasos considerados.cla--
ves en la deficiencia de A.G.E. se aprecia que la fraccidon de acidos -
octadecenoicos (18:1) aumenta hasta un 100% respecto a un higado de ra
ton alimentado con dieta normal (testigo), mientras que el acido N\ 5-8-11
eicosatrienoico (20:3 W 9) practicamente no es detectado en los Iipidos
de higado normal apareciendo en la deficiencia de A.G.E. hasta en un 5%

del procentaje de acidos grasos totales.

En cuanto a los &acidos grasos que deno
tan una marcada disminucidn porcentual, se puede decir que el acido 1i
noléico (18:2 636) disminuye hasta un 72% respecto al testigo y el aci
do araquidénico2(20:4 W ') decrece alrededor del 60 % en la deficien--

cia de A.G.E.

En trabajos recientes Holman (101) pre
senta parametros que evalian la deficiencia de acidos grasos esenciales
Este autor los considera de utilidad para diagnesticar un estado de de
ficiencia.

La tabla Il muestra algunos de esos pé—
rametros correspondientes a los higados de los ratones huéspedes, cal-
culados en base a los porcentajes hallados para cada yno de los acidos

grasos.



Se pueden apreciar cambios significativos
en los pardmetros que tienen en cuenta los porcentajes de los metabo
litos W 6 del higado del animal con dieta deficiente, respecto del
control. E1 total de &cidos @6 que incluye a los metabolitos \36 y
al 3cido linoléico, presenta una modificacidn similar. En cuanto al
total de acidos poliiensaturados existe una diferencia significativa
en los animales deficientes, en concordancia con los datos anterior-

mente descriptos. .

Los pardmetros citados demuestran, una dis
minucidén en el contenido de dcidos polietilénicos derivados del &ci-
do linoléico, pero, por el contrario, hay un aumento significativo -
de los acidos monoetilénicos con una aparente tendencia a compensar
la disminucidén de los primeros; a pesar de ello el indice de dobles
ligaduras tiende a ser significativamente menor en la deficiencia. -

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

La relacidn 20:3 ;09/20:1} 06 muestra el
estado caracteristico de deficiencia en los animales mantenidos con
dieta deficiente en A,G.E. Holman y col. (101) toman el valor 0,4 en
esta relacidon como punto de referencia para considerar un estado de

9

deficiencia; aqui se lo ha superado, es decir el dcido 20:3 W~ pro-
veniente del dcido oleico (18:1W 9) surge como acido compensador --
junto con los acidos octadecenoicos y hexadecenoicos en procura de -
mantener la relacidon de acidos saturados a no saturados. Por Gltimo,
los acidos grasos saturados no manifiestan cambios significativos en

la deficiencia.

Teniendo en cuenta los resultados obteni
dos mediante el estudio de los parametros propuestos, se llegd a la
conclusidn de que los animales sometidos a una dieta deficiente en
A.G.E. presentaban un cuadro de composicion de acidos grasos caracte

ristico de esa deficiencia.
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C) Composicién de los Acidos Grasos de Lipidos de células de Sarcoma

180:

Las células de Sarcoma 180 ascitico desa
rrolladas en los animales anteriormente estudiados fueron extrai--
dos de la cavidad peritoneal en cada uno de los repiques seglin se
describe en el esquema de trabajo experimental. Los 1ipidos de las
células asciticas fueron interesterificados, y al igual que los és
teres metilicos hepdticos, se analizaron por C.G.L. Los valores --
porcentuales de cada uno de ellos se aprecian en la Fig.8. Aqui se
utilizdo el mismo co6digo de barras, es decir las punteadas para los
dcidos grasos de células mantenidas en animales con dieta testigo

y las blancas para las células asciticas 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 acidos grasos de células testigos son di fe

rentes a los estudiados en el higado del animal huésped.

Aqui se plantea la pregunta que surge -
cuando se trabaja con este tipo de neoplasias y aln en aquellas cu
yo origen es perfectamente conocido (Cudl es el tejido que puede

usarse como control?

Segin R.Wood (162 ) las actividades me-"
tabolicas de un tejido normal son la suma de un total de actividades
de varios tipos celulares que constituyen el tejido. Un cambio en
la proporcion 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 di
ferencias en las actividades metab6licas debido a los cambios en la
proporcion de los tipos celulares y aquellas diferencias que deben
ser atribuidas a la neoplasia. Con estas consideraciones ''in mente'
éste autor elige al higado, por ser uno de los tejidos mas utiliza-

dos en los estudios del metabolismo lipidico, para analizar en él
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los mismos detalles que en el carcinoma ascitico de Ehiiich con pro
pbsitos de comparacion general. Si bien reconoce que no se trata de
un '"control" ideal, el cotejar los resultados hallados en el higado
y en las células tumorales puede revelar alguna anormalidad en la -
estructura y metabolismo de 1ipidos de las células asciticas en es-

tudio.

~ En esta parte del estudio se preten
de detectar si la célula tumoral sufrid modificaciones similares al
higado 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 acidos octadecenoicos en la célula desarrollada en anima

les con dieta testigo.

Distintos autores analizando la com
posicidon de 3cidos grasos en un nimero apreciable de células norma-
les y tumorales han mostrado que el contenido celular de acidos oc-
tadecenoicos estd aumentado en células transformadas; y éste incre-
mento parece estar relacionado con dicha transformacidon (163) que -

sufren las células al convertirse en células cancerosas(h0,111;J6h,166)

Wennerstrom y col. trabajando en cé
Julas de Hepatoma de Novikoff encuentran que el acido 18:1 se acumu
la en las células tumorales al ser captado preformado del medio cir

cundante (167).

Wood y col. estudiando fosfatidile-
tanolamina de una serie de tumores de rata y ratdn considera que el
elevado porcentaje de 18:1 hallado en esos tumores seria una carac-
teristica de las neoplasias, lo que bien .podria servir como diagnds

tico de las mismas(lrd)-

Hasta el momento poco se sabe sobre
el metabolismo del 18:1 en la célula cancerosa asi como su signifi-

cado fisicldgico y efecto en el crecimiento tumoral.
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En el trabajo aquf presentado se detecta un
aumento del orden de 67.6% de los 3cidos oct@decenoicos y de un 40%
en dcidos hexadecenoicos en las células asciticas 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 .
aumentar los valores medios a partir del 2do. y 3er. repique en de
ficiencia. Existe un aumento de aproximadamente un 696% en el aci-
do eicosatrienoico (20:3 LO9) respecto a los valores testigo con u
na disminucidén de un 62.4% del 3cido araquidénico (20:4 W 6) y de
un 75% del acido linoléico (18:2 uD6). Los &cidos polietilénicos -
de la familia W é presentan una marcada disminucion en la deficien
cia.

Los parametros de la evaluacidn de la defi
ciencia fueron calculados en las células asciticas, en una forma -

similar a lo realizado con los datos obtenidos de los acidos gra--

sos hepaticos.

La tabla Il muestra tales parametros; a -
través de ellos se puede apreciar que los metabolitos 006 tienen u
na notable disminucidon que se acentla a medida que se incrementa -
el nimero de repiques en animales con deficiencia. El total de &ci
dos 636 llega a descender significativamente hasta un tercio de los
‘valores testigos y concomitantemente los 3cidos poliinsaturados --

disminuyen aproximadamente la mitad.

Los acidos monoenoicos muestran un aumen-
to importante en los repiques efectuados en animales deficientes -
pero como sucede con los higados huéspedes ese aumento no alcanza

a mantener constante el Tndice de dobles ligaduras.

Por su parte los porcentajes de acidos sa

turados no sufren modificaciones significativas.

Si se_analizan los parametros que relacio--

6

la diferencia que existe entre los valores correspondientes a las

nan a los acidos 18:2 W~, 20: 3 d)g y 20: 4 d)6 se puede apreciar
células asciticas controles respecto al higado huésped. Esa dife--
rencia es provocada fundamentalmente por el menor contenido porcen

tual del &cido 20:4 W 6 en las celulas tumorales en estudio.
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En lo que respecta a las células asciti
cas repicadas en animales deficientes, los Tndices mencionados dan
una dieta del estado de deficiencia, en particular la razon 20:3 u39/

20: 4 uD6 que supera el valor de 0.4 propuesto por Holman.

Por lo expuesto se puede decir que las
células asciticas del Sarcoma 180 acusan una importante modifica--
cidn en la composicidon de acidos grasos como consecuencia de sus =
repiques en animales con dietas deficientes en A.G.E. Esa modiffqg
cion es aproximadamente del mismo orden que en los higados de ani
males huéspedes. Por otra parte, no se observa una diferencia sig-
nificativa en el estado de deficiencia entre las células de-diferen

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

tron- de composicidn en dcidos grasos que no lo alteran, a pesar de

ser mantenidos en animales deficientes por mis de 600 horas cumplien

do aproximadamente 15 generaciones celulares.

Este anadlisis del comportamiento de las
células tumorales del Sarcoma 180 hizo que se probara la capacidad
de la célula ascitica para restaurar su composicidon primitiva en -
icidos 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 3cidos grasos de lipidos ta--

tales:
Acido Porcentaje de acidos grasos
Graso Huésped Huésped
Deficiente Normal
en A.G.E.
(3er.repique)
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 L 5.3 23.9
20:1 0.4 0.4
20:3 W 2 2.9 0.8
20:3 J 0.4 1
20:4 O 5.0 7.4
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Esta tabla muestra claramente el poder de
adaptacidn que tiene la célula del Sarcoma 180 ascitico ante los -
cambios de composicién en dcidos grasos producidos por distintas -
dietas. Esto contribuye a sostener lo propuesto por distintos labo
ratorios acerca de la dependencia de las células tumorales para la
composicidn de acidos grasos del animal que las soport®. Liepkalns
y col. (155), trabajando en carcinoma ascitico de Ehrlich demuestran
que éste tumor altera marcadamenté la composicidn en acidos grasos
cuando se modifica la dieta de los ratones huéspedes. Esas altera-
ciones se detectan no sGlo en las células enteras sino que también

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

Bailey y col (116) estudiando el Sarcoma
180 y el carcinoma ascitico de Ehrlich sublinea hipotetraploide es-
timan que cuando los grasds son excluidos de la dieta del animal --
huésped se produce un cambio en la composicion de los lipidos de la
sangre y tejidos. Ese cambio se verad reflejado en las alteraciones
observadas en la composicidn de &acidos grasos de las células tumora

‘les desarrolladas en los citados animales.

A.Spettor (169) sugiere que un porcenta-
je importante del requerimiento de 3cidos grasos por las células as
citicas de Ehrlich es pmoevisto por el huésped y que la mayor parte de
éstos alidos grasos son aportados al tumor como acidos grasos libres.
Por su parte Baker y col.(170) utilizando carcinoma de Ehrlich-Lettré
coinciden al suponer que el transporte de acidos grasos libres de -
la sangre al tumor puede abastecerlo en sus necesidades para el cre-

cimiento neto y para sus requerimientos energéticos.

Otros autores considerani- que la velocidad de sinte--
sis ''de novo'' de 1ipidos en tumores de crecimiento ripido 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,



D) Presencia de acido Cis-Vaccénico (18:1[}?) en la fraccién de

- - -
acidos octadecenoicos

Distintos laboratorios (111,163-164) han demos-
trado la presencia de altos niveles de dcido "ol&ico" en lipidos de neo-
plasmas, pero ninguno de ellos ha establecido la composicidn de los isd-
meros del acido 18:1. R. Wood y col. en 1974 (174-175) fueron uno de los
primeros en caracterizar la composicifn en isdmeros de Adcidos monoenoicos
en tejidos neoplasicos. Estos autores consideraron que los elevados valo
res de "dcido o0léico'" observados en 1ipidos de muchos tumores no se de-
bian exclusivamente a dicho acido sino que contribuia significativamente
en el porcentaje de la fraccidn de octadenoicos, el isdmero 18:1w£§1, va
ccénico. Estudios posteriores (114) sobre la composicidn de isdmeros de
los dcidos octadecenoicos en triglicéridos, fosfatidil colina y fosfati-
diletanolamina de una variedad de tumores de rata y ratdn demostraron -
que estos tres tipos de lipidos contenian 757 de olé&ico (18:1\09) y 25%
de 3cido vaccénico (18:1137) completando el balance,

Otros trabajos realizados en hepatomas (176) y
en higado huésped de ratas alimentadas con dieta carente de grasas, reve
laron que dicha alimentacidn no producia cambios en la proporcidén en que
se encuentran los isdmeros de 16:1, 18:1 y 20:1 en ningln tipo de lipido,
yva fuera del higado huésped como del hapatoma. Tampoco en el higado nor-
mal se detectaron modificaciones. En todos los casos se tomd como refe-
rencia animales con dieta normal.

Por su parte Spence (177) ha demostrado que la
composicidn de isdmeros de los dcidos 18:1 de los lipidos totales de ri-
nén, pulmdn, cerebro y grasa lumbar de ratas es relativamente invariable
ante una alimentacidén libre de grasas por un término de 17-20 semanas.

Para realizar éstos estudios de isomerla de po-
sicién de los Acidos octadcenoicos se utilizan, por lo general, técnicas

de ozondlisis reductiva.

En el presente trabajo en células de Sarcoma -
180 se empled la ozondlisis reductiva con trifenilfosfina propuesto por
Beroza y Bierl. Mediante &sta técnica, detallada en materiales y métodos,
los ésteres metilicos de los dcidos octadecenoicos son transformados en
aldehidos y aldehidos ésteres segin muestra el siguiente esquema de la -

Figura 10.
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Los octadecenoatos de metilo fueron separados -
del resto de los ésteres de &cidos grasos de lipidos totales por cromato
grafia en capa delgada de silica gel G/NOBAg. Se eluyeron de 1la silica -
gel y se cromatografiaron por C.G.L. para determinar la pureza de la frac
cibén. El cromatograma obtenido indica un 98,4% de pureza segiin muestra la
figura '11'. E1 16% restante correponderia a los demads &dcidos monoetileni
cos.

Una vez aislados los ésteres metilicos de los -
dcidos 18:1 se ozonizaron, pasando de inmediato los productos de reaccidn
por C.G.L. Se utilizaron aldehidos standard y se calculd el porcentaje de
cada pico por el método.. de triangulacidn. La figura 712 ) muestra 1los -
cromatogramas obtenidos. Ramachandran y col. (178) consideran que es mis -
exacto utilizar el drea total de los aldehidos y aldehidos esteres produc
tos de la reaccidn, en lugar del drea de una de las sustancias. Esta for-
ma de cdlculo compensaria las diferencias en el peso molecular y en conse
cuencia la respuesta del detector para cada fragmento. Como en el presen-
te trabajo los productos de la ozondlisis no diferian notablemente en sus
pesos moleculares y al comprobar que los valores porcentuales de los isd
meros de los Acidos 18:1 obtenidos, eran similares a los hallados por o-
tros laboratorios en un nimero apreciable de tumores de ratéﬁ (114), se -
procedid a calcular solamente las &reas de los aldehidos heptanal y nona-
nal. Otros autores (174-175 y 179) han utilizado unicamente las areas de
los aldehidos esteres para el estudio de la isomeria de los dcidos octade
cenoicos.

Los porcentajes de dcido oléico y vaccénico en -
la fraccién de &dcidos octadecenoicos de lipidos totales de células de Sar

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

bla: IV
TABLA 1V
Porcentaje en la Porcentaje en
ACIDO fraccidn de acidos Lipidos totales
octadecenoicos
P 11
Vaccénico (18:1 /A7) 11.2 1.67
- 9
oldico (18:1/\") 88.7 13.30

Los valores correponden a un pool de Lipidos totales de cé&lulas
de Sarcoma 180ascitico desarrollados en 3 ratones testigos.
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Figurg l2: Cromatograma gas-liquido de los aldehidos producto de la ozo-
ndlisis de los dcidos octadecendicos de c@lulas de Sarcoma-180
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Aqui se ha supuesto que el &cido vaccénico que -
se analiza corresponde a la estereosomeria '"cis", a pesar de que no se hi
cieron los estudios configuracionales correspondientes. Wiegand y col. -
(175) consideran que proponer la isomeria '"cis" para el icido vaccénico -
hallado en tumores de mamiferos no es algo muy alejado de la realidad ya
que el acido vaccénico de mitocondrias de higado de rata (14), de tejido
adiposo de rata (28) y mas aiin de varios microorganismos, en el que suele
ser el mayor constituyente y el Gnico adcido graso de 18 carbonos insatura
dos (180) corresponden al isdmero geométrico ''cis".

Los isbmeros de posicidn de los acidos octadece-
noicos de c@lulas de Sarcoma 180 mantenidos en ratones con dieta deficien
te en A.G.E. no se analizaron por ozondlisis. De acuerdo a lo hallado por
distintos autores (175,177) en tumores y tejidos normales el incremento -
de los dcidos 18:1 en la deficiencia se deberia al aumento no s8lo del a-
cido oléico sino también del acido vaccénico.

En lo que respecta a los acidoB hexadecenoicos
(16:1), trabajos de reciente publicacidn (181) muestran la variedad de i-
sdmeros de posicidn de dichos dcidos hallados en un tumor de ratdn; por -
8sta razdn en las figuras de composicidn de Acidos grasos que aquil se pre
sentan no se ha indicado la isomeria o familia a la que pertenecen los a-

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

E) Determinacidn de la desaturacidon de los dcidos palmitico, estedrico y

linoléico en células asciticas de Sarcoma 180.

Como se explicari en la introduccidn, los siste-
mas de desaturacidn de acidos grasos pueden estar influenciados por la a-
limentacidn del animal (54,57,182-183), sobre el que se hace el estudio -
como asi también por estados patoldgicos tal como el cadncer (41-42).

Trabajos realizados en éste laboratorio en micro
somas de hepatoma de Novikoff, en hepatoma de crecimiento rapido SS1K y -
de crecimiento lento SS1H demostraron una correlacidn entre el bajo conte
nido de araquiddnico y la baja actividad de,136 desaturasa, también se -
comprobd que la poca actividad detectada "in vitro" de la A? y A 6 desa
turasas era independiente de la divisidn'celular en los tejidos malignos
(39-40). Por otra parte, al estudiar enzimas de la cadena transportadora
de electrones del sistema de 139 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).



Morton y col. (42) corroboran estos resultados -
estudiando los sistemas de Z&g, 136 y'zxs desaturasas de hepatomas 7777 -
de Morris hallandolos disminuidos en un 42, 39 y 4% respectivamente, cuan
do se toma como referencia al higado normal.

Ookhtens y col. (184) en estudios realizados "in
vivo" con el carcinoma ascitico de Ehrlich-Lettré hiperdiploide, no halla
ron desaturacidn del 3cido plamitico o dcido palmitol&ico por accidn de -
la Zkg desaturasa, en tanto que Lambremnt y col. (179) demuestran la fal-
ta de actividad de ZSF desaturasa sobre los acidos linol@ico y linolénico
en fibroblastos transformados L-M, lo que conduciria a que dichos acidos
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 nimero apreciable de c&lulas diploides y hetero-
ploideso:transformadas la desaturacidn del acido linoléico. Estos auto-
res consideraban que existla pérdida o modificacidn del sistema de A 6
desaturasa en las c&lulas transformadas de mamiferos.

En lo que respecta al efecto de las dietas sobre
los sistemas de desaturacidn, se ha demostrado que la dieta deficiente en
A.G.E. produce un aumento de la actividad de 1la [3? desaturasa en higado
de rata (67), mientras que la Z§6 desaturasa no acusa una modificacidn -
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 pretendid detectar la -

1
actividad de la [k6 desaturasa en células de Sarcoma-180 desarrolladds en

animales testigos, para compararla con las células asciticas mantenidas -
en animales deficientes en A.G.E. En este modelo de trabajo se encontrari
an presentes los dos factores que influyen en los mencionados sistemas en
zimdticos: la deficiencia en A.G.E. y el cancer.

Como se explicara en materiales vy métodos v en -
el esquema de trabajo experimental, se incubaron cé&lulas asciticas obteni
das de cada uno de los tres repiques en animales deficientes con &cido 1i
noléico C14 durante 1 hora. Paralelamente se trabajd con células tumora-
les desarrolladas en animales alimentados con dieta normal.

Concluida la incubacidn se extrajeron los 1lipi-
dos de las ceélulas y se interestyficaron. Los esteres metilicos radiacti-
vos se analizaron por radiocromatografia gas-liquido. Este método por su
limitada sensibilidad no permitid hallar nigin valor detectable de desatu
racidn tanto en las células en deficiencia como en las controles. Se recu

rridé entonces a cromatografla en capa delgada de silica gel G/NO3 Ag con



el propdsito de verificar el resultado hallado por la radiocromatografia.
Por esta técnica se detectd un 1.687% de conversidn de 18:2 ¢)6 a 18:3 W 6,
pero al comparar con una serie de standars puros empleando cantidades cre
cientes de linoléico Cla 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 G)6, del orden de 1.5%
respecto a la radiactividad total. Este resultado hizo descartar como va-
ledero el de 1.687% de desaturacidn hallado en las células del Sarcoma-180.
Por @ltimo se recurrid al sistema de deteccidn propuesto por Merle y col.
(139) de cromatografia gas-liquido con detector de ionizacidn de llama y
viales con papel de filtro embebido en Hyamina. El detalle de esta té&cni-
ca fue descripto en el parrafo correspondiente a deteccidn de material ra
diocactivos en la seccidn de materiales y métodos.

Para aprobar la eficiencia de este sistema para
recolectar el 14002 en el detector, producto de la combustidén de los &s-
teres metilicos de los dcidos grasos, se utilizd una muestra que contenia
una proporcidn conocida de dcidos linoléico Clayf'x-liﬁoléﬁico C1 con u-
na radioactividad de 10.000 cpm.

El conteo por centelleo liquido de los viales --
que contenlan la Hyamina y el 14COZ, demostrd que se habia recuperado -
un 70% de la radiactividad inyectada y que se mantenia la proporcidn de -
los dcidos de la muestra cromatografiadaj todos los conteos se realizaron
con un standard externo de Cs137 para controlar el "quenching'" producido
por la Hyamina. Los 100 sl de hidréxido de Hyamina que embebian el papel
de filtro de los viales producia 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 mds sensible que -
los anteriormente empleados, se hizo un cromatograma con recoleccidén de -
radioactividad del 3cido linoléico C14 utilizado en las incubaciones, con
el propdsito de determinar impurezas radioactivas o si quedaban ''colas"
de fadioactividad en la columna una vez que eluila el ester metilico en es
tudio. Todas estas pruebas fueron favorables para adoptar el método en -

las determinaciones de desaturacidn.

A pesar de haber encontrado una té&cnica mis sen-
sible, la desaturacidn del 18:2 uD6 en las células del Sarcoma-180 arrojd
valores practicamente 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 presentd capa
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cidad de desaturacidn del acido linoléico y el estado de deficiencia no -
alterd esa condicidn.

e2) Cuando se estudid la desaturacidn de los acidos
estedrico y palmitico en las c&lulas del Sarcoma-180 utilizando la t&cni-
ca de recoleccidn de 14002 con Hyamina pudieron obtenerse los valores -
porcentuales que muestra la figura 13 .,

Por la sensibilidad de la técnica se pudo reco-
ger la radioactividad correspondiente a los dcidos monoetil@nicos produc
to de la desaturacidén de los Acidos palmitico y estdrico como asi también
los 4dcidos que resultan de la elongacidn de los primeros.,

Como se puede apreciar, la cé&lula ascitica de-
muestra capacidad de desaturar el 3cido estearico llevandolo a acido o-
18ico pero también es capaz de producir acidos eicocenoico (20:1) y eico-
satriénoico (20:3 \39), siguiendo posiblemente los pasos de elongacidn-de
saturacidn descriptos en la introduccidn,

Las células desarrolladas en animales deficien-
tes (3er repique) manifiestan una tendencia a aumentar la sintesis de aci
do 18:1 lo que estaria 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 1la ZSQ desaturasa. Las c&lulas tumorales estudiadas a-
cusarian las modificaciones metabdlicas (al menos a nivel de la ng desa-
turasa) caracteristicas de la deficiencia en A.G.E.

En la misma figura se han volcado los resultados
correspondientes a la incubacidén de las c&lulas tumorales con &cido palmi
tico Clé. Se puede apreciar que no hay una diferencia significativa entre
las células controles y las mantenidas en deficiencia, pero lo 1mportante
es destacar que se ha podido hallar una capacidad de desaturar y elongar -
el dcido palmitico en ambos tipos de células. Si a este resultado se le -
suma el obtenido por la incubacidn con el dcido estedrico, se tendria que
el Sarcoma-180 ascitico presenta sistemas de desaturacidén vy elongacidn -
de dcidos saturados.

R. Wood (162) considera que el carcinoma asciti-
co de Ehrlich, seria un modelo de estudio del metabolismo de adcidos mono-
enoicos sin un sistema de desaturasa y ésto seria concordante con los re-
sultados de Ookhtens y col. (184) que no detectaron "in vivo' desaturaci-
6n del 3dcido palmitico en c8lulas de Ehrlich-Lettré. Si bien en esta tesis
se ha estudiado el Sarcoma-180 ascitico y los autores mencionados han ana-

lizado el carcinoma de Ehrlich, queda abierta la posibilidad de utilizar -
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la técnica de deteccidén de radioactividad aqui expuesta para verificar si
estos tumores de crecimiento rapido presentan sistemas de desaturacidn.De
todas maneras los valores bajos de conversién de dcidos saturados a monoe
tilénicos no alcanzarian a satisfacer las necesidades de las c@&lulas asci
ticas por los &cidos monoetilénicos por lo que deberian tomarlos preforma
dos del huésped. (109).

En estudios realizados en Sarcoma-180, previos a
los aqui presentados, se marcaron "in vivo" células asciticas con una re-
lacidén conocida de 3cidos estedrico C14 y oléico C14. Se extrajeron las -
células radioactivas y se reinyectaron en nuevos ratones. Se vio que la -
proporcidn de la radiactividad entre los Acidos en las células tumorales,
se mantenia a través de 96 horas, disminuyendo solo la radiactividad to-
tal. Este resultado supondria una metabolizacidn con igual velocidad del
dcido saturado y monoetilénico en las cé&lulas asciticas. Aln considerando
que la c&lula tumoral pudiera sintetizar '"de novo" Acidos grasos a una ve
locidad compatible con el turn-over de los mismos, la baja capacidad de -
sintesis de dcidos monoetilénicos indicaria que deben tomar_los preforma-
dos del huésped.

Para cerciorarse que el plasma ascitico, es de-
cir el medio donde ésta inmersa la célula tumoral, contenia los acidos --~
grasos requeridos, se realizd en esa oportunidad un analisis de los 1lipi-
dos del mismo extrayéndolos por el método de Folch, interesgﬁficéndolos y
cromatografiandolos por C.G.L. La tabla V muestra que los porcentajes de
cada 4cido graso son similares a los hallados en las cé&lulas de Sarcoma -
180 y en los higados huéspedes, por lo que podrian 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 c&lulas dél carcinoma asciti-
co de Ehrlich para utilizar los dcidos grasos del liquido ascitico. Este
autor estudid ademds la composicidén de Acidos grasos del plasma ascitico,
encontrando en las cromatografias, un perfil muy similar al que presentan

las células tumorales inmersas en &l.


desaturaci%25c3%25b3n.De

TABLA V

Composicidn porcentual de adcidos grasos de plasma ascitico 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 ¥ o.5
18:0 17.5 ¥ 1.2
18:1 1.9 ¥ 1.9
18:2 27.6 ¥ 2.1
20:4 15.2 T 3.2

(1) Los valores representan la media de tres muestras

. .. + . .
individuales - la derivacidn standard.

F) Incorporacidn de dcido linoléico 1 C14 en fosfolipidos y lipidos

neutros de células asciticas de Sarcoma 180.

Después de haber extraido los lipidos de las cé-
lulas asciticas del Sarcoma-180 que se incubaron durante 3,5 y 10 minutos
con el radiolinoléico, se procedid a separar la fraccidn de lipidos neu-
tros y fosfolipidos por columna de dcido silicico (materiales y métodos)-
tomando alicuotas de cada uno de ellos se determind la radioactividad por
centelleo 1iquido pudiendo entonces diagramar la figura 14 . En ésta se -
pretende mostrar la diferencia detectada en la incorporacidn del radioli-
noléico en lipidos neutros respecto de fosfolipidos. Se puede apreciar —-
que la radioactividad hallada en los fosfolipidos de las células contro-
les como en las mantenidas en deficiencia es practicamente despreciable -
frente al gran porcentajedf;dioactividad detectada en los lipidos neutros.

Se ve ademids que el tiempo de incubacidn no ha afectado esa incorporacidn

selectiva en 1lipidos no polares. En experimentos previos al aqui presenta

14

do, se trabajdé "in vivo", inoculando 18:2 u06 C en la cavidad peritoneal
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de ratones portadores del Sarcoma-180 ascitico alimentados con dieta nor-
mal. En esa oportunidad se pudo apreciar que la radioactividad, también,
se incorporaba en mids de un 90% en la fraccién de lipidos neutros, cuando
los mismos se analizaban a los 30 y 60 minutos después de haber inyectado
el acido radiactivo.

Analizando ahora particularmente la incorporacidn
de la radioactividad en lipidos neutros en las células testigos y las man
tenidas en animales deficientes, se puede apreciar que existiria una dife
rencia significativa en las c&lulas del 2do y 3er repique respecto de los
controles incubados durante 10 minutos, mientras que las diferencias no -
serian de significacidn en tiempos menores, quizds por la dispersidén que
presentaron los resultados pero habria una tendencia a ser mayor los valo

res medios de las células deficientes.

La incorporacidn aparentemente mayor del acido -
C14 linol@ico en célula las deficientes y sobre todo en aquellas que se -
desarrollan por 2da y 3era vez en animales deficientes, se deberia a la -
menor dilucidn en el pool de linoleil-CoA por deficiente en A.G.E. lo que
aumentaria la radioactividad especifica de C14 linoleil-CoA que se va a -
incorporar. Es decir, existiria un fenémeno de dilucidn de radioactividad
y no de mayor incorporacidon del 18:2 u)6 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 acido 1C14 linoléico fundamentalmente en lipidos neutros,
ya que trabajos de De Tomds y col. (186) demuestran la incorporacién selec
tiva del radiolinol&ico en la fraccidn de fosfolipidos hepaticos cuando se
inyecta dicho dcido por via portal en rata deficiente en A.G.E., mientras
que en ratas normales, el C14 18:2 se incorpora preferentemente en la por-
cién de trigliceridos. En esos trabajos se sugeria la existencia de un --
turn-over aumentado del Acido linol&ico en las moléculas de fesfolipidos
de las ratas deficientes utilizdndose una via de deacilacidn-reacilacidn.
También se pueden citar los estudios de A. Spector (169) en carcinoma as-
citico de Ehrlich. Este autor inyectando por via intraperitoneal acido C14
linoléico a ratones normales que soportan dicho tumor, demuestra que el -

75% de la radioactividad se halla en fosfolipidos y el 257 restante en &s-

teres de 1ipidos neutros.
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G) Incorporacidon del acido linoléico C14 en trigliceridos y eter-1ipidos

Los lipidos neutros que incorporaron mas de un -
90% de la radiactividad cuando se incubaron las células de Sarcoma-180 --
con radiolinoleico, se analizaron por cromatografia en capa delgada de si
lica gel G, detectidndose la radioactividad por Scanner con contador pro-
porcional 2 TV . La figura “}5 * muestra una cromatoplaca tipo en la que
se han sembrado lipidos neutfos de higados de ratones huéspedes manteni-
dos con dieta normal y deficientes 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 1la radioactividad con una sensibilidad de
1 y 2 K. Se puede apreciar que los lipidos neutros de los dos higados hu-
éspedes no presentan una banda entre 1lds correspondientes a esteres de co
lesterol y triglicéridos, mientras que en las células asciticas aparece -
bien marcada una fraccidn que corrésponderia a los eter-lipidos: alquil -
digliceridos y plasmaldgenos 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 : " 2 --—
comparacidn cuantitatva.

Al estudiar la distribucidn de la radioactividad
se observa que el radiolinoleico se encuentra en valores de un 70% en la
banda de eter-lipidos en tanto que el 30% restante“detecta en la zona co-
rrespondiente a trigliceridos. Ante este tipo de cromatograma y perfil de
radioactividad se procurd analizar la fraccidn que se suponia se trataba
de eter-l1lipidos. Para ello se hicieron las siguientes determinaciones con

sus correspondientes resultados:

1) analisis de colesterol: Se extrajeron

de la silica las zonas coincidentes con el frente del solvente y la si-
guiente inferior, con mezcla del C13 CH/Metanol 2:1 (V/V) a 40°C de acuer
do a lo expuesto en materiales v métodos. Una vez eluida las muestras se
saponificaron con KoH alcohdlico al 4% a 80°C 45 minutos. Del medio alcai

lino se extrajo el colesterol con eter de petrdleo para analizarlo por el

método de Zlatkis con FeC13—H2804 (187).

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 corresponderia a ester de colesterol, mientras

que en la zona siguiente (eter-lipidos) se detectaron sdlo 60 n moles

de la misma sustancia.



2) analisis por el reactivo dinitrofenil hidrazi-

na, especifico para plasmaldgenos neutros (glicerilvinil eteres). Las ban-

das de eter-lipidos se rociaron con 2-4 dinitrofenil hidrazina 0.4% en HC1
2N. Con este reactivo se detecta la presencia de la unidn vinil eter por -
1ittacidn 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) andlisis por espectroescoplia de infrarrojo.

Con los supuestos eter-lipidos en estudio, se procedid de acuerdo a lo ex-
puestos en materiales y métodos para su purificacién en cromatografiakcion del
N H H., CH, OCH Vitride:
a Al 9 (ocC 9 2 3 )2, itride
Este agente reductor produce la hidrogendlisis de
las funciones esteres quedando la funcidn eter segln lo muestra el siguien

te esquema (141-142):

H H
12 12
H,-C-0-C-R' H,-C-0-C-R
2 2
=9 l H - C - OH
R"-C >0 - C-H Vitride . HO- C-H + 2 ﬁ
| O |
// mne
H,C~ O-C-R H,-C-OH
2 2
Alquil diglicerido l-alquil-sn-glicerol Alcoholes grasos
H ? E H
H,C-0-C=C-R’ H,-C-0-C=C-K’
0 l l H
2 -C-O0H
R"- C -0 - C-H Vitride , HO-C-H + ;
| o l R
.
H7C—0—C R"' H -C-0H
plasmaldgeno neutro alq-1'-~enil-1 glicerol Alcoholes grasos-

A los productos de la hidrogendlisis se los sepa
ré de acuerdo a lo explicado en materiales y métodos para realizar un es-
tudio por espectroscopla de Infrarrojo. El espectro obtenido se muestra -

en la figura 716 .

Baumann y col. (146) dan el valor de 1120 cm—1 -

para la banda de absorcidn en el espectro ccrrespondiente a la funcidén --

eter (C-0) en los l-alquil-sn-glicerol. Esta banda puede observarse en el
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espectro aquil presentado. Si 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 identificd 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 cé&lu
las de Sarcoma-180 como correspondiente a los alquil-diacil~ glicéridos. -
Esto se ve corroborado por el valor de RF (distancia recorrida por ﬁna sus
tancia respecto al frente del solvente en cromatografia en capa delgada) -
obtenido en estos experimentos y los dados por distintos autores que anali
zan 1lipidos neutros de células neoplasicas en las mismas condiciones de --
trabajo. (162,189-190)

Por otra parte este tipo de lipido no polar ha si
do hallado por distintos laboratorios en c@&lulas tumorales desde que Bollin
ger observd su presencia en el carcinoma de Walker 256, en el Sarcoma de -
Fisher R 3259/96 A y carcinoma ascitico de Ehrlich (191).

Posteriormente Wood y Halow (192) demuestran la --
presencia de gliceril—eter-df%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 4.87 de alquil-diacil-glice-
ridos en el total de glicerolipidos. Fallani y col. (194) con sus trabajos
en neoplasias contribuyen a confirmar los cambios caracteristicos de los -
1ipidos hallados en tumores como son la baja cantidad de fosfolipidos, el -
apreciable contenido de eter-lipidos y el incremento de dcidos monoenoicos.

Snyder v col. (145) estudiando 13 tumores trans-
plantables de ratdn entre los que se encuentran el Sarcoma-180 y el carcino
ma ascitico de Ehrlich demuestran gue el porcentaie de gliceril eteres ha-
llados en la fraccidn de 1lipidos neutros de los tejidos de rata normal(plas-
ma, misculo, médula, higado, bazo, corazdn, rindn, cerebro y grasa perirre-
nal) (142), es muy bajo (0.2-0.5%) ccmparados con el de tumores de rata y -
raton (0.5-2.97).

Los gliceril eter diesteres no son lipidos privati
vos de las neoplasias ya que han sideo aislados de aceites de pescado (195),
tejido graso humano (196) y hasta en estdmago de aves (197) pero pareceria

que en los tumores tendrian una impertancia significativa.

Snyder (190) determind que las estructuras hidro-

carbonadas implicadas en la unibn "0-alquil" consisten fundamentalmente en



16:0, 18:0 y 18:1, tanto en las células neopldsicas como en las normales.
En la 2da posicidn del glicerol se ubican los &cidos poliinsaturados, --
mientras que en la 3era hay una disminucidn de la cantidad de &cidos poli
insaturados pero con una proporcidn algo mayor de Acido estedrico gque en
la segunda posicidn.

Se ha propuesto un esquema metabdlico de posibles
vias de entrada de los &dcidos grasos para estructurar los eter-lipidos. -

Howard y col. (198) son los autores de dicho esquema que se muestra a con-

tinuacién:

Fructosa 1-6 difosfato
Gliceraldehido

T
\ 3 fosfato
\\\\\

Dihidroxi acetona
Fosfato glicolisis

0

Glicerol Fosfato R - C - CoA
deshidrogenasa - (,\

Acil dihidroxi
acetona Fosfato

1 glicerol fosfato]

/ R' - OH

glicerol

R - Coo-

Acil-glicerilos

—
Alquil y l-alquenil
eter-Lipidos

Con este esquema metabdlico "in mente" los auto-
res mencionados estuadiaron una serie de neoplasias de crecimiento rapido
lo que les permitid detectar una relacidn inversa con los contenidos de
glicerol fosfato deshidrogenasa y el incremento de eter-1ipidos, asociado

con una menor diferenciacidn celular y mavor crecimiento tumoral.

H) Incorporacién de 1inoleiggdgiigg_etergliceridQEVggﬁgélulas de Sarcoma-

180 empleando distintos tiempos de incubaciodn.
Como se explicara en el pirrafo "G" los lipidos




neutros radioactivos de las c@lulas de Sarcoma-180 mantenidas en animales
deficientes en A.G.E. y en controles, se analizan por cromatografia en ca
pa delgada y lectura de radioactividad por Scanner. La figura 18  mues-
tra los perfiles de distribucién de la radicactividad tipo, a los 3,5 y
10 minutos de incubacidn del dcido linoléico C14 con células de Sarcoma-
180 testigos. Los resultados demuestran que con solo 3 minutos de incuba-
cién se detecta una incorporacidén casi exclusiva en eter-gliceridos. A me
dida que transcurre el tiempo, la radiocactividad 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 distribucidn de radioactividad a través de los
distintos tiempos de incubacidn son muy similares a los de las células -
controles.

En las figuras 720 | y 21 se observan mas de-
talladamente los valores promedios y desviacidn standard de la radioacti-
vidad hallados en eter-gliceridos, trigliceridos y digliceridos de células
de Sarcoma-180 controles y los correspbndientes al ler, 2do y 3er repique
en animales deficientes en A.G.E. En todbs los casos aqul presentados se -
reconoce una incorporacidn del acido linol@&ico C1 en la fraccidn de eter-
gliceridos en los tiempos de incubacidn cortos, mientras que en los trigli
ceridos practicamente empieza a detectarse la radiocactividad a partir de
los 5 minutos incrementidndose 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 1incor-
poracidn del radiolinoleico en erer-gliceridos entre las células asciticas

controles y las deficientes de lero y 2do repique. En el grafico D de 1la

figura ‘21 corfespondiente a las células de Sarcoma-180 del tercer repi-
que muestra curvas cuyas pendientes son similares a las obtenidas con las
células asciticas testigo. Pareceria, como si las células que han sido man
tenidas por varios repiques en animales deficientes se comportaran como -

células desarrolladas en ratones normales después de un periodo de adapta-

cidn a esta nueva condicidn.

Un estudio con mavor nUmero de repiques en anima
les deficientes en A.CG.E. permitiria determinar si esta adecuacidn al me-

dio se mantiene en periodos mayores de deficiencia y si en esas circunstan



igura 18: Perfil de radiactividad detectada en placa de cromatografia en
capa delgada de Silica gel-G de Lipidos Neutros de célula de

Sarcoma-180 controles incubadas 3, 5 y 10 minutos con acido 1i
nolédico cl4,
Deteccidn con Scanner Berthold I1

Tiempo de
Incubacidn
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Fivora 1% Terfil de radiactivi’id deiertada en placa de cromatografia en
capa delgada de silica #21 -C de 1.ipidos Neutros de células de
Sarcoma-180 deficientes en A.G.E., incubadas 3, 5 y 10 minutos
con &dcido linoldjico Cl4.
Deteccidn con Scanner Berthold II
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cias adquiere ‘las caracteristicas metabdlicas de las células controles pe
ro con composicidén lipidica distinta.

. Diversos autores han dado sus opiniones sobre la
funcidn de estos eter-gliceridos en las células tumorales basindose en --
los datos hasta ahora publicados. Se ha sugerido que el elevado contenido
de eteres-glicéridos hallados en cé&lulas malignas estd fundamentada en el
incremento de precursores cuya presencia indica la falla de otro sistema,
antes que el de cumplir con un propdsito especifico (162), también se ha
postulado que los altos valores de diacil-gliceril-eter detectados en neo
plasias seria un reflejo del "estado de reduccién" de las cé&lulas tumora-
les ya que los alcoholes grasos, encontrados en tumores (199) y los eteres
glicéridos requieren para su sintesis de la transferencia de hidrbgeno --
via NADPH. Segin Snyder (190) todo &sto conduciria a considerar a los al-
tos niveles de alquil glicerolipidos como "marcadores'" de los tumores ma-
lignos. Por su parte Howard y col. (198) proponen que estos eter-lipidos
tendrian relacidén con la diferenciacidn y la adaptacidn, 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 funcidén de los eter-lipidos.

Aparentemente deben cumplir alglin rol de impor-
tancia en las células tumorales puesto que han incorporado selectivamente

un adcido graso esencial frente a las otras fracciones lipidicas que lo -

han hecho mas lentamente,

1) Determinacidén del tiempo de duplicacidn celular en c&lulas asciticas

de Sarcoma-180 mantenidas en ratones deficientes en A.G.E.

La figura 22 demuestra que el tiempo de du-
plicacidén celular de las células asciticas del Sarcoma-180 mantenidas en
ratones deficientes en A.G.E. no presentan diferencias significativas res
pecto al valor de 36.4 p 2.1 horas correspondiente a las células tumora-

les mantenidas en ratones normales.

Es de destacar que practicamente, se han cumpli-
do mds de 15 generaciones celulares si se consideran las 650 horas trans-
curridas desde el primer repique en animales deficientes, sin que ello ha
ya alterado significativamente la velocidad de multiplicacidn celular.Sin
embargo se aprecia una tendencia a incrementar el tiempo de duplicacidn -

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 duplicacidn celular seria ne
cesario aumentar el n{imero de repiques en animales en estado deficiente.

A los resultados aqui presentados se le podrian
sumar los de Bailey y col. (116) que trabajando con carcinoma de Ehrlich
y Sarcoma-180 ascitico reconocen un ligero aumento en la fase "lag" cuan
do inyectan estas células asciticas 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 au
tores consideran la existencia de una adaptacidn no especifica 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 metabdlico para las cé&lulas en estudios.

Todos estos resultados indicarian 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 dcido linoléico en el medio donde se desa-
rrolla. Un comportamiento similar halld Gerschenson y col. en células -
Hela 53 (115). Por su parte Corwin y col. (201) demostraron que las célu
las del Sarcoma Kirsten de ratdn (FK 3T3) 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 disminucidn del crecimiento cuando se lo inocula en los mencionados -

animales.



CONCLUSTONES

Los resultados obtenidos al estudiar los parame-
tros bioldgicos y bioquimicos propuestos para determinar la dependencia -
de las cé@lulas de Sarcoma-180 ascitico por los 4dcidos grasos esenciales,
han permitido arribar a las conclusiones que se presentan a continuacidn.
Las mismas se consideran de acuerdo a cada uno de los parametros senala-

dos.

1) Modificaciones de la composicidn de acidos

grasos de lipidos totales en estados de deficiencia de acidos grasos esen-

ciales.

a) La dieta deficiente en A.G.E. produjo modifi-
caciones en la composicidn de 3dcidos grasos de 1ipidos hepaticos de rato-
nes albino Swiss, cuando los mismos se alimentaron por un periodo de 50
dilas con dicha dieta.

b) Los pardmetros de evaluacidn 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 acidos grasos -
esenciales.

¢) Las cé&lulas asciticas del Sarcoma-180 mostra-
ron un contenido elevado de acidos octadecenoicos cuando se desarrollaron
en animales con dieta testigo. Se determind que esta fraccidn de acidos -
monoetilénicos estd constituida por 11.2% de &cido vaccénico (18:1 [&11)

y 88.7% de Acido oldico (18:1 A7),

d) Las células asciticas del Sarcoma-180 manteni
das en animales deficientes en A.G.E., acusaron modificaciones en la com-
posicidn de adcidos grasos de los lipidos totales. Incrementaron notablemen
te los dcidos octadecenoicos (18:1) y eicosatrienoico: (20:3 639) v dismi-

. .. 6, - e s
nuyeron fundamentalmente los Acidos linoléico (18:2 W) y araquiddnico -

(20:4 W 6).

Los parametros de evaluacidn del estado de defi-
ciencia indicaron que las modificaciones apuntadas anteriormente fueron a-
proximadamente del mismo orden que 1ds producidds en los higados de los -
animales huéspedes. No se detectaron diferencias significativas entre los
parametros correspondients a las células tumorales de los distintos repi-
ques en animales deficientes. Se considera que después de un periodo de -
adaptacién las células del Sarcoma-180 adquieren un nuevo patrdn de compo

sicidén de Acidos grasos en lipidos totales y no lo alteran al menos por -

15 generaciones celulares.



e) Tas célnlas asciticas del Sarcoma-180 mante-
nidas en animales deficientes al ser inyectadas en animales normales de-
mostraron tener la capacidad de restaurar la composicidn primitiva en &-
cidos grasos. Se comprobd asT, el poder de adaptacidn de las cé&lulas del
Sarcoma-180 a los cambios de conmposicidn en dcidos grasos producidos por
distintas dietas en los animales huEspedes.

f) A pesar de las conclusiones expuestas, este
parametro que considera las modificaciones en la composicidn de acidos -
grasos, como respuesta a la deficiencia _en A:G.E.,pno permite deducir si
las modificaciones detectadas en las células asciticas del Sarcoma-180-
han sido propias de las células como reaccidén a este estado de deficien-
cia, o secundaria a los cambios en la composicidn en acidos grasos sufri

do por el huésped en estas circunstancias.

2) Capacidad de sintesis de dcidos grasos no

saturados en células de Sarcoma-180.

a) No se detectd capacidad de desaturacidn del
dcido linoléico C14 por la [SF desaturasa en c@lulas asciticas de Sarco-
ma-180 desarrolladas en animales controles. Tampoco se pudo apreciar ac-
tividad de éste sistema enzimdtico en las células asciticas obtenidas de
los tres repiques en animales deficientes en A.G.E.

b) Se pudo apreciar la capacidad de desaturar y
elongar los dcidos palmitico y estedrico de las células del Sarcoma-180
desarrolladas tanto en animales deficientes como en normales.

No se detectaron diferencias significativas en
la desaturacién del &cido palmitico (16:0) a palmitoléico (16:1 W 7) en
las células deficientes respecto a las controles, mientras que la desatu
racidn del acido estedrico (18:0) a adcido oléico (18:1 w 9) manifiesta -
un aumento de los valores medios por efecto del estado de deficiencia.

El anadlisis de éste pardmetro propuesto para es
tudiar el comportamiento de la [&9 desaturasa en los estadcs de deficien -
cia en las c@lulas de Sarcoma-180, muestra la respuesta singular que tie
nen estas células tumorales al incrementar la desaturacidn del acido es~
teArico sin aumentar la desaturacidén del dcido palmitico, es decir una -
alternativa metabdlica no observada en hepatocitos en condiciones simila
res. Se presume que con éste comportamiento la célula en deficiencia tien
de a aumentar el contenido de dcidos monoetilé&nicos de la serie L)g para

hacer frente a la disminucidn de 3cidos polietilénicos de la familia W ,



a pesar de ello los bajos porcentajes de desaturacidén de los acidos satu
rados no alcanzarian a cubrir las necesidades metab8licas de las células
asciticas por lo que deberian tomar parte de los dcidos grasos monoetilé

nicos, preformados del huésped.

3) Incorporacidn del dcido linol&ico C14 en las

distintas fracciones lipidicas:

a) Se demostrd que las células asciticas del Sar
coma-180 incorporan al acido linoléico Cl4 fundamentalmente en la frac-
cidn de 1ipidos neutros, cuando se incuban durante 3,5 y 10 minutos con
este dcido. Estudios realizados "in vivo" presentaron el mismo esquema -
de incorporacidn.

b) La radioactividad incorporada en lipidos neu-
tros es creciente con el tiempo de incubacidn.

c) No existiria una mayor incorporacidn del ra-

diolinoléico en lipidos neutros de células deficientes respecto de los -

testigos.

d) No se detectd una mayor incorporacidn de 1li-
- . 14 - - - - - -
noléeico C en fosfolipidos de células deficientes en ninguno de los --

tres repiques estudiados.

e) Las células del Sarcoma-180 presentan un com
portamiento particular al incorporar el dcido linoléico en lipidos neu-
tros, distinto al de otro tumor de crecimiento rapido como es: el carci-

noma ascitico de Ehrlich.

f) El radiolinol&ico se incorpord fundamentalmen
te en la fraccidn que corresponderia a alquil-diacil-glicéridos tanto en

células controles como deficientes en A.G.E.

A cortos tiempos de incubacidn, la radioactividad
se distribuyd principalmente en los eter-glicéridos; luego al aumentar el
periodo de incubacién se pudo detectar también en triglicéridos pero siem
pre con un mayor porcentaje en los primeros.

g) Al cabo de un aparente periodo de adaptacidn
al estado de deficiencia de A.G.E. las c&lulas asciticas adquieren una ve
locidad de incorporacién del acido linol&ico en las fracciones menciona-
das en "f'", similar a las celulas controles.

h) Se considera necesario realizar un mayor nii-
mero de estudios y experimentos que permitan aclarar el rol que cumplen -
los eter-glicéridos en las c&lulas tumorales como asi también explicar la

capacidad que tienen las células asciticas del Sarcoma-180 de incorporar
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selectivamente el acido 18:2 O 6 en los mencionados eterglicéridos.

El andlisis global de este parametro que estudia
la incorporacidén del acido linoléico en las fracciones lipidicas de las
células del Sarcoma-180 ascitico en estado de deficiencia de acidos -
grasos esenciales pone en evidencia un comportamiento contrario al obser

vado en hepatocitos en condiciones similares.

4) Tiempo de duplicacién celular

a) El tiempo de duplicacidn de la células asciti
cas de Sarcoma-180 desarrolladas en ratones Albino Swiss mantenidos con -
dieta normal fue de 36.4 s 2:1 horas.

b) No se detectaron diferencias significativas -
entre el tiempo de duplicacidn celular de las células controles y las de-
sarrolladas en animales deficientes del lro y 2do repique.

c) Se considera necesario aumentar el nimero 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 duplicacidn celular en Sarcoma-180 ascitico.

Por lo expuesto en 1, 2, 3 y 4 se sugilere que las
células del Sarcoma-180 ascitico (nfimero 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 acidos gragos esenciales, merced a

las modificaciones y caracteristicas particulares observadas en ellas.
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