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¢Funciona el tejido adiposo marrén como un depdsito
de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
durante el desarrollo postnatal del cerebro?

Venezuela Azavache, Carmen Cuevasy Virgilio Bosch R.
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RESUMEN. Los mamiferos como el hombre y la rata, poseen durante
su desarrollo postnatal temprano un tejido adiposo marrén (TAM)
muy activo. En este trabajo se exploré la posibilidad de que el TAM
funcione como un depbsito de &cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga (AGPI-CL), durante el periodo de méaximo crecimiento postnatal
del cerebro de rata. En el TAM de ratas de 1, 6, 12 y 20 dias de edad
analizamos la concentracion de triglicéridos (TG) y la composicion
de &cidos grasos en los TG y fosfolipidos (FL). Ademas, en ratas de
6 dias de edad evaluamos la capacidad del TAM para desaturar 1-
1C 4acido linoleico administrado por via intraperitoneal. Los
resultados mostraron un rapido incremento en la concentracion de
TG durante el periodo experimental (1,5; 40; 118; 120 mg /g de peso
himedo). El porcentaje de AGPI-CL fue mayor en las ratas de 1 y
6 dias de edad que en lasde 12 y 20 dias (16-17% vs 5%). Por otra
parte, la incorporacion de 1-**C &cido linoleico fue mas alta en el
higado que en el TAM, aunque la relacién “productos desaturados
de 1-%C 4cido linoleico / 1-C &cido linoleico” fue mayor en el
TAM que en el higado (>4), lo cual podria indicar que este tejido
ademas de almacenar AGPI-CL los sintetiza. En resumen, nuestros
resultados demuestran que el TAM es depdsito importante de AGPI-
CL durante el periodo de maximo desarrollo postnatal del cerebro.
Palabras clave: Lipidos, tejido adiposo marrén, cerebro, acido
docosahexaenico, acido araquidonico.

INTRODUCCION

El desarrollo normal del sistema nervioso central (SNC)
requiere un suministro adecuado de acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga (AGPI-CL), principalmente
de los acidos araquidoénico (C20:4 n-6) y docosahexaenoico
(C22:6 n-3) (1-3). Durante el desarrollo fetal se produce una
transferencia neta de AGPI-CL desde la placenta hacia el
cerebro (4). En el periodo postnatal estos acidos grasos son
aportados principalmente por la leche maternay por la sintesis
endogena (5,6). El higado y el cerebro han sido los érganos
mas estudiados, los resultados han revelado que la sintesis en
estos organos inmediatamente después del nacimiento (1 a
20 dias de edad) es muy baja (7,8), aunque después de los
treinta dias de edad ya se ha desarrollado bien la capacidad
para la sintesis enddgena (9). Estudios en otros 6rganos o
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tejidos no se han realizado, en este sentido resulta interesante
considerar la participacion del tejido adiposo marron (TAM),
dado que tanto en el hombre como en la rata este tejido exhibe
sumayor desarrollo y actividad metabdlica durante el periodo
postnatal temprano. Ademas, el grado de madurez del SNC
de los mamiferos recién nacidos se puede correlacionar
directamente con la actividad metabdlica del TAM (10). Este
tejido tiene relaciones importantes con el SNC: presenta una
rica inervacion simpatica que llega a los vasos sanguineos y
también a los adipocitos, esta Ultima caracteristica lo diferencia
del tejido adiposo blanco (11,12) y, las evidencias indican que
sintetiza leptina (13). En cuanto a su actividad, el TAM de
ratas recién nacidas presenta un metabolismo lipidico supe-
rior a higado, tejido adiposo blanco, piel y cerebro (14). La
tasa de oxidacion de acidos grasos en el TAM es elevada, pero
su actividad lipolitica es ain mayor (15,16), de manera que
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el excedente de &cidos grasos podria ser exportado hacia otros
organos o tejidos. También presenta una alta actividad
lipogénica (16,17). El propdsito de este trabajo fue evaluar la
capacidad del TAM para almacenar AGPI-CL, durante el
periodo de maximo desarrollo postnatal del cerebro de rata, a
través del analisis del contenido de AGPI-CL en el TAM, y
mediante el estudio del metabolismo del 1-*C &cido linoleico,
determinando su incorporacion y la presencia de los productos
de su desaturacion tanto en el TAM como en el higado.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Todos los solventes (metanol, etanol, cloroformo, éter etilico
y éter de petrdleo) y otros reactivos fueron de grado analitico
(Merck, Alemania). Se emplearon placas de capa fina de silica
gel G-60 (Merck, Alemania), los reactivos 2,3
dibromofluoresceina; metil ésteres de acidos grasos,
fosfatidilcolina, triestearina, fueron adquiridos a Sigma (St. Louis,

USA), y el [1-1*C] &cido linoleico a Dupon/NEN (Boston, USA).

Animales

Se utilizaron ratas lactantes de ambos sexos de la cepa
Sprague Dawley, de 1, 6,12y 20 dias de edad (entre 6 y 8 por
grupo). Las madres se alimentaron con una dieta comercial
(Protinal, Valencia, Venezuela).

Extraccion de los lipidos del TAM

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion entre las
9:00 y 10:00 de la mafiana. Posteriormente se extraia de la
region interescapular el TAM, se hacia un pool hasta completar
entre 0.3 - 0.4 gramos, luego se cortaban finamente y se
enjuagaban con solucidn fisioldgica a 4° C y se homogenizaban
manualmente. Los lipidos se extrajeron siguiendo el método
de Folch y Col. (18)

Determinacion de triglicéridos en los lipidos totales del
TAM

La concentracion de TG en el TAM fue determinada en
los lipidos totales mediante el método enzimatico descrito
por Carr y col. (19). Los resultados se expresan en mg/g de
peso himedo.

Separacion de fosfolipidos y triglicéridos del TAM

Los fosfolipidos (FL) y triglicéridos (TG) del TAM, se
separaron a partir de los lipidos totales mediante cromatografia
de capa de capa fina sobre placas de silica gel G-60, siguiendo
el procedimiento descrito por Mangold (20). Para la corrida
se emple6 una mezcla de éter de petréleo: éter etilico: acido
acético en la proporcion 90:10:1 (v/v/v). Las areas
correspondientes a TG y FL se identificaron mediante el
empleo de estandares.

Obtencién de los metil-ésteres de los acidos grasos y
separacion por cromatografia gas-liquido

Los metil-ésteres de los acidos grasos se obtenian de
acuerdo al método descrito por Chalvardjian (21) con ligeras
modificaciones: Los FLy TG raspados de las placas de capa
fina se sometian a una reaccion de transesterificacion con
metanol, para ello se empleaba una mezcla de metanol: &cido
sulfurico: tolueno y BHT al 1% como antioxidante, se
llevaban a reflujo por una hora a 80°C bajo atmosfera de N,
Luego se extraian los metil-ésteres de los &cidos grasos con
hexano, se evaporaba todo el solvente bajo una corriente de
nitrogeno, luego se resuspendian en 10-20 uL de hexano. Para
la separacion de los metil-ésteres se inyectaba 1 uL, en un
cromatografo gas-liquido marca Hewlett Packard e integrador,
ambos modelo 5880 A. Las caracteristicas de la columna
fueron las siguientes: columna de vidrio de 4 mm x 183 cm,
empacada con polietileno glicol adipato al 4% en peso sobre
cromosorb AW de 80 mesh. Las condiciones para la separacion
fueron: temperatura del horno 200°C; temperatura del detec-
tor de llama 250°C; gas transportador Nitrégeno, y velocidad
del flujo 60cm/min.

Incorporacion de 1-1*C &cido linoleico en el TAM e higado
de ratas lactantes de 6 dias de edad. Separacién de los
productos desaturados del acido linoleico

A las ratas lactantes de 6 dias de edad se les
administraban por via intraperitoneal 101 Ci de 1-*C acido
linoleico, diluidos en 50 i L de aceite de pescado (pobre en
acido linoleico). Después de 2 y 6 horas, los animales (6 en
cada grupo) fueron sacrificados por decapitacion, y luego de
obtener los higados y TAM, se extrajeron los lipidos totales
como se describi¢ anteriormente. Para separar el cido 1-%C
linoleico de sus productos desaturados, primero se obtenian
los metil-ésteres de los acidos grasos, como también se
explicd, y luego éstos se separaban sobre placas de silica gel
G-60 impregnadas en nitrato de plata al 10%. Como solvente
se empled una mezcla de hexano: dietiléter en proporcion
85:15 (v/v). Para visualizar el &cido linoleico y sus productos,
la placa se rociaba con 2° 7"dibromofluoresceina al 1% en
etanol, y las manchas se visualizaban bajo luz UV. La
identificacion se realiz6 mediante el empleo de estandares.
Las zonas identificadas se raspaban y se colocaban en viales
que contenian 10 mL de una solucion de PPO / POPOP en
tolueno, y la radioactividad se midié en un contador 1219
Rack Beta LKB (Suecia).

Anadlisis estadistico
Se emplearon las pruebas de ANOVA de una via, prueba
de Tuckey y t de Student.
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RESULTADOS

En la Tabla 1, se presentan el peso del TAM de las ratas
durante los primeros 20 dias de la vida postnatal. En la primera
semana el TAM representaba cerca del 1% del peso corporal
y hacia el final del estudio un 0,5%. A simple vista se pudo
observar que hasta el dia doce, el TAM de las ratas era de
color oscuro y muy bien delimitado, después se tornaba palido
y los limites se hacian difusos. La concentracion de
triglicéridos antes del inicio de la lactancia fue escasa (1.5
mg/g de peso himedo), pero después comenzé una rapida
acumulacion de éstos, a los 12 dias de edad la concentracion
ya sobrepasaba los 100 mg/g de peso himedo. En la Tabla 2
se presenta la distribucion porcentual de AG en los TG del
TAM. Se puede apreciar que desde el nacimiento hasta los 6
dias de edad, las proporciones de acidos grasos saturados
(AGS), monoinsaturados (AGMI) y poliinsaturados (AGPI)
fueron similares. A los 6 dias de edad, los AGPI-CL
representaban mas del 21% del total de acidos grasos, los
mas abundantes fueron el 20:3n-6 y el 20:4n-6 (9.36 y
6.14 % respectivamente), y en menor proporcion el 22:5n-
3 (2,16%) y el 22:6n-3 (1,99%). Después de este periodo, la
composicion cambid significativamente, el porcentaje de AGS
aumentd por encima del 45% y ocurrié un descenso en los
AGPI, debido principalmente a la disminucion del C20:3 n-6
y C20:4 n-6 (p<0.05) (porcentajes menores al 2%). La Tabla
3 muestra la composicion de AG en los fosfolipidos del TAM;
el porcentaje de AGS fue mas 0 menos constante, alrededor
del 33%, y s6lo estaban presentes el C16:0 y el C18:0, este
Gltimo fue el mas abundante después del inicio de la lactancia.
El porcentaje de los AGMI descendid considerablemente
después del primer dia, de 20% a 10% aproximadamente
(p<0.05), lo que fue contrarrestado por un aumento de los
AGPI n-6, principalmente del C20:3 n-6 y C20:4 n-6 (p<0.05).
También se observd una disminucidn significativa del C22:6
n-3, después de la primera semana.

TABLA 1
Pesos: corporal, del tejido adiposo marrén (TAM) y del
higado; y concentracidn de triglicéridos en el tejido adiposo
marron de ratas lactantes

TABLA 2
Porcentaje de acidos grasos en los triglicéridos totales
del tejido adiposo marrdn de ratas lactantes

Edad

% Acido 1 Difa 6 Dias 12 Dias 20 Dias

graso
10:0 0.88 +0.11 tr tr 0.95 + 0.30
12:0 0.62+0.13° 0.68+0.11@  550+0.33® 6.21 +0.50°
14:0 2.04+0.13% 327+0.37° 895+ 037" 8.02+0.13"
16:0 16.53 +1.10@ 1843 +0.51* 23.70 £ 0.71" 21.54 + 0.26"
18:0 5.83 +0.28 7.91+044 4.56+0.19 6.17 £ 0.11
OAGS 2543+3.62% 30.28+1.31% 44.49+1.35° 42.89+1.20°
16:1 3.79+060 2 218+0042 1.70+0.13 1.89 + 0.03
18:1 20.66+1.88 2 18.62 +0.31® 24.91+1.28° 25.11 + 0.54"°
OAGMI 24.45+373 21.16+1.08* 28.05+0.88" 26.99 +1.05
18:2 1361+ 1.27 21.82+048 1848+056  19.98 +0.27
18:3n-6  2.88 +0.67 0.97 +0.04 0.48 +0.03 0.40 + 0.03
18:3n-3  2.31+0.16 tr 0.38 + 0.06 0.76 + 0.07
20:3n-6  526+1.242 9.36+008° 1.06+0.06° 0.70+0.10°
20:4n-6  4.17+0.27% 6.14+0.17° 1.67+0.20° 0.92 +0.06"
22:4n-6  1.26+0.272 231+0.12 0.63+0.03° 0.40+0.02°
TR31' 1.09 +0.33 tr tr 0.18 + 0.01
22:5n-3  1.48+0.29@ 216+0.36% 0.72+0.17° 0.95+0.02°
22:6n-3  1.91+0.282@  1.99+0.03* 1.14+0.19° 1.37 +0.08"
OAGPI 3477 +457% 42.31+216% 23.92+0.94° 26.65+1.08"
OAGPI-CL 14.27 +1.472 17.66+2.65% 4.31 +0.36°  4.52 +0.22°

Cada valor representa el promedio + error estandar, n = 5 para cada grupo;
Los valores con letras distintas son estadisticamente significativas (P< 0.05);
TR31" representa un acido graso no identificado cuyo tiempo de retencién
fue de 31 minutos; tr = traza < 0.1%; AGPI-CL: &4cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga.

TABLA 3
Composicion porcentual de &cidos grasos
en los fosfolipidos totales del tejido adiposo marron
de ratas lactantes

Edad Peso corporal TAM Higado TG-TA
(dias) (9) (9 )] mg/g peso
himedo
1 74 £ 05 0.08 + 001 0.17+0.03 15%03
6 110+ 1.0 0.08 + 0.03 0.23+0.03 40%9.0
12 246+ 0.7 011 + 005 0.68+0.05 118+11
20 300+ 15 019 + 003 0.83+0.13 114+16

Cada punto representa el promedio + DS de 6-8 ratas.

Edad

% de AG 1dia 6 dias 12 dias 20 dias
16:0 18.20+0.33 2 13.97 £0.75° 14.31+0.10° 12.09 £0.64°
18:0 13.98 £ 0.17 2 19.18 £1.06° 20.07 £0.30° 20.62 +0.59 °
OAGS 32.18 + 0.46 33.16 +1.81 34.38 £ 0.02 32.72 £0.08
16:1 2.76 £0.06 @ 1.03+0.21° tr 0.79+0.09°
18:1 1754 +0.41° 9.58+0.50°" 9.81+0.35° 11.52 £0.48°
OAGMI 20.34 £0.75¢® 10.26 £ 0.45° 10.16 £0.29° 12.32+051°
18:2 10.99+0.22¢ 10.97 £ 0.552 13.64 £ 0.212 19.49 +£0.42°
18:3n-6 0.45+0.17 143 +0.03 tr tr
18:3n-3 0.27 £0.02 tr tr tr
20:3n-6 259+0.30° 6.90 +£1.02° 6.39+1.14° 531+155°
20:4n-6 16.30 £ 0.512 20.17 £ 0.61° 22.13+0.50°" 19.05+0.51°
22:4n-6 1.20 £ 0.04 tr 1.37 £ 0.08 tr
TR31' 1.10 £ 0.04 1.27 £0.17 0.59 + 0.07 tr
22:5n-3 0.93£0.03 1.86 +0.31 1.67+0.11 1.75+0.20
22:6n-3 8.45+0.30° 5.48 £0.20° 4.69 +0.44°° 571+0.18°
OAGPI 42.21+0.34 47.65 + 1.96 46.85 + 3.61 45.31 +5.38
OAGPI-CL  28.88 +1.00° 35.52 +1.76° 35.78 + 1.4° 32.60 +1.27°

Los valores representan el promedio de al menos 5 determinaciones + ESM.

Las diferencias significativas se representan con distintos superindices (P< 0.05).
TR31" representa un &cido graso no identificado cuyo tiempo de retencion fue de 31
minutos; tr = traza < 0.1 %; AGPI-CL: cidos grasos poliinsaturados de cadena larga.
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La Tabla 4 muestra los resultados de la incorporacion de
1-1C &cido linoleico y los productos desaturados de éste, en
el higado y en el TAM de las ratas de 6 dias de edad. Se
aprecia que la incorporacion de 1-*C acido linoleico en el
higado fue aproximadamente 10 veces mayor que en el TAM,
sin embargo la relacion en d.p.m entre los productos
desaturados de 1-“C &cido linoleico / 1-**C 4&cido linoleico
(PD/AL) fue mas alta en el TAM que en el higado, tanto a las
2 horas como a las 6 horas después de la inyeccidn
intraperitoneal.

TABLA 4
Incorporacion de [1-“C] é&cido linoleico y sus productos
desaturados en el tejido adiposo marrén e higado de ratas
de seis dias de edad

TAM Higado

AL (dpm) PD (dpm) PD/AL AL (dpm) PD (dpm) PD/AL

2horas 4658 +1362 2.272+892 0.48 22.236+13.900 2183+788 0.10
6 horas 2682+701 1616+474 0.60 8.863+3883 1669+311 0.18

AL: &cido linoleico; PD: productos desaturados del acidolinoleico; PD/AL relacion
entre productos desaturados del &cido linoleico y cido linoleico.

La radioactividad se expresa como dpm/g de peso hiimedo.

Los valores representan el promedio + DS de seis determinaciones independientes.

DISCUSION

La baja concentracion de TG en el TAM (1.5 + 0.3 mg/g
peso himedo), observadaen las ratas de 1 dia de edad, indica
que este tejido no puede representar un reservorio importante
de &cidos grasos durante el desarrollo prenatal. Sin embargo,
después del nacimiento, la rapida acumulacién de TG que se
inicio con la lactancia, asi como la alta proporcién de AGPI-
CL que se observd a los 6 dias de edad (40 mg de TG/g de
peso himedo y aproximadamente 23% de AGPI-CL) indican
que durante la primera semana el TAM acumulé una
considerable cantidad de AGPI-CL, especialmente de la
familia n-6 y en menor grado de la n-3, y aunque después de
este periodo la proporcion de todos los AGPI-CL disminuy6 a
un 5%, se puede estimar que la cantidad total almacenada fue
siempre elevada, ya que la concentracion de TG casi se triplicd
entre los dias 6 y 12 de edad y en adelante permanecio¢ alta
(més de 100 mg de TG/g de peso himedo; Tabla 1). Se puede
considerar entonces que el TAM en las ratas recién nacidas,
ademas de cumplir con su funcién termogénica, podria
funcionar como un importante depoésito de AGPI-CL, los cuales
podrian ser suministrados a los drganos y tejidos que se estan
desarrollando rapidamente en ese periodo, especialmente al
cerebro por presentar la mayor tasa de crecimiento y por
el alto requerimiento que tiene de C20:4n-6y C22:6n-3.
Este planteamiento se fundamenta también, en observaciones
realizadas por otros investigadores, por ejemplo: EI TAM
exporta diversas sustancias, entre estas acidos grasos (22). La

exportacion de acidos grasos puede ser significativa en el
TAM, ya que su actividad lipolitica supera la capacidad
oxidativa de acidos grasos (15,16). Ademas, estudios in vitro
han demostrado que el grado de movilizacion de los acidos
grasos C20:5 n-3; C20:4n-6; C20:3n-6 y C22:6n-3 es mas
alta que la observada para C16:0 y C18:2n-6, a pesar de que
éstos son mas abundantes que los primeros (23).

Nuestro planteamiento es similar al propuesto por Speake
y colaboradores (23), quienes observaron que en el tejido
adiposo de embriones de pollo ocurria una acumulacion
de AGPI-CL, y que la concentracion de éstos disminuia
durante el crecimiento de los tejidos neurales. En base a estos
resultados, propusieron que el tejido adiposo de los embriones
de pollo posiblemente funcionan como un intermediario en
latransferencia de los AGPI-CL desde la yema hacia los tejidos
neurales.

Por otra parte, Lefkowitz y col. (9) hacen una
observacion importante sobre la posible presencia de
depositos de AGPI-CL durante el periodo de rapido
crecimiento del cerebro en la vida postnatal de la rata.
Ellos suministraron d5-C18:3n-3, como Unica fuente de

AGPIn-3, aun grupo de ratas desde los 7 hasta los 28 dias
de edad. Al examinar la composicion de AG del cerebro al
final del periodo experimental, encontraron que el 40% de
C22:6 n-3 acumulado estaba sin marcar con deuterio, es decir,
que durante la primera semana de nacidas, las ratas habian
almacenado una cantidad importante de C22:6 n-3. En este
sentido, nuestros resultados evidencian que los TG del TAM
representan un depdsito cuantitativamente importante de AGPI-
CL, especialmente de C20:4n-6, de su precursor C20:3 n-6
y, en menor proporcion de C22:5n-3y C22:6 n-3.

En los FL también se observé un enriquecimiento de
AGPI-CL n-6 con el inicio de la lactancia (en un 10% o mas)
y, en adelante la composicion de éstos no cambio
significativamente. Es decir, en los FL a diferencia de Los
TG no se aprecié un cambio acentuado en la composicion de
AG después de la primera semana de edad, probablemente
por la funcion estructural y funcional que cumplen estos
lipidos. Sin embargo, no se descarta que durante el proceso
normal de involucién del TAM, que ocurre durante el
crecimiento de los mamiferos, la degradacion de los FL de
las membranas mitocondriales, muy abundantes en el tejido
activo (10), pueda aportar al plasma cantidades importantes
de AGPI-CL.

Por otra parte, la presencia de productos desaturados del
1-1C 4cido linoleico, tanto en el higado como en el TAM, a
las 2 y 6 horas después de la inyeccién intraperitoneal del-
1C acido linoleico, indican que en algin grado ocurrié
sintesis de AGPI-CL en las ratas de 6 dias de edad (edad en
la cual se observé la mayor concentracion de AGPI-CL en
TG). Aunque la incorporacién total de 1-*“C acido linoleico
fue mayor en el higado que en el TAM, es significativo resaltar
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que la relacién en d.p.m. entre “los productos desaturados
del 1-1C &cido linoleico / 1-*C &cido linoleico” (PD/AL) fue
aproximadamente cuatro veces mayor en el TAM que en el
higado (Tabla 4). Estos resultados, aunque muy preliminares,
podria indicar que en el TAM se sintetizan AGPI-CL con
mayor eficiencia que en el higado.

En conclusion, nuestros resultados revelan que el TAM es
un depdsito cuantitativamente importante de AGPI-CL durante
los primeros dias de la vida postnatal de la rata. Es probable
que estos acidos grasos provengan principalmente de la leche
materna y, en alguna extension de la sintesis endégena.
Tomando en conjunto, nuestros resultados y los de otros
investigadores (9,15,16,22,23), nosotros proponemos que el
TAM tiene un alto potencial para contribuir con el
mantenimiento de la alta concentracion de AGPI-CL
encontrada en el plasmade ratas recién nacidas (24), durante
el periodo de maximo crecimiento postnatal del cerebro.
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