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Quisiera destacar bien el significado académico de tres circunstancias
que me han movido a presentaros un disertante joven y un investigador
notable y de porvenir.

Le ilusionaba obtener el Premio «Anales de Medicina y Cirugia» del
Concurso 1969. Su trabajo, de grandisimo valor a juicio de la ponencia
dictaminadora y de todos —por unanimidad asi— lo superd, no obs-
tante, un ensayo quirdrgico, muy ventajoso en teoria y aplicadamente.
Y quedd resuelto estimarla «laudable» y publicarla oficialmente, de
acceder a la peticion corporativa el, entonces, ignorado firmante del
mismo. . '

Dicha Memoria habia sido inspirada por el profesor Mdximo Soria-
no, consocio nuestro, representando una aportacicn —en los dominios
de la bioquimica de las miopatias— de suma trascendencia ultima
mente. .

Para contribuir a que llevara a feliz término la labor especulativa
que viene propugnando, se le ha otorgado una Ayuda con cargo al
«Fondo Ramon Turré de Ayuda a la Investigacion médico-bioldgica».

Lo que va a exponernos al instante es uno de los resultados pre-
liminares de su nuevo estudio de laboratorio.

Oigdmosle, pues, con atencidn y benevolencia.

Pero es hijo, ademds, de un Académico Corresponsal Nacional
radicado en Bariolas (Gerona).

No defraudard —estoy seguro— el deseo de tutela de la investiga-
cion cientifica que bulle en la Academia.

Y me lanzo, desde ahora, a vaticinar un triunfo para él y una satis-
faccién para nosotros.

B. RODRIGUEZ ARIAS

I. — INTRODUCCION nicas de cromatografia. La croma-
tografia es una técnica introducida
por TsweTT (1906), consiste en la se-

Este trabajo tiene por objeto pre- paracién de una mezcla de solutos.
sentar nuestras investigaciones del Desde el punto de vista fisicoquimi-
metabolismo lipidico mediante téc- co y atendiendo a la reparticién en-

1. Objeto del trabajo

(*) Comunicacién desarrollada en la Sesién - del dia 24-I1-70. Presentacién del Académico Nume
rario Dr. B. Rodriguez Arias.

(**) Han colaborado en el estudio el Dr. Carros PascuaL Mostaza y las sefioritas Maria Clarés
y Juana Maria Palomés.
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tre la fase fija y la fase mévil de so-
luto a cromatografiar se pueden dis-
tinguir tres tipos principales de cro-
matografia: a) de adsorcion; b) de
particién y c¢) de intercambio idnico.

Podemos clasificar las variantes
cromatograficas de acuerdo con la
técnica empleada y tenemos enton-
ces la cromatografia en columna, la
cromatografia en fase gaseosa y la
cromatografia en papel y en capa fi-
na. La cromatografia en columna tie-
ne un papel primordial en la aplica-
cién como método preparativo, es

decir, se emplea cuando interesa ais- -

lar un compuesto lipidico determina-
do que esté en una mezcla de lipidos.
Personalmente empleamos este fi-
po de cromatografia cuando nos in-
teresa separar los esteres de coleste-
rol o los fosfolipidos de sueros o te-
jidos.

La cromatografia en fase gaseosa
tiene una gran aplicacién como mé-
todo cuantitativo. Tiene interés, por
ejemplo, para conocer la proporcion
relativa de esteres metilicos de aci-
dos grasos de sueros o de productos
alimenticios, o bien para analizar los
fosfolipidos segun el trabajo de Hor-
NING y cols.

La cromatografia en capa fina tie-
ne aplicacién como método analiti-
co, si bien puede también emplear-
se como técnica preparativa.

Nuestro estudio cromatografico
se basa, en esencia, en la aplicacion
de la cromatografia en capa fina so-
bre silicagel para la investigacién de
lipidos organicos. Hemos estudiado
tres grupos de componentes organi-
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COs: a) suero en su aspecto normal
y patolégico considerando las disli-
pemias primarias y secundarias; b)
otros humores, como orina, LCR, bi-
lis, saliva, plasma seminal, derra-
mes, pus y heces. En estos humores
hemos estudiado su composicién li-
pidica. c¢) Tejidos en los que hemos
intentado establecer su «patrén li-
pidico». Realmente en éstos se ob-
servan diferencias cromatograficas
de acuerdo con su funcién, asi en
tanto, en tejido adiposo predominan
los triglicéridos, en el tejido nervio-
so predominan fosfo y esfingolipi-
dos y en el higado hay una gran pro-
porcién de colesterol libre y esteri-
ficado. Hemos estudiado muestras
de tejidos procedentes de biopsias y
de necropsias.

Hemos estudiado asimismo la
composicién lipidica de diversos ali-
mentos. Creemos que este estudio es
importante:

1 Por haber observado que nues-
tros resultados no siempre se pare-
cen a los observados en tablas de-
dicadas a estas cuestiones. 2° Por
ser interesante conocer la composi-
cién lipidica de los alimentos, para
establecer un régimen conveniente
en dislipémicos y 3.° por ser la
CCF un método ideal por su facili-
dad y rapidez para establecer una
composicién aproximada de un ali-
mento. Légicamente para establecer
diferencias cuantitativas entre tipos
de mantequillas o de aceites debe re-
currirse a la cromatografia en fase
gaseosa.

El estudio. de los lipidos humora-

N
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les mediante CCF es fundamental
en Laboratorios de Bioquimica Cli-
nica, permitiendo el estudio en sue-
ro de los distintos parametros lipi-
dicos de una forma relativamente
facil: a) lipidos neutros: esteres de
colesterol, esteres metilicos, trigli-
céridos, colesterol libre, AGL y fos-
folipidos. b) Esteres de colesterol:
palmitato y estearato, oleato, linolea-
to, linolenato, araquidcnato y c) Fos-
folipidos: cefalina, lecitina, esfingo-
mielinas y lisolecitina. Ademés em-
pleando la cromatografia en fase in-
versa pueden separarse los triglicé-
ridos entre si. Finalmente, con el sili-
cagel silanizado puede conseguirse
la separacién de 4cidos grasos.

Por tanto mediante CCF se sepa-
ran facilmente 14 parametros lipidi-
cos y por métodos especiales 10 mas
(Triglicéridos y ac. grasos), es decir
un total de 24 compuestos lipidicos
de suero. Todos estos analisis pue-
den realizarlos dos laborantinas en
6 horas de trabajo. La determina-
cién por métodos quimicos de to-
dos estos parametros seria muchi-
simo mas laboriosa. Hay sin embar-
g0, que tener en cuenta que la CCF
no es un método cuantitativo sino
solamente cualitativo. Trabajando en
condiciones mas estandarizadas y ri-
gurosas se convierte en un método
semicuantitativo. Actualmente se
han introducido los densitémetros
de capa fina (Vitatrén, Zeiss) que
permiten efectuar una lectura de la
mancha, tanto en la zona visible
como en la ultravioleta. Tenemos to-
davia poca experiencia para juzgar
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la bondad del método densitomé-
trico, sin embargo las pruebas efec-
tuadas con el densitometro Vita-
tron dan un resultado satisfactorio.

El otro método usado para la
cuantificacién del cromatograma, la
elucion, estd sujeto a grandes erro-
res y debe ser verificado por bioqui- |
micos muy rigurosos puesto que pue-
den obtenerse errores de un 40 %
si no se trabaja de un modo muy
fino. '

En este primer trabajo presenta-
mos los métodos cromatograficos y
de extraccién empleados en nuestras
investigaciones. En posteriores tra-
bajos expondremos nuestra experien-
cia en el estudio lipidico de sueros
(normales y patolédgicos), otros hu-
mores (orina, LCR., bilis, saliva,
plasma seminal, leche materna, de-
rrames y pus), y tejidos. Asi mismo
estudiaremos la cornpoSicién lipidi-
ca de algunos alimentos.

II. — MATERIAL Y METODOS
1. Preparacion de la capa fina

'Se toma 50 gr. de Silicagel G
(Merck) y se afiade 100 ml de agua
destilada en un frasco de Erleme.
yer. Se agita durante dos minutos y
medio, exactamente, con objeto de
tener condiciones idénticas en todos
los experimentos. Esta mezcla se
vierte en la ciamara de un extensor
Desaga que se hace deslizar sobre
5 placas de vidrio (limpiadas con
agua y alcohol muy escrupulosamen-
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Figura 1. — Preparacion de las placas cromatograficas. Se colocan las placas de vidrio sobre un

soporte apropiado sobre el que se desliza el

extensor

Desaga, el cual contiene la mezcla de

silicagel y agua.

te), 20 x 20, apoyadas sobre un sopor-
te especial para este método. Existe
un aparato, Stratomat, que hace las
placas de una forma automatica.

Se puede emplear otros tipos de
capa fina como la poliamida, o el si-
licagel de diversa composicién (H,
GF,,, HF,;, Silanizado...).

Para la cromatografia en fase in-
vertida, si empleamos el nitrato de
plata en lugar de mezclar el silica-
gel con agua, se mezcla con una so-
lucién acuosa de nitrato de plata al
12,5%, conviene en este caso operar
rapidamente y guardar las placas al
abrigo de la luz. Asi mismo, convie-
ne limpiar rdpidamente el extensor.

La impregnacion con undecano se
verifica después de preparada la pla-
ca como habitualmente. Se sumerge
durante 1/2 minuto la placa de sili-
cagel en un recipiente que contiene
una solucion de undecano al 5 % en
éter de petroleo, dejandose a conti-
nuacion evaporar el éter de petrdleo.

Las placas preparadas deben ser
«activadas», es decir, deshidratadas,
por lo cual, se introducen en una es-
tufa de desecacion a 130° durante 30’
Si estas placas no se emplean al po-
co rato de ser activadas y enfriadas
deben introducirse en un recipiente
que contenga un absorbente de la
humedad ambiental (Silicagel azul).
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Pueden usarse asi mismo placas
preparadas o ldminas de aluminio so-
bre las que se ha depositado el sili-
cagel. (Cromatoplacas o cromatofo-
lios).

En las figuras 1 a 8 presentamos
las distintas fases del proceso cro-
matogréfico.

2. Preparacion de extractos lipidicos

a) Suero. 2 ml. de suero se pre-
cipitan en un matraz aforado de 50
ml. de cloroformo-metanol (1-1), lle-
gando a ebullicién unos momentos.
Se deja enfriar a temperatura am-
biente y se diluye a 50 ml. con cloro-
formo. Se filtra y se agita en embu-
do de separacién con 15 ml de agua.
Se deja en reposo unas horas. Se
separan 25 ml. de la capa inferior
(cloroférmica) que contiene los li-
pidos. Se evapora a sequedad con
Rotavapor (Buchi) y se disuelve en
0,5 ml. de cloroformo-metanol. Se
aplican 10-20 ul en la placa. Este
método lo hemos usado asi mismo

para otros liquidos orgénicos, como

la saliva, jugo gastrico, semen, au-
mentando la concentracién de la so-
lucién lipidica en la placa croma-
’ tografica.

b) Extractos tisulares.

a) Extraccién en. el aparato de
SoxHLET, cantidades conocidas de
tejidos procedentes de necropsias,
son cortados en pequefios trozos por
medio de un bisturi, se disponen en
el cuerpo del extractor SOXHLET
vy en el matraz inferior se vierten 100
c.c. de cloroformo-metanol, que se
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pone en ebullicién mediante una pla-
ca calefactora blindada. El proceso
de la extraccién dura 3-4 horas, al
cabo de las cuales se evapora el clo-
roformo y se redisuelve el residuo
lipidico.

B) Para el estudio de los lipidos
cerebrales LOWENTHAL y VAN SANDE,
emplean el micrométodo de JATZKE-
wiTz que detallamos a continuacion:
tomar una pequeiia capsula de vidrio
o porcelana, que se pesa. Una peque-
fia cantidad (unos 100 mg) de cere-
bro (precisar zona, tipo de substan-
cia, edad y causa del fallecimiento)
se coloca en la cépsula dentro de
un desecador que contiene cloruro
calcico y pentéxido de foésforo (P,
O,). Hacer el vacio con una bomba
y mantener durante 10-12 horas. Nue-
vamente se pesa la capsula con su
contenido y asi conocemos el peso
del fragmento seco.

Extraccidn con microsoxhlet o mi-
cromatraz (25 c.c.) y condensador
de reflujo, con 10-12 c.c. de clorofor-
mo-metanol (2/1). Se dispone el ma-
traz (afiadir perlitas de vidrio) en
un bafiomaria y se prolonga el pro-
ceso durante 5-6 horas.

Filtrar con filtro deslipidizado y
poner la solucién en un microerle-
meyer previamente pesado. El mi-
cromatraz de la extraccién serd la-
vado dos veces con 2 c.c. de clorofor-
mo-metanol (2/1). Evaporacién al ba-
fiomaria a 45° C del solvente, bajo
atmoésfera N,. Colocaciéon del matraz
con lipidos desecados en un deseca-
dor con Cl, Ca y P, O; y cortes finos
de un bloque de parafina para ab-
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— Las placas preparadas se activan

Figura 2.

en la estufa de desecacion a 1200 C durante

0 30 minutos.

sorber disolventes organicos. Pesar
de nuevo el micromatraz, conoce-
mos el peso de los lipidos conteni-
dos en él, asi como la proporcion li-
pidica contenida en el fragmento se-
co de cerebro, cuyo peso habiamos
determinado con anterioridad.

Disolver los lipidos secos con clo-
roformo-metanol (1-1 6 2-1) segun la
siguiente férmula

P
— =10V
2

Por ejemplo: si el peso de los li-
pidos obtenidos es de 50 mg, disolver
en 0,25 ml.

De esta solucion dispondremos 20-50

de cloroformo-metanol.

y 100 % en la placa cromatografica.
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v) Estudio de los lipidos proce-
dentes de biopsias cerebrales.

Cuando se trabaja en pequenas
cantidades de tejido tiene gran in-
terés el empleo de la técnica de ex-
traccion propuesta por D. KARCHER.
Los fragmentos tisulares se conge-
lan, con nieve carbdnica (aparato
carbo-niege, Paris), y mediante un
criostato se hacen cortes de 20 mi-
cras que se depositan sobre un por-
ta-objetos. Sobre los portas se po-
nen unas décimas de cloroformo-me-
tanol 2/1 con una pipeta Pasteur y
después de mover en todas direccio-
nes el porta, se toman 10 lambdas
que se depositan a 2 cm del borde in-
ferior de una placa de silicagel en
forma de linea de 1 cm de longitud.

3. Desarrollo cromatogrdfico

La separacion de los lipidos en cla-
ses, es decir, esteres de colesterol,
triglicéridos, colesterol libre, acidos
grasos libres y fosfolipidos, pueden
conseguirse mediante multiples sis-
temas. Nosotros hemos empleado
dos sistemas diferentes.

Una vez preparada la placa croma-
tografica y habiendo dispuesto los
extractos a 2 cm del borde inferior,
se prepara la camara cromatografica
(Desaga), envuelta en la parte inte-
rior en papel de filtro o de cromato-
grafia (por ejemplo, WHATMANN 3
MM), con objeto de conseguir una
saturacion total. Anadiendo los sol-
ventes que habitualmente son, cloro-
formo vy benceno (3:2) unos 100 c.c.,

se espera que el frente del disolven-
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Figura 3. — EI extracto lipidico se deposita a 2
tante,

te, recorra 15 cm. (se tarda aproxi-
madamente 45 minutos), secandose
la placa cromatografica y esperando
que se seque a temperatura ambien-
te o todavia mejor a 70° C, durante
30 min. Se deja enfriar y la placa es-
ta dispuesta para el revelado, que
describiremos en el proximo apar-
tado.

Mediante este sistema se separan
de arriba abajo los siguientes com-
puestos:

— Esteres de colesterol
— Triglicéridos

— Colesterol libre

— Ac. grasos libres

— Fosfolipidos

para evitar contaminaciones,
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cm del borde inferior de la placa. Es muy impor-

emplear pipetas desechables.

Ocasionalmente por encima de los
esteres de colesterol se separa otra
fraccién que se ha demostrado que
se trata del escualeno.

Asimismo en ocasiones se separan
los mono, diglicéridos y esteres me-
tilicos. Hemos ensayado en algunos
casos la cromatografia bidimensio-
nal, empleando en los dos desarro-
llos el mismo solvente.

Otro sistema que ocasionalmente
hemos usado es la mezcla de éter
etilico, éter de petrdleo y acido acé-
tico (10/90/1) Recorrido 15 cm. Se
separan las siguientes fracciones:
— Esteres de colesterol
— Triglicéridos
— Ac. grasos libres
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Figura 4. — La placa se dispone en la cuba
56 pare Bt Alibe tais ety b st
del solvente dentro de la cuba.

— Colesterol

— Mono y diglicéridos

— Fosfolipidos

b) Separacion de esteres de co-
lesterol.

Los esteres de acidos grasos de co-
lesterol se separan entre si median-
te 4 eluciones de 10 cm cada vez y
secado con aire caliente después de
cada una, con éter de petroleo (60-
80) v cloroformo 90/10.

El tiecmpo de cada eluciéon es de
25 minutos.

Se preparan los siguientes esteres:

— Colesterol estearato v palmita-

to

— Colesterol oleato

— Colesterol linoleato

— Colesterol linolenato

— Colesterol araquidonato

ANALES DE MEDICINA' Y CIRUGIA

Vol. L-N.~ 220

La cantidad que aplicaremos por
prucba es de 2 v 5 A KARCHER y co-
laboradores, para el estudio de los
esteres de colesterol del tejido cere-
bral, aplican 10 ul de extracto de
cerebro sobre la placa. Hacen dos
recorridos de 16,5 ¢cm cada uno con
éter de petrdleo (40-60) v diisopro-
pil é¢ter (98,6/ 14 V/V). Después de
cada recorrido se seca la placa.

¢) Separacion de fosfolipidos sé-
ricos.

Se aplica a la placa 30 y 50 & del
extracto sérico. Recorrido 10 cm,
con cloroformo - metanol - agua 65/
25/4. Asimismo hemos empleado el
sistema que recomienda CARTON vy
cols. (1968), cloroformo,
agua, acido acético (60/30/6/1).

metanol,

frente del solvente ha

— Cuando el
legado o la distancia deseada, 10, 15 & 20 ¢m,

Figura 5.
desarrollo  cromatografico, se saca la

segun ol
la cuba,

placa  cromatografica de
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Recorrido 15 ¢m que tarda unos
45 minutos en realizarse.

En el suero se separan:

— Cefalina

— Lecitina

— Esfingomielinas

— Lisolecitina

Cuando interesan hacer separacio-
nes mas perfectas de los fosfolipi-
dos y esfingolipidos en el caso de los
extractos cerebrales, LOWENTHAL y
recomiendan el mdétodo Jarz-
KEWITZ que

cols.
detallamos a continua-

cion.

Figura 6. -
te 20 O

Secado de la placa a 1200 C duran-

30 minutos, a 700 C durante 2 horas.

Conviene emplear un espesor de
silicagel de 400 micras. El sistema
se basa en dos recorridos con dos ti-
pos de solventes.
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— La placa se¢ coloca en el interior

Figura 7.
de una campana de extraccion para la tincion.
Esta se verifica pulverizando una solucion apro-
piada (ac. fosfomolibdico, rodamina, 2,7, dicloro-

mediante un
ack.

fluoresceina...) compresor o Jet-

Solvente 1

Cloroformo - 73

Metanol - 28

Agua - 45

Recorrido de 20 cm de longitud y
esperar 10 minutos mas antes de sa-
car la placa de la camara. El tiem-
po del recorrido total es de 1 hora
30 minutos.

Después de este recorrido debe
sacarse la placa 3 horas a tempera-
tura ambiente o 30 minutos a 70° C.
Dejar enfriar la placa y colocarla en
la camara cromatografica saturada
con el otro solvente 11

— Propanol, 80

— NH, OH 25%, 8

— H,0, 12
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Recorrido 9 cm contados a partir
del punto de aplicacién, tiempo 1 h.
45 minutos. La placa se deja secar
durante 2 horas a 70°C. estando en-
tonces a punto de pulverizar con el
reactivo de KaG1-MiscHER. Mediante
este sistema se separan perfectamen-
te.

— Colesterol

— Ac. grasos libres

— 2 Cerebrosidos

— Etanolamina fosfatido

— 2 Sulfatidos

— Colin fosfatido

— Etanolaminalisofosfatido

— 2 Esfingomielinas

— Colin lisofosfatido

— Serinfosfatido

— 3-4 gangliosidos
que
separacion de los gangliosidos en-
tre si, pueden usarse los siguientes

En los casos interesa la

solventes.

— Cloroformo, 60

— Metanol, 35

— Hidroéxido amoénico 10 %, 8

Dejar la placa dos horas en la céa-
mara. Secar y pulverizar con reacti-
vo de orcinol.

4. Métodos de deteccion

Los métodos de revelado para la
cromatografia en capa fina aplicados
a los lipidos son muy numerosos.

Nosotros empleamos en general la
tincién con acido fosfomolibdico al
10 %. Una vez seca la placa croma-
tografica, se coloca en una campana,
donde mediante un pulverizador
(pera de goma, aparato compresor o
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Jet Pak) se hacen varias pasadas so-
bre la placa con la solucién de acido
fosfomolibdico, a continuacién se in-
troducen en la estufa 110-130° C. du-
rante 10-15 minutos, apareciendo los
lipidos de color negro, con el fondo
amarillo. Puede decolorarse el fondo
introduciendo la placa en una cdma-
ra que contenga vapores de amonia-
co durante unos minutos.

En estudios de los esteres de coles-
terol en ocasiones hemos empleado
vapores de iodo colocando la placa
cromatografica en una camara con
iodo metalico en su interior, el I,
se fija en los dobles enlaces de los
acidos grasos no saturados.

Asimismo, hemos empleado el aci-

Figura 8.

— Después de la pulverizacién, la
placa, en general, debe calentarse unos minutos
a 1200 C hasta que aparezcan visibles las frac-
ciones lipidicas. Si se emplean colorantes, como
Rodamina o fluoresceina, la placa no debe ca-

lentarse, en estos casos debe mirarse bajo

luz



Julio-Agosto

do sulfurico como substancia de re-
velado, apareciendo los lipidos de
color marrén oscuro, sin embargo,
creemos que es mejor la tincién con
ac. fosfomolibdico.

Las aspersiones con solucién 2,7
diclorofluoresceina y con rodamina
B (0,5 %) permiten la visualidad de
los lipidos, bajo la luz ultravioleta.
Este método tiene interés en la cro-
matografia preparativa para aislar
un grupo de lipidos determinado y
posteriormente, recomatografiarlo
en capa fina, o mejor con el croma-
tégrafo de gases.

En el estudio de los lipidos cere-
brales da un buen resultado al re-
velado con reactivo de KaGr-Mis-
CHER.

— 50 ml. 4cido acético
~— 1 ml SO, H,
— 0,3 ml. anisaldehido

Pulverizar los 50 c.c. sobre la pla-
ca y colocarla a la estufa durante 15
minutos a 110° C.

Cuando interesa el estudio especi-
fico de los gangliosidos conviene el
empleo del reactivo de orcinol, que
debe guardarse en nevera.

Cl H conc. 40,7 ml.
Orcinol 100 mg.
Cl,Fe 1% 1 ml,
H, O hasta 50 ml.
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Discusion. — E1 prof. Pedro Do-
mingo alaba el método y la finali-
dad del trabajo de investigacién que
ha empezado a resumirnos y comen-
tarnos su autor, tanto mas de esti- -
mar cuanto que lo viene desarro-
llando en el ambito de un laborato-
rio.

Glosa muy brevemente, a seguida,
la importancia que tiene en la ali-
mentacién mas usual la ingesta sos-
tenida de lipidos.

Y felicita ultimamente, al diser-
tante, por su auténtico espiritu cien-
tifico y por los resultados primeros
que ha sabido ofrecernos. »

El prof. A. Pedro Pons (Presiden-
te) dice que la incidencia y la gra-
vedad de las lesiones arterioescleré-
ticas requiere un conocimiento 6p-
timo del mecanismo patogénico que
las causa.

El factor alimentario es de los que
interesan madas y la concentracién
—en ocasiones bastante ignorada—
de lipidos en lo que solemos comer
a diario habria de tenerse muy en
cuenta.

Los hallazgos de Corominas Vilar-
dell ponen de manifiesto que des-
conocemos todavia lo graso y lo
energético de mas de un alimento.

El disertante agradece las inter-
venciones de los dos profesores y re-
calca que ha tratado de aportar he-
chos mas que llegar a conclusiones.
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