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RESUMEN

Se ha determinado el peso corporal, el peso del cerebro, y la grasa, el colesterol total, los fosfolipidos -
y esfingolipidos (esfingomielinas, cerebrésidos, sulfatidos, gangliésidos) cerebrales en 20 cobayos
machos: 10 oriundos de nivel del mar (Lima, 150 m) y 10 de la altura (Cerro de Pasco 4380m). Se ha
encontrado diferencias significativas en el peso corporal, con 13,8% menos en los cobayos
provenientes de altura (p < 0,05). No se ha observado diferencias significativas en el peso cerebral ni
en el contenido de grasa total del cerebro en ambos grupos. En ios animales oriundos de altura el
colesterol total muestra una reduccion del 12,6% (p < 0,001) respecto de los del nivel del mar; los
sulfatidos, del 14,1% {p < 0,001). Los plasmalégenos estdn incrementados en un 22,6% (p < 0,005) |
en la altura. No hemos encontrado diferencias significativas en los niveles de esfingomielina y de
ganglidsidos entre los dos grupos. Las diferencias significativas encontradas sugieren que la
€XposIcion crénica a la hipoxia en zonas de gran altitud produce alteraciones en la composicién de los
lipidos cerebrales, particularmente en la de los que conforman la vaina de mielina.
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ABSTRACT

Body weight, brain weight, and total fat, cholesterol, phospholipids and sphingolipids
(sphingomyelines, cerebrosides, sulfatides, gangliosides) in brain were determined in 20 male guinea
pigs, 10 native from sea-level zones (Lima, 150 m) and 10 from high altitude (Cerro de Pasco, 4380
m). The difference in body weight was significant, the high altitude guinea pig weight being reduced
in 13.8% (p <0.05). Neither brain weight nor total brain fat content showed significant differences.
High altitude animals showed significant reductions: of cholesterol, 12.6% (p<0.01); of total
phospholipids, 4.6%; of cerebrosides, 10.6% (p<0.001); and of sulfatides, 14.1% (p<0.001). The
plasmalogens were increased in 22.6% (p<0.005). There were no significant differences in
sphingomyelin and ganglioside levels. The differences found suggest that chronic exposure to high
altitude hypoxia might alter the composition of brain lipids, particularly those constituting the myelin
sheath.

Key words: Hypoxia ,brain,lipids,guienea pigs, high altitude.
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INTRODUCCION

Los lipidos cerebrales juegan wun papel
fundamental en las membranas neuronales, y
participan en el mantenimiento del estado
excitable y en su estabilidad, y en la estructura
de la vaina de muelina, indispensable para la

correcta conduccion de los impulsos nerviosos

Debido a esto, casi la mmtad de la sustancia

seca del cerebro esta constituida por lipidos de
diversas estructuras. Si1 bien 1a clasificacion de
los componentes lipidicos del cerebro no es
sencilla debido a la variabilidad de sus grupos
funcionales, la mayor cantidad de estas
sustancias se encuentran en la estructura de la
mielina (1). El colesterol se encuentra en el
cercbro en cantidad superior a la de cualquier
otro constituyente, a excepcion del agua,
alcanzando el 4,5 % del peso fresco de la
sustancia blanca cerebral. Dobbing y Sand (2)
usaron la concentracion de colesterol como
indice de mielinizaciéon. En el cerebro la
concentracion de colesterol al nacer es de dos
gramos, aumenta unas tres veces durante el
primer afio de la vida cuando la mielinizacién
es relativamente rapida, sigue aumentando
constantemente hasta los 4 afnos, luego el
incremento es pequefio y gradual hasta
alcanzar los valores del adulto. Los
fosfolipidos son componentes principales de la
mayor parte de las membranas de las células
animales, las esfingomielinas constituyen una
parte Importante del cerebro,
aproximadamente 1 % del peso fresco como
componente de las vainas de mielina. Los
galactoceramidos o galactdsidos se encuentran
en la sustancia blanca cerebral de muchas
especies animales, los gangliésidos son los
glicolipidos mais complejos que existen en el
cerebro y estan fntimamente relacionados con
la carga electr_()negﬁtiva de las membranas de

las células neurales y estdn envueltos en el

mantenimiento del estado excitable de las

Mismas.

Se ha observado que la hipoxia de altura afecta
el crecimiento y desarrollo a nivel organico,
tisular y celular de manera especifica Asi,
mientras que el corazén, el higado, el rifién y
los pulmones son mds grandes, el peso
corporal, la hipéfisis, el dtero y los testiculos
son menores en animales nacidos en estas

zonas, en comparacion con controles del nivel
del mar (3, 4).

En relacién especifica con la hipoxia de las
grandes alturas, es poco lo que se conoce de su
efecto sobre el crecimiento y desarrollo del
sisterna nervioso central humano. L.a mayor
parte de la informacién existente sobre el
efecto de la hipoxia sobre la actividad neuronal
se obtiene a partir de modelos en animales de
experimenta{;ién y dirigidas a estudiar el efecto
de la hipoxia aguda. Timiras y Wooley (3)
refirieron un retraso en la sustancia
neurotrasmisora, una menor actividad de las
enzimas asocladas a la produccion de energia o
de metabolitos especificos y una menor
mielinizacién en el cercbro de ratas expuestas a
la altura.. Un organismo expuesto al efecto del
estres hipdxico durante su crecimiento y
desarrollo, puede tener efectos permanentes
sobre el crecimiento soméitico y por ende,
cerebral. Por lo que un conocrmiento de tal
efecto  sobre la composicién lipidica del
cerebro de cobayos que fueron concebidos,
nacidos y criados en condicion hipdxica es de
gran importancia para comprender los patrones

de crecimiento y desarrollo cerebral en la altura.

El propésito del presente trabajo ha sido
cuantificar los lipidos cerebrales en cobayos
oriundos de 1as grandes alturas (Cerro de

Pasco, 4 380 m) y en cobayos del nivel del mar-
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(Lima, 150 m) con la finalidad de estimar las
diferencias de estos parﬁmetfos entre ambas
poblaciones. Hemos escogido como sujetos de
experimentacion los cobayos, ya que estos
animales estan perfectamente aclimatados en
ambas altitudes.

MATERIAL Y METODOS

Material Biolagico

El presente estudio se llevo a cabo en cobayos
(Cavia cobayo) adultos de 7-8 meses de edad,
machos, oriundos de cada zona: 10 cobayos
del nivel del mar (Lima, 150 m) y 10 de las
grandes alturas (Cerro de Pasco, 4 380 m).

Los animales fueron pesados y sacrificados

por decapitacidn, sus cerebros  extraidos
rapida y cuidadosamente, pesados, colocados
en una bolsa de polietileno, sumergidos en una
mezcla de hielo seco-metanol y almacenados a
-20 °C para su posterior andlisis, que se realizd
dentro de las 24 horas de extraidos, en forma

analoga para ambos grupos.

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

Extraccion de lipidos

Todas las etapas, tanto la extraccidn como las
determinaciones se hicieron bajo flujo de gas
nitrogeno. l.os lipidos del cerebro fueron
extraidos siguiendo el método de Folch et al.(6)
El tejido cerebral fue homogeneizado 1:10 (p/v)
en una mezcla de cloroformo-metanol 2:1 frio
(4-6 °C) previamente deoxigenado. El residuo
se separd por filtracién y lavado dos veces con
la mezcla de solventes. El homogeneizador se
lavé tres veces con la misma mezcla de
solventes y todos los extractos se juntaron en
una fiola de 25 ml y se enraso hasta el aforo. De
esta solucién extractiva, se tomaron 5 ml para
la determinacién de la grasa total, 0,1 ml para la
determinacién de colesterol total, 0,1 ml para

fosfolipidos totales, 0,2 ml par::i plas.malc‘igenos
y 6 ml para la separacién de ganglidsidos y el
aislamiento de esfingolipidos (7). Para separar
los gangliésidos, se hizo una particion con 1 ml
de CIK 0,1 N y 0,5 ml agua. Se mezclo,
centrifugd y se transfirid la capa acuosa
superior a una fiola de 10 ml. La fase inferior se
lavo por tres veces con 2 ml de cloroformo-
metanol-KCl 0,IN (1:10:10) y cada fraccién
superior se transfirié a la fiola, la que se enraso
con metanol. Esta fase contiene los
ganglidésidos. La fase cloroférmica se transfirid
a un tubo de prueba de 16 x 150 mm y se
evaporé a sequedad. Los esfingolipidos se
aislaron mediante una modificacién del método
de Morris (8).El extracto seco obtemdo luego
de la separacién de los ganglidsidos, se diluyo
en 2 ml de cloroformo. Se agregaron 2 ml de
NaOH metanoélico 0,6 N y se dejo a temperatura
ambiente por una hora. Se afiadio 1,3 mi de HCl
IN vy 0,5 ml de agua. Se mezcld y centrifugd. Se
descart6 la fase acuosa y la fase clorotormica se
evapord0 a sequedad bajo corriente  de
nitrogeno. Para remover los lisoplasmalégenos,
al residuo se le afiade 3 ml de clorotformo-
metanol (1:2) 0,8 mi de HgCl; 25 mM en HCI
0,05 N yse mcubd por 15" a 37 °C. Se anadié 1
ml de cloroformo y 1 ml de agua, se mezcld v
centrifugd. La fase acuosa fue descartada y se
evapord a sequedad la fase clorotormica. FEl
extracto se disolvid en 2 ml de cloroformo. En
esta solucion se determinaron cerebrdsidos,

sulfatidos y esfingomielina

Métodos

El contenido de grasa total se determund
gravimétricamente; se determiné colesterol total
por ¢l método de Zlatkis y Boyle (9)
fosfolipidos totales y esfingomielina, previa
digestidén con acido perclérico, por analisis de
t6storo segin el método de Fiske vy
Subbarow.(10) Se us6 el factor x 25 para

convertir fésforo en {fostolipidos; los
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plasmaldgenos se determinaron siguiendo el
método de Gottfried y Rapport (11) que se basa
en la captacién selectiva de yodo por el doble
enlace de estos lipidos; los ganglidsidos fueron
estimados mediante la determinacion del acido
N-acetil-neuraminico (NANA) presente segin
el método de Svennerholm modificado por
Miettinen (7); los cerebrosidos se determinaron
por diferencia entre galactocerdmidos y los
sulfatidos presentes en la muestra; los
galactocerammdos se¢ estimaron mediante la
determmnacién del contenido de galactosa de
acuerdo al método de Hess (12) y los sulfétidos
se determinaron por el contenido de sulfato
morganico (13)

Analisis Estadistico

Para cada parimetro los resultados se
expresaron como media + desviacion estandar.
En la comparacién de medias se aplicd la
prucba *t” de Student. Se considerd

significativa una diferencia si p<0,05.
RESULTADOS

Fl Cuadro 1 resume los datos de la estadistica
descriptiva, como valores medios y dispersién
de las variables observadas: peso corporal,
peso del cerebro, contenido de grasa por
gramo de tejido hiimedo y grasa cerebral total
de cobayos de Lima (150 m) y de cobayos
oriundos de Cerro de Pasco (4380 m). Se
indican también los resultados obtemdos en ¢l
- andlisis de diferencia entre medias. Se utilizé
la prueba t de Se utilizé la prueba t de Student
para muestras independientes. Se observa que
existe diferencia significativa entre el peso

corporal de cobayos a nivel del mar y los de
gran altura, estando disminuidos en estos
dltimos (p < 0,05) y que la variacién del peso
del cerebro de los cobayos adultos, materia de
este estudio, no tiene significado estadistico.
El contenido de grasa expresado ya sea por
gramo de tejido himedo o como contenido de
grasa por Organo tampoco preseﬁta diferencia

significativa.

En el Cuadro 2 se muestran los valores

encontrados para los pardmetros lipidicos

cerebrales: colesterol total, fosfolipidos
totales, plasmaldgenos y otros fostolipidos, los
cuales se obtuvieron por diferencia entre los
niveles de fosfolipidos totales menos la suma
de los niveles de plasmalégenos y de
esfingomielina. Se puede apreciar variaciones
significativas en los niveles de colesterol total
(p < 0,05) siendo menor la concentracion en
cerebros de cobayos de la altura que en los del
nivel det mar. Los valores medios de fostolipidos
totales no difieren significativamente; los
plasmaldgenos se encuentran aumentados en los
cerebros de los animales de altura (p < 0,003),
mientras que los otros fosfoglicéridos se
encuentran disminuidos significativamente en
dichos animales (p < 0,001).

En el Cuadro 3 presentamos los valores
medios de los esfingolipidos analizados, los
cerebrosidos vy sulfatidos se encuentran en
menor concentracion en los cerebros de
animales de las grandes alturas (p < 0,001),
mientras que los valores medios de
esfingomielina y gangliésidos, no difieren

significativamente entre ambos grupos.
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Cuadro 1. Pesos, comparativos, absolutos y relativos de cobayos de Lima y de cobayos oriundos de

Cerro de Pasco

Peso Corporal Peso Cerebro Grasa Cerebral
Gramos | Mg/g de tejido himedo | Mg/ peso Organo

Nivel def mar (150 m) |
Media 794,45 4,63 119,03 351,50
DE 134,22 0,49 10,68 77,83
ES 42,45 0,16 3,38 24,62
CV 16,90 10,68 8,97 14,11

| Altura (4380 m)

Media 685,15 4,40 117,50 517,47
DE 93,89 0,49 8,96 77,98
ES 29,69 0,16 2,84 24,66
CV 13,70 11,18 7,63 15,07
P <{),03 ns Ns Ns

Cuadro 2. Composicion lipidica cerebral en cobayos oriundos del nivel del mar y de gran altura

Colesterol Total Fostolipidos Plasmalogenos Otros
Totales Fostoglicéridos™
(mg/g de tejido hiimedo)
Nivel del mar (150 m)
Media 18,81 34,88 7,80 39,84
DE 2,90 1,86 0,40 1,88
ES 0,66 0,59 0,13 0,60
CV 11,09 3,39 5,09 4,73
Altura (4 380 m)
Media 16,44 32,34 9,56 35,63
DE 1,45 3,47 1,23 2,81
ES 0,46 1,10 0,40 0,89
Y 8,84 6,63 13,16 7,89
<(,01 Ns <0,005 <0,001
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Cuadro 3. Esﬁngoli’pidos carebrale_s en coayos oriundos del nivel del mar y de gran altura.

—

Estingomielina Ganglidsidos Cerebrosidos Sulfatidos
(mg/g de tejido hiimedo)
Nivel del mar (150 m)
Media 7,24 0,76 4,44 2,26
DE 0,24 0,08 0,18 0,14
ES 0,08 0,03 0,06 0,05
CV 3,33 10,13 4,04 6,30
| Altura (4 380 m) |
Media 7,14 0,79 3,97 1,94
DE 1,42 0,05 0,26 0,21
ES 0,45 0,02 0,09 0,07
CvV 19,91 6,04 6,57 10,74
Ns Ns <0,001 <0,001
DISCUSION mar (5). No se observan diferencias significativas
al comparar la grasa total del cerebro de animales
Existen numerosas investigaciones que provenientes de nivel del mar con los de gran

demuestran la influencia de diversos factores
sobre la composicién lipidica cerebral (14, 15,
16, 17). No obstante, en relacion a la hipoxia
crénica, no se han ncontrado referencias sobre

su efecto en la composicién quimica cerebral.

En la presente investigacion se ha observado
que ¢l peso corporal de los animales de la
altura es menor en un 13,8% con respecto al
de los animales oriundos de zonas a nivel del
mar (p < 0,05), resultado similar al obtenido
por otros 1nvestigadores, quienes han
demostrado que hay diferencias significativas
entre animales que viven a nivel del mar y los
que viven a grandes alturas (3, 4). Aunque se
ha hallado que ¢l peso cerebral de los animales
de altura es, en promedio, higeramente menor
(en un 5%), tal diferencia no es significativa. Si
bien la hipoxia crénica retarda la velocidad de
crecimiento cerebral, el grado de desarrollo

alcanzado finalmente es similar al del nivel del

altura.

Nuestros hallazgos muestran que los cobayos
nativos de las grandes alturas poseen un
contenido de fosfolipidos cerebrales totales
menor con respecto a los del nivel del mar en un
4 6%. Tal variacion no es estadisticamente
significativa (Cuadro 2), pero si lo es la
diferencia entre los fosfoglicéridos (excluyendo
plasmalégenos). En la literatura revisada se ha
observado que existe una disminucidon de

fosfolipidos totales cerebrales por efecto de la

- hipoxia aguda. Asi por ejemplo, en 1993,

Temoval y lakloviev (18), estudiaron €l efecto de
la adaptacién a gran altura (hipoxia aguda) sobre
la composicitn fosfolipidica cerebral, hepatica y
pu]monar, en ratas, encontrando una disminucion
del contenido de fosfolfpidos. Si bien nosotros no
hemos determinado las fracciones individuales de
fosfoglicéridos, los diferentes tipos de ellos

varian en forma distinta en condiciones de

-



Ciencia e Investigacion Vol I1I(2). 2000 / Lipidos cerebrales en cobayos de las grandes alturas — Férnmandez A. et al 23

| hipoxia, tal como lo han demostrado estos
investigadores (19, 20). La disminucién
observada, parece formar parte de un mecanismo
de adaptacion del organismo frente a condiciones
de hipoxia. La deficiencia tisular de oxigeno
produce una disminucién de la temperatura
corporal (hipotermiia), la cual a su vez inhibe un
numero de procesos metabolicos cerebrales
relacionados con los fosfoifpidns, segin  lo
sugieren Chetverikov y Gasteva (21). Si bien
nuestros resultados no muestran diferencia
estadisticamente significativa en los niveles de
fosfolipidos totaies, no debemos descartar la
posibilidad de que en la altura se produzcan
mecanismos similares de adaptacidon que en la
| hipoxia aguda. La menor cantidad de fosfolipidos
totales cerebrales obtenidos, asi 1o sugieren. Se

Tequieren mayores estudios al respecto.

Un gran porcentaje de  galactolipidos

(cerebrdsidos,  sulfatidos), esfingomielinas,
plasmalégenos y colesterol en el cerebro total, se
encuentran formando parte de la mielina. Los
cambios en las cantidades de estos componentes
pueden interpretarse como alteraciones en la
cantidad de miehna, aunque también puede
deberse a alteraciones en las vainas amielinicas,
como lo sugieren Geison y Waisman (22). La
evaluacion de nuestros datos experimentales
revelan que, en general, los lipidos componentes
de la vaina de mielina estdn disminuidos como
consecuencia de la hipoxia crénica a grandes
alturas (Cuadros 2 y 3). La disminucidn
significativa observada en colesterol, cerebrd-
sidos y sulfatidos podria deberse a lo sugerido
por Kendler y Dawson (23) en el sentido de que

la hipoxia limita la sintesis de estos COmMpUestos y

de sus precursores en los oligodendrocitos. La
biosintesis de plasmaldgenos requiere un aporte

menor de ATP en comparaciébn con otros

fosfolipidos, ademds de condiciones de reduccién

para su formacién. Esta caracteristica, unida al
hecho de que los plasmaldégenos son mas
abundantes en las mitocondrias que los otros
fosfolipidos (1), puede explicar el incremento
notable observado en el cerebro de estos
antmales. Parece ser que la deficiencia de otros
lipidos de mielina, promueve una mayor biosin-
tesis de plasmaldogenos como un mecanismo

compensatorio.

Estos. resultados nos llevarian a sugerir una
alteracion de la mielina, y por ende, alguna
manifestacion fisiologica de esta anomalia, lo
que concuerda con la investigacion realizada por
Gonzales, quien encontrd que la velocidad de
conduccidn nerviosa en individuos residentes en
zonas de gran altura muestra variaciones con
respecto al mivel del mar, estando
significativamente disminuida (24).

Las diferencias no signiﬁcativas observadas en
los niveles de ganglidsidos en cobayos nativos de
las grandes alturas con respecto a los de nivel del
mar, quizas se deban a lo sugerido por Avrova y
Calcutt (25, 26), quienes manifiestan que se debe
al efecto protector y estabilizador de los
gangliésidos sobre la membrana de las células

nerviosas contra las secuelas de la hipoxia.
CONCLUSIONES

1. No se observa diferencia significativa
entre los pesos cerebrales de animales
oriundos de las grandes alturas y los del
nivel del mar, aunque la relacién peso
cerebro/peso corporal estd incrementada

en los primeros.

2. El cerebro de los animales de altura
presenta en relacion con el de los animales

del mnivel del mar, disminucién de
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fosfolipidos totales en un 4,6 %, (aunque

no estadisticamente significativa),
disminuciéon de colesterol, en 12,6%
(p<0,01); de cerebrosidos, en 10,6%

(p<0,001); de
(p<0,001).

sulfatidos, en 14,1%

Los plésmalégenos estan incrementados en
un 22,6% (p < 0,005) en los cerebros de
animales de la altura en relacion con los

nivel del mar.

No se encontrd diferencias en los niveles

de esfingomielina ni de ganglidsidos.
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