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...iturnlty is in love with the

produc:loﬁs of time...

William Blake (1757-1827).
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INTRODUCCION

El sstudio del funcionamiento y estructura de las sesbranss celu
lares, asf como de sus repercucionss btol&lic;l. ha venido cobrando uns -~
gran importancia en el contexto del control homsostlitico de los organismos
superiores. El interfs en esta faceta de la organicacifn de los sistemas -

biolsgicos se explica principalmente por las posibles aplicaciones que sur

girdn en las ciencias biosddicas, sl entender de una alls precisa el

papel que d fisn las b biolSgicas en el funcionamiento celular

4

Desde el surgimiento dg 1a estructura eucarionte en el flujo evolutivo del
planita, las funciones de las wembranas pasaron a ser las funciones ds lo#
diversos organslos que conforman sl orgsnismo eucarionte. Este nivel de or
ganizacidn biolSgica, permitiS ls apariciSn y el desarrollo de organismos_
pluricelulares y, eventuslmente, la conquists de hfbitats terrestres por =
§stos. ]

Dentro de la tendencia evolutiva hacia uns mayor complejidad, ==
los seres vivientes fusron ssleccionfndose segin sus capacidades adsptati-
vas, siendo deterainants la capacidad de vespussta hacia 108 estfsulos pro
venientes del entorno ecoldgico.

En este contexto, en un grupo importante de organismos results -
exitoso el desarrollo de u n tejido especializado en la captaciln e inte-
graciln de los estfmulos exteriores, permitiendo de esa maners una respues

ta ad da a las 4 das del medio ambiente. Este tejido aspscislizado -

on ol manejo de 1a informaciSn pasS & ser el sistems nervioso de loe orga-

nismos invertebrados y vertebrados que polulen actualmente en el planeta.



El tejido nervioso, asf como el muscular, forma parte de los sis-
temas excitables en los organismos. Han alcanzado una considerable compleji
dad en los vertsbrados supsriores. En estos organismos las células nervio--

sas se disponen en una intrincads trama =-funcional, que tras como -~

consscuencis ls sparicifn de cmnthlonton.' tanto colulqrn como intrace-
" lulares.

EZntre los parfmetros que miis influencis tienen sobre los seres vi
vos y en especial sobre los tejidos excitables, podemos contar la ataSefera
oxidants actusl y la sucesidn del perfodo de lus-oscuridad.

Una gran cantidad de literstuzs se ha escrito con relaciln al pa-

pel del 02 sobre sl metabolismo energético y su papel tSxico en los organis

mos. Estos dos aspectos tienen como cosln & inador ls int 18n del --

oxfgeno con algln sistema membrenal de la cflula. En el primer caso se rels
cionarfa con la mitocondria y en el segundo, de una manera afs genersl, el

oxfgeno ¢ d fs ol p lipoperoxidativo en los Ecidos grasos de

las membranss celulares.

La sucesidn lus-oscuridad que en gran parte de nuestro planeta os
cila con un perfodo cercenc s las 24 h, determins fluctuaciones conocidas -
como circlidicas en gran nimero de reaccionss metabSlicas y eventos celula--
tes.

Baséndonos en las consideraciones snteriores, ests introduccisn -
pusde sar dividids ‘en cuatro ssccionest ‘

1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS.

2, CARACTERISTICAS DI LAS NENBRANAS EXCITADLES.

3. VENOMENO LIPOPEROXIDATIVO EW SISTEMAS B10LOCICOS.

4. TNPLICACIONES TEMPORALES DR LOS PROCESOS SI0LOGICOS.



1.~ ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS MEMBRANAS BIOLOGICAS

.

Una caracterfstica sobresaliente de las cflulas es que la rels- -
cién entre sus actividades internas y el medio externo estf regulada por -
una estructura divisional. La complejidad de esta barrers varfa conu-duu-
blemente, pero ciertos patrones organizacionsles parecen comunes a todas -~
las células.

A 1o largo de 1a filogenia de los seres vivientes, s¢ han presen~
tado diversos modelos de organizaciSn celular. En este sentido, podemos cla
sificar s los organimmos en dos grandes grupos; en priser lugar, aqueilos -
que no tienen sistemas internos de membranas, conocidos como procariontes;~-
y en segundo, los qus poseen sndomembranas y por lo tanto una complejidad -
mayor, raconocidos como sucariontes. En el contexto de este Gltimo grupo en
contranos que las endomembranas forman orgenslos sspecializados en tunclp—
nes celulares especfficas, 1o que implica uns divieiln interna de aicrosm=-
bientes. La delimitacifn de cads uno de estos microambientes, asf como su -
funciSn a desempeflar, dependen de las membranas de cada unc de elios. En es
te sentido, podemos considerar que loas orgsnismos sucariontes deben su com-
plejidad a la especializaciSn de sus diferentes membranas.

Las membranas, ya ses en la superficie celular o dentro de la c§-
luls, son essncialmente estructuras lipoprotéicas. Ls complejided y la im--
portancia ds lss membranss celulares ss pudo constatar sSlo despuls del de-
sarrollo del microscopio electrdnico, ya que este instrumento revelS a las_
senbranas cowo estructuras ripidasente reconocibles de todas las células.

Los tipos de moléculas qus forman parte de las membranas biolSgi~

cas son parcislments hidrofflicos y parcislmente hidrofSdbicos, por lo que -



se dice que son aufipiticos. Las propiedades ffsico-quisicas de estas clases
de sustanciss permiten la formacifn esponténea en solucifn, de estructuras =
couo las miscelas y eventualmente de bicapss, que delimitan un medio interno
y otro externo, biea definidos. La principal fusrsa qus hace posible la coms
titueife do las estructuras snteriores es el rachase sl agus de los componen
tes hidrSfobos de las membranas.

Los principsles comstituyentes de las membranss biolSgicas eon 1f-
pidos y protefnas, siendo frecusnte eacontrar oligossclridos asocisdos & am==

bos.



1.1.- Lfpidos.

Los principales 1fpidos que se encusntran en las membranas biolS-
gicas son los siguientes:

a) Fosfolipidos.

Los fosfolfpidos, sunque abundan en el cerebro, estin presentes -
en todas las células snimales y vegetales. Las propiedades ffsicas de los -
fosfolfpidos son isportantes en la transferencia de sustancias hacis dentro
y hacia fuera de la cflula. Los fosfolfpidos son constituyentes primarios =
de los nficleos, wicrosomss y lttocondr.ul. Sisilarments a las grasss neu-=-

tras, los fosfolipidos desempefian un papel en 1a ludbricacifn de las superfs

cies biolSgicas ¢ intervienen en el porte de grass tra por el cuexr
po. L:l.folfnllpidol se caracterizen por contensr &cido fosfSrico y una ba~
se nitrogenada. Se han identificado siete tipos de estas moléculas: leciti-
nas, cefalinas, fosfatidilserinas, plassalSgenos inosftido-fosfatos, Ecidos
fosfatfdicos y ‘esfingomtelinas,

lacitinas (fosfatidilcolina), La hidrSlisis alcalins de asta cla-
se de fosfolfpido de glicerol, jsbones, fosfato sSdico y una base orgénica, .
1a colins, que es un hidréxido sménico sustitufdo de propiedades blsices y
alcohSlicas, £l pracursor astructural mis importante de las lecitinas es el
fcido glicerofostSrico, que fisfolSgicamente se presnta en eu forss enan=-
tiSmera alfa. Los principales cidos grasos presentes sn las lecitinas son
los siguientes: palaftico, estelrico, oleico, linolénico y araquidSnico.

Cefalinss (fosfatidiletsnolamins). Estos fosfolipidos we relecio-

fnan estructuralmente con las lecitinas. La fnica diferencia rvedics en la na



turaless del cosponente bisico, que en las cefalinas es ¢l amino~etil al- --
cohol o etanolamins.

Fosfatidilserinas, Se encuentrsn en gran concentracisn en ¢l cers-

bro. La base presente en estos fosfolfpidos es el sminoficido serina,

La stanolamins pusds obtenerss por descarboxilaciSn de la serina,-
y 1s colina por metilaciSn de la etanclasina.

Fosfoinosftidos. Estos fosfolfpidos no contienen una base como los
anterfores ya que presentan el azGcar inositol en su lugar. El inositol de ~
ests clase de fosfolfpido puede ser sustrato de fosforilaciones adicionales =
que resulta en la formscisn de polifosfoinosftidos.

" Plasmalgenos. Estos fosfolipidos posesn como caracterfstica dis-=
tintiva un enlace eter en el carbfn alfa de la cadena glicérica. Este tipo -
4o untibn isplica que la molécula qus se une en esa posiciSn debe ser un al--
dehfdo graso, en lugsr del fcido graso ususl. En las srquecbacterias se han_
reportado como los constituyentes principales de mesbrana y, aunque en los =
denfis esres vivos se presentsn en cantidades wenores que el resto de fosfolf
pidos, los plasmalégencs alcanzan niveles importantes sn el sistema nervioso.

Acidos fosfatfdicos. Pueden considerarss como fosfolfpidos que no_

tiensn base alguna unida al grupo del Scido fowfSrico. Los fcidos fosfatfdi-~
cos se reconocen como fases intermediss en la biosfntesis de las grasas neu-
tras y de los fosfolfptdos.

Esfingouielinas. Rsta clase de fosfolfpidos se diferencfa de los -
anteriores por su ausencis de glicerol, en su lugar encontramos la base es--
fingosina. Eate compussto se considera como derivado del aldehfdo palmftico_

y do 1a serina. S6lo se localizs en tejidos anisales y no en vegetales. los_




denks componentes de las esfingomielinas son los mismos de la lecitina, es
decir, Ecido graso, cido fosférico y colina. Sin embargo, algunas esfingo-
mielinas contienen la base ntuudl_dchtdrouﬁngounn en lugar de esfingo-
sina.

b) Cerebrdsidos.

Se ran en gran acifn en sistema nervioso, su es=-- ’
tructura consta de un glGcido, casi sismpre galactosa, unido a uns mollcula
de esfingosina. Los Scidos grasos prasentes son caracterfeticos y los mfs =
comunes son el cersbrdnico o frenosfnco, el lignocérico y el nervénico. La
unidad esfingosina-8cido graso se denomina cersmida. En algunos cerebrSsi--
dos, la ceramids estf unida a glucosa o a diotrisaclridos en lugsr de aga-~
lactosa. _

“Otro tipo de cerebrSsidos, los gangliSsidos con‘thnou(ndnll de -
ceranids y aslicares) sminoasicares y fcido eiflico (#cido n-acetfl-neursmf-
nico). Los patronss de gangliSsidos en el cerebro son complejos y se han re

portado cambios en los tipow de gangliSsidos durante la ontogenis.

¢) Esteroles.

Este tipo de 1Ipido tiene como sstructura bass la del ciclopenta-
nopsrhidrofenantreno. El compussto mis representativo de esta class es el -
colesterol. E1 colesterol constituys certa del 171 de los afidos del cere--
bro. Se sintetiza principalmente en el hfgado y en la mayorfa de los teji--

dos susle encontrarse esterificado.




1.2.= Protefuas

Las protefnss de las membranas socn responsables de una amplis va-
riedad de sctividades ensimiticas que caracterizan diferentes membranss. Co
mo se ssperaria, la fusrza de uniSn de las protef{nas con la mesbrana varfa
con los diferentes tipos. Algunas protefnas, por ejesplo citocromo C, son =
solubles en sgua pero funcionsn sl unirse a las superficies membransles. Ta
les molfculas se conocen como protefnas periffricas o extrinsecas, ya que =
su unifn & ls memdrana es dfbil. Los tipos de interaccisn entre 1as protef-
nes periffrices con la wesbrana son diversos; se encuentran desde uniones

18nt yp de hidrlg hasta fusrzas de enlace hidrofSbicas.

A diferencia de las anteriores, lss protefnas intrinsecas o inte-
sgllcl #s unen fuertemente a las membranae, y algunas de ellas, la atravie-
san de parte a parte. Es obvio qus ests clase de moléculas deben adoptar --
uns configuracifn de mfnima energfa sl interaccionsr con la regiSn 1ipoffli
ca y los grupos polares de las mesbranas biollgicas, por 10 que es de espe-
rar que entre afis embebida se encuentre la protefna en la bicapa lipfdica,
mayor proporcién de aminofcidos hidrofSbicos o neutros tendré.

Muchas de las protefnas que se encusntran formando parte de las -
aesbranas biolSgicas incorporan a su estructura residuos de carbohidratos,
los cusles sienpre se van a localizar hacia la parte externs de la membrana
pilsuica. Estas glicoproteinas son importantes en la funcidn de reconocie~
ajento celular entre cflulas del aieno tejido y camdifn se ha descrito un =

papel como receptor especifico de mansajes horsonales.




1.3.- OrganizaciSn de las mesbranas biolSgicas.

Los fosfolfpidos y las protefnss membransles se organizan en uns_

matriz bi-dimensional como ia del do & modo de bicapa de los
N

fosfolfpidos. La cohesiSn de los componentes de ests matriz se basa en fuer

zas no covalentes, siendo ls principsl la interacciSn hidrofSbica. Los movi

aientos moleculares (rotacionsl y seg al) de las cad setilénicas de_

los fosfolfpidos da lugar s un gradiente de libartad ;o:rtl (fluides) a tra
vés del grosor de la bicaps de fosfolfpidos. La flexiln de las cadenss acf-
- licas (movimfento segmentsl) incrementa el "desorden™ de la bicaps con un =
afxino en el centro de la metriz. De igual manera, la constante dielfctrica
qus toms un valor de dos en sl centro de la bicapa y de noventa en la fase_
acuoss, no casmbia abruptsmente en il interfase. Una de las consecusnciss de
ﬁln gradientes es la existencia de barreras de sctivaciln ensrgética pars
la particifn y difusibn de solutos a través de 1a bicaps.
Los componentes de las biomesbranas susstran una asimatris que re
parcute en la funcifn de Estas. La cosposicifn fosfolipfdica de las dos mo=

nocapas son generalmente muy diferentes. Se ha determinado qus en la monoca

pa externa se ra prepond te fosfatidilcolina y una propor- -
cifn del total de la fosfatidiletsnolamins; en la monocapa interns adesfs -
de 1a fosfatidiletsnolamina restante, se localizan en exclusividad la fosfs
tidilserina y el fosfatidilinositol. Otro elemento de asimstris de las mem
branas biol3gicas es la presencis en la monocaps externa de carbohidratos,
adhosados a protefnas y 1Ipidos, que constituyen el glicoclix celular, ==
Las proteinss mesbransles, c}m(nucu o intrinsscas, proporcionsn un ele~

mento extra en 1a asimstrfe de las mesbranss. Ls existencis de asimetria -



implica que ol recambio entre los componentes de las dos mitades de ls dica
pa o3 muy lento (un tiempo medio de varias horas) o {nexistents.

i-OI fosfolipidos en solucifn acuoss tienen la capscidad de adop--
tar una gran variedad de modelos (bicaps, sicela, disposiciln exagonal), ~=
que e han invocado pars explicar algunas funciones mesbranales como la en-
docitosis, la secrecisn, la fusiln y el recambio entre las dos monocapas ==
(flip=flop). Existen evidencias qus bajo condiciones fisiolSgicas, las bio-
wenbranas puaden presentar formas polimorfas como fases micelares y exagona
les (1 ~ 4). Bl papel de estas formas polimorfas en la organizaciSn lateral
de¢ las membranas es un punto s desarrollar de mucha importancia pera el fu-
turo, ﬁr ol momento, existe un consenso de que uno de los parfimetros que -
deterninan la apariciln de estas formas polimorfas son las £resas secciona--
les do los grupos polares y la longitud de 1s cadena acflica de los fosfolf
pidos. Obvismente, los tamafios efectivos de los grupos polares y no polarss
estén daterninados no e8lo por su sstructura, sino tambifn por la temperatu
ta, estado de transicién, unibn de fones y asociacifn con otros componen=--
tes de membrana.

E1 ordenastento selectivo y la segregacifn de componentes en el -
plano de uns membrans puede produclt' una organizacién no azaross (3). Tel or
densafento surge s partir de restriccionea favorables ds empaqustanfento ¢ -
interacciones especificas eatrs los componsntes de masbrana. La organizacifn
lateral trae como consecusncia uns separscifn de fases, sonaciones, velsja-~

ciones mfltiples y dependencia andmala s 1s temperatura de los procescs men-

- branales.

Las bicapas de fosfolfpidos exhiben transicionss tersotrfpicss. ~

Con fosfatidilcolina se han reportado tres transiciomes: s) la pri‘e!nl L
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debe a un incremento en la conformacifn cis (gauche) de los scilos folfoll.p!
dicos que origina una fase desordenada; b) una pretransicién debids proba~~
blemente a un cambio en la orientacifn de las cadenss acflicas; y c) una ==
subtrancieifn & una temperatura sfis bajs cuyo origen es aiin desconocido.
Los sistemas de fosfolfpidos puros Gue se sncuentran & una tempe~
ratura menor 4 la de su transiciln principal, se dice qus 'utln en una fase
ordenads, eS1ida o de gel; y en fase desordenada, flutds o 1fquida arridba -
ds este punto. Las tres transicionss presentan el fenSssno de histiresis du
rante los cgclon de calentaniento y enfriamiento. 3s ha teorizado que la -
histéresis se debe s pequedias ismpuresas que causan imperfecciones en la fa-
se s81ida y predisponen procesos de nucleacidn an la fass 1fquida. La pre=-
sencia ds estas impsrfeccionss o fallas en la organizacifn de las bicapas -
ha sido demostrada con estudios de microscopia electrSnica y criofractura.
La temperatura s 1a cusl la transicifn d; fase se efectla, incre-
menta con la longitud de 1s cadens acfclica; disminuye con la insaturacién
y 1s vamificaciln de los acilos, las dobles ligaduras cis bajan nfs la tem-
peratura que las trans; un doble enlace localizado en la mitad de la cade--
ns mfs baja nfs el punto de transicin que uno, colocads en cualquisra de -
los extremos de la cadena} el punto de transicisn para fosfolfpidos asimf--
tricos, por sjemplo, un fosfolfpido que poses en 1a posticidn uno un acilo -
corto y en 1a dos uno largo, tendsd diferente comportamientc al comparsrlo
con un fosfolfpido con un acilo largo en la posicidn uno y uno corto en la
posicibn dos; durante el punto de transiciSn los fosfolfpidos presentan un
tneﬁnnto on ol Srea promedio (de 42 a 45 R), una disminuciSn en el gro-

sor (cerca de 6 X), y un aumento (3%) en el volusen. El pﬁnto de teansie==




ci6n tasbifn depende ds 1a oaturaleza de l1os grupos polares de los fosfolf
pidos asf como tembifn de todos los factores que influyen el estado de io-

- nizacifn de estos |mpol§- el punto de transicifn se ve wodificado por 1a -
presencis en el sistesa fosfolipfdico de solutos (1fpidos, protefnas, com—
puestos hidrofSbicos como anestfeicos).

Se ha demostrado en sistemas sencillos (fusiSn de hidrocarburos
e811dos) que la transiciln de fase se ceracteriza por un incremento en los
movisientos rotscional, conformacional y translacional, que se traduce en
una utl:utun mencs ordensds en el paso de aflido a 1fquido. Los datos ==
disponibles sugieren que la transiciln en bicepas se acompsiia de un incre-
mento en la conformacifn cis en las cadenas metilinicss, lo que probable-=
mente prosusve varios estados conformacionales, incluyando las torciones -
conocidas como "kinks".

2s posible inducir un cambio de fase a P por

una variedad de factores qus modulan el empaquetamiento de las cadenas acf
1licas en las bicapas. Por ejemplo, alterando el pH, el sedio 18nico o la -
concentraciSn de iones divalentes; asf como incorporando agentes liposolu-
bles cowo snestésicos y detergentes. Otrs maners de realisar este cambio -
de fase y de potencisl importancie fisiolSgica, es la incorporacibn de ---
otros 1fpidos como el colesterol y lisofosfolipidos,

El colesterol es uno de los componentes mfs importantes de la --
wembrana plasnfitica en los sesfferos. Estudios de calorimetrfa diferancial
realisados en mesclss de fosfolfpidos y colesterol (6 - 9) sugieren waa ==
upgueth de fase entze los dominion que contiensn colesterol de sguellos
on los que estf ausente. Estudios de criofractura (10) mostraron que bica-

pis con menos del 208 de colesterol contenfan dominios de foafolfpides pu-
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ros y otros de colesterol miis fosfolfpidos (probablemente en relacifn 1:4).
Esto aunado & una permeabilidad incrementads al agua y a un coeficiente de
d“ulﬁn lateral anémalo sugieren que la prnAu;cl‘l de colesterol en un eis
tema de fosfolfpidos delimita dominios con interfases bien definidas. Reta
separscifn de fases inducida por el colesterol pusde ser responsable de la
activaciSn de la adenilato ciclase reconstituida (11).

El colesterol tiene afinidades diferentes por los fosfolfpidos =
que forman la bicaps membranal, el orden es el siguients: esfingomielina,
fosfatidilserina, fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina. Se han esquems~
tizado algunos modelos para demostrar la interaccisn del colesterol con bi
capa de fosfolfpidos, en ellos se hace énfasis al empaquetamiento de las -
moléculas participantes, ya que se ha demostrado que las molécules de co--
lesterol tienden s juntarse unas con otras, producifndoss una alternsncis
entre los acilos y el colesterol. Los acilos no se ven influidos por el co
lesterol desde sl momento que no presentan lncnl-cnto en la conformacién -
cis, por lo que el efecto del colesterol se tiene que visualisar como el ~
estableciniento de microdominios en 1a bicapa fosfolipfdica.

Los efectos de los canbios de fase en las membranss ee visuali-
san en un cambio en la distribuciSn de las partfculas intramesbranales, -
as{ como en la conformaciSn y en el desplazasiento vertical de las pro=-
tefnas (12). Existe una estrecha correlaciSn entrs las propiedades de
fase de los 1fpidos y las propiedades moleculares de las protefnas sem---
branales; esta relaciSn se hace mis obvia al revisar las dnconltlnutdl--
des en las gréficss de Arrhenfus. Se ha reportado que alterando la com

posiciSn de fcidos grasos en las meabranas se influys de maners im=--
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portante 1la forma de las grificas de Arrhenius, al estudiar el funcionsmien
to de ciertas protefnss membransles. Estas discontinuidsdes se presentan co
=m0 sesgos en la gréfica o como casbios en la pendiente a temperaturas carac
teristicas. Estas anomalfas ee interpretan generalmente como csmbios en las
propiedades de fase de los 1fpidos. Es frecuente observar transiciones afl-
tiples en un mismo proceso de una membrans, o que procesos diferentes en la
sisns menbrans exhiban transicionss diferentes. Ademfs, no siempre un sesgo
en la curva de Arrhenius, significs un cambio de fase en los 1fpidos membra
nales, aunque existen nuserosos reportes en donde la correspondencis emtve_
1os dos fenSmenos ha sido testificada. Una de las posibles explicaciones de
este comportamisnto s que las membranas contienen protefnss en diferentes_
microssbientes los cuales surgen por la formaciSn de agrupsmientos tempora~
1es o se deben & 1a segregaciln de dominios 1ipfdicos. Una diferencia en -
1a organizacifn y/o composiciln de la fase 1ipfdica en la vecindad de lss -
protefnas wembranales, comparada s la de 1a membrana como un todo, astd im-
plicads en al postulado de los 1fpidos del "annulus”. Ests poblacifn segre-
gada ds 1Spidos se pusde detectar por calorimetris diferencisl, espectrosco
pfs Raman, y resonancia del spin electrfn; sin esbargo, la inmobilizaciSn -
do esta poblacilin de 1fpidos no se detacts por resonancis magnftics nuclear.
Al uniree las protefnss a 1s bicapa se incrementa la temperatura de transi~
ci8n de fase y disminuye 1o cooperatividad de transiciSn como se indica por
ol parfil amplio obtenido en diversos modelos. Esto sugfers un incremsnto =

on 1a relacién de contSrmeros Trans/Cis, lo que ha eido confirmado por es~=

pectroscopfs Rasan. Este fenSmeno podrfa tomerss en cuents para Yna nueva =.

interpratacila de 1a interscciSn de protefnas con ettios ds 1s bicsps rices

en configuraciones cis.
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2.~ CARACTERLSTICAS DE LAS MEMBRANAS EXCITABLES.

a) Propiedsdes elfctricas de las membranss biolSgicas. ‘

Las membranas biolSgicas se pueden considerar, desde sl punto de
vista elfctrico, como capacitores llporfcctol que separan dos conductores.-
Los conductores son las solucfones acuosss de diferente composiciSn & ssbos
lados de 1s sembrana. E1 hecho de que las membranas biolSgicas se comporten
como capacitores implica que una diferencia de voltsje constante estf aso--
ciads & uns separaciln de cargas entre los conductores. Por deffnicifn, la -
capacitancia (C, en faradios) as la relacisn entre dos cargas sepsradas -~ -
(Qs en cuolombs) y la diferencis de potencial (V, en voltios). Ya que las =
membranss biolégicas muestran una clpl;ttanctl imperfecta, ss daduce ques ~-
tienen la propiedad de conductancia. Por definicisn, la conductancis (G, en
ohms) es la relaciSn entre la corriente (I, en amperes) y ls diferencia de
voltaje.

Ya que las membranas biolSgicas se pusden caracterisar elfctrica--
mante por uns conductancia en paralelo con una capacitancia, las expresiones
snteriores implican que la diferencia de voltaje a travis de uns membrana --
deberf ser cero cuando mo haya corriente & través de ells, Sin nbuﬁ. e -
comln encontrar diferencia de voltaje a través de membranas biolégicas en ==
susencia total de corriente. Esta observacifn implica que en genersl, las -

mesbranas biolSgicas no se p erisar sol te por el tos elfc-

tricos pasivos y que axists uns fuents de voltaje en ellas (una o sfs bate--
vfas). En 1as membranas biolSgicas, 1s conductancis y la capscitancia son de
pendientes del tiempo y el voltaje. Un punto interssante es qus los caminos

conductivos tienden s sar sslectivos pars un solo i6n.



b) Propiedades i8nicas de las membranas biolSgicas.

En los sistemas tgtold;lco- es comiin que las entidades que trang--
portan la corriente elfctrica sean iones. Uns de las caracterfsticas nfs -—-
distintivas de las cflulas estriba en que la concentracifn ifnica del fluf-
* do extracelular es muy diferente a ls del comportasiento intracelulsr. Por_

sjemplo, 1la concentraciSn de K+ es alta dentro de las células; -untiu que
1a distribucifn del sodio y el cloro son opusstas a la del potasio.

De 1o snterfor ss desprends que en las membranas biolSgicas es ge
neran gradientss de los iones presentes & lo largo de las menbranss. Ya que
los iones posesn cargs, un gradiente de potencisl elfctrico tambifn estarf_
implficito en 1a distribucin desigusl de los iones a través de la mesbrana.
En la sayorfs de las cflulas existe un potencial negativo interno (por con=
vensibn, el potencisl eléctrico del espacio extarcelulsr se toms como refe-
rencis). Por lo tanto, si se presenta uns salida neta de potssio de una c§
lula dependerS de si existe o no la suficients energfa iibre en el gradien
te de concentraciSn para comunicar a las cargas positivas del potasio la -
energfs requerida para desplasarse en contra del gradiente elfctrico. St -
.18 energfa 1ibre disponible en el gradiente quimico es fgual a la del gra-
" diente elfctrico, entonces sl 16n estf en equilibrio y no mostrarf ningln_
sovimiento. En aste concepto, no importa que tan "permeabls™ sea un 16n, -
ya qui si 1a energfs 1libre del gradiente electroquimico es cero, Este no -
se moverf. Es importants recordar que aunque no exists un flujo neto de io
nes, oi ss presents un recambio & través de la membrana. La expresiln mate
sftica que explica el equilibrio electroquinmico es comocida como ecwacisn_
de Nerst.

N 0,. ¢
| v,o (RT/ZF) 10 (C T/C%)
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donde V,l es el potencisl interno para el 16n x en el equilibrio, R la cons
tante de los gases, T la temperatura absoluta, F la constante de Faraday,-
Z, la cargs del 18n, Cxo 1a concentracifn del 18n x fuera de la cfluls, y_
c‘° la concentracisn del 16n x dentro de la célula.

Como el paso a través de la membrana de los difersntes iones no_

es similar se ha postulado otra relaciSn donds la difusifn, el cosficiente

d >

en » consid

de particifn y el grosor de la membrana son
do todos estos parimetros en relacién sl concepto de permeabilidad, para -
obtener una expresiSn mis fiel del equilibrio electroqufmico que sa conoce
como ecuaciSn de Goldman:

c® s /p)c?®
vr ;: In xc . c
Cx * (l’,/l‘x) Cy
donde P,l y P’ son las permeabilidades de los iones x y y, respectivamente.

Z. Zx - l’
¢) Membranas neuronales.

Las cflulas nerviosas o neuronas, reciben, conducen y transaften
seiiales, El significado de esta comunicaciSn varfa segin la ubicacifn y la
funciSn de una neurons dada. En una neurona motora, el procesamiento de la
informacisn tras como consecusncia la contraccisn de un misculo en particy
lar. En una neurona sensoria, se process la informacidSn procedente de un -

tipo especffico de estfmulo, como luz, fuersa ca o una 1a quf

nica. Ea una interneurona, la informsciSn proveniente de fuentes sensiti--
vas s& integra y se comunica a neuronas MOLOTrAs PAra geNnerar una respussta
apropiada. Sin fmportar el tipo o funciSn de las diferentes neuronas, ls =

comunicacidn en todas ellas es similar, consistiendo en cambios de poten~-
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clsl elfctrico s través de¢ 1a membrana plasmftica neuronal.

Esta clase de comunicacifn 1ta que el bio elfctrico pro-

ducido en una parte de la neurona difunda o se propague al resto de la cé-
lula, 3in una asplificacién sctiva, ls sedal eldctrics se atenuarfs confor
ne se alejara de su fusnte. En discancias cortas la atenusciSn es pequeils,

y de hecho muchas neuronas de dimensiones reducidas conducen sus sefiales_
pasivamnts, sin saplificacin. Para comunicaciln s distanciss mayores, es
ta propageciSn pasiva es insuficiente. Por lo tanto las neuronas ske gran-
dos han desarrollado un mecenismo de transmisiSn de seidales activo que re-
presents una de lss caracterfsticas nfs particulares de los tejidos excita
bles. Un estfaulo elfctrico que supsre un clerto usbral dispsra uns explo-
848n de actividad elictrica que es ripidemente propagads s 1o largo de la_
mnesbrans plasaftica neuronal. Bata onda visjers de excitacisn elfctrica se
conoce como potencisl de accisn o fmpulso nervioso. La {nformacién que lle
va of potencisl de accifn puede ser transportada de un extyemo a otro de -
" 18 neurons sin atenusciln y s uns velocidad de 100 metros por segundo, y -
on alguass cflulas eon alls ripido.

Para entender los pr sambranales que ¢ prasentan durante_

wn potencial de accidn, debemos tener en cuanta que los sistemas neurona--
" “les se caracterisan por mostrar variss classs de canales iSnicos, que no -
son afs que proteinss especislizadas de 1s mambrans neuronal; se han reco-

nocido canales dependi y no dependi do voltaje. Eete tipo de ca-

nales tembtén se encusntren en ¢l slsculo, En la ffetclogfa de estos cens-
les $6nicos radican las propiedsdes de permesbilidad que muestrs una neuro
ns, Se ha reconocido desde hace tlempo, que ol potemcisl de menbrass infly
g0 de manera mey faportante 1a permesbilidad de 1s niean, Tn condicliomes -
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basales no se presenta un flujo neto de iones & través de la membrana y se
establece un potencial de reposo.

51 tomsmos en cuenta la distribucibn asimétrice de fones y lleva
mos los valores de cads uno de ellos a la ecuaciSn de Nerst nos encontra--
mos los siguientes hallazgos: el potencial de reposo de la mayorfa de las
neuronas es de aproximadaments -70 mV; la relacifn entre el potasio extra-
celular y el intracelular se acerca mucho & este valor; la misma conducta
wmuestra el cloro; si se considera el sodio, resulta que la ecuacifn da ==
Nerst predice un potencial de *58 mV, sisndo este un valor muy alejado de
las condiciones basales. Otro dato importsnte es la diferente permeabili-
dad que muestra la membrans en condiciones bassles, ya que el sodio es per
mesble en muy escass medida, mfentras que el potasio presents ‘una permeabi
11dad mucho mayor.

El canal que gobierna la permeabilidad sl sodio es sensitivo al
voltaje. S{ la membrana se lleva a un voltaje cercano a 0 V, los canales ~
de s0dio se abrirén sGbitasente dejando entrar al catifn, siguiendo su gra
diente electroquimico. Esta corriente entrante de sodio alcanzs un sfximo
despuls de medio silisegundo, hasta que el interior de la mesbrana se vuel
ve positivo. Sin embargo, este efecto es temporal ya que la conductancia =
al sodio regresa a vaslorss cercanos & cero en pocos milisegundos, aunque =
1a membrana permanezca despolarisada. Esto se interpreta como una fnactiva
ci8n promovids por el voltajs (positivo) de los cansles de sodfo. Los cana
les ds sodio sensibles sl voltaje hacen a las neuronas elfctricamente exci

tables y las capacitsn pars conducir los potencisles de accifn.

La serie de @ que se trad an un p 1al de accién

son los siguientes: do una b con hos canales de sodio es par

cialnente despolarizads por un est{mulo momentdnec, algunos de los canales



se abten, psrmitiendo a los iones sodio entrar a la célula. El flujo de ~-
cargas positivas despolariza la membrana, y por lo tanto abre mis canales,
con lo cual se adutten nfs iones de sodio, ceusando una despolarizacidn to
davies mayor. Este proceso continis sutosmplificlndose hasta que el poten--
cial de membrana pierde su valor de reposo (-70 mV) y se acercs sl poten--
cisl de equilibrio del sodio (+58mV). Es en este punto donde la fusrze --
slectroquisics neta pars el flujo de sodic es cero y los cansles de sodio
prasantan uas inactivacifn, lo qus originarfa qus el potencisl de wambra-
ns Tegressra & su valor negstivo original. Ls vecupsracifn del potencisl
o8 sstimulada por cansles de potasio sensibles al voltaje. Como los cans-
les de sodio, estos cansles se abren en respuests s 1a despolarizacidn de
sembrans, pero lo hacen de una uu-.u relativamente lenta. Al incrementsr
os la permesbilidad del potasio, al miswo tiempo que los canales de sodin
se inactivan, los canales ds potasic coadyuvan & que ¢l potencisl de manm--
brana - ripidamente ragrese sl potencisl de equilibrio del potasio, retor--
nando de esta maners sl estado basal. Ls repolerizscién de 1a membrana can
o2 que los canales de potasio se cierren y permiten qus los canales de so-
dio se recuperen de su inactivaciSn. De asta maners ls membrana neuronal -

4

pusde estar lists en manos de un milisegundo pars p & un segund

estfeulo despolarisante.

En una neurona tfpica se distinguen tres sscciones: el cuerpo -
celular, las dendritas y ol axfn. El cusrpo celular es el centro biosinté-
tico, contiens el nicleo, el retfculo endopléissico rugoso, el retfculo en-
doplisnico liso y el aparato de Golgi. Las dendritas son un conjwmto de va
mificaciones, que se extienden a msnsra de antenss, desde ol cuerpe colye~

lar y proporcionan una gran superficie psrs 1a recepeifn de sefales prove-
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nientes de otras cflulas. E1 axén es un proceso celular, generalments mis
grande que las dendritas, que conduce el potencial de acciSn desde el cuer
po-celular hasts las partes mfs distantes de l—l neurona.

Las seiiales neuronales son transmitidas de una célula a otrs en
sitios de conucto. especializados conocidos como sinapsis. Ls mayor parte
de las neuronas estén eléctricamente aisladas de sus vacinas, la cflula pre-
sinfptica estd separads de ls cflula postsinfptica por un espacio sinfpti~
co. Un cambio de potencisl sléctrico en la cfluls presinfptica promuave la
liberacifn de uns sustancis qullic; conocida como neurotransmisor, el cual
difunde a travis del espacio sinfptico y provoca un cambioc eléctrico en la

céluls posteinfptica. E 1a 1cacién 1 {feplica la conver-

8i8n de una seflsl elfctrica a una seadl quimica y la generaciSn de una nue
va seilal elfctrica & partir de esta sefial quimica.

El tejido neuronal no consiste de neuronas solamente sino que ==
adends incluye cflulas glisles o acompailantes. En las de msnffero, las cf
lulas glisles son dies veces uls numerosas que las neurcnas. Las cflulas
sliales se agrupan en cuatro clases principales: astrocitos, oligodendroci
tos, células ependimales y cflulss microgliales. Los astrocitos funcionan
como soportes metabSlicos y mecénicos, de los delicados circuitos neurona-
les. Los oligodendrocitos sa encargen de formar capas aislantes de misiina
alrededor de los procesos neuronales en ¢l sistema narvioso central. Las -
cflulas spandimales recubren las cavidades dsl sistems nsrvioso, y las cé-
lulas microgliales presentsn un funcionasiento stmiler al de los macrsfa--
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3.~ FENOMENO LIPODEROXIDATIVO EN SISTEMAS BIQLOGICOS.
a) OxIgeno

£1 oxfgeno es un elemento conspicuo de nuestra atmfsfera, actuval
wente slcansa una concentracifn cercana al veinte por ciento, pero en 1a -
historis de muro'planau no siswprs ha estedo en niveles tan elevados.
i.n presancia de oxfgeno libre se debiS principalmente a la accidn de los -
serss vivos. K1 proceso de oxigenacifn de 1a atmSsfera ocurri§ lentaments
y trajo coasigo profundos cambfos en la evoluciSn, metadoliswos y capscie~
dad adpatativa de todos los orgsnismos. La atwdsfera oxidante, al fsplan~-
tarss, coadyuvS al surgistento de los organiemos eucarjontes, permitil la
oxidacifn completa de ion nutrientes celulares asf como la sfntesis de mo
1§culas tan i{mportantes como los ssteroles ¥ las xantofilas; pero apareja
do a estos efectos, ¢} oxfgenc actus come un agente tSxico para los seres
vivientes, que se vieron sometidos & una gran fusras de seleccidn que mo--
d1£1c8 pars slewpre ol patrSn funcionsl de ls vide terrfcola.
' Los efectos dafiinos del oxIgeno se expresan en varios niveles -
on 1» sscala filogenftica, por ejenplo, en las bacterfas anserobias es---
trictas el oxfgeno promusve la oxidaciSn de componentes celulares esencin
les, como son coensimas reducidas (NAD(P)H, umlz). tioles, protefnas fe-
rrosulfurosas y pteridinas. En los organismos asrobios, el oxfgeno en al-
tas concentracionss acta inhibiendo diversas ensimas cowo la nitrogenasa
y la glutsmato decarboxtlasa. &n los organismos superiores produce frrita
ctén o fnflamaciln del tracto respiratorio, degensractén de epitelio senf
nf{fero, hemorragtas de ofdo y naris, ceguera en infantes, fahtbiciln de -
1ae cflulas eritroides, ftbrilaciln cardfacs, disfunciln haphitics y re--
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usl, etc. En 1954, Rebeca GCershman y Daniel L. Gilbert propusieron, al per
cstares do la semejanza en el daiio producido por las radfaciones ionizan--
tes y el oxfgeno, que la toxicidad de este slemento podria atribuirse a la
forsaciSn de radicales 1ibres a psrtir del sismo.

Un radical 1ibre es define como cuslquier especie de existencis_
independiente que contengs uno o sfis electrones desapareados. Un electrdn_
desaparesdo s aquil que ocupa Gnicamente un orbitsl atdmico o molecular.-
La presencis de uso o afs electrones desaparssdos produce que los radica--
les libres sean atrafdos por un csmpo magnftico (parasagnetismo), siendo -
algunse veces muy reactivos. Los radicales libres se pueden formar fleil--
mante cuando wn enlace covalente se vompe y un electrSn es consarvado por_
cada Stomo, un proceso conocido como fisién homolftica.

Al hacer una vevista de ls estructura molscular del oxfgeno di--
atéuico, nos percatemos que ssts molfcula en su estado basal es un radical
1ibre, ya qua tiens dos slectrones desaparesdos localisedos cada uno en un
orbitel pt’ da entiunifn. A pesar de este hecho 1ls moléculs de oxfgeno en_
su estado basal es poco reactiva y muy estable por la siguiente razén: los
don electronss desapareados poseen ol miewo epin, por 1o que cualquier com
binacifn isplicarfa la uniln a uns molfcula qus tuviera sus electrones de_
valencis igualmente con spines paralelos, ya qus de otra manera se viola--
r{a ol principio de Pauli.

La anterior restriccidn hace que el oxfgenc acepte electrones s8
1o de uno en uno, por lo que el oxfgeno reaccions dedbilments con moléculas
qua no son radicales.

‘ Se conocen formss mfis reactivas del oxfgeno, siendo wn sjenplo,~

el oxfgeno singulete. Ests forma de oxfgeno activo nacesits para su forma-
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cifn de energfa. Existen dos clases principales de ox{geno singulete, cono-
cidos como 1.02 y l.’. E 1 primer estado tiene una energfa de 22.4 Kcal -
arriba del estado basal, mientras que el n;unilo o8 alfe reactivo con 37,5 ~
Kcal arriba del satado normal del 02. La forma l. de oxfgeno singulete es -
la Gnica de importancis biolSgice, ys que 1s forma afs reaccive decas tépi-
damente. Segln nuestra definiciSn, el estado lgoz no es un radical, ya que
no prasents slectronss desaparesdos. En ambas formss de ox{geno singulets =
80 existe la restricciln de spin por lo que su capacidad oxidativa ss incre
ments grandemente.

Bl oxfgeno singulete se g £ e por reacciones de -

fotosensibilizacibn, 81 ciertas wolfculas son iluminadas con una longitud =
de onda particular, ss promusve la formacifn de "estados excitados". La ==
energfa de excitacifn pusde ur»ytrmlurta s una moléculs de oxfgeno sdya-
cente y transformarse & un estado singulete, mientras que la molfcula foto-
sensibilizadora ratorna & un estado basal. Algunos fotossnsibilisadores de

importencia biolSgica son: derivados de rivoflavina (FMN y FAD), clorofilas
a yb, bilirrubinse, retinal y varias porfirinas; mientras que en el labors=
torio se smplea comunmente colorantes como al snaranjado de acridina, esul =

de metileno, el rosa bengala y el asul de toluidina.

Lae reacciones de fotosensibilizaciSn que probablemente impliquen

la formacifn de oxfgeno singulete, son {mportantes en muchas situsciones =~
biolSgicas. Algunas de Sstas son: 4luminacién constante de cloroplastos -
produce fenSmenos peroxidativos, asf como hidrSlisis de los fosfolfpidos
de los pilacotdes; 41luminacién constante con luz brillante causa degenera-
ci6n de las cflulas visuales de 1a retina; algunas enfarmedades como la ~-

porfiris en humanos y sn snimales de importancia veterinaria con disfuncién

- hepltica, procesos patolSgicos despufs de ingerir dieta rica en fotosensidy



zadores de origen vegetal.

S1 un electrSn es adicionado a una molécula de 02 en su estado -
basal, §ste debe entrar a uno de los orbitales pi de antiunifn. El produc-
to es el radical superdxido 02'. En el contexto de la teorfa de toxicidad
de oxfgeno, s han incrementado los reportes que impiican al radical su---
pexdxido desdn el descubrimiento, en 1968 por J.M. McCord y I. Pridovich,
de la enzima superSxido dismutasa. Se han reportado enzimas que reducen di
ractamente el oxfgeno a 02'. siendo una de las mis importantes la xantina
oi(idlu en higado y corazén. Se ha reportado, asimismo, que diversos aca=
rreadores de slactrones en diferentes organelos celulares pierden electro-
nes que reducen el oxfgeno transformiindolo en radical superSxido. Desde es~
te punto de vista se ubica la produccin de 02- por membranas en mitocon--
dria, retfculo endoplismico, nficleo y membrana plasmfitica,

Entre las funciones bdiolSgicas an que interviene el superSxido,
y que han sido amplicamenmte comprobadas estf la accidn bactericida que ~=
susstran los macréfagos de diversos organismos (13), la formacifn de neta-
hemoglobina en los glSbulos rojos (14), la generaciSn de radicales libres
por la xantins oxidasa (15), etc.

Cuando 1a molfcula de oxfgeno basal capta 2 electrones se forma
el 18n perSxido, que es otra forma de oxfgeno activo. La forma protonada =
de este 18n, el agua oxigenada o perSxido de hidrSgeno, es un producto ds
variss reacciones enzimiticas, como la monoamino oxidasa, glicolato oxida
sa, varias oxidasas de proxisomas, etc. Se han descrito varias enzimas --
. Que desactivan el sgua oxigenada como son la catalssa, la peroxidasa y la
glutatisn peroxidass; esta Gltima enzima inactiva otros perSxidos orgéni-

cos.
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Una de las formas en que comunments se msniffests la toxicidad
del oxfgens es el fendmeno de la lipoperoxidacisn,
b) Lipopsroxidacifn.

Desde hace sucho tiempo se sabe qua ciertos alimentos 8l perma-
nscer on la interperie presentan casbios que van desde un olor rancio has
ta un casbio en su consistencia. Un exansn nis detallado de este fenfmeno
demostrS que va acompeiiado de una significativa captacién de oxfgeno por_

parte del material por lo que se que este el estaba iwplican

do en la 4

-y

icién o idez de los alimentos. Posteriores estudios

demostraron que el material que sufrfa el fené de ides p taba
gran nlasro de insaturaciones en las molécules que lo contenfan, por lo =
qus se comcluyS que el fenSmeno se sucitaba al reaccionar estas dodles 11
saduras con las woléculas de oxfgenc atmoatérico.

Cusndo el proceso snterior ocurre en material lipfdico que es -

rico en Scidos grasos ins d se d ina 1ipop 1dacisn

Ya que la atafsfers, actuslments, es oxidante, y las membranas_
que constituyen les cflulas de los organismos biolSgicos son ricas en in-
. saturaciones, el fenSmeno lipoperoxidativo puede llevarse a cabo en el se

no de los seres vivientes, y de hecho la lipoperoxidaciSn es un proceso -

que s ha asociado & fenSmenos téxicos y de envejecimiento biolSgico, Es~ -

te hecho hace que 1a lipoperoxidacién ses una és las expresiones als usus
les del fenbusno de toxicidad del oxfgenc, asf como de otros radicales 1
bres.

La tniciecidn de) proceso peroxidativo en una seabrans con fct-
dos grasos poli-inssturados se debe sl atague de una especie reactiva, lo

suficientemente excitada, para adstraer un Stomso de hidrSgeno a un grupo_
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matileno (-Cllz-). Ya que un Stoms de hidrSgeno tiene s§lo un electrSn, el
fenSmano anterior deja atréis un electrSn desapareado sobrs el carbdn. La
presencis de un doble enlace en el &cido graso debilita la uniSn carbono -
hidrégeno o3 el ftomo de carbono adyacente a ls dodle ligadura, lo que ha
ce ns flcil remover el Etomo de hidrSgeno. El rvadical en el Stomo de car-
bono tiende a estabilizarse por un rearreglo moleculsr que produce un die-
0o conjugado, el cual rescciona répidasente con una molfculs de oxfgeno pa-
ta dar un radical peroxi, R-00. Los radicales paroxi pueden sustrasr un --
&tomo de hidrSgeno de otra molécula lipfdica, stendo esto el estado de pro
pagaciSn del proceso lipoperoxidativo, por lo que una ves iniciado, tiends
a continuarse (reacciSn en cadensa). EL radical peroxi sl combinarse con el
Stomo de hidrSgeno sustrafdo forma un hidroperSxido, R-00H. Una slternativa
de los radicales peroxi es formar perSxidos cfclicos. Leoe htdroperSxidos -
son moléculas estables o temperaturas fisiol&gicas, paro en pru,nch de -
coaplejos de metales de transiciln, se descomponen ripidamente. Muchos com
plejos metflicos que pusden hacer lo anterior se pressntan in vivo e incln
yen complejos aimples de sales ferrosas con fosfato, asf como protefnas f¢&
rricas sin la estructura hemo. Tanto el 16n h” como el "2+ son efecti--
vos, pero ¢l Gltimo es mucho mfs.

Un complejo con fierro reducido reaccions de la siguiente maners
con un hidroper8xido 1ipfdico:
20-0-0 4 o2t —  m¥ 4 O 4 R0 (radical alkoxt)
uientras que un complejo con fierro oxidado prosoverd la ulutgnu TodCe===
eién:
1-0-0% + 1¥ — 1o 4 u* 4 0-0-0" (radical perens)

Los radicales peroxi son menos reactivos que los radicales al--



koxi. En ambos cssos, sin embargo, la formacisn de estos radicales estimu-
larf 1a reacciSn en cadens de la lipoperoxidacién al promover miis fuentes
de iniciacién. ‘

Durante el proceso lipoparoxidativo se producen algunos compuss~
tos colatersles como consecuencia de 1a degradaciSn de .IOI &cidos grasos -
afectados, stendo los proncipales: el pentano, derivado de 1a ruptura del
quinto carbono 8 partir 'dcl mtilo terninal; etano y eteno, gases produci-
dos por una escisifn beta; diversos compusetos conteniendo el grupo carbo-
nilo, siendo uno de los afs fmportantes el disldehfdo malénico; y produc-=
tos que musstran actividad de prostaglandinas, probablemsnte debido s la -
formacibn de endoperbxidos cfclicos.

Ss scepts sctuslmente, que la 1ipopsroxidacin pusde tensr dos

orfgenes, el prissro ds ellos no necasita de ningGn proceso metabSlico pa-

ra efectuarse; mientrss que el segundo requiere enzimes especifices. La 14 -

poperoxidacién no enzistics se presents al propagarse la reaccisn en cade
na debido al 10-“ on el medio. Ls lipoperoxidacifn ensimftica necesits =

3t a su estado reducido, y s -~

un poder reductor que transforme el 1ifn Fe
puadan llevar a cabo las reacciones de iniciacisn y propsgacidn antes sen~
cionadas. Se ha reportado que diferentes sesbranas biollgicas presentan el
fenSmano lipoparoxidativo, como son el retfculo endopiésmico llio. senbra-
ns nuclear, mitocondris y otras nls, siendo necesario en todos estos Cason
1a participacifn del NADPH, como sgente reductor.

Extsten awplias evidenciss qus indicen que las formas ds oxfgeno

sctivo pueden iniclar el p 1ipoperoxidativo. E1 oxfgeno singulete -~

o su sstado ‘. reaccions rlpidasants con compuestos que presentan insatu-

taciones, formando de ests manera hidroperSxides. El tiempo de vida media
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del oxfgeno singulete se incrementa en ambientes hidrofébicos, y ya que va

rias molfculas fotosensibles se tran en las b s como clorofi--

las y porfirinas, axisten algunos casos en que ss prasents lipoperoxida- =
ci6n generada por oxigeno singulete. Por sjemplo, los segnentos externos =
de los bastones en la vetina de la rana son ricos en Scidos grasos poli-in
saturados y forman perSxidos sl u“turloﬁ en este sistems la molfculs -
fotoug:ubio s probablemente el vetinal. La iluminaciSn de eritrocitos en
presencis de porfirinas o bilirrubinas csusa peroxidacién, inhidbicifn de =
sniinde y scarrésdords y sventusisente henS1lisis. En hongos del glnerp Cer

gospors se produce una toxina ida como porina que pusde atacar_
s las cflulas vegetales en la lusz, pero no en la oscurided. Ss ha sugerido
que ests toxina actde como fotosensibilador para la formaciSn de oxfgeno -
singulete y que la destruccién de las cflulas vegetales ss deba & paroxida
cifn de sus meabranas.

La literatura donde ae reporta le participacién del radicel --
oz- on 1s generacin del proceso lipoperoxidativo es asplia. Por ejemplo,-
Feddovich y Porter (16) obsarvaron qus la xantins oxidass, al actusr, es ca
pas de peroxidissr el Scido arquidSnico. EL papel dsl 15n superSxido duran
te la lipopsroxidacidn es actusr como agente reductor del 18n férrico - --
(!03 ) en el de la 16n de Haber = Weiss:

3e - - 2¢
Te 4+ Ox 2 0, N remevesecnsssneal b O + O 2

nét R A

+ !202 e |
Lipido ~=H 4+ OH' wecmcccrccscocw=ed Lipido® + "0

Los radicales hidroxilos son wey resctivos y faciluente sustraen to

208 de hidrSgenc de los lfpidos iniciando e} fendmeno lipopevexidstivo. fe
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ha reportado que la lipoperoxidacifn genersda por la radiacién ionizante - )

genera OH'.

Existen numerosos métodos para cuantificar la lipoperoxidacifn

siendo los principeles loe siguientes:

a) Captacifn de oxfgeno. Este mftodo se basa en la mediciSn del consuwo =~

b

c

~

-

d)

~

de oxfgeno por un sistera al formarse el radical peroxi durante ls 1li-
poperoxidecibn.

Titulacién por liberacién de 12' Los hidroper§xidos lipfdicos al oxidar
al 18n ioduro lo convierten en iodo basal, el cual ae estima por titula
cisn con tiosulfato de sodio. Este mftodo no se utiliza an sistemas big
18gicos.

Disenoe conjugados, Los rearreglos atdmicos que se presentan al iniciar-
se la ligoperoxidaciSn en lcs Ecidos grosos insaturados forman dienos -
conjugados que absorven en el rango de luz ultravioleta, principalmente
entre los 230nm. En los sistemas biolSgicos este método se ve colplicg
do por la presencia de varias moléculas que absorven en la nisma regién
espsctral.

Medicién de hidrocarburos geseosos, Eeta técnica desarrollada por Riely
(17), se basa en la formacién de pentano y etano durante la lipoperoxi-
dacifn. Los gases se detectan por cromstograffa de gas-1fquido. El prin
cipal problema que tiene este método es que los gases mencionados mwe ge
neran por ls descomposiciSn de los perSxidos por metales de transicidn,
por lo que es incapaz de disernir un aumento en la generaciln de la li~
poperoxidacibn o en la diaponibtﬁdld de metales de transicién.
MediciSn de productos terminales. Ademiis de los hidrocarburos menciona-

dos en la seccisn anterfor, la lipoperoxidacisn genera un gran nduro de
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-

compuestos con el grupo carbonilo, los cuales forsan hidrazonas al reac
cionar con hidrazinas.

Pérdida de Ecidos grasos. La lipoperoxidaciSn conlleva la destruccidn ~
de los &cidos grasos inssturados, por lo que al procesar 1s sembrana en
estudio y tratarla adecuadamente t;bunundo los Scidos grasos libres --
para que reaccionen esterificlndoss con metanol, es posible visualizar
los cembios en el nir&n de Kcidos grasos que resulta del proceso lipo-
peroxidstivo valifndonos de la crosatograffa de gas - 1fquido.

Eaieifn de luz. Desde ls dfcada pasada el uso de ls quimioluainiscencis
como un Indice de la lipopsroxidacifn ss hs incrementado. Se piensa que
1s presencia de un compussto parscido al oxfgeno singulete es la fuente
luminosa. Se ha demostrado ausento en la emisiSn de luz en microsomas y

cflulas snteras dursnte la lipoperoxidacién de sus membranas.

MediciSn de fluorescencis. La 16n de comp carbonilos con gru
pOs amino terminales de protefnas, aminofcidos 1ibres o bases de fcidos
nuclficos, producen compuestos conocidos como bases de schiff. El dial-
dehfdo meldnico, que contiene dos grupos carbonilos, actds con entrecru
sador de protefnas formando las bases deo Schiff aminciminopropenc. No -
exiate una longitud d.o onda de esnisiln Gnica, ya qua la naturaleza de -
l1os compusstos fluorescentes es variada.

La prusbs del fcido ticbarbitdrico (TBA). Zste mitodo es uno de los pri
»eros que se utilizS para medic la lipoperoxidacifn, En su versiSn als
sencilla el materisl estudiado se calients en pressncis de TBA y el co-
lor generado se les & 532 nu. Bl TBA no &8 un compussto que s 1ibere
durante 1a lipoperoxidaciln, sino que al poner el material de estudio -
on medio fcido y en altas temperaturas se geners por 1a descesposicila
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de los perdxidos e hidroperSxidos ya formados.

Es recorandable que la mediciSn del proceso lipoperoxidativo no_
se limite a una sols .técnica, aunque se acepta como la miis prictica y la -
nis sencills la prueha del TBA. -

Existen sstructuras y molfculas en el organismo qua contrarres=--
tan el proceso lipoperoxidativo. La presencia de colestercl en las membra-
nas celulsres pusde influir ls lipoperoxidaciSn, probablemente reaccionsn~
do con alguno de los radicales, o bien afectando la estructura interna de_

1a membrana, Otro dato que indica que la estr de 1a b £

el proceso lipoperoxidativo, es el reporte que los icnes cslcio dieminuyen
1a lipoperoxidacifn en lipososas o membranas de eritrocitos,

La vitasins E es uns molécula hidrosoluble que tisnde a concen--
trarse e¢n el interior de 'ln menbranas biolSgicas. Se ha reportado que en_
la measbrana mitocondrial existe una molfculs de vitamina E por cada 2 000~
moléculas da fosfolipidos, pero an los tilacoides y en los fotorsceptores_
se ha localizado en més alta proporcién a la vitamina E. Numerosss obssrva
clones han sefialado a la vitamina E como uno de los principales antioxidan
tes celulares y desde ese punto de vista se le cataloga como un agente ‘III-
tilipoperoxidante por excelencia. En este sentido, la vitamins E reacciona
sn iniciativa al oxfgeno singulete y por lo tanto protege a la seabrana de
esta especie. Tamdién reacciona con el radical superSxtdo, pero el papel -
nfs importante de ls vitsmina E en la mayorfs de las membranas es qus pus-~
de ulcclou.r con los radicales 1fpidos peroxi para formar radicales de la
vitanina E, los cusles son tan inertes que no continGan con la reaccidn en
cadena dal proceso lipopsroxidativo. E1 grupo de Slater ha demostrado qui_

el radical de la vitamina E puede volver a su estado inicial por medio del
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ascorbato.
Algunos sntioxidantes que ss utilizan en ls indrustria alimenta-

ria y.cuyo funcionamiento debe ser similar sl de la vitamina E son: hidro-

xianisol butilsdo (BHA), hidroxitolusno butilado (BHT), propil galato, di=’

fenil fenilen dismina (DPPD), hidroxi dimetilcarbazol (HDC), seantoquing,-
atc.

Entre las enzimas que participsn em la protecciSn de las sembra-
nas contra la lipoperoxidacidn, una muy destacads es la glutatidn peroxids
sa (GSH-per). Zsta eusiss s especifica de glutatifn reducido (GSH) como -
sustrato y reaccions in vitro con perSxido de hidr&geno, hidroperSxido cu-
afnico, ter-butilhidroperSxido, etc. En todos los casos los perdxidos son_
reducidos & slcoholes. La GSH-per es uns selencenzims cuya deficiencia, =~
por dietas bajas en -.ohnto. produce patologfas muy severas. Se han obteni
do evidencias de que 1ls GSH-per juega un papel {mportante de proteccifn -~
contra la lipoperoxidaciSn in vivo, Estudios recientes han revelsdo la - -
oxistencis de enzimas con actividades similaves s 1s GSH-per, pero que - -
suestran diferencias en cusnto preferencis de sustratos. Ests actividad pa
rece ser dabids » una clase de glutatidn-S-transfersss siendo el mecanismo
de acciln de estas snsisas la conjugaciém de GSH con compuestos extraiios,-
No todas las transferasas actdan sobre los hidroperSxidos, y adenis mues--

tran independencia respacto al selenio, El porcentaja de la actividad de ~

1s activided de la GSH-par no dependiente de selenio es muy alto en testf-
culo de rats, asf como en hfgado de bovino y humsno. Aunque se ha puesto =
en duda la afectividad de la CSM-par selanio dependiente en la notc;eun_

contra el pr 1ipop ivo, un putto permansce clare, la descowpo=

sicién que efectda sodre el perSxnido de hidrSgeno previene la gemeracifn ~
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de radicales hidroxilo por is reaccifn de Fenton.

Otras enzismas importantes en prevenir la lipoperoxidaciSn son 1s

superSxido dismutasa y 1a catalass. La prisera de ellss ifactiva sl 1én su
perdxido y la segunda process al perdxido de hidrSgeno, siendo smbos for--
nas de oxfgeno activo,

La transferrina y la ceruloplassing se han reportado como agen--
tes antioxidantes pero de localizacifn extracelular. Es muy probsble que -
su acciSn la lleven & cabo quelando los metales ds trangicidn, fierro y -

cobre, Que son elementos necesarios pars ls descomposicidn de los perfui=-

dos celulares y 1s sud propagacién del fend



4.~ IMPLICACIONES TEMPORALES DE LOS PROCESOS BIOLOGICOS.

Las menbranas biolSgicas se cosportan de una sanara definids se-
glin las protefnas que contengan, y stendiendo siempre al ambiente flaico—

quinico exp do en los p 11pfdicos de las mismas. Desde este -

punto de vista las membranas biolfgicas se considersn organelos donde se -
1levan s cabo funciones biolSgicas tan variadss como ¢l reconocimiento ce=
lulsr o la actividad completa de una ruta metsbSlica. Desde ssts punto de_
vista, es 18gico suponar la existencia de mecanismos que controlen o modu-
len, ya sea de uns manera sctivadors o {nhibitoria, las funcionss dbiolfgi-
cas qua 88 llevan a cabo en las membranas biolSgicas. Por lo anterior no -
ss extrafio qua se considers & estos organslos como verdaderos ssrvomecanis
=08, En el concepto de servomecanismos estf llplictn 1a capacidad de de--
‘ncnr y corregir sstructuras y funciones de la organizaciSn de un siste--
ma, siendo tal capacidad automfitica y constante.

La existencia de fenSmenos oscilatorios en estructuras complejas
celulares es una funcisn de la extstencia de servomecanismos. Los hnGp--
nos oscilatorios son expresiones de fenémenos cinfticos no lineales en un_
sistena desplazado lejos del equilibrio y som por lo tanto, ejemplos de es
tructuras disipativas necesarias para el mantenimiento y evolucisn de los_
oistenae biolSgicos. Tales estructuras son llamadss disipstivas porque re-
quieren ls distpaciSn de energfa a través del sistema para la creaciSn y -
estabilisscin de nuevas esttucturas.

Los sistenas complejos tienen smuchos grados de liberted, lo que,
en un sistema macroscpico isplica la posibilidad de fluctuacionss esponts

neas. Estas fluctuacfones retornarfn a sw estado original, espeatfnsanente
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también, en sistemas en equilibrio o cerca del equilibrio y que poses una
cinétics lineal, seglin el principio de Le Chatelier - Braun (18 - 20), =--
Sin embargo, una ﬁuctucﬁn an una situacifn no linesl y fuera del equili
brio no siempre presenta una regresiSn, sino que pusds ser amplificada y -
crear una nueva organizaciSn, ls cual se origina desde una inestabilidad -
genersads por las fluctusciones. Este principio ha sido denominado "ordem =
a través de fluctuaciones” y se bass en la formaciSn de estructurss dieipa
tivas. En sl contexto de los sistemas lejos del equilibrio, el orden s tra
vis de fluctuaciones reemplaza el principio de orden de Boltzman, el cual

dtco‘qua conforme 1la entropfs de un sistems disminuye,la probabilided de -

que el sistema llegars a ser sfs ordensdo se incr .
En ¢l estado estacionario que caracteriza el metabolismo de to--

dos los organismos es fr te detectar fenSme oscilatorios, Ests con-

ducta implica la cooperatividad de las funciones celulares y un control -~
propio de los servomscaniemos. Ya sea de manera separada o conjunta, se in
troduce una cinftice no lineal en ¢l eistems biolSgico. La no linealidad -
del proceso actda como generador de las oscilaciones. Algunos ejemplos bio
15gicos de oscilaciones ya estudiados son: oscilaciones en la glicSliisie;
oscilaciones en el volumen mitocondrial y oscilacionss en los niveles d_n -
AMPc en hongos primitivos (21).

Los servomécanismos en eistemas biolSgicos actGan de mavers coox

dinsda, 1 1 do uno con otro de mansra tal, que es posible la wodu

lacifn del metabolismo celular en el contexto de un sistems jerarquizade -

de 1. £a el de este control se presentan, como ys se ha men

cionado, f1 1 ioh a los sistemas sbiertos que funcionan ls
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jos del equilibrio y en condiciones de cinftica no lineal. Estes oscilacip
nes son del tipo ciclo limitado, ya que la amplitud y frecuencia que pre--
sentan no dependen de las condiciones iniciales.

El conjunto de procesos que llevan a cabo las membranas biollgi-
cas implican el scoplamisnto entre sus componentss protficos y lipfdicos,-
con la esergencia de una conducts observable a nivel macroscépico. Las mem
branas biolSgicas son estructuras dinfmicas que estfin en constante formae=
¢i8n y transformacifn. Se ha reportado que en las membranas es posidble lo-
calizar microasbientes de caracterfsticas definidas Q2), por lo qus es po-
sible visualizar & las membranas biolSgicas como mosaicos biolSgicos con -
interfases bien delimitadus. Esta organizaciSn hace posible que una membra
na biol8gica actde como un hipsrciclo, ya que sl acoplarse funcionalmente_
in unidades regionales de una membrana, peraiten la cooperaciSn necessria
pars 1s expresifn de funciones nuevas y diferentes en ls wmenbrana comple--
ts (23), '

Las oscilaciones aparecen en varios niveles del funcionamiento -
bjolbgicos Nicolis y Portnow (24) han propuesto un nimero de eituacioncs
en las cusles las oscilacionss desempeiian un papel regulatorio o gensrador
de procesos. FisiolSgicasente en las oscilaciones supracelulares radica la
propiedad blisica de sincronizar una acciln perfddica externs, lo que carac
teriza s los ritmos circldicos. Esta conducta periSdica podrfs dar al orga
'nim la flexibilided requerida pars adaptarse a las fluctuaciones ambicn-
tales sientras mantiens la fass de sus procesos metadSlicos en una sscuen~
cis idfatica durante las 24 lrs. No todos los ritmos blolSgicos se desarro
1lan en fases de 24 Nrs. Existem algunos tan tfpidos como ls descerga de -

ispulsos elfctricos en slgunas meuronss, con peticdos de pocos miltsegun--

e
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;iou; y otros como ciclos estacionales, de lento desarrollo.

Algunos ritmos y oscilaciones biolSgicas se han relacionado direc
tamente con las membranss celulares, aunque casi todos ellos son de perio--
dos cortos (de 10-3 a 103 segundos) . Estos ritmos se encuentran en funcio--
nes tan variadas coso las descargas de impulsos elfctricos en cflulas ners=
viosas (25), los patrones de actividad en aiisculo 1iso (26), esquelético ==
(27) y, cardfaco (28), la actividad de diversas enzimas (29), slgunos ci---
clos de sctividad secretora (30) y de desplazamiento de estructuras subcely
lares. En el sistema nervioso se han descrito algunas neuronas MATcapaso ==
qus mantienen continuamente su actividad ritsica; adesfs de un ritmo de ac-
tividad sostenida, ss manifiestan descargas periSdicas de potenciales de ac
cifn a intervalos de unos segundos. Un mecanismo propuesto para explicar el
origen de estas oscilacionss es la sucesidn cfclica de cierres y aperturas
de canales i6nicos (31). ¢

Un fenSmeno oscilatorio que ocurre en ¢l seno de las membranas --
del sistema nervioso y de un perfodo mucho mfs grande qus los anteriormente
descritos,es 1a ritmicidad que presentan algunos receptores a moléculas ===
neyroactivas a lo largo de las 24 Hrs. del dfa (32). Estas fluctuaciones se

prasentan tanto en el nimerods los receptores como en su astado de sfinidad.

Las caracterfsticas de los ritmos cercanos a las 24 Nrs. o circd-
dicos son las siguientes (33):
a) Son endSgenos. Persisten en condiciones asbientales constantes.
b) La longitud del perfodo de oscilacisn esponténea es cercans a las 24 Hrs.
¢) La amplitud de laes oscilaciones disminuye gradualmente en condicionss ==



d} Uns ves amortigusdo un ritmo en condiciones constantes, es posible res
tablecerlo por estimulos sperifdicos.

2) Las variaciones ambientales, sobre todos los ciclos de luz y oscuridad,
sincronizan los ritmos endSgenos.

£) La magnitud del efecto asbientsl sobre un ritmc depends de ls fase del
ciclo en la que incids.

g) La frecusncia de 1a oscilaciSn circldica es funcidn de 1a intensidad -
de la flustnactiSn smbiental.

h) La frecuancia de la oscilaciln circfdica es independiente de la tempe~
raturs eabiental.

1) Dentro de ciertos 1fmites, ls oscilacifn pusde ssimilar frecuencies ==
distintes 8 la circldica.

1) La propledad de oscilar y ls frecuencis natural ds la oscilacisn, son_
caracterfaticas hareditarias, no asf el Enguloc de fase.

Los cambios pressntados en ls secciln de rasultados de todos --
los parSmetros lltll“lllolv se reslisaron en condiciones de periodos de luz
= oscuridsd controlados (cada uno 12 Hrs.); por lo que hesta el mcmento -
ignoramos si posesn nsturaleze endfgena. Lo anterior nos impide conside--

rar las oscilacionss aquf reportedas como estrictamante en circhdicas (Pc

F ry

ro lo qua es {mportante destacar es que las fl fones su--
gieren qus las mesbranas ds la cortess cersbral de 1a rata se comportan -
_.como osciladores, stendo estos osciladores wao mfs de los qus se han des-
crito en ol sistens nervioso. La pussta an fass de todo el conjunto de on
ciladores podrfa sxplicar algunas de las funcfones ou‘nlorn que desemps
fia o1 cerebro come son los ciclos swafio - vigilia, el ds ingests ée ali--

mentos o el de reposo ~ actividad (34).
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DAY-NIGHT CYCLE OF LIPID PEROXIDATION IN
RAT CEREBRAL CORTEX AND THEIR RELATIONSHIP
TO THE GLUTATHIONE CYCLE AND SUPEROXIDE

DISMUTASE ACTIVITY

M. DIu-MuRot. R, HEanANDEZ-! Muﬁu ). Suez and V. Cwmou m sAncuu

D de Bi pética, Centro de )

en Fisiologia Celular, Universidad Nmmll Lt

Auténoma de Mérico, 04810 México, D.F. México

xmity M a

cyche and L
day mlhl rhylhm in the «:;:-t corten omn m The highest Ilpopmndulm Mmly s observed during <

the night (20.00 04.00 ).

occurs with & decresse in

glutathione pcronidaw activily, an increase in n:zrollll dismutase activily and sn incresse in the double <

Bonds in the brain corten lipid fraction. The

described in this puper seem lohnhldha

succession of tight and dark periods, o to fasting lu‘ feeding peviods.

W!  propose that lhou fluctustions could act us 8
the prop of ihe nerve coll.-

phyuolo.lul oxcilutof with an imwﬂm ke i

. Lipoperoxidation has .bma idered o d

activity.® We aho i

phospholipid unsat urated falty acids is mommnkd

by structural and funclional changes of mem-

branes*'® These changes have been corrclated with

" - certain physiological roks of cellular sctivily such as

enzyme activation,' jnactivation® and modifications
in some membrane properties such as flwidity, perme.
ability and surface potential.®

The brain is an organ with the highest rate of
tipoperoxidation,” probably becausc of its high oxy-
gcn uptake and high unsaturaied fatty acid concen-
tration as phospholipid constituents. tn the brain,

ging  largest Hpoperoxidati
reaction in biological systems usually iated wilh igated the particip of the glutathi
- aging" and d » Perosid

of and the lupmnud: dismutase ulmly in the lipo-"

peroxidative process.

IINII\IIN'AL PIOCI:WIII

Male Wistar rats weighing 160-180 g, with rv- nm to .
food und water were used. The animals were kept in groups
of scven in separate cages and adapied (o 0 ‘il.-'l.hl cycle -
(the 12 h of light were from 07.00 to 19.00) for at least two
weeks hefore the experiment; on the day of the siudy,
mavimum precautions were taken 10 avoid siress, Animaly
were killed a1 4 h intervals (rom 08.00 to 2000h and every
2h from 2200 10 02.00 h.

AN IM :Mnn were made in the cerebral cortea. Lipid
d in u 1:10 Mul-lld waler

regional differences in lipid peroxidation which have
been observed™ could resuht from an unequal pro-
duction ofendo.enom free radicals, from different
antionidant activitics, mainly of glututhi per-

bnmopnun. by lhc thinbarbitutic acid meihod.’’ modified
s previously m\oned i Glul-lhmu was meaured by an

method.* idase (EC1.90.0.9)
d i d (EC144.2) (GSH- R) were o5

onidase (GSH-per) and of supcrorid

wyrd g to m meihod of Sies® and Horm® re.

{SOD), or from an unequal proportion of un-
saturated rmy wcids.

e
tion of ndemmm iniver d.mu.e induced hy curbon
hloride. We alio d day- night suri-
ations of adenosine in the liver, blood and brain.*
Theie observations plus the possible role of sde-
nosine as 8 neuromodultator,'* " supgested the pose
sibility that the nucleoside was imolved in the lipo-
peroxidation activity of the brain.
We therefore looked for day-night chunges in
brain lipoperoxidstion, specifically in the corebeul
corex, which is one of the brain regions with the

mmm' OIIC reduced glutathione; GSH-per. glo-
tathione perotidme: GSH-R, plutathione rducta:
SOD. superonide divmutase.

{EC 1180, I)(SOD)W
measured momu 10 McCord and Fridovich™ and the
tisse was handled according 10 Ledig.*’ n onder to w
mine the amownt of unsaturaied linkages on fipids, thes
were crirncied by the Folch method.* and quantified by the
Wijs method " at Follows: the lipid entract odiained afier the
Fokh jon was in Smiof

1omt of Wijs's solution Giodine monochloride) were added
and the misture was maintuined in the dark for 0 min. The
inding evcess is titrated in the presence of Bmt of 10% K1
with 0.4 N sodiom thiosulfute. When Ihe color huy prac-
tcally disapreared. | m of 5 1% starch solution is sdded
#nd the tileghion s continved wntil the blue colos disappesrs
A Mank with ao Bpd extract is substeacied from the abosc
'm Protein s dﬂmmmd by the biurel method

of the results was ¢ by

Student's rtent.

Matcrmh

JThiwharbiluric acid, methyighyonsl, egg albumin, so-
dium unide. reduced und andized glutathione, Wicolinamide

”



adenine dinucleotide phasphate (reduccd form) und horse

cylochrome Type BI1 were purchased from Sigma Chemica

Co. 81 l-mm. Missouri) as well ay the fallowing eazymen:

ralase 1, glututhione reductase and xanthine oniduse,

ydm| w.u oblnlmd fmm Mmk and xanthine was

1t Corp. (Cleveland,

Ohia). Wln mlulinn wit oblained I'luvn Sigma of Mézico,
Other chemicals used were reagent grade.

ALSLLYS

Lipid peroxidation in corcbral corten changes
markedly during the 24h. The level of lipid per-
-oxidation in the morning (08.00-12.00h) is low and
similar to that reporied by Noda® (Fig, 1). At the

_omet of the dark period. peroxidation slarts 1o
incresse and becomes significantly elevaled ot
2000h. This high tevel (100% increase) of kpid

peroxidation is maintained for $h during the night . -

(20.00-04.001): a1 this point the process initiates its
dacting reaching its lowest value at 08.00 h.
We can consider thres possible explanations for
this result: (8) 8 decreass in activily of & sysem that
_ removes hydroperoxides; (b) an increase in peroxide
concentration, and (c) an mcmu in pulyumlumad
fatty acids as possibl
" metivity.
The finst posubnhly wil

) orod ot
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ﬂ. 1 Doymwu changes of some components of the

day-night varistions of some of the parameters of the
glutathions cyche such as the levels of GSH, GSH-
per, GSH-R. The results are shown in Fig. 2. Fluctu-
stions of GSH concentrations (panet A) were in-
witicly related to lipoperonidation, ss reported by
Ahmed." with 8 maximum (2 amobg-') from 12.00
0 22,00, and a minimum (1 umol g-") at 02.00h.
-+ The activity of GSH-pee (pancl B) shows & similar
pattern (0 that of GSH, except sl 22.00h. The
GSH-R profile (panct C) is different from the others;

~
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Fig. 1. Duy wight cyule of lipid peravidatiom in v brain

corten of the ral. Malendisldchyde (MDAD was masund

by the thioharbituric acid mothod. €N vatue rprownts the

wmesh £ 8 of 16 18 unimals. The abwiviae indiale the

St of the day sAd the Mk region corrospand to the Jark
period.

cycle in the cerebral corten of ihe rat braln. The
values represent the mean + SE of five samples. The abecissa
indicaus the time of (he day and the black ts

the durk period. (A) Reduced glutathione; (B) gluiathione ' -
peronidase sctivity: (C) giutathions reductase activity. Both -

of them tepressnied o8 2 decreass of NADPH, nicotinamide
sdening dinucicotide mn. reduced,

its activity remains constan| during the duy except fot -
a peak with an almont Avelold increase in activity at
20.00 h. These resukts indicate that the activity of the
glutathione system is low during the night when
lipopetonidation is high.
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Fig. N Duy might profile of wprodide Jivmutae, Eah
value peprowtms the mean & SE of Hve wmpies. The shwiva
indicars the time of the day and the Mack repion corre.
s 10 the dark patiod.
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. The second possibility, an increase in -

Day night cycle of brain lipaperosidative sctivity

R
SR

cies of oaygen. During the light period the plus
tathione cycle works cfliciently (Fig. 2); there is a high
fevel of glutathione that is in an inverse relation to
lipid peroxidation. as was noted by other authors."
Possibly, there is a high turnover rate for GSH since

_there is also an increase in the activity of the GSH-

forming cnzyme (GSH-R), GSH-per uctivity that
uscd GSH 1o remove hydroperonides, is also in-
crensed, At the onsct of the dark period and (he
increase in lipid peronidation, a decrcase in the
sctivity of the glutathione sysiems was observed: this
suggesis that a decrease in one of the muin systems
of removal of hydroperonides could be parily re-
sponsible for the high night lipoperonidation.

The role of superonide ions (O ) in the nocturnal
increase of rat brain coriex lipoperovidation is evi-
dent, since the variutions of SOD sctivity paralicl the
changes in lipoperoxidation. Although the causes for
SOD activity induction arc not cear,” am increase in
superoxide fon concentration could, other

among
faciors, enbance the cytosolic SOD sctivity.”” Rat *

motor sctivity and ity feeding period occur in the

dark; it is possible Uhat an increuse in supcroxide ions

snd SOD sctivity induction might occur as & con-
burst.

* concentration, is feasible dm alowering of GSH-per
-, activity, one of the most i o

q to the metaboli
On the other lund ndenosme has heen postulated
a8 & physiologs of ide anion

" . charged with peronide mmvll. wat obscrved (Fnl
-~ I the production of perorides way atso foll
through the superoxide " dismutase reaction for the

77 in SOD are'uimilar (0 that of lipoperonidation (Fig.

.7 1): low during the light period (06.00-16.00h) and
markedly increased during the dark {20.00-06.00 h),
These resulis indicated that there is & major prod.
wction of peroxides through the SOD reaction during
‘the wight,

The thind po-ibimy was explored by quamifying
the unsaturation of the tipid entract of the brain
corten and determining the iodine aumber. The re.
wilts are presented in Fig. 4, The number of double
bonds remaime low during the Kght period
(08.00-16.00h), and then Marts to incrcasc, reaching
» peak ot 24,000 (210 | number). This shows that

24 b period. The results are shown in Fig. 3; changes -

mmion in neutrophil:’ it could pouibly play a
similar role in the brain since the dly-mm varistions

brain adenosine acen in our | y** indicate
# high beain adenosine level when SOD nclivny islow
{Fig. 3% s soon a8 the nuckcoside decreascs, the
sctivity of SOD increases, The results shown in Fig.
3, indicate 1hat & major production of perioides vis
8 superoxide dismutation reiction may who be in.
volved in the increase in lipoperanidation during the
night,

A portinent observation is that simullancously to s
decreare in the glutathione cycle and an increase in
SOD sctivity, there is also an increase in the number
of unsaturated bonds of cercbral corten lipids (Fig.
4). probably retated 10 an increase in polyunsaturated
fatty acids from the dict. {1 has hoen reported thay
wriglyocrides and free farty acids comtituie 8 low

T there is an increase in p d (aty acids
- during the night. .

Oue results showed day-night variations of ipo-

. pnonlum,inlhcmbnlmn and & correspond-

ge of the 101al lipids of the bruin:® the
increase in the number of unsaturaied double honds
might correspond Lo the faity acids of the membrane
phaospholipids of 1o other lipids of the bruin cortm
mcmbrane.

We do not know the equence of evesis that
paninpau in e day-night varistion of fipo-

pounds in the brain and the high ovygen con.
sumplion indicate the requirement for an cfficiemt
hanism to prevest of some active spe-

of GSH one of the But it scems likely that a decreass in the

natural lipid peroridation inhibitors: GSH-R, GSH- h)drmonde-mm. system, an increase e the

pet and SOD, all of them invohed in the ides duc 1o SOD activity snd sn increase
antioxidamt sypiems  of (he o). aho showed in the substrates for Npopcronidative wclivity ane

Ructuations. involved (Fig. $). 10 is pousidle that during the night

The b of reudity onidizable com:  (here is an accumutation of H.0. resviting frem

GSH-per inhibition and SOD stimulstion, et we csh

not comment on this since we have not yet sludied -

H,0; fluctuations through the 20R cycle. -

[y
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FI; S, Time relationship of the kngth of maximal actlsitics
of Bipoperonidation parameiers studied in the cerebral cor-
tex of the rat.,

. ANer this study was finished, & refort of a.y-m.m
vatiations of GSH in relation to lipid peroxidation in
several rat’ lissues was published. No significant
. changes were found, either in the fevels of GSH oz of
lipid peroxidation in the brain of the ret. A possible

explanation fot this dififrence with our results sould

M. Claz-McSoz et al.

our results in the light of other authors’ findings.

poperoxidation modifics the ion of mem-
brane lipids and modulates the activity of several
enzymes, such as SOD or adenylate cyclase as has
been reported respectively by Badwey' and Baba.'?
Lipoperoxidation may also affect prostaglandin
production or the turnover of the fatty acids of the
membrane phmpholup;ds. um Hemler e al "
showed that lij ol )

Ly

* fatty acids might reguliste | pvomllmdm bnowynlhem

and Mcad” has recently reported that epoxy deri-

vates of the fatty acids from membrane phos- -

e

ids facilitate phospholi action. The phes |
nomena described dre related to light and darkness
and perhaps 1o scme physiological functions syn-

chronized by the phatoperiod, such as fasting and .

feecing or the rest and activily periods of the rat. The
possible cause-cffect retationship has to be tested by *
further experiments.

We propose that the obscrved fluctuations in lipo-
peroxidative activity in the cerebral cortex of the rat
are an oscillatory phenomenon in the nervous system,
and could play a role in modulating the membrane
properties of the nervous cell. Fusther studies are
needed to understand the nature of these fluctuations.

e the fact that the suthors studied only

- lipid peroxidation of the wholc brain and, according .

to. Noda,® regional differcnces can msk the
. day-ni.m changes reported here. - -
“Wecan try to ditcuzs the physiolegica! mc..nmg of
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Day-Night Cycle of Lipidic Compositioﬁ in Rat Cerebral

Cortex

Mauricio Dln-\d\lﬁol,' Jorge Sudrn.kkolnndn Herndndez-Mufioz,’ and Victorla Chagoya * ;’ /

de Shnches"®

{Accepied August 13, 1908)

A study of the lipidic patter of the cerebral cortex of the normal adult rat during the day-
night cyclc was nnh‘ o, ‘I'ht shln(n ohncmd wm the follmvlu php»phaudylcho-

tine plus phos-
phllidu nl‘ thowed a peak at 16: m N possibly due to u:nenl incresse in phospholipid
Duri period the vari of ph idylkcholine and phos-

nng

phatidykihanclamine wers not c!nﬂy observed, they might be dus 1o an increase in the
interconversion or exchange reaction, since the ratio phosphatidylcholine/phosphatidy-
ok aming thowed 8 significative change at 04:00 hr. This occurred because small byt
opposite changes inboth phospholipids were observed, suggesting an increase in the math-
ylllkm mmom o ptmphobpm. Cnmollpln showeda mnlﬂunl peak at 04:00 hr. Plas-
8, an i 8 16:00 he and a prom-
inent peak at 24:00 hur. Cholesterol levels were high during the light period and low in the
dark om. Cerebrosides and ||u!wddn lhowd "o dAy-ni.hl umllom The changes
- obagrved indicate & ph of bi b d by the photo-
period, wigesting that these fluctuations could act as phymlo'iul modulators of lM

properties and functions of the nerve call membrane,

?; Ay ’y

‘X" .L]

KEY WORDS: ’

INTRODUCTION

With the exception of adipose tissue, brain has
one of the largest content in lipids among different
organs; haf of its dry weight correspond to lipid
material. Brain lipids have & dual importance as
structural constituents and as participants of (he
functional activity of the brain (1), .

The lipidic composition of the brain shows sig-

~

but it remains relatively constant through adult life
and it is unaffected by external factors such as
changes in the diet (1), Howcver Molcalclh and De-
mediuk (2) reported an in phosphatidyl
serine in the whole brain of the rats wb)ecled wa
low protein diet, littte and controversial information
is available regarding the effect of chronic ethanol
consumption on brain lipids. Some authors reported
an increase in cholesterol level in rat bmn synap-

=~ nificam varistions among the different brain areas Q) and § (£ 1]
. while others uponed a marked increase in phos-
P ! /o b B i o de Flosiologa Celvlr.  phatidylserine or in the fatty acid composition of
A :M\'!.E"x':a) Nacional Aulm Minico, 04510 Mnice, D. the membrane phospholipids (2-4) afier chronic

? Correspondence should be sent to: Victons Chagoya de Sia-
oM. Imtituto de Fisiologla Celutar, UN.AM, Apanado
Postal 70-600, 04310 Mérico. D.F. MEXICO.

ethanoltreatment. The exact functional significance
of these changes is not yel clear but possibly are
related with al of
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and suggest the importance of the lipidic composi-
tion in the cell membrane function.

We have recently reported day-night variations
in the lipid perozidation of the cerebral cortex of
nomul adult rat () which suggest there are phys-

ical changes in the b structure and

ibl; t perties during the light and
the dark periods. These changes are synchronized
with metabolic processes such as glutathione me-
tabolism and superoxide dismutase activity and with
physiological processes such as fasting and feeding
of the resting and activity periods (5). We decided
to explore the lipidic p2ttem of the cerebral cortex,
repreuntcd by. phmphohplds. plasmalogens, cho-
and ides during the
day- m;ht cycle. a3 an effort to gain some insight
into the physiotogica! meaning of thess biochemical
chaages related to the photoperiod. This study was
done mainly in the cerebral cortex, in order to avoid
the physiclogical and structural differences among
differcnt brain regions (6-9) and also to correlate
our results with previous findings (8).

The results of this study might be of potential
value since they report the circadian changes of the
neurcchemical parameters (nvolved directly in the
structural make-up of the brain.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

R Chloroform, mathanol,
date, acetic snhydride, sulfuric scid, hxane, stharo! and 'l’l.C
prastic silica-ge} sheats were obtained from Marck; orcinot, re.
sorcinol, ascordic acid, p-nitrophanylhydrating, galaciose Inl
sizlic acid were purchased from Sigma Chamica) Co. ($t. Louls,
Missouri), Other chemicals uwd were reagent grade.

Animals, Mals Wistar rats weighing approximately 200 g,
were used in 1 his study. Food and waiar ware supplied ad libitum.
All animaly ware acapted for ¢ minimum of 3 weeks to an en-

rocm equipped with a 12 hour dark—~
12 hour light cyc!s st constant tampersture and huwidity. The
light period lasted from 07:00 (0 19:00 hours daily, animals were
Killed at 4 hr intervals, from 08:00 10 20:00 hr and every 2 hr from
22:00 10 06:00 hr; on the day of the study, maximum precautions
were taken to avoid the stress. This schedule time for the ex-
perimants was chost since prévious studies from out libofatory,
relnied with circadian changes of different components of tw
tiver, blood and brain ($. 10, 11) had shown that during the resting
period of the rat (Lights on) not oscillatory behavior was obrerved
in the different paramaters studied,

Esperimental Procedures, AU studies were made in the cer-
ebral cortex. Lipid components of this region were extracted by
the Folch method (12), ‘\"lu phnsphohpldl cudwlxpm phmph&

Pl
finositol 1 Pi) and phosphatidylsering (Ps} lolnhcr wuh phospha-

tidic acid wert 4 ding 1o the procedure of Gartin-
Sainz und Fain (13), and after hydrolysis the phosphate was mes.
sured by the Ames method (14). Playmalogens were determined
by mensuring the aldehydes bound to the lipid fraction by the p-
nitrophenylhydrazine method (15). Total cholesterol in the en.
tract was messured by the A\xll mtlhod {16). Cerebrosides ware
astimatsd by the i inthe
axtracts {1 7). Cangliozides were & ined by ring sialic
acid in the lipid fraction (18), after handling the tssue according
10 Dreyfus ot. al. (19). Protein was measured by the biuret method
20).

The results of this study are expressed as mean = standard
srror. The statistical significance was calculaied with an gnalysis
of variance snd when differences were found & Scheffe test (21)
for multiple comparison was made.

RESULTS

The profile of the phosphohpxdv cardiolipin,
Pc, Pe, Pi, Ps and phosphatidic acid during the day-
ight cycle in the brain cortex of the rat is present
wm panel A, we can see a significant
increase in the cardiolipin content up to 725 at 01:00
hr{]ﬂ]ﬂm Pc, Pe, Pi and Ps plus phosphatidic
l maximum at 16:00 hr (panets B, C,
D lnd E respectively), but only Pe and Ps plus
phosphatidic acid became slxnmcunve with a Shef-
fn test (Table 1), The nocturnal increase of these
holipids was not statistically significant ex-
ccpt the increase in Pi and Ps plus phosphatidic acid
at 04:00 hr {panels D and E and Table I).

Knowing the changes of the individual phos.
pholipids of the brain cortex, we_present then the
profile of the total phospholipids A sig:
nificant increase observed at 16:00, resulted from
the nu;memmon in all the phosphuhpads studied
(Figure 1). The i in total phospholipids dur-
ing the right (24:00-04:00 hr) was not silmﬂcauve

phipathic nature of phospholipids make
these compoundl the major structural constituents
of cell membranes. Considering the importance of
the degm of mclhylunon of membrane phosph&
lipids we d dto the methylating activ-
ity from the ratios Pc/Pe, The results obtained are
shown in Figure 3; the ratio Pc/Pe remained low
during the light time (08:00- 16:00 br) showing a sig-
nificant increase st 04:00 b Tabie 1)
which result from the small but opposite changes of
Pc and Pe observed at that time (Figure 1, panel B
and C).

Other lipids that showed important day-night
variations were the plasmalogens. The results are
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presented in It can be seen that plasmo-
logens reach & minimum at 16:00 hr and & signifl-
cative increass from 22:00 hr to 02:00 hr (Tabie 1),
Ons of the major component of the nervous cell
membranes is cholesterol. The day-night variations
of this compound are shown i Cholesterol
was low during the dark period (20: :00 hf) and
increased markedly since 06:00 he until 16:00 he
(Table 1.

The levels of cercbrosides and gangliosides
were also measured, but none showed oscillations
along the 24 hours. Cerebrosides were constant at

)
3
1 S
I
i
gL
" 12K’
Tirme of doy hours)
g 1. Duy. lulmnhndwm of the brein
cortex of the rot. The dark ber indicaws.

urum‘.mu
repreumt mwsltld!ulnmimn data, Values
ware takon from Figure |.

380 = 43 ug.mg protein~ ' while gangliosides had a
value of 479 = 59 ug.mg protein~! during the day-
night cycle,

The statistical nuly:in of the results of this
study was performed by ic test of
Mann. Wlulncy Qn, ﬂxm. an U value of 0.0, In
this analysis most of the changes are significant (not

shown results), however we rather to use an analy-
sis of variance and a Shefle test also with a prob-
ability valus of 0.05. The results are presented on
Tablel, it can be seen that the vumion of the lipidic
studied p d significative differ-

ence mainly at two times of the day 16:00 hr and

X
1
b 1
10
S 12 W M2 ¢
Time of dey (houts)
¥ig. 3. Day-night varistions of the ph ine 10 phos.
phatidylethanolamine ratio. Dark “bar indicates night period.

Poinis represent the means = SEM of § 1o 8 experimental dats.
Values were taken from Figure 1.
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' Tabdle I, Statistical Anklysis with o Scheffé Test for the Values of the Lipidic Parameters Studied
Time of the day (h)
Parameter 06:00 1200 1600 20:00 22:00 24:00 0200 O04:00 06:00
Cardiolipin —- - - . [ - - s -
Phosphstidylcholing - - - - - - - - -
PMhosphatidylethanclamine - - L Y . - - ' -
phosphatidylinositol - - . . — - L™ -
Phosphatidylserine + [ . ba  abe, abe, *ca a ‘s [y
Phosphatidic acid
Total phospholipids - - * - ’ - - - -
Phosphatidylcholing . [] s — — — [ ‘s [
Pharphatidylethanolaming
Pasmalogens - [ sbe, [ *» LY % . [y
- 0 - - - - - ab “

Probability lcve! for s SchefTé test was fixed on 0.08, The * means thas the value is statistically different,
the better of the subindice indicates versus what Lime-values s significatively different,

04:00 hr, three hours before of the unset of light and
darkness.

DISCUSSION

During this work, important changes in the lip-
idic pattern of the cerebral cortex of normal adult
rats during the day-night cycle were observed. The
changes suggest a phenomenon of biological
rhythmicity associated with metabolic and physio-
logical functions, possibly synchronized by the pho-
toperiod. Two fundamental questions arised from
these results: a) How the levels of the lipidic com-
ponent were change. b) What is the physiological
significance of those variations. At the moment it

N

mq Plosmeisgen / mg Proten

PR
Time of day (hours)

12 B

Fig. 4. Day-night variations of plasmalogens of cerebral cortex
of the rat, Dark bar indicates night period. Points represent the
mean = SEM of & to B experimental dats.

is difficult to answer them but we can try to discuss
out results in the tight of other authors findings,
a) In relation to the first question, the main Nuc-
tuations were observed in phospholipids {Fig. 1,2
and 4); at certain times of the day, the concentration
ethbnum was losl. probably due to an unbalance
Y and bolism. The general
ionin p (F:gures land 2) ob-
served at 16:00 hr could bc due to an increase in the
de novo synthesis, since in the nervous cells the
enzymatic machinery necessary to form Pe and Pe
from choline or ethanolamine by the cytidine path-
way (23-26) is presert. During the dark period, the
variations of phospholipids (Figurc 1) are possibly
due to an interconversion or to exchange reactions

IR

«. 7w
Time of day thours)
Fig. 8. Day-night of 1otal chols | of cerebral con

of the rat. Dark bar indicates night period. Points represent the
mean = SEM of $ to 8 experimental data.
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Day-Night Variations of Brain Lipids

21, The { of Pc by i
tions of Pe is suggested by the elevated nllo I’cll’c
at 04:00 hr (Figure ). Early studies with radioactive
precursors (24, 28) had shown that the methylation
pathway is not & mior pathway for the synthesis
of lephohpml in the brain, however these ex-
ibly were realized during the day
ume in which this reaction is negligible (Fig. 3)
Also in the dark the base-exch

acetyl-Coa, An important pathway that drains off
acetyl-CoA is the synthesis of acetylcholine, this
transmitter presents diumal oscillations (37, 38)
with variations in the different cerebral regions (6).

An interesting observation is that the most sig-
nificative changes in the lipids studied occurred at
16:00 and at 04:00 ht (Table l) Similar scheduu-
unm were pre iously (5) for the ch

seem to be vary active. These reactions are re-
sponsibie for the energy-independent incorporation
of choline, ethanolamine and serine into the mem-
brane phospholipids: Pc, Pe and Ps respectively (29,
30), The high level of Ps during the night (24:00 and
04:00 hr) could be explained through the serine base
exchange with Pe, this possibility could also be valid
for the 16:00 hr increass, since this is the only route
knowa for Ps production in the brain (31). It is also
interesting that N also can be synthesized by an
exchange reaction (32) through an energy indepen-
dent incorporation of inositol in the presence of
manganese and cytidine nuclcotidﬂ What mech-
anisms late these i and ex-
changs reactions is not yet clear, but possibly the
enzymes encharged of these reactions are modu-
Iated by neurotransmitiers as was demonstrated by
Leprohon et al. (33) for the dopamine activation of
the methyliransferasey and the stimulation of the
|yn|bnl|oﬂ’clnm brain neurons, and by upctiu
and Michall (34) g that acetylch
stimulates Pi formation.

Srain is one of the organs with a higher content
of plasmalogens (35) being the most abundant the
athanolamine derivative, they have been considered
as lipids associated with nonmyelin membranes,
Discrets changes during ontogenic development
have been reported for these lipids (36). The profile
of plasmalogens obtained in this study (Figure 4) is
differant 10 that of the other phospholipids (Figurs
1). The mors evident change is their diminution at
16:00 hr, at the same time in which the other phos-
pholipids increase (Figures | and 2), the recovery
to its normal level occurs when there is a diminution
of the other phospholipids (Figures 1 and 2) at 20-
22:00 hr. These results suggest a competence for a
comman precursor for plasmalogens and phospho-
lipids like Pc, Pe, Piand Py or it could be due to s
feedback regulation {or plasmalogens formation.

Cholesterol levels also showed marked differ-
ences between the light and the dark periods: with
a decreass at night: (20:00-04:00 hr) at this time
there is a metabolic out-burst and a competence for

in and t
dismutase activities., All these changes sunesl that
at those times of the day, the cells (in this case of
the brain cortex) have been prepared metsbolically
for the onset of the activity of resting periods which
start approximately three hours Iater, Other general
observation is the marked changes at 20:00-22:00
hr, suggesting that this could be a transition time.

b) The physiolo;ical significance of the changes
here described s difficult to assess now wnh the
present data h if we that phosph
lipids along with cholesterol are the major structural
components of cell membranes we can suppose that
the changes here described might occur in the
plasma or mlcmomll membmm In this respect,
Hirats et al. (39) showed that the §

hylation of the phospholipids induces its rapid
transtocation and could modify the membrane flu-
idity and surface charge. Moreover, a change in
composition that is known to alter membrane vis-
cosity is achange in cholesterol/phospholipids ratio. -~
On this basis we might expect that the fluidity of
the membrane lipid matrix is altered during the day-
night cycle, being more fluid during the night be-
cause of a higher methylating activity (Figure 3),low
cholesterol levels (Figure $) and increased aumber
of unsaturated bonds in brain cortex lipids (5).

Membrane fluidity plays an important role in
several membrane functions such as the activity of
the membrane enzymes (40), accessibility of recep-
tors (41) and neurotransmitter secretion (42) among
others.

Although it is difficult to correlate the varia-
tions reported here with a modulation of the mem-
brane properties, it is highly probable that the
changes in the composition of certain membrane re-
;ions might affect nerve cell function. Furthermore,
the ch in ion could be a
physiological way to modume mcynbmu function

ynchronized by the photoperiod. and acting as os-
cillator related to Iilht and darkness or with some
physiological functions such as fasting and feeding
or the resting and activity periods of the rat,
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DISCUSION. )
1. Significado de los lunugos'roporndo-.

s) Dinfumice de las membranas celulares.- Como se ha venido cons-

_tatando en los Gltimos aiios, 1as membranas biollgicas son verdaderos orga-
nelos con funciSn y estructura bien definidas. Al estar formadas estas en-
tidades por una mezcla diversa de constituyentes de distinta naturslezs, -
se vualve diffcdl ol estudio de la regulacisn ds las funciones que en ella
se llevan a cabo. Otro factor de cosplejidad que se debe adicionar al pun-
to anterior, es el recambio, las interconversionss, y las oscilaciones tem
porales de los constituyentes de las msmbranas, todo lo cusl las convierts
en estructurss dindmicas y casbiantes. En el presente trabajo se hace énfs
sis en la ritmicidad que presentan algunos cosponentes de las membdranas ~-
- del Sistems Nervioso Central por lo que a continuaciln se discutirf la im-
portancis y el posible significado de cads uno de los resultados obtenidos:
1.~ Los casbios cbservados durante las 24 horas de 1a sctividad lipoperoxi
dativa, sugieren que la generaciSn de oxfgenc active, 8sf como las defen--
sas antioxidativas presentan fluctuaciones, sisndo &stas de tal naturalesa
que permiten un svaento de casi 100X de 1ls lipopevoxidacién cerabral duran
te ol perfodo de oscuridad. Lo anterior se confirma al observarse que el -
incremento en la actividad lipoperoxidativa coincide con un aumento de las
insaturaciones en ¢l extracto lipfdico, asf como con uns dieminuciln de la
actividad do la glutatiSn peroxidass. Lo anterior se puede interpretar en

el sentido de que la elevads lipoperoxidacin nocturna podrfa deberse a un
incremento on ol sustrato del staque del oxfgeno activo y & uns dissiny---

cis en ol processaiento ds los hidroperSxidos genersdos. Otros parfsstros
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que convergen con el aumento nocturno de la actividad lipoperoxidativa son
una disminucisn en los niveles de glutatiSn reducido y un sumento de ls ac
tividad de la supsrSxido dismutass. Los valores incrementados del gluta---
tiSn reducido tienen una posible explicaciSn en la ys mencionada bajs scei
vidad de la glutatiin peroxidasa, ya que al funcionar esta enzima, el glu-
tatitn se transforma s su forma oxidads, La superSxido dismutass aumentads

sugiera la participaciln del 18n superfxido en el aumento de la lipoperoxi

dacibn na. Ee 1 que ¢l 18n superfxido sea neutrali-

zado por ls ac;:£6n de ests ensims, es posible todavfa generar oxfgeno acti
vo por madio de los siguientes eventos: como consecusncia de la dismuta---
ci6n del 18n superSxido se genera agua oxigenada (hzoz). ests compussto en
1a mayorfs de los tejidos se metaboliza hacia I|20 + 02 por medio de la -
catalass, pero en sistesa nervioso, esta entima se encusntra casi susente
(35), por 1o que su descomposicidn del Hy0, se 1leva a cabo por la gluta--
t18n peroxidass. Como esta enzims se encuentrs en bajs actividad durante -
la oscuridad, el Ilzo2 e suscaptible de presentar la resccifn de Penton en
presencis de fierro o cobre. La reacciln de Yenton genera radicales oxhi--
drilos (0H'), los cuales son sumamente reactivos y podrian aventuslmente =
ch los responsables de la elevada actividad lfpoperoxidativa encontrads ~
Jnrmu la noche. Se ha reportado variaciones regionasles en el ceredro ds
la rata en ol contenido de Fe y Cu, que concuerdsn de manera suy aceptable
con la actividad lipoperoxidativa observada en cads regiSn, por lo que se
podrfa suponer que estos cationes pudieran actuar como inductores de la 1i-
poporoxidactén cerabral (36). Cebe mencionar que como dato an no publica-

do, en el tradbajo de labovatorio se caracterizaron las variaciones luz-oscy



rided del ciclo de las pentosas. La tcnica se desarrolls segln ls técni-
cs de (37) utilizando una preparacin sinaptosomsl cruds.
Se encontrS uns dieminucifn significativa en la sctividad de ssta via me-
tabSlica durante el perfodo de oscuridad coincidiendo con ls fase de alta
1lipoperoxidaciin. Este dato podrfa interpretsrse en el sentido de que ol
ciclo de las pentosas proves de poder reductor (NADPH) a la glutatisn re--
ductsss, ls cusl convierte al glutatidn oxidado en reducido, siendo este -
ol sustrato psrs 1a accién de 1a glutatise peroxidasa que es la enzima que
o6 sncarga de procesar los perSuidos forsados por oxfgeno sctivo; al setar
disainufdo el clfco de las pentosas no hay suficiente glutatisn reducido,
fapidiendo el funcionamisnto de la glutatifn psroxidasa, sisndo ambas pre-
dicciones consistentes con los resultados obtenidos en este reporte, lo --
wis importante ds esta correspondencia e¢ que existe una l8gica interna en
tre los datos obtenidos en la cortess cersbral total, como son todos los -
golultcdoo de los 2 trabajos publicados, y ¢l del ciclo de las pentosas -
trabsjado en sinaptosomas. Lo anterior podris eugerir que algunas de las -
variscionss reportadss podrian estar verificindoss en los sinaptosomas o ==
terainaciones de las neuronas de la cortesa ceredral.

2.~ Las fluctusciones de la sctividad lipopsroxidativs encontradas en ls -

cortess cerebral del cerabro de la rata p ser un f concertado
L]

an ol que fanterviensn varios el t La repercusiln que a nivel de mem~

brana celular tiens este efecto, es diffcil de discernir, pero apoyfndonos

on inf, 160 de 1a 14 e podris sup que 1a semt qu‘ [N

£re ol proceso peronidativo sumenta su rigidez (38). Este corolario pedefa
rectificarse por el hecho del sumento de insaturacfiones em el extracte ii-

pldico, el cual harfa sis flufda ls membdrana celular. De cuslquier sede oo
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hace necssaric verificar que los hallazgos .reportados se llsven a cabo
en la misma wembrana.

3.= Los resultados anteriores sugierenque las sembranas celulares de la
regifn cerebral estudisda se ven afectadas por el perfodo de lus-oscuri
dad. Con sl propSsito de comprobar si algin otro elemsnto relacionado =
con las membranas pudiera presentar oscilacionss tesporales, se proce--
418 & cusntificar las diversas classs de 1fp1dos que conforsan las men-
branss del sistema biolSgico estudiado. De esta manera ee verificaron
fluctuaciones de la mayorfa de las fosfolfpidos glicricos, de plasasld
geos y del contenido de colesterol; mientras que los gangliSeidos y ce-
rebrésidos permanscieron inalterables durante el perfodo de luz-oscuri-

dad,

4.~ La ritmicidad pressntads por los fosfolfpidos difiri8 de la mostra- .

da por la:activided lipoperoxidstiva, principslmente, por presentar in
cresentos en varise horas independientesents de 1la fase luminoss o de

1a oscura del experimento, misntras que los niveles altos de la lipope
roxidaciSn 8¢ concentrazon durante todo el perfodo de oscuridad. Los -
S fosfolipidos enssyados, fosfatidilserins, fosfatidilinositol, fosfa-
tidiletanolamina, fosfatidilcolina y cardiolipina presentaron fluctua~
ciones. Integrando los cambdios presentados por todas estas soléculas,

es interssants notar un ausento de la cantidad de fosfollpidos totales
a 1ss 16.00 h,, as{ como un incramento nocturno en la relacidn fosfati
dilcoline/fosfatidiletanclaning. En veleciSn con estos hechos se hs ==
roportado qus sinaptosomas aislados de ceredro de rats possen la cepa-
cidad do' siatetisar fosfolfpidos de maners autSnoma del resto de la -~

neurons (39). Adem3s, los cambios encontrsdos en los fosfolfpidos su--
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gieren que la distribuciln asimftrica de §stos en la membrana puede ser

objeto de modulacidn. Se pta que la pa externa es rica en fos-
fatidilcolins, mientras que ls interns capta en su totalidad la fosfati-
dilserina y el fosfatidilinositol; la fosfatidiletanolamina se localiza
en anbas monocapas. Se ha descrito que ademfs de la sfntests de fosfolf
pidos dependientes de citidfn neucleStidos, las membranas celulares son
capaces de interconvertir en cierts medida los fosfolfpidos presentes -
en ella. Asf por ejemplo, la fosfatidileerina descarboxilass convierts

a la fosfatidilesrina en fosfatidiletsnolamina y una serie de dos metil

tranef se de transformar la fosfatidiletanolamina en fos
fatidilcolina (40). Eeta Gltims actividad, que ha sido ampliamente estu
diada por Axelrod y col, trae como consecuencia una translocacin de --
fosfolipidos de h monocapa interns & la externa, reflejfndose este fe-
nfaenc como wa sussnto en la fluidez de la membrana, sl cusl parmite -=-
aventos secretorios asocisdos (41). Los resultados obtenidos sn el pre-
ssnte trabsjo sugieren que sl el incremento nocturno de la relacién fos
fatidilecolina/fosfatidiletanolaning se ubica en slguna poblacién defini
da de membranas nsuronales, las propiedades bioffsicas de £sta, oscila-
rian en los diferentes lapsos del perfodo de lus-oscuridad. v
3.= Uno de 1os factores que afs clarasents afectan las propiedades ffsf

cas de lss membranas celulsres es la pr 1a de col 1. Esta mol§

culs tigidizs las membranas y su contenido en la bicapa fosfolipfdica -
woduls diversas acciones enziaficicas (42). B1 ido de col ol en

1a cortesa cersbral presentS wna disminucin fsportante en sus nivelcs -
durante 1a fase de oscuridad. 81 suponemos que este afecto se presantl -

en una poblacién homoginea de mesbranas celularas, debemos fnferir qus =
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esss membranss son afs flufdas durante la noche que en el dfs.

Otro components lipfdico de las wembranas del sistema ner--

vioso que pressntS uns oscilaciin bien definids, fueron los plasmalége- ‘

nos., Estos otcrofoitol.!pldo- han cobrado reci uns gran impor--
tancia al descubrirse que 1s menbrans de las srquecbacteriss tienen co-
"0 Gnico constituyente lipfdico & los plasmalSgenos (43). In el sistems
nayvioso seha reportsdo ques durante la ontogenis la cantidad de plasma~
18genos cevebrales incrementan ds msnera importante despuls del naci---
nfento (44)1 El patrdn tesporal que pressntaron los plassalégencs en ls
cortess cerebral de 1a rats, & diferencia de los otros fosfolfpidos es-
tudiados, muestran uns disminuci8n significativa a les 16:00 h.
6.= Aunque los anteriores resultados y comantarios consciernen princi--
palnente con los componsntes lipfdico de las membranss celulares, exis-
ten reportes en la literstura que indicsn variaciones lus-oscuridsd y -
circdices de protelnas neuronsles ds membrana. Zatas informscionss se
refieren a cambios en el nlmero o en 1a sfinidad de un gran nimero de ~
receptores a diverscs neurotrenssisorses, tales como la serotonins, ls -
norepinefrins, dopanina, etc. (45), Estos cambios pueden deberse s una
sintesis sussntads d¢ 1s proteina en sf, por uns mayor actividad trens
eripcional y traduccionsl, o en el caso principal de los cambios de aff
nidad, s variacionss de 1a estructura terciaria de la protefna en rese~
puests & modulacionss del ambiente 14pfdico de la membrana. Este dltimo
punto cobra importancis & ls lus de los resultados aqui reportados.

2.~ Netsrogeneidad del Stetems Nerviomo. '

Desde hace un busn nisero de ailos, en la mente de los cien-

tificos existe la inquietud por descifrar el enigna del funcionamiento
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del afs fancinante de todos los Srgenos: el cerebro., Esta tarea titénice
se dificulta por el nl_to grado de complejidad que presenta sl Sistema -
 Nervioso. Algunos de los niveles de organizsciSn que presenta este sists
m8 y que es pertinente revisar en relaciSn a los datos obtenidos en el -
presente reports, son los eiguientes:

1.~ E1 Sistema Mervioso Centrsl de los manfferos superiores estf formado
'por regionss con una estructura y funcidn caracterfsticas. In este senti
do podemos distinguir Ereas de un mayor desarrollo filogenftico, como ls

cortess cerebral y otras uis primitivas como las partenscientes sl siste

ma lfabico. La pr ia de isotes y neuromoduledores varfs
de regifn & regidn, asf como el nisero y clase de ios receptoras de cada
uno de ellos. En referencis s los parfmetros que se cuantificaron an es-
te trabajo, ya se ha reportado un estudio en el que cuantificaron 1a ac-
tividad lipoperoxidativa en todas las &reas del encifalo (46); los resul
tados indican qus la sustancis negra es la parte del eistema nervioso ~-
que afs lipoperoxida, teniendo tambifn valores elevados la cortesza, el -
cerebelo y el hipotflamo y con niveles discretos, la mfdula oblonga y la
afdula espinel.

2.~ Como ys se comentS en la Introducciln, en el Sistema Nervioso se lo-
calizan una gran cantidad de formas celulares, entre las que podemos dis
tinguir principalmente neuronas y cflulas glisles o acompafiantes. Son nu
merosas las revisiones y los libros de texto que enfatisan 1e gran diver
oidad do formas neuronsles qua podemos encontrar en el ceredro, algwnas -
do las afs representativas son las células cersbelosss de Purkinje, las =
cflules piranidales d¢ 1a cortesa y aquéllss del hpocampo, por mencionar

algunos sjemplos. Existen neuronas wonopolarss, binhuo; otzas que for-
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man sinapsis qufmicas con sus vecinas y algunas sfis que 10 hacen de manera
slactrotSnics. Entre las células gliales se localizan entidsdes de variss
clases, siendo ls principal, los astrocitos. Adn squf, se han reportado di
versss clases de astrocitos dependiendo 1a regiSn cerebral estudiads (47).
Todo lo anterior mos indica que en Sistems Nervioso debemos considerar va-
tias posibles fusntes de membranas biolSgices que estarfan representadas -
por las difersntes poblaciones celulares del cerebro.

J.= Ls unidad funcional del Sistems Mervioso es 1s neurona. Ista cfluls ==
especializads en la conducciln ds impuleos elSctricos y que desempefia una
ds 1as labores de comunicaciln ¢ integracin mfs notables, posee uns morfo
logfa muy carscterfstica. A pesar de las diferentes formas neuronales que

" ss mencionaron en el punto anterior, la neurona posee una ctopograffs pro-
pia. Esta topograffa se puede conceptualizsr en una parte receptors o den~
dricica, una secciln conductors o axdnica y una terminal efectora o eindp-
tica.8e ha documntado en gran extensiln que cads una de estas regionas -
nsuronales poses dominios de mesbrana propios y diferentes a los otros ---
dos (48). Para ejemplificar este punto, baste citsr que ¢l impulso nervio=
80 se genera en una parte especializads del axdn, cercana al soma, que se
denonins cono axdnico. Este subregiln naurcnal poses una pobdlactisn de cang
les 16nicos diferente de la dendrftica y del resto del axén (49). Ls sinap
#ie o8 la parte de 1a neurena espacializada en la secrecisn o liberacién -
de 1os mensajeros quinicos. Ls weabrans plasaftica en este nivel debe ser
de tal naturalesa que permits la fusifa y el reciclamiento de las vesfcu--
las lll‘ptie.l.. En reswmen, oln 81 constderamos & la podlacilm neuronsl -
como mayoritaris de nuestro sistems d1018gico de estudio, tendrfamos qus

. _acepter la presencis de dominics independientes y definidos de 1as subas-



tructuras nsuronalss.
4.- Otro aspecto que interesa & los argusentos de esta discusién, con--
cderne & la naturaleza sucarfionte de todas las cflulas distintas que se
locslizan en el Sistema Nervioso. Ya que el presente estudio se realiz$
en los extractos lipfdicos de corteza cerebral de rata, Estos inclufsn
todas las endosembranas y organelos de las neuronss y cflulas glisles -~
ahf contenidos. Por lo tanto, no es extrafio que uno de los fosfolipidos
detectados en los estudios de ritmicidad sea ls cardiolipins, que se --
considera un 1fpido marcador de mitocondria. Las implicaciones que tie-
fne este punto en particular son interssantes, ya que se ha docusentado
variaciones en la relacifn colesterol/fosfolfpidos entre retfculo endo-
plisnico liso y el rugoso (50); as{ como diferentes poblaciones mito=~=
condriales, sinfpticas y no linlptlcu o libres (51). Todo lo cusl afla-
de un nivel nfis de complejidad al estudio del Sistema Nervioso y en par
ticular, sl presente trabajo, lo obligs a valorar con precaucién los ha
1lszgos obtenidos,
5.- En resumen, ol estudio de las membranas celulares del Sistema Nervio
s0 contempla varios niveles de complejidad: el frea del encélfao que se
elija como de interfs; la clase y proporciln de elementos celulsres pre-
senta la topogratfa neuronal y 1s presencis de membranas internas en ca
da una de las cflulas de la porciSn del encéfalo s estudisr.

3.~ Osciladores biol8gicos.

Todos 10s organissos eucariSticos, desde los protistas s los
vartebrados supsriores, utilizan osciladores endSgencs en el proceso de
adaptacién sl medio smbiente. En los sietemas sulticelulares so vusive -

imprescindible jerarquizar la anplia gsma de osciladores que on oilos se
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pressnta. La conjuncifn de las células en el contexto de un tejido, un
Srgano o un organismo, les confiere la capacidad de oscilar de una ma=~
nera coordinada resultando esta puesta sn fase de los osciladores indi
vidusies en la apsricién de complejos fenSmenos fisiolSgicos (52). Un

ejemplo que ilustra el postulado anterior es la periodicidad cercana a
las 24 horas que presenta la actividad del ojo de Aplysia y que resul-
ta de la interacciSn de uns poblaciSn de neuronas. Si se empiezs & ali
mfnar cada una de estas cflulas, se llega al lfmite en que el perfodo

de oscilacidn de la actividad Sptica se hace mucho menor de las 24 ho=
ras originsles (53). Uno de los principales sincronizadores de los rit
mos blolSgicos es el ciclo luz-oscuridad qus en la mayor parte de nues
tro planets se encuentra cercano a las 24 horas. Los hallszgos encon--
trados en el presente trabsjo, a pesar de que no se ha demostrado su

naturaleza endSgena, constituyen un nimero importante de ritwos que de
manera coordinada, modulsn la estructura lipfdica de 1a corteza cere=-
bral de la rata. Gran parte de las fluctuacionss encontradas en i-tu -
sisteas respondieron al perfodo de luz-oscuridad previamente estableci
do; y de esta maners las oscilaciones concuerdan con las varisciones -
en patrones generales de conducta, como serfan el perfodo de suedio-vi-
silia, descanso-actividad, o el de ingesta de alimentos, etc. Aunque -

no se ha d rado aiin une correspondsncis o funcifn fisiolSgica de -

los ritmos en lon componsntes mesbranales de 1ls corteza cerebral, y no
sabesos que tan generalizados ssan en otras fress del encéfalo, pode=-
208 sugerir a rafz de los datos de ls literatura que los cambios dfa-
nochs aquf reportados, podrian repercutir en el funcionamignto de las

cflules nerviosas y de esa maners funcionsr como uno de los osciladoe=
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res biolSgicos responsables del complejo funcionamiento del cerebro.
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CONCLUSIONES.

En base a los datos reportados en los dos trabajos publica-
dos, podemos concluir que:

a) Hemos detectado un fendmeno rftmico en la corteza from-
tal de la rata qus comprande componentes y sctividades de los aistemas
de membrana en dichs regiSn cerebral.

b) La naturaleza de las variaciones es tal, que podemos su-
poner que un buen nimero de funciones membranales pusden verse wodula--
das por las fluctuacionss reportadas.

c) Es necesaria una sxploraciSn posterior para definir con

precisifn el sustrato celular, worfolSgico y topogréfico de las ritmici °

dades encontradas.

d) Las fluctusciones responden & un perfodo de luz~oscuri-=
dad de 12 h por 12 b por lo que se debs constatsr si son de naturalesa
endSgena.

a) Los ritmos aquf raportados y que tienen como sustrato las
membranas del Sistema Mervioso, pusden ser algunos de los osciladores bio
18gicos que influyan en las diferentes conductas que musstra la rats, ¢o
w0 son el po_r!odo de deacanso y actividad, ¢l de ingesta de alimentos y

ol de susdo-vigilia, estendo todos ellos regulados por el fotoperfodo.

63




BIBLIOGRAFIA.

1) Libros.

1,= Lehninger, A. 1983. "Lfpidos y Membranas™. Bioquimica. Ed. Owega.

2, Herman, R.H. Cohn, R, M. y NcMamara, P, D. 1980. "Mon equilibrium
tharsodynamice, non covalent forces, and water". Principles of Me
tabolic Control {n Mammalian Systems. Plenum Press. New York and
London.

3.« Cohn, R.M., Yudkogf, M. y McMamsra, P.D. 1980. "lc‘rvoueluntnl -
and Oscillatory Phenomena”. Principles of Metabolic Control in -
Masmalian Systems. Plenus Press. Wev York and London.

&

_Lang, G, 1979. "The role of lipids en the structure and function
of membranes”. Subcellular Biochemestry, Vol. 6. Plenum Press. -~
Wew York and London.

S.= Halliwell, B. y Gutteridge, J.M.C. 1985, "The Chemestry of oxigen
radicals and other oxygen-derived species”™. Fres Radicals in Bio~
logy and Medicine. Clarendon Press. Oxford,

6.~ Hallivell, B y Gutteridge, J.M.C. 1983. "Lipid peroxidation: a ra
dical chain reaction". Free Radicals in Blology and Medicine. Cla
uﬁdon Prass. Oxford.

7.= Albers, B., Bray, D., lewis, J., Raff, M., Roberts, K y Watson, -

J.Ds 1993, "The narvous system". Nolecular Biolegy of the Cell, =

Garland Pudlishing Inc. New York and London.



65

II) Artfculos. v
1.~ Abraham, K.A., y Eikhom. T.S., 1972, Biochem. J. 149:669-674.
2.~ Mler, A.J,, Gr L. y P H.0. 1969. Biochemestry.

8:3846-3859.

3.- Davies, R.J. 1973, Biochem. Biophys. Res. Comsun. 52:1115-1122,

4,- Darnell, J.E., Wall, R.,, y Tushineki, R.J. 1971, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 68:1321-1325.

5.= Montenay~Garestier, T., Helene, C,, y Michelson, A.M. 1969, Bio ~=
chem, Blophys. Acts 1021342-354.

6.~ Lizards, P.M., Willisnson, R., y Brown, D.D. 1975. Cell. 4:199-208.

7.- Olsnes, S. 1970, Eur. J. Biochem. 15~46i=~471. '

0.~ Slater, 1., Cillespie, D., y Slater, D.W. 1973. Proc. Matl. Acad. ~
Sci. U.8.A. 70:406-411.

9.~ Cann, A., Gasbino, R., Banks, J. y Banks, A. 1974. J, Biol. Chem.
2491756-7540,

10,~ Wiegers, U., y Hils, H, 1972, FEBS Lett, 23:77-82,

11,- Torrence, P.F., De Clercq, E., y Witkop. B 1977, Biochem. Biophys.
Acta 475:1-6.

12,= Ruderman, J.V,, y Pardue, M. L. 1978, J. Biol. Chem. 253: 2018~
2025. ‘

-13.= Bekker, I.M., y Molin, 1.M. 1968, Blofizika, 14:740-741.

14,= Hirsch, M. y Penman, 8. 1973, J. Mol. Biol. 83:131-142,

15,~ Yogo, Y., y Wimmer, E. 1972, Proc, Matl. Acad. Sci, U,S.A, 69:1877- k
1882, '



66

16.- Tomlinson, B.L., y Peticolas, W.L. 1970, J. Chem. Phys. 52:2154~
2156.

17,- Bobst, A.M. 1972, Biopolymers. 11:1221-1233.

18.~ Applequist, J. y Damie, V. 1966. J. Ax. Chem. Soc. 88:3895-3890.

19.- Mondal, H., Sutton, A., Chen, V.J., y Sarkar, 8, 1974, Biochem.
Buiophys, Res. Commun. 56:988-996.

29.- Ojala, D., y Attardi, G. 1974, Proc, Wetl, Acad. Sci. U.8.A. 711
563-567,

21.- Shires, T.K., Pitot, H.C., y Kauffmann, 8. A. 1979. Blomenbranes.
5181-143.

22.- lkehara, M., Fukui, T., y Ussugi, S. 1980. J. Biochea. (Tokyo).
76:1107-115.

23,~- Jolinek, W. R. 1982. Cell. 2:197-204.

24,~ Van Aselscoort, J.M.M., De Pont, J.J,H.H.M., y Bonting, 8. L, -~
1977. Mochea. Blophys. Acta 466: 283-301,

23.~ Kant, j.A.. y Steck, T. L. 1973, J. Biol. Chem. 25212134-2142,

26, Eldan, R., y Mayer, F.J. 1981, Pylsiol. Plant, 26:67-72,

27.- Morse, D.E., Duncan, H., Hooker, N., y Morse, A, Science. 196:298-
300.

28.~ Tuttle, J.V. y Krenitsky, T. A. 1977, Fed. Proc. 361776,

29.- Crass, M.F., 111, 1983, Ped. Proc. Ped. An. Soc. Exp. Biol. 1611995
1999.

30.~ Clerk, M.G., Filsell, 0. H., y Jarret, 1.G. 1977, Hormons and Meta
bolic Research. 91213-217.

3.~ Zeiger, E., Moody, W., Hepler, P., y Varela, F. 1904, Nature (Lon-
don). 2703270-271.



32.- Van Lesuwen, C., Stas, H., y Osstrischer, A.B. 1979. Biochem., -
Biophys. Acta 304:642-659.

33,~ Arfchiga, H. 1980. Ciencis. 31:79-89,

34.- Drucker, R. y McGaugh, J.L. 1977. Neurobiology of Slesp and Memo

- ty, pp: 37-74. Academic Press.

35.~ Dickson, R.B., Willinghas, =.C. y Pastan, J. 1981, BMol. Chem.
25613454-3439.

36.~Gutteridge, J.M.C., Hallivell, B., Treffry, A., Harrison. P, y =~

" Blake, D, 1983. Bioches. J. 290:557-360.

37.- Uakis, A. M., Moas, C. y col.loq. s, M, 1975. J. lourocm 26
683-680.

38.= Vor referencis 5 del trabajo de Neurochemical Rssearch.

39.~ Miller, K. K. y Dawson, R.M.C. 1972. Blochem. J. 126:805-021,

40.- Ver raferencis 39 del trabsjo de Newrochemicsl Rasearch.

41.- Ver referencis 42 del trabajo de Neurochamical luurcl}.

42, Ver refersncis 40 del trabajo de Neurochemical Rasesrch.

43.- Millson, 5.C. 1979, Sci. Amsr. Agostoi9-19. '

&4.~ Vor referencis 1 del trabajo de Neurochemical Ressarch.

45, Kafka, M. 8., Wirs~Justice, A., Wober, D, y Wehr, T. A. 1982,
Neuropharmacol, 20:1421-425,

'

46.- Ver refarencis 8 del trabajo de W henical R
47.= Rosen, F. y Milholland, R. 1979, Fed. ’IOF. 193444-449,
48,~ Grace, A.A. y Bunnay, B.3. 1978, Neuroscience. 101333-348.
49.-L1infs, R. y Yarom, Y. 1901, J. Physiol. 313:569-584.

50,- Pres Temayo. R. 1975. En Patologfa Moleculsr, Subcelulsr y Celu-

lar. pp. JA9=356. Prensa Midica Mexicana.

67



51,~ Lai, J.C.K.; Waleh, J.M., Dennis, S5.C. y Clerk, J.B. 1977. J.
¥eurocham. 20:625-631,

52.~ Pittendrigh, C.5. 1974. En The Neurosciences. pp. 437-458. Cam-
bridgras MIT Press.

$3.~ Borl, 8.J. 1982, ¥eurobiol. 39:326-334.

68



	Portada
	Índice
	Introducción
	Publicaciones
	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía



