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RESUMEN

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) inducen la sintesis de mediadores solubles por las células mononucleares
inmunocompetentes en el cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer. Se determinaron los niveles de
indicadores del metabolismo oxidativo y las citocinas proinflamatorias en el tejido cerebral de ratas viejas con
déficit cognitivo, con el objetivo de evaluar la interaccién probable de estas variables y su implicaciéon en la
neuropatologia de la enfermedad. Se hicieron estudios conductuales en los animales para demostrar el deterioro
cognitivo. La cuantificacién de los indicadores bioquimicos e inmunolégicos se realizaron por métodos
espectrofotométricos e inmunoenzimaticos. Se observaron cambios en los indicadores del metabolismo oxidativo
asociados con la edad. El estrés oxidativo mostré un patrén de cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes
en el cerebro. La superéxido dismutasa se sobreactivé en todas las regiones estudiadas, y la catalasa solo en
aquellas donde el proceso neurodegenerativo es més prominente, como el hipocampo y el estriado. Existen
cambios en las concentraciones de malondialdehido, fosfolipasa A2 y en el factor de necrosis tumoral a asociados
con la edad, que confirman que las ERO son mensajeros celulares y no simples agentes deletéreos. Este estudio
evidencia un vinculo estrecho entre el metabolismo oxidativo y los procesos cognitivos asociados con la edad.
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ABSTRACT

Oxidative stress indicators in brains of cognitive-deficient elderly rats. The role of reactive oxygen species
(ROS) in the pathogenesis of Alzheimer’'s disease derives from a prolonged pro-oxidant state that induces the
synthesis by immunocompetent mononuclear cells of soluble mediators in the brain of patients. The present paper
focuses on determining the levels of oxidative metabolism indicators and pro-inflammatory cytokines in brain
tissues of cognitive-deficient elderly rats, to evaluate the probable interaction among these variables and their
implication in the neuropathology of this disease. Behavioral studies were carried out in animals o demonstrate
cognitive deterioration, the biochemical and immunological indicators quantified by spectrophotometric and
immunoenzymatic methods. Changes were observed in aging-associated oxidative metabolism indicators. The
oxidative stress showed a changing pattern of antioxidant enzymes in the brain, where the superoxide dismutase
was over-activated in all the regions studied and catalase were only over-activated in those regions where the
neurodegenerative process was prominent (hipocampus and striata). The concentrations of malondialdehyde,
phospholipase A2 and Tumor necrosis factor a changed with aging, confirming ROS as cellular messengers and not
only as deleterious agents. This study evidences a strong relationship between oxidative metabolism and aging-
associated cognitive processes.
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Introduccion

El aumento de la expectativa de vida ha originado  este aislamiento anatémico del hipocampo es el cau- 1. Hardy J. The genetics of Alzheimer's

un envejecimiento de la poblacion y por consiguiente
un incremento relativo delas enfermedades asociadas a
este entre ellas, las enfermedades neurodegenerativas
como laenfermedad de Alzheimer (EA).

En las demencias, los sintomas son heterogéneos
por lo que a diferencia de la mayoria de las enfer-
medades neurodegenerativas asociadas con la edad,
no constituye un sindrome unitario, sino que resul-
ta heterogéneo e incluye subgrupos homogéneos de
etiopatogenia alin bajo hipétesisy, al parecer, multi-
factorial y poligénica [1-3] y a consecuencia de lo
cual no se dispone de terapia eficaz [4].

La EA se caracteriza por la pérdida neuronal en
varias éreas corticales, sobre todo del 16bulo tempo-
ra y la corteza entorrinal, asi como en el complejo
colinérgico del cerebro basal anterior. Se sugiere que
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sante de | os déficits cognitivos (demencia) asociados
aestaenfermedad [5, 6]. Desde el punto de vistacli-
nico, se perciben sintomas neuropsiquiatricos, como
demencia, confusion, irritabilidad, deterioro del len-
gugjey de lamemoria espacial.

El cerebro es una estructura altamente oxigenada.
Existen multiplesfactores que hacen aestetejido par-
ticularmente vulnerable a dafio oxidativo conrelacion
a otros tejidos del organismo, por una parte, tiene
muy baja actividad de las enzimas antioxidantes, y por
otro lado contiene el evadas concentraciones de hierro
y otros substratos facilmente oxidables, como acidos
grasos polinsaturados y catecolaminas [7].

Lareactividad del oxigeno y de las especies deriva
das de este, debido a su naturaleza electréfilica, son la
base de unafraccion importante de los eventos toxicos
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que ocurren en los sistemas aer6bicos. No obstante,
multiples evidencias experimentales sugieren que las
especies reactivas del oxigeno (ERO) no actlian sola-
mente como agentes Nocivos, sino queforman partede
los mecanismosfisiol6gicosde sefidizacidnintrace ular.
Por lo tanto, el mantenimiento del equilibrio entre la
generaciony e consumo de oxidantesesimprescindible
para el mantenimiento de laviabilidad celular [8].

Ademés, desde hace muchos afios se ha argumen-
tado laparticipacion del sistemainmune enlapatogenia
delaEA, basado en estudios que evidencian un proceso
inflamatorio crénico activo en e cerebro de estos en-
fermos[9]. El proceso de activacion del sistemainmune
induce la sintesis de mediadores solubles por células
mononucleares inmunocompetentes, fendmeno este
que ocurre durante e desarrollo de una respuesta au-
toinmune [10, 11].

Es importante sefidar que las ERO intervienen en
mecanismos fisiolgicos de sefializacion intracelular;
entre ellos, los factores de transcri pci 6n: factor nuclear
kappa B (NFkB) y el activador de proteina-1 (AP-1)
[12-15]. Estosfactores modifican su expresiony alte-
ran su capacidad de unién aelementos gendmicos que
ellas controlan en dependenciade laconcentracion de
estas especies reactivas, asi como proteinas quinasas
y fosfatasas que también estén sujetas alamodulacién
oxidativay que por estavia pudieran estar involucra-
das en la muerte neuronal .

En este estudio se determinaron los niveles de in-
dicadores del metabolismo oxidativo y de citocinas
proinflamatorias en el tejido cerebral de animales
envejecidos (ratas vigjas con déficit cognitivo), con e
objetivo de evaluar la interaccion probable de estas
variablesy su implicacidn en la neuropatologia de las
enfermedades asociadas a envejecimiento.

Materiales y métodos

En el estudio se utilizaron 35 ratas Sprague-Dawley
machos procedentes del Centro Nacional parala pro-
duccion de Animalesde Laboratorio (CENPALAB, La
Habana, Cuba) de dos grupos etareos: jovenes (n = 15;
2 meses de edad) con un peso corpora de 272+ 36 g
(media + desviacion esténdar, DE), y vigjas con défi-
cit cognitivo (n = 20; 22 meses de edad) con un peso
corporal de 520 + 46 g (media+ DE).

Requerimientos generales de habitat

Se mantuvo e cambio de encamado dos veces por
semana a cuatro ratas por cgja. Latemperaturafue de
22-24°C, lahumedad relativadel 60 + 5%. El ciclo de
luz-oscuridad 12 x 12y el acceso ad libitumal aguay
alacomida

Criterios

Deinclusién: ratas viejas con déficit cognitivo (véase
seccién de estudios conductual es).

De exclusién: Presencia de afecciones tumorales; tras-
tornos en la marcha; mutilaciones corporales; peso
corpora inferior a 520 g (animales vigjos) o0 190 g
(animalesjévenes); cambiosen lacoloracion ddl pelaje.
Criterioclinico de“ no apto” por inspeccion veterinaria
deacuerdo alos control es periddicos derutinasanitaria,
seglin Clark y cols. [16] y segun las especificidades
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paraanimalesenve ecidosreferidas por Hubel y Brener
[17] y e Consgjo Canadiense parael Cuidado Animal
(CCAC) [18, 19].

Estudios conductuales

I. Prueba de evitacién inhibitoria

Se empled una caja de evitacion de dos compartimien-
tos (Electromedicina, CIREN) depléasticoy acero. Las
paredesy el techo eran oscuras en un compartimiento
y transparentes en el otro, frente a que se coloco una
fuente de iluminacién (100 W). Ambos compartimien-
tos se comuni caban mediante una puerta de paso.

Procedimiento

Segulin o descrito por Graham y Buccafusco [20], €l
experimento incluyé un periodo de familiarizacion
y otro de prueba con dos fases: aprendizaje y reten-
cion, consecutivas, y con un intervalo de 24 horas.

- Familiarizacion: se coloco larataen e comparti-
miento iluminado con lacaraopuestaa compartimiento
oscuro (posicioninicial) y sele permitio € libre movi-
miento por toda la cgja. Después de seis minutos, se
puso larata en la cgjade procedencia

- Aprendizaje (fase 1): 24 horas después se repitio
€l proceder anterior, seregistrélalatencial (L1, tiempo
gue demora en pasar a compartimiento oscuro) y €
nimero de cruces entre uno y otro compartimiento
(C1). Alos6 minutos, secerré lapuertadepasoy lara
taquedd en e lado oscuro, sele aplico un shock eléctrico
de 75 a 80 Hz, 1.5 mA durante dos segundos. Inme-
diatamente, se puso larata en la caja de procedencia.

- Retencion (fase 2): transcurridas 24 horas, se
repitieron los procederes de colocacion y registro de
latenciay cruces, ahoradenominadosL2y C2, duran-
te seis minutos sin aplicar shock eléctrico.

Il. Aprendizaje y memoria espacial
en el laberinto acudtico de Morris (LAM)

Aparato

Piscina circular de acero inoxidable, fondo y paredes
blancos, con plataforma de escape transparente y
circular sumergidaa 1 cm por debagjo del nivel del agua
(invisible paralarata que nada sobre la superficie).

Condiciones de experimentacién

No hubo ruidos ni otras sefiales que provocaran ina-
tencion o desorientacion del sujeto experimental ni
sefiales extralaberinticas. El experimentador se situd
lgjosy, de aproximarse, 10 hizo en continuo movimiento
paraevitar convertirse en unfalso punto dereferencia.
Se evit6 la hipotermia después del ensayo.

Procedimiento

Segin Morrisetal.[21],y Terry [22]. Diasde prueba:
5, con 37 ensayos, distribuidos 8 por diay 5 el Ultimo
dia. El animal se liber6 en el agua desde uno de los 8
puntos cardinales seleccionado a azar, de frente ala
pared y permitiéndosele nadar durante 60 segundos.
Si en esetiempo no fue capaz delocalizar laplataforma
sumergida, sele coloco sobre elladurante 30 segundos,
y después seinici6 el ensayo siguiente. Se registroé:
- Recorrido de larata.
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- Latencia de escape por ensayo (LE): tiempo que
demor6 € animal en encontrar laplataformasumergida
El valor maximo fue 60 segundos.

- Ndmero de cruces andlogos en € ensayo 37. En
ese ensayo se retird la plataforma y se registro la
cantidad de veces que la rata paso por €l sitio donde
estaba la plataforma.

Criterio para el deterioro cognitivo

Segun €l criterio de Gagey cols. [23] se definié como
animal con deterioro cognitivo aquel cuya latencia
promedio durantelos 36 ensayos en el laberinto acu&
tico de Morris fuera mayor que 2DE de la del grupo
joven de referencia.

Obtencién de muestras biologicas

Después de | asedacion profunday ladecapitacion, se
extrgjeron los cerebros de las ratas, se lavaron con
NaCl 0.9% frio, luego sedisecaron las &reas cerebrales
de interés: septum, hipocampo, estriado y corteza
frontal. Lostejidos se congelaron en nitrégeno liquido,
se pesaron y conservaron a-70 °C hastasu andlisis.

Estudios inmunolégicos

Para la determinacién cuantitativa de los niveles
del factor de necrosistumoral a (FNT-a) seevalua-
ron las muestras con un método inmunoenzimatico
de doble sitio “ELISA” (Kit Biosource Int., Bender
Medsystem, NIBSC).

Andlisis bioquimicos

El GSH total se determind por €l ensayo de reciclgje
enzimético de Tietze, descrito por Azbill et al. (1997)
[24]. Laactividad de lacloranfenicol acetil transferasa
(CAT) se determiné por el mé-todo de Aebi (1984)
[25]. La actividad enzimética de la Superoxido
Dismutasa (SOD) se determind por el método de
Marklund (1992) [26]. La cuantificacion de las
concentraciones de lipoperéxidos (malondialdehido,
MDA) fuepor el método de Ohkawa (1996) [27]. La
actividad enzimética de la fosfolipasa A, (PLA,) se
determind por el método de Hotter y Radvani (1987)
[28].

El ensayo ddl contenidode glutation (GSH) y MDA,
asi como las determinaciones de actividad enzimética
fueron me-diante un método continuo con un
espectrofotémetro (Shimadzu, Kyoto, Jap6n) que
informa automaéti-camente el valor delapendientedela
rectaentre la densidad épticay el tiempo.

Consideraciones bioéticas

Se implementaron las regulaciones internacionales
para |as especies en investigaciones de enfermedades
cronicas [17, 29, 30], asi como lo normado para el
empleo de modelos animales en neurociencias y es-
tudios psicol6gicos [18, 19].

Procesamiento estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa
Statistica (version 4.5), Windows 98. Primero se
verifico la distribucion normal y la homogeneidad
de varianza de los datos, mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y lade L evene, respectivamente.
Se aplicod un andlisis de varianza (ANOVA) de cla
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sificacion simple, para determinar las diferencias
significativas entre los grupos.

Parala evaluacién de estas diferencias con respecto
alosindicadores de estrés oxidativo e inmunol égicos,
se aplicd la prueba de rangos mdltiples de Duncan. Se
compararon los estudios conductuales en roedores
mediantelapruebano paramétrical de Mann-Whitney,
tanto parael LAM como para la prueba de evitacion
inhibitoria.

El nivel de significacion para las variables evalua
das fue p£ 0.05.

Resultados

En lastablas 1y 2 se muestran los resultados de |os
estudios conductuales en el LAM (p = 0.036) y la
pruebade evitacién pasivaen losroedores (p = 0.028).
El comportamiento delasratas viejas mostro diferencias
estadisticamente significativas con respecto alos ani-
males jovenes, que permitié la seleccion del universo
detrabgjo.

Latabla3 muestralosvalores delaconcentracion de
GSH enlascuatro aress cerebrales estudiadas. Lasratas
vigjas sufrieron un marcado decremento en €l contenido
del tripeptido en todas las regiones (p < 0.001); y fue
maés notable en & hipocampo donde disminuyd en un
96% con respecto al resto de las zonas estudiadas.

El comportamiento de la concentracion de GSH en
el hipocampo y en el septum fue muy similar, mas
evidente aln en los animales vigjos.

La mayor actividad SOD en las ratas jovenes se
observo en el septum, sin embargo, con respecto ala
actividad de esta enzima en los animales vigjos fue
muy similar en todas|as regiones estudiadas; lacorteza
fue la zona de menor actividad SOD tanto en los
animales vigjos como en losjovenes (Tabla 4).

La actividad CAT fue diferente en las areas estu
diadas y no mostré un patron de comportamiento
homogéneo segin la edad. En los animales viejos la

Tabla 1. Valores promedios de la media y el error
estandar de la media y el error estandar de latencia
total y nimeros de cruces andlogos durante el ensayo
37 en el LAM de los grupos de ratas

Ratas Latencia total(segundos) Nomero de cruces
Jévenes 10.15 + 4.38 7.50 + 2.3
Viejas 35.55 = 1.12* 0.9 + 1.60*

*p < 0.05. Significativo U de Mann-Whitney.
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Tabla 2. Valores promedios de la media y el error estandar en la ejecucién en la prueba

de evitacién pasiva de las ratas

Ratas Lat 1 (segundos) # Cruces 1 Lat 2 (segundos) # Cruces 2
Jévenes 23.26 + 8.16 11.4 = 0.16 347.50 + 2.13* 1.04 + 0.06*
Viejas 34.84 = 3.41 8.14 + 0.36 187.35 = 12.39* 6.62 = 1.75*

*p < 0.05 frente a Condicién 1(Lat 1y Cruces 1, respectivamente). Prueba U de Mann-Whitney.

Tabla 3. Valores promedios de la media y el error estandar de la concentracién de GSH

(ug/mg de proteina)

Ratas Corteza frontal Hipocampo Estriado Septum
Jévenes, n = 15 7.67 +0.028° 5.80 +0.032° 5.67 +0.045° 6.75 £ 0.049°
Viejas, n = 20 1.20 +0.070° 0.211 +0.028° 1.41 +0.028° 0.56 + 0.014°

@b Pryeba de rangos multiples de Duncan (p< 0.001).
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actividad CAT disminuy6 en la cortezay en el &rea
septal, mientras que en el estriado y en el hipocampo
aumentd. El comportamiento de la enzima en estas
regiones fue smilar. El &rea de menor actividad CAT
en lasratas viejas con déficit cognitivo fue el septum
(Tablab).

Las concentracionesde MDA entodaslasregiones
mostraron incrementos significativos (p = 0.0044),
y un comportamiento diferente segin el area. Las
mayores concentraciones de MDA se apreciaron en
e hipocampo y estriado; en el hipocampo 5 veces
superiores en |os animal es viejos con respecto a los
jovenes, lo que reflgja la vulnerabilidad de estas dos
regiones alas ERO (Tabla6).

Hubo un amento significativo de la PLA; segln la
edad, y para este marcador también se observaron di-
ferencias entre las &reas. Los niveles mas elevados de
actividad enziméti ca se detectaron en €l estriado tanto
paralos animales jovenes como los vigjos (Tabla 7).

Laactividad especificadel FNT-a mostré variaciones
significativas (p = 0.026) segiin laedad. Estacitocinase
incrementd en todas las regiones cerebrales de los
animales vigos y jovenes. El estriado fue la zona de
mayor actividad (Tabla 8).

Discusién

El GSH actia como donador de protones en la neu-
tralizacion del H,O, y de perdxidos organicos, puede
ademas reaccionar con especies radicdlicas direc-
tamente e interviene en la regeneracion de otros
antioxidantes como el tocoferol y el &cido ascorbico;
sin embargo, lafuncién de este compuesto no selimita
al mantenimiento del potencial reductor de la célula.
Se conoce, ademés, que el GSH puede participar en
funciones relacionadas con la sefializacion intra 'y
extracelular en el cerebro, tales como la captacion,
sintesisy liberacién de &cido glutéamico y écidoganma:
butirico [31], como sustrato y modulador al ostérico
enlasintesisde eicosanoides[32, 33], enlaregulacion
de los receptores glutamatérgicos de tipo NMDA y
no NMDA [34, 35], como neurotransmisor excitatorio
con receptores propiosy como activador de factores
de transcripcion [35].

El significativo decremento en la concentracion de
GSH, en todas las regiones cerebrales de las ratas
vigjas con déficit cognitivo, causa un estado de estrés
oxidativo en la célulay provoca una incompleta oxi -
dacion de los sustratos en la mitocondria. El escape
de electrones de la secuencia normal en la cadena de
transporte electrénico mitocondrial incrementa una
gran variedad de ERO, que pueden difundir a través
delamembranay provocar dafio fueradel lugar donde
se origing, lo que hace razonable esperar respues-
tas compensatorias en las vias antioxidantes de las
enzimas relacionadas con el metabolismo de este
compuesto y de otras enzimas antioxidantes como la
SOD y la CAT.

Se conoce que €l dafio celular no ocurre hasta que
no ha disminuido el 50% del GSH tisular [37]. AUn
cuando sus concentraciones fueron diferentes en las
areas estudiadas se observa unadisminucion segin la
edad, con mayor intensidad en las éreas septales e
hipocampal es donde descendieron en un 96%. Estos
resultados coinciden con los de otros investigadores
[36-39].
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Tabla 4. Valores promedios de la media y el error estdndar de la actividad
enzimética de la SOD (U/mg de proteina)

Corteza Corteza frontal Hipocampo Estriado Septum
Jévenes, n = 15 1.19 £ 0.021° 1.29 £0.052° 1.85 £0.023° 2.66 £0.014°
Viejas, n = 20 2.87 +0.007° 3.68 +0.077° 4.03 £0.016° 3.84 +0.034°

@b pryeba de rangos multiples de Duncan (p< 0.01).

Tabla 5. Valores promedios de la media y el error estandar de la actividad enzimatica
de la CAT (KU/mg de proteina)

Ratas Corteza frontal Hipocampo Estriado Septum
Jévenes, n = 15 57.2 +0.004° 35.0 + 0.000° 37.4 +0.002° 80.2 + 0.007°
Viejas, n = 20 45.5 +0.007° 66.7 + 0.009° 71.2 +0.014° 26.6 +0.002°

@b Pryeba de rangos multiples de Duncan (p< 0.01).

Tabla 6. Valores promedios de la media y el error estdndar en la concentraciéon de MDA
(nmol/mg de tejido humedo)

Ratas Corteza frontal Hipocampo Estriado Septum

36.60 + 0.679°
46.03 £ 0.007°

15.16 +0.293°
75.90 + 0.382°

18.07 = 0.587°
4.55 +0.191°

12.4 +0.312°
51.38+0.014°

Jovenes, n = 15
Viejas, n = 20

@b Pryeba de rangos moltiples de Duncan (p< 0.01).

Laespecificidad topograficade este efecto, pudiera
estar vinculada con la especia sensibilidad del hipo-
campo alabaja concentracion de GSH y su afectacion
temprana en el envejecimiento. Estos resultados son
congruentes con |os estudios conductuales, en los que
se evaud una modalidad inhibitoria de aprendizaje y
memoria (evitacién pasiva) y enel LAM, con €l quese
explord una modalidad espacial. EI comportamiento
de los animales vigjos, con bajo contenido de GSH,
mostré un desempefio menor en el aprendizaje espacial
enlaetapade adquisiciény enlaconsolidacién deesta
tarea. Al evaluar la capacidad de los animales para
conservar una conducta inhibitoria, se registraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos experimentales, por o tanto, al igual que otros
autores [40], estos resultados demuestran que la
disminucion en e contenido de GSH no afecta la ad-
quisicion enlarespuestade evitacion pasivay si genera
un efecto especifico sobre el aprendizaje espacial.

En los Ultimos afios se han comenzado a dilucidar
|os eventos moleculares responsables del aprendizaje
y lamemoria, mediantelaidentificacién delasareasy

31. Lidell JF, Dringen R, Crac P. Apoptosis
vs necrosis: glutathione mediated cell
death during rewarming of rat brain tissue.
BB Acta (2005); 1740:367-74.

32. Pereira CMF, Oliveira CR. Glutamate
toxicity on a PC12 cell line involves gluta -
thione (GSH) depletion and oxidative stress,
Free Radic Biol Med (1997); 23:637-47.

33. ForsbergL, Leeb L, Thoren S. Human
glutathione-dependent prostaglandin E
synthase: gene structure and regulation.
Implication in neurodegenerative disea-
ses. FEBS Lett (2002); 471:78-82.

34. Vasquez OL, Almeida A, Bolafos JP.
Depletion of glutathione up-regulates
mitochondrial complex | expression in glial
cells. J Neurochem (2001); 79:1183-95.

35. DAlessio M, Cerella C, Amici Cet al.
Glutathione depletion up regulates Bel-2
in BSO resistant cells. FASEB Journal (2004);
10:1813-21.

36. Xiong X, Peterson PL, Lee CP. Effect of
N-acetylcysteine on mitochondrial func-
tion following traumatic brain injury in rats.
JNeurotrauma (1999); 16:1067-82.

Tabla 7. Valores promedios de la media y el error estandar de la actividad enzimatica
de la PLA; (U/mg de proteina)

Ratas Corteza frontal Hipocampo Estriado Septum
Jévenes, n = 15 0.14 +0.001° 0.12 £ 0.032° 0.18 +0.002° 0.19 +0.005°
Viejas, n = 20 0.26 +0.063° 0.30 + 0.004° 0.41 £0.012° 0.31 +0.003°

@b Pryeba de rangos multiples de Duncan (p< 0.01).

Tabla 8. Valores promedios de la media y el error estandar de la actividad especifica
del FNT-a (pg/mg de proteina)

Ratas Corteza frontal Hipocampo Estriado Septum
Jévenes, n = 15 1.23 +0.039° 0.98 + 0.062° 1.43 + 0.054° 0.76 +0.002°
Viejas, n = 20 2.40 +0.022° 2.06 +0.079* 2.62 +0.007° 1.98 + 0.053"

@b Pryeba de rangos multiples de Duncan (p< 0.05).
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circuitos cerebrales relacionados con la adquisicion
y almacenamiento deinformacion y el reconocimiento
delos cambios pl asticos en | as conexiones sinépticas,
como el asiento delos procesos cognitivos. Los meca-
nismos involucrados en la formacién y conservacion
de lamemoria, incluyen la actividad de los receptores
glutamatérgicos de tipo NMDA, la estimulacion de
enzimas como la proteina quinasa |l dependiente
de calcio y camodulina, la activacién de factores de
transcripcion y lainduccion de la sintesis de factores
neurotroéficos [41].

Muchas de las biomol écul as parti cipantes en estos
procesos son sensibles a los cambios en el estado
redox del medio intracelular [42]. Sin embargo, poco
se conoce alin sobre lainfluencia que el desequilibrio
oxidativo puede tener sobre |os procesos cognitivos.
Lo cierto es que algunos estudios proponen €l uso
combinado de un amplio espectro de antioxidantes
paralograr un metabolismo oxidativo equilibrado, y
por esta via esperan obtener una mejoria en €l fun-
cionamiento cerebral, que conduzca aunadisminucion
significativa en las alteraciones de la comprension y
la memoria asociada con e envejecimiento [42].

El descenso en el contenido celular de GSH también
podria ser parte del mecanismo excitotdxico, como
consecuencia de lafallaenergética existente, yaque a
producirse unainsuficienciatemporal de GSH, aumenta
el potencial oxidante del medioy disminuyelaconduc-
tividad del receptor NMDA.A partir deese momento,
sedesarrollan de eventos desencadenantes propios de
la neurodegeneracion, que afectan la eficiencia sindp-
ticay lafuncion cognitiva. Esto conduce alaatrofiay
muerte neuronal, debido ala generacién de ERO, més
alladelacapacidad delos mecani smos homeostéti cos.

En el estudio de la actividad de las enzimas anti-
oxidantes se aprecié un aumento significativo de la
actividad de la SOD en |los animales envejecidos con
déficit cognitivo. Lasratasjovenesy vigjasmostraron
un comportamiento similar en las &reas estudiadas. Por
su parte, laactividad dela CAT fuediferente entrelas
areas y no mostré un patrén de comportamiento
homogéneo con laedad. En las ratas vigjas disminuy6
enlacortezay d septumy aument6 enel hipocampoy
el edtriado, de forma notable en esta tltima.

Como se sefidlara anteriormente, |os estudios acer-
ca de los efectos del envejecimiento cerebral sobre
las enzimas antioxidantes no han aportado resultados
homogéneos. Ello se debe a diferencias entre los expe-
rimentos en cuanto alaespecie, lavariedad, € sexo, las
edades comparadas, €l area cerebral y otros factores.
Losresultados del estudio coinciden con losde Ciriolo
y col. [43] con respecto al incremento asociado con la
edad enlaactividad delaSOD hipocampal. En el higado
de roedores también se ha apreciado un aumento en la
actividad de esta enzima segin la edad, asi como de
otras enzimas antioxidantes como la glutatién transfe-
rasa. El dafio oxidativo a las proteinas y alos lipidos
aumenta con laedad. De este modo, € aumento en las
actividadesdelaSOD y delaCAT, pueden representar
un mecanismo compensatorio intracelular paracomba-
tir las ERO, y permitiriaunareduccion en el contenido
de H,0-, lipoperoxidos y otros compuestos electro-
filicos como adehidos y quinonas, lo cual esta en
correspondencia con lainducibilidad de estas enzimas
por las ERO [44].
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Esimportante notar quelaactividad SOD eselevada
en las areas cerebrales estudiadas; pero su actividad es
maésintensaen el hipocampoy €l estriado. A suvez, la
actividad antioxidante CAT aumenta solamente en esas
regiones. La CAT esta involucrada en la eliminacion
del H.O, generado durante el metabolismo celular. La
enzima se caracteriza por tener una elevada capacidad
dereaccion y baja afinidad por € sustrato, por lo que
para su maxima actividad se requieren atas concen-
traciones de esta molécula. El efecto concertado de
ambas enzimas es muy necesario paramantener €l equi-
librio oxidativo celular. El incremento de la actividad
SOD sin €l paralelo incremento de la CAT podria
acumular H.O,, quesi no seeliminaeficientemente por
laaccion de estaenzima, generaotras especiesreactivas
y provoca degeneracion celular por estrés oxidativo.

Durante el envejecimiento se ha observado que
aumenta la actividad de la monoamino oxidasa B
(MAO-B) en el hipocampo [45] y de estareaccion se
genera como subproducto H,O,. Ademés, el propio
metabolismo de la dopamina hace que las neuronas
dopaminérgicas del estriado sean més suceptibles a
estrés oxidativo, ya que la dopamina es metabolizada
enzimaticamente por laMAO y se genera H,O, por
estavia, a esto se suma la autoxidacion de este neuro-
transmisor generando semiquinonas muy toxicas para
las neuronas dopaminérgicas. Floyd [46] y Pellmar y
cols [47] reportaron elevada formacién de radical
hidroxilo rel acionadas con | as altas concentraciones de
hierro existentes en estas dos areas.

El incremento de actividad de la CAT en € hipo-
campoy & estriado sugiere quelaacumulacién deH 0,
alcanzo el umbral necesario para su activacion, lo que
no ocurrié en el septum y la corteza, donde probable-
mente la accién de la glutatién oxidasa fue suficiente
paraeiminar el H,O, generado por 1aSOD. Otraposible
explicacion es que la acumulacion progresiva de las
ERO y otros compuestos el ectrofilicos en estas regio-
nes, constituye un evento necesario paralainduccion
delaCAT por lasERO, y seconocequelaCAT estriatal
es inducida en condiciones de hiperestimulacion glu-
tamatérgica asociada a la excitotoxicidad.

Esimportante destacar que ladisminucion enlaac-
tividad enziméticadelaCAT en zonascomo lacorteza
y €l septum pudieradeberse aunainhibicién regulatoria
delaexpresiony alaactividad delaenzima Numerosas
evidencias experimentales apoyan la concepcion de
gue el dafio oxidativo descansa en mecanismos au-
toperpetuantes que duran mucho més que el evento
desencadenante. Es probable que |a sobrexpresién
compensatoria de esta enzima no se acomparie de
aumentos de su actividad enzimética, debido al dafio
oxidativo postraducciona que sufre la proteina. De-
bidoalafuncion delaCAT en & metabolismo oxidativo,
su inhibicién es un elemento exacerbante de la noxa
oxidativaintracelular.

Estos hallazgos apuntan hacia un esguema de
aumentos de las actividades enziméticas con espe-
cificidad para cada area cerebral, en el cua 1a SOD es
sobreactivada en todas | as &reas examinadas, la CAT
solo en aquellas donde el proceso neurodegenerativo
es mas prominente. Este patrén sugiere diferentes
sensibilidades parala activacion inducida por el dafio
oxidativo paracadaenzima, y el masbajo esel umbral
delaSOD.
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La concentracién de MDA es un exponente direc-
to del dafio de las ERO a la célula, especificamente
del radical hidroxilo. En este estudio se apreciaron
incrementos significativamente elevados en la con-
centracién de MDA con laedad en todas las regiones
estudiadas, y un comportamiento diferente segan el
area. Se observaron altas concentracionesde MDA en
el hipocampo y el estriado, con respecto al resto de
las regiones estudiadas. Estos resultados concuerdan
con el incremento de la actividad de las enzimas anti-
oxidantes, asi como con el descenso en laconcentracion
de GSH.

LaPLA ; desempefiaunafuncion claveen e recambio
de las membranas, exocitosis y reparacion del dafio
oxidativo [48]. Los productos de su reaccion (&cidos
grasoslibresy lisof osfoglicéridos) pueden actuar como
moléculas de sefidizacion intracelular o ser modifica
dos en compuestos biol égicamente activos como €l
factor activador delasplaguetas, |as prostaglandinasy
losleucotrienos[49]. El sistemanervioso central (SNC)
expresaunasignificativaactividad delaPLA , y esrico
en fosfolipidos que contienen &cido araquiddnico. Se
han reportado altas concentraciones de écido aragui-
donico y sus metabolitos en eventos como isquemia
cerebral, hipoglicemia 'y procesos inflamatorios [50].
En cambio, en éreas cerebral es de pacientes con EA se
ha observado una disminucién marcadadelaactividad
PLA ;> [51].

En este estudio, el aumento dela actividad de esta
enzima durante €l envejecimiento podria relacionar-
secon su funcién en el recambio de membranasy enla
reparacion del dafio oxidativo, a eliminar &cidos grasos
peroxidados delosfosfolipidos; aunque su papel enla
transducci 6n de sefial es donde se sintetizan moléculas
como el &cido araquidénicoy € diacilglicerol no deberia
descartarse, las cual es son propias de eventos de curso
agudo como la isquemia-reperfusion, la hipoxiay la
inflamacion.

Estos productos de la peroxidacién de los lipidos
estan implicados en lainflamacion, producen cambios
en la permeabilidad vascular, formacién de edema,
cambios en canalesionicosy alteracién en lafuncion
de los receptores de membrana, y por ende, en el
potencial de membrana, con un aumento de la per-
mesbilidad para algunos iones como €l calcio. A su
vez, este ele-mento activalaPLA ,, conlaconsecuente
liberacién de acido araquiddnico de los fosfolipidos
de membrana.

Lacapacidad de estas especies paraoxidar al GSH,
el aumento en la actividad SOD sin cambios en la

Recibido en octubre de 2006. Aprobado
en noviembre de 2007.
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actividad delaCAT, lasaltas concentracionesde MDA
y laelevacion de laactividad de laPLA ; en todas las
zonas estudiadas, pudieran estar involucradas, a su
vez, en la disminucion del contenido de GSH en las
areas cerebrales de los animales envejecidos.

Las citocinas provocan una respuesta de estrés
oxidativo y, por tanto, las sefiales inducidas por €llas,
en su papel de primeros mensajeros, involucran la
generacion de ERO. Las citocinas activan factores de
transcripcion que responden al estrés oxidativo, como
el NFkB, laAP-1y también inducen apoptosis [52].

Se considera que el FNT-a cumple una funcion
esencial en el desarrollo de varios procesos patol 6gicos
en el SNC, tales como ladegeneracién neuronal, lades-
mielinizacion y la gliosis. Esta citocina también actda
como un efector que destruyelamielinao losoligoden-
drocitos, lo cua conduce alesiones desmielinizantes.
Laactividad del FNT-a y delainterleucinalb también
generan gran cantidad de anion superdxido. En este
estudio se observaron elevados nivelesdel FNT-a con
la edad en todos |as éreas cerebrales. La activacion de
este factor incrementa las concentraciones de H.O, y
dd radica hidréxilo, lo que concuerda con la induci-
bilidad delaactividad CAT en zonascomo € hipocampo
y €l estriado, asi como la elevada concentracion de
MDA y PLA en todos las regiones estudiadas en las
ratas viejas con déficit cognitivo.

Conclusiones

1. Existen cambios en los indicadores del meta-
bolismo oxidativo asociados alaedad como respuesta
al reto oxidativo que ocurre en los roedores con déficit
cognitivo. El estrés oxidativo induce un patrén de cam-
bios en la actividad de las enzimas antioxidantes en el
cerebro, en el quelaSOD es sobreactivadaen todas|as
regiones estudiadas y la CAT lo es solo en aquellas
donde €l proceso neurodegenerativo es méas promi-
nente, como el hipocampo y el estriado.

2. Existen cambiosen lasconcentracionesde MDA,
PLA,yenel FNT-a asociadosalaedad, que confirman
que las ERO son mensgjeros celulares y no simples
agentes del etéreos.

3. El estudio realizado evidencia un vinculo estre-
cho entre el metabolismo oxidativo y los procesos
cognitivos asociados a la edad, en esta relacion los
mecani smos preservadores delahomeostasis oxidante
cerebral pueden participar alavez, como moduladores
de la funcion cognitivay como diana de los eventos
neurodegenerativos.
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