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RESUMEN

El glutation es un importante antioxidante celular, cuya disminucién promueve el dafo oxidativo y altera las inte-
racciones sindpticas, a corto y a largo plazo. Su funcién en el aprendizaje y la memoria ha sido poco estudiada. Se
decidié determinar el efecto de la administracién del L-butionin sulfoximina sobre el contenido de glutation, y los
indicadores de dafo oxidativo celular (malonildialdhehido, superéxido dismutasa, glutatiéon peroxidasa), a los siete
dias de la inyeccién intracerebroventricular, en la corteza frontal, el hipocampo y el cuerpo estriado, asi como el
efecto de la disminucién del glutatién en el aprendizaje y la memoria, mediante la prueba de evitacién pasiva. Los
resultados sugirieron que el L-butionin sulfoximina induce un desbalance en la actividad enzimatica antioxidante,
que genera un dano en los componentes lipidicos celulares, y que existe un vinculo entre el dafo oxidativo originado

por la disminucién de glutatién y la consolidacion de la memoria.
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ABSTRACT

Oxidative damage alters memory consolidation in adult rats. Glutathione is an important cellular antioxi-
dant whose depletion leads to oxidative damage and alters short- and long-term synaptic interactions. Taking into
account that the role of this molecule in learning and memory has been poorly studied, the present work evaluates
the effect of the administration of L-buthionine sulfoximine (BSO) on glutathione content and markers of cellular
oxidative damage (malondialdehyde, superoxide dismutase, glutathione peroxidase). BSO was delivered into the
brain by intraventricular injection in the frontal cortex, hippocampus and striatum, evaluating the effect of the re-
sulting glutathione depletion on learning and memory by means of the passive avoidance test, performed 7 days
after administration. The results suggest that injecting L-buthionine sulfoximine unbalances the antioxidant enzyme
system, resulting in damage to cellular lipid components. In addition, the data suggest the existence of a relationship

between oxidative damage originated by glutathione depletion and memory consolidation.
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Introduccion

El estrés oxidativo se debe a un exceso de sustancias
prooxidantes, al déficit de los mecanismos de defen-
sa contra la oxidacion, o a ambos factores [1]. Uno
de los compuestos mas importantes que interviene en
los mecanismos de defensa antioxidante celular, es
el endégeno glutation (GSH): tripéptido (y-glutamil-
cisteina-glicina), presente en la mayoria de las célu-
las, en el orden de los milimolares [2].

El GSH protege a las células del dafio oxidativo y
de la exposicion a cantidades excesivas de compues-
tos electrofilicos exodgenos y endogenos; contribuye a
la regulacion de la homeostasis del 6xido nitrico (NO)
[3]; y mantiene en estado reducido los grupos tioles de
las proteinas citosolicas [4]. Ademas, puede interve-
nir en la captacion, la sintesis y la liberacion de acido
glutdmico y acido y-aminobutirico, y en la regulacion
de los receptores glutamatérgicos del tipo N-metil-D-
aspartato (NMDA) y no NMDA [5].

Las alteraciones en la sintesis del GSH o en su
contenido se han relacionado con la muerte neuro-
nal, y con enfermedades neurodegenerativas, como la
enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzhei-
mer [6]. No obstante, se conoce poco acerca de la
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funcion in vivo de este antioxidante en los procesos
cognitivos.

Considerando que la formacion de la memoria re-
quiere cambios en la plasticidad sinaptica [7] y que
el estrés oxidativo afecta la funcion sinaptica [8],
nuestro grupo de investigacion se propuso determinar
el efecto de la disminucion del GSH en la actividad
de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa
(SOD) (E.C. 1.15.1.6) y la glutation peroxidasa (GPx)
(E.C. 1.11.1.9), en el indicador de peroxidacion lipi-
dica malonildialdehido (MDA), y en el aprendizaje y
la memoria.

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 120 ratas machos de la linea Sprague
Dawley, procedentes del Centro Nacional de Produc-
cioén de Animales de Laboratorio (Cenpalab, Mayabe-
que, Cuba), jovenes (dos meses de edad), con un peso
corporal entre 250 y 300 gramos. Se mantuvo el cam-
bio de encamado dos veces por semana a cinco ratas
por caja. La temperatura fue de 22 a 24 °C y la hu-
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medad relativa de 60 + 5%. El ciclo de luz-oscuridad
fue de 12 x 12 h, y el acceso al agua y a la comida fue
libre. Durante los procedimientos experimentales se
respetaron los principios éticos para la investigacion
con animales, establecidos por Clark y colaboradores
[9] y el Consejo Canadiense para el Cuidado Animal
(CCACQ) [10, 11].

Induccién del estrés oxidativo

Las ratas correspondientes al grupo lesionado se anes-
tesiaron con hidrato de cloral (420 mg/kg de peso
corporal, intraperitoneal) y se colocaron en el aparato
de cirugia estereotactica para roedores. Se realizo una
incision para exponer el punto Bregma del craneo, a
partir del cual se establecieron las coordenadas co-
rrespondientes al ventriculo: AP -0.8; ML +1.4 y DV
-4.0 [12]. El estrés oxidativo se indujo mediante la
inyeccion de 7 pL de L-butionin-(S, R)-sulfoximina
(BSO) (10 mM en solucioén salina fisiologica) a una
velocidad de 1 pL/min, empleando una jeringuilla Ha-
milton de 10 pL. El grupo falso lesionado se sometio
al mismo procedimiento, pero se uso6 solucion salina
fisiologica en lugar de BSO. Un grupo de animales
permanecio sin tratar.

Obtencién de muestras biolégicas

Alos 7 dias dela cirugia, los animales se decapitaron ba-
jo sedacion profunda con hidrato de cloral (840 mg/kg
de peso corporal, por via intraperitoneal). Se extraje-
ron sus cerebros y se lavaron con solucion salina fisio-
logica fria. Posteriormente se realizo la diseccion de las
areas cerebrales de interés (corteza frontal, hipocam-
po y cuerpo estriado), de los dos hemisferios, de cada
animal. Los tejidos se congelaron en nitrégeno liquido
y se conservaron a -70 °C hasta su procesamiento.

Cuantificacién del glutatién total

El contenido del citosol se obtuvo por la homogeni-
zacion de los tejidos en 500 pL de acido 5-sulfosalici-
lico al 5% en un homogenizador Potter, de Bioblock
Scientific, mediante 21 golpes a 1000 rpm en baiio de
hielo. La muestra resultante se centrifugé a 8160 x g a
4 °C durante 10 min, y se extrajo el sobrenadante libre
de proteinas. La concentracion de GSH se determiné
por el método de reciclaje enzimatico de Tietze [13].
En el ensayo se incubaron 50 pL de solucion estandar
de GSH 1.2 mM, blanco o muestra, en bafio de agua,
durante 25 min a 37 °C, en 400 pL de fosfato de sodio
143 mM/ EDTA 6.3 mM/ NADPH 0.24 mM/ &cido
5.5’-ditiobis-2-nitrobenzoico 0.67 mM a pH 7.5. Esta
mezcla se afiadi6 en la cubeta junto con 50 pL de glu-
tation reductasa (GRD), 1 U/mL. El aumento de la
densidad optica (DO) se registr6 por espectrofotome-
tria a 412 nm cada 3 segundos, durante 1 min (en un
espectrofotometro Shimatzu). La mezcla precipitada
se incubo toda la noche a temperatura ambiente con
500 pL de NaOH 1 M. Para la cuantificacion de pro-
teinas, se resuspendié mediante vibroagitacion duran-
te varios minutos y se emplearon diluciones de 1:50.

Determinacién de la actividad
de la superéxido dismutasa
Las areas cerebrales se homogenizaron con solucion

Tris 1 M/ sacarosa 0.25 M a pH 7.4 en una relacion
1:5 (p/v) de en un homogenizador Potter, de Bioblock
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Scientific, mediante 21 golpes a 1000 rpm en bafio de
hielo. La muestra resultante se centrifug6 durante 15
mina 16 000 x g y 4 °C, y se extrajo el sobrenadante.
Para la determinacion de la actividad de la SOD se
utilizé el método de Marklund [14]. La deslipidacion
de las muestras se realizd tomando una alicuota de
100 pL del compuesto homogéneo, y afadiéndole
30 pL de cloroformo y 50 pL de metanol. Posterior-
mente se agitd durante 1 min en un vibroagitador, se
centrifugd a 2448 x g durante 20 min y se extrajo el
sobrenadante. En el ensayo se utiliz6 un tampon Tris
0.2 M/ HCI 20mM/ EDTA 2 mM a pH 8.2. La solu-
cion de pirogalol se preparo al 5% en agua destilada y
protegida de la luz. Los valores de DO se registraron
en un espectrofotometro a una longitud de onda de
420 nm, cada 3 segundos durante 1 min. Se considerd
como una unidad de actividad enzimatica, la cantidad
de enzima necesaria para lograr una inhibicion de la
autooxidacion en un 50%, a 25 °C.

Determinacion de la actividad enzimatica
de la glutation peroxidasa

El contenido del citosol se obtuvo mediante la homo-
genizacion de las areas cerebrales con 1 mL de solu-
cion Tris 50 mM/ EDTA 0.1 mM a pH 7.6, en un ho-
mogenizador Potter, de Bioblock Scientific, mediante
30 golpes (con intervalos de 1 min cada 10 golpes)
a 1000 rpm en bafio de hielo. La muestra resultante
se centrifugd durante 15 min a 16 000 x gy 4 °C, se
extrajo el sobrenadante y se congeld a -20 °C hasta su
procesamiento.

Para el ensayo se utilizé un tampon fosfato de po-
tasio 0.1 M/ EDTA Na, 1 mM/ NaN, 2 mM a pH 7;
una solucién X (GSH 1.25 mM/ NADPH 187.5 uM/
GRD 0.3 U/mL en tampdn fosfato), y como sustrato
CuOOH 10 mM en etanol al 50%. En la cubeta se afia-
dieron 400 pL de solucion X y 50 pLL de muestra (M) o
tampon de homogenizacion (B), se incubaron durante
5 min a 25 °C y luego se anadieron 50 pL. de CuOOH.
A los 10 segundos se registraron los valores de DO
a una longitud de onda de 340 nm, cada 10 segun-
dos durante 2 min. Se consideré como una unidad de
actividad enzimatica, la cantidad de enzima necesaria
para catalizar la oxidacion de 1 pmol de GSH en pre-
sencia de CuOOH, por minuto, a pH 7 y 25 °C [15].

Cuantificacién de malonildialdehido

La muestra homogénea se obtuvo en condiciones si-
milares al ensayo de SOD. Se mezclaron 200 pL de la
muestra con 400 pL de solucion reactivo acido tiobar-
bittrico 0.67% en una solucion de HCI 0.2 M, en un
vibroagitador. La mezcla se incubd durante 15 min en
barfio de agua a 100°C y se centrifugd a 2448 g duran-
te 10 min a temperatura ambiente. La DO del sobre-
nadante (200 pL de muestra con 400 pL de reactivo)
frente a la muestra blanco (200 pL. de H,0 con 400 uL
de reactivo) se leyd a 535 nm [16].

Cuantificacién de proteinas totales

La cuantificacion de las proteinas totales se realizod
mediante el método de Bradford [17]. Se mezclaron
100 pL de muestra o de albiimina de suero bovino
(blanco) con 2 mL de solucién azul brillante de Co-
omassie 0.1 mg/mL en H,PO, 8.5%/etanol a 0.05%
mediante vibroagitacion y se midié la DO a 595 nm.
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La calibracion se realizo con soluciones de la albu-
mina a concentraciones de 0.044; 0.066; 0.88 y 0.132
mg/mL, determinadas a partir del coeficiente de extin-
cion a 280 nm (k = 0.68 mL/mg).

Aprendizaje y memoria inhibitoria. Evitacion
pasiva

En la prueba de evitacion pasiva, los animales deben
suprimir su preferencia espontanea por la oscuridad
en una caja dividida en dos compartimentos de dimen-
siones idénticas: 35 x 30 x 25 cm; uno oscuro y uno
iluminado, comunicados por una puerta (de 7 x 9 cm),
con el fin de evitar un estimulo punitivo [18]. A las
24 h de la lesion, las ratas se colocaron en el compar-
timiento iluminado, y se les permitio la libre explora-
cion de ambas cdmaras durante 3 min. Dos horas mas
tarde comenzo la fase de entrenamiento, en la que se
registré el tiempo de la primera entrada al comparti-
miento oscuro. Luego de 6 min de libre exploracion,
se les aplico un pulso de corriente de 1 mA (entre 75y
80 Hz) durante 3 s. A continuacion se abri6 la puerta,
y quedo libre el acceso al compartimiento iluminado,
donde debian permanecer 1 min evitando el compar-
timiento oscuro. Cada vez que el animal no cumplia
esta condicion se repetia el estimulo. A los 7 dias de la
lesion, se repiti6 el procedimiento sin el estimulo, con
el fin de evaluar la retencion. En cada fase se registrd
el tiempo de latencia del primer cruce.

Procesamiento de los datos y andlisis
estadistico

En el analisis estadistico se utilizo el programa infor-
matico Statistic (version 6.0). La distribucion normal
y la homogeneidad de varianza de los datos se verifi-
caron mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov
y de Levene, respectivamente. Las variables de estrés
oxidativo se analizaron mediante un andlisis de va-
rianza (ANOVA) de clasificacion simple y la prueba
de Tukey. Las variables que no cumplieron las premi-
sas del ANOVA, se analizaron mediante la prueba no
paramétrica de comparacion de grupos independien-
tes de Kruskal-Wallis. El nivel de significacion para
las variables evaluadas fue de p < 0.05.

Resultados

Andlisis bioquimicos

En ninguna de las areas cerebrales estudiadas de los
animales falsos lesionados y los tratados con BSO se
observaron diferencias en el contenido de GSH. Sin
embargo, en ambos grupos se aprecié una disminucion
significativa del contenido de GSH en la corteza y el
estriado, con respecto a los animales sanos (p < 0.05)
(Figura 1).

Aunque la actividad de la SOD en el grupo con la
lesion con BSO fue significativamente mayor que en
el grupo sano, solo fue altamente significativa con res-
pecto a los animales falsos lesionados en el estriado.
Entre el grupo falso lesionado y el sano no hubo dife-
rencias (p < 0.001) (Figura 2A).

La mayor actividad de la GPx se encontrd en el
grupo con la falsa lesion. Esta fue significativa con
respecto al grupo lesionado con BSO en el hipocam-
po, y con respecto a los animales sanos, en la corteza
y el hipocampo (p < 0.01). En el estriado no se obser-
varon diferencias (Figura 2B).

150 — F = 35.99 Sano
F=13.39
Fo 454 a Falsa lesion
a = 4. T
. s il B3 Lesion BSO
= a
o 100 b i il
£ ab b
~
3 N
£ Nl N
I
B 50+
O T T = uu T

Corteza Hipocampo Cuerpo estriado
Area cerebral
Figura 1. Contenido de glutatién total por miligramo de proteinas totales (nmol/mg PT), 7 dias después

de la lesién con L-butionin-(S, R)-sulfoximina (BSO). Se muestra la media + error estandar, asi como
los resultados del ANOVA y la prueba de Tukey de la concentracién de GSH (n = 9; p < 0.001).
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Figura 2. Actividad de las enzimas antioxidantes 7 dias después de la lesion. A: superéxido dismutasa
(n = 10 por grupo) y B: glutatién peroxidasa (n = 9 por grupo). Se muestra la media * error estandar
de la actividad enzimatica especifica, analizada mediante la prueba de Kruskal-Wallis (p < 0.001).

247 Biotecnologia Aplicada 2011; Vol.28, No.4



Mei-Li Diaz-Hung y col.

El dafio oxidativo y la memoria en ratas

El contenido de MDA tuvo un aumento altamente
significativo en todas las areas estudiadas del grupo
lesionado con BSO (p < 0.001) (Figura 3).

Estudios conductuales

Durante la fase de entrenamiento en la caja de evita-
cion pasiva, todos los grupos manifestaron un desem-
pefio similar. A los siete dias, mientras se evaluaba la
retencion, fue significativo el aumento de la latencia
de entrada al compartimiento oscuro de los animales
de los grupos control y con vehiculo, con respecto al
grupo BSO (p <0.01) (Figura 4).

Discusion

Numerosos estudios indican un incremento del dafio
oxidativo y del deterioro cognitivo temprano en pa-
cientes con enfermedad de Alzheimer [19]. El enve-
jecimiento normal generalmente también acarrea un
deterioro cognitivo progresivo, particularmente en las
funciones de la memoria. La identificacion de las re-
acciones de los radicales libres como promotoras del
envejecimiento implica que la intervencion en este
sentido esté encaminada a limitarlas o inhibirlas, para
enlentecer el proceso de envejecimiento y la patogé-
nesis relacionada. La terapia antioxidante ha recibido
atencion creciente sobre todo en los paises de Occi-
dente. Sin embargo, ain se precisa avanzar en estu-
dios que mejoren la evaluacion del potencial benéfi-
co de la terapia antioxidante: la comprension de los
mecanismos de dafio oxidativo al inicio del proceso,
la identificacion de marcadores fiables de dafio oxida-
tivo y el estado oxidativo de los pacientes, asi como la
identificacion de una ventana terapéutica que ofrezca
beneficios [20]. Es necesario, ademas, profundizar en
la funcién del sistema del GSH, por su importancia
en el mantenimiento de la homeostasis oxidante en el
cerebro y su relacion con la funcion cognitiva [18].

Diversos estudios en seres humanos, ratas y monos
han propuesto que la codificacion de las caracteristi-
cas de los estimulos ocurre en estructuras cerebrales
que funcionan hasta cierto punto como sistemas de
memoria independientes. Estos se han enfocado en el
hipocampo, el nucleo estriado, la amigdala y la corte-
za cerebral frontal [21].

El BSO se ha utilizado ampliamente como inhi-
bidor de la y-glutamilcisteina sintetasa en investiga-
ciones neurologicas in vivo e in vitro. Sin embargo, su
efecto es transitorio, y a los siete dias de administrado,
se restablecen los niveles de GSH con respecto a los
valores controles [22]. Ello explica el contenido simi-
lar de GSH entre los grupos lesionados con BSO y con
el vehiculo; aunque ambos grupos muestran un bajo
contenido de GSH con respecto a los animales sanos.

Resultd interesante que aunque el contenido de
GSH se restablecio en el grupo lesionado con BSO,
hubo altos niveles de MDA. Ello sugiere que este gru-
po presenta un desbalance oxidativo, y apoya la teoria
de que el dafo oxidativo procede de mecanismos au-
toperpetuantes, que duran mas que el evento desenca-
denante [23]. La disminucion del contenido de GSH
induce la inhibicion de la actividad de los complejos |
y Il mitocondriales, asi como de la producciéon de ATP,
lo que deviene un aumento en la generacion de espe-
cies reactivas del oxigeno [24]. Estas pueden difun-
dir hacia otros compartimientos celulares y provocar
dano fuera del lugar donde se originaron, por lo que se
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Figura 3. Concentracién de malonildialdehido (nmol/L). Se muestra la media + error estandar de la
concentracién de malondialdehido (MDA) de los animales sanos (n = 9), los falsos lesionados (n =
9) y los lesionados con L-butionin-(S, R)-sulfoximina (BSO; n = 10), y el resultado del ANOVA y la

prueba de Tukey (p < 0.001).

esperaba una respuesta compensatoria de las enzimas
antioxidantes [5].

Aunque la actividad enzimatica de la SOD se man-
tuvo elevada en todas las areas cerebrales estudiadas
del grupo lesionado con BSO, con respecto al grupo
de la falsa lesion, este aumento solo alcanzé significa-
cion en el estriado. Ello sugiere una mayor susceptibi-
lidad de esta region al déficit de GSH e indica que se
acumulé H,0,. La GPx utiliza el GSH como donador
de electrones para catalizar la reduccion del H,O, e hi-
droperoxidos provenientes de la peroxidacion lipidica
y del metabolismo eicosanoide [25]. Por eso, el siste-
ma del GSH es esencial para contrarrestar el exceso
de H,0, y proteger las membranas bioldgicas y otros
componentes celulares contra el dafio oxidativo [26].

Tal incremento de la actividad de la SOD no se
beneficié con un mecanismo compensatorio de la ac-
tividad de la GPx, lo que sugiere que esta enzima es
sensible a la baja disponibilidad de GSH, especifica-
mente en el hipocampo y en el cuerpo estriado.
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El dafio oxidativo y la memoria en ratas

El H,0, puede oxidar residuos claves de cisteina y
alterar la estructura y funcion de las proteinas [27].
Las neuronas y las células gliales producen NO. Esta
especie puede reaccionar con el anién O, y formar
peroxinitrito (ONOO), y ante el déficit de GSH, for-
mar el i6n nitrosonio (NO"). Tales especies constitu-
yen fuertes agentes oxidantes que inactivan proteinas
como la succinato deshidrogenasa, la glutamina sinte-
tasa, el citocromo P,, , Ca**-ATPasa del reticulo endo-
plasmatico, Mn**-SOD y la GRD [28].

La baja actividad de la enzima GPx en los animales
tratados con BSO puede deberse a un dafio oxidati-
vo en la proteina, lo que propicié la acumulacion de
H,O,. El H,0, es relativamente estable en solucion
y puede atravesar facilmente las membranas [29],
e iniciar cadenas de peroxidacion lipidica y formar
aldehidos como el MDA [30]. Hubo un incremento
de la concentracion de MDA en las dreas cerebrales
estudiadas del grupo lesionado con BSO, resultado
que se corresponde con la ausencia de una respuesta
compensatoria de la GPx en este grupo y coincide con
los de Rougemont y colaboradores, al aplicar BSO en
areas cerebrales especificas [31].

Algunas investigaciones sugieren que la aplicacion
in vitro de H,O, inhibe la actividad de los receptores
NMDA [32]. Ademas se ha demostrado que un déficit
del 40% del contenido de GSH cerebral es suficiente
para disminuir la funcion de los receptores NMDA, ya
que estos presentan residuos de cisteina susceptibles
al estado redox del medio [33], y este efecto pudiera
ser potenciado por un déficit de la actividad de la GPx,
como en el grupo tratado con BSO.

La elevacion del Ca**intracelular a través de los ca-
nales i6nicos conformados por los receptores NMDA,
es el elemento clave en la activacion de las protei-
nas quinasas, encargadas de modular, a largo plazo,
la efectividad en la transmision sinaptica y la sintesis
proteica requerida para el mantenimiento de la poten-
ciacion a largo plazo y la consolidacion de la memoria
[34].

El resultado de la evitacion pasiva mostré una po-
bre retencion, por la baja latencia de entrada mostrada
por el grupo lesionado con BSO durante esta fase de
la prueba. La asociacion entre el movimiento hacia
el lado oscuro y el estimulo adverso ocurrié en se-
gundos, asi como la induccion de potenciacion a largo
plazo [7]. Ello sugiere que probablemente estos ani-
males no lograron mantener los mecanismos que ga-
rantizan la consolidacion de la memoria.

Los estudios conductuales relacionados con el es-
trés oxidativo no muestran resultados homogéneos.
Algunas investigaciones sobre el efecto antioxidante
en las funciones cognitivas apuntan una participacion
directa de las ERO en el aprendizaje y la memoria
[35, 36]. Sin embargo, el manejo mediante ingenieria
genética del péptido B-amiloide, sugiri6 la posibilidad
de que el estrés oxidativo no es necesario ni suficiente
para provocar alteraciones de la memoria [37]. Rela-
cionado con el déficit de GSH, se ha observado una
afectacion de la memoria a corto plazo y un déficit
motivacional [18]; ademas, puede favorecer los pro-
cesos oxidativos, que contribuyen de manera indirec-
ta al deterioro cognitivo [38].

Estos resultados sugieren que independientemente
del evento inicial, el dafio oxidativo puede persistir
debido a un desbalance en las enzimas antioxidantes,
que causa el incremento de la peroxidacién lipidica.
Esta condicion, que afecta directamente las membra-
nas bioldgicas, puede estar relacionada con el deterio-
ro de la memoria a largo plazo en los animales trata-
dos con BSO.
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