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RESUMEN:

Introduccidon. La demencia, una condicidon que consiste en el deterioro progresivo de las
funciones cognoscitivas y que ha sido considerada como un problema prioritario de salud,
puede ser causada por diversas patologias. Entre éstas se cuenta la reduccion del flujo
sanguineo cerebral atribuible a hipoperfusion cerebral crénica (HCC) y la disminucion y/o la
ausencia de actividad estrogénica dependiente de los estrdgenos ovaricos durante el proceso
de envejecimiento. Objetivo. En el presente proyecto se estudiaron los efectos
neuroprotectores del estradiol en un modelo de hipoperfusion cerebral crénica, en ausencia de
secrecion de estrdgenos ovaricos, en ratas viejas. Material y Métodos. Los procedimientos
experimentales se realizaron de acuerdo con las normas internacionales y normas vigentes en
los Estados Unidos Mexicanos. Se utilizaron 24 ratas hembras, de la cepa Sprague-Dawley,
de 18 meses de edad, que fueron asignadas al azar a los siguientes grupos: Intacto (n=3);
SHAM+OVX (ovariectomia, simulacion del procedimiento quiradrgico de HCC, n=5);
SHAM+OVX+E2 (ovariectomia, simulacion del procedimiento quirdrgico de HCC,
administraciéon de Benzoato de Estradiol, 5 pg/kg sc, n=5); HCC+OVX+Veh (ovariectomia,
HCC, administracion de aceite vegetal 0.05 ml sc, n=6; HCC+OVX+E2 (ovariectomia, HCC,
administracion de Benzoato de Estradiol, 5 pg/kg sc, n=5). La ovariectomia se realizd 2
semanas antes de HCC y los tratamientos se administraron cada 48 horas durante 30 dias,
iniciando inmediatamente después de haber completado los procedimientos anestésico-
quirargicos de la HCC o SHAM. Al término del tratamiento se evaluaron el aprendizaje y la
memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris y posteriormente se obtuvieron los
cerebros para su procesamiento histoldgico (tincion con Violeta de Cresilo) y evaluacion de la
poblacién de neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo.
Resultados. La HCC provoc6 una reduccién significativa de la poblacion de neuronas
piramidales en el segmento CAl del hipocampo (grupo HCC+OVX+Veh, 75% de neuronas
remanentes en comparacion con el grupo Sham+0OVX) y el tratamiento con estradiol impidio
dicha reduccion (grupo HCC+OVX+E2, 86.3% de neuronas remanentes). Los valores de los
parametros de aprendizaje y memoria espacial (latencias de escape, longitud de las
trayectorias de nado) mostraron un patron de reduccion progresiva en el transcurso de los 7
dias de prueba en el laberinto acuéatico de Morris, en los grupos experimentales Intacto,
Sham+OVX y HCC+OVX+E2; mientras que en el grupo HCC+OVX+Veh no se observo el
patrén de reduccién progresiva de esos valores. Sin embargo, durante la prueba de
transferencia (dia 8), el tiempo de permanencia en el cuadrante objetivo y el nimero de cruces
por el sitio preciso donde se encontraba la plataforma no mostraron diferencias consistentes
entre los grupos. Conclusion. Estos resultados sustentan el efecto neuroprotector del
estradiol sobre las estructuras cerebrales que son parte del sustrato neural de las funciones
cognoscitivas, afectadas por la ausencia de estrégenos y la hipoperfusién cerebral crénica, en
ratas viejas.

Palabras clave: Estradiol, Hipoperfusién Cerebral Cronica, ratas viejas.
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“EVALUATION OF NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF ESTRADIOL UNDER CHRONIC
CEREBRAL HYPOPERFUSION AND ABSENCE OF ESTROGEN OVARIAN SECRETION,
IN AGING RATS”

Abstract:

Introduction. Dementia in women has been considered as a relevant health problem. It is
characterized by a progressive loss of cognitive functions, which can be a result of several
pathophysiological conditions; among them, reduction of cerebral blood flow, as occurred
under chronic cerebral hypoperfusion, as well as a decrease of ovarian estradiol synthesis and
blood levels, leading to scanty estrogenic actions on brain structures, along aging. Objective.
The present study was aimed to evaluate the neuroprotective effect of estradiol (E2) in an
experimental model of CCH (permanent occlusion of both common carotid arteries, one-week
apart), under absence of estrogenic actions dependent on ovarian E2 secretion, in aging rats.
Material and Methods. Twenty-four Sprague-Dawley, 18 months old female rats were
randomly allotted to the following groups: Intact (n=3); Sham+OVX (ovariectomy, surgical
procedures for CCH, without interrupting cerebral blood flow, n=5); Sham+OVX+E2
(ovariectomy, surgical procedures for CCH, without interrupting cerebral blood flow, estradiol
benzoate 5 ug/kg/48 h, sc, 30 days, n=5); (CCH+OVX+Veh (ovariectomy, CCH, sesame oil
0.05 ml/48 h, sc, 30 days, n=6); CCH+OVX+E2 (ovariectomy, CCH, estradiol benzoate 5
ng/kg/48 h, sc, 30 days, n=5); E2 or sesame oil treatments started immediately after the ending
of CCH surgical procedures. After 30 days of vehicle or E2 treatment, spatial learning and
memory were evaluated in the Morris water maze, and brains were processed (Cresyl violet
staining) to evaluate hippocampal CAl pyramidal neuron population. Results. Estradiol
treatment prevented the significant reduction of hippocampal neuron population (75%
remaining neurons, as compared to Sham+OVX group, 100%) otherwise resulting from chronic
cerebral hypoperfusion. Values of parameters of spatial learning and memory (escape
latencies, swimming path lengths) showed a progressive reduction pattern along the 7 days
testing period in the Morris water maze, in the Intact, Sham+OVX, and CCH+OVX+E2
experimental groups; while the progressive reduction of these values was not observed in the
CCH+OVX+Veh group. However, during the probe trial (day 8) swimming through the target
guadrant, as well as number of crossings over the precise former escape platform location, did
not show consistent differences between the experimental groups. Conclusion. These results
support the neuroprotective effects of estradiol on the brain structures being a part of the
neural substrate for cognitive functions, affected by estrogenic deprivation and chronic cerebral
hypo perfusion, in aging rats.

Key words: Estradiol, Chronic Cerebral Hypoperfusion, Aging rats.
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Evaluacion de los efectos neuroprotectores del estradiol bajo condiciones de hipoperfusion cerebral crénica 'y
ausencia de secrecion de estrégenos ovaricos en ratas viejas, 2018.

1. INTRODUCCION

La demencia, una condicion que consiste en el deterioro progresivo de las funciones
cognoscitivas, puede ser causada por diversas patologias, muchas veces concurrentes
con el proceso de envejecimiento, pero, no forma parte natural de este proceso,
considerandola como uno de los principales problemas de salud en la actualidad
(Organizacion Mundial de la Salud, 2012; ladecola, 2013).

La Organizaciéon Mundial de la Salud ha estimado que alrededor de 50 millones de
personas en el mundo viven con diferentes grados de demencia, cifra que se prevé se
triplique para el afio 2050; de hecho, datos recientes muestran que cada afo, se
diagnostican alrededor de 7,7 millones de casos nuevos de demencia (Organizacion
Mundial de la Salud, 2017). En estas condiciones, las repercusiones de la demencia en
cuanto a la atencion médica y la calidad de vida de los individuos afectados; asi como en
el ambito, familiar, social y econdomico han adquirido una gran importancia. Asi, en
Estados Unidos de América los costos directos e indirectos originados por la demencia
han sobrepasado en diversos aspectos a los generados por la atencion médica de las

enfermedades cardiovasculares y oncoldgicas (Hurd et al, 2013).

En México, cerca de 860,000 personas presentan algun tipo de demencia, debié a la
transicion demografica se prevé que la incidencia seguird en aumento en los siguientes
afios (Mejia-Arango & Gutiérrez-Robledo, 2011). Un estudio de base poblacional indico
gue la prevalencia de demencia en ancianos de bajo y mediano ingreso econéomico fue
estimada en 7.4% para las areas urbana y rural (Llibre Rodriguez et al, 2008). Por su
parte, la Encuesta Nacional Sobre Salud y Envejecimiento en México (ENASEM) mostré
gue la incidencia de demencia es de 27.3 casos por cada 1,000 personas al afio en
adultos mayores de 60 afios (ENASEM, 2012); en otro estudio la incidencia fue de 16.9
por cada 1,000 personas al afio en zonas urbanas y de 34.2 por cada 1,000 habitantes en
las zonas rurales, con una tendencia mayor en las mujeres que en los hombres, la cual se
incrementa de manera exponencial con el envejecimiento (Prince et al, 2012).

Por otra parte, el deterioro de las funciones cognoscitivas atribuible a diversas patologias
cerebrovasculares, corresponde al 20% de todas las formas de demencia y a la segunda
causa de demencia luego de la Enfermedad de Alzheimer (Gorelick et al, 2011; Levine &
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Langa, 2011). Cabe destacar que la alteracion cerebrovascular no sélo puede ser la
causa principal del deterioro cognitivo, sino que también es un adyuvante para la
expresion de la demencia causada por otros factores, incluyendo la Enfermedad de
Alzheimer y otras patologias neurodegenerativas (Gorelick et al, 2011).

A este respecto, se ha mostrado la importancia de la relacion funcional y la sinergia
fisiopatoldgica entre las neuronas, células gliales y células vasculares como parte de los
procesos de dafio cerebral en los que las alteraciones del flujo sanguineo podrian
contribuir al dafio subyacente al deterioro cognitivo. De hecho las alteraciones de los
componentes celulares de la pared vascular en condiciones de hipertension arterial y en
mayor grado la formacion de placas aterogénicas en los vasos involucrados en el flujo
sanguineo cerebral, se han considerado como factores de riesgo para el desarrollo de
hipoperfusion cerebral crénica (HCC) con la consecuente disfuncion cerebrovascular y la
generacion de condiciones de dafio isquémico-hipdxico en estructuras cerebrales muy
vulnerables, como el hipocampo y la corteza prefrontal, cuya alteracion morfolégica y/o
funcional daria lugar al deterioro de las funciones cognoscitivas (ladecola, 2010; Levine &
Langa, 2011; Zlokovic, 2011).

En particular, los circuitos neuronales del hipocampo dorsal, incluyendo el cuerno de
Amon y el giro dentado son estructuras cerebrales de cuya integridad morfolégica y
funcional depende la codificacion de la informacion durante el aprendizaje, para la
formacion de la memoria espacial, la memoria episddica y la memoria declarativa.
Asimismo, con base en los resultados de estudios principalmente en animales de
experimentacion, se conoce que las acciones de los estrogenos tanto en concentraciones
fisiolégicas como supra-fisiolégicas afectan las funciones cognoscitivas en los mamiferos,
incluyendo a los seres humanos mediante la modulacion de la estructura y funcionamiento
del sustrato neural del hipocampo que participa en las funciones cognoscitivas,
incluyendo: la morfologia y la excitabilidad neuronal, la formacion de sinapsis, la
conectividad, asi como la generacion y el flujo de sefiales eléctricas y quimicas a través
de sus circuitos neuronales (McEwen et al, 1995; Gonzélez-Burgos et al, 2005; Liu et al,
2008; Spencer et al, 2008; Gonzéalez-Burgos, 2009; Méndez et al, 2011; Diz-Chéavez et al,
2012; Morali & Cervantes, 2014).
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En este sentido, se ha mostrado en mujeres que diversas capacidades cognoscitivas,
como la memoria verbal, fluctian a través el ciclo menstrual y se correlacionan de forma
positiva con las concentraciones plasmaticas de estrogenos (Rosenberg & Park, 2002;
Sherwin, 2003). Sin embargo, los efectos de la terapia de remplazo con estrogenos
(estrogenos conjugados) sobre el deterioro de funciones cognoscitivas en mujeres post-
menopausicas ha dado lugar a resultados variables (Rapp et al, 2003; Schneider et al,
2004; Craig et al, 2005), aparentemente relacionados con las diferencias en el tiempo
transcurrido con carencia de actividad de estrogenos ovaricos al momento del inicio de la
terapia de remplazo (Maki, 2006; Sherwin, 2006).

Considerando la edad en que ocurre en las mujeres la declinacion de la actividad
secretora de estrogenos por parte del ovario, cabria la posibilidad de que la disminucion
y/o la ausencia de actividad estrogénica dependiente de los estrégenos ovaricos y la
reduccion del flujo sanguineo cerebral atribuible a hipoperfusion cerebral cronica puedan
ser factores concurrentes para el deterioro de las funciones cognoscitivas dependientes
del hipocampo, en el curso del proceso de envejecimiento (Sherwin, 2003). Asimismo,
gue las acciones tréficas de los estrogenos o de otros compuestos con actividad
estrogénica puedan dar lugar a afectos neuroprotectores, luego de su administracion
como terapia de remplazo (Spencer et al, 2008; Etgen et al, 2012; Morali & Cervantes
2014).

La rata ha sido considerada como un modelo ideal para estudiar patologias asociadas al
envejecimiento (Venkat et al, 2015; Du et al, 2017), pero, existen diferencias entre
animales jovenes y animales viejos, entre las que destacan las concentraciones y
acciones de los compuestos estrogenicos sobre el sustrato neural; asi, conforme las ratas
envejecen, se reducen las concentraciones plasmaticas, asi como la concentracién de
17B-estradiol en el hipocampo, en comparacién con las observadas en los animales
jovenes. Se ha sugerido que estos fendmenos estan relacionados con la disminucién en
la sintesis de estrégenos ovaricos y con la reduccion de la sintesis y actividad de la
aromatasa (Citocromo P450) y la proteina reguladora esteroidogénica aguda (StAR) en el
sistema nervioso central. Asimismo, como parte del proceso de envejecimiento, se ha
descrito una disminucion en la densidad de los receptores de estradiol que
potencialmente puede limitar los efectos de este esteroide en sistema nervioso central,
incluyendo su participaciéon en funciones cognoscitivas, tales como el aprendizaje y la
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memoria espacial (Foster, 2012; Foster et al, 2012; Chamniansawat & Sawatdiyaphanon,

2018).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Fendmenos fisiopatoldgicos de dafio cerebral inducidos por laisquemia.

Aungue el cerebro humano constituye sélo el 2% de la masa corporal total, el suministro
de oxigeno y glucosa que se requiere para satisfacer sus demandas metabodlicas
corresponde aproximadamente a la cantidad de dichos compuestos contenida en al
menos el 20% del total del flujo sanguineo para todo el organismo (Brust, 2013). En estas
condiciones, la circulacion cerebral esta regulada de manera muy precisa para adaptarse
a los requerimientos de consumo de oxigeno y glucosa en distintas condiciones del
funcionamiento cerebral. La presion arterial media, la produccion de dioxido de carbono
(CO,), el pH tisular y otros mediadores quimicos estan involucrados en la regulacién del
flujo sanguineo cerebral global y del flujo sanguineo en estructuras cerebrales especificas
(Morali & Cervantes, 2014).

La interrupcion o la reduccién del aporte sanguineo al cerebro pueden dar lugar a la falla
del soporte metabdlico que provee de energia a las células nerviosas, lo cual a su vez
puede provocar un conjunto de alteraciones, que ocurren de manera simultdnea o
secuencial en los mecanismos celulares esenciales para el funcionamiento neuronal. Tal
es el caso de la disminucion en la sintesis de adenosin trifosfato (ATP) y las diversas
alteraciones posteriores en los gradientes i6nicos transmembranales, como la
despolarizacion andxica e incremento anormal de las concentraciones intracelulares de
ca’ y de Na*, y disminucién del pH. Asimismo, el ingreso excesivo, no regulado, de Ca*
al interior de las células a través de los canales idnicos operados por voltaje y por la
activacion anormal de receptores glutamatérgicos, debida a la liberacion excesiva de
glutamato (Excitotoxicidad), puede subsecuentemente activar procesos celulares que
promueven alteraciones mitocondriales, en el transporte membranal y en la sintesis de
proteinas; asi como activacion directa de lipasas, proteasas y endonucleasas
dependientes de Ca*. Como consecuencia, puede haber sobreproduccion de radicales
libres, lipoperoxidacion de las membranas celulares, dafio a macromoléculas y al
citoesqueleto, asi como activacion de citocinas proinflamatorias. Adicionalmente la
activacion de cascadas de sefalizacion proapoptoéticas mantiene condiciones que pueden
dar lugar a dafio estructural, funcional y muerte neuronal, principalmente en estructuras
vulnerables como las neuronas piramidales del segmento CAL del cuerno de Ammon de
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hipocampo y de las capas 3 y 5 de la corteza cerebral (Pulsinelli, 1985; Pulsinelli et al,
1997; Lipton, 1999; Suwagara et al, 2004).

En particular, a partir de la falla energética inicial, la liberacion subsecuente, anormal y
excitotoxica de glutamato, asi como la alteracion de la estructura y de la funcion
mitocondrial pueden quedar involucradas de manera transitoria 0 permanente en
procesos celulares de dafio neuronal. Asi, la incorporacion a la mitocondria de cantidades
anormalmente elevadas de Ca” intracelular da lugar a la sobreproduccion de radicales
libres, a la apertura de los poros de transicién mitocondriales, a la liberacion de citocromo
c, a la falla secundaria de la funciébn mitocondrial y a la iniciacion de la cascada de
sefalizacion proapoptotica. La cascada proapoptotica involucra vias de sefializacion
dependientes del factor nuclear kB y P53, cambios en la relacion bax/bcl-2, liberacién de
citocromo ¢ con activacion de caspasas Y finalmente activacion de enzimas que rompen la
estructura del &cido desoxirribonucleico (DNA) y de las enzimas que pueden repararlo,
dando lugar a la degradacion del DNA y a la muerte neuronal. Adicionalmente, la
sobreproduccion de radicales libres por parte de la mitocondria puede exceder la
capacidad de la reserva antioxidante de las neuronas y sumarse como un factor de riesgo
para la integridad estructural y funcional de las células nerviosas (Chan, 2001; ladecola &
Alexander, 2001; Leker & Shoami, 2002; Warner et al, 2004; Chinopulos & Adam, 2006).

Los radicales libres incluyendo superéxido, hidroxilo y peroxil nitrito también son
mediadores importantes de dafio inflamatorio al tejido cerebral, de la activacion y
secrecion de citocinas inflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral a (TNF- a),
interleucina-1 e interleucina-6 (IL-6); asi como la expresion y activacion de la sintasa
inducible éxido nitrico (INOS) y la ciclo-oxigenasa-2 (COX-2). Estas alteraciones
favorecen la presencia de reacciones inflamatorias, especialmente si el deterioro del
balance oxidativo, inducido por la isquemia, coincide con la restitucion total (reperfusion) o
parcial (hipoperfusion) del flujo sanguineo y el suministro de oxigeno al tejido cerebral. Sin
embargo, la isquemia/reperfusién cerebral también puede dar lugar a mecanismos de
reparacion neuronal y recuperacion funcional mediante procesos de plasticidad que
involucran a las neuronas remanentes tanto en las estructuras mayormente afectadas por
la isquemia como en aquellas que no fueron involucradas en el dafio isquémico (Barone &
Feurestein, 1999; Jourdain et al, 2002; Leker & Shoami, 2002; Crepel et al, 2003; Bendel
et al, 2005; Hurtado et al, 2006; Ruan et al, 2006).

MVZ Rafael Getzemani Diaz Jiménez 6



Evaluacion de los efectos neuroprotectores del estradiol bajo condiciones de hipoperfusion cerebral crénica 'y
ausencia de secrecion de estrégenos ovaricos en ratas viejas, 2018.

Los diferentes fendmenos celulares inducidos por la isquemia/reperfusion cerebral que
dan lugar ya sea a muerte neuronal y dafio cerebral o a reparacion neuronal, plasticidad y
recuperacion funcional, pueden ocurrir en forma secuencial 0 de manera simultanea a
partir del episodio de isquemia. Sus latencias y curso temporal, que pueden ir desde
minutos hasta semanas, son referencias importantes para establecer su relevancia en los
periodos criticos para el dafio y muerte neuronal; lo mismo que para establecer las
“ventanas de oportunidad” para procedimientos neuroprotectores especificos (Pulsinelli et
al, 1997; Lipton et al, 1999).

2.2 Hipoperfusién cerebral créonica. Abordaje experimental.

Estos fendmenos fisiopatoldgicos de dafio cerebral inducidos por la isquemia, ocurren con
gran intensidad y en corto tiempo (minutos a horas) en los casos de isquemia cerebral
aguda global o focal; sin embargo, dichos fenémenos fisiopatolégico también pueden
ocurrir de otra manera ante la reduccion parcial del flujo sanguineo, con un curso temporal
a largo plazo (semanas a meses), que altere progresivamente los procesos celulares de
las neuronas y finalmente el efecto acumulativo de dichas alteraciones provoque la
muerte de las neuronas mas vulnerables a la isquemia y el deterioro de las funciones que
dependen de la integridad morfo-funcional de las estructuras cerebrales. Tal es el caso de
la Hipoperfusion Cerebral Cronica, una alteracion provocada por una reduccion
progresiva, a largo plazo, del flujo sanguineo y por consiguiente del aporte de oxigeno y
glucosa al cerebro. Se ha sugerido que esta condicion puede ser una causa importante de
la demencia en pacientes con enfermedades cerebro vasculares en las que la oclusion
progresiva de los vasos sanguineos que proveen de irrigacion al cerebro, da lugar a
diversas alteraciones y finalmente al deterioro y la pérdida de las funciones y capacidades
cognoscitivas (Bakker et al, 2000; Rao et al, 2001; ladecola, 2010).

El abordaje de las caracteristicas del dafio cerebral y las alteraciones de las funciones
cognoscitivas atribuibles a hipoperfusion cerebral cronica, como podria ocurrir en seres
humanos, ha sido realizado en gran parte mediante modelos de dicha patologia en
animales de experimentacion (Sarti et al, 2002). De esta manera, la oclusion permanente
o la seccion bilateral, simultanea o secuencial, de las arterias carétidas comunes (2VO),
en ratas, dejando el suministro de sangre al cerebro dependiente solamente del flujo
sanguineo cerebral a través de las arterias vertebrales y su redistribucion a partir del
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poligono de Willis, ha sido considerado como un modelo experimental de hipoperfusion
cerebral cronica (Ginsberg & Busto, 1989; Farkas et al, 2007; Hossman, 2008; Ulrich et al,
1998; Pappas et al, 1996; Ohta et al, 1997; Cechetti et al., 2012a, 2012b).

En las condiciones de HCC inducidas por este modelo experimental se ha observado una
reduccion, a largo plazo, de al menos un 30% del flujo sanguineo cerebral normal (Otori et
al, 2003); asi como, dafio, alteracion funcional y muerte neuronal en las estructuras
cerebrales mas wvulnerables a la isquemia, entre las que destacan las neuronas
piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo y de las capas 3 y 5 de la corteza
cerebral, directamente involucradas en la integracion de funciones cognoscitivas. Asi, se
ha mostrado que la HCC provoca la muerte de las neuronas piramidales del segmento
CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo, las cuales son parte fundamental del circuito
trisinaptico, donde se realiza la adquisicion y procesamiento de la informacion sensorial
involucrada en los procesos de aprendizaje y memoria. Asimismo, este dafio neuronal se
ha relacionado con el deterioro progresivo de las funciones cognoscitivas dependientes
del hipocampo como son el aprendizaje y la memoria espacial y el aprendizaje y la
memoria de trabajo espacial (Ginsberg & Busto, 1989; Pappas et al, 1996; Ohta et al,
1997; Ulrich et al, 1998; Otori et al, 2003; Farkas et al, 2007; Hossman, 2008; Cechetti et
al, 2012a).

El modelo de HCC ha sido caracterizado por diversos autores, quienes han descrito la
magnitud de la pérdida de las neuronas piramidales en CA1 en funcion del transcurso del
tiempo, desde 14 dias hasta 6 meses, a partir del inicio de la isquemia. En estas
condiciones se observo que la pérdida neuronal en CAl se incrementa progresivamente
de tal manera que en el término de 4 meses la poblacion neuronal de CAL se ha reducido
al menos en un 30%. Esta pérdida neuronal se acompafia de una notable activacion de
las células gliales (Ginsberg & Busto, 1989; Pappas et al, 1996; Ohta et al, 1997; Ulrich et
al, 1998; Farkas et al, 2007; Hossman, 2008; Cechetti et al, 2010, 2012a; Morali &
Cervantes, 2014).

Asi mismo, la ejecucion de tareas de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto
acuatico de Morris y de memoria de trabajo espacial en el laberinto de 8 brazos de Olton
se deteriora progresivamente a partir del inicio de la isquemia. En efecto, la latencia de
escape (tiempo gue toma la localizacion, mediante sefiales espaciales, de una plataforma
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sumergida) en el laberinto acuéatico de Morris fue significativamente mayor y el tiempo de
permanencia en el cuadrante donde se encontraba la plataforma (una vez que la
plataforma fue retirada) durante la prueba de transferencia fue significativamente menor
en ratas tres meses después de HCC en comparacion con animales en los que no se
redujo el flujo sanguineo cerebral. La ejecucién en el laberinto de 8 brazos de Olton se
altera permanentemente de manera significativa a partir de los 2 meses post isquemia (Ni
et al, 1994; Pappas et al, 1996; Ohta et al, 1997; Ulrich et al, 1998; Cechetti et al, 2012a).

La lesibn de dichas estructuras cerebrales en condiciones de HCC se debe
fundamentalmente a fendémenos proapoptéticos, estrés oxidativo y fendémenos
proinflamatorios originados por la activacion glial como consecuencia de la HCC
(Ozacmak et al, 2009; Cechetti et al, 2012a, 2012b).

2.3 Acciones del 17-B estradiol en las estructuras cerebrales.

La participacion de los estrégenos (especialmente del 17-B estradiol, el estrégeno
endogeno con mayor actividad endocrina) en diversas funciones fisiologicas, tales como
la reproduccion, el funcionamiento cardiovascular y el metabolismo 0seo, entre otras, ha
sido claramente establecida. En particular, a partir del reconocimiento de las acciones
estrogénicas en estructuras cerebrales involucradas en el control neuroenddcrino del eje
hipotdlamo-hipofisis-ovario, asi como en aquellas involucradas en el comportamiento
reproductivo de las hembras de diferentes especies de mamiferos y en seres humanos,
se ha considerado al sistema nervioso central como un “blanco” de la mayor importancia
para las acciones de los estrégenos. Asimismo, se ha mostrado que las acciones
estrogénicas pueden tener también lugar en estructuras involucradas en la integracion de
otras funciones cerebrales, entre las que destacan las funciones cognoscitivas, el
comportamiento y las emociones, incluyendo al hipocampo, la amigdala y la corteza
cerebral (McEwen & Alves, 1999; Kelly et al, 2005; Brinton, 2009).

La interaccion del estradiol con las estructuras cerebrales forma parte de un mecanismo
neuro-endécrino en el que el estradiol sintetizado en el ovario puede acceder, via
sanguinea, a las células nerviosas, donde puede ejercer funciones de regulacion
principalmente mediante mecanismos genémicos. Sin embargo, también hay evidencias

de que el estradiol puede alcanzar concentraciones efectivas en estructuras cerebrales
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donde puede ser sintetizado localmente y modificar la estructura y/o el funcionamiento del
sustrato neural involucrado en la integracion de diversas funciones cerebrales (Bauleiu,
1998; McEwen & Alves, 1999; Yague et al, 2006; Woolley, 2007; Do Rego et al, 2009;
Boon et al, 2010; Srivastava et al, 2011; Saldanha et al, 2011).

De esta manera, los estrégenos pueden acceder y ejercer su acciones en los circuitos
neuronales de un conjunto de estructuras cerebrales que incluyen a: la médula espinal, el
hipotalamo, el cerebelo, las estructuras de los sistemas nigro-estriatal y meso-limbico, la
amigdala, el hipocampo, la corteza cerebral y el tallo cerebral. En estas estructuras,
dichas acciones son mediadas por receptores a estrégeno a, § (ER-a, ER-B)y GPR30; los
cuales pueden afectar la comunicacion celular, la generacion, la codificacion, y el
procesamiento de la informacién contenida en las sefiales eléctricas y quimicas, mediante
la modificacion de la sintesis, liberacién, biotransformacion, recaptura e interaccién con
receptores de diversos neurotransmisores en los sistemas colinérgico, noradrenérgico,
serotoninérgico, dopaminérgico, glutamatérgico y neuropeptidérgicos (neuropéptido Y,
péptidos opioides), determinantes de las caracteristicas de la plasticidad neuronal,
esencial en procesos cerebrales tales como el desarrollo cerebral, el aprendizaje, la
memoria y los diversos patrones de comportamiento (Liu et al, 2010; McEwen et al, 2012;
Morali & Cervantes, 2014).

Asi, se han descrito procesos cerebrales cuya regulacion parece ser, al menos en una
parte importante, dependiente de estrégenos, en los que se ha destacado la remodelacion
de la conectividad sinaptica, incluyendo cambios en la densidad y la forma de las espinas
dendriticas, en redes o circuitos neuronales que forman parte de estructuras cerebrales
involucradas en el control neuroenddcrino y en los patrones conductuales asociados con
la reproduccion en las hembras (Frankfurt et al, 1990; Parducz et al, 2006; Csakvari et al,
2007; Naftolin et al, 2007; Griffin & Flanagan-Cato, 2011; Gonzalez-Burgos et al, 2015);
asi como, en estructuras cerebrales de cuya actividad dependen otras funciones distintas
a la reproduccion, como es el caso de las funciones cognoscitivas (Gonzalez-Burgos et al,
2005; Spencer et al, 2008).

De hecho, en diversas especies de mamiferos, incluso en seres humanos, se ha
observado que la fluctuacion ciclica en las concentraciones plasméticas de estradiol
durante el ciclo estral, se asocia con modificaciones de la eficiencia en la ejecucion de
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diversos procesos cognoscitivos. Asimismo, aquellos individuos cuya esteroidogénesis
ovérica se ha sido reducida o suprimida, muestran deterioro del aprendizaje y memoria
dependientes del funcionamiento del hipocampo y de la corteza pre-frontal, que puede ser
revertido mediante la administracion de estradiol (Sherwin & Tulandi, 1996; Spencer et al,
2008). Dichas alteraciones de las funciones cognoscitivas atribuibles a las consecuencias
de la ovariectomia sobre las concentraciones plasmaticas de estradiol y sus acciones en
sistema nervioso central, se han relacionado, en modelos experimentales, con una
reduccion en la densidad de espinas detriticas en las capas Il y Il de la corteza pre-
frontal, asi como en el segmento CAL del cuerno de Ammon del hipocampo (Wallace et
al, 2006). Estas modificaciones de las concentraciones plasmaticas y de las acciones
estrogénicas en el cerebro, en individuos viejos podrian corresponder a la situacion de las
mujeres post-menopadsicas; situacibn que ha tratado de imitar en modelos
experimentales en primates o roedores viejos en ausencia de secrecion ovarica de

estrogenos (Spencer et al, 2008).

Por otra parte, existe evidencia acerca de los efectos neuroprotectores del 173-estradiol
(E2) en contra del dafio cerebral provocado por la isquemia, en los que intervienen
multiples mecanismos de accién estrogénica a nivel celular y molecular, que tienen lugar
en las estructuras cerebrales mas vulnerables a la reduccion del flujo sanguineo (Moraliy
Cervantes, 2014). En estas estructuras cerebrales, la participacion relevante del 1713-
estradiol en la regulacion de la expresion génica, la supervivencia neuronal, la
diferenciaciéon neuronal y glial, y la transmisién sinaptica; asi como, bajo ciertas
condiciones, en procesos antiinflamatorios, de reparacion de dafio neuronal y de
recuperacion de funciones cerebrales mediante mecanismos de plasticidad en circuitos
neuronales, ha sido considerada como parte fundamental de sus acciones y efectos
neuroprotectores (Wolley, 2007; Spencer et al, 2008; Vegeto et al, 2008).

2.4 Receptores a estrogenos como mediadores de la neuroproteccion del 1783-
estradiol.

Los efectos neuroprotectores del estradiol dependen tanto de las concentraciones locales
de la hormona, asi como de la interaccion de los estrégenos con sus receptores en los
circuitos neuronales, los receptores de estrégenos (ER-a, ER-B y GPR30), cada uno con
distintas distribuciones en el encéfalo y con la capacidad de influir en la sefalizacion
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dependiente del estradiol (Bean et al, 2014). Dichas interacciones del estradiol con sus
receptores y sus consecuencias a diversos niveles de organizacion biologica, pueden ser
evaluadas mediante pardmetros adecuados desde el nivel molecular y celular hasta el
nivel de mayor integracién bioldgica en cada individuo y sus interacciones con el entorno.

Los efectos neuroprotectores del estradiol en contra de los mecanismos fisiopatologicos
de dafio cerebral inducidos por isquemia cerebral aguda, global o focal, principalmente en
modelos experimentales, han sido motivo de revisiones por diversos autores, en las que
se destaca la participacion relevante de los diferentes tipos de receptores estrogénicos,
ER-a, ER-B, GPR30, en diversas acciones estrogénicas que pueden dar lugar a
neuroproteccion (Liu et al, 2010; Etgen et al, 2012; Morali & Cervantes, 2014).

Los ER-a se ubican con gran densidad en el hipocampo, el hipotalamo y el area predptica,
mientras que su densidad es relativamente baja en la corteza cerebral. En contraste, los
ER-B se ubican predominantemente en la corteza cerebral, aunque también son
abundantes en el hipocampo, el bulbo olfatorio, el septum, el &rea predptica, el nicleo de
la estria terminalis, la amigdala, el nicleo paraventricular del hipotalamo, el talamo, el
area tegmental ventral, la sustancia negra y el cerebelo (Dubal et al, 2001; Milner el al,
2001; Pérez et al, 2003; Kalita et al, 2005; Levin, 2005; Milner, 2005; Woolley, 2007;
Hammes & Levin, 2007; Raz et al, 2008; Elzer et al, 2010). En estas estructuras
cerebrales se ha descrito una interaccion cooperativa de los ER-a, los ER-B y sus
coactivadores para la regulacion coordinada de la codificacion de genes en el DNA
nuclear y en el DNA mitocondrial para las proteinas involucradas en la cadena respiratoria
(Chen et al, 2009). Tanto los ER-a como los ER- se expresan también en los astrocitos,
en los que la sintesis y liberacion de factores de crecimiento pueden ser activados, como
resultado de las acciones estrogénicas, y bajo ciertas condiciones formar parte de
procesos cerebrales de neuroproteccion (Carswell et al, 2004; Dhandapani et al, 2005;
Dhandapani y Brann 2007; Azcoitia et al, 2010; Arevalo et al, 2010).

El grado de participacion del ER-a o el ER-B como mediadores de los efectos
neuroprotectores del estradiol ha sido motive de discusion (Waters et al, 2011; Foster,
2012). No obstante, diversos resultados experimentales han sustentado el papel
preponderante de ER-a como mediador de la neuroproteccion del estradiol contra el dafo
cerebral por isquemia, aunque, la participacion de ER-B como mediador de la
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neuroproteccion del estradiol no ha sido descartada. Esta propuesta se ha basado
principalmente en estudios de neuroproteccion efectuados en animales “knockout” o
“knockdown” y en estudios con agonistas o antagonistas selectivos de ER-a y de ER-
(Dubal et al, 2001; Carswell et al, 2004; Miller et al, 2005; Dai et al, 2007; Zhang et al,
2009; Elzer et al, 2010). En cualquier caso, la interaccién eficiente entre ambos podria

propiciar la mayor neuroproteccion posible con el estradiol.

Asimismo, ciertas acciones del estradiol, dependientes o independientes de procesos de
transcripcion en el cerebro pueden estar mediadas por el receptor GPR30, acoplado a
Proteinas G, localizado en la membrana plasmatica y en la membrana del reticulo
endoplasmico de las neuronas en varias estructuras cerebrales, incluyendo el hipocampo,
el hipotalamo y el cuerpo estriado, entre otras (Funakoshi et al, 2006; Matsuda et al,
2008). La interaccion del E2 con el GPR30 puede dar lugar a la activaciéon de vias de
sefalizacion de procesos celulares que cuales pueden iniciarse con un periodo de
latencia muy breve e incluyen modificaciones de la fosforilacion de proteinas y cambios en
la concentracion de segundos mensajeros intracelulares como Adenosin monofosfato
ciclico (cAMP) y calcio (Liu et al, 2010). En este sentido, cabe destacar que el agonista
(G1) selectivo del GPR30, ha mostrado efectos neuroprotectores contra el dafio cerebral
provocado por la reduccion del flujo sanguineo cerebral en modelos experimentales de
isquemia focal o global (Lebesgue et al, 2009, 2010; Zhang et al, 2010).

De esta manera los diferentes tipos de receptores estrogénicos parecen estar
involucrados en procesos celulares que guardan una relacion de oposicion con
mecanismos fisiopatoldgicos del dafio cerebral por isquemia. Este es el caso de: a)
reduccion del estrés oxidativo, a través de la reduccién del incremento en la produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel mitocondrial, la reduccion de la activacion
NADPH (Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato) oxidasa y de la produccion de ROS,
la modulacién de enzimas antioxidantes, la captura de ROS; b) reduccién de los
fendmenos proinflamatorios inducidos por la isquemia; c) incremento de los mecanismos
celulares antiapoptéticos; d) promocién de la sintesis y liberacion de factores troficos por
parte de los astrocitos; €) mejoramiento a corto y largo plazo del flujo sanguineo en las
zonas isquémicas; f) regulacion de las vias de sefializacion PI3K/Ak/MAPK en favor de la
supervivencia neuronal; g) preservacion funcional de la barrera hematoencefalica; h)
reparacion de los circuitos neuronales dafiados mediante sinaptogénesis y neurogénesis.
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En estas condiciones, la neuroproteccion del estradiol contra el dafio cerebral por
isquemia se sustenta en la reduccion del dafio excitotoxico, reduccion del dafio oxidativo,
reduccion de las respuestas inflamatorias, reduccién de la muerte neuronal y mayor
supervivencia de las neuronas, efectos de plasticidad y recuperacion funcional de las

estructuras afectadas (Morali & Cervantes, 2014).

La presencia de estos diferentes tipos de receptor a estrogeno en las neuronas Yy las
células gliales que forman parte de la estructura y los circuitos neuronales del hipocampo
adquiere gran importancia debido al papel fundamental del hipocampo para la codificacion
de la informacion y el procesamiento de las sefiales eléctricas y quimicas involucradas en
los procesos cerebrales que dan lugar a las funciones cognoscitivas. De esta manera, las
acciones estrogénicas mediadas por receptores, se traducen en cambios en la densidad,
la configuracion y proporciones relativas de los diferentes tipos de espinas dendriticas en
las células piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo y de las
capas 3y 5 de la corteza prefrontal, los cuales son parte fundamental de la generacion de
sefales, la comunicacioén celular y los cambios plasticos que inciden en las caracteristicas
del aprendizaje y la memoria espacial (Gould et al, 1990; lkeda et al, 2006; Zhou et al,
2007; Mukai et al, 2007; Jelks et al, 2007; Marin et al, 2009; Garcia-Segura et al, 2010;
Roepke et al, 2011).

Por otra parte, se ha observado que en la rata la capacidad de respuesta a los
estrégenos, en pruebas de memoria espacial (dependientes de la integridad morfo-
funcional del hipocampo) y no espacial, se ve disminuida por el envejecimiento; de tal
manera que para lograr un efecto benéfico es necesario el uso de dosis mas altas que los
animales jovenes (Foster et al, 2003; Foster, 2015). Se ha sugerido que en el proceso de
envejecimiento ocurren cambios en las estructuras cerebrales que pueden dar lugar a

diferencias en la respuesta a estrégenos entre individuos jovenes vy viejos (Foster, 2012).

En la rata se ha observado que a partir de los 12 meses de edad tiene lugar una
disminucion de la densidad y las proporciones relativas de los receptores a estrogenos
clasicos (ER-a y ER-B), en estructuras cerebrales tales como el hipocampo y la corteza
prefrontal (Westberry et al, 2011; Foster, 2012), lo que podria estar relacionado con
diferencias en las acciones y los efectos estrogénicos, asociadas al envejecimiento. De
hecho, se ha observado, tanto en mujeres como en roedores, que la densidad de
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receptores a estrégenos en diversas estructuras cerebrales disminuye con el proceso de

envejecimiento (Bean et al, 2014).

En este sentido, se ha descrito que en mujeres el envejecimiento no solo se asocia con
reduccién de la densidad de receptores ER-a en hipocampo, sino también con reduccion
de la actividad transcripcional mediada por el este receptor (Tohgi et al, 1995; Ishunina et
al, 2007; Ishunina & Swaab, 2008, 2009). Asimismo, se ha descrito que en la rata una
disminucion de la densidad no solo de los ER-a, sino también de los ER- 3, asociada al
envejecimiento (12 meses de edad), aparentemente debido a metilacion del ADN que
codifica para el ER-a y el ER-B, disminuyendo asi la transcripcion y posterior sintesis del
mismo a nivel del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo; un proceso que
esta asociado tanto con la edad como con la supresion de estrégenos de origen ovarico
en plasma (Westberry et al, 2011; lanov et al, 2017).

En este sentido, las variaciones en los resultados de la terapia de reemplazo sobre el
deterioro de funciones cognoscitivas en mujeres post-menopadsicas, podrian estar
relacionadas con diferencias individuales en los cambios en los receptores estrogénicos,
asi como con el intervalo entre la supresion de la secrecion ovarica de estrogenos vy el
inicio de la terapia de reemplazo (Sherwi, 2006; Etgen et al, 2012; Foster, 2012)

Asimismo, estudios en animales de experimentacion viejos, referentes a las
modificaciones de la vulnerabilidad de estructuras cerebrales ante la reduccion o
supresion del flujo sanguineo cerebral y los efectos neuroprotectores de compuestos con
actividad estrogénica han mostrado algunos fendmenos adicionales a las modificaciones
de la densidad y caracteristicas de los receptores a estradiol en el sistema nervioso
central, asociados al envejecimiento, que pueden incidir en variaciones de la magnitud del
deterioro cognoscitivo y de la respuesta al estradiol en esas condiciones. Tal es el caso
de la disminucion adicional de la densidad de receptores a estrégenos, que se presenta
con el transcurso del tiempo ante el descenso en la produccién de estrégenos ovaricos;
asi como la reduccion en la sintesis de las enzimas esteroidogénicas StAR y aromatasa
cerebral, que dan lugar a reduccién de las concentraciones de estradiol en estructuras
cerebrales especificas (hipocampo) atribuible a la misma causa y a la produccién
excesiva, anormal de IL-6 por parte de la glia (Foster et al, 2012; Chamniansawat &
Chongthammakun, 2015; Chamniansawat & Sawatdiyaphanon, 2018).
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3. JUSTIFICACION

En el proceso de envejecimiento, la disminucion de las concentraciones sanguineas y
tisulares de las hormonas gonadales secretadas por el ovario puede propiciar
modificaciones en la estructura y el funcionamiento cerebral que favorezcan la presencia y
progresion de trastornos neurodegenerativos. Por lo que la disminucion y/o la ausencia de
actividad estrogénica y la hipoperfusion crénica pueden ser factores concurrentes de dafio

cerebral y deterioro cognoscitivo.

En estas condiciones, el abordaje experimental de la carencia de efectos de estrégenos
ovaricos y de los efectos de terapia de remplazo en el sistema nervioso central durante el
envejecimiento, ha sido realizado en ratas ovariectomizadas entre 18 y 22 meses de
edad.

Sin embargo, las consecuencias de la hipoperfusion cerebral cronica en ausencia de
actividad estrogénica de origen ovérico, no ha sido abordada en modelos experimentales
en los que la ausencia de estrégenos ocurra como parte de la declinacion de la
esteroidogénesis ovarica, asociada al envejecimiento; una situacion que podria ser
semejante a la de mujeres post-menopausicas bajo condiciones de hipoperfusion cerebral

cronica.

1
MVZ Rafael Getzemani Diaz Jiménez 16



Evaluacion de los efectos neuroprotectores del estradiol bajo condiciones de hipoperfusion cerebral crénica 'y
ausencia de secrecion de estrégenos ovaricos en ratas viejas, 2018.

4, HIPOTESIS

El estradiol reducira las alteraciones morfolégicas y funcionales provocadas en el
hipocampo por hipoperfusion cerebral crénica, en las ratas viejas, con ausencia de

actividad estrogénica de origen ovarico.
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5. OBJETIVO

5.1 Objetivo General

Evaluar el efecto neuroprotector del Estradiol en contra del dafio cerebral inducido por
Hipoperfusion Cerebral Cronica, en las ratas viejas con ausencia de secrecién ovarica de
estradiol por medio de la evaluacion de la eficiencia en el aprendizaje, memoria espacial y

la poblacion neuronal del hipocampo.

5.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar la poblacion neuronal de células piramidales del segmento CAL del cuerno de
Ammon del hipocampo, en condiciones de Hipoperfusion Cerebral Cronica y ausencia
de secrecion ovarica, bajo tratamiento neuroprotector con Estradiol, en ratas viejas.

2. Evaluar la eficiencia del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto acuatico de
Morris en condiciones de Hipoperfusion Cerebral Cronica y ausencia de secrecion
ovérica, bajo tratamiento neuroprotector con Estradiol, en ratas viejas.

1
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6. MATERIAL Y METODOS

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con los lineamientos
establecidos en normas internacionales (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. NIH Publication 80-23, 1996), y en normas vigentes en los Estados Unidos
Mexicanos: Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (NOM 062-ZOO-
1999).

Se utilizaron 24 ratas, hembras, de la cepa Sprague-Dawley, con una edad de 18 meses
al inicio del experimento; los animales fueron alojados en cajas de acrilico, bajo
condiciones controladas de ciclos de luz y oscuridad (12hr/12hr), a una temperatura de 21

+ 2° C, con provision de comida (rodent laboratory Chow) y agua ad libitum.

Los animales de experimentacion fueron asignados al azar a los siguientes grupos:

e Intacto: animales de 18 meses sin ningln procedimiento anestésico-quirlrgico
(n=3).

e Sham+OVX: ovariectomia y simulacién del procedimiento quirtrgico del modelo de
HCC bajo anestesia general (n=5).

e Sham+OVX+E2: ovariectomia y simulacion del procedimiento quirargico del
modelo de HCC bajo anestesia general, con administracion de Benzoato de
Estradiol, 5 pg/kg/SC, cada 48 horas, durante 30 dias, inmediatamente después
de haber completado los procedimientos anestésico-quirurgicos (n=5).

e HCC+0OVX+Veh E2: ovariectomia y modelo de HCC bajo anestesia general, con
administracion de aceite vegetal 0.05 ml/SC, cada 48 horas, durante 30 dias,
inmediatamente después de haber completado los procedimientos anestésico-
quirargicos de la HCC (n=6).

¢ HCC+OVX+E2: ovariectomia y modelo de HCC bajo anestesia general, con
administracion de Benzoato de Estradiol, 5 pg/kg/SC, cada 48 horas, durante 30
dias, inmediatamente después de haber completado los procedimientos
anestésico-quirargicos de la HCC (n=5).

6.1 Ovariectomia
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La ovariectomia se realizé bajo anestesia general con ketamina (50 mg/kg, IM) y xilazina
(10 mg/kg, IM) y condiciones asépticas, a través de una incision bilateral en los flancos de
la rata para tener acceso a los ovarios, realizar la ligadura y corte de los mismos, asi
como de la arteria ovarica correspondiente con sutura seda de 3-0, finalmente se procedié

al cierre de los planas anatémicos con el mismo material de sutura.

6.2 Modelo de Hipoperfusion Cerebral Cronica

Dos semanas después de la ovariectomia, el modelo de hipoperfusion cerebral crénica se
realizd bajo anestesia general con ketamina (50 mg/kg, IM) y xilazina (10 mg/kg, IM) y
condiciones aseépticas, de acuerdo con los procedimientos quirdrgicos descritos
previamente (Pappas et al, 1996; Ohta et al, 1997; Otori et al, 2003; Farkas et al, 2007;
Cechetti et al, 2010; Azzubaidi et al, 2012): a través de una incision en la piel en la linea
media de la cara ventral del cuello, mediante microscopio estereoscépico (Leica Mod.
S6E) se localizé la vaina carotidea de la arteria carotida comun izquierda, la cual se
separd cuidadosamente del nervio vago para colocar una doble ligadura (seda 5-0) antes
de la bifurcacion que da origen a las arterias carétidas interna y externa; en estas
condiciones se procedié al corte de la arteria carétida comun entre las ligaduras. Siete
dias después se realizo el mismo procedimiento en la arteria carétida comun derecha. Los
procedimientos anestésico-quirargicos del modelo se realizaron bajo el mismo tipo de
anestesia general y consistieron en localizar y disecar las arterias carotidas comunes pero

sin interrumpir el flujo sanguineo.

6.3 Evaluacion de memoriay aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris

Para la evaluacion del aprendizaje y la memoria espacial se utilizé el laberinto acuatico de
Morris (Morris, 1984). En esta prueba, las ratas se colocaron en una tina circular de 140
cm de didmetro y 50 cm de altura, con agua tefiida de color azul obscuro, a una
temperatura de 25°C, hasta una profundidad de 25 cm, ubicada en un cuarto con una
variedad de sefales visuales (puerta, figuras, el investigador, etc.) en lugares fijos del
entorno, las cuales permitian la orientacién espacial de la rata. El laberinto se dividié de
manera virtual en cuatro cuadrantes designados como 1, 2, 3 y 4. En el centro del
cuadrante 1 se coloc6 una plataforma de escape (13 x 13 cm) sumergida 2 cm por debajo
de la superficie del agua.

1
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Se disefid un procedimiento experimental que incluyd un periodo de aprendizaje de 7 dias
con dos ensayos diarios (con un intervalo de 20 min); para cada ensayo cada rata se
colocé en el agua, en cualquiera de los cuadrantes (seleccionados al azar) con la cabeza
orientada frente a la pared de la tina, para iniciar la busqueda y posible localizacion de la
plataforma y se permitid un tiempo méaximo de busqueda de 60 seg; cada ensayo se dio
por terminado con la localizacion de la plataforma antes de 60 segundos; en el caso de
que la rata no localizara la plataforma en 60 seg, se le guiaba manualmente hasta la
misma donde se le permiti6 su permanencia durante 15 segundos a fin de propiciar el
aprendizaje de la posicion de la plataforma con respecto a las sefiales del entorno. Tanto
la plataforma como las sefiales espaciales alrededor del laberinto se mantuvieron en el
mismo sitio durante los ensayos efectuados durante los 7 dias de prueba para la
evaluacion del aprendizaje espacial. La ejecucion del animal en cada ensayo se registro
mediante video grabacion. En cada ensayo se evaluaron: la latencia de escape (el tiempo
gue tardo la rata en localizar la plataforma), la distancia recorrida (cm) hasta encontrar la
plataformay la velocidad de nado (cm/s).

Al dia siguiente de haber completado el periodo de aprendizaje (dia 8) se realiz6 en cada
rata una prueba de memoria espacial (30 seg), en la que se retir6 la plataforma y se midié
el tiempo que la rata permaneci6 nadando en el cuadrante donde se localizaba
originalmente la plataforma, en comparacion con el tiempo de permanencia en los otros
tres cuadrantes, y el nimero de veces que cruzé por el sitio donde se encontraba la

plataforma.

6.4 Evaluacién de la poblacién de neuronas remanentes del segmento CAl del
cuerno de Ammon del Hipocampo

Al término de las pruebas en el laberinto acuatico de Morris, los animales fueron
anestesiados con éter y se perfundieron a través del ventriculo izquierdo con 180 ml de
solucion amortiguadora de fosfatos, seguida de 180 ml de soluciéon de formaldehido al
10% en amortiguador de fosfatos. Los cerebros fueron retirados del craneo y se
conservaron en el mismo fijador durante 10 dias antes del procesamiento histolégico.
Cada cerebro fue seccionado en 2 mitades a partir de la cisura interhemisferica; de una
de las partes de cada animal de experimentacion se obtuvo una rebanada coronal (7.0
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mm de espesor) de la regién que contiene el hipocampo dorsal, para ello se utilizé una
matriz de acrilico para cortes coronales de cerebro de rata (Stoelting mod. 51384). Dichas
rebanadas de tejido cerebral se deshidrataron mediante inmersién en alcohol etilico, en
concentraciones crecientes y en alcohol amilico, posteriormente fueron aclaradas en
aceite de madera de cedro y en cloroformo, para su inclusién en parafina. De estos
bloques de tejido cerebral incluido en parafina se obtuvieron por medio de un microtomo
(MICROTOM Mod. HM 325), series de cortes coronales de 10 uym de espesor, del
hipocampo dorsal localizado entre -2.52 mm y -4.56 mm a partir de bregma, de acuerdo a
las coordenadas estereotéxicas de Paxinos (Paxinos & Watson, 2009). Uno de cada 5
cortes coronales fueron tefiidos con violeta de cresilo al 0.5%, pH 3.9 (Luna, 1960). Se
conto el niumero de neuronas piramidales remanentes (neuronas con morfologia normal,
integridad de la membrana y nucléolo claramente visible) en 5 cortes histoldgicos de cada
cerebro de los animales en los diferentes grupos experimentales. El nimero de neuronas
piramidales remanentes se evalud en una extension lineal de 400 um del estrato piramidal
del segmento CA1, del cuerno de Ammon del hipocampo, mediante microscopio 6ptico
(Leica Mod. DM 1000) con un aumento de 400x y un sistema computarizado de analisis
de iméagenes histologicas (Leica Microsystems Mod. LAS06886) (Letechipia-Vallejo et al,
2007).

6.5 Anadlisis Estadistico

Se evaluaron los siguientes parametros de eficiencia del aprendizaje y la memoria
espacial: latencia de escape (seg), distancia recorrida (cm) para localizar la plataforma,
velocidad de nado (cm/seg), tiempo de recorrido en el cuadrante objetivo (seg) y en los
otros tres cuadrantes; y nimero de cruces por el sitio donde se encontraba la plataforma.
Las comparaciones intragrupales de los valores de latencia de escape (mediana) entre el
dia 1y los 6 dias subsecuentes de prueba, se realizaron mediante analisis de varianza no
paramétrica, ANOVA de Friedman y la prueba de rangos sefialados y pares igualados de
Wilcoxon, post hoc; las comparaciones intergrupales de las latencias de escape durante
los 7 dias de prueba, fueron realizadas mediante ANOVA de Kruskal-Wallis y prueba U de
Mann-Whitney, post hoc; la longitud de las trayectorias y la velocidad de nado durante el
periodo de prueba, asi como el numero de cruces y el tiempo de recorrido en el cuadrante
donde deberia estar la plataforma (dia 8) fue comparado entre los diferentes grupos
mediante ANOVA de una via y prueba de Tukey, post hoc; para las comparaciones
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intragrupales de los valores de la longitud de las trayectorias y la velocidad de nado
durante el periodo de 7 dias de prueba y el tiempo de recorrido en el cuadrante donde
deberia estar la plataforma y en los otros tres cuadrantes (dia 8) se emple6 ANOVA y
prueba de Tukey, post hoc; la comparacién entre el nimero de cruces en el que
originalmente se encontraba la plataforma objetivo se realizé ANOVA de Kruskal-Wallis y
prueba U de Mann-Whitney, post hoc (Downie & Heath, 1983; Siegel, 1956).

La comparaciéon del nimero de neuronas remanentes en el segmento CAl del cuerno de
Ammon en los diferentes grupos fue analizado mediante ANOVA de una via y prueba de
Tukey, post hoc (Downie & Heath, 1983).

1
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7. RESULTADOS

7.1 Evaluacion del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto acuatico de
Morris

7.1.1 Aprendizaje espacial. Latencia de escape

Los valores (mediana y rango) de las latencias de escape de los diferentes grupos
experimentales obtenidos cada dia, durante los 7 dias de prueba, en el laberinto acuatico
de Morris se muestran en la Figura 1; se aprecia una reducciéon progresiva con el
transcurso del periodo de 7 dias de prueba en los grupos Intacto, Sham+OVX y
HCC+OVX+E2, a diferencia de los grupos Sham+OVX+E2 y HCC+OVX+Veh, en los que
los valores de la latencia de escape fueron similares (aunque significativamente menores
en algunos dias en comparacion con el ler dia de prueba) sin mostrar una tendencia a la

reduccion progresiva durante el periodo de 7 dias de prueba.

Puede observarse una reduccién significativa de los valores de latencia de escape en
comparacion con los valores obtenidos en el ler dia de prueba (comparacion intragrupal),
en varios dias a partir del 2do dia de prueba (p<0.05) en el grupo Intacto; a partir del 3er
dia de prueba (p<0.05) en el grupo Sham+OVX; a partir del 2do dia de prueba (p<0.05) en
el grupo Sham+OVX+E2 y a partir del 3er dia de prueba (p<0.05) en el grupo
HCC+OVX+E2. En cambio, los valores de latencia de escape fueron significativamente
menores solamente los dias 2, 6 y 7 (p<0.05), en comparacion con el primer dia de
prueba en el grupo HCC+OVX+Veh.

La comparacion intergrupal de los valores de latencia de escape solo mostré una
disminucion significativa de este parametro el dia 5 de prueba en el grupo HCC+OVX+E2,

en comparacion con el grupo Intacto (p<0.05).

7.1.2 Aprendizaje espacial. Longitud y caracteristicas de las trayectorias de nado

Los valores de la distancia de nado (cm) que recorrieron los animales de los diferentes
grupos experimentales para llegar a la plataforma sumergida, en el laberinto acuético de
Morris, mostraron una tendencia a disminuir progresivamente en dias sucesivos durante
el periodo de 7 dias de prueba, en comparacion con el ler dia de prueba (Tabla 1). Los
valores de los grupos Intacto y Sham+OVX, a partir del dia 3 de prueba, presentaron
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diferencias significativas (p<0.05 o p<0.01) en comparacion con el dia 1, en tanto que los
de los grupos Sham+OVX+E2 e HCC+OVX+E2 mostraron reduccion significativa (p<0.05
0 p<0.01) a partir del dia 4. En el grupo HCC+OVX+Veh se observaron diferencias
significativas en algunos dias en comparacion con el dia 1 (p<0.05 o p<0.01), pero sin
mostrar la tendencia a la reduccion progresiva. No se observaron diferencias significativas

en las distancias de nado entre los grupos.

En la Figura 2, se ilustran las trayectorias de nado representativas de los grupos Intacto,
Sham+0VX, Sham+OVX+E2, HCC+OVX+Veh y HCC+OVX+E2, en los dias 1, 3y 7 de
prueba y en la prueba de transferencia (dia 8). Se destaca el cambio de la trayectoria de
nado, circular y cercano a la pared de la tina, observado el primer dia de prueba, hacia
rutas mas cortas y orientadas hacia el sitio de la plataforma en los dias sucesivos en

todos los grupos experimentales.

Tabla 1. Valores (media £ EE) de la longitud de las trayectorias de nado (cm) de los animales de
los grupos Intacto, Sham+OVX, Sham+OVX+E2, HCC+OVX+Veh y HCC+OVX+E2 durante los 7

dias sucesiws de la prueba de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris

Intacto Sham+0VX Sham+OVX+E2 HCC+OVX+Veh E2 HCC+OVX+E2
(n=3) (n=5) (n=4) (n=6) (n=5)

Dia 1 1062.8 +114 1307.9+100.8 1216.1+111.4 1171.5+134.2 1264.96 +110.4
Dia 2 674.0+135.1 9448 + 1459 880.9 + 153 640.3+79.4* 945.74 + 169
Dia3 487.4+77.9* 681.1+137.7* 807.5+132.7 770.5+103.9 822.47 £ 88.9
Dia4 500.6+192.7* 5954+110.7* 610.6 + 105.5 ** 818.1 +133.8 634.91 £ 129 **
Dia5 390.1+66.4** 3822+ 1439* 4241 +69.3* 739.5+122.6 ** 395.37 £ 67.9 **
Dia6 421.7+57.8%** 649.1+173.3* 659.1 + 162.5 ** 724.8+100.6 * 441.22 £ 83.9 **
Dia7 271.2+41.9%* 391.5+1182* 479.8+122.1* 476.6 £+ 96 * 576.83+ 168.2**
*p<0.05 *p<0.01 enlosdiferentes dias vs dia 1

1
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Figura 1. Latencias de escape (mediana y rango) de los grupos Intacto (n=3), Sham+OVX (n=5),
Sham+OVX+E2 (n=4), HCC+OVX+Veh (n=6) e HCC+OVX+E2 (n=5), durante los 7 dias de prueba,
en el laberinto acuéatico de Morris. Puede observarse la reduccién significativa de la latencia de
escape a partir del segundo o tercer dia de prueba, en algunos dias en los diferentes grupos
experimentales (+) y la diferencia intergrupal del grupo HCC+OVX+E2 con respecto al grupo

Intacto (A). + p<0.05, dias 2 y subsecuentes vs dia 1; A p<0.05, dia 5 de prueba.
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Figura 2. Trayectorias de nado representativas de un animal de cada uno de los diferentes grupos
experimentales en el laberinto acuatico de Morris en los dias de prueba 1, 3y 7; asi como durante
la prueba de transferencia; el inicio de la ruta esté representado por el punto en color negro. A la
derecha se muestra un diagrama del laberinto acuatico de Morris dividido en 4 cuadrantes y con la
localizacion de la plataforma (cuadrante 1). Durante el primer dia, se observa una trayectoria de
nado circular en los diversos grupos experimentales; posteriormente las trayectorias son mas
cortas, y mejor orientadas hacia el sitio de ubicacion de la plataforma sumergida en todos los

grupos, principalmente en los grupos Intacto, Sham+OVX, Sham+OVX+E2 y HCC+OVX+E2.

7.1.3 Aprendizaje espacial. Velocidad de nado

La Tabla 2 muestra los valores de la velocidad de nado (cm/seg) en los diferentes grupos
experimentales durante los 7 dias de prueba en el laberinto acuatico de Morris. No se
observaron diferencias en la velocidad de nado entre los diferentes grupos
experimentales, excepto por un incremento significativo (p<0.05) en el grupo Sham+0OVX
con respecto al grupo Intacto los dias 3 y 5 de prueba, una disminucion significativa
(p<0.05) en el grupo Sham+OVX+E2 el dia 6 con respecto al Intacto.
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Tabla 2. Valores (media £ EE) de la welocidad de nado (cm/seg) de los animales de los grupos
Intacto, Sham+OVX, Sham+OVX+ E2, HCC+OVX+Veh y HCC+OVX+E2 durante los 7 dias

sucesivos de la prueba de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris.

Intacto Sham+0VX Sham+OVX+E2 HCC+OVX+Veh E2 HCC+OVX+E2

(n=3) (n=5) (n=4) (n=6) (n=5)
Dia 1 22 £1.2 23.9+0.7 234 +11 242 +1 233+11
Dia 2 17.1 + 0.6 215+18 18.9 +2.2 23.1+25 216 £1
Dia 3 176 £ 1.1 243 +16A 18.2+1.9 20814 199 +£1.7
Dia 4 20.3£0.6 20.7£1.6 16.3 £ 0.8 184 +1.6 21 £1.7
Dia5 149+21* 23.5x2A 144 +2* 202 +1.7 20.7 1
Dia6 184 +1.8 20.3+1.6 11.8+1.3*A 20.2+1.6 20.2 £ 0.9
Dia 7 181 £2.2 19.3+1.9 154+26* 206 +1.4 185 +1.7

*p<0.05ws dia 1 A p <0.05 vs Intacto

7.1.4 Memoria espacial. Tiempo de recorrido por los diferentes cuadrantes

En la prueba de transferencia, se encontraron diferencias en el recorrido por los
cuadrantes del laberinto acuatico de Morris, entre los grupos experimentales (Figura 3).
El grupo Intacto realizé6 un recorrido predominante en el cuadrante objetivo, donde
originalmente se encontraba la plataforma (cuadrante 1) y en menor grado en uno de los
cuadrantes adyacentes (cuadrante 3), con tiempos de recorrido significativamente mas
cortos (p<0.05) en los cuadrantes 2 y 4 que en el 1. En los grupos Sham+OVX y
HCC+OVX+Veh, se presentd un tiempo de recorrido similarmente predominante en el
cuadrante objetivo y en el cuadrante 3, con recorridos significativamente menores
(p<0.05) por los cuadrantes 2 y 4 que por el cuadrante 1. Los animales del grupo
Sham+OVX+E2 mostraron recorridos similares por los cuadrantes 1, 2 y 3, sin diferencias
entre los cuatro cuadrantes. Las ratas del grupo HCC+OVX+E2 presentaron recorridos
predominantes en el cuadrante objetivo (cuadrante 1) y en el otro cuadrante adyacente
(cuadrante 2), con recorridos mas cortos por los cuadrantes 3 y 4, pero sin diferencias

estadisticamente significativas entre los cuadrantes.
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Por otra parte, los resultados de un andlisis intergrupal no mostraron diferencias
significativas entre los grupos de estudio, en el tiempo de recorrido en el cuadrante donde
originalmente se encontraba la plataforma, pero si se observdé un mayor tiempo de
recorrido de los animales del grupo HCC+OVX+E2 en el segundo cuadrante (p<0.05) en

comparacion con el grupo HCC+OVX+Veh.
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*p<0.05 con respecto al tiempo de recorrido en el cuadrante 1.

+p<0.05 cuadrante 2 del grupo HCC+OVX+E2 vs. HCC+OVX+Veh.

Figura 3. Tiempo (seg) de recorrido (media £ EE) en los cuadrantes del laberinto acuatico de
Morris durante la prueba de transferencia (30 seg), en los diferentes grupos experimentales. Puede
observarse el tiempo de permanencia mayor en el cuadrante 1 (donde originalmente se encontraba
la plataforma) en los grupos Intacto, Sham+OVX y HCC+OVX+Veh, pero, sin diferencias

significativas entre los grupos.

7.1.5 Memoria Espacial. NUmero de cruces por el sitio de la plataforma

La tabla 3 ilustra el desempefio de los animales de los diferentes grupos experimentales
durante la prueba de transferencia, en cuanto al nimero de cruces por el sitio donde
estaba la plataforma; no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos.

1
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Tabla 3. Numero de cruces (mediana y rango) por el sitio donde se encontraba la plataforma,
realizados por los grupos Intacto (n=3), Sham+OVX (n=5), Sham+OVX+E2 (n=4), HCC+OVX+Veh
(n=6) e HCC+OVX+E2 (n=5).

Grupo Mediana Rango
Intacto 5 1-5
Sham+0VX 3 1-5
Sham+OVX+E2 1 1-3
HCC+OVX+Veh 3 1-5
HCC+OVX+E2 3 2-5

7.2 Evaluacion de la poblacion de neuronas piramidales del segmento CAl del
hipocampo

En la Figura 4 se muestran fotomicrografias representativas de cortes coronales del
cerebro de animales de cada condicion experimental, tefiidos con violeta de cresilo, que
ilustran en imagen panoramica la poblacién neuronal del Cuerno de Ammon y del giro
dentado del hipocampo (40X), asi como la poblacibn de neuronas piramidales del
segmento CAL del Cuerno de Ammon (400X). En los diferentes grupos experimentales se
observa una poblacion de neuronas piramidales en CAL semejante a la del grupo Intacto,

a excepcioén del grupo HCC+OVX+Veh en el que se aprecia una reduccion de la misma.

El analisis cuantitativo de la poblacién de neuronas piramidales de CAl (Figura 5), no
mostro diferencias significativas ente los grupos Intacto, Sham+OVX, Sham+OVX+E2 y
HCC+OVX+E2. En cambio, se observé una reduccion significativa (p=0.008), hasta un
76%, en la poblacién de neuronas piramidales del segmento CAL del cuerno de Ammon
del hipocampo en el grupo HCC+OVX+Veh, en comparacion con el grupo Intacto (100%).
El tratamiento con estradiol contrarresto parcialmente la pérdida de neuronas bajo esta
condicion, ya que en el grupo HCC+OVX+E2 la poblacion neuronal se redujo soélo hasta
un 86.4% con respecto al grupo Intacto (100%), sin diferencia estadisticamente

significativa con el grupo HCC+OVX+Veh.
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Intacto

Sham+0OVX

Sham+OVX+E2

HCC+0OVX+Veh

HCC+OVX+E2

Figura 4. Fotomicrografias de cortes histolégicos representativos, que ilustran a dos diferentes
aumentos (40x del lado izquierdo y 400x del lado derecho) la poblaciéon de neuronas piramidales
remanentes, del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo en las diferentes condiciones
experimentales. Puede observarse una reduccién parcial del nimero de neuronas por efecto de la
HCC en la imagen correspondiente al grupo HCC+OVX+Veh, y su preservacion en el grupo
HCC+OVX+E2, comparado con los grupos Intacto, Sham+OVX y Sham+QOVX+E2.
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Figura 5. Namero de neuronas piramidales remanentes (media £ EE) en una extensién lineal de
400 pym en el estrato piramidal del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo de los

animales de los diferentes grupos experimentales. *p<0.05 vs. Intacto
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8. DISCUSION

En el presente estudio, se evaluaron los efectos neuroprotectores del estradiol en un
modelo experimental de hipoperfusion cerebral crénica, en ausencia de estrogenos de
origen ovarico, en ratas viejas (18 meses de edad); condiciones que pueden ser
concurrentes para la presencia y magnitud de alteraciones estructurales y/o funcionales
en estructuras cerebrales vulnerables a la reduccion del flujo sanguineo cerebral
(Pulsinelli, 1985). En particular, dichas alteraciones en el cuerno de Ammon del
hipocampo y en la corteza prefrontal pueden dar lugar a deterioro de funciones
cognoscitivas tales como el aprendizaje y la memoria espacial (Letechipia-Vallejo et al,
2007; Cechetti et al, 2012a, 2012b).

Con respecto a las alteraciones de la estructura del hipocampo, los resultados del
presente trabajo, en ratas viejas ovariectomizadas, confirman la reduccion de la poblacion
de neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo como
consecuencia de un periodo de 3-4 meses bajo hipoperfusion cerebral crénica, de manera
similar a como ha sido descrito previamente en ratas macho, por diversos autores (Ni et
al, 1995; Cechetti et al, 2012a) y en ratas hembra, en nuestro laboratorio (Montoya-Fraga
et al, 2016; Salcido-Cadena et al, 2017). En efecto, la reduccion del numero de neuronas
del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo, del orden de 30% con respecto
al numero de neuronas en condiciones experimentales sin hipoperfusion cerebral cronica
(100%), ha sido atribuido a mecanismos de dafio y muerte neuronal inducidos a largo
plazo por la hipoperfusion cerebral cronica, en un modelo experimental en ratas macho
con ligadura secuencial, con un intervalo de 7 dias, de una y otra arterias carétidas
comunes (Cechetti et al, 2012a, 2012b). En estas condiciones, el estrés oxidativo, la
acumulacion anormal de especies reactivas de oxigeno, la lipoperoxidacion de
estructuras neuronales, la activacion de procesos pro-inflamatorios en las células gliales,
asi como mecanismos celulares pro-apoptéticos han sido considerados como fenbmenos
concurrentes al dafio y muerte neuronal en el cuerno de Ammon del hipocampo. La
coincidencia en la magnitud de la reduccién de la poblacion de neuronas piramidales del
segmento CAl del cuerno de Ammon del hipocampo, observados en el presente estudio
en ratas viejas y en estudios previos en ratas hembra jovenes (Montoya-Fraga et al, 2016;
Salcido-Cadena et al, 2017), permitiria sugerir que la muerte neuronal en dicha estructura
seria debida a estos mismos procesos fisiopatoldgicos.
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En estas condiciones, la preservacion de un mayor nUmero de neuronas remanentes
(10% mayor, con respecto al grupo sin tratamiento con estradiol, bajo condiciones de
hipoperfusion cerebral cronica y ovariectomia) en el segmento CA1 del cuerno de Ammon
del hipocampo, por efecto del tratamiento con estradiol sugiere la presencia de acciones
estrogénicas en oposicion a los mecanismos de dafio y muerte neuronal inducidos por
hipoperfusion cerebral cronica, como ha sido descrito en otras situaciones experimentales
(Singer et al, 1998; Dubal et al, 1999; Won et al, 2006; Razmara et al, 2007; Lewis et al,
2008; Pajovi¢ et al, 2008; Vegeto et al, 2008; Lebesgue et al, 2009; Arévalo et al, 2010;
Azcoitia et al, 2010; Rao et al, 2011; Wappler et al, 2011; Etgen et al, 2012; Morali &
Cervantes, 2014; Zhu et al, 2017). No obstante, estos efectos del estradiol parecen ser de
menor magnitud en animales de 18 meses de edad en comparacion con los observados
en animales de 3-4 meses de edad (Montoya-Fraga et al, 2016). En la rata, se ha descrito
una reduccion de la densidad y proporciones relativas de los ER- a y ER-B en el
hipocampo y la corteza prefrontal asociada al envejecimiento, lo que podria incidir en
diferencias de la magnitud de las acciones y efectos estrogénicos entre individuos jovenes
y viejos (Westberry et al, 2011; Foster, 2012; Bean et al 2014).

Adicionalmente, en otros estudios, en los que el modelo de hipoperfusion cerebral cronica
consistio en la ligadura simultanea, permanente, de ambas arterias carétidas comunes, en
ratas macho, se han descrito diversos mecanismos de dafio y muerte neuronal en
estructuras cerebrales vulnerables, tales como el hipocampo y la corteza prefrontal: estrés
oxidativo (He et al, 2009; Choi et al, 2014), inflamacién (Farkas et al, 2007), disfuncion de
sistemas de neurotransmisores tales como el colinérgico y el GABAérgico (Li et al, 2014;
Xi et al, 2014), disfuncion mitocondrial y procesos pro-apoptoticos (Du et al, 2013),
lipoperoxidacion (Wang et al, 2014) y alteracion de la secrecién de factores tréficos
(Schmidt-Kastner et al, 2001).

Por otra parte, los resultados del presente estudio no sustentan que la supresion de
estrogenos de origen ovarico, sea por si misma un factor determinante de cambios en la
poblacion de neuronas piramidales del segmento CAl del hipocampo; en efecto, el
promedio del nimero de neuronas en el grupo Sham+OVX no mostrd diferencias

significativas con respecto al grupo Intacto, sin ovariectomia.
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Asimismo, la comparacion del nUmero de neuronas en el segmento CA1 del cuerno de
Ammon del hipocampo, entre los animales de 18 meses de edad, en el presente estudio,
y los animales de 3-4 meses de edad observados en estudios previos en condiciones
experimentales similares (Montoya-Fraga et al, 2016; Salcido-Cadena et al, 2017),
tampoco sustenta la existencia de cambios en la poblacién neuronal del hipocampo

atribuibles solamente al proceso de envejecimiento en las ratas.

La reduccion de la poblacion de neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de
Ammon del hipocampo observada en ratas macho, jovenes, luego de 2-3 meses bajo
condiciones de hipoperfusion cerebral cronica, mediante el modelo de ligadura secuencial
de las arterias carotidas comunes, se ha asociado con el deterioro del aprendizaje y
memoria espacial (Cechetti et al, 2010, 2012a, 2012b).

En el presente trabajo, los resultados obtenidos en ratas hembra de 18 meses de edad
confirmaron parcialmente las alteraciones de las funciones cognoscitivas inducidas por la
HCC, en ratas macho o en ratas hembra, en el mismo modelo experimental. En efecto, el
de reduccién progresiva de las latencias de escape, indicador de eficiencia en el
aprendizaje y memoria espacial, en ratas hembra de 18 meses de edad, en los grupos
Intacto y Sham+0VX, fue semejante al descrito por otros autores, en la misma prueba de
aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris, en ratas hembras
jovenes, ovariectomizadas, de 3-4 meses de edad (Montoya-Fraga et al, 2016) y en ratas
macho de 24-30 meses de edad (Olvera-Cortés et al, 2012); mientras que dicho patrén de
reduccion progresiva de las latencias de escape en dias de prueba sucesivos, no fue
observado en condiciones de hipoperfusion cerebral crénica (HCC+OVX+Veh), sugiriendo
la presencia de deterioro cognoscitivo en esta situacion experimental. Por otra parte, los
resultados del presente estudio indican que el efecto neuroprotector del tratamiento con
estradiol en contra del deterioro del aprendizaje y la memoria espacial (Montoya-Fraga et
al, 2016) descrito previamente en ratas hembra jovenes, también ocurre en hembras
viejas, dado que dicho patrén de reduccion progresiva de las latencias de escape,
indicador de aprendizaje y memoria espacial eficientes, también fue observado en los
animales del grupo HCC+OVX+EZ2.

Sin embargo, estas diferencias en cuanto a la eficiencia en el aprendizaje y la memoria
espacial durante el periodo de 7 dias de prueba sucesivos en el laberinto acuatico de
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Morris, posiblemente atribuible a la hipoperfusion cerebral crénica, no fue confirmada
cabalmente en el presente estudio en la prueba de transferencia, en la que en ausencia
de la plataforma de escape el nimero de cruces por el sitio exacto donde se encontraba
originalmente la plataforma no mostré diferencias significativas entre los diferentes

grupos, bajo condiciones experimentales distintas.

Asimismo, el tiempo de permanencia preferentemente en el cuadrante “objetivo” y en uno
de los cuadrantes adyacentes, en el laberinto acuatico de Morris, siguié el mismo patron
en el grupo Intacto, Sham+OVX y HCC+OVX+Veh. No obstante, el tratamiento con E2 en
condiciones de ovariectomia e hipoperfusion cerebral crénica dio lugar a un cambio del
patron de orientacion espacial preferentemente en el cuadrante “objetivo” y el cuadrante
adyacente opuesto al seleccionado por los animales del grupo HCC+OVX+Veh. Estos
resultados podrian corresponder a diferencias en el funcionamiento de las estructuras
cerebrales involucradas en la memoria espacial, bajo las acciones del estradiol, sin que el
tratamiento con este compuesto llegara a preservar el mismo patron de eficiencia, basado
en orientacion y memoria espacial, en la localizacion del sitio donde originalmente se
encontraba la plataforma.

Por otra parte, se ha descrito que a diferencia de lo que ocurre en los ratas jovenes, en
las que la ovariectomia puede dar lugar a un deterioro del aprendizaje y la memoria
espacial (Gonzalez-Burgos et al, 2005; Wallace et al, 2006), en ratas viejas no se han
encontrado diferencias en estas funciones cognoscitivas, atribuibles a la ovariectomia
(Talboom et al, 2008). Estos datos coinciden con los resultados del presente estudio, en el
gue tampoco se identificaron diferencias en el aprendizaje y la memoria espacial como

consecuencias de la ovariectomia, efectuada a los 19 meses de edad.

El abordaje experimental de las acciones y efectos estrogénicos en el sistema nervioso
central, ha conducido al establecimiento de diferencias importantes entre ratas jovenes y
ratas viejas. Asi, se ha descrito que el proceso de envejecimiento en la rata se asocia a:
la disminucion en la densidad de receptores clasicos a estrogenos (a y ) en estructuras
cerebrales como el hipocampo y la corteza prefrontal; la disminucién en la capacidad de
sintesis de estradiol en el ovario y de las concentraciones plasmaticas de este esteroide;
la reduccién en la expresion de genes que codifican para las enzimas esteroidogénicas,
como la StAR y la aromatasa cerebral, lo que puede dar como resultado la disminucion en
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la sintesis local de estradiol en estructuras como el hipocampo; el incremento en la
produccion de IL-6, que regula de manera negativa la sintesis de la aromatasa cerebral
(Foster et al, 2012; Bean et al, 2014; Chamniansawat y Chongthammakun, 2015;
Chamniansawat y Sawatdiyaphanon, 2018); la disminucion en la densidad de espinas
dendriticas en la corteza prefrontal e hipocampo (Luine & Frankfurt, 2012). Estos
fendmenos, a largo plazo, pueden dar lugar a una menor participacion estrogénica en la
determinacion de caracteristicas morfologicas y funcionales del sistema nervioso central,
con modificaciones en el sustrato neural y en el funcionamiento de las estructuras
cerebrales involucradas en las funciones cognoscitivas, que se expresan cOmo
deficiencias en el desempefio en pruebas de aprendizaje y memoria espacial y no
espacial.

Asimismo, se ha descrito que en animales viejos, la terapia de remplazo con estradiol
puede requerir mayores dosis para lograr los efectos deseados en las estructuras
cerebrales, en comparaciéon con las dosis necesarias para lograr los mismo efectos en
animales jovenes. Esta diferente capacidad de respuesta al estradiol, junto con la
duracion del intervalo entre la ovariectomia y el inicio del tratamiento estrogénico, parecen
ser factores fundamentales en la menor magnitud de la respuesta al tratamiento

estrogénico en animales viejos (Foster et al, 2003; Luine, 2014; Foster, 2015)

El modelo de hipoperfusién cerebral crénica en animales de experimentacién ha sido
reconocido como fuente de informacion de procesos cerebrales de dafio y deterioro
cognoscitivo (Du et al, 2017) y las consecuencias de la HCC en ratas macho han sido
descritas en mudltiples trabajos, en los que la ligadura y/o la seccion bilateral de las
arterias carotidas comunes o internas da lugar a una reduccién crénica del flujo sanguineo
cerebral, particularmente acentuada en el hipocampo y la corteza cerebral (Pappas et al,
1996; Ohta et al, 1997; Ulrich et al, 1998; Otori et al, 2003; Farkas et al, 2007). En este
sentido, la integridad morfolégica y funcional del hipocampo es esencial para la
codificacion y la recuperacion de informacién para la memoria declarativa de tipo
episodica en humanos y de la memoria espacial en roedores (Squire, 1992; Churchwell et
al, 2010; Churchwell & Kesner, 2011). Asimismo, la corteza prefrontal es determinante
para la orientacion de acciones aprendidas dirigidas a objetivos (Daniel et al 1997; Luine
et al, 1998; Hasselmo, 2005). De esta manera, la relacion y funcionamiento coordinados
entre el hipocampo y la corteza prefrontal son fundamentales para el aprendizaje, la
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memoria y la navegacion espacial (Lee & Kesner, 2003; Jo et al, 2007; Leon et al, 2010;
Gordon, 2011; Lopez-Vazquez et al, 2012).

Ya que la edad y la ausencia de secrecion estrogénica ovarica pudieran ser factores
concurrentes para la induccién de alteraciones morfolégicas y funcionales en estas
estructuras, catalogadas como muy vulnerables ante la reduccion del flujo sanguineo
cerebral y consecuentemente para el deterioro cognoscitivo durante el proceso de
envejecimiento, los modelos experimentales con animales viejos tendrian ventajas en
comparacion con modelos de deterioro cognoscitivo en animales jovenes, (Chakraborty &
Gore, 2004; Luine, 2014; Venkat et al, 2015). En este caso, algunos de los parametros
indicadores de la eficacia de un farmaco potencialmente neuroprotector serian la
evaluacion a largo plazo de la poblacibn neuronal en las estructuras cerebrales
vulnerables (parametro de estructura) y la evaluacion de las funciones de aprendizaje y
memoria espacial (pardmetro de funciones), de acuerdo con los lineamientos establecidos

por consenso para el estudio preclinico de farmacos neuroprotectores (Fisher et al, 2009).

Un resultado inesperado en el presente estudio fue la menor eficiencia en el desemperfio
de la prueba de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris, sin
modificaciones de la poblacion de neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de
Ammon del hipocampo en el grupo Sham+OVX+E2.

Contrariamente a lo que cabria esperar, en el sentido de que el tratamiento con estradiol
mejora el desempefio cognoscitivo en animales ovariectomizados (Gonzéalez-Burgos et al,
2005), en el presente estudio el tratamiento con E2 provoco un deterioro del aprendizaje
(patrén de aprendizaje espacial sin reduccién progresiva de la latencia de escape) y la
memoria espacial (sin orientacién de busqueda preferente de la plataforma en alguno de
los cuadrantes del laberinto acuatico de Morris) que no fue observado en el grupo
Sham+0VX, en el que se cumplieron los criterios de reduccion progresiva de la latencia
de escape y de orientacion preferente en la busqueda de la plataforma, en la prueba de
aprendizaje y memoria espacial. No se tiene una explicacion o interpretacion al respecto;
solamente cabria mencionar, que el tratamiento con E2 como terapia de remplazo en
mujeres post-menopausicas en algunos casos ha dado lugar a mayor deterioro
cognoscitivo, en contraste con otros individuos en los que dicho tratamiento mejora o
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retarda el deterioro cognoscitivo, sin que se tenga una explicacion del efecto deletéreo del

E2 en estas condiciones (Schneider, 2004).
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9. CONCLUSION

En el presente estudio se ha descrito en ratas viejas la reduccion de la poblacion de
neuronas piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo y su relacion con deterioro del
aprendizaje y la memoria espacial en condiciones de hipoperfusion cerebral crénica.
Estos resultados complementan los datos referentes a las alteraciones morfologicas y
funcionales del hipocampo descritos en ratas macho por otros autores y en hembras
jovenes, en nuestro grupo, en el mismo modelo de reduccion crénica del flujo sanguineo
cerebral.

Asimismo, en el presente estudio se ha mostrado el efecto neuroprotector del estradiol en
contra de los procesos de dafio y muerte neuronal inducidos por hipoperfusion cerebral
cronica en el segmento CAl del cuerno de Ammon del hipocampo, una estructura
especialmente vulnerable e involucrada de manera muy importante en la integracion de

las funciones cognoscitivas de aprendizaje y memoria espacial.

En este aspecto, los resultados presentes de eficiencia en el aprendizaje espacial en el
laberinto acuético de Morris, sustentan los efectos del estradiol en contra del deterioro de
funciones cognoscitivas dependientes predominantemente del hipocampo. Ademas, las
modificaciones de la orientacion y memoria espacial atribuibles a la hipoperfusion cerebral
crénica y al tratamiento con estradiol sugieren que cambios en la estructura y el
funcionamiento de la corteza prefrontal posiblemente estén involucradas en la alteracion

y/o preservacion de dichas funciones cognoscitivas.

Sin embargo, el deterioro del aprendizaje y la memoria espacial observado en el grupo
Sham, bajo tratamiento con estradiol, en ausencia de alteracion de la poblacion de

neuronas piramidales del hipocampo, amerita un abordaje experimental futuro
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