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Evaluacion morfoldgica y funcional de los efectos neuroprotectores del estradiol contra
el dafio cerebral inducido por hipoperfusion cerebral crénica, en ratas.

Introduccion. La reduccion del flujo sanguineo cerebral de manera crénica que puede
ocurrir durante el envejecimiento y como parte de enfermedades cerebrovasculares,
metabdlicas y neurodegenerativas, provoca la muerte neuronal en estructuras cerebrales
involucradas en las funciones cognoscitivas. De ahi la importancia del estudio de
procedimientos de neuroproteccién tendientes a prevenir o reducir el dafio cerebral
inducido por la hipoperfusion cerebral crénica. Objetivos. Evaluar los efectos
neuroprotectores del estradiol sobre la estructura y el funcionamiento del hipocampo, en
el modelo de hipoperfusion cerebral crénica (HCC), en la rata. Materiales y métodos. Se
incluyeron en el estudio los siguientes grupos experimentales (ratas Sprague-Dawley 300-
350g, ovariectomizadas): Sham (HCC simulada, n=8); E2 (benzoato de estradiol 5ug/dia,
sc, n=8); HCC-Veh (HCC + vehiculo, aceite vegetal, 0.06ml/dia, sc n=8); HCC-E2-5 (HCC +
benzoato de estradiol 5pg/dia, sc, n=8); HCC-E2-10 (HCC + benzoato de estradiol 10ug/dia,
sc, n=8). Luego de cuarenta dias de los procedimientos anestésico-quirurgicos y de
tratamiento con benzoato de estradiol se evalud el aprendizaje/memoria espacial de los
animales de experimentacion en el laberinto acuatico de Morris (dos ensayos diarios de
aprendizaje durante 7 dias y una prueba de transferencia en el dia 8). Al término de estas
pruebas se evalud, en los diferentes grupos experimentales, la poblacion de neuronas
piramidales (cortes coronales seriados de 7 um de espesor, tefiidos con violeta de Cresilo)
remanentes en una extension lineal de 500 um en el estrato piramidal del segmento CA1l
del cuerno de Ammon del hipocampo (Leica Microsystems Mod. LAS06886). Resultados.
Las alteraciones del aprendizaje y la memoria espacial (retraso de 2-3 dias en el
aprendizaje espacial y eficiencia significativamente menor en la prueba de memoria
espacial); asi como la reduccién significativa (30% menos en comparaciéon con el grupo
Sham, 100%) de neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo que fueron inducidas por la HCC en ausencia de actividad estrogénica
atribuible al estradiol secretado por el ovario (grupo HCC-Veh), fueron prevenidas por el
tratamiento crénico con benzoato de estradiol (grupos: HCC-E2-5, HCC-E2-10).
Conclusiones. La administracién cronica de benzoato de estradiol dio lugar a efectos
neuroprotectores reduciendo el dafio neuronal en el cuerno de Ammon del hipocampo y
las alteraciones del aprendizaje y la memoria espacial dependientes del funcionamiento
del hipocampo, inducidas por la hipoperfusién cerebral crénica, en ratas
ovariectomizadas.

Palabras clave. Neuroproteccidén, estradiol, estructura y funcion del hipocampo,
hipoperfusién cerebral crénica, ratas ovariectomizadas.
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Morphological and functional evaluation of neuroprotective effects of estradiol against
brain damage elicited by chronic cerebral hypoperfusion, in rats.
Introduction. Chronic reduction of cerebral blood flow that may occur during aging and as
a pathophysiological component of cerebrovascular, metabolic and neurodegenerative
diseases, leads to neuronal death in brain structures mainly involved in cognitive
functions. Hence, it seems relevant the evaluation of neuroprotective procedures aiming
to prevent or to reduce the brain damage induced by chronic cerebral hypoperfusion
(CCH). Objectives. Evaluation of neuroprotective effects of estradiol on hippocampal
structure and function under the experimental model of CCH, in rats. Materials and
Methods. Five experimental groups (Sprague-Dawley female, ovariectomized rats; 300-
350g BW) were included for the present study, as follows: Sham (Sham simulated CCH,
n=8); E2 (estradiol benzoate 5ug/day, sc, N=8); CCH-Veh (CCH + sesame oil 0.06 ml/day sc,
n=8); CCH-E2-5 (CCH + estradiol benzoate 5ug/day, sc, N=8); CCH-E2-10 (CCH + estradiol
benzoate 10ug/day, sc, n=8). Forty days after surgical procedures were effected and daily
treatments started, performance of animals of the different experimental groups was
daily evaluated under spatial learning/memory tests in the Morris water maze (two daily
learning trials during 7 days and a probe trial at day 8). Immediately after these
learning/memory tests, pyramidal neuron population (serial coronal 7 um thick slides,
Cresyl violet staining) was evaluated by counting the number of remaining pyramidal
neurons into a 500 um lineal extension on the CA1 pyramidal layer of the hippocampal
Ammon’s horn (Leica Microsystems Mod. LAS06886). Results. Alterations of spatial
learning/memory (2-3 delay in learning acquisition and significant low efficiency in the
probe trial); as well as a significant reduction (30%, as compared to Sham group) of
hippocampal pyramidal neuron population in the CA1 segment of the Ammon’s horn, that
would have been induced by CCH under the absence of estrogenic activity from
ovarysecreted estradiol (group: HCC-Veh), were prevented by estradiol benzoate
treatment (groups: HCC-E2-5, HCC-E2-10). Conclusions. Chronic estradiol benzoate
treatment led to neuroprotective effects, by reducing the neuronal damage in the
Ammon’s horn of hippocampus; as well as counteracting those alterations of hippocampal
dependent spatial learning/memory, induced by chronic cerebral hypoperfusion, in

ovariectomized rats.

Key words. Neuroprotection, estradiol, hippocampal structure and function, cerebral
chronic hypoperfusion, ovariectomized rats.
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INTRODUCCION

Generalidades

La demencia asociada al avance de la edad durante el proceso de envejecimiento,
es una condicion fisiopatologica usualmente irreversible que se caracteriza por el
deterioro progresivo de las funciones cognoscitivas. La demencia se ha
considerado como uno de los principales problemas de salud en la actualidad; las
evaluaciones de la Organizacion Mundial de la Salud muestran que poco mas de
35 millones de personas en el mundo viven actualmente con demencia grave e
incapacitante 'y se anticipa que este numero puede incrementarse
considerablemente para el afio 2050, dado que anualmente se diagnostican
aproximadamente 7 millones de nuevos casos de demencia [1]. Esto implica una
enorme carga de atencion médica, cuidados personales y costos que, en algunos
aspectos, ya han sobrepasado a los generados por las enfermedades oncologicas
o cardiovasculares [2]. En México, el estudio de base poblacional realizado para la
evaluacion de la demencia indica que su prevalencia en ancianos de bajo y
mediano ingreso econdmico es de 8.6% y 8.5% para las areas urbana y rural,

respectivamente [3].

La demencia forma parte de un grupo heterogéneo de trastornos cerebrales en los
que el deterioro cognoscitivo es atribuible a patologias cerebrovasculares, que
parecen ser la causa primaria de al menos el 20% de los casos de demencia, asi
como ser parte de los fendbmenos fisiopatol6gicos concurrentes a otras etiologias
neurodegenerativas de la demencia entre las que destaca la enfermedad de
Alzheimer [4-6]. Asi mismo, se ha mostrado la importancia de la relacion funcional
y la sinergia fisiopatoldgica entre neuronas, células gliales, y células vasculares [7-
9] como parte de los procesos cerebrales en los que alteraciones en los vasos
sanguineos cerebrales y el flujo sanguineo en estructuras cerebrales especificas

podrian contribuir al dafio cerebral subyacente al deterioro cognoscitivo.

La circulacién 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 produccién de COz2, el pH

tisular y otros mediadores quimicos estan involucrados en la regulacion del flujo
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sanguineo cerebral global y del flujo sanguineo en estructuras cerebrales
especificas. Debido a los altos requerimientos y a la falta de reservas de energia,
el suministro continuo de oxigeno y glucosa a través de un flujo sanguineo bien
regulado es una condicion indispensable para el funcionamiento cerebral normal
[10]. De hecho, la mayor parte de la energia que se utiliza en el cerebro
corresponde al gasto energético generado por la operacion de los mecanismos
neuronales de transporte activo que mantienen los gradientes ionicos trans-
membranales indispensables para la generacion y el flujo de sefales eléctricas y
guimicas involucradas en el funcionamiento neuronal y la comunicacion celular
singptica, en los circuitos neuronales que forman las diferentes estructuras

cerebrales [11].

Mecanismos celulares de dafio neuronal inducidos por laisguemia cerebral.

La supresion o la reduccion del flujo sanguineo cerebral de manera global y aguda
pueden dar lugar a diversas alteraciones de la homeostasis celular que han sido
consideradas como fendmenos fisiopatologicos capaces de iniciar diversos
procesos de dafio y muerte en neuronas vulnerables. Entre estos se incluye: la
acumulacion intracelular anormal de calcio y sodio y la despolarizacion
subsecuente como resultado de la falla de los procesos dependientes de energia
gue mantienen los gradientes idnicos trans-membranales; la despolarizacion
anormal de las terminales sinapticas, el ingreso adicional anormal de Ca?* y Na*,
la liberacién de neurotransmisores excitatorios tales como glutamato, la activacion
de canales de sodio y calcio operados por los propios receptores de glutamato,
que contribuyen al proceso de excitoxicidad por incremento anormal de Ca?*
intracelular; la liberacion de Ca?' intracelular a partir de sus depdsitos
intracelulares. La sobrecarga anormal de Ca?* intracelular que puede provocar la
activacion directa de lipasas, proteasas y nucleasas calcio-dependientes con la
consiguiente lipoperoxidacion de membranas celulares, y la degradacién quimica
de proteinas estructurales y funcionales, asi como de macromoléculas, incluyendo

a los acidos nucleidos [12-14].

Ademas, el incremento anormal de Ca?* intracelular provoca: dafio de la estructura

y alteraciones funcionales de la mitocondria; funcionamiento mitocondrial anormal;
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la produccion de especies reactivas de oxigeno y de nitrdgeno, que exceden la
capacidad de las reservas antioxidantes de las neuronas; una situacién que puede
agravarse por la presencia de sustratos que pueden ser transformados en
radicales libres peroxidantes que dan lugar a diversas alteraciones estructurales
en las células nerviosas y eventual ruptura de la barrera hematoencefalica [12, 13,
15-18].

El incremento anormal de Ca?* intracelular y el dafio mitocondrial subsecuente
pueden dar lugar a dafio neuronal adicional debido a la activacién de la secuencia
de sefializacién pro-apoptoética: vias dependientes del factor nuclear kB y p53;
cambios de la relacidén Bcl-2 - Bax; apertura de poros mitocondriales de transicion;

liberacién de citocromo c, activacion de caspasas [13, 17].

Ademas, la muerte neuronal por apoptosis puede ser inducida por la activacion de
vias de sefalizacion independientes de caspasas: expresion de familias de genes,
de proteinas de choque térmico, inflamacion, apoptosis; activacion de enzimas
involucradas en la fragmentacion del DNA, interrupcion de la sintesis de proteinas

y muerte neuronal [12, 18].

Por otra parte, la acumulacién anormal de especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno inducidas por la alteracién del flujo sanguineo cerebral, incluyendo anién
superoxido, radical hidroxilo, anién peroxilnitrito, son mediadores de dafio tisular
por inflamacion mediante la activacion y secrecién de citosinas inflamatorias:
factor de necrosis tumoral a (TNF a), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6),
ciclo-oxigenasa-2 (COX-2), sintasa de oxido nitrico inducible (iNOS), que originan

reacciones inflamatorias en las estructuras cerebrales [13, 20- 21].

La existencia de mecanismos de reparacion neuronal y mecanismos de plasticidad
que involucran ajustes de la citoarquitectura, la densidad sinaptica y la
conectividad que tienen lugar, simultineamente o consecutivamente a los
mecanismos de dafo cerebral, en las estructuras cerebrales muy vulnerables o
poco vulnerables que han sido expuestas a la reduccion o supresion del flujo
sanguineo cerebral, da lugar a que las neuronas puedan sobrevivir y permanecer
en dichos circuitos neuronales. Esto puede influir de manera decisiva en la

alteracion o la pérdida permanente de funciones cerebrales especificas o en la
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recuperacion funcional como resultado final a largo plazo de la reduccién o
supresion del flujo sanguineo cerebral [19, 22-26]. Cuando la reduccion del flujo
sanguineo cerebral afecta de manera global y aguda al cerebro, su magnitud, su
duracion y el grado de vulnerabilidad selectiva de diferentes tipos neuronales
determinan la localizacion y la intensidad del dafio cerebral. En estas condiciones
se ha mostrado que las neuronas piramidales del segmento CA1 del hipocampo
son las neuronas mas vulnerables, seguidas por las neuronas piramidales de las
capas 3, 5 y 6 de la corteza cerebral, las células de Purkinje y las neuronas
espinosas del cuerpo estriado. Asi mismo, la diferente latencia, magnitud y curso
temporal, de minutos a semanas, de los mecanismos celulares de dafio cerebral y
muerte neuronal inducidos por la reduccién del flujo sanguineo cerebral, asi como
el inicio y el curso temporal de los mecanismos celulares de reparacion neuronal,
plasticidad y recuperacion funcional, son referencias importantes para establecer
la diferente relevancia de dichos mecanismos en el curso de periodos criticos para
el dafio y muerte o para la reparacion neuronal y para los procesos de
restauracion morfolégica y funcional del cerebro. De la misma manera pueden
determinarse las caracteristicas de la “ventana de oportunidad” para la eficiencia

de procedimientos neuroprotectores [13, 18-19, 21, 27-29].

En particular, varios de los mecanismos fisiopatolégicos descritos como factores
concurrentes en el dafio cerebral resultante de la isquemia cerebral global aguda,
han sido asimismo involucrados en el dafio a las estructuras cerebrales del
hipocampo y de la corteza cerebral bajo condiciones de hipoperfusién cerebral
cronica. Entre ellos destacan: estrés oxidativo, neuroinflamacion, disfuncion de
sistemas de neurotransmisores (colinérgico, GABAergico), disfuncion mitocondrial
y procesos pro-apoptoticos, lipoperoxidacion y alteracion de la secrecion de
factores troficos, en estructuras cerebrales especialmente vulnerables (hipocampo,
corteza prefrontal) y en las que la reduccion del flujo sanguineo cerebral luego de

HCC son proporcionalmente mayores que en otras partes del cerebro [30- 32].
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Modelo de Hipoperfusién Cerebral Créonica (HCC)

El modelo de HCC se ha desarrollado en animales para estudiar las condiciones y
consecuencias de reduccion cronica del flujo sanguineo cerebral FSC que pueden
ocurrir en seres humanos [33-36]. EI modelo, en su version original, consiste en la
oclusion simultdnea, permanente de ambos arterias carétidas comunes en ratas
(oclusion de 2 vasos, 2VO0O), lo cual provoca una reduccion del flujo sanguineo
cerebral (FSC) de aproximadamente 35-45 % en las areas corticales, y del 60%
en el hipocampo [37-38]. En estas condiciones se han observado diversas
alteraciones progresivas del funcionamiento cerebral que incluyen: la pérdida
neuronal de las neuronas piramidales del segmento CA1l del cuerno de Ammon
del hipocampo, gliosis, deterioro de las funciones cognoscitivas de aprendizaje y
memoria espacial y memoria de trabajo; asi como la reduccion de la actividad de
la acetil-transferasa de colina en el hipocampo [35-36, 38-41]. Posteriormente el
modelo original de HCC fue modificado, realizando la oclusién de las arterias
carétidas comunes de manera secuencial, con un intervalo de 7 dias [42], inclusive
con seccion de las arterias carotidas comunes una vez que fueron ligadas [42]; en
estas condiciones la reducciéon del flujo sanguineo cerebral también provoca a
largo plazo deterioro significativo de funciones cognoscitivas en pruebas de
memoria de referencia y memoria de trabajo espaciales, asociado con una
reduccion significativa de la poblacion de neuronas piramidales en el segmento
CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo y la presencia de gliosis [42-44]. Este
modelo de HCC permite evaluar los efectos de farmacos potencialmente
neuroprotectores, de los cuales se esperaria que impidieran o disminuyeran la
muerte neuronal inducida por la hipoperfusion cerebral cronica y sus

consecuencias sobre las funciones cognoscitivas.

Estudios experimentales de neuroproteccion.

El consenso acerca de las mejores caracteristicas de los estudios pre-clinicos de
neuroproteccion ha dado lugar al establecimiento de diversos lineamientos para el
disefio de dichos estudios [45]. Estos pueden enfocarse sobre los fendmenos que
tienen lugar a diversos niveles de organizacion bioldgica en el sistema nervioso

central, desde el nivel molecular y celular hasta la integracion de fendmenos
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cerebrales, sensoriales y motores, complejos y expresiones conductuales y
emocionales. En este sentido, deben utilizarse pardmetros adecuados para
evaluar, a estos distintos niveles de organizacion biolégica, la presencia y
magnitud del dafio cerebral asociado a la reduccién del flujo sanguineo, asi como
las consecuencias de mecanismos de neuroproteccion generados por el propio
cerebro, tales como reparacion neuronal y plasticidad, lo mismo que las
consecuencias de otros procedimientos neuroprotectores farmacolégicos y no
farmacoldgicos. De esta manera, diversas técnicas neuroquimicas y de biologia
celular se han utilizado en la evaluacién temporal y topogréfica de: cambios
ionicos, liberacion de neurotransmisores, modificacion de la estructura de los
receptores, excitoxicidad, alteraciones morfoldégicos y funcionales de Ila
mitocondria, concentraciones de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno,
expresion y actividad de enzimas antioxidantes y lipoperoxidacion, activacion de
cascadas pro- y anti-apoptoticas, degradacion del DNA, procesos pro- y anti-
inflamatorios, entre otros, que permiten la evaluacién de los procesos que son
puntos de partida del dafio cerebral y que pueden ser modificados por compuestos
neuroprotectores. Ademas, puede obtenerse informacién del estado final del dafio
cerebral resultante de la reduccién del flujo sanguineo cerebral y de los
mecanismos de neuroproteccion mediante procedimientos de evaluacion por
neuroimagen (RMF), neurolégicos (escalas de deficiencia neuroldgica), de la
conducta (laberinto en cruz elevado, campo abierto), de las funciones
cognoscitivas (laberinto de Morris, laberinto de 8 brazos de Olton, Laberinto en T,
reconocimiento de objetos novedosos), de neurohistopatologia (poblacién
neuronal, citoarquitectura neuronal, marcadores inmunohistoquimicos) que se
correlacionen con la evolucion del dafio cerebral a corto o a largo plazo [29, 46-
47].

En general los efectos neuroprotectores de compuestos quimicos endégenos o
exdgenos pueden sustentarse conceptualmente en una relacion de oposicion
entre las acciones que pueden ejercer en las neuronas vulnerables que estan en
riesgo de dafio o muerte al quedar expuestas a la reduccion del flujo sanguineo
cerebral y los mecanismos fisiopatolégicos de muerte neuronal y dafio cerebral.

Ademas, las acciones que promueven los procesos de reparacion neuronal,
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plasticidad, conectividad y remodelacion de los circuitos neuronales, dando lugar a
recuperacion de las alteraciones funcionales provocadas por la reduccion del flujo
sanguineo cerebral, son un importante componente de los efectos

neuroprotectores de compuestos enddgenos o0 exdgenos.

En este sentido, existen datos que han sugerido que los estrégenos enddgenos,
interaccionando con sus receptores en el cerebro pueden mediar una variedad de
acciones que pueden ser consideradas como neuroprotectoras contra los
fendmenos fisiopatolégicos inducidos por la reduccion del flujo sanguineo y la
isquemia cerebral. Se ha observado una relacidon inversa entre el volumen del
infarto y las concentraciones plasmaticas de estradiol en ratas en las que se ha
ocluido una de las ramas de la arteria cerebral media durante el proestro, cuando
las concentraciones fisioldgicas de estradiol alcanzan los valores més altos. En
estas condiciones, los infartos son mas pequefios que cuando la oclusién de la
arteria cerebral media se realiza en cualquier otra fase del ciclo estral. Por el
contrario, la administraciébn de antagonistas de receptores de estradiol se asocia
con aumento del volumen del infarto luego de oclusion de la arteria cerebral media
[48-58]. Asi mismo, se han descrito diferencias en la incidencia de infarto cerebral
y de su evolucion asociadas al sexo de los individuos, que han permitido sugerir
que los estrégenos enddgenos ejercen acciones neuroprotectoras contra la
isquemia cerebral en las mujeres, en tanto se mantenga la sintesis y secrecion de
estrogenos ovaricos [51-55]. Ademas, la importancia de los estrégenos
sintetizados en el cerebro, como resultado de la actividad de la aromatasa de
androgenos, ha sido sustentada por resultados experimentales que muestran que
luego de la administracion de inhibidores de la aromatasa cerebral, el volumen de
los infartos provocados por la oclusidon de la arteria cerebral media es mayor que
el de los observados en ratas ovariectomizadas. Por ello se ha sugerido que tanto
los estrégenos sintetizados en el ovario como los estrogenos sintetizados en el
cerebro pueden tener un efecto aditivo de neuroproteccion contra el dafio cerebral

provocado por la reduccion del flujo sanguineo y la isquemia cerebral [56-61].
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ANTECEDENTES

Efectos neuroprotectores del estradiol en modelos de isquemia cerebral

global y de isquemia cerebral focal aguda.

Diversos aspectos de los efectos neuroprotectores del estradiol, en estudios
clinicos y en modelos experimentales con reduccion del flujo sanguineo e

isquemia cerebral han sido revisados recientemente [50-511,

Los resultados de muchos estudios experimentales han mostrado que tanto el
estradiol de origen enddgeno como el estradiol administrado en diversos
esquemas de tratamiento ejercen efectos neuroprotectores en modelos de
isquemia cerebral focal o de isquemia cerebral global en animales de
experimentacion. En estas condiciones, el estradiol previene la alteracion o
promueve la recuperacion de las funciones cognoscitivas, aprendizaje y memoria
visual y espacial, inducidas por el dafio cerebral debido a la reduccién del flujo
sanguineo cerebral [62-68]. El pre-tratamiento con estradiol, que da lugar a
concentraciones plasmaticas similares a las que alcanza este esteroide durante el
proestro, o bien la administracién que provoca concentraciones supra-fisiologicas
de estradiol, reduce la lesion del hipocampo y preserva la integridad funcional de
esta estructura como lo muestra la reduccion de las deficiencias cognoscitivas que
se esperaria que ocurrieran luego de la reduccion global del flujo sanguineo e
isquemia cerebral global. Asi, el estradiol disminuye la pérdida de neuronas
piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo en gerbos machos y en gerbos y
ratas hembras ovariectomizadas, reduce el deterioro de funciones cognoscitivas
dependientes del funcionamiento del hipocampo y previene la supresion de la
activacion de las conexiones sinapticas colaterales de Schaffer con las neuronas
piramidales del segmento CAl y la generacion de la potenciacion de larga
duracion en el cuerno de Ammon del hipocampo; que ocurririan luego de la

isquemia en ausencia de tratamiento neuroprotector [62, 69-75].

En el caso de reduccion del flujo sanguineo cerebral e isquemia focal, inducidos
por la oclusibn de una rama de la arteria cerebral media en animales de

experimentacion, se observé una relacién inversa entre el volumen del infarto
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cerebral y la concentracion plasmatica de estradiol en el proestro, que es la

concentracion plasmatica mas alta en condiciones fisiologicas, en la rata [48-50].

Ademas, la administracion de estradiol antes o después de la oclusién de la arteria
cerebral media, ejerce efectos neuroprotectores en ausencia de estrogenos de
origen ovarico, luego de un tiempo breve después de ovariectomia, pero no tiene
efectos neuroprotectores si la isquemia y el tratamiento neuroprotector tienen lugar
después de un periodo prolongado a partir de la ovariectomia. Los resultados de
varios estudios muestran que diferentes dosis de estradiol, diferentes esquemas
de tratamiento cuyo inicio puede variar con respecto al momento en que se induce
la isquemia (14 dias a 6 h antes; 30 min a 6 h después), provocan una reduccion
del volumen del infarto cerebral, en comparacion con animales de experimentacion
tratados solamente con vehiculo. En estos estudios el efecto neuroprotector puede
ser dependiente de la dosis, del esquema de tratamiento, del momento de inicio
del tratamiento antes o después del momento en que ocurre el episodio de
isquemia [65-66, 68, 76-77].

Se ha sugerido que el efecto neuroprotector del estradiol puede ser dependiente
de las concentraciones plasmaticas, que pueden variar en el rango de las mayores
concentraciones fisioldgicas, que pueden alcanzarse por diferentes dosis y
esquemas de tratamiento con estradiol. Por el contrario, las concentraciones
plasmaticas suprafisiologicas de estradiol pueden incrementar el dafio cerebral
inducido por la reduccién del flujo sanguineo y la isquemia cerebral. A este
respecto se ha enfatizado que a las concentraciones plasmaticas fisiologicas de
estradiol pueden ser activados varios mecanismos que concurren para el efecto
neurprotector del estradiol, incluyendo la interaccion con sus receptores ERa vy
ERPB nucleares y no nucleares, con receptores en la membrana ligados a vias de
sefalizacion intracelular y otros mecanismos moleculares directos. En cambio, los
efectos perjudiciales de las concentraciones supra-fisiologicas de estradiol en
condiciones de reduccion de flujo sanguineo e isquemia cerebral pueden ser
debidos a incremento de estrés oxidativo, inflamacion y excitoxicidad [78-80].
Estas diferencias en la respuesta a los diversos tratamientos neuroprotectores con

estradiol en situaciones de reduccion del flujo sanguineo e isquemia cerebral
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global o focal pueden deberse a la relevancia que los multiples mecanismos
celulares conducentes al dafio cerebral pueden tener en diversos momentos con
respecto a la isquemia y a su curso temporal en diferentes estructuras cerebrales
y diferentes tipos neuronales que son sitios de accion del estradiol, como puede
ser el caso de los sistemas de sefializacion pro-apoptoéticos en diferentes regiones
cerebrales [79, 81-86].

Receptores a estrogenos ERa y ERB en neuroproteccidn.

Se sabe que los ERa y los ER[B son los dos receptores primaros del estradiol,
localizados en el nucleo, el citoplasma y la membrana de las neuronas, en las
cuales son los mediadores de las sefales genémicas y no genémicas involucradas
en las acciones y los efectos del estradiol. Los ERa se localizan con gran densidad
en el hipocampo, el hipotalamo y el area predptica, mientras que su densidad es
baja en la corteza cerebral. En contraste, los ER[ se localizan predominantemente
en la corteza cerebral, aunque también son abundantes en el hipocampo, el bulbo
olfatorio, el septum, el area predptica, el nicleo de la estria terminalis, la amigdala,
el nacleo para-ventricular del hipotalamo, el tAlamo, el area tegmental ventral, la
sustancia negra y el cerebelo [87-93]. Asi mismo, se ha descrito la cooperacién de
los ERa y los Er y sus co-activadores en la regulacion coordinada de la
codificacion de genes tanto en el DNA nuclear como en el DNA mitocondrial para
las proteinas involucradas en la cadena respiratoria [88]. Tanto los ERa como los
Erp se expresan también en los astrocitos, y la sintesis y liberacion de factores de
crecimiento neuroprotectores, como resultado de las acciones del estradiol en
estas células, puede ser, bajo ciertas condiciones, un mecanismo neuroprotector
[59, 94-97]. Los datos experimentales que se han acumulado indican un papel
preponderante de los ERa como mediadores de la neuroproteccion del estradiol
contra el dafio cerebral por isquemia. Sin embargo, la participacion de los ERf
como mediadores de la neuroproteccion del estradiol no ha sido descartada. Esta
propuesta se ha sustentado principalmente en estudios de neuroproteccion
efectuados en animales “knockout” o “knockdown” y en estudios con agonistas o
antagonistas selectivos de los ERa y de los ERB [47, 69. 74, 81, 98-99].
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Receptores a estradiol acoplados a Proteinas G (GPR30) en neuroproteccion.

Se ha descrito que el estradiol puede inducir fenémenos celulares que ocurren con
mayor rapidez que los que estdn mediados por los receptores estrogénicos
cldsicos ERa y ERB. En efecto ciertas acciones, dependientes o independientes
de procesos de transcripcion, del estradiol en el cerebro pueden estar mediadas
por un receptor con siete dominios trans-membranales acoplado a Proteinas G
denominado GPR30 o GPERL1, 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 [85-86] 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 [82, 100-101]. Asi mismo, varios analogos quimicos del estradiol no
feminizantes que carecen de afinidad por los receptores ERa y ER[B, pueden
ejercer efectos neuroprotectores contra el dafo cerebral en modelos
experimentales de isquemia focal, aunque no se tiene la certeza de estos efectos
estén mediados por el GPR30, ni el papel que tiene este receptor en los efectos

neuroprotectores del estradiol endégeno [104].

Dado que estos analogos de estradiol no feminizantes no tienen interaccion con
los receptores ERa y ERB, se esperaria que no tuvieran acciones sobre la
glandula mamaria, el Utero, la coagulacién sanguinea; sin embargo, pueden tener
eficacia como neuroprotectores en la terapia hormonal de remplazo en mujeres

post-menopausicas [62, 77, 105].

Reduccién del incremento anormal de ROS de origen mitocondrial.

Las acciones del estradiol en la mitocondria, regulacion de la generacion de ATP,
produccion de ROS, factores pro-apoptéticos mitocondriales y mecanismos
antioxidantes, contribuyen a la preservacién de la funcion mitocodrial y pueden
tener una contribucion relevante entre los mecanismos de neuroproteccion por
estradiol. De hecho, la reduccion del flujo sanguineo y la isquemia cerebral
inducen disfuncién mitocondrial que forma parte importante de la fisiopatologia del
dafio cerebral en estas condiciones generando especies reactivas de oxigeno

IBQ. Noemi Montoya Fraga t




Evaluacién morfolégica y funcional de los efectos neuroprotectores del estradiol contra el dafio cerebral
inducido por hipoperfusién cerebral cronica, en ratas. 2016

(ROS), estrés oxidativo, que comprometen las reservas antioxidantes de las
células; asi como cascadas de sefializacibn pro-apoptéticas que dan lugar al
deterioro y a la muerte neuronal por necrosis o por apoptosis. En estas
condiciones, la administracion de estradiol provoca un incremento de la actividad
de los complejos | y Il de la cadena de transporte de electrones, de la fosforilacion
oxidativa de los sustratos energéticos, la estabilizacion del ATP y del aporte
energeético a las neuronas, promoviendo la supervivencia neuronal [16, 84, 106-
109].

Reduccion de la activacion de NADPH oxidasa y produccién de ROS.

Otras acciones antioxidantes que pueden ser ejercidas por el estradiol pueden
también contribuir a sus efectos neuroprotectores. Este es el caso de la reduccion
del incremento de la actividad de la NADPH oxidasa, de la produccion del anién
superéxido (O?) que ocurren en el segmento CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo luego de la reduccién del flujo sanguineo y de la isquemia cerebral.
Estos efectos se relacionan con la reduccién de la lipoperoxidacién, el dafio
oxidativo al DNA vy la neuroproteccion, en ratas. Ademas, el tratamiento con
estradiol antes de isquemia cerebral global previene (mediante la participacion de
Akt) el incremento de GTPasa y Rac, que es indispensable para la activacion de
NOX2 NADPH, que en ausencia de tratamiento con estradiol, serian inducidos por
la isquemia cerebral; la inhibicion de la NOX2 NADPH oxidasa se ha asociado con
la reduccion de factores y marcadores de apoptosis, tales como Bax, Bcl-2 y
tincion TUNEL, sugiriendo que la activacion de la NADPH oxidasa puede dar lugar

a muerte neuronal por apoptosis luego de isquemia cerebral [81, 87, 108-115].

Modulacién de enzimas antioxidantes

Las concentraciones fisioldgicas de estradiol pueden ser neuroprotectoras a través
de la modulacién de la actividad de enzimas antioxidantes, incluyendo la
superoxido-dismutasa, la catalasa y la glutation-peroxidasa, como se ha mostrado
en modelos experimentales de isquemia cerebral in vitro e in vivo. Sin embargo,
no se ha observado esta actividad antioxidante en varones o0 mujeres viejas

después de infarto cerebral [116-120].
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Captura de ROS

El atrapamiento de radicales hidroxilo, sin la participacion de ERs, puede ser
agregado a los mecanismos neuroprotectores del estradiol como consecuencia de
la formacion de estrogenos a partir de quinoles no fendlicos, sin generacién de

especies reactivas de oxigeno [121].

Participacion de las células gliales en la neuroprotecciéon por estradiol

Varias acciones neuroprotectoras del estradiol se ha observado que estan
mediadas por la interaccion del esteroide con receptores a estradiol (ERS)
expresados por los astrocitos. Asi, el estradiol puede regular la gliosis y la
inflamacion, mediante la inhibicion de la liberacion de mediadores molecula es pro-
inflamatorios, y del edema; asi como el incremento de la captura de glutamato
extracelular. Ademas, el estradiol puede regular la produccion de otros factores
troficos y otras moléculas neuroprotectoras por los astrocitos y promover de esta

manera la supervivencia neuronal [94, 97].

Reduccidén de las respuestas inflamatorias

Las concentraciones plasmaticas de estradiol son capaces de ejercer acciones
anti-inflamatorias que pueden estar involucradas en la neuroproteccion; tal es el
caso de la supresion de la respuesta inmune de la microglia mediada por la
activacion de la iINOS, y la produccién de mediadores pro-inflamatorios, como la

metaloproteinasa, la prostaglandina E2 y la ciclo-oxigenasa?2 [75, 122-125].

Liberacion de factores troficos por los astrocitos en neuroproteccion

Varios factores troficos pueden ser liberados por accion del estradiol sobre
astrocitos activados; de esta manera, los factores tréficos: Factor Neurotréfico
Derivado del Cerebro (BDNF), Factor Neurotréfico Derivado de la Glia (GDNF),
Factor Transformador del Factor de Crecimiento- derivado de la Glia (TGF- B),
promueven la supervivencia neuronal y pueden ser considerados como parte de
los mecanismos neuroprotectores del estradiol contra el dafio cerebral provocado

por la reduccion del flujo sanguineo y la isquemia cerebral [95-96].
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Restauracion del flujo sanguineo en la zona cerebral afectada por la isquemia

Entre los fendbmenos fisiopatoldgicos de dafio cerebral por reduccién del flujo
sanguineo e isquemia cerebral, el dafio del endotelio vascular en las regiones
afectadas puede dar lugar a desregulacion de la actividad de la sintasa del o6xido
nitrico endotelial (eNOS) e inhibicidén de la produccién de NO, que contribuye a la
reduccion del flujo sanguineo por incremento del tono del masculo liso vascular en
el tejido nervioso. En estas condiciones la remodelacion de la red arteriolar pre-
existente involucra a la actividad de eNOS y al NO derivado de esta activacion, lo
cual induce dilatacion vascular, proliferacion y migracion de células endoteliales y
de mdasculo liso vascular de las arteriolas cerebrales, lo que contribuye a
integracion de la estructura neuro-vascular luego de isquemia cerebral [126-127].
Una accién neuroprotectora del estradiol esta ligada a su eficacia para aumentar el
flujo sanguineo cerebral mediante el incremento de la actividad de la eNOS [46,
128].

Incremento de los mecanismos celulares anti-apoptoticos

Diversos resultados experimentales han sustentado la participacion del proto-
oncogen Bcl-2, un componente importante de la via de sefializacién anti-apototica
celular, en la sobrevivencia de las células nerviosas y en los efectos de estradiol
contra el dafio cerebral por isquemia. Asi, se ha mostrado que el estradiol
previene la regulacién a la baja de la expresion de bcl-2 inducida por reduccién
del flujo sanguineo e isquemia cerebral focal, del gen anti-apoptético Bcl-xl, y de
los marcadores de plasticidad cerebral, sinapsina-1, nestina, en el hipocampo; asi
como previene el incremento de la enzima pro-apoptética caspasa-3 y la
fragmentacién del nucleo de las neuronas, luego de la reduccién del flujo

sanguineo e isquemia cerebral [129-133].

Actividad de la aromatasa cerebral y neuroproteccién por estradiol

Se ha sugerido que el estradiol sintetizado por la aromatasa cerebral (aromatasa
P450) tiene un lugar importante en la neuroporteccién contra el dafio cerebral
inducido por la isquemia, ademas del efecto neuroprotector que puede ser ejercido

por el estradiol circulante, debido al incremento de la concentracion de estradiol
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gue puede alcanzarse en estructuras cerebrales especificas. La aromatasa se
expresa en las neuronas (sinapsis) y en los astrocitos de la corteza cerebral, el
hipocampo, el tdlamo, el hipotalamo, el tallo cerebral la amigdala y la region
predtica/septal en mamiferos, incluyendo a los seres humanos 43, [61, 134-137].
De hecho, la expresion y la actividad de la aromatasa aumentan en estas regiones
cerebrales cuando son afectadas por la reduccion del flujo sanguineo cerebral [57,
59, 75, 138] y se requiere para la aromatizacion de esteroides precursores de
estradiol, como parte de los mecanismos enddégenos de neuroproteccion [56, 60,
139-140].

Otros mecanismos de neuroproteccion por estradiol.

Requlacién de las vias de seializacion MAPK /PISK/AKT

En condiciones de disminucién del flujo sanguineo e isquemia cerebral se
esperaria que el estradiol tenga efectos neuroprotectores a través del incremento
de la actividad de la via de sefalizacion MAPK/PI3K/AKT, la cual es un importante

mediador de la sobrevivencia neuronal [127, 141].

Preservacion del funcionamiento de la barrera hematoencefalica

Se ha propuesto que el estradiol preserva la integridad de la barrera
hematoencefélica y reduce el edema vasogénico mediante la activacion del ER,
gue a su vez inhibe la expresion de HIF-1a y VEGF inducida por la reduccioén del

flujo sanguineo cerebral [142- 143].

Neurorreparacién del tejido cerebral dafado por la reducciéon del flujo

sanquineo v laisquemia cerebral.

Aumento de la neurogénesis v sinaptogénesis.

Se ha mostrado que la neurogénesis y la angiogénesis inducida por el estradiol
puede mediar la neurorreparacion en diferentes modelos de isquemia cerebral. En
este sentido, el nimero de neuronas capaces de migrar de la zona sub-ventricular
aumenta significativamente en roedores ovariectomizados bajo tratamiento con
estradiol en condiciones de reduccion del flujo sanguineo e isquemia cerebral [46,

65, 67, 79, 144-147]. Asi mismo, la participacion importante del estradiol en la
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remodelacion de los circuitos neuronales dafiados por la isquemia cerebral se ha
sustentado en datos que muestran la regulacion que puede ejercer el estradiol
sobre las estructuras sinapticas formadas por espinas dendriticas en el
hipocampo y en la corteza cerebral. De hecho el estradiol aumenta la
sobrevivencia de neuronas piramidales y aumenta la transmisioén sinaptica en las
colaterales de Shaffer, en condiciones de reduccion del flujo sanguineo e isquemia
cerebral [33, 74, 80, 148]. En su conjunto los datos expuestos muestran que el
estradiol puede ejercer mudltiples acciones en contra de los mecanismos
fisiopatoldgicos del dafio cerebral que puede ser provocado por la reduccion del
flujo sanguineo y la isquemia cerebral, lo mismo que acciones que pueden
promover fendmenos cerebrales de restauracion y reparacion, los cuales

sustentan el efecto neuroprotector del estradiol.

Estas acciones pueden ser observadas en condiciones fisiolégicas como resultado
de la activacion de los ERs neuronales y gliales por el estradiol secretado en el
ovario que acceden al cerebro en concentraciones plasmaticas fisioldgicas; lo
mismo que por el estradiol sintetizado localmente en diversas estructuras
cerebrales. Asi mismo, diferentes esquemas de administracion de estradiol que se
han iniciado de semanas a horas antes, 0 minutos a horas después de la
ocurrencia de la reduccién del flujo sanguineo e isquemia cerebral, resultan ser

neuroprotectores.

Para ello mecanismos gendmicos y no genémicos contribuyen a la
neuroproteccion del estradiol, mediada por receptores ERa, y ERB, neuronales y
gliales, nucleares y extra-nucleares; asi como por receptores membranales a

estradiol acoplados a proteinas G y activacion de diversas vias de sefalizacion.

La reduccion del estrés oxidativo, del incremento anormal de ROS, el incremento
de la reserva enzimatica antioxidante, el atrapamiento de ROS; asi como acciones
anti-inflamatorias y anti-apoptoéticas, forman parte de los mecanismos de
neuroproteccion del estradiol que contrarrestan los fenémenos fisiopatologicos
resultantes de la reduccion del flujo sanguineo y la isquemia cerebral. Ademas, la
reparacion del tejido cerebral dafiado mediante la liberacién de factores troficos

por parte de las células gliales, mejoran el flujo sanguineo, promueven la
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angiogénesis, la neurogénesis y la sinaptogénesis, pueden ser observados

después de la isquemia cerebral y tratamiento con estradiol.

La eficacia a corto plazo de los tratamientos con estradiol ha sido mostrada
después de episodios de isquemia en estudios pre-clinicos en diferentes modelos
de isquemia cerebral focal o global, por medio de la evaluacion de parametros
histolégicos de dafio cerebral, de la preservacion de las funciones cognoscitivas y

del curso temporal de la recuperacion de funciones neurolégicas y conductuales.

No obstante, la potencialidad de trasladar estos resultados a la practica clinica en
seres humanos ha sido hasta el momento limitada. A este respecto, debe tenerse
en cuenta que la ocurrencia de episodios de isquemia cerebral focal o global es
impredecible, por lo que el tratamiento con estradiol como una estrategia
profilactica con el proposito fundamental de generar condiciones de
neuroproteccion en el cerebro, debe ser planteado a largo plazo, con el riesgo de
efectos indeseables del estradiol en 6rganos periféricos, que pueden afectar

seriamente la salud e inclusive poner en peligro la vida de los seres humanos.

Por otra parte, los tratamientos con estradiol que pueden ser iniciados después de
iniciado el episodio de isquemia deben mantenerse a largo plazo para
contrarrestar los fenébmenos fisiopatolégicos inmediatos que dan lugar al dafio
cerebral, pero también para promover los fenémenos de reparacion y de
plasticidad cerebral a largo plazo, que puedan dar lugar a la recuperacion

funcional luego de la reduccion del flujo sanguineo y de la isquemia cerebral.

Una vez que se ha comprobado la participacion de los ERs para los efectos
neuroprotectores del estradiol, se han propuesto nuevas perspectivas de
neuroproteccion basada en la activacion selectiva de ERs en el cerebro, pero no
en otros organos. Esto podria lograrse mediante tratamientos a base moduladores
selectivos de receptores de estradiol (SERMs) naturales (genistein, coumestrol) o
sintéticos (tamoxifeno, raloxifeno, basedoxifeno), los cuales tienen selectividad por
las neuronas y las células gliales en el cerebro, donde promueven la interaccion

de los ERs con vias de sefializacion ligadas a la neuroproteccion.
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Por otra parte el efecto neuroprotector del estradiol no ha sido investigado en

modelos de hipoperfusidn cerebral cronica.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha planteado que la ausencia de actividad estrogénica y la hipoperfusion
cerebral crénica pueden ser factores concurrentes de dafio cerebral y deterioro

cognoscitivo en mujeres pre y post-menopadusicas.

No se ha evaluado experimentalmente el posible efecto neuroprotector de
compuestos con actividad estrogénica en condiciones de ausencia de acciones

estrogeénicas e hipoperfusion cerebral crénica.

El 178 estradiol es el compuesto enddgeno que se toma como referencia para el
estudio de acciones estrogénicas y el punto de partida para el estudio de otros
compuestos con actividad estrogenica pero con diferentes caracteristicas

farmacoldgicas con respecto al estradiol. (moduladores de receptores a estradiol)
JUSTIFICACION

Es importante caracterizar los efectos del estradiol en el modelo de HCC en
ausencia de acciones estrogenicas endogenas, ante la perspectiva de comparar
los posibles efectos neuroprotectores de otros compuestos con actividad

estrogenica que se utilizan en terapias de reemplazo.

En estas condiciones los resultados de la evaluacion de farmacos con efectos
neuroprotectores podria permitir la sustentacion de propuestas con posible

aplicacion en el manejo clinico terapéutico, en seres humanos
HIPOTESIS

El estradiol reduce las alteraciones morfolégicas y funcionales provocadas por la

hipoperfusion cerebral crénica en el hipocampo.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos neuroprotectores del estradiol sobre la estructura y el
funcionamiento del hipocampo, en el modelo hipoperfusion cerebral crénica, en la

rata.
OBJETIVOS PARTICULARES.

e Evaluar las consecuencias de la hipoperfusién cerebral crénica sobre la

poblacién neuronal del cuerno de Ammon del hipocampo.

e Evaluar las funciones cognoscitivas dependientes del hipocampo mediante
pruebas de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuético de

Morris.

e Evaluar el efecto del 17B-estradriol sobre las alteraciones de la poblacion
neuronal del cuerno de Ammon del hipocampo, inducidas por hipoperfusion

cerebral crénica.

e Evaluar el efecto del 17B-estradiol sobre las alteraciones de las funciones
cognoscitivas dependientes del hipocampo, inducida por hipoperfusion

cerebral crénica.
MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley con un peso de
250-300 g al inicio de los procedimientos experimentales. Los animales se
mantuvieron en jaulas de acrilico bajo condiciones controladas de luz-oscuridad
(12h/12h) y temperatura (20 £ 2°C), con suministro de alimento (rodent laboratory
Chow) y agua ad libitum.

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana (NOM 062-Z00-1999) de especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio y la guia de los institutos de Salud de
Norteamérica (NIH) para el cuidado y uso de los animales de laboratorio
(publicacion NIH No. 80-23, 1996). Se tomaron las medidas adecuadas para

reducir al minimo el dolor o sufrimiento de los animales [149-150].
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Los animales de experimentacién fueron asignados al azar a los siguientes grupos
experimentales. Sham (n=8); E2 (n=8); HCC-Veh (n=8); HCC-E2-5 (n=8); HCC-
E2-10 (n=8). Todos los animales fueron ovariectomizados bajo anestesia general
(Xilazina, 10 mg/kg im / Ketamina, 90 mg/kg im). Catorce dias después de la
ovariectomia se realizé en los grupos HCC+Veh, HCC+E2-5 y HCC+E2-10 los
procedimientos anestésico/quirargicos del modelo de hipoperfusion cerebral
cronica en ratas, mediante la oclusidbn permanente y seccion de las arterias
carotidas comunes [42-43] y se inici6 el tratamiento con Vehiculo (aceite vegetal) o
Benzoato de estradiol, 5 pg/48h sc (HCC+E2-5) o Benzoato de estradiol, 10
pug/48h sc (HCC+E2-10), durante 40 dias. En los animales del grupo Sham,
ademas de la ovariectomia, se realizaron los procedimientos anestésicos
quirargicos de HCC sin oclusién de las arterias carotidas. En el grupo E2 se
realiz6 ovariectomia y se inici6 inmediatamente tratamiento con benzoato de
estradiol, (5 ng/48h sc, durante 40 dias). Al término de este periodo cada uno de
los animales de los 5 grupos en estudio se sometieron a la prueba de aprendizaje
y memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris y se evalué su desempefio
en la prueba mediante los pardmetros adecuados, como se describe a

continuacion.

Evaluacién del aprendizaje y la memoria espacial en el Laberinto acuéatico de

Morris

En esta prueba, las ratas se colocan en una piscina circular de 140 cm de
diametro, 50 cm de altura, llena con agua tefida de color azul obscuro, a una
temperatura de 25 °C, hasta una profundidad de 25 cm. La piscina se ubica en un
cuarto con una variedad de sefales (puerta, figuras, el investigador, etc.,) en
lugares fijos, las cuales permiten la orientacion espacial. El laberinto se divide de
manera virtual en cuatro cuadrantes del mismo tamafo orientados con referencia
a los cuatro puntos cardinales; asi como en tres anillos concéntricos equidistantes.
El laberinto cuenta con una plataforma de escape (13 x 13 cm) sumergida 2 cm
por debajo de la superficie del agua, que se ubica en un sitio fijo en el centro de
uno de los cuatro cuadrantes a 28 cm de la pared de la piscina. Tanto la

plataforma como las sefiales espaciales alrededor de la misma se mantienen en el
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mismo sitio durante el tiempo que duren las pruebas de evaluacion del aprendizaje
espacial. En cada una de estas pruebas la rata se coloca dentro del agua con la
cabeza frente a la pared de la piscina en cualquiera de los cuatro cuadrantes que
son seleccionados al azar en cada dia de prueba (6 dias) y en diferentes sitios.
Cada prueba se termina cuando la rata encuentra la plataforma (latencia de
escape) en menos de 60 segundos; si no es asi la rata es guiada hasta la
plataforma por el investigador y en este caso se le asigna una latencia de escape
de 60 segundos. Se permite que la rata permanezca en la plataforma durante 15
segundos para que aprenda su localizacion. La ejecucién del animal en cada

prueba se registra mediante video grabacion.

En cada prueba se analiza la latencia de escape (el tiempo que tarda la rata en
localizar la plataforma), la velocidad de nado (cm/s), asi como el nado
predominante a través de los anillos internos o externo en que se ha dividido
virtualmente el laberinto y se calcula un indice con base en el tiempo que nada en
los anillos internos o en el anillo externo. Usualmente en los disefios

experimentales se utiliza un periodo de aprendizaje de 7 dias.

Al dia siguiente de haber completado el periodo de aprendizaje cada rata se
somete a una prueba de memoria (30 segundos) en la que se ha retirado la
plataforma y se mide el tiempo que la rata permanece o cruza a través del

cuadrante donde se localizaba originalmente la plataforma [151].

Al término de las pruebas en el laberinto acuéatico de Morris, los animales fueron
sacrificados mediante una dosis letal de Pentobarbital. Las ratas fueron
perfundidas por via intracardiaca con solucion salina seguido de 10% de
formaldehido en amortiguador de fosfato. Después de la perfusion, los cerebros
fueron retirados del craneo y se conservaron en el mismo fijador durante 2-4 dias
antes del procesamiento histologico. Mediante un micrétomo se realizaron cortes
coronales (3,0 mm de espesor) de cada cerebro los cuales incluian al hipocampo
dorsal y a la corteza prefrontal dorsal medial, estos se deshidrataron y se
incluyeron en parafina. De cada cerebro se obtuvo una serie de 10 cortes

coronales de 7 um de espesor que fueron tefiidos con violeta de Cresilo.
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Se contaron el nimero de neuronas piramidales remanentes (neuronas con
morfologia normal, integridad de la membrana y nucléolo claramente visible) en
un segmento lineal de 500um en el estrato piramidal del segmento CA1 del cuerno
de Ammon del hipocampo en los cerebros correspondientes a cada uno de los
animales de los diferentes grupos experimentales, mediante microscopio optico
con un aumento de 40x y un sistema computarizado de analisis de imagenes
histoldgicas [152-153].

Evaluacion estadistica.

Se evaluaron los parametros convencionales de eficiencia del aprendizaje y la
memoria espacial: latencia de escape y trayectoria recorrida para localizar la
plataforma sumergida. Se realizaron las comparaciones intragrupales de la
mediana de las latencias de escape por dia, mediante analisis de varianza no
paramétrica de Friedman y la prueba de rangos sefalados y pares igualados de
Wilcoxon. Las comparaciones intergrupales de latencia de escape fueron
realizadas mediante la prueba de Kruskal-Wallis y por la prueba de “U” de Mann-
Withney. Los datos de la distancia total recorrida y velocidad de nado durante la
etapa de “busqueda” fueron comparados mediante analisis de varianza de medias

repetidas y la prueba de Tukey [154-155].

Las diferencias en los valores numéricos obtenidos en la evaluacién de la
poblacién neuronal del segmento CAldel cuerno de Ammon del hipocampo en los
grupos bajo las tres condiciones experimentales, fueron comparados mediante
prueba ANOVA y prueba de Tukey post oc. [154-155]

RESULTADOS

Aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris.

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. Puede observarse la

reduccion significativa de los valores de latencia de escape a partir del 3er dia de
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prueba en el grupo SHAM (dia 3 p=0.028, dia 4 p=0.028, dia 5 p=0.028 dia 6
p=0.028, dia 7 p=0.028), y a partir del 2° dia prueba en el grupo E2 (dia 2 p=0.043,
dia 3 p=0.028, dia 4 p=0.018, dia 5 p=0.018, dia 6 p=0.018, dia 7 p=0.018) en

comparacion con los valores de latencia de escape obtenidos en ambos grupos en

el ler dia de prueba. Asimismo, puede apreciarse la reduccion progresiva de
dichos valores de latencia de escapa hasta valores minimos relativamente
estables a partir del 4° 6 5° dia de prueba. En cambio en el grupo HCC-Veh se
observd una reduccion significativa de la latencia de escape, en comparacion con
la obtenida el 1ler dia de prueba, a partir del 5° dia de prueba (dia 5 p=0.026, dia 6
p=0.003 y dia 7 p=0.004). Por otra parte, los valores de latencia de escape fueron
significativamente menores a partir del 2° dia de prueba, en comparacién con los
obtenidos el ler dia de prueba, en los grupos HCC-E2-5 (dia 2 p=0.028, dia 3
p=0.018, dia 4 p=0.028, dia 5 p=0.018, dia 6 p=0.018 y dia 7 p=0.018) y HCC-E2-
10 (dia 2 p=0.028, dia 3 p=0.028, dia 4 p=0.028, dia 5 p=0.028, dia 6 p=0.028 y
dia 7 p=0.028) con una reduccion progresiva de los mismos hasta valores minimos
estables a partir del 5° dia 6 del 3er dia de prueba respectivamente. En estas
condiciones, los valores de latencia de escape fueron significativamente menores
que los del grupo HCC-Veh en los grupos HCC-E2-5 (dia 2, p=0.006; dia 3
p=0.049; dia 4, p=0.048) y HCC-E2-10 (dia 2, p=0.01; dia 3, p=0.047, dia 4,
p=0.01) en los dias de prueba 2, 3 y 4; sin diferencias significativas con los valores

de latencia de escape de los grupos SHAM y E2, durante los 7 dias de prueba.
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Figural. Valores (Mediana y Rango) de las latencias de escape de los diferentes
grupos experimentales, durante los 7 dias de prueba, en el laberinto acuético de
Morris, 40 dias después del episodio de HCC. Puede observarse la reducciéon
significativa de la latencia de escape a partir del segundo o tercer dia en los
grupos SHAM, E2, HCC-E2-5 y HCC-E2-10; a diferencia de la reduccion de la
latencia de escape a partir del quinto dia de prueba, en el grupo OVX-HCC-Veh. (*

dia 1 vs. dias siguientes, p<0.05).
Magnitud y caracteristicas de las trayectorias de nado.

Los valores de la distancia (cm) que debieron nadar los animales de los diferentes
grupos experimentales para llegar a la plataforma sumergida, muestra una
tendencia a variar en relacion directa con los cambios de magnitud de la latencia
de escape, durante los 7 dias de prueba en el laberinto acuatico de Morris. Esto
es, una disminucion progresiva conforme las latencias de escape se fueron

acortando en los dias de prueba sucesivos.
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Tabla 1. Valores (Media £+ EE) de la distancia de nado (cm) requerida, por los
diferentes grupos experimentales, para encontrar la plataforma en 7 dias
sucesivos durante la prueba de aprendizaje espacial en el laberinto acuético de

Morris.

SHAM E2 HCC-Veh HCC-E2-5 HCC-E2-10
DIA 1| 1824 +24.03 | 1756 £22.71 | 2000 + 65.714" | 1844 + 42.57* | 1804 + 46.42*
DIA 2 || 1101 +45.41 | 1287 +74.27 | 1505 + 52,562 | 1451 + 26.71% | 1455 + 40.58%
DIA3 [ 733+57.97 | 1017 +12.09% | 1208 + 29.44%" | 890 + 37.21* | 705 + 63.98**®
DIA4 | 677 +36.11 674 +15.38 | 1191 +53.66%" | 835 +56.22* | 527 + 57.45*°
DIAS5 | 704 +15.05 791 +17.12 | 1022 +35.31%" | 605+ 13.25* | 518 + 18.55*
DIAG | 377 +44.76 459 +15.12 667 + 45.85%" | 404 +67.25* | 370+ 30.18*
DIA7 | 255+ 29.39 353+17.11 454 + 73.64 394 +99.96 284 +16.31

A p=<0.05 Vs. SHAM; " p<0.05 Vs. E2; * p<0.05 Vs. HCC-Veh; ® p<0.05 Vs. HCC-E2-
5.

La Tabla 1 muestra los valores de la distancia de nado, en los diferentes grupos
experimentales, durante los 7 dias de prueba en el laberinto acuatico de Morris y
su reduccién progresivas conforme transcurrieron los dias de prueba
subsecuentes. Puede observarse que los valores de distancias de nado en el
grupo HCC-Veh fueron significativamente mayores (con excepcion del dia 7) que
los valores correspondientes a cualquiera de los otros grupos experimentales y
gue, en general, los valores de la distancia de nado de los grupos HCC-E2-5 y
HCC-E2-10 no presentan diferencias significativas con respecto a los valores
correspondientes a los grupos SHAM y E2. Asi mismo, las distancias de nado
fueron significativamente menores en el grupo HCC-E2-10 en comparacion con las

del grupo HCC-E2, 2 los dias 3 y 4 de prueba.
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HCC-VYeh HCC-E2-6 HCC-E2-10

Figura 2. Trayectorias de nado de uno de los animales representativo de cada uno
de los diferentes grupos experimentales en el laberinto acuatico de Morris en los
dias de prueba 1, 3, 7 y prueba de transferencia. Las trayectorias de nado circular
cerca de la pared de la tina (tigmotaxis) se observa en todos los grupos el primer
dia, cambia a trayectorias orientadas hacia la parte interna del laberinto con ruta
dirigida hacia el sitio de ubicacion de la plataforma sumergida en los grupos
SHAM, E2, HCC-E2-5 y HCC-E2-10 en tanto que en el grupo HCC-Veh se
observan trayectorias menos orientadas y con mayor recorrido para llegar a la

plataforma.

La Figura 2 ilustra la forma y magnitud de las trayectorias de nado en el laberinto
acuatico de Morris, efectuadas por animales representativos de cada uno de los
grupos experimentales, los dias 1, 3y 7 de prueba. Cabe destacar el cambio de la
forma de la trayectoria de nado, circular y cercano a la pared de la tina, observado
el primer dia de prueba en todos los grupos experimentales hacia rutas mas cortas
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y mejor orientadas hacia el sitio de la plataforma en los animales de los grupos
SHAM, E2, HCC-E2-5 y HCC-E2-10; a diferencia de las trayectorias con mayor
recorrido y menos orientadas efectuadas por el animal representativo del grupo
HCC-Veh.

El tiempo de permanencia de los animales de experimentacién en los cuadrantes
del laberinto acuatico de Morris y en particular en cuadrante donde originalmente
se encontraba la plataforma (cuadrante norte), durante la prueba de transferencia,
se ilustra en las figuras 3 y 4 para los diferentes grupos y condiciones

experimentales.

Puede observarse que el tiempo de permanencia en el cuadrante donde
originalmente se encontraba la plataforma fue significativamente mayor, en los
grupos SHAM, E2, HCC-E2-5 HCC-E2-10, en comparacion con el tiempo de
permanencia en cualquiera de los otros cuadrantes; a diferencia del grupo HCC-
Veh, en el que no se observaron diferencias significativas en el tiempo de
permanencia entra los cuadrantes norte (plataforma), este y sur, y solamente el
tiempo de permanencia fue significativamente menor en el cuadrante oeste, en

comparacion con el cuadrante norte (Figura 3).

Asimismo, el tiempo de permanencia en el cuadrante oeste fue significativamente
mayor, en los grupos SHAM, E2, HCC-E2-5 y HCC-E2-10, en comparacion con el

tiempo de permanencia en comparacion con los cuadrantes oeste y sur (Figura 3).
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Figura 3. Tiempo (s) de permanencia (media = EE) en los cuadrantes del
laberinto acuético de Morris durante la prueba de transferencia (30s de prueba),
en los diferentes grupos experimentales. Puede observarse el tiempo de
permanencia significativamente mayor en el cuadrante norte (donde originalmente
se encontraba la plataforma) en los grupos SHAM, E2, HCC-E2, pero no en el
grupo HCC-Veh, en comparacion con el tiempo de permanencia en los otros
cuadrantes. * p<0.05 con respecto a los otros cuadrantes; + p<0.05 con respecto a

los cuadrantes oeste y sur.

Por otra parte, los resultados de un analisis intergrupal tomando solo en cuenta los
valores de permanencia en el cuadrante norte muestra que no existen diferencias
significativas en el tiempo de permanencia entre los grupos SHAM, E2, HCC-EZ2,
pero si una reduccion significativa del tiempo de permanencia en el cuadrante
donde originalmente se encontraba la plataforma en el grupo HCC-Veh, en

comparacion con los demas grupos (Figura 4).
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Figura 4. Tiempo de permanencia (media * EE) en el cuadrante donde
originalmente se encontraba la plataforma en los diferentes grupos

experimentales. * p<0.05 con respecto a los otros grupos.
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Figura 5. Velocidad de nado de los animales en los diferentes grupos
experimentales los dias de prueba en el laberinto acuatico de Morris. Puede

observarse que n hay diferencias significativas entre los diferentes grupos.
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Evaluacion de la poblacion de neuronas piramidales del segmento CA1 del

hipocampo.

En la figura 6 se muestran fotomicrografias que ilustran el aspecto general de las

estructuras del hipocampo visibles mediante la tincion de violeta de cresilo y a

mayor aumento imagenes del estrato piramidal del segmento CA1 del hipocampo

donde se observa la reduccién de la poblacion de neuronas piramidales en el

grupo HCC-Veh, y la preservacion de dicha poblacién neuronal con caracteristicas

histolégicas semejantes a las del Grupo SHAM en los grupos E2, HCC-E2-5 y

HCC-E2-10, tratados con benzoato de estradiol.

HCC-Veh
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Figura 6. Fotomicrografias
gue ilustran el aspecto de la
poblacién neuronal del
segmento CA1 del hipocampo
en preparaciones histolégicas

teflidas con violeta de cresilo,

representativas de los
diferentes grupos
experimentales. Puede

observarse la reduccion de la
poblacién neuronal por efecto
de la HCC y su preservacion
por efecto del tratamiento con
benzoato de estradiol.
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Figura 7. Niumero de neuronas piramidales (Media + EE) remanentes en una
extension de 500 um lineales del estrato piramidal del segmento CA1 del cuerno
de Ammon del hipocampo, en las diferentes condiciones experimentales. *p<0.05

en comparacion con cualquiera de los otros grupos experimentales.

La HCC (grupo HCC-Veh) redujo significativamente (p<0.05) la poblacion de
neuronas piramidales del segmento CAl del hipocampo, donde las neuronas
remanentes en una extension de 500 pm lineales del estrato piramidal,
correspondieron en promedio al 70% de las neuronas observadas en el grupo
SHAM (100%), el cual no mostro diferencias significativas de la poblacion neuronal
del segmento CAL1 con respecto a los grupos E2, HCC-E2-5 y HCC-E2-10 (Figura
7; Tabla 2).
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Tabla 2. Numero (Media £ EE) y porcentaje de neuronas piramidales remanentes
en una extension de 500 ym lineales en el segmento CA1 del cuerno de Ammon
del hipocampo, en las diferentes condiciones experimentales. *p<0.05 en

comparacion con cualquiera de los otros grupos experimentales.

MEDIA + EE

SHAM 144+6.19 100
E2 137+7.06 95
HCC-VEH 102+3.91* 70*
HCC-E2-5 127+4.94 88
HCC-E2-10 137+8.54 95

*Media expresada en % con respecto al nUumero de neuronas en el grupo SHAM
(100%).
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DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran que el tratamiento crdénico con
benzoato de estradiol, a dosis que darian lugar a concentraciones plasmaticas
dentro de rangos fisiol6gicos [79-80], en ratas bajo condiciones de a hipoperfusion
cerebral crénica y en ausencia de secrecion ovarica de estrogenos, da lugar a la
preservacion, a largo plazo, de la poblacion de neuronas piramidales del segmento
CALl del cuerno de Ammon del hipocampo; asi como a una mejor ejecuciéon de la
tarea de memoria y aprendizaje espacial en el laberinto acuéatico de Morris, en
comparacion con los mismos parametros obtenidos en animales tratados con
vehiculo. Estos datos sustentan el efecto neuroprotector del estradiol en contra de
los mecanismos fisiopatoldgicos de dafio cerebral resultantes de la hipoperfusion

cerebral crénica.

Se ha mostrado que el modelo de hipoperfusién cerebral crénica inducido por la
ligadura simultdnea o secuencial (con un intervalo de 7 dias) de las arterias
carétidas comunes en la rata, da lugar a una reduccién del flujo sanguineo, de
magnitud variable, en las diferentes estructuras cerebrales (del orden del 40% en
el hipocampo y de 30% en la corteza cerebral), el cual persiste durante semanas a
partir del inicio de la HCC [36-38, 156-157]. Asimismo, se ha mostrado deterioro
de las funciones cognoscitivas dependientes de la integridad morfo-funcional del
hipocampo y de la corteza prefrontal, a diferentes tiempos luego de HCC [40-42,
31-32]. En el presente estudio se utiliz6 el modelo de HCC modificado en el que
se seccion6 una de las arterias cardtidas comunes, entre una doble ligadura
previamente colocada, para realizar el mismo procedimiento en la otra arteria
carGtida comun, 7 dias después. En estas condiciones, se ha mostrado deterioro
significativo de funciones cognoscitivas en pruebas de memoria de referencia y
memoria de trabajo espaciales, asociado con una reduccion significativa de la
poblacién de neuronas piramidales en el segmento CA1 del cuerno de Ammon del
hipocampo, evaluada mediante inmunoflorescencia con NeuN, tres meses

después de la ligadura de la segunda carotida [42-43].

Los resultados del presente trabajo, confirman las alteraciones inducidas por la

HCC sobre la poblacion de neuronas piramidales del segmento CA1l del
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hipocampo; en efecto, 48 dias después de haber completado los procedimientos
quirurgicos de la HCC, con la ligadura y seccion de la segunda carétida, los
animales ovariectomizados tratados con vehiculo mostraron una reduccion del
30% en el numero de neuronas piramidales remanentes en una extension lineal de
500um del segmento CA1del cuerno de Ammon del hipocampo, en comparacion
con el mismo pardmetro en el grupo SHAM (100%) y los otros grupos
experimentales (88% a 95% de neuronas remanentes). En estas condiciones
cabria esperar que esta pérdida neuronal y sus consecuencias sobre el
funcionamiento de las estructuras neuronales del hipocampo se asociara con
deterioro de la eficiencia del aprendizaje y memoria espacial en el laberinto
acuatico de Morris [158-166]. De hecho, la HCC dio lugar a un deterioro de dichas
funciones cognoscitivas dependientes de la integridad morfo-funcional del
hipocampo en el grupo HCC-Veh, como lo muestran los valores de latencia de
escape de este grupo, significativamente mayores los dias de prueba 2, 3 y 4; asi
como el tiempo de permanencia significativamente menor en el cuadrante donde
originalmente se encontraba la plataforma, durante la prueba de transferencia, en

comparacion con el grupo SHAM y los otros grupos experimentales.

En contraste, la ejecucion de las pruebas de aprendizaje y memoria espacial en el
laberinto acuatico de Morris, no mostro diferencias entre los grupos SHAM, E2,
HCC-E2-5 y HCC-E2-10. Este resultado sugiere que la capacidad de integracion
neural del aprendizaje y la memoria espacial fue preservada por efecto del
tratamiento a largo plazo con estradiol, en ausencia de secrecién ovarica de
estradiol y bajo condiciones de hipoperfusién cerebral crénica, que de otra manera
habria inducido el deterioro de dichas funciones cognoscitivas, como fue
observado en los animales estudiados en las mismas condiciones experimentales
pero a los que solamente se administré el vehiculo de benzoato de estradiol
(HCC-Veh). Asimismo, la preservacion de la poblacién de neuronas piramidales
remanentes en el segmento CAl del cuerno de Ammon del hipocampo en los
grupos ovariectomizados, bajo condiciones de hipoperfusion cerebral cronica,
sugiere que el tratamiento con benzoato de estradiol dio lugar a acciones
estrogénicas eficientes en contra de los mecanismos fisiopatoldgicos de dafio y

muerte neuronal ejercidos por la hipoperfusion cerebral crénica en el hipocampo,
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una estructura que se distingue por la gran vulnerabilidad de las neuronas
piramidales del segmento CAl ante situaciones de reduccion del flujo
sanguineo[13, 18-19, 21, 27-29]. A este respecto, se ha mostrado que la HCC
puede dar lugar a diversas alteraciones de la homeostasis de varios procesos
involucrados en el funcionamiento cerebral, las cuales a su vez pueden inducir
mecanismos fisiopatoldgicos de dafio neuronal tales como: estrés oxidativo,
neuroinflamacién, disfuncion de sistemas de neurotransmisores (colinérgico,
GABAergico), disfuncion mitocondrial y procesos pro-apoptoticos, lipoperoxidacion
y alteracidbn de la secrecidn de factores troficos, en estructuras cerebrales
especialmente vulnerables (hipocampo, corteza prefrontal) y con reducciones
proporcionalmente mayores del flujo sanguineo [30] De hecho, se ha mostrado
gue el enriquecimiento ambiental o el ejercicio previene o revierte el deterioro del
aprendizaje y la memoria espacial a la vez que reduce el estrés oxidativo, la
lipoperoxidacion y la neuroinflamacién inducidos por HCC en el hipocampo y la
corteza prefrontal, en la rata [31-32, 44], por lo que se ha sugerido que la
preservacion de las funciones cognoscitivas, en condiciones de enriquecimiento
ambiental o ejercicio, puede deberse a la reduccion de las alteraciones morfo-
funcionales resultantes de dichos procesos de dafio neuronal en estructuras
cerebrales involucradas en la integracion de estas funciones cognoscitivas. De
hecho, bajo condiciones de hipoperfusiébn cerebral cronica, los efectos
neuroprotectores de compuestos quimicos antioxidantes y anti-inflamatorios
también se asocian con una reduccion significativa de la pérdida de neuronas
piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo; asi como del
deterioro concomitante de funciones cognoscitivas [43]. En este sentido, cabe
sefialar la potencialidad del estradiol para ejercer acciones neuroprotectoras en
diversos modelos de isquemia cerebral aguda, focal o global [62-63], las cuales se
ha mostrado que estan mediadas por mecanismos de accion estrogenicos que
incluyen la reduccion del estrés oxidativo, de las alteraciones mitocondriales [81,
84, 108, 117, 120], de los procesos pro-apoptéticos subsecuentes [129-133] y de
la neuroinflamacién [75, 122-125 ] inducidos por la reduccion del flujo sanguineo

cerebral.
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Estos mecanismos de accion de los efectos neuroprotectores del estradiol en
contra del dafo y la alteraciones funcionales inducidas por la isquemia aguda en
estructuras cerebrales especificas se encuentran en una relacion de oposicién con
los mecanismos de dafio y alteraciones morfo-funcionales provocadas por la HCC,
por lo que cabria la posibilidad de que en el presente estudio dichos mecanismos
de accion estrogénica estuvieran mediando el efecto neuroprotector del estradiol,
bajo condiciones de HCC, en ausencia de la secrecion de estrdgenos ovaricos.

CONCLUSIONES

El tratamiento, a largo plazo, con benzoato de estradiol ejerce efectos
neuroprotectores sobre la poblacion neuronal del hipocampo y previene las
alteraciones del aprendizaje y la memoria espacial en ratas ovariectomizadas bajo

condiciones de hipoperfusion cerebral crénica.
PERSPECTIVAS

Los resultados del presente trabajo constituyen un marco de referencia para la
evaluacion de compuestos con actividad estrogénica , diferentes del estradiol en
su estructura quimica y capacidad de interaccionar con distintos tipos de
receptores estrogénicos, en el sistema nervioso central. Asimismo, sustentan la
propuesta del disefio de posibles procedimientos neuroprotectores, basados en la
induccion de acciones estrogénicas, en contra del deterioro de funciones
cognoscitivas bajo condiciones de hipoperfusion cerebral crénica y carencia de
secrecion ovarica de estr6genos, concurrentes al deterioro cognoscitivo a partir de

la menopausia.
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