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RESUMEN

La concentracion de estrogenos en la corteza cerebral prefrontal es dos veces
mayor a la de la corteza temporal y siete veces mayor a la que se encuentra en el
hipocampo. Estas regiones cerebrales estdn directamente relacionadas con la
organizacion de procesos de memoria y se ha reportado que la administracion de
estradiol produce mejora en la ejecucion de tareas de memoria de trabajo espacial.
La aromatasa es la enzima que sintetiza estradiol y esta ampliamente distribuida en
el cerebro. Sin embargo, la participacion del estradiol de origen cerebral en
actividades cognoscitivas no ha sido investigada. La capacidad de adquisicion,
retencion y recuperacion de informacion relacionada con una tarea de memoria de
trabajo egocéntrica fue evaluada mediante un disefio “pareado a la muestra”. Se
utilizaron ratas macho adultas de la cepa Sprague-Dawley, a las cuales se les
administré 2.5 mg/Kg de letrozol, un inhibidor competitivo y reversible de la
aromatasa. Los animales tratados con letrozol fueron mas eficientes en la etapa de
adquisicion que los animales tratados con vehiculo o los no tratados y no se
observo ningin efecto en las etapas de retencion o de recuperacion. Los resultados
sugieren que los estrogenos cerebrales estan involucrados en la ejecucion de tareas
de memoria de trabajo egocéntrica. De acuerdo con evidencia previa, el efecto
observado sobre la memoria de trabajo pudo ser debido a modificaciones sobre la
disponibilidad del estradiol en el cerebro causado por la actividad incrementada de

la aromatasa cerebral.
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ABSTRACT

Prefrontal estrogen levels are two fold, and seven fold higher than in
temporal cortex and hippocampus; respectively. These cerebral regions are
strongly related to memory processes organization, and a better spatial memory-
related behavioural performance has been reported after estradiol treatment.
Aromatase is an estradiol-synthetizing enzyme widely distributed in brain tissue.
However, the possible brain estradiol involvement in cognition-related behavioral
performance has not been studied. Acquisition, retention, and retrieval of
information were evaluated in a match-to-sample paradigm of egocentric working
memory. Sprague-Dawley male adult rats were given 2.5 mg/Kg of letrozole, a
competitive reversible aromatase inhibitor. Letrozol-treated rats were more
efficient to resolve the task than those vehicle-treated as well as intact rats. Both
retention and retrieval were unaffected. Based on these results, strong involvement
of cerebral estrogens in prefrontal-dependent working memory performance is
suggested. According with previous evidence this could be associated to an increase
of cerebral estrogen availability may be caused by an increase in the brain

aromatase activity.
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INTRODUCCION Y ANTECENDENTES

En el cerebro de mamiferos tales como el humano y la rata, la corteza
cerebral representa el sustrato neural de mayor nivel jerarquico en la organizacion

de la conducta (Figura 1).

Figura 1. Vista medial del cerebro de humano de rata. Se observa la localizaciéon
comparativa de la corteza cerebral (Modificado de: learn.genetics.utah.edu).
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La memoria se ha conceptualizado como la capacidad neurocognoscitiva
para codificar, almacenar y recuperar informacién (Tulving, 2000). En este
sentido, existen diferentes subdivisiones de la memoria y como funcién nerviosa

superior esta rigurosamente organizada por regiones cerebrales especificas (Figura

2).
Corto plazo Largo plazo
Activa / \
Explicita TImplicita
Memoria de (Declarativa) (No declarativa)
trabajo /\ /\
Episadica Semantica Procedural Perceptual-
[Eventos) (Hechos) Eepresentacional
I
Cortezra asuciativa
Habilidades Condicionamiento
simple
Corteza Lobulo temporal medial Cerebelo Cerebelo
prefmntal Corteza temporal Ganglios basales Misculo esquelético
Corteza prefrontal

Figura 2. Subdivisiones de la memoria y regiones cerebrales asociadas (Modificado
de: revista.cecm.usp.br; Gazzanigaet al., 2002).

Las regiones corticales frontales estan estrechamente relacionadas con las
llamadas funciones nerviosas superiores, entre las que destacan el pensamiento
logico, la capacidad de abstraccion y las funciones ejecutivas. Estas ultimas
incluyen la atencion dirigida, la inhibiciéon de respuestas inapropiadas, el cambio
de actividad cognoscitiva y la verificacion del resultado conductual (Miller and

Cummings, 1999).

10
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Las funciones ejecutivas estan relacionadas con la codificacion de la
informacién aferente “filtrada” a partir de la atencidon selectiva que, mediante
contingencias espacio-temporales, conduce a la programacion de respuestas
motoras secuenciadas para la resolucion mediata e inmediata de problemas
emanados de la interaccion del sujeto con su medio interno y externo. La capacidad
de inhibir las interferencias internas o externas que podrian entorpecer la
organizacion temporal de tales acciones o su ejecucion, esti incluida dentro de
dichas funciones ejecutivas. Tanto la atencion dirigida como la programacion de la
conducta en secuencias espacio-temporales, asi como la capacidad de inhibicion de
interferencias adquieren relevancia en la altima de dichas funciones ejecutivas: la

memoria de corto plazo activa, conocida también como memoria de trabajo.

La memoria de trabajo es un proceso que mantiene y manipula
temporalmente un item de informacion para la realizacion de tareas cognoscitivas
tales como como comprensiéon del lenguaje, lectura, pensamiento, etc (Baddeley,
1992; Baddeley and Hitch, 1974). Este tipo de memoria consiste en la resolucién de
tareas en las que la informacion sensorial debe ser descodificada (atencion
dirigida) y recodificada (cambio cognoscitivo) para generar respuestas
(contingencias sensorio-motoras) acordes a las demandas del ambiente del cual
emergié la necesidad de evocar recuerdos recientes que requieren de la
actualizacion de la informacion y de mantener estable el sentido de la respuesta
(inhibicion de interferencias). Asi, la memoria de trabajo constituye la capacidad de
resolver adecuadamente tareas especificas que demandan la actualizacion de
informacion en el corto plazo (Baddeley, 2000). Este “almacén” de informacion
posee una amplitud de retencion temporal breve y su funciéon es organizar y
analizar la informaci6n. El ser humano es consciente de la informacion almacenada
a corto plazo y permanece de 15 a 20 segundos aproximadamente; durante dicho
lapso tal informacion es organizada e interpretada para, virtualmente, producir una
huella mnésica mas significativa (Doyére et al., 1993; Klein, 1994). Al parecer la

memoria de corto palzo en los animales tiene una capacidad de almacenamiento y

11
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duracion mayor que en los humanos. Se ha reportado que la rata puede retener al
menos quince unidades de informacién en su memoria de corto plazo y en esta, al
igual que en algunos otros animales la duracidon puede ser de hasta cuatro horas

(Klein, 1994).

A diferencia de la memoria de referencia -que depende para su organizacion
funcional principalmente de la actividad del hipocampo (Schmitt, 2004)- la
organizacion de la memoria de trabajo corre preponderantemente a cargo de las
regiones mas anteriores del lobulo frontal del cerebro; esto es, de la corteza
cerebral prefrontal (Fuster, 1997). Especificamente en primates incluido el hombre,
la region prefrontal dorsolateral se ha demostrado que estd involucrada en la
organizacion temporal de la conducta, en tanto que en la rata la region analoga

corresponde a la region prefrontal medial (Fuster, 1997).

Particularmente las neuronas piramidales de la capa III de dichas regiones
prefrontales juegan un papel principal en la conformacion funcional de lo que se ha
denominado “campos de memoria”, que se activan durante la contingencia
sensorio-motora implicada (Goldman-Rakic, 1999). Los campos de memoria son
definidos como el disparo maximo de una neurona para la representacién de un
objeto blanco en un area determinada del campo visual. Se ha sugerido que cada
neurona prefrontal quizds no guarde informacion de la secuencia total de un
movimiento complejo durante el intervalo en cuestion, sino que posiblemente si
guarde informacién parcial del movimiento, como una posicion blanco o un
movimiento especifico (Fuster 1991; Carlson et al, 1990; Goldman-Rakic, 1999).
Concomitantemente, las neuronas involucradas en dichos campos de memoria se
sincronizan en redes funcionales dinamicas en funcion de la naturaleza del

recuerdo evocado y de la programacion de la respuesta requerida (Goldman-Rakic,

1999).

12
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La resolucién de tareas que implican la puesta en marcha de la memoria se
fundamentan en la utilizacion de estrategias basadas en la naturaleza de la
informacion sensorial disponible. La estrategia alocéntrica estd basada en la
conformacién de “mapas cognoscitivos” de acuerdo con los elementos contextuales
del ambiente externo (Poucet, 1993). Tales mapas cognoscitivos son
representaciones espaciales de un ambiente externo en el cual la informaci6on
espacial adquirida puede ser organizada internamente para generar posibilidades
de rutas entre el sujeto y diversos puntos del ambiente y entre estos mismos
(Tolman, 1948). Por otra parte, quella estrategia de naturaleza egocéntrica se basa
en la emision de respuestas motoras orientadas por el propio movimiento del
sujeto; tanto con la estrategia alocéntrica como con la egocéntrica, el individuo
debe ser capaz de estructurar un “mapa” del ambiente interno o externo, con base
en el cual logre localizar un punto en el espacio. Ambas estrategias no son
excluyentes y, aunque pueden ser competitivas en funcion de la informacién
sensorial disponible, el resultado conductual bajo condiciones naturales surge de

un proceso de cooperacion entre ambas.

Los circuitos neurales que participan en la organizacion de dichos procesos
cognoscitivos, son diferentes. El procesamiento de la informacion espacial
alocéntrica involucra importantemente la actividad del hipocampo (Olton et al.,
1978), en el cual confluye informacién sensorial especial multimodal procedente de
diversas regiones de asociacién sensorial neocorticales (Wyss, 1981). Tal
informacion hipocampal es entonces enviada hacia la corteza cerebral prefrontal

ventromedial (Jay et al., 1989).

La estrategia de tipo egocéntrica surge fundamentalmente de la activacion
de los receptores propioceptivos que envian la informacion desde el sistema
musculo-esquelético hacia la corteza parietal principalmente (Conde et al., 1995;

Kolb and Walkey, 1987; Kolb et al., 1994), de donde emergen fibras de asociaciéon

13
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cortical que se dirigen hacia la corteza cerebral prefrontal dorsomedial (Van Eden

et al., 1992) (Figura 3).

Respuesta

Figura 3. Circuitos neurales que participan en la organizaciéon de la estrategia.
egocéntrica (Modificada de: www.hybridmedicalanimation.com).
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Con base en tales conexiones, se ha sugerido que la regién dorsomedial de la
corteza prefrontal de la rata, esté directamente relacionada con el sostenimiento de
la informacion propioceptiva subyacente a la ejecucion de tareas de memoria de

trabajo egocéntrica (Ragozzino and Kesner, 2001)

Tanto en su modalidad alocéntrica como egocéntrica, la memoria de trabajo
se enmarca en lo que se conoce como memoria declarativa o explicita. La memoria
explicita es aquél tipo de memoria basada en la evocacion intencionada de un
recuerdo previo (Balota et al., 2000). Su eficiencia puede verse afectada como
resultado de diversos cuadros neuropsicopatologicos y para evaluarla se utilizan
pruebas neuropsicologicas y técnicas de imagenologia cuyos resultados indican el
grado de deterioro, el componente psiconeural afectado, asi como la region
cerebral y los circuitos neurales implicados. Al conocimiento de lo anterior han
contribuido también los estudios experimentales en animales de laboratorio.
Particularmente, la rata se ha utilizado ampliamente dada su tendencia natural
para expresar conductualmente dichas cualidades, sustentada en circuitos neurales

muy semejantes a los de los primates incluido el humano (Poucet and Benhamou,

1997).

Ciertas pruebas neuropsicoldgicas disefiadas para evaluar la funcionalidad
de la memoria de trabajo en humanos requieren de la expresion verbal de las
respuestas. Evidentemente, el estudio experimental de dicha cualidad en animales
de laboratorio requiere del disefio de pruebas conductuales cuya resolucién pongan
de manifiesto la utilizacion explicita de estrategias objetiva y efectivamente
mesurables. El disefio de tales pruebas conductuales, incluye un entorno ambiental
que demande la implementaciéon de estrategias especificas para la resolucion de
una tarea en un laberinto determinado. También es necesaria una etapa de
habituacién, que le permita al animal reducir al maximo el grado de estrés
resultante de la exposicion al ambiente novedoso. En términos generales, un

proceso cognoscitivo que involucra retencion de informacién conlleva una etapa de

15

OF 8. Misac! A lofondse Gimeg



Ffocto de 1 inkibiciin de 1o sintesis de estradiol sobre el desempedio de o memoris de (rabgjo
qgocénizzcs do la rata macho

entrenamiento o de adquisicidn del aprendizaje, que le permita identificar lo que
se requiere que aprenda, una etapa de sostenimiento o retencion del aprendizaje,
en la que objetivamente se ponga en evidencia el grado de eficiencia conductual
resultante del procesamiento de informacion, y; una etapa de verificaciéon o

recuperacion del aprendizaje (Squire, 1986).

La expresion conductual de la memoria de trabajo requiere de la
contingencia de informacién sensorial aferente a la corteza prefrontal y de la
formacion de secuencias espacio-temporales de accion; al tiempo comprendido
entre ambos eventos psiconeurales se le denomina “periodo de retraso” (Bodner et
al.,, 1997). Este periodo se considera que subyace en el disparo de neuronas
corticales como parte del proceso mnésico de corto plazo en cuestion, lo cual ocurre

en el orden de los milisegundos (Bodner et al., 1998).

La integracion adecuada de la informacién contingente requiere de la
actividad concertada de todas las sustancias presentes en el microambiente tisular,
entre las que destacan los sistemas de neurotransmisores y los compuestos

neuroactivos tales como las hormonas esteroideas.

En general, a la actividad de la acetilcolina (ACh) se le ha relacionado
preponderante con la organizacién de diversos procesos cognoscitivos no sélo a
nivel neocortical sino también en otras regiones como el hipocampo (Van der Zee
and Luiten, 1999). Particularmente a nivel prefrontal, la ACh juega un papel
importante en el mantenimiento del tono cortical conjuntamente con la serotonina
(5-HT), mediante la liberacién difusa de esta tiltima por terminales libres (McEntee
and Crook, 1991). En este mismo sentido, la actividad excitadora que la ACh ejerce
sobre las neuronas piramidales de la capa III prefrontal es regulada por contactos
serotoninérgicos presindpticos inhibitorios sobre terminales colinérgicas (Pazos
and Palacios, 1985). Se ha demostrado experimentalmente que el abatimiento de 5-

HT prefrontal produce una mayor eficiencia de la memoria de corto plazo (Pérez-
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Vega et al., 2000) y que tal efecto esta asociado a un incremento en la excitabilidad
de las neuronas piramidales de la de la corteza prefrontal (Lopez-Vazquez et al., en
preparacion). A ello contribuiria el papel excitador que ejerce la 5-HT sobre la
actividad de interneuronas GABAérgicas, las cuales inhiben a su vez a las neuronas
piramidales de la capa III prefrontal (Zhou and Hablitz, 1999). Asi, el abatimiento
de 5-HT prefrontal se traduciria en un incremento de la excitabilidad de tales
células piramidales, al menos en lo que a la participaciéon de estas conexiones se
refiere. Las neuronas piramidales en cuestion estin afectadas por contactos
excitatorios sobre sus abundantes espinas dendriticas. Dichos contactos
excitatorios son mediados presinipticamente de manera predominante por fibras
glutamatérgicas de asociacion procedentes de regiones corticales sensoriales

primarias y de asociacion.

Se ha reportado que la dopamina (DA) juega un papel funcionalmente
opuesto respecto a la actividad serotoninérgica en pruebas de memoria de trabajo
espacial en humanos; el incremento de la actividad serotoninérgica disminuye la
eficiencia conductual, en tanto que ésta aumenta ante el incremento de la actividad
dopaminérgica (Luciana et al., 1998). Asi mismo, la actividad dopaminérgica ha
sido relacionada con el estado de atencion (Nieoullon, 2002), un componente
importante de todo proceso cognoscitivo que condiciona la eficiencia en la
resolucién de tareas mnésicas. Por su parte, la actividad de la norepinefrina (NE) se
ha visto asociada con la facilitacion para el procesamiento de informacion
relevante; se ha postulado que esto ocurre mediante la modulaciéon del inicio y
sostenimiento de la actividad neuronal apropiadas para la entrada y la organizacién
de la informacion sensorial aferente a las regiones telencefalicas —como la corteza
prefrontal- involucradas en la organizacion de procesos cognoscitivos (Berridge

and Waterhouse, 2003) -como la memoria de trabajo-.

Entre los afios 1920 y 1930, se caracteriz6 la estructura cristalina de las

hormonas gonadales activas tales como el estradiol —estrégeno-, la progesterona —
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progestageno- y la testosterona —andrégeno- (Butenandt, 1929; Corner and Allen,
1933; Doisy et al.,, 1929; Doisy et al., 1930). Los androgenos, estrogenos y
progestagenos son derivadas del colesterol y ejercen diversos efectos sobre el
desarrollo y la maduraciéon sexual tanto en el macho como en la hembra (Loose-
Mitchell and Stancel, 2001; Snyder, 2001). Asimismo, actian como moduladores
de la diferenciacion y el desarrollo cerebral y, particularmente en la etapa adulta,
los estrégenos -principalmente el estradiol- participan en la regulaciéon de diversos
fenomenos relacionados con la plasticidad sinaptica, como neuroprotectores al
dafo celular y como moduladores de la expresion del estado de animo y de diversas
cualidades cognoscitivas (Garcia-Segura et al., 1994; Garcia-Segura et al., 1999;

Mellon et al., 2001; Osterlund and Hurd, 2001; Veiga et al., 2004).

Los esteroides que son formados en el cerebro a partir del colesterol se les ha
denominado “neurosteroides” (Baulieu, 1998). Se denominan “esteroides
neuroactivos” a aquellas hormonas esteroideas que son sintetizadas en d6rganos
periféricos —principalmente en las gonadas- y tienen la capacidad de afectar la
funcionalidad del tejido nervioso. Por su parte, los “neuroesteroides” son también
hormonas esteroideas sintetizadas por el propio tejido nervioso. De hecho, las
caracteristicas bioquimicas de los esteroides neuroactivos y los neuroesteroides es

la misma (Veiga et al., 2004).

Los receptores a estrogenos se localizan en el citoplasma de la célula y
pertenecen a una superfamilia de factores transcripcionales nucleares que se unen
a secuencias especificas de determinados genes y modifican la transcripciéon de los
mismos (Mellon et al., 2001). Se han identificado dos tipos de receptores a
estrogenos: el ERa y mas recientemente, el ERB. A pesar de que ambos receptores
se unen al mismo tipo de ligando y presentan propiedades de enlace similares, su
distribucién tisular difiere aunque no de manera exclusiva (Loose-Mitchell and
Stancel, 2001). El receptor ERa se localiza predominantemente en el aparato

reproductor femenino —utero, vagina y ovario-, en glandulas mamarias, en células
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endoteliales, en la musculatura lisa vascular, asi como en zonas cerebrales limbicas
como la amigdala y en aquellas relacionadas con la regulacién neuroendocrina de
la reproduccion, tales como el hipotalamo. Por su parte, el receptor B a estrogenos
predomina en la prostata, los ovarios, los pulmones, la vasculatura y algunas
regiones cerebrales (Loose-Mitchell and Stancel, 2001). La distribuciéon de los
receptores a estrogenos en regiones cerebrales implicadas en la organizacion de
funciones cognoscitivas ha sido ampliamente estudiada. En un estudio donde se
analiz6 la inmunorreactividad (IR) de los receptores a estrogenos, se observo que
ERa y ERp se distribuyen en la mayoria de las areas corticales, exclusivamente en
neuronas; tal distribucién fue similar en hembras y machos (Kritzer, 2002). Los
receptores a estrogenos (ERa y ERB) estan presentes en la corteza, el hipocampo y
la amigdala de monos (Blurton-Jones et al., 1999; Gundlah et al., 2000), humanos
(Osterlund et al., 2000) y ratas (Shughrue and Merchenthaler, 2000), y se ha
mostrado que su accién es capaz de alterar la morfologia y la fisiologia de estas
areas (Hao et al., 2003; Leranth et al., 2002; Tanapat et al., 1999; Tang et al.,
2004; Woolley, 1999). ERa predomina en el hipotdlamo y la amigdala; por tanto,
puede modular las poblaciones neuronales involucradas en funciones autonémicas
y reproductivas neuroendocrinas asi como la interpretaciéon y el procesamiento
emocional (Osterlund and Hurd, 2001). Por su parte, ERp predomina en la corteza
entorrinal, el tdlamo y la formacion hipocampal lo que sugiere su papel en la
cognicién, en la memoria no emocional y en funciones motoras (Osterlund and

Hurd, 2001).

La distribucién regional de ambos receptores en la corteza cerebral es
similar; sin embargo, se distribuyen diferencialmente en las seis capas que la
conforman, tanto en el humano como en la rata. Asi, la localizacion de ambos
receptores a estrogenos en regiones como la corteza cerebral y el hipocampo es lo
que ha sugerido la realizacién de estudios para evaluar su participacién en la
modulacién de diversos procesos cognoscitivos (Osterlund and Hurd, 2001;

Sherwin, 2003).
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Se han descrito dos mecanismos generalas por los cuales los estrogenos
ejercen sus efectos en diversos tejidos. Dichos mecanismos son llamados

genomicos y no genémicos (Figura 4).

Neuroactive steroids: Steroid hormones:

17p-estradiol 17p-estradiol
prggestemne dihydrotestosterone
3. 5a-THP progesterone
et ci- aldosterone
3a, 5a-THDOC corticosterone 7 norepinephrine
EEIEA S l cortisol

- steroid g

serotonin p2 G dopamine

ARARRA | A
‘J"]".HQ' '\'j\}'\ AAM

membrane

JJ-JJ‘.., -

@ E o= > SYNAPSE
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________

GABA, receptor
5-HT, receptor
nicotinic acetyl-
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NMDA receptor
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oxytocin receptor
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oxidation

MINUTES HOURS DAYS MONTHS

— ’

NONGENOMIC GENOMIC

Figura 4. Efectos gendmicos y no gendmicos de los esteroides neuroactivos.
Abreviaciones: BDZ, benzodiazepinas; R, receptor; G, proteina G; PKA, proteincinasa
A; HSP 90, proteina de choque térmico 90; GR, receptor glucocorticoide; MR,
receptor mineralocorticoide; PR, receptor a progesterona; ER, receptor a estrégenos.
(Tomado de: Rupprecht and Holsboer, 1999).

Los efectos estrogénicos clasicos corresponden a aquellos que son mediados

por sus receptores nucleares especificos y que desencadenan respuestas
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transcripcionales a nivel genémico. Sin embargo, los estrogenos también pueden
actuar a través de sitios receptores membranales e incluso, a través de sitios
alostéricos de moléculas de membrana asociadas a la neurotransmisiéon. Estos
ultimos mecanismos suponen la activacion de respuestas no transcripcionales y por
ende, la traduccion mas rapida de sus efectos (Veiga et al., 2004). Se ha reportado
que algunos esteroides pueden alterar la excitabilidad neuronal via la superficie
celular a través de la interaccion con receptores a neurotransmisores especificos
(Majewska et al., 1986; Paul and Purdy, 1992; Lambert et al., 1995; Ruprecht,
1997). La accion de los esteroides en el genoma requiere un periodo relativamente
prolongado y est4 limitado por la velocidad de biosintesis de la proteina. Por su
parte, los efectos moduladores no genomicos de los esteroides neuroactivos
ocurren durante una ventana de tiempo de milisegundos a horas (McEwen, 1991a;

Rupprecht and Holsboer, 1999) (Figura 4).

Asi los efectos genomicos y no gendémicos de los esteroides dentro del
sistema nervioso central (SNC) proveen las bases moleculares para un amplio
espectro de accion de los esteroides sobre la funcion neuronal y la neuroplasticidad

(Rupprecht and Holsboer, 1999).

Los neuroesteroides son sintetizados tanto por neuronas como por células
gliales y particularmente, por astrocitos (Garcia-Segura et al., 1999; Veiga et al.,
2004). La cascada enzimaética involucrada en su sintesis incluye aquellas enzimas
que participan en la transformacion de esteroides de origen periférico en

metabolitos esteroideos neuroactivos (Figura 5).
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La aromatasa (P450arom, P450aro o estrogeno sintetasa) es una enzima
microsomal. Es miembro de la superfamilia de citocromo P450 que es un complejo
enzimatico que contiene hemoproteinas. La aromatasa cataliza el paso limitante en
la producciéon de estrogenos; es decir, la conversion de androstenediona y
testosterona via tres pasos de hidroxilacion a estrona y estradiol, respectivamente
(Cole and Robinson, 1990; Akhtar et al., 1993). Asi, la testosterona es transformada
en estradiol mediante la actividad enzimética de la aromatasa, a nivel de las crestas

mitocondriales (Veiga et al., 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Sintesis de estrogenos (estradiol, estrona y estriol) a partir de precursores
androgénicos (androstenediona, 16a-hidroxiandrostenediona y testosterona). Los
circulos discontinuos muestran la participacion de la aromatasa en la sintesis de

estréogenos (Modificado de: Goodman and Gilman”s, 2001).
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En los vertebrados adultos (roedores, primates y anfibios), la distribuciéon
regional de las enzimas esteroidogénicas cerebrales es amplia y abarca la corteza
cerebral, el hipocampo, los ganglios basales, el hipotalamo, el talamo y el cerebelo;
se extiende a varias regiones del tallo cerebral hasta alcanzar inclusive la médula

espinal (Mellon et al., 2001) (Figura 7).
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Figura 7. Representacion de un cerebro adulto que muestra la expresion regional de
las enzimas involucradas en la neuroesteroidogénesis. Los datos son de varias
especies incluyendo roedores, primates y anfibios. Las localizaciones de las enzimas
en varias regiones del cerebro son solamente un aproximado; la mayoria de las
enzimas no han sido co-localizadas con otras (Tomado de: Mellon et al., 2001). Nota:
para el significado de las abreviaciones referirse a la figura 5.
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En humanos se ha reportado actividad de la aromatasa en la corteza
temporal y frontal, asi como en la sustancia blanca subcortical e hipocampo

(Stoffel-Wagner et al., 1999).

Bajo condiciones normales, se ha demostrado que las neuronas son las
principales productoras de estradiol SNC, en tanto que ante la presencia de una
lesion al tejido, la sintesis de estradiol por parte de células astrociticas se
incrementa significativamente. Este dato sugiere que los estrogenos cerebrales
participan en procesos de dafio y posiblemente de recuperacion tisular (Garcia-
Segura et al.,, 1999), asi como en la recuperacion de funciones cognoscitivas
alteradas en mujeres postmenopausicas (Duff and Hampson, 2000; Keenan et al.,
2001). El tratamiento con estradiol en mujeres post-menopéausicas produce una
mejora en la capacidad de inhibir interferencias concomitantemente a la resolucion
mas eficiente de tareas de memoria de trabajo (Keenan et al., 2001) vy,
particularmente aquellas relacionadas con estrategias alocéntricas (Duff and
Hampson, 2000). En este sentido, se ha propuesto que ademaés del hipocampo, la
corteza cerebral prefrontal es un sitio blanco importante para la actividad
estrogénica en el cerebro de mujeres adultas, con base en la evidencia de que la
concentracion prefrontal de estrogenos es dos veces mayor a la de la corteza

temporal y siete veces mayor a la que se encuentra en el hipocampo (Bixo et al.,

1995).

Los hallazgos en mujeres postmenopausicas son congruentes con estudios
experimentales realizados en ratas ovariectomizadas. La administracion de
estradiol posterior a la ovariectomia produjo la restauraciéon de las funciones
mnésicas relacionadas con la actualizacion de la informacion, esto es, de la
memoria de trabajo, pero no asi con las relacionadas con la memoria de referencia
(Daniel et al., 1999; Fader et al., 1999; Luine et al., 1998). Se ha observado que el
estradiol tiene efecto benéfico en ratones ovariectomizados cuando ejecutan una

tarea de memoria de trabajo no espacial de reconocimiento de objetos (Li et al.,
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2004). Estos hallazgos se han visto asociados a la actividad colinérgica; en ratas
ovariectomizadas sometidas a un paradigma espacial tanto en el laberinto radial
como en el laberinto en T, la administraciéon subcutanea de estradiol previno el
efecto amnésico inducido por el bloqueo tanto sistémico como intrahipocampal del
receptor muscarinico de acetilcolina (Fader et al., 1998; Fader et al., 1999). Se ha
reportado que la regién del septum medial est4 involucrada en la organizacion de la
memoria de trabajo pero no en la memoria de referencia (Givens and Olton, 1995),
lo que resulta congruente con reportes de que la lesion del area septal produce
deterioro so6lo en el desempeno de este tipo de tareas (Shen et al., 1996). Lo
anterior podria estar relacionado con la particular densidad de receptores a
estrogenos presentes en las neuronas colinérgicas de la banda diagonal de Broca y
de la region septal medial que inervan al hipocampo, el cual a su vez esta
relacionado con la organizacion de la informacién espacial (Fader et al., 1999). A
pesar de que la corteza prefrontal no esta directamente involucrada en la
organizacion de la memoria espacial, el componente de corto plazo activo
implicado en la resolucion de tareas espaciales sugiere fuertemente su
participacion. De hecho, existe evidencia de que las conexiones entre el hipocampo
y la corteza prefrontal sustentan la organizacion de la informacién tanto espacial
como no espacial (Chiba et al., 1994; Floresco et al., 1997; Lee and Kesner, 2003),

necesarias para la resolucion de tareas de memoria de trabajo.

La concentracion de norepinefrina, dopamina y serotonina prefrontales se
ve reducida tras un mes de la pérdida de la funcion gonadal inducida por
ovariectomia y bajo el efecto continuo de los estrégenos administrados
subcutianeamente; concomitantemente a un mejor desempefio en pruebas de
memoria de trabajo espacial (Luine et al., 1998). En este mismo sentido, se ha
reportado que un pulso de estradiol aplicado a ratas ovariectomizadas induce un
aumento en la densidad de receptores 2A de serotonina en la corteza prefrontal,
por lo que se ha sugerido que los estrogenos también modulan la actividad del

sistema serotoninérgico, al menos a través de dicho receptor (Sumner and Fink,
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1995). Asimismo, en la corteza prefrontal de ratas o de monas ovariectomizadas se
ha observado una reducciéon significativa de inmunoreactividad a colina
acetiltransferasa y a tirosina hidroxilasa, asi como un incremento de axones
inmunoreactivos a dopamina [-hidroxilasa (Gibbs et al., 1994; Kritzer and
Kohama, 1998; Kritzer and Kohama, 1999); esto Gltimo estaria en relacion con la
mejora en la memoria de trabajo observada en humanos tras la aplicacion de
bromocriptina, agonista del receptor 2 de dopamina (Luciana et al., 1991). Tales
efectos fueron revertidos tras el tratamiento con estrogenos, lo que sugiere que
éstos actian como moduladores de los sistemas colinérgico, noradrenérgico,
serotoninérgico y dopaminérgico, que a su vez participan en la regulaciéon de la

informacion excitadora aferente a la corteza cerebral prefrontal (Luciana et al.,

1991).

La actividad de los neurotransmisores es capaz de modificar las
caracteristicas citoarquitectonicas de las espinas dendriticas (Gonzalez-Burgos et
al., 2005; Isokawa, 2000; Pérez-Vega et al., 2000), al igual que por la actividad
estrogénica durante el ciclo estral de ratas (Gonzalez-Burgos et al., 2005; Woolley
et al., 1990). Tales hallazgos se asocian a un desempeno conductual diferencial en
pruebas que evalian la memoria espacial, que depende de la funcién hipocampal
(Warren and Juraska, 1997). Asi mismo, en animales ovariectomizados se ha
observado una disminucién en la densidad de espinas dendriticas de neuronas
hipocampales (Gould et al., 1990), acompanada de un deterioro cognoscitivo
dependiente de la funcionalidad del hipocampo (Bimonte and Denenberg, 1999).
Ambos parametros, sin embargo, se restablecen tras la restitucion de la actividad
estrogénica (Bimonte and Denenberg, 1999). Mas aun, la facilitacién de la
actividad del estradiol inducida por la administracién experimental de testosterona
(precursor inmediato de la sintesis de estradiol) en ratas macho viejas mejora la
memoria de trabajo espacial (Bimonte-Nelson et al., 2003), lo que podria estar
sustentado por el incremento en la densidad de sinapsis sobre espinas dendriticas

en el campo CA1 hipocampal observada en ratas ovariectomizadas y tratadas con
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testosterona, efecto que se ve asi mismo prevenido por el tratamiento con letrozol

(Leranth et al., 2004), un inhibidor de la aromatasa (Bossche et al., 1994).

El letrozol pertenece al grupo de inhibidores de la aromatasa no esteroideos
(fadrozol, vorazol, anastrozol y letrozol) (Bossche et al., 1994). Es un farmaco
derivado de los triazoles; es inhibidor competitivo, potente, selectivo, especifico y
reversible de la actividad de la aromatasa (Bhatnagar et al., 1990). La dosisde 1a 5
mg/dia en humanos inhibe la concentracion de estrégenos en un 97 — 99%
(Mitwally and Casper, 2004). La alta afinidad de éstos inhibidores de la aromatasa
reside en el nitrogeno N-4 del anillo triazolico que se coordina con el atomo de
hierro del complejo hemo de la aromatasa. Estos inhibidores se absorben
completamente después de la administraciéon oral. Son aclarados de la circulacion

sistémica principalmente por el higado (DEF, 2000).

Se ha reportado que la administracion sistémica de letrozol produce
disminucion de la concentracién plasmaéatica de estradiol, tanto en humanos
(Trunet et al., 1993; DEF, 2000) como en roedores (Choate and Resko, 1996; DEF,
2000). En concordancia con lo anterior, la administracion sistémica de inhibidores
de la aromatasa tales como el letrozol provoca disminucién de la produccion de
estrogenos en diversos tejidos periféricos y en ovarios (Bhatnagar et al., 1990;
Mitwally and Casper, 2004; Reddy, 2004). Sin embargo, en un estudio realizado en
cobayos macho castrados que recibieron tratamiento sistémico con letrozol por una
semana mediante implante subcutaneo, se observé un aumento en la actividad de
la aromatasa cerebral, concomitantemente con un incremento en la concentracion

de estradiol cerebral (Choate and Resko, 1996; Saleh et al., 2003).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La memoria de trabajo es una cualidad psiconeural organizada
preponderantemente por la corteza cerebral prefrontal y es modulada mediante la
accion de diversos sistemas de neurotransmision y por esteroides neuroactivos de
origen gonadal, asi como por neuroesteroides. La actividad enzimatica de la
aromatasa media la conversion de testosterona a estradiol, tanto en tejidos
periféricos como en el cerebro. La actividad de los esteroides neuroactivos y de los
neuroesteroides produce una mejora en el desempefio de la memoria de trabajo.
Sin embargo, se ha reportado que la inhibicion periférica de la aromatasa produce
incremento de la concentracion cerebral de estradiol y se desconoce si lo anterior

afecta el desempeno de la memoria de trabajo.
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HIPOTESIS

La inhibicion de la sintesis de estradiol induce un mejor desempeno de la

memoria de trabajo, en ratas macho.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar el papel que desempena el estradiol en la expresion

conductual de la memoria de trabajo, en ratas macho.

Objetivos particulares

Luego de la administracion sistémica de letrozol, un inhibidor no

esteroideo de la aromatasa,

1. Determinar las concentraciones plasmaticas de estradiol.
2. Cuantificar la eficiencia conductual en la resolucion de una tarea de
memoria de trabajo egocéntrica en la etapa de:
a) adquisicién de la informacion.
b) retencion de la informacion.

c) recuperacion de de la informacion.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley de dos a tres meses de edad, las
cuales fueron mantenidas en condiciones estandar de bioterio durante todo el
estudio y bajo ciclos de luz—obscuridad de 12 x 12 h (07:00 — 19:00 h). A cada
animal se le restringi6 la disponibilidad de alimento de manera que su peso
corporal disminuyera en un 15%. A partir de tal disminucién, el peso corporal

resultante fue mantenido hasta el final del estudio.

La muestra biologica total fue de cincuenta y seis animales, mismos que se
asignaron a siete grupos de estudio. Un grupo testigo intacto (T; n = 8), tres grupos
de animales experimentales (E1, E2 y E3; n = 8 / grupo) y tres grupos de animales

control, correspondientes a cada grupo experimental (C1, C2 y C3; n = 8 / grupo).

El grupo testigo intacto, no recibié ningin tratamiento farmacolégico; en
tanto que a los tres grupos de animales experimentales (E1, E2 y E3) les fue
administrada una dosis de 2.5 mg/kg de letrozol (Femara®; Novartis) mediante

intubacion gastrica (Tabla 1).

La preparacion de la solucion de letrozol se llevd a cabo como sigue: se
procedié a pulverizar finamente en un mortero de porcelana, una gragea de
Femara® de 2.5 mg. Posteriormente se afor6 con agua tridestilada y
desmineralizada (solucién vehiculo) a 2.5 ml. Es asi como la concentracion final de

la solucién fue de 1 mg/ml.
A los grupos control (C1, C2 y C3) les fue administrada una dosis equivalente

en volumen, de solucion vehiculo (agua tridestilada y desmineralizada) por

intubacion gastrica (Tabla 1).
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Alos animales de los grupos E1y C1, se les administré la solucién de letrozol
o vehiculo respectivamente, durante la etapa de adquisiciéon. De la misma manera,
a aquellos animales del grupo E2 y C2 se les administro letrozol o solucion vehiculo
respectivamente, durante la etapa de retencion; en tanto que a los animales del
grupo E3 y C3 se les administr6 letrozol 6 vehiculo respectivamente, iinicamente
durante la etapa de recuperacion. Los tratamientos farmacologicos y sus controles
respectivos, se llevaron a cabo al término de las etapas conductuales precedentes
(Tabla 1).

Tabla 1. Grupos utilizados en el presente estudio y esquema de administracion.

ETAPA T C1l El C2 E2 C3 E3
Adquisicién + +;V +; L + + + +
Retencidn + - - +;V +; L + +
Recuperacion + - - - - +;V +; L
T: grupo testigo. L: administracion de letrozol.
C1-C3: grupos control. + : etapa evaluada.
E1-E3: grupos experimentales. - : etapa no evaluada.

V: administracion de solucién vehiculo.

Los tratamientos farmacologicos correspondientes fueron administrados en
dosis matutina unica por dia y durante todos los dias que duré la prueba
conductual. El letrozol se administré una hora antes del inicio de la prueba a fin de
permitir el pico maximo de su concentracion plasmatica (Lamb and Adkins, 1998;
Sioufi et al., 1997; Goodman and Gilman’s, 2001; DEF, 2000). Excepto aquellos
del grupo T, los animales fueron ligeramente anestesiados en una atmosfera de éter
etilico anhidro, con el objetivo de facilitar la administraciéon por intubacion gastrica

de la solucion.
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La administraciéon sistémica de letrozol produce disminucion de la
concentracion plasmatica de estradiol (Choate and Resko, 1996; Trunet et al., 1993;
DEF, 2000). De acuerdo con lo anterior, se realizaron experimentos piloto en un
grupo de animales intactos (sin tratamiento), otro grupo que recibié solucion
vehiculo, y; un tercer grupo tratado con letrozol. En dichos animales se midi6 la
concentracion plasméatica de estradiol tras cinco dias del tratamiento
correspondiente. Al término de los cinco dias, los animales fueron decapitados y se
recolectaron de 4 a 5 ml de sangre sin anticoagulante misma que se utilizé para
determinar la concentracion plasmatica de estradiol. Tal determinacion se llevo a
cabo en un equipo automatizado Elecsys 2010, por el método de
electroquimioluminiscencia (ECL). El método de ECL es un ensayo altamente
sensible en el cual se generan especies reactivas a partir de precursores estables en
la superficie de un electrodo de platino por medio de una reaccion de oxidacion.
Para que la reaccion de oxidacion tenga lugar en la superficie del electrodo de
platino se adiciona un marcador de rutenio II tris(bipiridil) (Ru(bpy)32*) cuyos
grupos bipiridil tienen alta afinidad por compuestos organicos de peso molecular
diverso. Cuando se aplica una diferencia de voltaje en dicho electrodo, ocurre la
reaccion de oxidacion entre el rutenio y la tripropilamina. Una vez que la reaccion
sucede, hay un cambio de coloracion que es proporcional a la concentracion del
compuesto analizado. Finalmente, dicha coloracion es detectada por un

fotomultiplicador (Blackburn, et al, 1991; Bolton, et al, 2001; www.a14.san).

PRUEBAS CONDUCTUALES

DISPOSITIVO DE PRUEBA (LABERINTO)

Para la evaluaciéon de la memoria de trabajo egocéntrica se utiliz6 un
laberinto en forma de cruz elevado 80 cm del piso. El laberinto es de material
acrilico blanco brillante y consta de cuatro brazos ortogonales unidos por su parte
media formando un compartimento central. Las paredes de los brazos miden 40

cm de altura. Cada brazo tiene una longitud de 50 cm y una anchura de 10 cm. Al
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final de cada uno de los brazos se sitia un compartimiento deslizable de 4.5 x 4.5
cm. Dicho compartimiento est4 a desnivel del piso del brazo con la finalidad de que
el animal no visualice su contenido —fragmento de reforzador (cereal Froot Loops®
de Kellog)-. El “cuadro central” del laberinto fue cerrado total o parcialmente,
segun se requeria en el transcurso de la prueba, mediante cuatro puertas corredizas
(Figura 8).

4.3 cm
ascm S

Figura 8. Esquema del laberinto en cruz utilizado en el presente estudio, que muestra

sus dimensiones geomeétricas.

El cuarto de experimentaciéon fue forrado de tela blanca, para evitar la

orientacion espacial con base en la utilizacién de senales externas. Durante la
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realizacion de la prueba no hubo contacto visual entre el observador y el sujeto
experimental; la observaciéon de los movimientos y trayectorias del animal fue a
través de un sistema de circuito cerrado de televisién. Desde el primer dia de
pruebas conductuales, que comprendieron la etapa de habituacién y la etapa de
adquisicion, se colocaron algunos trozos de reforzador en la tapa metalica de la
jaula de mantenimiento de los animales, a fin de que lo identificaran como

“alimento”.

ETAPA DE HABITUACION

Durante dos dias consecutivos se coloc6 al animal en el centro del laberinto
con acceso libre a los cuatro brazos del mismo en los cuales, al igual que en el
compartimiento deslizable ubicado al final de cada brazo, se encontraron
disponibles fragmentos de reforzador. Cada sesion tuvo una duraciéon de 15-20
minutos continuos (dependiendo del grado de actividad exploratoria), durante los
cuales el animal debi6 ingerir todo el reforzador colocado. Aquellos animales que
no cumplieron tal condicién, fueron sustituidos por otros para la conformacion de

la muestra final.

EVALUACION CONDUCTUAL

La evaluacion de la memoria de trabajo egocéntrica se realizo6 mediante el
estudio sucesivo de tres etapas de procesamiento de informaciéon: una etapa de
adquisicion, otra de retencion y una ultima etapa de recuperacion. Con base en que
las ratas adultas expresan entre un 65 y el 75% de capacidad de alternancia
espontanea o inducida, bajo condiciones normales; las etapas de adquisicion,
retencion y recuperacion para la memoria de trabajo egocéntrica fueron evaluadas,
durante cinco dias consecutivos para cada etapa. Tal porcentaje se expresa como
una cualidad natural que es sostenida consistentemente (Ragozzino and Kesner,

2001; Rodriguez and Afonso, 1993).
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Etapa de Adquisicion

La evaluacién de la adquisiciéon de informacion consisti6 de doce ensayos
diarios practicados durante cinco dias o sesiones consecutivas. En seis de los
ensayos de cada sesion y por induccion del experimentador, el animal se dirigio6 al
lado derecho y en los otros seis al lado izquierdo (ensayos de muestra); la
asignacion del sentido del giro fue “al azar” para cada ensayo de muestra y al final

del brazo siempre estuvo disponible el reforzador (Figura 9).

Figura 9. Laberinto en cruz y ejemplo de la ejecucidn acertada de un ensayo de

memoria de trabajo egocéntrica.
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Para cada uno de los doce ensayos de muestra correspondid
consecutivamente un ensayo de prueba, una vez transcurrido un periodo de
retraso de diez segundos. Asi, en cada ensayo de prueba el animal dispuso de dos
opciones: girar hacia el lado derecho o hacia el lado izquierdo; si en el ensayo de
muestra se le indujo hacia la derecha y en el de prueba lo hizo asimismo hacia la
derecha, se le recompens6 con reforzador y se consideré como acierto; si por el
contrario, gir6 hacia la izquierda, no se le recompensé y el ensayo se considero
como error. En el brazo de induccién donde el animal comi6 el reforzador se dejo
transcurrir un periodo de retraso de 10 segundos (Ragozzino and Kesner, 2001) y
posterior a ellos se abrieron los accesos a las puertas laterales para que el animal
eligiera ir a la derecha o bien a la izquierda. Al término de cada par de ensayos de
muestra y de prueba y desde el mismo brazo en que finalizo, se dej6 transcurrir un
intervalo de 30 segundos; posteriormente, se inicié un nuevo par de ensayos con la
induccion del giro segun la secuencia de giros pre-establecidos al azar en el

protocolo de experimentacion.

Etapa de Retencion

Una vez que transcurrieron los cinco dias de adquisicion se contabiliz6 el
numero de aciertos durante cinco dias o sesiones consecutivas mas mediante el

mismo esquema experimental seguido durante la etapa de adquisicion.

Etapa de Recuperacion

Una vez concluidas las etapas de adquisiciéon y de retencion, al dia siguiente
los animales fueron sometidos a la tultima etapa de estudio conductual. Se
ensayaron cinco sesiones consecutivas mas compuestas por doce ensayos de
muestra y de prueba; en esta ocasion, entre el ensayo de muestra y el de prueba

hubo un periodo de retraso de 20 segundos (Ragozzino and Kesner, 2001). Al igual
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que en las etapas de adquisicién y de retencion, en la etapa de recuperaciéon se

contabilizoé la eficiencia conductual durante los cinco dias o sesiones consecutivas.

Al término de las cinco sesiones de la etapa de recuperacion, se dio por

concluida la prueba.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante:

e La concentracion plasmatica de estradiol fue comparada mediante el anélisis
de varianza ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey.

e El porcentaje de aciertos (respuestas correctas) diarios de cada animal fue
promediado entre los cinco dias de la etapa correspondiente. Tal promedio
fue a su vez promediado entre los ocho animales de cada grupo, por etapa. A
partir de dichos datos, se aplico la prueba de andlisis de varianza ANOVA y

la prueba de Tukey como prueba post hoc.
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RESULTADOS

El anélisis de los datos de la concentracion plasmatica de estradiol mostré
diferencias entre los tres grupos piloto estudiados (F = 6.533, p < 0.025). El grupo
tratado con letrozol mostr6 una concentracion de estradiol menor respecto al grupo
intacto (p < 0.02), asi como al grupo tratado con vehiculo (p < 0.01). Entre los

grupos intacto y vehiculo no se observaron diferencias significativas (Figura 10).
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Figura 10. Concentraciones plasmaéaticas de estradiol en los grupos intacto, vehiculo y
letrozol. Los datos representan la media + EEM. *: Evs T, p < 0.025; +: Evs C (p <
0.013).
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Las comparaciones intragrupales para los animales del grupo testigo, mostraron
diferencias significativas (F = 4.261, p < 0.02). Durante la etapa de recuperaciéon de
la informacion, las ratas tuvieron menos aciertos respecto a la etapa de retencion (p

< 0.02) (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de respuestas correctas en las diferentes etapas para el grupo
testigo. Los datos representan la media + EEM. * : diferencia significativa entre la

etapa de recuperacioén vs etapa de retencion (p < 0.02).

Las comparaciones intergrupales de las respuestas correctas mostraron una
diferencia significativa en la etapa de adquisicion (F = 7.699, p < 0.003). Los
animales tratados con letrozol durante la etapa de adquisicion (grupo E1)

ejecutaron la prueba con mas aciertos, en comparacién tanto con los animales
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tratados con vehiculo (grupo C1; p < 0.02) como con los animales no tratados

(grupo T; p < 0.04) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de respuestas correctas del grupo testigo (T), grupo control (Cl)
y grupo experimental (E1); durante la evaluacion de la etapa de adquisicion. Los datos
representan la media £ EEM. * : diferencia significativa de E1 vs T (p < 0.04); + :

diferencia significativa de E1 vs C1 (p < 0.02).

El letrozol no afect6 el porcentaje de respuestas correctas cuando fue

administrado en la etapa de retencion o en la de recuperacion (Figura 13 y Figura

14).
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Figura 13. Porcentaje de respuestas correctas del grupo testigo (T), grupo control (C2)
y grupo experimental (E3); durante la evaluaciéon de la etapa de retenciéon. Los datos

representan la media + EEM.
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Figura 14. Porcentaje de respuestas correctas del grupo testigo (T), grupo control (C3)
y grupo experimental (E3); durante la evaluacion de la etapa de recuperacion. Los

datos representan la media + EEM.

Las comparaciones intragrupales no revelaron diferencias estadisticas entre

las diferentes etapas en los grupos control.

Por otra parte, las comparaciones para los animales tratados con letrozol
mostraron diferencias estadisticas en la etapa de adquisicion (F = 6.170, p <
0.008). Aquellos tratados durante la etapa de adquisicién (grupo E1) mostraron
una mejor ejecucién conductual comparados con los animales del grupo T (p <

0.04), E2 (p < 0.01) y E3 (p < 0.04), en esta misma etapa (Figura 15).
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Figura 15. Comparacién del porcentaje de respuestas correctas en la etapa de
adquisicién para el grupo testigo, E1y los grupos E2 y E3 (no tratados con letrozol en
la etapa de adquisicidn). Los datos representan la media £ EEM. * : diferencia
significativa de Testigo vs E1 (p < 0.04); ** : diferencia significativa de E2 vs E1 (p <
0.01); + : diferencia significativa de E3 vs E1 (p < 0.04).

Cuando se compararon todos los grupos en la etapa de retencion no hubo

diferencia significativa (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de respuestas correctas del grupo testigo (T), grupos controles

(C2-C3) y grupos experimentales (E2-E3); durante la evaluacion de la etapa de

retencién. Los datos representan la media £ EEM.
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DISCUSION

Desde la época de los 70°s se report6 que el SNC es capaz de sintetizar
neurosteroides tales como los estrogenos (Naftolin et al., 1971; Naftolin, 1975).
Actualmente se sabe que la sintesis de neurosteroides en el cerebro se lleva a cabo
mediante la participacion de las enzimas esteroidogénicas, por cierto ampliamente

distribuidas en diversas regiones neurales (Mellon and Griffin, 2002) (Tabla 2).

Tabla 2. Sintesis regional de las enzimas esteroidogénicas en el sistema nervioso
(Tomado de: Mellon and Griffin, 2002).

Cortex Hippocampus Olfactory Basal Hypothalamus Thalamus Tectumy/  Gerebellum Pons Medulla Pituitary Spinal PNS |

bulb ganglia tegmentum cord

P450scc ++ + + + + + + + + + o+t
P450c11p +H+ ++H +H+ ++ ++ ++H
P450c11AS ++ + +H +

P450c17 ++ + - + (tibers) - + +(fibersy  + (fibers) + ++ - ++ o+
P450c1

P450aro + + + + +

17pHSD + + + + + + - - - -
TPHSD +itypel) +{typel) +i{typesLIl)  +itypell) +itypell) +ypell) +(typel)

{types | and II)

5o reductase + + + + + + + + + +
JuHS5D + + ++ + + + + + + +

{human types

lland lll)

STS + + - - - + - - - - - - +
StAR + + + +

sfbbreviations: 3eHS0, 3o hydroxysteroid dehydrogenase; 3FHSD, 38 hydroxysteroid dehydrogenase, Ab-Ad isomerase; T1BHSD, 11p hydroxysteroid dehydrogenase;
P4%0aro, aromatase; P460c11AS, aldosterone synthase; P450c110, 113 hydroxylase: P450c17, 17a hydroxylase, £17.20 lyase; P450c21, 21 hydroxylase: P4S0sce, cholesterol
side-chain cleavage; PNS, peripheral nervous system; StAR, stercidogenic acute regulatory protein; 5TS, steroid sulfatase.

B+, the relative level of expression, determined by analysis of either protein, mRNA or enzymatic activity; -, the enzyme was not detected in that particular region; {fibers)
refers to detection of protein infibers, and net necessarily in cell bodies, In sorme cases (e.g, 3pHSD and P4E0c1T), proteins could be detected both in cell bodies and in fibers,

Se ha reportado que los esteroides pueden ser sintetizados de nuevo o
acumulados en el cerebro (Corpechot et al., 1981; Corpechot et al., 1983), lo que

sugiere que algunos de estos esteroides —como los estrégenos- pueden modular las
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respuestas del SNC, no solamente afectando la conducta sexual y las respuestas
conductuales estereotipadas diferenciadas sexualmente, sino también la capacidad
del cerebro para procesar, almacenar y recuperar informacion sensorial (Luine,
1997; Dohanich, 2002). En apoyo a esta idea, en varios estudios la administracion
de estroégenos como terapia de reemplazo a mujeres post-menopausicas, ha sido
vinculada con la mejora de la memoria (Phillips and Sherwin, 1992; Drake et al.,
2000) y de la articulacion del lenguaje verbal (Hampson, 1990), asi como con un
aumento en la fluidez verbal (Wolf et al., 1999) y una mejora en la memoria de

trabajo (Shaywitz et al., 1999).

La memoria de trabajo (memoria de corto plazo activa) es la capacidad
cognoscitiva para resolver adecuadamente tareas de corto plazo que requieren la
actualizacion de informaciéon (Baddeley, 2000). Se ha mostrado que las estrategias
espaciales alocéntricas y egocéntricas son la base para la resolucion de tareas de
memoria de trabajo (McDonald and White, 1995). Las estrategias alocéntricas usan
senales visuoespaciales disponibles en el ambiente, mientras que las estrategias
egocéntricas estan basadas en secuencias de movimientos propias del individuo; en

ambos casos, para producir respuestas motoras orientadas apropiadamenten.

Los efectos de los estrogenos sobre funciones de aprendizaje y memoria son
controversiales (Varga et al., 2002). Algunos investigadores no han observado
efectos sobre funciones de aprendizaje y memoria (Healy et al., 1999; Wilson et al.,
1999) o bien, han observado efectos negativos (Fuger et al., 1998; Chesler and
Juraska, 2000), en tanto que otros autores han reportado que los estrogenos
ejercen mejora en tareas de memoria espacial (Rissanen et al., 1999; Gibbs, 2000).
Al menos en roedores, moderadas dosis de estrogenos facilitan las funciones
cognoscitivas dependientes del hipocampo tales como el aprendizaje espacial
(Daniel et al., 1997). Mas aun, la actividad estrogénica facilita la memoria de
trabajo espacial pero no la memoria de referencia (Fader et al., 1999; Holmes et al.,

2002), asi como el aprendizaje de lugar (Korol and Kolo, 2002). En este sentido, se
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ha reportado que la administraciéon de estrogenos a ratas jovenes ovariectomizadas
facilita tareas de memoria de trabajo en el laberinto radial, pero obstaculizan las
tareas de memoria de referencia en el laberinto acuatico (Daniel et al., 1999).
Ademas, el tratamiento sostenido con estrogenos mejora la ejecucion de una tarea

de memoria de trabajo espacial (O Neal et al., 1996).

A partir de resultados conductuales en monos, se ha hipotetizado que las
neuronas de la capa III piramidal de la corteza prefrontal dorsolateral puede ser
afectada por el 17B-estradiol (Hao et al., 2006). Con el antecedente de que la
corteza prefrontal dorsomedial de la rata, es anadloga a la corteza prefrontal
dorsolateral del primate (Fuster, 1997), los efectos del 17B-estradiol pueden
impactar la integracion cortico-cortical requerida para los procesos cognoscitivos
tales como la memoria de trabajo, mediados por esta regién (Goldman-Rakic,

1999).

Nuestros resultados indican que la etapa de adquisicion de la memoria de
trabajo —y no asi la etapa de retencion o recuperacién- se afecta por la
administracion sistémica de letrozol. Los resultados de la administracion de
letrozol durante las etapas de retencion o recuperacion, es decir, cuando la
informacion mnésica ha sido adquirida, sugiere que la actividad de la aromatasa no
esta involucrada en los mecanismos anterégrados y retrogrados del procesamiento
de memoria asociados a la retencion y recuperacion (Aggleton and Brown, 1999;
Guillery-Girard et al., 2004). El mecanismo retréogrado se refiere a como la
informacion puede ser recuperada dentro del hipocampo y como esta informacion
recuperada puede habilitar la actividad en areas neocorticales que participaron
durante el almacenamiento original del evento episddico restaurado,
implementando asi el recuerdo (Rolls and Kesner, 2006). Por su parte, los
mecanismos anterégrados se refieren al procesamiento de formacion de nuevas
memorias (retenciéon) y los mecanismos retrogrados consisten en el acceso a

memorias previas (recuperacion) (en.wikipedia.org).
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El aumento en el nimero de respuestas correctas durante la etapa de
adquisicion sugiere que la inhibicidon periférica de la aromatasa y la consecuente
disminucion de las concentraciones de estradiol en plasma —como result6 en
nuestro estudio y de acuerdo con reportes previos (Bhatnagar et al., 1990;
Schieweck et al., 1993; Saleh et al., 2003)- estaria asociada a una mejora de la
memoria de trabajo en ratas macho. Asi mismo, nuestros resultados concuerdan
con la evidencia de que la administracion sistémica de letrozol disminuye las
concentraciones plasmaticas de estradiol a través de su mecanismo especifico de

accion que es la inhibicion de la aromatasa (Trunet et al., 1993; DEF, 2000).

Los estrogenos en el plasma de las ratas macho, son los productos
predominantes de la aromatizacion periférica de los andrbogenos adrenales y
testiculares por varios tejidos, tales como el higado o el tejido adiposo (Simpson
and Davis, 2001). Se sabe que el estradiol también es producido localmente en el
cerebro donde puede actuar como un factor paracrino o autocrino (Labrie et al.,
1997). Asi, la cantidad total de estrégenos sintetizados por sitios extragonadales
puede ser pequena, pero las concentraciones locales alcanzadas en el tejido pueden
ser probablemente altas y ejercer su influencia bioldgica localmente (Simpson and
Davis, 2001). Lo anterior concuerda con la evidencia de que después de una
gonadectomia o adrenalectomia, los esteroides permanecen largo tiempo en el
sistema nervioso (Corpechot et al., 1981; Corpechot et al., 1983) lo que sugiere que
pueden ser sintetizados de nuevo o acumulados en esas estructuras (Compagnone

and Mellon, 2000).

En un estudio donde se examiné el efecto del estradiol sobre la adquisicion
de una tarea de memoria de trabajo espacial, la infusion de altas dosis de estradiol
en la corteza prefrontal y de bajas dosis en el hipocampo dorsal facilit6 la ejecucion
de la tarea (Sinopoli et al., 2006). A las 24 horas posteriores, el desempefio de la
memoria de trabajo espacial fue menos eficiente en los sujetos con la

administracion de estradiol en el hipocampo (Sinopoli et al., 2006). Tales hallazgos
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sugieren que la sintesis local de estrégenos en el cerebro podria estar relacionada
con la calidad de la ejecucion de tareas de memoria de trabajo en la etapa de
adquisicion de informacién. Esos datos, por un lado, proveen la evidencia de que el
estradiol puede alterar los procesos de memoria y sugiere que la facilitacion o la
interrupcién de la memoria de trabajo mediada por la acciéon del estradiol

dependen de la region cerebral involucrada (Sinopoli et al., 2006).

Como se mencion6é anteriormente, el cerebro es un tejido esteroidogénico
(Baulieu et al., 2001; Kimoto et al., 2001; Mellon, 2001; Mellon et al., 2001;) y,
entre otras enzimas esteroidogénicas, expresa la enzima aromatasa (MacLusky et
al.,, 1986; Stoffel-Wagner et al, 1999; Stoffel-Wagner, 2003). La aromatasa esta
distribuida en toda la neurona incluyendo axones, botones y vesiculas sinapticas
(Naftolin, 1994). Se ha reportado que la aromatasa se encuentra en mayores
concentraciones en machos que en hembras y se ha propuesto que estas ultimas
obtienen suficiente estradiol de fuentes periféricas, particularmente de los ovarios
(Roselli and Resko, 2001; Gilmore, 2002; Carretero et al., 2003). Resultados
recientes indican que la formacién local de estradiol por la aromatasa afecta la
plasticidad sinaptica (Kretz et al., 2004; Leranth et al., 2004) y puede contribuir a
los mecanismos endogenos neuroprotectores (Garcia-Segura et al., 2003). La
formacion local de estradiol podria estar relacionada con el hecho de que las
concentraciones de estrogenos en la corteza prefrontal son dos veces mayores que
en la corteza temporal y siete veces mayores que en el hipocampo (Bixo et al.,
1995), donde las concentraciones de estradiol son seis veces mayores que en el
plasma (Hojo et al., 2004; Prange-Kiel and Rune, 2006). Estudios en monos rhesus
jovenes han revelado que los efectos de los estrogenos sobre la corteza prefrontal,
incluyen aumento en el nimero de espinas (Tang et al., 2004), asi como aumento
de las entradas colinérgicas y monoaminérgicas a la corteza prefrontal (Kritzer and

Kohama, 1999; Tinkler et al., 2004).
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Interesantemente, aunque la administraciéon sistémica de letrozol muestra
inhibicion de la actividad periférica de la aromatasa en ratas macho, la actividad de
ésta asi como las concentraciones de estradiol aumentan en el cerebro después de
dicho tratamiento farmacologico (Choate and Resko, 1996; Saleh et al., 2003).
Dado que el letrozol inhibe la actividad de la aromatasa periférica, su accién
contraria en el tejido nervioso resulta importante. Se ha sugerido que éste efecto
paraddjico involucra un mecanismo autorregulador que es interrumpido por la
inhibicion de la enzima por parte del letrozol o un efecto del inhibidor sobre el
cociente de recambio de la enzima (Choate and Resko, 1996). Aunque los
mecanismos precisos involucrados en la sobre-regulacion de la actividad de la
aromatasa en el cerebro por letrozol no son bien entendidos (Choate and Resko,
1996; Saleh et al., 2003), la alta concentracion plasmatica de testosterona
resultante de la inhibicion periférica de la aromatasa (Trunet et al.,, 1993),
conjuntamente con la actividad incrementada de la aromatasa cerebral que ocurre
por la administracion sistémica de letrozol (Choate and Resko, 1996); resultaria en
un aumento en la sintesis local de estradiol en el cerebro como, de hecho, ha sido
reportado por diversos autores (Choate and Resko, 1996; Saleh et al., 2003). Con
base en lo anterior, el aumento en la sintesis local de estrogenos en el cerebro
sustentaria el mejor desempenio de la memoria de trabajo durante la etapa de

adquisicion, tras la administracion sistémica de letrozol, en ratas macho.

La administracion de estradiol en un modelo de dispersion de células
hipocampales in vitro, produce sobrerregulacion de ERa y regulacion negativa de
ERB (Prange-Kiel and Rune, 2006). Por el contrario, la administraciéon de
inhibidores no esteroideos de la aromatasa tales como el letrozol, produce una
regulacion negativa de ERa y una sobrerregulaciéon de ERP (Prange-Kiel and Rune,
2006). Dado que la activacion de ERp esta relacionada con la modulacién de los
efectos mediados por ERo (Hall and Mc Donnell, 1999; Weihua et al., 2000;
Matthews and Gustafsson, 2003) es posible que el efecto de los estrégenos sobre la

mejora de la memoria de trabajo observada en el presente estudio, pudiera haber
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ocurrido mediante un mecanismo gendmico de accién a través de ERp, al menos en
el componente de largo plazo de la resolucion de la tarea, esto es, el recuerdo diario
del objetivo de la tarea. Por otra parte, se han reportado acciones no genémicas de
los estrogenos que favorecen la excitabilidad eléctrica en algunas areas cerebrales
tales como el cerebelo, el hipocampo, el estriado y la corteza cerebral (Gu et al.,
1996; McEwen, 1999). Dado que los efectos no gendémicos ocurren en el rango de
los minutos a pocas horas (McEwen, 1991a; Rupprecht and Holsboer, 1999) y es
poco probable que involucren una activacién trasncripcional (Gu et al., 1996;
McEwen, 1999), las acciones no gendémicas de los estrogenos también podrian estar
relacionadas con la capacidad de recordar la variacion de informacion contenida en
cada par de ensayos de la prueba utilizada, dando lugar asi a la mayor eficiencia

conductual reportada en este estudio.

Esta bien establecido que los neurosteroides afectan los sistemas de
neurotransmision por actuar sobre sus receptores de una manera moduladora,

inhibidora o excitadora (Mellon and Griffin, 2002) (Tabla 3).

Tabla 3. Receptores a neurotransmisores afectados por neurosteroides (Tomado de:
Mellon and Griffin, 2002).

Receptor Steroid Type of modulation
GABA, 3aboand 3abb derivatives ot progesterone, 11 DOC and testosterone Positive
Pregnenclone sultate and DHEAS Megative
NMDA DHEA and pregnenclone sultate Positive
17p-Estradiol Megative
AMPA Pregnenclone sultate Megative
Kainate 17p-Estradiol and progesterone Positive
Pregnenolone sultate Megative
Glycine Progesterone and pregnenolone sulfate Meqgative
a-HT; (serotonin) {17w- and 1731 estradiol, progesterone, testosterone and Meqgative
3aha tetrahydroprogesterone
Pregnenolone sultate Mo etfect
Sigma type | DHEAS Positive
Pregnenclone sultate Megative
Nicotinic acetylcholine Progesterone Megative
Oxytocin Progesterone Megative

sAbbreviations: AMPA, «-amino-3-hydroxy-5-rmethyl-4-iscxazolepropionic acid; DHEA, dehydroepiandrosterone; DHEAS, DHEA sulfate; DOLC,

deoxycorticosterone; GABA, y-aminocbutyric acid; NMDA, N-rmethyl-o-aspartate,

53

OF 8. Misac! A lofondse Gimeg




FBffocto de Iz inkibicitn de 1 sintasis de estradiol sobre el dasempetio do I memoris de (rabyo
qgocénirics do Ia rata macho

Numerosos sistemas neuroquimicos han sido implicados en los efectos
cognoscitivos de los estrogenos, incluyendo aminoacidos neurotransmisores tales
como el GABA vy el glutamato, asi como las catecolaminas, la acetilcolina y la
serotonina (Korol, 2004). Asi, en suma a su papel “orquestador” sobre los sistemas
de memoria, los estrogenos también pueden regular el balance relativo de
neuromoduladores especificos en- y a través de los sistemas neurales (Korol,
2004). Mientras que algunos de los efectos de los estrégenos demostrados en
hembras han sido también reproducidos en machos (Packard et al., 1996; Sherwin,
2003), muchos de los efectos simples no han sido estudiados en machos (Korol,

2004). Este trabajo, de hecho, es una contribucién en este sentido.

Ademas, se sabe que el 17B-estradiol aumenta las concentraciones del
receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) a glutamato (Gazzaley et al., 1996) y facilita
las respuestas mediadas por éste en las neuronas piramidales del campo CA1 del
hipocampo (Woolley et al., 1997; Weiland, 1992a). La activacion de los receptores
NMDA por el glutamato es un factor esencial para desarrollar nuevas sinapsis
excitatorias (McEwen, 2001). En este sentido, se ha sugerido que los estrogenos
promueven la formacién de nuevas conexiones sinapticas mas que reforzar las

conexiones existentes (Yankova et al., 2001).

Se ha reportado que la actividad de los estrégenos produce neoformaciéon de
espinas en neuronas piramidales hipocampales, debido a un aumento en la
excitabilidad de éstas mediado por un efecto inhibidor sobre la actividad de
interneuronas GABAérgicas (Segal and Murphy, 2001). Se ha propuesto que la
variacion en la densidad de espinas dendriticas es modulada por estrogenos
mediante un mecanismo dependiente de la activacién de receptores NMDA de
glutamato (Woolley and McEwen, 1994). En este sentido, la presencia de
receptores o de estrogenos en el aparato de la espina y/o en la densidad
postsinaptica ha llevado a proponer que la actividad estrogénica podria estar

relacionada con el metabolismo del calcio (McEwen et al., 2001). Dado que la
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actividad del calcio por un lado depende de la activaciéon de receptores NMDA
(Yuste et al., 1999) y, por el otro se asocia con modificaciones en la forma de las
espinas (Harris, 1999) mediante su capacidad para producir cambios en el
citoesqueleto de la densidad postsinaptica de éstas (Fischer et al., 2000); se sugiere
que la actividad estrogénica en el interior de las espinas podria estar involucrada
no soélo en los cambios en su densidad, sino directamente en modificaciones en su
forma geométrica. De hecho, los efectos de la estimulacion diferencial sobre las
espinas no se restringe solo a su nimero sino también a su forma; existen reportes
que muestran que si la estimulacion a las espinas es alta, se produce un
alargamiento de éstas; en tanto que si tal estimulacion es excesiva, se produce su
retraccion (Harris, 1999; Segal, 1995). A pesar de la evidencia, los determinantes
sinapticos especificos que condicionan la interconversion de un tipo particular de
espinas en otras no se conocen con precision y menos aun el papel que los

estrogenos pudieren desempenar en dichos fenomenos plasticos.

En la corteza prefrontal medial de ratas macho, los receptores de estrégenos
y andrégenos actian de forma opuesta para modificar la recaptura de
neurotransmisores (Handa, 1997). Con base en lo anterior, fluctuaciones en las
concentraciones locales relativas de estrogenos y androgenos pueden ejercer
efectos neurobioldgicos profundos en la respuesta de la corteza prefrontal medial

ante diversos estimulos (Handa, 1997).

Con base a ésta y en otras evidencias experimentales existen algunas
propuestas acerca de los mecanismos a través de los cuales los estrogenos pudieran

afectar la memoria. Tales mecanismos son:

1. El potencial del estradiol para alterar la sensibilidad de las neuronas
hipocampales al neurotransmisor glutamato (Weiland, 1992a);
2. La activacion inducida por estradiol de un subconjunto de neuronas

GABAérgicas hipocampales (Weiland, 1992b);
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3. La accion del estradiol sobre la colinacetiltransferasa (Luine et al.,
1980);

4. La capacidad del estradiol para aumentar receptores a serotonina en
ratas ovariectomizadas (McEwen and Parson, 1982);

5. La aparente capacidad del estradiol para aumentar el flujo sanguineo
de la arteria car6tida (Gangar et al., 1991);

6. La capacidad el estradiol para revertir cambios anatémicos en las
neuronas (McEwen, 1991b);

7. La aparente estimulaciéon por el estradiol de factores neurotroficos,
regeneracion neuronal y la modulacion de la funciéon sinaptica de
corto y largo plazo (Wong and Moss, 1992);

8. La capacidad el estradiol para aumentar la sintesis proteica de
espinofilina que se le ha implicado directamente en la regulaciéon de
la formacion y la funcion de las espinas (Feng et al., 2000, Hao et al.,
2003; Muly et al., 2004).

9. La capacidad del estradiol para aumentar las concentraciones de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) en el hipotalamo (Gunaga et al.,
1974); ¥

10.Los efectos sobre la plasticidad neuronal que ha sido bien
documentada en varias regiones del SNC (Chung et al., 1988; Parducz
et al.,, 1993; Langub et al., 1994; VanderHols and Holstege, 1997;
Woolley, 1998; Horvath et al., 2002).
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CONCLUSIONES

La administracion sistémica de letrozol redujo la concentracion plasmatica

de estradiol.

La administracién sistémica de letrozol produjo un mejor desempeiio en la

etapa de adquisicion de la memoria de trabajo egocéntrica.

La etapa de retencion y de recuperacion no se afectaron por la

administracion sistémica del letrozol.

El efecto observado sobre el mejor desempefio de la memoria de trabajo
podria estar sustentado en modificaciones sobre la disponibilidad del
estradiol a nivel prefrontal y podrian estar relacionadas con un incremento
de la actividad de la aromatasa cerebral. Algunos posibles mecanismos que
ayudarian a explicar este hecho podrian incluir la interrupcién de un
proceso autorregulador por la inhibicion de la enzima, o bien un efecto del

inhibidor (letrozol) sobre el recambio de la misma.

La actividad del estradiol disponible pudo favorecer la mejor eficiencia
conductual mediante acciones tanto genémicas como no gendmicas sobre
diversos sistemas de neurotransmisiéon que regulan la organizacion

prefrontal de la memoria de trabajo.
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