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I. RESUMEN 

La disminución de las concentraciones plasmáticas y tisulares de hormonas secretadas por 

el ovario, y del flujo sanguíneo cerebral, y en consecuencia la reducción progresiva de las 

acciones estrogénicas y del aporte de oxígeno y glucosa en el cerebro, pueden ser 

condiciones coincidentes durante el envejecimiento, en hembras. Estos eventos pueden 

alterar la expresión génica de factores involucrados  en procesos neuronales pro- y anti-

apoptóticos, así como en la plasticidad neuronal, lo cual puede dar lugar a alteraciones 

morfológicas y funcionales en estructuras cerebrales vulnerables, tales como el hipocampo 

y  corteza prefrontal involucradas en funciones cognoscitivas, así como formar parte de los 

fenómenos fisiopatológicos de enfermedades neurodegenerativas. En estas condiciones, 

se ha propuesto que el raloxifeno, un fármaco representativo de los moduladores selectivos 

de receptores estrogénicos (SERMs) puede ejercer efectos neuroprotectores en el 

hipocampo. El objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos del raloxifeno sobre la 

expresión del ARNm de los marcadores sinápticos, sinaptofisina (Syp) y  la proteína de 

densidad posináptica 95 (PSD-95), así como el elemento de sobrevivencia neuronal Bcl-2, 

en condiciones de Hipoperfusión Cerebral Crónica y ausencia de secreción ovárica de 

estrógenos, en ratas. Ratas Sprague-Dawley, hembras, de 13-14 meses de edad (300-359 

g de peso), fueron asignadas al azar a los siguientes grupos experimentales: Proestro (n=6), 

ratas intactas en proestro; OVX (n=6) Ovariectomía bilateral; HCC (n=6) modelo de 

Hipoperfusión Cerebral Crónica (HCC) por oclusión de las arterias carótidas (2VO); 

OVX+HCC+VEH (n=6), Ovariectomía, HCC, administración de vehículo (dimetilsulfoxido al 

15% en solución salina), 0.1 ml/Kg/24 h sc durante 30 días; OVX+HCC+Raloxifeno (n=6), 

Ovariectomía, HCC, administración de raloxifeno 3.0 mg/Kg/24 h durante 30 días. Al 

término de los tratamientos o período equivalentes, se obtuvieron muestras de hipocampo 

de los cerebros de cada uno de los animales, que fueron procesados para determinar la 

expresión relativa de ARNm mediante PCR en tiempo real (qRT-PCR). En el diseño 

experimental se  integraron los siguientes grupos de animales : Grupo proestro (n=6); Grupo 

OVX: (n=6), Ovariectomía bilateral; Grupo HCC (n=6), Hipoperfusión Cerebral Crónica*; 

Grupo OVX+HCC+Veh (n=6), Ovariectomía, Hipoperfusión Cerebral Crónica*, 

administración de dimetilsulfóxido 15% en agua inyectable, 0.3 ml/ día vía subcutánea, 

durante 30 días; Grupo OVX+HCC+ Raloxifeno (n=6), Ovariectomía, Hipoperfusión 

Cerebral Crónica, administración de raloxifeno 3.0 mg/kg/ día en dimetilsulfóxido 15% en 

agua inyectable, vía subcutánea, durante 30 días. Una vez concluidos los procedimientos  

anestésico-quirúrgicos y los diferentes tratamientos, se obtuvieron muestras de tejido de  

hipocampo, las cuales fueron procesadas para la extracción de ARN y síntesis subsecuente 

de ADNc para determinar la expresión del ARNm, identificándose un incremento en la 

expresión relativa del  ARNm de Bcl-2 los grupos OVX+HCC+Veh, HCC y OVX, en el  grupo 

OVX+HCC+ Raloxifeno se  observó un efecto contrario.  En el caso de PSD-95 y Syp se 

observó un incremento de la expresión relativa del ARNm en el grupo OVX+HCC+ 

Raloxifeno efecto contrario en los grupos OVX+HCC+Veh, HCC y OVX. Con ello se 

concluye que el raloxifeno activa Elementos de Respuesta Estrogénica involucrados en la 

plasticidad neuronal y en procesos celulares de sobrevivencia neuronal. 
 
PALABRAS CLAVE: Neuroprotección, HCC, Raloxifeno, Demencia, Hipocampo.  
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II. ABSTRACT 

Reduction of plasma and tissue levels of hormones secreted by the ovary, and progressive 

lowering of cerebral blood flow, leading to less estrogenic actions and oxygen and glucose 

supply in the brain, may be coincident conditions during aging in females. These events may 

alter the genic expression of factors involved in pro- and anti-apoptotic neuronal processes, 

as well as in neuronal plasticity; thus resulting in structural and functional derangement in 

vulnerable brain structures, hippocampus and prefrontal cortex, involved in cognitive 

functions, which may be pathophysiological components of neurodegenerative diseases. 

Under these conditions, it has been proposed that raloxifene, a representative compound of 

selective estrogen receptor modulators (SERMs), may exert neuroprotective effects on the 

hippocampus. The present study was aimed to evaluate the effects of raloxifene on mRNA 

expression of the synaptic markers Synaptophysin (Syp) and PSD-95, and the anti-apoptotic 

factor Bcl-2, under chronic cerebral hypoperfusion and absence of estrogen ovary secretion, 

in rats.  Sprague-Dawley female, 13-14 months old, rats (300-350 g b.w.), were randomly 

allotted to the following experimental groups: Proestrus (n=6) Intact rats in Proestrus; OVX 

(n=6) Ovariectomy; HCC (n=6), 2 Vessel Oclussion (2VO) model of Chronic Cerebral 

Hypoperfusion; OVX+HCC+VEH (n=6), Ovariectomy, Chronic Cerebral Hypoperfusion and 

vehicle administration (15% dimethylsulfoxide in saline), 0.1 ml/Kg/24 h sc, during 30 days; 

OVX+HCC+Raloxifene (n=6) Ovariectomy, Chronic Crebral Hypoperfusion and raloxifene 

administration, 3.0 mg/Kg/24 h during 30 days. At the end of treatments or equivalent 

periods, samples of dissected hippocampus from the rat brains were processed on order to 

determine mRNA expression (qRT-PCR). A significant decrease of the relative expression 

of synaptophysin mRNA, without significant changes of the relative expression of PSD-95 

mRNA were observed in OVX, HCC, and OVX+HCC+VEH groups, as compared to the 

Proestrus group. By contrast, the relative expression of synaptophysin and PSD-95 were 

observed following raloxifene treatment in the OVX+HCC+ Raloxifene group. A significant 

increase of the relative expression of Bcl-2 mRNA was observed in OVX and 

OVX+HCC+VEH groups, without change in the OVX+HCC+ Raloxifene, as compared with 

the Proestrus group. The results suggest the activation of estrogen response elements 

accounting for neuronal plasticity and survival by raloxifene treatment. 
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III. INTRODUCCIÓN 

Como consecuencia del incremento de la esperanza de vida de la población y de la 

proporción de individuos con 65 años de edad o mayores, se ha incrementado la 

posibilidad de problemas de salud asociados al proceso de envejecimiento, motivo 

de especial atención en los últimos años. Entre estos problemas  se ha destacado 

a nivel mundial el deterioro progresivo de las funciones cognoscitivas, identificado 

como demencia, (Royal Collage of Psychiatrists, 2018). La Organización Mundial de 

la Salud ha identificado a poco más de 47 millones de personas  con demencia y se 

prevé que esta cifra se incremente a 75 millones hacia el año 2035 y a más de 132 

millones para el año 2050 (WHO, 2017). En México, se reportan cerca de 860 mil 

pacientes con algún tipo de demencia y se prevé una tendencia al incremento de la 

incidencia de esta enfermedad en los siguientes años (SSA, 2018). 

En estas condiciones, la reducción progresiva del flujo sanguíneo cerebral y la 

consiguiente reducción del aporte de oxígeno y glucosa en  estructuras cerebrales 

específicas (Hipoperfusión Cerebral Crónica), tales como el hipocampo y corteza 

prefrontal puede dar lugar al deterioro progresivo y pérdida de funciones 

cognoscitivas, a las que se ha atribuido el 20% de los casos de demencia en seres 

humanos (Gorelick y col., 2011; Ohta y col., 1997; Ni  y col., 1994; Chandra, 2017). 

Por otra parte, la disminución de las concentraciones sanguíneas y tisulares de 

hormonas gonadales secretadas por el ovario puede propiciar modificaciones de la 

estructura y el funcionamiento cerebral que se han asociado al deterioro 

cognoscitivo y a la mayor presencia de trastornos neurodegenerativos (Azcoitia y 

col., 2003; Genazzani, 2007; Henderson, 2009).  

Dado que la hipoperfusión cerebral crónica (HCC) asociada al envejecimiento y la 

disminución y/o ausencia de actividad estrogénica en el cerebro pueden coincidir en 

mujeres postmenopáusicas, se ha considerado que pueden ser factores 

concurrentes de daño cerebral y deterioro cognoscitivo en mujeres a partir de la 

menopausia (Henderson, 2008; Otha y col., 1997; Rollick y col., 2018). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henderson%20VW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19913598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henderson%20VW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18677155
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ohta%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9219966
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La participación de los estrógenos en diversos procesos involucrados en la 

estructura y el funcionamiento cerebral, además de la conducta reproductiva, ha 

sido abordada en diversos  estudios. Se ha mostrado que los estrógenos participan, 

a través de procesos celulares activados mediante su interacción con receptores 

estrogénicos, en la modulación de la excitabilidad neuronal, la plasticidad sináptica, 

la sobrevivencia neuronal, la reparación y regeneración neuronales, la 

neurogénesis, así como en la regulación de la diferenciación y desarrollo neuronal. 

Además se ha mostrado su participación en otras funciones del Sistema Nervioso 

Central (SNC), entre las cuales se encuentran el control de los procesos cognitivos 

y el aprendizaje y la memoria  (McEwen  y col., 1995; González-Burgos y col., 2005; 

Liu y col., 2008; Spencer y col., 2008; González-Burgos, 2009; Méndez y col., 2011; 

Moralí & Cervantes, 2014; Zhu  y col., 2017; Engler-Chiurazzi y col., 2017). 

Existen evidencias que indican que en concentraciones fisiológicas los estrógenos 

pueden regular los procesos de apoptosis y sobrevivencia neuronal en diversas 

estructuras cerebrales. Asimismo, las acciones de los estrógenos en el tejido 

cerebral, incluyendo sus acciones neuroprotectoras, se han asociado con la 

regulación transcripcional de Elementos de Respuesta Estrogénica, involucrados en 

procesos de regeneración axonal, sinaptogénesis y síntesis y secreción de factores 

de crecimiento (Harms y col., 2001; Ouyang y col., 2004; Chan, 2001; Wang y col.,  

2015; Zhang y col., 2017). 

En relación con los efectos neuroprotectores de los estrógenos, se conoce que 

estos compuestos pueden promover la expresión del gen Bcl-2 y la síntesis 

subsecuente de los componentes de la familia de proteínas Bcl-2, que se ha 

vinculado con la regulación, a través de una acción inhibitoria, de la muerte neuronal 

por apoptosis y/o necrosis, en condiciones de daño cerebral (Harms y col., 2001; 

Ouyang y col., 2004; Chan y col., 2001; Wang y col.,  2015; Zhang y col., 2017). 

Asimismo, el estradiol (E2) promueve la formación y maduración de espinas 

dendríticas en varias estructuras cerebrales, incluyendo el hipotálamo, el 

hipocampo y la corteza prefrontal (Gould y col., 1990; Woolley  y McEwen, 1992), 

así como la expresión de proteínas que forman parte de la estructura y/o procesos 
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de regulación funcional de la sinápsis, incluyendo sinaptofisina (Syp) y PSD-95 cuya 

presencia y magnitud son indicadores de formación de sinapsis y conectividad 

sináptica (Woolley  y McEwen , 1992;  Spencer  y col., 2008; Hao y col., 2006; Choi  

y col., 2003; González-Burgos y col., 2005; Hao y col., 2006; Jelks y col., 2007). La 

preservación del sustrato neural y conectividad sináptica en el hipocampo se han 

asociado a la eficiencia en el desempeño de funciones cognoscitivas en ratones 

(Spencer y col., 2008). 

En este sentido, se ha planteado la posibilidad de que los compuestos Moduladores 

Selectivos de Receptores de Estrógenos (SERMs) interactúen con los receptores 

estrogénicos y de esta manera induzcan Elementos de Respuesta Estrogénica y 

procesos celulares que den lugar a fenómenos neuroprotectores, semejantes a los 

inducidos por  E2, en estructuras cerebrales vulnerables (DonCarlos y col., 2009; 

Paige y col., 1999; Vesga y col., 2019).              
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IV. MARCO TEÓRICO 

4.1. Fenómenos fisiopatológicos de daño cerebral inducidos por la 

isquemia Isquemia cerebral, global o focal, aguda 

El suministro de oxígeno y glucosa que se requiere para satisfacer sus demandas 

metabólicas del cerebro en los mamíferos corresponde aproximadamente a la 

cantidad de dichos compuestos contenida en al menos el 20% del total del flujo 

sanguíneo destinado a todo el organismo (Brust, 2013). En estas condiciones, la 

circulación cerebral está regulada de manera muy precisa para adaptarse a los 

requerimientos de consumo de oxígeno y glucosa en distintas condiciones del 

funcionamiento cerebral. La presión arterial media, la producción de dióxido de 

carbono (CO2), el pH tisular y otros mediadores químicos están involucrados en la 

regulación del flujo sanguíneo cerebral global y del flujo sanguíneo en estructuras 

cerebrales específicas (Moralí y Cervantes, 2014). 

La interrupción o la reducción súbita (de manera global o focal) del aporte sanguíneo 

al cerebro pueden dar lugar a la falla  del soporte metabólico que provee de energía 

a las células nerviosas, lo cual a su vez puede provocar un conjunto de alteraciones, 

que ocurren de manera simultánea o secuencial, en los mecanismos celulares 

esenciales para el funcionamiento neuronal. Tal es el caso de: 

 Disminución en la síntesis de adenosin trifosfato (ATP) y diversas 

alteraciones de los gradientes iónicos transmembranales, e incremento 

anormal de las concentraciones intracelulares de Ca2+ y de Na+, y 

disminución del pH. 

 Ingreso excesivo, no regulado, de Ca2+ al interior de las células a través de 

los canales iónicos operados por voltaje y por la liberación excesiva de 

glutamato y activación anormal de receptores glutamatérgicos, 

(Excitotoxicidad). 

 Activación de procesos celulares que promueven alteraciones 

mitocondriales, en el transporte membranal y en la síntesis de proteínas; así 

como activación directa de lipasas, proteasas y endonucleasas dependientes 

de Ca2+. 
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 Sobreproducción de radicales libres, lipoperoxidación de las membranas 

celulares, daño a macromoléculas y al citoesqueleto, así como activación de 

citocinas proinflamatorias (factor de necrosis tumoral α, interleucina-1 e 

interleucina-6;  expresión y activación de la sintasa inducible óxido nítrico y 

la ciclo-oxigenasa-2). 

 Activación de cascadas de señalización proapoptóticas (factor nuclear κB y 

P53, cambios en la relación Bax/Bcl-2, liberación de citocromo c con 

activación de caspasas y finalmente activación de enzimas que rompen la 

estructura del ácido desoxirribonucleico) que mantiene condiciones que 

pueden dar lugar a daño estructural, funcional y muerte neuronal, 

principalmente en estructuras vulnerables como las neuronas piramidales del 

segmento CA1 del cuerno de Ammon de hipocampo y de las capas 3 y 5 de 

la corteza cerebral. (Pulsinelli, 1985; Pulsinelli y col., 1997; Lipton, 1999; 

Ladecola y Alexander, 2001; Chinopulos y Adam, 2006; Warner y col., 2004; 

Chan, 2001). 

Sin embargo, la isquemia cerebral también puede dar lugar a mecanismos de 

reparación neuronal y recuperación funcional mediante procesos de plasticidad que 

involucran a las neuronas remanentes tanto en las estructuras mayormente 

afectadas por la isquemia como en aquellas que no fueron involucradas en el daño 

isquémico (Crepel y col., 2003; Bendel y col., 2005; Hurtado y col., 2006; Ruan y 

col., 2006).  

Los diferentes fenómenos celulares inducidos por la isquemia cerebral que dan 

lugar ya sea a muerte neuronal y daño cerebral o a reparación neuronal, plasticidad 

y recuperación funcional, pueden ocurrir en forma secuencial o de manera 

simultánea a partir del episodio de isquemia. Sus latencias y curso temporal, que 

pueden ir desde minutos hasta semanas, son referencias importantes para 

establecer su relevancia en los periodos críticos para el daño y muerte neuronal; lo 

mismo que para establecer las “ventanas de oportunidad” para procedimientos 

neuroprotectores específicos (Pulsinelli y col., 1997; Lipton, 1999). 
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4.2.  Hipoperfusión cerebral crónica 

Estos fenómenos fisiopatológicos de daño cerebral inducidos por la isquemia, 

ocurren con gran intensidad y en corto tiempo (minutos a horas) en los casos de 

isquemia cerebral aguda global o focal; sin embargo, dichos fenómenos 

fisiopatológico también pueden ocurrir de otra manera ante la reducción parcial del 

flujo sanguíneo, con un curso temporal a largo plazo (semanas a meses), que altere 

progresivamente los procesos celulares de las neuronas y finalmente el efecto 

acumulativo de dichas alteraciones provoque la muerte de las neuronas más 

vulnerables a la isquemia y el deterioro de las funciones que dependen de la 

integridad morfo-funcional de las estructuras cerebrales. Tal es el caso de la 

Hipoperfusión Cerebral Crónica (HCC), una alteración provocada por una reducción 

progresiva, a largo plazo, del flujo sanguíneo y por consiguiente del aporte de 

oxígeno y glucosa al cerebro. Se ha sugerido que esta condición puede ser una 

causa importante de la demencia en pacientes con enfermedades cerebro 

vasculares en las que la oclusión progresiva de los vasos sanguíneos que proveen 

de irrigación al cerebro, da lugar a diversas alteraciones y finalmente al deterioro y 

la pérdida de las funciones y capacidades cognoscitivas (Bakker y col., 2000; Rao 

y col., 2001; Ladecola, 2010).  

El abordaje de las características del daño cerebral y las alteraciones de las 

funciones cognoscitivas atribuibles a hipoperfusión cerebral crónica, como podría 

ocurrir en seres humanos, ha sido realizado en gran parte mediante modelos de 

dicha patología en animales de experimentación (Sarti y col., 2002). De esta 

manera, la oclusión permanente o la sección bilateral, simultánea o secuencial, de 

las arterias carótidas comunes (2VO), en ratas, dejando el suministro de sangre al 

cerebro dependiente solamente del flujo sanguíneo cerebral a través de las arterias 

vertebrales y su redistribución a partir del polígono de Willis, ha sido considerado 

como un modelo experimental de hipoperfusión cerebral crónica (Ginsberg y Busto, 

1989; Farkas y col., 2007; Hossmann, 2008; Ulrich y col., 1998; Pappas y col., 1996; 

Ohta y col.1997; Cechetti y col., 2012a, 2012b).  
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En las condiciones de HCC inducidas por este modelo experimental se ha 

observado una reducción, a largo plazo, de al menos un 30% del flujo sanguíneo 

cerebral normal (Otori y col., 2003) así como, daño, alteración funcional y muerte 

neuronal en las estructuras cerebrales más vulnerables a la isquemia, entre las que 

destacan las neuronas piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo (las cuales 

son parte fundamental del circuito trisináptico, donde se realiza la adquisición y 

procesamiento de la información sensorial involucrada en los procesos de 

aprendizaje y memoria) y de las capas 3 y 5 de la corteza cerebral, directamente 

involucradas en la integración de funciones cognoscitivas. Este daño neuronal se 

ha relacionado con estrés oxidativo e incremento anormal de especies reactivas de 

oxígeno, procesos celulares pro-apoptóticos, fenómenos pro-inflamatorios 

originados por la activación glial y el deterioro progresivo de las funciones 

cognoscitivas dependientes del hipocampo como son el aprendizaje y la memoria 

espacial y el aprendizaje y la memoria de trabajo espacial (Ginsberg y Busto, 1989; 

Pappas y col. 1996; Ohta y col.1997; Ulrich y col. 1998; Otori y col., 2003; Farkas y 

col., 2007; Hossman, 2008; Cechetti y col., 2012a, 2012b). 

Esta pérdida neuronal se acompaña de una notable activación de las células gliales 

(Ginsberg y Busto., 1989; Pappas y col., 1996; Ohta y col., 1997; Ulrich y col.,  1998; 

Farkas y col., 2007; Hossman, 2008; Cechetti y col., 2010, 2012a, 2012b).   
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V. ANTECEDENTES. 

5.1.  Estrógenos y neuroprotección 

Una gran cantidad de mecanismos celulares están involucrados en procesos 

homeostáticos que regulan y mantienen el sustrato neural del cerebro y los procesos 

neuroquímicos en condiciones apropiadas, como se requiere para el funcionamiento 

normal de neuronas, células gliales y circuitos neuronales en estructuras cerebrales 

específicas, dando lugar asimismo a una conectividad eficiente entre las diversas 

estructuras cerebrales que participan de manera conjunta en las funciones 

cerebrales. 

Entre los factores endógenos que pueden influir sobre dichos mecanismos 

homeostáticos se encuentran las hormonas esteroides cuya secreción y 

concentraciones sanguíneas son el resultado de la actividad cíclica del eje 

hipotálamo-hipófisis-ovario, en individuos del sexo femenino. Se ha mostrado que 

en las hembras, en condiciones fisiológicas el cerebro es un “blanco” importante de 

las acciones reguladoras y tróficas del 17β-Estradiol (E2) sintetizado en el ovario, 

así como en estructuras cerebrales tales como el hipotálamo, el hipocampo y la 

corteza cerebral (Brann y col., 2007; Hojo y col., 2008; Mukai y col., 2010; McEwen  

y col., 2012). 

En condiciones fisiológicas el 17ß-estradiol regula diversos procesos cerebrales 

involucrados en el control neuroendocrino de las funciones reproductivas y el 

comportamiento sexual femenino en diversas especies de mamíferos y en seres 

humanos; sin embargo, otros procesos cerebrales involucrados en diversas 

funciones tales como el control del movimiento fino, la coordinación motora, la 

percepción del dolor, la regulación del estado de ánimo, las funciones cognoscitivas 

y otras actividades conscientes, así como el control cerebral del sistema nervioso 

autónomo y la regulación del funcionamiento cardiovascular y de otros sistemas 

viscerales pueden ser también modificados de manera importante por las acciones 

del E2 en el Sistema Nervioso Central (Raghava y col., 2017). 

Las acciones estrogénicas que dan lugar a estos fenómenos tienen lugar en los 

circuitos neuronales de un conjunto de estructuras cerebrales que incluyen a: la 
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médula espinal, el hipotálamo, el cerebelo, las estructuras de los sistemas nigro-

estriatal y meso-límbico, la amígdala, el hipocampo, la corteza cerebral y el tallo 

cerebral. En estas estructuras, dichas acciones están mediadas por receptores a 

estrógeno (ER) y pueden afectar la comunicación celular, la generación, la 

codificación, y el procesamiento de la información contenida en las señales 

eléctricas y químicas, mediante la modificación de la síntesis, liberación, 

biotransformación, recaptura e interacción con receptores de diversos 

neurotransmisores en los sistemas colinérgico, noradrenérgico, serotoninérgico, 

dopaminérgico, glutamatérgico y neuropeptidérgicos, determinantes de las 

características de la plasticidad neuronal, esencial en procesos cerebrales tales 

como el desarrollo cerebral, el aprendizaje, la memoria y los diversos patrones de 

comportamiento (McEwen y col., 2012). 

Adicionalmente, se ha mostrado la participación relevante del 17ß-estradiol en la 

regulación de la expresión génica, la supervivencia neuronal, la diferenciación 

neuronal y glial, y la transmisión sináptica; así como, bajo ciertas condiciones, en 

procesos antiinflamatorios, de neuroprotección, de reparación de daño neuronal y 

de recuperación de funciones cerebrales mediante mecanismos de plasticidad en 

circuitos neuronales de estructuras cerebrales específicas  (Woolley, 2007; Vegeto 

y col., 2006; Raghava y col. 2017; Zhu  y col., 2017). 

5.2. Receptores a estrógenos como mediadores de la neuroprotección del 

17β estradiol 

Se ha mostrado que las acciones de E2 en el cerebro están mediadas por varios 

tipos de receptores a estrógeno (ER) situados en la membrana o en el citoplasma y 

otras estructuras subcelulares (mitocondrias, retículo endoplásmico) del soma, las 

dendritas, las estructuras especializadas pre y post sinápticas en las neuronas y en 

las células gliales que conforman las diversas estructuras cerebrales (McEwen y 

col., 2012). 

Los receptores a estradiol llamados clásicos, ERα y ERβ, han sido localizados en el 

núcleo, el citoplasma y la membrana  de las neuronas, donde actúan como 

mediadores de activación de las acciones genómicas correspondientes a diversos 
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efectos estrogénicos en el Sistema Nervioso Central. Los ERα se localizan con gran  

densidad en el hipocampo, el hipotálamo y el área preóptica, mientras que su 

densidad es relativamente baja en la corteza cerebral. En contraste, los ERβ se 

ubican predominantemente en la corteza cerebral, aunque también son abundantes 

en el hipocampo, el bulbo olfatorio, el septum, el área preóptica, el núcleo de la 

estria terminalis, la amígdala, el núcleo paraventricular del hipotálamo, el tálamo, el 

área tegmental ventral, la sustancia negra y el cerebelo (Kalita y col., 2005; Milner  

y col., 2001; Milner y col. 2005; Woolley, 2007; Levin, 2005; Hammes y Levin 2007; 

Pérez y col., 2003; Dubal y col., 2001; Elzer y col., 2010). 

Los ERα y los ERβ se expresan también en los astrocitos, en los que las acciones 

estrogénicas pueden  activar la síntesis y liberación de factores de crecimiento y 

bajo ciertas condiciones formar parte de procesos cerebrales de neuroprotección 

(Arévalo  M.A. y col., 2011; Carswell  H.V. y col., 2004; Dhandapani K.M. y col., 

2005; Azcoitia I. y col., 2010; Dhandapani K.M. y Brann D.W. 2007). En este sentido, 

las modificaciones de las acciones etrogénicas en animales “knockout” o 

“knockdown” o bajo tratamiento con agonistas o antagonistas selectivos de los ERα 

y de los ERβ, sustentan la participación relevante  de los ERα como mediadores de 

las acciones estrogénicas neuroprotectoras contra el daño cerebral por isquemia, 

aunque no se ha descartado la participación de los ERβ  en esto procesos (Miller y 

col., 2005; Dai y col., 2007; Carswell y col., 2004; Dubal y col., 2001; Elzer y col., 

2010). 

Los receptores estrogénicos clásicos, ERα y los ERβ, son factores de transcripción 

dependientes de ligando que pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares 

a esteroides (Nilsson y col., 2001) que una vez activados, forman homo- o hetero-

dímeros e  interaccionan con el ADN, cofactores trancripcionales y regiones 

reguladoras de trancripción de genes. Además, los receptores de estrógenos 

activados pueden interaccionar  con otros factores de transcripción para estabilizar 

la unión de dichos factores trancripcionales, con elementos específicos de 

respuesta en el ADN, así como coactivadores o correpresores que finalmente 

determinan la activación de procesos de transcripción, dando lugar a la transcripción 
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de genes como Elementos de Respuesta Estrogénica (Liu y col., 2010). Asimismo, 

se ha descrito una interacción cooperativa de los ERα y los ERβ y sus coactivadores 

para procesos que involucran regulación de la expresión genética a nivel nuclear y 

mitocondrial (Chen y col. 2009). 

Los receptores ERα y los ERβ pueden ser fosforilados por receptores de tirosina 

cinasa y de esta manera quedar activados y translocados al núcleo, aún en ausencia 

de ligando. Así mismo, tanto los receptores citosólicos como los receptores 

membranales a estrógenos pueden transactivar al receptor de tirosina cinasa o a 

receptores asociados a cinasas, modulando de así cascadas de señalización 

intracelular (Yaşar y col. 2016). 

 Por otra parte, diversas acciones estrogénicas  en el cerebro no dependen de 

acciones transcripcionales directas inducidas por ERα y los ERβ, sino de la 

activación de receptores membranales a estrógenos. Estos son estructuras 

macromoleculares ancladas  en la membrana, que pueden interactuar con proteínas 

G, receptores de tirosina cinasa, cinasas ligadas o no ligadas a receptores (P13K, 

MAPs), y otras vías de señalización intracelular (Marin y col., 2009, Yaşar y col. 

2016).  

Además, entre los receptores membranales a estrógenos se ha descrito un receptor 

estrogénico acoplado a Proteínas G denominado GPR30, localizado en la 

membrana plasmática y en la membrana del retículo endoplásmico de las neuronas 

en varias estructuras cerebrales, incluyendo el hipocampo, el hipotálamo y el cuerpo 

estriado, entre otras (Funakoshi y col. 2006; Matsuda y col. 2008; Yaşar  y col. 

2016).  

De la interacción de E2 y GPR30 resulta la activación de vías de señalización de 

procesos celulares no genómicos, los cuales pueden iniciarse con un periodo de 

latencia muy breve e incluyen modificaciones de la fosforilación de proteínas y 

cambios en la concentración de segundos mensajeros intracelulares como 

Adenosin monofosfato cíclico (cAMP) y calcio (Liu y col., 2010).  
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Todas estas vías de señalización mediadas por la interacción de estrógenos con 

receptores membranales, pueden dar como resultado final la activación de factores 

de transcripción y cofactores que modulan la expresión génica. Los compuestos con 

actividad estrogénica pueden encontrar receptores en estructuras sub-celulares 

específicas, tales como la mitocondria o las sinapsis o pueden  ejercer efectos 

directos, (efectos antioxidantes) sobre otros procesos celulares (Prossntz y Barton 

2011). 

5.3. Acciones del 17-β estradiol sobre los Elementos de respuesta 

Estrogénica. 

Las acciones de los estrógenos en el tejido cerebral, incluyendo sus acciones 

neuroprotectoras, se han asociado con la regulación transcripcional de Elementos 

de Respuesta Estrogénica involucrados en procesos de regeneración axonal, 

sinaptogénesis, síntesis y secreción de factores de crecimiento, regulación de los 

procesos de apoptosis y sobrevivencia neuronal (Harms y col., 2001; Wu y col., 

2003;  Ouyang y Giffard 2004; Wang y col., 2015; Zhu y col., 2017) 

En relación con los efectos neuroprotectores de los estrógenos, se conoce que 

estos compuestos pueden promover la expresión del gen Bcl-2 y la síntesis 

subsecuente de los componentes de la familia de proteínas Bcl-2, que se ha 

vinculado con la regulación, a través de una acción inhibitoria, de la muerte neuronal 

por apoptosis y/o necrosis, en condiciones de daño cerebral (Harms C. y col., 2001; 

Wu y col., 2003;  Ouyang y col., 2004; Wang y col., 2015; Zhu  y col., 2017). 

Así mismo, el estradiol promueve la expresión de genes que codifican para  

proteínas que forman parte de la estructura y/o procesos de regulación funcional de 

la sinápsis, incluyendo Syp y PSD-95 cuya presencia y magnitud son indicadores 

de formación de sinapsis y conectividad sináptica en diversas estructuras 

cerebrales, incluyendo el hipotálamo, el hipocampo y la corteza prefrontal (Woolley 

y McEwen 1992; Spencer y col., 2008; Hao y col., 2006; Choi y col., 2003; González-

Burgos y col., 2005; Hao y col., 2006; Jelks y col., 2007; Crispino  y col., 1999) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prossnitz%20ER%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21844907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barton%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21844907
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Se ha mostrado que la expresión del ARNm de proteínas consideradas como 

marcadores de estructuras pre-sinápticas: sinaptotagmina I, sinaptotagmina IV,  

Syp, en el segmento CA3 del cuerno de Ammon del hipocampo varía en relación 

directa con las concentraciones de estradiol durante el ciclo estral en la rata 

(Crispino y col., 1999). Además, la participación del E2 sintetizado localmente en el 

cerebro, para la síntesis de proteínas sinápticas (espinofilina y Syp), ha sido 

sustentado mediante estudios en  cultivos primarios de neuronas de los segmentos 

CA1 y CA3 del cuerno de Ammon del hipocampo, en las que el inhibidor de la 

aromatización de testosterona, y de la síntesis de estradiol, letrozol, indujo una 

reducción a la baja de la expresión de dichas proteínas sinápticas (Kiel y col. 2006). 

Así mismo, la administración de estradiol incrementa la síntesis de proteínas pre- y 

post-sinápticas, incluyendo Syp, en el segmento CA1 del cuerno de Ammon del 

hipocampo, en primates hembra; lo cual fue interpretado como un indicador de 

fenómenos de plasticidad neuronal, dependiente de E2  (Choi y col., 2003) 

La expresión de ARNm de  PSD-95 en el hipocampo dorsal también varía en 

relación con las concentraciones de estradiol durante el ciclo estral en la rata; este 

fenómeno parece estar asociado con la activación rápida  de la vía de señalización 

Akt que podría estar involucrada en la sinaptogénesis dependiente de estradiol            

(Keith,  2003). 

El efecto neurorpotector del estradiol, también ha sido sustentado por el análisis de 

la expresión de proteínas pre- y post-sinápticas (Syp y PSD-95) y su relación con 

la preservación de espinas dendríticas en forma de hongo en el segmento CA1 

del hipocampo en un modelo de demencia vascular en ratas (Zhu y col., 2017). 

La importancia de las acciones estrogénicas, mediadas por estos diferentes tipos 

de receptores en neuronas y células gliales, para determinados aspectos del 

funcionamiento cerebral en hembras de varias especies, incluso en seres humanos, 

puede ser ejemplificada por los cambios en la densidad, la configuración y 

proporciones relativas de los diferentes tipos de espinas dendríticas en las células 

piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo, los cuales son 
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parte fundamental de la generación de señales, la comunicación celular y los 

cambios plásticos que inciden en las características del aprendizaje y la memoria 

espacial. Las características de estos fenómenos se relacionan directamente con 

las fluctuaciones de las concentraciones plasmáticas y cerebrales de E2, durante el 

ciclo estral, y en otras condiciones que afectan la síntesis y secreción de E2  en el 

ovario o el cerebro de las hembras  (Gould  y col., 1990; Ikeda y col., 2006; Mukai y 

col., 2010; Jelks y col., 2007; Marin y col., 2009) 

Dado que el hipocampo es una estructura cerebral muy vulnerable a la reducción 

del flujo sanguíneo, cabe destacar que en el hipocampo los receptores ERα, ERβ 

GPR30 y otros receptores membranales, parecen estar involucrados en diversas 

acciones estrogénicas que pueden dar lugar a neuroprotección, al inducir procesos 

celulares que guardan una relación de oposición con los mecanismos 

fisiopatológicos del daño cerebral por isquemia. En estas condiciones diversos 

fenómenos, tales como: a) reducción del estrés oxidativo, a través de la reducción 

del incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) a nivel 

mitocondrial, la reducción de la activación NADPH oxidasa y de la producción de 

ROS, la modulación de enzimas antioxidantes, la captura de ROS; b) reducción de 

los fenómenos proinflamatorios inducidos por la isquemia; c) incremento de los 

mecanismos celulares antiapoptóticos; d) promoción de la síntesis y liberación de 

factores tróficos (BDNF, IGF) por parte de los astrocitos; e) mejoramiento a corto y 

largo plazo del flujo sanguíneo en las zonas isquémicas; f) regulación de las vías de 

señalización PI3K/Akt/MAPK en favor de la supervivencia neuronal; g) preservación 

de la estructura y la función de la barrera hematoencefálica; h) reparación de los 

circuitos neuronales dañados mediante sinaptogénesis y neurogénesis, han sido 

identificados como acciones estrogénicas de neuroprotección (Moralí  y Cervantes, 

2014; Zhu y col., 2017). 

A este respecto, el hecho de que varios análogos químicos del estradiol no 

feminizantes que carecen de afinidad por los receptores ERα y ERβ, pueden ejercer 

efectos neuroprotectores contra el daño cerebral en modelos experimentales de 

isquemia focal, ha orientado la atención hacia la posibilidad de  que estos efectos 
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estén mediados por otros receptores estrogénicos, incluyendo el receptor GPR30 

(Simpkins y col., 2013). De hecho, la activación del GPR30 mediante el agonista 

selectivo G1, da lugar a efectos neuroprotectores contra el daño cerebral provocado 

por la reducción del flujo sanguíneo cerebral en modelos experimentales de 

isquemia focal o global (Lebesgue y col., 2009; Zhang y col., 2010; Lebesgue y col., 

2010). 

5.4. Moduladores Selectivos de los Receptores de Estrógenos (SERMs) 

Los moduladores selectivos de los receptores de estrógeno (SERMs) son 

compuestos químicos no esteroides capaces de unirse a los receptores 

estrogénicos e inducir cambios en su conformación tridimensional, de tal manera 

que pueden actuar como agonistas en determinados tejidos (hueso, cerebro), o 

como antagonistas en otros tejidos  (glándula mamaria) con la consecuente 

activación o inhibición de procesos celulares que dan lugar a las acciones 

estrogénicas en esos diferentes tejidos (Riggs y Hartmann, 2003; Brzozowski y col. 

1997; Simth y col. 2004).  

Los SERMs se han clasificado por su estructura química como: derivados del 

Trifeniletileno, tales como el Tamoxifeno y citrato de Clomifeno, que son 

identificados también como SERMs de primera generación; derivados del 

Benzotiofeno que incluyen a los SERMs de segunda generación, tales como el 

Raloxifeno, Toremifeno, Droloxifeno, Idoxifeno y derivados del Benzopirano SERMs 

de tercera generación, Arzoxifeno, Ospemifeno y SERMs de cuarta generación, 

Ormeloxifeno, Lasofoxifeno, Pipendoxifeno y Bazedoxifeno y Fulvestrant. Además, 

deben ser incluidos en el grupo los fito SERMs, como Genisteina. (Dowers y col., 

2006).  

Los SERMs se desarrollaron inicialmente como antiestrógenos para el tratamiento 

del cáncer de mama; sin embargo, se ha mostrado que poseen otras propiedades 

que justificarían su prescripción para el tratamiento y prevención de otras 

enfermedades. Así se ha propuesto que los SERMs, ya sea sintéticos o naturales, 

tales como fitoestrógenos, representan una alternativa del estradiol para el 

tratamiento o la prevención de trastornos neurodegenerativos tales como la 
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disminución de las capacidades cognoscitivas asociada con el envejecimiento o el 

desarrollo de los trastornos afectivos y cognitivos después de la menopausia 

(DonCarlos y col., 2009; Liu y Yang, 2013). 

5.5. Acciones neuroprotectoras de los SERMs. Raloxifeno. 

Ante la perspectiva de que los SERMs tengan acciones y efectos neuroprotectores 

mediante su interacción con receptores estrogénicos, se han realizado estudios en 

diferentes modelos experimentales de daño cerebral y neuronal. Estos incluyen 

modelos de lesión traumática del sistema nervioso central y de los nervios 

periféricos, accidente cerebrovascular, esclerosis múltiple, enfermedad de 

Parkinson, enfermedad de Alzheimer, deterioro cognitivo y los trastornos del estado 

de ánimo (Arévalo y col., 2011). 

 

Varios estudios han mostrado que SERMs como el Tamoxifeno, el raloxifeno y el 

Bazedoxifeno son neuroprotectores in vivo e in vitro (Barreto y col., 2009; Kokiko y 

col., 2006; O’Neill y col., 2004) mediante diversos mecanismos de acción. 

 

En particular, se ha descrito que el raloxifeno reduce la activación glial, así como la 

producción de mediadores inflamatorios en modelos de la enfermedad de Alzheimer 

(Vegeto E. y col., 2006), lesión traumática de la corteza cerebral (Kokiko y col., 2006; 

Barreto y col., 2009), de la médula espinal (Ismailoglu y col., 2013) y del nervio 

ciático (McMurray y col., 2003). En el hipocampo, el raloxifeno tiene propiedades 

similares a los estrógenos sobre la actividad de la colina acetil transferasa ChAT del 

hipocampo y la neurotransmisión colinérgica, protege las neuronas del giro dentado 

de la toxicidad inducida por  ácido caínico y por β-amiloide (Du y col., 2004); también 

se ha descrito que promueve el crecimiento axonal (Nilsen y col., 1998), disminuye 

el daño mediado por lipo-oxidación (Konyalioglu y col., 2007) y reduce la activación 

de la microglía después de la administración de lipopolisacárido (Tapia-Gonzalez y 

col., 2008). 

Se ha postulado que el raloxifeno actúa en el sistema nervioso central como un 

agonista de los receptores estrogénicos y que las acciones neuroprotectoras del 
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raloxifeno están mediadas, al menos en parte, por la activación del receptor GPR30 

(Abdelhamid y col., 2011). De esta manera, el raloxifeno activa la óxido nítrico 

sintasa endotelial (eNOS) a través de una vía PI3K / Akt (O´Neill y col., 2004), induce 

la actividad de la telomerasa, a través de la misma vía (Du y col., 2004), reduce la 

inflamación a través de una acción inhibitoria sobre la expresión de CCL20 y las 

vías de NF-kB en astrocitos reactivos (Li y col., 2014). 

También se han identificado al incremento de la neurogénesis en la zona sub-

ventricular del cerebro y a la reducción de la pérdida de espinas dendríticas en 

neuronas piramidales de la corteza en ratas ovariectomizadas con oclusión de la 

arteria cerebral media, como mecanismos de la acción neuroprotectora de 

raloxifeno (Khan y col., 2015). Otros hallazgos sugieren que el raloxifeno mejora el 

rendimiento cognitivo relacionado con la corteza prefrontal y provocan un aumento 

significativo en la densidad de las espinas dendríticas apicales de neuronas 

piramidales, de la capa III  de la corteza prefrontal pre-límbica e infra-límbica 

(Velázquez-Zamora y col., 2012).  

Estos datos experimentales son importantes, porque sustentan la posibilidad de 

desarrollo y potencialidad de uso clínico de los SERMs como neuroprotectores, 

cuyas acciones estarían mediadas por la modulación de receptor a estrógeno cuya 

activación no induciría acciones y efectos estrogénicos indeseables. De hecho, el 

potencial neuroprotector del raloxifeno ha sido mostrado por estudios clínicos que 

muestran su eficacia en contra de procesos neurodegenerativos y del deterioro 

cognitivo en hombres ancianos (Goekoop y col., 2005; Goekoop y col. 2006) y en 

mujeres posmenopáusicas (Yaffe y col., 2005; Jacobsen y col., 2009; Baez-Jurado 

E. y col., 2019). 
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VI. JUSTIFICACIÓN 

En el proceso de envejecimiento, la disminución de las concentraciones sanguíneas 

y tisulares de hormonas gonadales secretadas por el ovario puede propiciar 

modificaciones de la estructura y el funcionamiento cerebral que favorezcan la 

presencia y progresión de trastornos neurodegenerativos. Por lo que la disminución 

y/o la ausencia de actividad estrogénica y la HCC pueden ser factores concurrentes 

de daño cerebral y deterioro cognoscitivo en mujeres pre y postmenopáusicas. Se 

ha mostrado que el raloxifeno, un compuesto representativo de los fármacos 

moduladores específicos de receptores a estradiol (SERMs) actúa con gran 

selectividad como agonista de receptores específicos de estrógenos en el cerebro. 

Resultados de estudios recientes realizados en nuestro laboratorio muestran que el 

tratamiento con raloxifeno impide el deterioro de la ejecución de tareas de memoria 

de trabajo espacial (dependiente en gran medida de la integridad morfológica y 

funcional del hipocampo), inducida por la hipoperfusión cerebral crónica, (reducción 

del orden de 35-45% del flujo sanguíneo cerebral) y la ausencia de estrógenos 

ováricos, en ratas. En estos procesos de deterioro funcional y de neuroprotección 

pueden estar involucradas modificaciones de la expresión y actividad de los 

Elementos de Respuesta Estrogénica (Syp, PSD-95 y Bcl-2), en el hipocampo por 

la reducción del flujo sanguíneo y/o por el efecto del raloxifeno.  

En estas condiciones la evaluación a largo plazo de la expresión del ARNm de los 

Elementos de Respuesta Estrogénica  (Syp, PSD-95 y Bcl-2), en el hipocampo (una 

de las regiones más vulnerables del cerebro) constituye un parámetro  indicador de 

mecanismos moleculares en repuesta contra el daño cerebral y en su caso de la 

eficacia y mecanismos de acción de un fármaco potencialmente neuroprotector, de 

acuerdo con los lineamientos establecidos por consenso para el estudio pre-clínico 

de fármacos neuroprotectores contra el daño. 

Se espera que los resultados de la investigación contribuyan a la sustentación de 

propuestas con posible aplicación en el manejo clínico-terapéutico de individuos 

expuestos a hipoperfusión cerebral crónica en ausencia de la actividad estrogénica 

durante el proceso de envejecimiento. 
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VII. HIPÓTESIS 

La administración de  raloxifeno modifica la expresión del ARNm de Elementos de 

Respuesta Estrogénica (Syp, PSD-95 y Bcl-2) en hipocampo, en condiciones de 

Hipoperfusión Cerebral Crónica y ovariectomía, en ratas. 

VIII. OBJETIVOS  

8.1. Objetivo General 

Determinar si la administración de raloxifeno tiene un efecto sobre la expresión del 

ARNm de Elementos de Respuesta Estrogénica (Syp, PSD-95 y Bcl-2) en 

hipocampo, en condiciones de Hipoperfusión Cerebral Crónica y ovariotomía. 

8.2. Objetivos Específicos 

 Determinar la expresión del ARNm de Elementos de Respuesta Estrogénica     

(Syp, PSD-95 y Bcl-2) en hipocampo, en la fase del ciclo estral de la rata con 

mayor actividad estrogénica (Proestro). 

 Determinar la expresión del ARNm de Elementos de Respuesta Estrogénica     

(Syp, PSD-95 y Bcl-2) en hipocampo, en condiciones de ovariectomía. 

 Determinar la expresión del ARNm de Elementos de Respuesta Estrogénica    

(Syp, PSD-95 y Bcl-2) en hipocampo, en condiciones de ovariectomía e 

hipoperfusión cerebral crónica. 

 Determinar la expresión del ARNm de Elementos de Respuesta Estrogénica   

(Syp, PSD-95 y Bcl-2) en hipocampo, en condiciones de ovariectomía, 

hipoperfusión cerebral crónica y tratamiento con raloxifeno. 
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IX. MATERIALES Y MÉTODOS 

El presente estudio se realizó en 30 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley, de 

13-14 meses de edad, con un peso de 250-300 g al inicio de los procedimientos 

experimentales, que fueron mantenidas en cajas de acrílico, bajo condiciones de 

ciclos de luz y oscuridad (12h/ 12h), a una temperatura de 23 ± 2o C, con provisión 

de comida (Rodent Laboratory Chow, Purina) y agua ad libitum. 

9.1. Aspectos éticos del proyecto 

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con los lineamientos 

establecidos en normas internacionales (Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals, 2011) y en las normas oficiales y lineamientos para el uso y cuidado de los 

animales de laboratorio en los Estados Unidos Mexicanos (Norma Oficial Mexicana 

062-ZOO, 1999; Guía Para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio. Instituto 

de Recursos Animales de Laboratorio. Consejo Superior de Investigaciones 

Científicas. Academia Nacional de Medicina. México, 2002). Se tomaron las 

medidas adecuadas para reducir al mínimo el riesgo de dolor y/o el sufrimiento de 

los animales en el curso de los procedimientos experimentales.  

9.2. Diseño Experimental  

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

Grupo Proestro (n=6), se evaluó  la expresión del ARNm  de Bcl-2, PSD-95 y Syp, 

durante la fase de Proestro del ciclo estral. 

Grupo OVX (n=6), se evaluó  la expresión del ARNm  de Bcl-2, PSD-95 y Syp, 60 

días después de ovariectomía bilateral. 

Grupo HCC (n=6)  se evaluó  la expresión del ARNm  de Bcl-2, PSD-95 y Syp, 30 

días después de oclusión y sección  bilateral de las arterias carótidas comunes. 

Grupo OVX+HCC+Veh (n=6), se evaluó  la expresión del ARNm  de Bcl-2, PSD-95 

y Syp, después de ovariectomía bilateral, Hipoperfusión Cerebral Crónica y 

administración de dimetíl sulfóxido al 15% en H2O estéril, 0.3 ml/día/ 30 días. 
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Grupo OVX+HCC+ Raloxifeno (n=6), se evaluó  la expresión del ARNm  de Bcl-2, 

PSD-95 y Syp, después de ovariectomía bilateral, Hipoperfusión Cerebral Crónica 

y administración de raloxifeno, 3.0 mg/kg/día/ 30 días, en solución de dimetíl 

sulfóxido al 15%. 

Los procedimientos quirúrgicos correspondientes a las distintas situaciones y 

grupos experimentales se realizaron bajo anestesia general (Xilazina, 10 mg/kg, IM 

/Ketamina, 50 mg/kg, IM). 

En particular los animales de los grupos OVX+HCC+Veh y OVX+HCC+Ralox  

fueron ovariectomizados y  catorce días después de la ovariectomía se realizaron 

los procedimientos anestésico/quirúrgicos del modelo de hipoperfusión cerebral 

crónica (Pappas B. y col., 1996; Farkas E. y col., 2007; Cechetti F. y col., 2010, 

2012a; 2012b): interrupción permanente del flujo sanguíneo mediante ligadura y 

sección de la arteria carótida común izquierda y siete días después, de la arteria 

carótida común derecha. 

En los animales del grupo OVX solamente se realizó ovariectomía. En los animales 

del grupo HCC se realizaron únicamente los procedimientos anestésico-quirúrgicos 

del modelo de hipoperfusión cerebral crónica. Luego de los procedimientos 

quirúrgicos se mantuvieron a los animales en condiciones controladas de 

temperatura e hidratación, y profilaxis de dolor e infección.   

9.3. Modelo de hipoperfusión cerebral crónica 

El modelo de hipoperfusión cerebral crónica se realizó, de acuerdo con los 

procedimientos quirúrgicos descritos previamente (Pappas y col., 1996; Farkas  y 

col., 2007; Cechetti y col., 2010, 2012a; 2012b): bajo anestesia general y 

condiciones asépticas.  Se localizó (microscopio estereoscópico Leica Mod. S6E) la 

arteria carótida común izquierda, la cual fue separada cuidadosamente del nervio 

vago, para colocar una doble ligadura (seda 5-0) antes de la bifurcación que da 

origen a las arterias carótidas interna y externa; en estas condiciones se cortó la 

arteria carótida común entre las ligaduras. Siete días después se repitió el 

procedimiento en la arteria carótida común derecha.  
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9.4. Evaluación de la expresión del ARNm de Syp, PSD-95 y Bcl-2 

Una vez realizados los procedimientos experimentales en los diferentes grupos se 

extrajeron los cerebros de cada uno de los animales y se procedió a la disección de 

las regiones cerebrales de interés, para el análisis de la expresión del ARNm 

(Tabatadze y Sato, 2014). 

Se disecó el tejido cerebral correspondiente al hipocampo, a partir de secciones del 

cerebro obtenidas mediante cortes coronales entre -2.50 mm y -4.50 mm hacia atrás 

del bregma, de acuerdo con las coordenadas esterotáxicas del Atlas de Paxinos, G. 

& Watson, (Paxinos y Watson, 2009). 

Las muestras de tejido cerebral obtenidas fueron colocadas  dentro de crio-tubos de 

1,5 ml libres ARNasas, congeladas y almacenadas a -20°C para su análisis 

posterior, siguiendo los procedimientos correspondientes descritos previamente 

(Tabatadze y Sato, 2014). 

9.4.1. Aislamiento de ARN. 

Las muestras de tejido fueron procesadas de acuerdo con  el protocolo TRIzol 

Reagent  Invitrogen: las muestras  fueron descongeladas en 700µl de TRIzol 

Reagant (Ambion) y homogeneizadas (3 pulsos) mediante un sonicador de tejido, 

se agregaron 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol, para después centrifugar 

a 12,000 x g durante 10 minutos a una temperatura de 4°C, se transfirió el 

sobrenadante a un tubo libre de ARNasas,  se agregó a dicho sobrenadante 0.5 ml 

de isopropanol por cada ml de TRIzol y se centrifugó a 12,000 x g durante 10 

minutos. 

Una vez centrifugado se retiró la fase acuosa del contenido del tubo y se re-

suspendió el contenido restante (pellet), en etanol al 75%, se centrifugó a 7500 x g 

durante 10 minutos a 4°C, se decantó el etanol, y re-disolvió el pellet en 30µl de 

solución (15%) de dicarbonato de dietilo en agua, se incubó durante 10 minutos a 

60 °C, y se almacenaron las muestras (-20º C).  
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9.4.2. Cuantificación de ARN 

La concentración de ARN, en las diferentes condiciones experimentales, se midió 

usando el NANODROP 2000 (Thermo scientific) con una absorbancia de 260 nm 

para evaluar el contenido total de ácido nucleico, a una absorbancia de 280 nm para 

determinar la pureza de la muestra, respecto a un “blanco”. Se calculó la relación 

A260 / A280 considerándose un valor de 2 como indicador de pureza (Tabatadze y 

Sato, 2014). 

9.4.3. Tratamiento de ARN con DNasa  

Las muestras de ARN obtenidas fueron procesadas para eliminar residuos de ADN 

genómico con  DNasa (Promega),  para la reacción se incubaron 2µg de RNA de la 

muestra con 1µl de buffer de DNasa  y 1 μl de DNAsa (1 U/μl, Promega) durante 30 

minutos a 37°C;  al término de la incubación se agregó 1µl de solución Stop 

(Promega) para la DNasa y se incubaron nuevamente las muestras 10 minutos a 

65°C. 

9.4.4. Síntesis de ADN complementario (ADNc) 

Una vez procesadas las  muestras de ARN con el sistema DNasa, estas fueron 

usadas en  la síntesis de ADNc mediante el sistema GoScript (Promega).  Por cada 

2 µg de ARN se agregaron 2 µl de Oligo DT 10 ng/µl (Promega) y se incubó durante 

5 minutos a 70°C, a continuación las muestras fueron colocadas en hielo. Las 

muestras se incubaron con un Mix (por cada 2 µg de RNA: 1µl de  Buffer M-MLV 

(5x), 1µl de dNTPs 10 Mm (Promega) 0.25 µl de inhibidor de RNasa 40 U/µl 

(Promega), 0.5 µl de MMVV Retrotranscriptasa 20 U/µl (Promega) aforando a un 

volumen final de 5 µl con agua libre de RNasas), durante 60 minutos a 37°C, a 

continuación se inactivó la Retrotranscriptasa mediante  incubación a 70°C durante 

10 minutos (Tabatadze y Sato, 2014). 

9.4.5. Cuantificación de ADNc 

La concentración de ADNc, en las diferentes condiciones experimentales, se midió 

usando el NANODROP 2000 (Thermo scientific) con una absorbancia de 260 nm 

para evaluar el total contenido de ácido nucleico, y a una absorbancia de 280 nm 

para determinar la pureza de la muestra, respecto a un “blanco”. Las muestras 
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fueron  diluidas en agua de grado molecular. Se calculó la relación A260 / A280 

considerándose una proporción de 1.9 como indicador de pureza.  

9.4.6. PCR punto final 

Se diseñaron las secuencias de oligonucleótidos para la determinación de la 

expresión de Syp, PSD-95  y Bcl-2  en hipocampo de rata (Tabla 1), con el programa 

DNASTAR (Primer desing). Para ello se utilizaron las secuencias del ARNm de la 

base de datos del Genbank del National Center for Biotechnology Information 

(NCBI). Las secuencias de oligonucleótidos se validaron por medio de la técnica de 

PCR punto final, para lo cual se utilizó lo siguiente: 12.5 µl de TB Green  Premix Ex 

Taq (Takara, Tli RNaseH Plus), 1 μl de oligo directo,  1 μl de oligo reverso, 1 μl de 

ADNc y 9.5 μl de agua de grado molecular. Las mezclas de los diferentes oligos se 

colocaron en un termociclador de gradiente de temperaturas (Applied Biosystems 

Veriti 96)  en donde la temperatura de desnaturalización fue de 94ºC durante 1 min, 

seguido por 30 s de desnaturalización a 94ºC;  35 ciclos de 40 s de alineamiento a 

62ºC para cada uno de los genes analizados, y 1 min de extensión a 72ºC, 

finalmente  un paso de extensión de 7 minutos a 72ºC. Al término del proceso se 

mantuvieron a 4ºC. Posteriormente se verificó que el producto de amplificación 

correspondiera con el tamaño esperado, en un gel de agarosa al 1.5%. 
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Tabla 1. Tabla de secuencias Oligonucleotidos. 

Gen Secuencia 5’ 3’ Tm Producto de 

Amplificación 

GAPDH  Directo CACGGCAAGTTCAACGGCACAGT 

Reverso TCAGCGGAAGGGGCGGAGAT 

62°C 210 pb 

PSD95  Directo GATAGACGGCCGGGATTACCACTT 

Reverso AGGGAGCGGGGACGATGA 

62°C 300 pb 

Syp Directo TCGGCTGAGCGTGGAGTGTGC  

Reverso CAGGGCCCCCATGGAGTAGAGG 

62°C 200 pb 

Bcl-2 Directo 5’-CCTGAGAGCAACCGAACGCCC-3’ 

Reverso 5’-CCACAAAGGCATCCCAGCCTC-3’ 

69°C 433 pb 

 

9.4.7. PCR tiempo real 

La expresión relativa del ARNm se determinó mediante PCR en tiempo real. En esta 

técnica se utilizaron 1 μl (250 ng) de ADNc, 5 μl TB Green  Premix Ex Taq (Takara, 

Tli RNaseH Plus), 1 μl de oligonucleótido directo (10 μM/µl, OPERON, EUROFIMS), 

1 μl de oligonucleótido inverso (10 μM/µl, OPERON, EUROFIMS), y 2 μl de agua 

grado biología molecular, para obtener un volumen final de 10 μl por reacción. Se 

utilizó un termociclador para tiempo real (Bio-Rad CFX96). La temperatura inicial de 

desnaturalización fue de 95ºC durante 5 min, seguido de 39 ciclos con 10 s de 

desnaturalización a 94ºC; 30 s de alineamiento a 62 °C para cada uno de los genes 

analizados; y 30 s de extensión a 72ºC. Se normalizaron los datos y se analizaron 

por el método delta-delta CT. Se realizaron triplicados de cada muestra. 
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X. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se obtuvieron por triplicado y fueron evaluados mediante un análisis 

de varianza (ANOVA de una vía), seguido por la comparación múltiple de Tukey 

Post Hoc con el paquete estadístico GraphPad Prism 5. Los resultados se 

reportaron como el promedio ± el error estándar (EE), con nivel de significancia 

estadística de p <0.05 para la comparación entre los grupos experimentales. 
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XI. RESULTADOS  

En la  figura 1 se muestran los resultados de la expresión relativa del ARNm de Syp 

en homogenados de hipocampo de los distintos grupos experimentales. Puede 

observarse una reducción significativa de la  expresión del ARNm de Syp en los 

grupos con HCC, OVX así como OVX+HCC+Veh, con respecto al grupo Proestro. 

Así mismo en el grupo OVX+HCC+Raloxifeno la expresión relativa del ARNm de 

Syp fue similar a la observada en el grupo Proestro y significativamente mayor que 

la observada en los grupos HCC, OVX así como OVX+HCC+Veh. 

 

 

 

Fig. 1. Expresión relativa  del ARNm de  Syp en el hipocampo, en  distintas 

condiciones  experimentales.  Los valores en la ordenada corresponden al 

porcentaje de cambio en la expresión del ARNm con respecto a la expresión del 

ARNm del gen de referencia (GAPDH).  Media ± Desviación Estándar. Prueba 

Tukey  Post Hoc.  *p<0,0005 Vs Proestro; + p<0,0005 Vs Raloxifeno. 
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En la figura 2 se muestran los resultados  de la expresión relativa del ARNm de 

PSD-95 en homogenados de hipocampo de los distintos grupos experimentales. Se 

observó un incremento significativo de expresión relativa del ARNm en el grupo 

OVX+HCC+Raloxifeno, con respecto a los demás grupos experimentales. No se 

encontraron diferencias significativas entre los grupos Proestro, HCC, OVX así 

como OVX+HCC+Veh.  

 

Fig. 2. Expresión relativa  del ARNm de  PSD-95 en el hipocampo, en  distintas 

condiciones  experimentales. Los valores corresponden al porcentaje de cambio en 

la expresión del ARNm con respecto a la expresión del ARNm del gen de referencia 

(GAPDH). Media ± Desviación Estándar. Prueba Tukey  Post Hoc. *p<0,0005 Vs   

Cualquiera de las otras condiciones experimentales.  

 

 

 

 

P
ro

es
tr
o

 H
C
C

 O
V
X

O
V
X+H

C
C
+Veh

O
V
X+H

C
C
+R

al
ox 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5 *

P
S

D
-9

5
 e

x
p

re
s
ió

n
 A

R
N

m



Evaluación de la expresión del ARNm de Elementos de Respuesta Estrogénica en hipocampo, en condiciones 
de hipoperfusión cerebral crónica y tratamiento neuroprotector con raloxifeno 

 
 
I.B.T. Carmen Alicia Viveros García  31 

 

En la figura 3 se muestran los resultados de la expresión relativa del ARNm de  

Bcl-2 en homogenados de hipocampo de los distintos grupos experimentales.  Se 

observó un incremento significativo de expresión relativa del ARNm en el grupo OVX  

con  respecto a los grupos Proestro y Raloxifeno. Así mismo  la expresión del ARNm 

en el grupo  OVX+HCC+Veh fue significativamente mayor en comparación con los  

grupos Proestro, HCC, OVX y OVX+HCC+Raloxifeno. 

 

 

 

Fig. 3. Expresión relativa  del ARNm de  Bcl-2 en el hipocampo, en  distintas 

condiciones  experimentales. Los valores corresponden al porcentaje de cambio en 

la expresión del ARNm con respecto a la expresión del ARNm del gen de referencia 

(GAPDH).  Media ± Desviación Estándar. Prueba Tukey  Post Hoc. *p<0,05 Vs 

Proestro;   **p<0,0005 Vs Proestro; + p<0,05 Vs  Raloxifeno; ++ p<0,0005 Vs 

Raloxifeno. ɛ p<0,05 Vs HCC;  ɛ ɛ p<0,0005 Vs HCC;   Ɵ p<0,05 Vs OVX;   
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XII. DISCUSIÓN  

Las funciones cognoscitivas constituyen una de las formas de expresión más 

importantes de la actividad cerebral; así, la incorporación y el almacenamiento de 

información acerca de las propias características individuales y de los 

acontecimientos del entorno a través de las distintas modalidades sensoriales, 

forma parte de procesos cerebrales que dan lugar a patrones de conducta, formas 

de pensamiento, toma de decisiones, juicios de valor, entre otros. En estas 

condiciones, las alteraciones de la estructura y/o del funcionamiento cerebral 

pueden dar lugar a diferentes grados de alteración de las funciones cognoscitivas, 

desde el deterioro cognoscitivo leve hasta formas graves de demencia (Siegelbaum 

y Kandel, 2013). 

Los circuitos neuronales del hipocampo dorsal, incluyendo el cuerno de Amón y el 

giro dentado son estructuras cerebrales de cuya integridad morfológica y funcional 

depende la codificación de la información durante el aprendizaje, para la formación 

de la memoria espacial, la memoria episódica y la memoria declarativa (Siegelbaum 

y Kandel, 2013; Amaral y Lavenex, 2007).  

En estas estructuras el flujo de información aferente y en los propios circuitos 

neuronales del hipocampo, a través de procesos de comunicación celular sináptica 

excitatoria e inhibitoria (Glutamato, GABA, Acetilcolina) constituye un aspecto 

fundamental para su funcionamiento y su relación, a través de conexiones 

eferentes, con otras estructuras cerebrales involucradas en las funciones 

cognoscitivas (Tsien, 2006, Klausberger, 2009).  

En este sentido, se ha mostrado que, en condiciones fisiológicas, diversos factores 

endógenos y exógenos pueden influir sobre la estructura y el funcionamiento del 

hipocampo dando lugar a modificaciones de la eficiencia de las funciones 

cognoscitivas (Gould, 2007). Tal es el caso de los efectos de los estrógenos en los 

procesos de plasticidad y conectividad sináptica en estructuras cerebrales tales 

como el hipocampo, el hipotálamo y la corteza cerebral (McEwen y col, 1995; 

González-Burgos y col, 2005; Liu y col, 2008; Spencer et al, 2008; González-Burgos, 

2009; Méndez y col, 2011; Moralí y Cervantes, 2014; Zhu, 2017; Engler-Chiurazzi  
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y col. 2017). En estas condiciones se ha descrito entre los Elementos de Respuesta 

Estrogénica, la  activación de procesos genómicos que culminan con la síntesis de 

proteínas estructurales y/o reguladoras, que finalmente quedarían ubicadas en las 

sinapsis. De hecho las variaciones en la expresión génica y en la síntesis de las 

proteínas Syp, PSD-95 y otras consideradas como marcadores de sinaptogénesis, 

durante el ciclo estral en la rata se han atribuido a las variaciones de la secreción  

de E2 por el ovario y por el tejido cerebral y su interacción con receptores 

estrogénicos en las células nerviosas (Kretz y col. 2004, Zhu y col. 2017, Liu  y col. 

2008, Akama y col. 2003). En cambio, la supresión de la secreción de estrógenos 

por el ovario y la consiguiente reducción de acciones estrogénicas en el tejido 

cerebral, en ratas ovariectomizadas, da lugar a la reducción de la síntesis de estos 

marcadores de sinaptogénesis (Liu y col. 2008, Sharma y col. 2007). 

Por otra parte, las consecuencias de la reducción del flujo sanguíneo sobre la 

conectividad de los circuitos neuronales en estructuras cerebrales vulnerables, 

como el hipocampo (Araki y col., 1989; Kogure, 1993; Lipton, 1999), ha sido 

estudiada, en modelos experimentales mediante marcadores de conectividad 

(Synaptofisina y PSD-95) ubicados en estructuras celulares pre- y post-sinápticas 

(Zhu y col., 2017; Neumann y col., 2013; Ishimaru y col., 2001; Liu y col., 2018; Yan 

y col., 2013). Los resultados de estos estudios sustentan el deterioro de la 

conectividad sináptica del hipocampo y la corteza cerebral en condiciones de 

isquemia cerebral global aguda, isquemia focal aguda, o hipoperfusión cerebral 

crónica.  

La relación de los elementos de respuesta estrogénica, con procesos celulares que 

dan lugar a la síntesis de proteínas estructurales y/o reguladoras involucradas en la 

sinaptogénesis y la eficiencia de la ejecución de funciones cognoscitivas 

dependientes del hipocampo ha sido planteada como un fenómeno relevante en la 

influencia estrogénica sobre los procesos  neurales (Moralí y Cervantes, 2014; 

Raghava y col., 2017) 
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Los resultados del presente estudio coinciden con la reducción de la expresión de 

Syp reportada en la literatura, luego de ovariectomia (Zhu y col., 2017; Liu y col., 

2008, Sharma y col., 2007) o hipoperfusión cerebral crónica (Wang y col., 2010; Zhu 

y col., 2011; Zhao y col., 2012; Wang y col., 2019; Zhu y col., 2011).  En efecto, la 

ovariectomía, la hipoperfusión cerebral crónica, así como la ovariectomía  seguida 

de hipoperfusión cerebral crónica provocaron una reducción significativa en la 

expresión del ARNm de Syp, en comparación con expresión del mismo marcador  

en ratas durante el proestro.  

Entre los resultados del presente estudio destaca el efecto de la administración a 

largo plazo de raloxifeno, en condiciones de ovariectomía e hipoperfusión cerebral 

crónica. En este grupo la expresión de ARNm de Syp es prácticamente la misma 

que en ratas intactas en proestro y significativamente mayor (el doble de magnitud) 

que la observada luego de ovariectomía, en el curso de hipoperfusión cerebral 

crónica, o cuando coinciden ambas situaciones.    

Estos resultados sugieren la posible activación de elementos de respuesta 

estrogénica por la interacción del raloxifeno con receptores a estradiol en el 

hipocampo, con posibles consecuencias en la preservación de componentes pre- y 

post-sinápticos en los circuitos neuronales de esta estructura, así como la posible 

interferencia del raloxifeno con los mecanismos de daño atribuibles a la reducción 

del flujo sanguineo. Sin embargo, estas posibles interpretaciones quedarían 

limitadas, dado que en el presente estudio la expresión de ARNm de Syp y PSD-95 

no fue complementada por la determinación de la proteína correspondiente. 

A este respecto, puede comentarse que el incremento de la sinaptogénesis descrito 

como un efecto de raloxifeno en las neuronas piramidales del hipocampo y de la 

corteza prefrontal (González-Burgos y col., 2012; Velázquez-Zamora y col., 2012), 

usando como indicadores la densidad, morfología y proporciones relativas de 

distintos tipos de espinas dendríticas, implica procesos genómicos que deben 

culminar con la síntesis, de componentes de las estructuras sinápticas.  

Por otra parte, en el presente estudio se observó un notable incremento de la 

expresión de  ARNm  de Bcl-2 en el hipocampo, en condiciones de hipoperfusión 
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cerebral crónica y ausencia de secreción de estrógenos ováricos. A este respecto, 

se ha descrito que la reducción del flujo sanguíneo puede provocar la activación de 

genes que dan lugar a complejas alteraciones en la actividad de factores 

transcripcionales (TFs) y genes de respuesta temprana (IEGs) que pueden dar por 

resultado no solo daño y muerte neuronal sino procesos de supervivencia, 

reparación neuronal y remodelación del tejido nervioso, en los que están 

involucrados factores tales como BDNF, NF-kB, HIF-1, CREB (Kitagawa y col., 

1998; Meller y col., 2005; Rickhag y col., 2007). Entre estos mecanismos de 

supervivencia neuronal destacan la modulación de genes involucrados en el 

balance de procesos celulares pro- y anti-apoptóticos, en favor de la expresión de 

genes de la familia Bcl-2 y la síntesis de proteínas correspondientes, con actividad 

anti-apoptótica (Rami y col., 2008; Kased y col., 2002; Konig y col., 2005; Duckworth 

y col., 2006; Meller y col., 2005).   

En este sentido, los resultados del presente estudio podrían ser interpretados como 

parte de posibles mecanismos de supervivencia y preservación de la integridad del 

sustrato neural, inducidos por la reducción del flujo sanguíneo. De hecho, la sobre 

expresión de Bcl-2 ha sido descrita en diversos modelos experimentales de 

isquemia cerebral (Chen y col., 1997, Wang y col., 2015; Zhao y col., 2003). Sin 

embargo, en el presente estudio, la sola reducción del flujo sanguíneo por 

hipoperfusión cerebral crónica no dio lugar a modificaciones significativas en la 

expresión del ARNm de Bcl-2, en comparación con los animales intactos en 

proestro.  

En cambio, la sola ovariectomía provocó un incremento significativo de la expresión 

del ARNm de Bcl-2 en comparación con animales intactos bajo las acciones 

estrogénicas en cerebro, atribuibles a concentraciones plasmáticas elevadas de 

estradiol, durante el ciclo estral (proestro). Este resultado no podría ser explicado 

con base en los datos disponibles en la literatura, en los cuales se ha descrito la 

reducción significativa de la expresión del ARNm de Bcl-2 atribuible a la carencia de 

estrógenos ováricos luego  de ovariectomía (García Segura y col., 1998; Armagan 

y col., 2009; Zhang y col., 2017). 
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Asumiendo que el incremento de la expresión del ARNm de Bcl-2 esté relacionado 

con la activación de mecanismos de sobrevivencia celular, inducidos por las 

alteraciones resultantes de la reducción del flujo sanguíneo y/o la reducción de 

acciones estrogénicas dependientes de la secreción ovárica de estradiol, cabría la 

posibilidad de que el tratamiento con raloxifeno ejerciera efectos neuroprotectores 

previniendo o reduciendo las consecuencias de los mecanismos de daño neuronal 

y de esta manera mantuviera, en el presente estudio,  la expresión del ARNm de 

Bcl-2 en los mismos niveles observados en los animales intactos en proestro.   
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XIII. CONCLUSIÓN  

 

Los resultados del presente estudio sugieren: 

 La activación de Elementos de Respuesta Estrogénica, involucrados en 

procesos de conectividad sináptica en los circuitos neuronales del 

hipocampo, en condiciones de HCC y/o ausencia de secreción ovárica de 

estrógenos.  

 El raloxifeno mantiene  condiciones de supervivencia neuronal, 

dependientes de las acciones antiapoptoticas de Bcl-2, semejantes a las de 

los animales intactos en proestro, en condiciones de HCC y ausencia se 

secreción ovárica de estrógenos.  

 En contraste, la ausencia de secreción de estrógenos ováricos coincidente 

o no con HCC, promueve mecanismos de supervivencia neuronal a través 

del incremento de procesos antiapoptóticos dependientes de Bcl-2. 
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