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RESUMEN

Antecedentes.

Diversas evidencias acerca de las modificaciones de las funciones cerebrales
asociadas al proceso de envejecimiento en los seres humanos, muestran que el
deterioro lentamente progresivo de algunas de las capacidades cognoscitivas
forma parte de las alteraciones tempranas del envejecimiento cerebral. Este es el
caso del aprendizaje y de la memoria espacial, cuyas alteraciones hacen aparente
la modificacion temprana del funcionamiento del hipocampo durante el
envejecimiento, aun en ausencia de otras patologias cerebrales asociadas.
Asimismo, la influencia de factores genéticos, ambientales y fisiopatologicos sobre
la integridad morfoldgica y funcional del hipocampo y otras estructuras cerebrales
involucradas en la integracién de esta y otras capacidades cognoscitivas puede
incrementar de manera importante la velocidad del deterioro de estas durante el
envejecimiento. De ahi la importancia de los procedimientos de neuroproteccion
para la preservacion de la funciones cognoscitivas en los individuos viejos.
Objetivo.

Evaluar los efectos de la melatonina sobre las alteraciones del aprendizaje y la
memoria de referencia y de trabajo espacial asociadas al envejecimiento cerebral
en ratas.

Métodos.

Se evaluaron el curso temporal del aprendizaje, la memoria de referencia espacial
y la memoria de trabajo espacial mediante la ejecucién de tareas especificas en el

laberinto acuatico de Morris y el laberinto de 8 brazos de Olton en dos grupos de



ratas a los 18 y a los 24 meses de edad. Los animales del grupo 1 (grupo con
tratamiento) recibieron melatonina, 5mg / kg / dia, por via oral, durante el periodo
comprendido entre los 18 y los 24 meses de edad. Los animales del grupo 2 (sin
tratamiento) recibieron de la misma manera y durante el mismo periodo vehiculo
de melatonina.

Resultados.

En los animales que recibieron crénicamente el vehiculo de la melatonina, se
observd una reduccidon significativa de la velocidad de aprendizaje y menor
capacidad de orientacion espacial en el laberinto acuatico de Morris a los 24
meses de edad en comparacién con los resultados del mismo grupo a los 18
meses de edad. En cambio, los animales tratados con melatonina presentaron las
mismas caracteristicas de ejecucién de estas pruebas a los 18 y a los 24 meses
de edad y con velocidad de aprendizaje significativamente mejor que el grupo sin
tratamiento. La evaluacion de la memoria de trabajo y de la memoria espacial en
el laberinto de 8 brazos de Olton no mostré diferencias significativas entre ambos
grupos, ni entre las edades de 18 y 24 meses.

Conclusiones.

El tratamiento crénico con melatonina previno las alteraciones del aprendizaje y la
memoria espacial asociadas al envejecimiento temprano en la rata, sugiriendo la
existencia de un efecto neuroprotector de éste compuesto sobre la integridad

funcional del hipocampo durante el envejecimiento cerebral.

Palabras clave: melatonina, envejecimiento, funciones cognoscitivas, ratas



SUMMARY

Introduction.

Several evidences have shown that a slow progressive deterioration of some
cognitive functions is a main component of early cerebral alterations of ageing in
human beings. Thus, the decline in the efficiency of spatial learning and memory
makes apparent changes of hippocampal functioning occurring at early stages of
ageing, even in absence of concurrent cerebral pathologies. Besides, genetic,
environmental and pathophysiologic factors could increase the rate of deterioration
of cognitive functions along ageing, through their actions on the structure and the
functioning of the hippocampus, as well as other brain structures mainly involved in
the their integration. Hence, neuroprotective procedures could be relevant in order
to a preservation of efficient cognitive functions in old individuals.

Objective.

The assessment of the effects of melatonin on alterations of cognitive functions,
spatial learning and spatial and working memory associated with cerebral ageing in
rats was the main objective of the present work.

Methods.

The temporal course of spatial learning and spatial and working memory were
evaluated through the performance of two different groups of rats at 18 and 24
months of age, in the Morris’ water maze and in the Olton’s radial eight arms maze.
Animals in the group 1 (treated group) received melatonin, 5 mg / kg / day po, for
six months, while animals in the group 2 (untreated group) received the melatonin

vehicle.



Results.

A significant delay in the rate of learning and a less ability for spatial orientation,
were observed in the untreated group at the age of 24 months as compared to the
same group at the age of 18 months or the treated group at the age of 24 months.
By contrast no differences in the Morris’ water maze performance were found in
the treated group at the age of 18 or 24 months. Parameters of working and spatial
memory in the Olton radial maze did not significant differ between treated and
untreated groups at the age of 18 or 24 months.

Conclusions.

Melatonin treatment prevents the alterations of spatial learning and spatial and
working memory associated to ageing in rats, suggesting the presence of a
neuroprotective effect of melatonin on the functional integrity of the hippocampus

during the brain ageing.

Key words: melatonin, ageing, cognitive functions, rats.



INTRODUCCION

A partir de las ultimas décadas del siglo XX, se han acumulado evidencias que
muestran que la poblacion mundial esta envejeciendo y la proporcion de
individuos mayores de 65 afnos se duplicara en los proximos 40 afos. Asimismo,
se ha identificado el fenédmeno del incremento de la esperanza de vida de los
individuos al momento del nacimiento y se han calculado las edades promedio de
esperanza de vida en diferentes grupos poblacionales. De esta manera se ha
determinado que la esperanza de vida para el afo 2050 sera de 83.05 anos en
Francia, de 80.5 afnos en Estados Unidos de Norte América y de 90.9 anos en el
Japén. El vivir mas es un logro pero también un reto para la preservacion de la
salud, que ha sido enfrentado en muchos paises mediante la investigacién de
procedimientos que deben promoverse y ponerse en practica a lo largo de la vida
con el fin de acceder a la edad avanzada en buen estado de salud fisica, mental,
intelectual con integracion familiar y social y con buena calidad de vida (1-3).

Los formidables avances en la prevencién y tratamiento de muchas enfermedades
del recién nacido, el infante y el adulto que dejadas a su curso natural limitaban
grandemente su esperanza de vida, han dado lugar actualmente a una situacion
paradodjica en la que la presencia de dichas enfermedades y las caracteristicas de
su evoluciéon no se asocian con grandes tasas de mortalidad en los individuos
menores de 60 anos; en cambio inciden de manera directa en un gran incremento
de la morbilidad y en menor proporcion en la mortalidad durante la etapa de la
vejez. Asimismo, diversas enfermedades que se inician durante la edad adulta van

adquiriendo progresivamente dimensiones fisiopatoldégicas de gran magnitud
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conforme se alcanzan edades cada vez mayores en el curso del envejecimiento a
partir de los 60 afios de edad (4).

El envejecimiento, por otra parte, es un proceso biolégico inevitable, caracterizado
por la declinacién general de las funciones fisioldgicas, incluyendo las funciones
cerebrales. Las causas especificas del deterioro funcional asociado al
envejecimiento son desconocidas, sin embargo, se han propuesto y discutido
varias teorias al respecto (5-9).

Asi, Weismann, en 1892 (9) propuso una teoria de tipo evolucionista que pretende
explicar el envejecimiento, lo mismo que la muerte, como un fenédmeno previsto
de acuerdo con reglas de la evolucion, en el sentido de que la magnitud de las
poblaciones no lleguen a la saturacion del espacio vital y se asegure en todo
momento la nutricién de los seres vivos. A partir de esta teoria se han sefialado
mas de 300 propuestas referentes al proceso de envejecimiento desde varios
enfoques, sustentadas frecuentemente en abundante informaciéon y con no pocas
contradicciones. Entre otros, Goldstein y colaboradores (9) han agrupado a las
teorias que explican el proceso de envejecimiento en dos categorias: estocasticas
y no estocasticas.

Las primeras proponen que el envejecimiento seria el resultado de la suma de
alteraciones organicas que ocurren en forma aleatoria, y se acumulan a lo largo
del tiempo, e incluyen a fendbmenos tales como el error catastrofico y el
entrecruzamiento de genes, el “desgaste” de las estructuras anatémicas y de los
mecanismos celulares; asi como el impacto de los radicales libres en diversos
aspectos de la estructura y del funcionamiento celulares como causas del

envejecimiento (9).
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Por otra parte en las teorias no estocésticas se supone que el proceso de
envejecimiento estaria predeterminado y los fendmenos genéticos, asi como la
operacion de estructuras celulares marcapasos serian determinantes de dicho
proceso (9).

Tanto las teorias estocasticas como no estocasticas referentes al envejecimiento
pueden ser agrupadas de acuerdo al nivel de organizacién biolégica de los
fenbmenos en estudio; de esta manera pueden ser expresadas en términos de
procesos moleculares/celulares o de procesos en érganos y sistemas.

Las teorias basadas en fendmenos celulares/moleculares proponen que la
expectativa de vida de cualquier especie depende de la existencia y la expresién
de genes que determinan las caracteristicas de las células que constituyen los
distintos 6rganos y sistemas e influyen decisivamente de esta manera, en sus
estructuras y en sus funciones, tanto en lo que se refiere a las complejas
interacciones entre los componentes del medio interno de los individuos, como a
las interacciones de estos con el medio ambiente. Se asume que existe algun
programa genético que determina la maxima expectativa de vida para cada
especie, en funcién de la duracién de tres fases de la vida: desarrollo,
reproduccion y senectud. La expresién del programa genético que regula la
duracion de la vida puede ser alterado por varios factores que afectan a los
caracteristicas morfologicas y funcionales de las células que forman los diferentes
organos y sistemas de los individuos. Tal es el caso de modificaciones del
contenido genético inducidas por restriccién del coddn, por mutaciones somaticas,
errores catastroficos o alteraciones en las caracteristicas de la propia regulacion

genética y de los telémeros (9). Asi mismo, la disminucién de la intensidad con
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que operan los mecanismos de seleccidn natural como una consecuencia de la
progresion de la edad de las células somaticas adultas y la inadecuada proteccion
de las células que envejecen en contra del dafo producido por radicales libres,
también han sido senalados como factores concurrentes en el proceso de
envejecimiento celular (9).

Las teorias que se basan en el andlisis de la estructura y de las funciones que
tienen lugar en 6rganos y sistemas para abordar el proceso de envejecimiento
muestran que sus caracteristicas morfolégicas y funcionales cambian con el
transcurso de la edad. En particular se ha dado mucha importancia a las
modificaciones del sistema inmunoldgico con el transcurso de la edad; asi como a
las modificaciones de las distintas funciones organicas que dependen de la
presencia y acciones de diversas hormonas, en funcién del curso temporal de
cambios de la secrecion de diversas glandulas endocrinas conforme transcurre el
envejecimiento (9).

En este sentido, los cambios en la estructura y las funciones correspondientes a
cada uno de los drganos vy sistemas que forman parte de los individuos en el
transcurso del proceso de envejecimiento ha sido motivo de interés en este campo
del conocimiento. Entre ellos se han destacado algunos por la constancia de su
asociacién con el envejecimiento.

Asi, se ha descrito que la capacidad de llenado diastélico del ventriculo izquierdo
disminuye progresivamente a partir de los 20 anos de edad, de manera que a los
80 anos se encuentra reducida en mas del 50%, y que el envejecimiento favorece
la hipertrofia ventricular izquierda, la insuficiencia cardiaca y la fibrilacion

ventricular. Asi mismo, diversas modificaciones de la modulacién simpatica del
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sistema cardiovascular que ocurren en los viejos, se traducen en alteraciones de
la frecuencia cardiaca, de la sobrecarga (vascular y cardiaca), la contractibilidad

miocardica y la redistribucion de flujo (10).

En el envejecimiento la capacidad de adaptacién de las redes vasculares
arteriales juegan un papel muy importante en las caracteristicas hemodinamicas
del aparato cardiovascular. En el transcurso del envejecimiento, ocurren cambios
estructurales y funcionales en la circulacion arterial que pueden dar lugar a
diversas alteraciones del flujo sanguineo, a las que se agregan en muchos casos
la presencia y evolucion progresiva de ateroesclerosis, y anormalidades en las
redes microvasculares. Las alteraciones en la pared de los grandes vasos, las
arterias de calibre mediano y de pequefio, asi como las ateriolas consisten en
acumulacién de sales de calcio, desgaste y fragmentacion de la elastina, e
incremento en el numero de fibras de colageno que tienden a incrementar la
rigidez y a reducir la “compliansa” caracteristica de la pared vascular normal. Las
adaptaciones hemodinamicas asociados con la edad en los vasos pequenos se
caracterizan por cambios en la resistencia periférica que da lugar a disminucién de
la densidad capilar y cambios en el grosor de la capa media. Asimismo, las
modificaciones de la funcién endotelial, de las caracteristicas de la elastina y de
los elementos musculares de los vasos pequefnios asociados al envejecimiento

contribuyen a la generacion de diversas alteraciones hemodinamicas (11).

El envejecimiento per se esta asociado a cambios fisiol6gicos importantes que
conducen a la declinacion del funcionamiento pulmonar, en términos de la

magnitud del intercambio gaseoso y del control respiratorio, que se han atribuido
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a la disminucion de la fuerza de los musculos respiratorios, incluyendo el
diafragma, la disminucion de la elasticidad pulmonar y el incremento en la
resistencia de la pared del térax (12). Ademas, se ha sefialado que la reduccion
progresiva de las fibras de elastina, la disfuncion mucociliar, la dilatacién de
espacios aéreos y la mayor repercusion de los procesos inflamatorios, contribuyen

a las alteraciones pulmonares durante el envejecimiento (12).

Los cambios del sistema inmunolégico asociados al proceso de envejecimiento
afectan la capacidad del individuo para mantener el control inmunolégico sobre
agentes infecciosos e influyen en el desarrollo de enfermedades atribuidas al
menos en parte a modificaciones de la respuesta inmune, la pérdida importante
de la capacidad fagocitica de las células, la disminucion de la proliferacién de
células T y B, el aumento de la generacién de radicales libres y de compuestos
proinflamatorios: interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-0), interleucina 8 (IL-8) etc, son algunos de los fendmenos
determinantes de las caracteristicas del sistema inmunologico durante el
envejecimiento (13).

La declinacién de la esteroidogénesis y de la actividad secretora gonadal, el
incremento concomitante de gonadotrofinas, asi como diversas modificaciones de
la bioconversion de progestagenos, androgenos y estrégenos son modificaciones
del sistema endocrino caracteristicas del envejecimiento que se han relacionado
con la pérdida de las funciones reproductoras de los individuos, lo mismo que
otros aspectos funcionales de érganos y sistemas diferentes a los 6rganos

reproductores, que son en gran medida dependientes de las acciones de dichas
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hormonas gonadales. Entre ellos, se ha prestado especial atencién a las funciones
cerebrales (funciones cognoscitivas, conducta, fenédmenos motores, etc.) en cuya
integracién influyen los esteroides neuroactivos y que presentan cambios
importantes y progresivos a partir de la menopausia en los seres humanos. Un
fendomeno similar asociado al envejecimiento, aunque de menor magnitud, ocurre
en el sistema hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal; lo mismo que la reduccién de la
secrecién y las concentraciones plasmaticas de hormona de crecimiento y de los
componentes del sustrato endocrino de regulacion de las concentraciones de
calcio (13).

La disminucion de las concentraciones de hormonas tales como
dehidroepiandrosterona, estrogenos y testosterona asociadas al envejecimiento se
pueden relacionar con el incremento en los niveles de factor de necrosis tumoral k
(FNT-K) y de interleucina 6 (IL-6), que ha su vez puede inhibir la produccién y
secrecion de hormonas (13).

Los patrones de secrecion en la mayoria de las hormonas hipofisiarias, gonadales
y suprarrenales tienen ritmos circadicos con un maximo y un minimo en cada
periodo de 24 h, y pueden servir como ejemplo de muchos otros procesos
bioldgicos que se ajustan a variaciones circadianas de acuerdo con la actividad de
marcapasos 0 “relojes biologicos” enddégenos (ndcleo supraquiasmatico) y/o
cambios circadicos de las caracteristicas del medio ambiente (luz-oscuridad) (14).
El envejecimiento tiene influencia sobre la amplitud y periodo de muchos de los
ritmos circadianos, algunos que se afectan mas que otros pueden llevar a la
pérdida o al deterioro de la organizaciéon temporal de funciones importantes como

los patrones de sueno-vigilia, la ingesta de alimentos y la secrecion hormonal. En



16

general las alteraciones de las caracteristicas circadianas de muchas funciones
que se observan en los viejos se han atribuido a modificaciones del
funcionamiento de los “relojes biol6gicos” enddgenos (14). Entre estos destaca la
sintesis y secrecion circadica de melatonina por parte de la glandula pineal con un
maximo durante la parte de oscuridad y un minimo durante la parte de luz del
periodo de 24 hrs. Estas variaciones circadicas se atenuan notablemente con el
transcurso de la edad, de tal manera que los valores maximos de los indicadores
de la secreciébn de melatonina y sus consecuencias sobre su concentracién
plasmatica y tisular en los individuos viejos corresponde a valores 5 a 10 veces
menores que en los individuos jovenes. Este fendmeno se ha observado en seres
humanos y en diferentes especies de animales de experimentacion y es
especialmente notable en aquellos que dependen en mayor medida de los ciclos

de luz y oscuridad (14 -15).

El metabolismo energético se modifica de manera importante durante el proceso
de envejecimiento (16). La pérdida progresiva de masa corporal, la menor
capacidad en el mantenimiento metabdlico de las funciones corporales y el
deterioro del control homeostatico del metabolismo energético son algunos
resultados de los cambios del metabolismo energético asociados al
envejecimiento. En muchos casos estas condiciones favorecen la disminucién del
metabolismo basal con pérdidas de la funcion calorigénica y de la regulacién
térmica, la tendencia creciente a la hiperglucemia en ayuno e intolerancia a la
glucosa, y el desarrollo de diabetes especialmente la forma tipo 2, aumento de la

glucosilacion no enzimatica de proteinas funcionales y estructurales, desarrollo de
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estrés oxidativo, de estados de hiperlipidemia e hipercolesterolemia acompanados
de presencia de lipoproteinas oxidadas, particularmente lipoproteinas de baja
densidad (LDL), de gran repercusion en los procesos de aterogénesis vascular,

descenso global de la sintesis de proteinas y la menor velocidad de su recambio.

En el envejecimiento las alteraciones que ocurren en el sistema esquelético se
centran en la funcionalidad de los factores de crecimiento a nivel local de las
articulaciones o a través de la circulacién, que pueden afectar la capacidad para
sanar cuando se presentan lesiones a nivel del cartilago o para regular la
formacion de hueso nuevo. Las concentraciones de hormonas de crecimiento
(HG), insulina, e factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1) como factores
de crecimiento han recibido mucha atencién debido a sus efectos anabdlicos a
nivel de cartilago y hueso (17).
Envejecimiento y sistema nervioso central

Es evidente que conforme avanza la edad las caracteristicas morfolégicas y
funcionales del sistema nervioso, principalmente del cerebro, van cambiando. A
partir de la edad adulta conforme aumenta la edad, especialmente a partir de los
60 anos, se considera que las capacidades de los individuos en lo que respecta a
las funciones que dependen principalmente de la actividad cerebral tienden a
declinar progresivamente (figura 1), si bien la rapidez con que ocurren estos
cambios y la naturaleza de los mismos son diferentes en condiciones de
envejecimiento exitoso, en contraste con lo que ocurre cuando el envejecimiento
transcurre bajo condiciones ambientales y/o patologias capaces de afectar de

manera directa o indirecta a las estructuras y al funcionamiento cerebral.
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En la figura 1 se ilustran distintas posibilidades en el curso temporal de las
alteraciones del funcionamiento cerebral asociadas al proceso de envejecimiento.
El envejecimiento normal o “exitoso” se representa en la figura como una linea que
transcurre a lo largo del tiempo con una ligera inclinacién en el sentido del
deterioro funcional del cerebro a partir de la quinta década de la vida. Sin
embargo, la inclinacion de esta linea puede acentuarse, en el sentido del deterioro
funcional del cerebro, cuando en el proceso de envejecimiento inciden diversos
factores ambientales o patologias asociadas que favorecen el deterioro de la
estructura y la funcion de las distintas partes que constituyen el sistema nervioso
central. En estas condiciones, la velocidad del deterioro cerebral asociado al
envejecimiento puede ser mas mayor e iniciarse tempranamente durante la edad
adulta (fase de iniciacion). En esta fase, usualmente diversos mecanismos
cerebrales pueden entrar en juego exitosamente y compensar en parte o en su
totalidad las alteraciones funcionales del cerebro inducidas por patologias o
factores ambientales y asociadas al envejecimiento. En cambio, si la capacidad de
compensacién de dichas alteraciones es rebasada, se acelera aun mas el
deterioro cerebral subsecuente, dando lugar a la fase de propapagacion. Asi, el
envejecimiento “exitoso” deberia transcurrir hasta edades avanzadas con muy
pocas alteraciones funcionales cerebrales, particularmente de las capacidades
cognoscitivas; en cambio, la presencia de factores fisiopatolégicos o ambientales
capaces de acelerar el deterioro de las funciones cerebrales dan lugar a fases de
iniciacién y propagacion en las que se hace evidente la rapida progresion del
deterioro de las funciones cerebrales, incompatible con una adecuada calidad de

vida de los individuos. La presencia de diversas formas de demencia podria en
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muchos casos ser la caracteristica mas importante de esta fase de propagacion

(3)-

Enwvejecimiento exitazo

Faze de propagacion

Funcidn

Irreversible

Figura 1. Esquema de las distintas fases del envejecimiento cerebral. La figura
muestra la declinacién progresiva pero a largo plazo de las funciones cerebrales
durante el envejecimiento normal o “exitoso”; en contraste con la reduccion
progresiva, acelerada de las funciones cerebrales cuando hay factores agregados,
fisiopatoldgicos o de otro tipo que contribuyen al deterioro cerebral asociado al
envejecimiento (fase de iniciacién) y la declinacion brusca en muy corto tiempo de
las funciones cerebrales como consecuencia del agravamiento de las condiciones
de deterioro previas (fase de propagacién) hasta un grado de deterioro muy
importante e irreversible (3).

El envejecimiento cerebral se ha relacionado con: disminucion del peso y del
volumen cerebral, atrofia cortical, pérdida de neuronas de estructuras cerebrales
corticales y subcorticales, modificaciones de los componentes subcelulares de las
neuronas y de las células gliales. La secuencia en que estos fenomenos afectan a
las estructuras cerebrales parecen tener relacion con sus caracteristicas
filogenéticas y ontogenéticas, asi, las estructuras mas antiguas — rinencéfalo y
formacion hipocampica - son las primeras en mostrar signos de reduccion del

volumen. De hecho se ha descrito disminucion del volumen en practicamente
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todas las estructuras cerebrales, con el aumento consiguiente del tamano de los
ventriculos y del volumen del liquido cefalorraquideo (4). El peso promedio del
cerebro es de 1,350 g en el hombre y 1,250 g en la mujer, adultos; sin embargo
tiende a disminuir después de los 60 afios en ambos sexos aproximadamente 100
g. Esta disminucién del peso asociado con el envejecimiento cerebral “normal” se
ha atribuido principalmente a la disminucidén del contenido de lipidos y proteinas,
asi como a la reduccién del flujo sanguineo y del aumento de la resistencia
vascular cerebrales, aunque no se ha precisado cual de estos podria ser un
elemento primario y cuales serian los secundarios. El aumento gradual del
diametro transversal del tercer ventriculo a partir de la quinta década de la vida
parece deberse a si mismo a la reduccion progresiva del volumen de los nucleos
diencefalicos talamicos e hipotalamicos (4).

En lo que se refiere a los cambios de las funciones cerebrales durante el proceso
de envejecimiento llama la atencién la disminucién progresiva de las capacidades
cognoscitivas (aprendizaje y memoria) e intelectuales (4, 18 - 21). Esto se ha
atribuido principalmente a los cambios de la estructura (atrofia de las células
piramidales, disminucion en el numero de sinapsis y de las arborizaciones
dendriticas) y del funcionamiento del hipocampo, la neocorteza, el cuerpo estriado
(disminuciéon de la densidad de receptores estriatales dopaminérgicos) y el
cerebelo (4, 18 - 21). Asimismo, tienen importancia las anormalidades del
citoesqueleto de las neuronas que forman parte de los circuitos neuronales de
estas estructuras que repercuten en el funcionamiento neuronal. Se conoce que
el citoesqueleto participa tanto en el mantenimiento de la forma de las neuronas

como en la ubicacion adecuada de sus diferentes elementos estructurales
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(membranas, proteinas, etc.) en sitios especificos del citoplasma, de la membrana
plasmatica o del nucleo y que el ordenamiento de los diferentes elementos
estructurales en sitios especificos de la neurona es esencial para su
funcionamiento, tanto en el sustrato neuronal que tiene que ver con la integracién
de la informacioén aferente, como con el involucrado en la generacion y transmision
de la informacion eferente, en la organizaciéon de los circuitos y en la plasticidad
neuronal (18). La alteracion y eventualmente la pérdida progresiva de este
ordenamiento estructural de las neuronas es uno de los principales fenomenos
histolégicos que ocurren en el envejecimiento cerebral y forman parte de la
histopatologia de algunas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer (18-19, 21). Por otra parte, estos cambios originados a nivel
subcelular pueden traducirse en alteraciones del funcionamiento cerebral, con
pérdida o deterioro progresivo de diversas funciones, segun las estructuras

cerebrales mayormente afectadas, en el transcurso del envejecimiento (18).
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ANTECEDENTES

La importancia del funcionamiento cerebral para la salud y la calidad de vida de
los individuos ha generado un enorme interés por el conocimiento por los
fendmenos ligados a las alteraciones cerebrales durante el envejecimiento, tanto
en ausencia de patologias cerebrales asociadas, como en presencia de
situaciones fisiopatolégicas que afectan al sistema nervioso central en formas
diversas. Entre estas destacan algunas que han sido consideradas “epidémicas”
por su frecuencia y gravedad; como es el caso de las varias modalidades de
demencias, entre las que destaca la enfermedad de Alzheimer que es la forma
mas comun de demencia en individuos mayores de 60 afnos y ciertamente uno de
los padecimientos degenerativos del sistema nervioso central mas devastadores,
cuyos principales factores de riesgo, se asocian con fendbmenos que ocurren con
el envejecimiento (19).

En ausencia de patologias cerebrales manifiestas, se ha observado que las
expresiones tempranas del envejecimiento cerebral, incluyen frecuentemente
alteraciones de los procesos cognoscitivos, de naturaleza y magnitud diversas,
entre los que destacan la disminucién de la velocidad de aprendizaje, la mayor
dificultad para la resolucion de problemas, la disminucion de la capacidad para
retener y recordar informacion, la deficiencia de la fluidez verbal y el deterioro de
la inteligencia general. En particular, la memoria declarativa, la memoria de
trabajo, asi como la memoria relacionada con la orientacion espacial y temporal
se encuentran asociadas frecuentemente a las alteraciones tempranas del

envejecimiento cerebral (19-21-22).
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En estas condiciones, resultan afectadas en mayor o en menor grado las
capacidades de los individuos, en si mismos y en su interaccién con el medio
familiar y social en el que se ubican; por lo que la investigacion de los fendmenos
cerebrales asociados al envejecimiento con o sin patologias cerebrales
agregadas, ha adquirido gran importancia en los ultimos afos en funcion de la
sustentacién de propuestas para la preservacién de la integridad anatomo-
funcional del sistema nervioso central durante la vejez; asi como, para la
prevencion y el tratamiento de las situaciones fisiopatolégicas que pueden ocurrir
o adquirir mayor relevancia en esta etapa de la vida.

En este sentido, han tenido gran relevancia las evidencias obtenidas en animales
de experimentacion (23) en los que se ha identificado que las alteraciones
cognoscitivas asociadas al envejecimiento coinciden con las observadas en los
seres humanos; de ahi la posibilidad y la validez del abordaje experimental de los
fendbmenos neurales subyacentes al envejecimiento cerebral.

De esta manera se ha podido establecer que las alteraciones de las capacidades
cognoscitivas que son caracteristicas de las etapas tempranas del envejecimiento
cerebral (memoria declarativa, memoria de trabajo, memoria relacionada con la
orientacion espacial y temporal), son el resultado de modificaciones de la
estructura y/o del funcionamiento de circuitos neuronales que forman parte del
hipocampo y sus conexiones, principalmente con la corteza prefrontal y el cuerpo
estriado (24-33). Para ello, gran parte de la informacion se ha obtenido a partir de
las caracteristicas de los parametros de ejecucion de roedores en el laberinto

acuatico de Morris y en el laberinto radial de 8 brazos de Olton, bajo condiciones
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experimentales determinadas por la naturaleza de las funciones cognoscitivas que
se desea explorar (34-36).

Los resultados experimentales de diversos autores coinciden en la observacion de
una menor velocidad de aprendizaje espacial y menor eficiencia de la memoria de
trabajo durante el envejecimiento, sin modificaciones evidentes de la poblacion
neuronal del hipocampo, especialmente de las neuronas piramidales del cuerno de
Ammon y las neuronas granulares del giro dentado (37). Por ello, se ha
considerado que las alteraciones de las funciones cognoscitivas durante las
etapas tempranas del envejecimiento cerebral, pueden ser el resultado de
cambios en aquellos fenbmenos celulares directamente involucrados en los
mecanismos neurales del aprendizaje y la memoria espacial, entre los que se han
identificado a las modificaciones de las caracteristicas de la potenciacién a largo
plazo (LTP), de la capacidad de establecimiento de conexiones sindpticas que
requiere la “plasticidad a corto plazo” , de la eficiencia de procesos de
neurotransmision, principalmente glutamatérgica y colinérgica, entre otros (24, 32,
38).

Las estructuras cerebrales involucradas en la integracién de las funciones
cognoscitivas, cuyo deterioro coincide con las etapas tempranas del
envejecimiento cerebral, son por otra parte las estructuras cerebrales mas
vulnerables ante diversas condiciones (isquemia, hipoxia, estrés oxidativo, etc)
agresivas para el sistema nervioso central (22, 24, 39).

El conocimiento que se tiene hasta la fecha acerca de los fendbmenos que podrian
explicar el deterioro de las funciones cerebrales en individuos viejos ha permitido

identificar a diversos factores que influyen en ese proceso. Asi, se han identificado
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factores genéticos (genes de envejecimiento), metabdlicos (radicales libres),
hormonales (declinacién de la actividad secretora gonadal), ambientales
(contaminantes, metales pesados) y patolégicos (diabetes mellitus, hipertension
arterial sistémica) que pueden influir individualmente o en su conjunto en las
caracteristicas del envejecimiento cerebral (40-41). Asimismo, se han buscado
explicaciones de los fendmenos cerebrales asociados al envejecimiento en
procesos celulares relacionados con cada uno de estos factores; asi como con su
concurrencia e interaccion durante el envejecimiento cerebral.

En cuanto a los factores metabdlicos asociados al envejecimiento cerebral,
destacan las evidencias acerca de la presencia e impacto del estrés oxidativo
sobre la estructura y funcionamiento de los componentes celulares del sistema
nervioso central. En efecto, se conoce que el envejecimiento cerebral se asocia
con cambios en el balance oxidativo de las neuronas con las consiguientes
consecuencias sobre otros aspectos funcionales de estas y otras células que
forman parte de las diferentes estructuras cerebrales (7, 42-43).

Se sabe que la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como
resultado de la actividad metabdlica mitocondrial se incrementa conforme avanza
la edad, y que la actividad de enzimas antioxidantes, superéxido dismutasa (SOD),
glutation peroxidasa (GP) y catalasa (CA) estan disminuidas en el cerebro de
individuos viejos, aparentemente debido a la menor expresién de los genes
determinantes de su sintesis (7, 42-44).

Los componentes celulares del tejido nervioso son de las estirpes celulares mas
susceptibles al dafo celular que pueden provocar las especies reactivas de

oxigeno (ROS), las especies reactivas de nitrogeno (RNS) (45) y otros
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compuestos peroxidantes debido al gran consumo de oxigeno, a la gran actividad
metabdlica en relaciéon a la masa de tejido neural y a las cantidades limitadas de
enzimas antioxidantes; asi como a la gran cantidad de sustrato lipidico expuesto a
la lipoperoxidacién en diversas estructuras subcelulares especialmente las
membranas (7). De hecho, estudios recientes muestran el incremento del dafo
neuronal atribuible al desbalance entre produccion de compuestos oxidantes y
actividad de enzimas antioxidantes durante el envejecimiento cerebral normal, asi
como, en otro rango de magnitud, en la enfermedad de Alzheimer que en algunos
aspectos se ha considerado como un ejemplo de dafo neuronal acelerado en el
envejecimiento que afecta predominantemente algunas regiones del cerebro como
el hipocampo y la corteza prefrontal y que es atribuible al dano progresivo
ocasionado por ROS y otros radicales libres peroxidantes y en consecuencia
pueden dar lugar a la alteracion de las funciones cerebrales que dependen
predominantemente de la integridad anatomo-funcional de esas estructuras
(24,42-44).

Por otra parte, una vez iniciados los fendmenos del envejecimiento normal (sin
patologias neurolégicas asociadas) o patoloégico que incluyen dano oxidativo a los
componentes celulares de estructuras cerebrales especificas, también los
sistemas de neurotransmision muestran alteraciones cualitativas y cuantitativas de
sus mecanismos de regulacién y los cambios en la secrecion de algunas
hormonas esteroides y de la melatonina pueden contribuir a las modificaciones
cerebrales conducentes al deterioro de sus funciones (46-49).

Con base en las evidencias que se tienen hasta la fecha acerca del dano cerebral

debido al desbalance oxidativo como explicacion del deterioro de funciones
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cerebrales durante el envejecimiento, se ha propuesto a la restriccién calérica
(disminucion de la ingesta caldrica lo suficiente para mantener el peso corpopral
20% menor que el peso ideal) y al incremento de la capacidad antioxidante del
tejido cerebral mediante el suministro de compuestos antioxidantes, como posibles
procedimientos neuroprotectores en el transcurso del envejecimiento (7, 22, 42-44,
50-53).

En este sentido cabe mencionar a la melatonina, una hormona capaz de influir
sobre diversos fendmenos celulares a lo largo de la vida de los individuos,
secretada de manera circadica por la glandula pineal y por otros érganos, es un
eficiente atrapador de radicales libres, e inductor de la sintesis y la actividad de
enzimas antioxidantes, propiedades en las que se le ha sustentado
experimentalmente su capacidad de proteger a diversas extirpes celulares contra
el dafno debido a la alteraciéon de los mecanismos oxidativos (49).

De hecho, las propiedades antioxidantes de la melatonina se han utilizado como
justificacién de su administracién como parte del tratamiento de diversas formas
de céancer, Ulcera gastrica, cardiopatia isquémica, dano neuronal en
enfermedades neurodegenerativas y demencias (54-58). Asimismo, otras
acciones de la melatonina mediadas a través de receptores especificos (59) han
sustentado su uso en seres humanos como inmunomodulador (60),
anticancerigeno, en el tratamiento del sindrome “jet lag”, trastornos del suefio,
desordenes afectivos estacionales y alteraciones neuroendocrinas (61-70).

En el sistema nervioso central la pérdida del balance oxidativo celular puede
culminar con la muerte de los componentes de diversas estructuras cerebrales y/o

la alteracién o pérdida de funciones. Asi, la muerte o las alteraciones funcionales
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de las neuronas que constituyen los circuitos principales del hipocampo y de la
corteza prefrontal expuestos a las acciones daninas de las ROS o las RNS, se
traducen en alteracién de las funciones cognoscitivas en modelos experimentales
de diversas neuropatologias. Por ello, el hecho de que en estas condiciones el
dano cerebral sea reducido mediante la administracion de melatonina ha permitido
explicar el mecanismo de su efecto neuroprotector y sustentar la potencialidad de
su uso clinico como parte del tratamiento de diversas neuropatologias en las que
el dafio neuronal esta mediado por estrés oxidativo, incluyendo las alteraciones
cerebrales asociadas al proceso de envejecimiento (54-65).

Por otra parte, diversas evidencias experimentales muestran que la melatonina
retarda el inicio y la progresién de las alteraciones funcionales cerebrales
asociados al avance de la edad en individuos viejos (72-73) y puede ser incluido
en el grupo de compuestos potencialmente eficaces para la prevencion y el
tratamiento de las alteraciones cognoscitivas asociadas al envejecimiento, de la
misma manera que ha ocurrido con otros compuestos antioxidantes (22-50-53).
De hecho existen a la fecha algunos estudios referentes a los efectos
neuroprotectores de la melatonina en el curso de enfermedades
neurodegenerativas asociadas o coincidentes con el envejecimiento cerebral (83-
84), especialmente en pacientes con enfermedad de Alzheimer. No obstante,
hasta el momento no se tiene informacién relevante en la literatura acerca de los
efectos de la melatonina sobre las alteraciones cognoscitivas y otros procesos
neurales asociados al envejecimiento cerebral en ausencia de neuropatologias en

seres humanos.
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De la misma manera existen pocos estudios experimentales acerca de los efectos
de la melatonina sobre el dafo en los componentes neuronales de estructuras
cerebrales especificas vulnerables a los cambios del balance oxidativo e
involucradas en la integracion de aquellas funciones cognoscitivas cuya alteracion

se asocia frecuentemente al proceso de envejecimiento.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las alteraciones cerebrales asociadas al proceso de envejecimiento por si mismas
0 en presencia de otras neuropatologias, constituyen un problema prioritario de
salud en vista del notable incremento presente y futuro de individuos con edades
de 60 afnos 0 mas segun se infiere de la tendencia a la inversién de la piramide
poblacional. Esta situacién lleva implicita la necesidad de contar con los
conocimientos suficientes acerca de los fendmenos del envejecimiento cerebral,
gue permitan sustentar propuestas tendientes a la preservacién de la integridad
anatomo-funcional del cerebro y en su caso para la prevenciéon y el tratamiento
del dafo y de las alteraciones funcionales del envejecimiento cerebral. Entre estas
se han considerado importantes las medidas de neuroproteccién farmacoldgica
basadas en la relacion de oposicién entre los mecanismos del dafio cerebral por
envejecimiento y los mecanismos de accibn de compuestos enddgenos o
exogenos. De esta manera parece importante sustentar experimentalmente el
posible efecto neuroprotector de la melatonina en contra de las alteraciones

funcionales del hipocampo y la corteza prefrontal en el envejecimiento.

¢La melatonina tiene efecto neuroprotector en contra de las alteraciones

cognoscitivas asociadas al envejecimiento cerebral en la rata?
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JUSTIFICACION

La busqueda de farmacos que disminuyan o prevengan las alteraciones
cognoscitivas asociadas al envejecimiento es un aspecto fundamental en el disefio
de nuevas estrategias de prevencién y tratamiento de las alteraciones del

funcionamiento cerebral asociadas al proceso del envejecimiento.
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HIPOTESIS
La administracion cronica de melatonina tiene efecto neroprotector en contra de
las alteraciones del aprendizaje y la memoria espacial y de trabajo asociadas al

envejecimiento en la rata.
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OBJETIVO
Evaluar el efecto neuroprotector de la administracién cronica de melatonina en
contra del dafo cerebral que da por resultado las alteraciones del aprendizaje y la
memoria de referencia espacial y de trabajo asociadas al envejecimiento en la

rata.
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron 16 ratas hembras de la cepa Sprague Dawley de 18 meses de edad,
con un peso 300 - 350 g, los cuales fueron sometidos a una bateria de pruebas
para evaluar el aprendizaje de lugar, la memoria de referencia espacial y la
memoria de trabajo y a continuaciéon fueron asignadas de manera aleatoria a
cualquiera de dos grupos . El grupo con tratamiento recibié diariamente una dosis
de 5 mg /kg de melatonina (Sigma Chemical Company) a través de una sonda
orogastrica, 38.5 cm de longitud y diametro externo de 1.67mm (73) a las 19:00 h
durante 6 meses. El grupo sin tratamiento recibié en la misma forma la cantidad
equivalente del vehiculo de la melatonina, durante el mismo tiempo. Al término de
este periodo (24 meses de edad) se repitio la bateria de pruebas conductuales y
se compararon los resultados del grupo con tratamiento y sin tratamiento.

En todos los animales se identificé a intervalos de un mes durante los 6 meses de
tratamiento con melatonina o vehiculo la presencia o ausencia de ciclos estrales y
en este caso el estado hormonal remanente, mediante frotis vaginales (87).

Para la evaluacién del aprendizaje del lugar de los animales de experimentacion, a
los 18 y a los 24 meses de edad, con o sin tratamiento se utilizd el laberinto

acuatico de Morris (Figura 2-A).
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Platafoma

Figura 2. Esquemas ilustrativos de las caracteristicas del laberinto acuéatico de
Morris y del laberinto de 8 brazos de Olton. Puede observarse la ilustracion de la
trayectoria de la rata en busqueda de la plataforma sumergida en al laberinto de
Morris. Note las posibilidades de desplazamiento de la rata en el laberinto de 8
brazos de Olton en funcién de la localizacion del alimento en los diferentes brazos.
Este dispositivo consiste en una tina circular de 1.4 m de diametro por 0.45 m de
profundidad, conteniendo agua a una temperatura de 24° C, tefida de color
oscuro, a fin de impedir que los animales pudieran percibir cualquier objeto
colocado bajo la superficie del agua. La tina se dividi6 en cuatro cuadrantes
iguales mediante lineas imaginarias que cruzaron la tina por el centro, los cuales
fueron designados norte, sur, este y oeste. En el cuadrante sur se colocoé una
plataforma cuadrada de 15cm de lado por 25 cm de alto la cual quedaba
sumergida a un centimetro por debajo de la superficie del agua. La tina fue
colocada permanentemente en un lugar donde los animales de experimentacién
podian percibir las sefiales visuales provenientes del ambiente durante las

pruebas. La ejecucidon de las pruebas de cada uno de los animales fue registrada

mediante una camara de video suspendida en el techo sobre la tina.
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El desempeno de actividades cognoscitivas en el laberinto de Morris fue evaluado
en cada uno de los animales mediante ensayos de entrenamiento, (que se
realizaron diariamente, en numero de dos a intervalos de 20 minutos durante 10
dias) y pruebas de transferencia (una prueba cada dia, 20 min después del
segundo ensayo de entrenamiento). Para los ensayos de entrenamiento se colocé
a la rata de cara a la pared de la tina, permitiéndole nadar en busca de la
plataforma por un tiempo méaximo de 60 seg. una vez que la rata localizaba y
subia a la plataforma se le permiti6 permanecer sobre ella durante 15 seg. Si la
rata no localizaba la plataforma a los 60 seg. era colocada sobre ella por el
investigador donde permanecia 15 seg. El punto de inicio de cada ensayo fue en
los diferentes cuadrantes (sur, norte, este y oeste) elegido al azar mientras que la
posicion de la plataforma siempre fue constante. El ensayo de entrenamiento se
realizd6 dos veces diariamente (primero y segundo ensayo) con un intervalo de
veinte minutos entre cada ensayo durante 10 dias consecutivos.

Para la prueba de transferencia se permitié a las ratas nadar libremente durante
30 seg en busca de la plataforma que ya habia sido retirado de la tina, con la
finalidad de analizar las caracteristicas de las maniobras de busqueda de la
plataforma que hicieron los animales en cada cuadrante.

El aprendizaje durante los ensayos de entrenamiento se evalué mediante la
latencia de escape (el tiempo que tarda la rata en encontrar la plataforma a partir
de cualquier punto en el laberinto), la distancia recorrida, la velocidad del nado y
las caracteristicas de las rutas de nado que siguieron las ratas de los diferentes

grupos para encontrar la plataforma.
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El aprendizaje durante las pruebas de transferencia se evalué mediante el nimero
de cruces de cada animal por el cuadrante donde se encontraba la plataforma, en
comparacion con el nimero de cruces por los otros cuadrantes.

Para la evaluacién de la memoria de trabajo y la memoria de referencia espacial
de los animales de experimentacién, a los 18 y a los 24 meses de edad, con o sin
tratamiento se utilizé el laberinto de ocho brazos de Olton (Fig. 2-B).

El desemperno de actividades cognoscitivas en el laberinto radial de Olton fue
evaluado en cada uno de los animales mediante ensayos de habituacion, (uno
diariamente durante 3 dias consecutivos), ensayos de entrenamiento (uno
diariamente durante 9 dias consecutivos) y ensayo de prueba (un dia después del
ultimo ensayo de entrenamiento).

El laberinto radial de Olton consiste en 8 brazos de material acrilico de 66 cm de
longitud por 10 cm de ancho con un pequefio contenedor de 5 por 5 cm por 3 cm
de profundidad para colocar alimento en el extremo final de cada brazo, con una
plataforma central de 31 cm de diametro cuya superficie se continua con cada
uno de los brazos. El laberinto se colocé permanentemente en un lugar donde la
rata podia percibir cada dia las senales visuales provenientes del ambiente.

Para la realizacién de los diferentes procedimientos en el laberinto radial de Olton
los animales se mantuvieron en restriccibn de alimento (20% del suministro
normal) desde 5 dias antes del inicio de los ensayos de habituacién, y durante
éstos y durante los ensayos de entrenamiento y el de prueba.

Para los ensayos de habituacion se deposité alimento (cereal de fruta, 0.5g) en el
contenedor de los 8 brazos del laberinto, se colocé a la rata en la plataforma

central y se le permitié explorar y acceder a cada uno de los brazos donde podia
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consumir el alimento, el cual fue reabastecido una vez que fue consumido. El
ensayo se dio por terminado cuando la rata habia visitado los 8 brazos del
laberinto o transcurrieron 10 minutos a partir del inicio del ensayo.

Para los ensayos de entrenamiento solamente se abastecieron con alimento 5 de
los 8 brazos del laberinto. Una vez colocada la rata en la plataforma central se
permitié que accediera a los diferentes brazos y consumiera el alimento colocado
en los 5 brazos abastecidos, lo cual determin6 el término de la prueba; de otro
modo la prueba termin6 cuando transcurrieron 10 min a partir del inicio del ensayo
sin que la rata consumiera el alimento colocado en los 5 brazos abastecidos. Se
evalué el numero de errores de memoria de referencia espacial (ingreso de la rata
a un brazo donde no habia comida) y memoria de trabajo (ingreso de la rata a un
brazo donde habia ingresado previamente y consumido el alimento).

Para el ensayo de prueba se cambid la posicion de los brazos del laberinto
mediante un giro de 45 grados y se evaluaron el numero de errores de memoria

de trabajo y de referencia espacial.
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ANALISIS ESTADISTICO
Los datos de latencia de escape fueron comparados entre los grupos utilizando
ANOVA de Friedman y la prueba post-hoc de Wilcoxon, con la finalidad de
observar el aprendizaje de los animales. Las comparaciones intergrupales se
realizaron con “U” de Mann-Whitney (88-89).
El nimero de cruces por cuadrante fueron comparados utilizando ANOVA para
medidas repetidas y la prueba post-hoc de Tukey (88-89).
La velocidad de nado fueron comparados utilizando ANOVA para medidas
repetidas y la prueba de post-hoc de Tukey.
El nimero de errores en el laberinto radial fueron comparados utilizando ANOVA

para medidas repetidas y la prueba de pos-hoc de Tukey (88-89).
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RESULTADOS

Las caracteristicas de los animales de experimentacién asignados a los dos
grupos en estudio fueron similares; es decir edad de 18 meses al inicio de la
primera evaluacién de las capacidades cognoscitivas y 24 meses al tiempo de la
segunda evaluacién de estas funciones. Tanto a los 18 como 24 meses de edad el
peso de los animales en los diferentes grupos no mostraron diferencias
significativas (Tabla 1). Sin embargo cabe hacer notar la tendencia a la reduccion
del peso corporal de los animales con tratamiento a los 24 meses de edad en
comparacion con el peso de ellos mismos a los 18 meses, en tato que los
animales del grupo sin tratamiento mostraron un ligero incremento del peso
corporal a los 24 meses en comparacién con el peso corporal a los 18 meses.

Tabla 1. Peso corporal (media = EE) de los animales en los diferentes grupos
experimentales.

GRUPO / EDAD 18 MESES 24 MESES
Grupo con tratamiento 322+82¢ 306 +12.1 g
Grupo sin tratamiento 315+79¢g 324 +93 ¢

Los resultados de la evaluacion de los frotis vaginales para determinar en cada
uno de los animales el curso temporal de las modificaciones o en su caso la
pérdida de los ciclos ovulatorios espontaneos, se muestran en la tabla 2. A partir
de los 18 meses de edad ninguno de los animales presenté ciclos ovulatorios
espontaneos, en cambio se observé en los diferentes animales estro o diestro

persistente.
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Tabla 2. Numero de animales en estro o en diestro persistente durante el periodo
comprendido entre los 18 y 24 meses de edad.

FASE DEL CICLO CON TRATAMIENTO SIN TRATAMIENTO
ESTRO 2 3
DIESTRO 6 5
TOTAL 8 8

Los resultados de la evaluacion de las capacidades cognoscitivas de los animales
de experimentacion incluidos en los dos grupos a los 18 meses de edad, en el
laberinto acuatico de Morris se muestran en la figura 3A. Puede observarse que
tanto los animales asignados al grupo que recibiria tratamiento con melatonina
(grupo con tratamiento), como los asignados al grupo que recibiria vehiculo (grupo
sin tratamiento) presentaron las mayores latencias de escape el primer dia de
prueba, con latencias cercanas al tiempo limite permitido para la prueba 58 * 3
seg en el grupo sin tratamiento; y 57 + 3 seg en el grupo con tratamiento.
(Mediana + EE) para disminuir progresivamente en las pruebas realizadas los dias
2, 3 y 4 hasta alcanzar un criterio de aprendizaje con disminucién significativa de
los valores de la latencia de escape a partir del 5to dia de prueba en que los
valores se redujeron hasta 8 segundos en el grupo con tratamiento y 7 seg en el
grupo sin tratamiento. Las latencias de escape observadas del dia 6 al dia 10 se
mantuvieron sin cambios significativos en cada grupo con valores similares a los
observados el 5 dia de prueba. No se observaron diferencias significativas
intergrupales en los valores de latencia de escape en el laberinto acuédtico de

Morris.
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La figura 4A muestra imagenes caracteristicas de las trayectorias que siguié un
animal de cada grupo para localizar la plataforma en el laberinto acuatico de
Morris los dias de prueba 1, 3, 6 y 9, a los 18 meses de edad. Es evidente la
reduccion de la longitud de la trayectoria y el establecimiento de una estrategia de
localizacién de la plataforma una vez que los animales llegaron al criterio de
aprendizaje a partir del 3er dia de prueba.

Los resultados de las pruebas de transferencia efectuadas a los 18 meses de
edad luego de un intervalo de 20 minutos a partir del final de la evaluacion diaria
de las latencias de escape (dias 1 a 10) se muestran en la figura 5A. Puede
observarse que al retirar la plataforma del sitio donde estuvo ubicada durante las
evaluaciones de la latencia de escape, la estrategia de busqueda de la plataforma
evaluada por el nimero de cruces (expresado como %) que realizaron los
animales a través de los diferentes cuadrantes de la tina, muestra que conforme
los animales adquieren el criterio de aprendizaje a partir del 3-4 dia de prueba, la
busqueda se orienta preferentemente al cuadrante donde habia estado ubicada la
plataforma, a diferencia de lo ocurrido durante los 3 primeros dias de prueba en
donde el desplazamiento de los animales en la busqueda de la plataforma no

mostré orientacion o preferencia por un cuadrante determinado.
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Figura 3. Latencia de escape (mediana + EE) de los grupos sin tratamiento y con
tratamiento en los diferentes dias de prueba en el laberinto acuatico de Morris a
los 18 y a los 24 meses de edad. Puede observarse la reduccién progresiva hasta
un minimo de latencia para encontrar la plataforma a partir del 3er dia de prueba
en ambos grupos a los 18 meses y el retrazo del grupo sin tratamiento en adquirir
criterios de aprendizaje a los 24 meses de edad en comparacién con el grupo
tratado con melatonina en el que se observaron criterios de aprendizaje a partir del
3er dia de prueba. * p < 0.05, comparacion intragrupal con respecto al primer dia
de prueba; + p< 0.05 comparacién intergrupal el mismo dia de prueba.
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Figura 4. llustracién de las trayectorias de un animal del grupo con tratamiento y
de un animal del grupo sin tratamiento a los 18 y a los 24 meses de edad, durante
la ejecucién de las pruebas en el laberinto acuatico de Morris. Puede observarse
la reduccion progresiva de las trayectorias utilizadas para encontrar la plataforma;
asi como una estrategia definida de busqueda a partir de los dias 6 y 9 de prueba,
con caracteristicas similares en ambos grupos a los 18 meses de edad y en el
grupo con tratamiento a los 24 meses y un ligero retrazo en la adquisiciéon de estas
caracteristicas en el grupo sin tratamiento a los 24 meses de edad.



45

La persistencia de la busqueda de la plataforma en el cuadrante donde
originalmente habia estado colocada dio como resultado esquemas de trayectorias
que sugieren una estrategia de busqueda bien orientada a partir del 3er dia de
prueba, en ambos grupos a los 18 meses de edad, antes de que se iniciaran los
tratamientos con melatonina o con vehiculo (Fig. 6A)

Estrategias y resultados similares fueron observados tanto en los animales que
recibirian vehiculo como en los animales del grupo que recibiria tratamiento con
melatonina sin diferencias significativas intergrupales.

Los resultados de la evaluacién de las capacidades cognoscitivas en el laberinto
acuatico de Morris en los animales, luego de haber recibido una dosis diaria de
melatonina o de vehiculo por via oral durante 6 meses se muestran en la figura
3B. Puede observarse que la curva de aprendizaje en los animales del grupo con
tratamiento a los 24 meses de edad es similar a la observada en el mismo grupo
a los 18 meses de edad; en cambio los animales del grupo sin tratamiento no
alcanzaron a los 24 meses el criterio de aprendizaje en el mismo numero de
pruebas en que lo hicieron ellos mismos a los 18 meses de edad o los animales
del grupo con tratamiento a los 24 meses de edad. Asi las latencias de escape
correspondientes a las pruebas efectuadas los dias 4, 5 y 6 fueron
significativamente mayores en el grupo sin tratamiento que las observadas en el
mismo grupo a los 18 meses de edad o el grupo con tratamiento a los 18 y a los
24 meses de edad. Las trayectorias y estrategias de busqueda de la plataforma

corresponden a las caracteristicas de las latencias de escape (Fig. 4B)
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Figura 5. Proporcion del nimero de cruces por el cuadrante donde deberia estar
ubicada la plataforma, de los grupos sin tratamiento y con tratamiento durante la
prueba de transferencia efectuada a los 18 y a los 24 meses de edad. Puede
observarse que el numero de cruces por el cuadrante de la plataforma adquiere
proporciones del orden del 40% a partir del 4to dia de prueba en ambos grupos a
los 18 meses de edad y en el grupo con tratamiento a los 24 meses. En tanto que
esta proporcion de cruces se observa hasta el 7 dia en el grupo sin tratamiento a
los 24 meses de edad.
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Figura 6 llustracion de las trayectorias de un animal del grupo sin tratamiento y un
animal del grupo con tratamiento en busqueda de la plataforma durante las
pruebas de transferencia a los 18 y a los 24 meses de edad. Puede observarse
que la estrategia de busqueda se concentra en el cuadrante donde deberia estar
colocada la plataforma a partir del 3 dia de prueba en los animales de ambos
grupos a los 18 meses de edad y en el grupo con tratamiento a los 24 meses. En
tanto que la estrategia adecuada de busqueda se establece hasta el 6 dia en los
animales sin tratamiento a los 24 meses de edad.
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En lo que se refiere a los resultados de la prueba de transferencia efectuada a los
24 meses de edad puede observarse en la figura 5B y 6B que el retardo en
alcanzar los criterios de aprendizaje en los animales del grupo sin tratamiento se
relaciona con una inadecuada estrategia de busqueda preferente de la plataforma
en el sitio donde se encontraba ubicada originalmente. En cambio es evidente la
busqueda preferente de la plataforma en el cuadrante correcto desde el dia 3 de
prueba en los animales del grupo que recibi6 el tratamiento con melatonina.

Tabla 3. Valores ( media £ EE) de la velocidad de nado (cm/seg) en los diferentes

grupos y condiciones experimentales, durante la ejecucion en el laberinto acuatico
de Morris.

DIAS DE PRUEBA 1 2 3 4 5 6 7 8 9

18 meses (Sin tratamiento) 23.1129.7130.0| 27.3 |28.9(25.5|33.4|29.7| 28.4

+ + + + + + + + +

O._63 1._64 2._51 1.3 2.61 2._24 539 1.%3 1._21

18 meses (Con tratamiento) 24.3128.1|27.6| 28.6 [27.6]23.4(27.9|29.3|29.6
+ + + + + + + + +

145(2.35] 3.0 | 157 [2.04]1.88| 1.9 |4.12] 2.31

24 meses (Sin tratamiento) 28.0130.2(29.2| 37.4130.8(28.2(31.9|32.7]| 31.1
+ + + + + |+ + |+ +

1.5215.6214.34| 491 |6.53|2.85] 68 | 74| 59

24 meses (Con tratamiento) 29.2135.6(29.6| 29.0 |32.2|34.3(34.0|30.1| 27.7
+ + + + + + + + +

6041603 73 | 67 |5.17/624] 6.7 |634| 672

En la tabla 3 se consignan los valores correspondientes a la velocidad de nado en
los diferentes grupos y condiciones experimentales. Puede observarse que no
hubo diferencias significativas en la velocidad de nado en los diferentes dias de
prueba a los 18 o0 a los 24 meses de edad, tanto bajo tratamiento con melatonina o
bajo tratamiento con vehiculo.

Los resultados de la evaluacion de las capacidades cognoscitivas de los animales
en el laberinto de Olton mediante el numero de errores de referencia espacial
cometidos en cada uno de los ensayos de cada una de las pruebas realizadas

diariamente durante 9 dias sucesivos se muestran en la Fig. 7A. Puede

observarse que a los 18 meses de edad tanto los animales del grupo con y sin



49

tratamiento muestran una curva de aprendizaje semejante con niumeros similares
de errores en los ensayos correspondientes a los primeros dias de prueba para
disminuir progresivamente hasta alcanzar criterios de aprendizaje a partir del 5 dia
de prueba en que el numero de errores se redujo hasta una mediana de 2 errores
por prueba en ambos grupos, sin diferencias significativos. Sin embargo los
resultados de la prueba efectuada el dia 10 con un giro de 45 grados en la
posicion original del laberinto de Olton muestra nuevamente un niumero de errores
similar al del primer dia de prueba. La evaluacién de la ejecucion de la misma
prueba de aprendizaje efectuada a los 24 meses de edad en el laberinto de Olton
muestra los mismos fenémenos y valores semejantes tanto en los animales que
fueron tratados con melatonina durante 6 meses como los que fueron tratados con
vehiculo; incluyendo el incremento el numero de errores en el dia 10 al girar 45
grados la posicién original el laberinto de Olton (Fig. 7B).

En lo que se refiere a la memoria de trabajo, en el laberinto de ocho brazos de
Olton, los resultados muestran un curso temporal semejante en los dias de
pruebas sucesivos con un maximo de errores de trabajo (6-7 errores) en el primer
dia de prueba hasta un minimo de 2 errores por prueba al 4to dia, sin diferencias
significativas entre los grupos (Fig. 8-A). Sin embargo a los 24 meses, el grupo sin
tratamiento muestra un nimero significativamente mayor de errores de trabajo los
dias de prueba 5,6,7 en comparacion con el numero de errores en los mismos
dias observado en el grupo tratado con melatonina durante 6 meses. El nimero de
errores de trabajo no mostro diferencias significativas los primeros 4 y los ultimos

3 dias de prueba (Fig. 8-B).
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Fig.7 llustracion del curso temporal del aprendizaje/ memoria de referencia
espacial en el laberinto de Olton. Puede observarse que el numero de errores de
referencia espacial (mediana + EE) se reducen progresivamente en los dias
sucesivos de prueba sin diferencias significativas entre los grupos a los 18 y a los
24 meses de edad. Asi mismo el incremento del nimero de errores de referencia
espacial provocado por el giro de 45 grados del laberinto al dia 10 de prueba.
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Fig.8 llustracion del curso temporal del aprendizaje/memoria de trabajo espacial
en el laberinto de Olton. Puede observarse que el nUmero de errores de trabajo
espacial (mediana + EE) se reducen progresivamente en los dias sucesivos de
prueba. Sin  embargo , el numero de errores del grupo sin tratamiento es
significativamente mayor los dias de prueba 5,6 y 7 en comparaciéon con el grupo
sin tratamiento.
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DISCUSION

En el presente estudio las caracteristicas generales de los animales de
experimentacion incluidos en los grupos con tratamiento y sin tratamiento no
mostraron diferencias en lo referente a la supresién de ciclos estrales ni en el
estado hormonal asociados al proceso de envejecimiento, a juzgar por las
caracteristicas de los frotis vaginales. En este sentido, los resultados coinciden
con lo que se ha reportado en la rata en las edades entre 18 y 24 meses (77-78).
En relacién con las modificaciones del peso de los animales entre los 18 y 24
meses de edad, llaman la atencion en los resultados del presente estudio la
reduccion de aproximadamente el 5% del peso corporal que tenia el grupo con
tratamiento a los 18 meses, cuando el mismo grupo accedié a la edad de 24
meses, en contraste con el incremento de peso observado en el grupo sin
tratamiento entre los 18 y 24 meses de edad. Este fenédmeno de reduccion del
peso corporal como consecuencia del tratamiento con melatonina ha sido
reportado por otros autores y ha sido atribuida a los efectos de la melatonina sobre
los mecanismos celulares involucrados en la sintesis y secrecion de la leptina,
como parte de la regulacion de la ingestion de alimentos (79). Con base en esta
evidencia, la reduccién del peso corporal en el grupo con tratamiento podria
considerarse asi mismo como evidencia del efecto sistémico de la melatonina.

Entre las modificaciones del funcionamiento cerebral que se han identificado en
los seres humanos durante el proceso de envejecimiento destacan la disminucion
o la pérdida de ciertas capacidades cognoscitivas (3). Este fendbmeno también ha
sido observado en animales de experimentacion (21,80-81); por ejemplo, en la

rata la eficiencia de la ejecuciébn en diversos paradigmas de memoria vy
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aprendizaje, se reduce a partir de los 18 meses de edad (24), manifestandose por
la reduccion de la capacidad maxima de aprendizaje y el incremento del tiempo de
entrenamiento necesario para el aprendizaje. En este sentido los resultados del
presente estudio muestran un retrazo de tres o cuatro dias para que los animales
del grupo sin tratamiento a los 24 meses de edad alcancen la misma eficiencia de
aprendizaje espacial y retension de la memoria espacial que habian mostrado a
los 18 meses; sin embargo la eficiencia del grupo tratado con melatonina a los 24
meses de edad, en estas pruebas fue similar a la eficiencia mostrada a los 18
meses. Estos resultados sugieren que el tratamiento con melatonina previenen el
deterioro de funciones cognoscitivas que cabria esperar con el transcurso del
envejecimiento entre los 18 y los 24 meses de edad en la rata, posiblemente
estableciendo una relacién de oposicion entre los mecanismos celulares de accién
de este compuesto y los mecanismos celulares involucrados en el envejecimiento
cerebral.

En el proceso de envejecimiento ocurren muchas modificaciones del
funcionamiento mitocondrial que podrian dar lugar a diversos mecanismos
conducentes al deterioro de la morfologia y/o la funcién de las células nerviosas
(82-84). Entre ellas destacan las modificaciones del balance oxidativo de la célula
y el efecto acumulativo de la sobre produccién de radicales libres capaces de
afectar de diversas maneras la estructura y la funcién celular (7, 27, 82-84) Estos
procesos celulares y sus consecuencias sobre la estructura y la funcion del
cerebro pueden ser efectivamente contrarrestados por los compuestos que tienen
acciones antioxidantes, como es el caso de la melatonina, a la que se le han

descrito efectos neuroprotectores debidos a su efecto antioxidante, su eficacia



54

para preservar el funcionamiento mitocondrial normal e impedir de esta manera la
activacion de mecanismos pro-apoptéticos conducentes al dano neuronal (85-87).
De hecho existen evidencias en la literatura acerca de los efectos anti-
envejecimiento de la melatonina (88), atribuibles, ademas de la reduccién de las
alteraciones mitocondriales asociadas a la edad, a la reduccién de fenébmenos pro-
inflamatorios, la reduccién de la expresién de los genes “de envejecimiento”,
asociados al envejecimiento (89-91).

Por otra parte, también se ha senalado que el ritmo circadico de la secrecion de
melatonina asociado fundamentalmente a los ciclos de luz y oscuridad tiene, en
condiciones normales, en los animales jévenes un efecto sincronizador de muchas
funciones cuya integridad favorece el funcionamiento del sistema nerviosos central
(36). En este sentido se ha observado que el envejecimiento se asocia con
modificaciones importantes en las caracteristicas de la secrecién circadica de la
melatonina que pueden repercutir en la alteracion de diversas funciones y que
pueden ser corregidas con la sola restauracion del ritmo circadico de melatonina
inclusive mediante su administracion exégena. (36, 92-93). En el presente estudio,
cabe la posibilidad de que la administracion diaria de melatonina, al inicio del
periodo de oscuridad durante seis meses hubiera favorecido la conservacion de un
ritmo circadico de las concentraciones plasmaticas y tisulares de melatonina como
las observadas en los animales jévenes. Sin embargo al no tener evidencia
directa, en el presente estudio, de las concentraciones plasmaticas y tisulares de
este compuesto queda la duda acerca de la ocurrencia del fendmeno descrito.

En general se acepta que las diversas estructuras cerebrales tienen diferente

vulnerabilidad ante las situaciones endégenas o exdgenas que pudieran modificar
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la integridad morfoldgica y funcional del sistema nervioso central, y se ha sefialado
al hipocampo, a la corteza cerebral y al cuerpo estriado como estructuras
especialmente vulnerables. De hecho, se sabe que la memoria espacial depende
de la integridad morfo-funcional del hipocampo y que sus alteraciones pueden ser
atribuidas a cambios morfoldgicos y/o funcionales de esta estructura (71, 94-102).
Por lo tanto los resultados del presente estudio, lo0 mismo que otros resultados
reportados en la literatura (24) que muestran el retardo en la adquisicion de la
memoria espacial y la menor eficiencia en la retenciéon de informacién espacial,
podrian ser explicados con base en cambios en la integracion de estos procesos
de memoria en el hipocampo en los animales de experimentacion a los 24 meses
de edad. Asi mismo, el efecto de la melatonina podria corresponder a la
preservacién de caracteristicas funcionales Optimas del hipocampo en los
animales del grupo con tratamiento, dado que se ha descartado la pérdida de
neuronas como explicacion de las alteraciones cerebrales del envejecimiento, en
ausencia de patologias cerebrales asociadas (103).

La capacidad de los animales a los 18 y a los 24 meses de edad para “utilizar” el
hipocampo en las funciones de referencia espacial (memoria de referencia y de
trabajo espacial) es aparente en el presente estudio ya que la diferencia
fundamental en la ejecucion de estas pruebas en el laberinto de Morris por parte
del grupo sin tratamiento, a los 18 y a los 24 meses de edad no fue un
interferencia marcada con sus capacidades de aprendizaje espacial sino
solamente un retardo en alcanzar los criterios de aprendizaje. En este sentido
pareceria que la participacion del hipocampo en el aprendizaje espacial de los

animales viejos fuera solo menos eficiente que en los animales al inicio del



56

proceso de envejecimiento. Los resultados de la ejecucion de las pruebas en el
laberinto de Olton estan de acuerdo con la propuesta anterior, ante la deficiente
ejecucion de la prueba cuando se cambié la orientacion de la posicidn original de
los componentes del laberinto. Este dato ha sido comentado en la literatura como
evidencia de estrategias de orientacion espacial dependientes del hipocampo (69),
qgue en el presente estudio parecerian ser utilizadas de la misma manera por los

animales viejos sin tratamiento y por los animales viejos tratados con melatonina.
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CONCLUSIONES

El proceso de envejecimiento cerebral que ocurre entre los 18 y 24 meses
de edad en la rata da lugar a un retardo del aprendizaje y la memoria
espacial.

La administracién diaria de melatonina durante seis meses previene la
alteracion de las funciones cognoscitivas de aprendizaje y memoria
espacial asociadas al proceso de envejecimiento entre los 18 y 24 meses
de edad en la rata.

Los animales viejos contindan utilizando el hipocampo como parte

fundamental de la integracion del aprendizaje y la memoria espacial.
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