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FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS Y BIOLOGICAS
“DR. IGNACIO CHAVEZ”

“EVALUACION MORFOLOGICA Y FUNCIONAL DEL
EFECTO DE RALOXIFENO CONTRA EL DANO PRODUCIDO POR
HIPOPERFUSION CEREBRAL CRONICA EN RATAS OVARIECTOMIZADAS"

RESUMEN:

Introduccion: Se han utilizado Moduladores Selectivos de los Receptores de
Estrogenos (SERMs) como parte de los esquemas terapéuticos para prevenir el
deterioro cognitivo asociado con el envejecimiento, en el cual la deficiencia
estrogénica y la posible hipoperfusion cerebral cronica pueden ocurrir en mujeres
pre y posmenopausicas.

Objetivo: Evaluar el efecto neuroprotector del Raloxifeno en un modelo
experimental de hipoperfusion cerebral crénica (HCC) (oclusion de ambas arterias
cardtidas comunes, con una semana de diferencia), en ausencia de la influencia
cerebral estrogénica dependiente principalmente de la secrecidn ovarica.

Material y métodos: Veinticinco ratas Sprague-Dawley (250-300 g) fueron
ovariectomizadas y asignadas al azar, dos semanas después, a los siguientes
grupos: Sham (procedimientos quirurgicos para HCC sin interrupcion del flujo
sanguineo cerebral, n=10 ); HCC+Veh (HCC+vehiculo, dimetilsulfoxido al 10% en
agua esteéril, 0,3 ml/dia, sc, n=7); HCC+Raloxifeno (HCC+Raloxifeno, 3,0
mg/kg/dia, sc, n=8). Después de 60 dias de tratamiento con vehiculo o Raloxifeno,
se evaluo el aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris, y
se procesaron cerebros para evaluar la poblacion de neuronas piramidales del
segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo.

Resultados: Los parametros de aprendizaje espacial y memoria (latencias de
escape, longitudes de trayecto de nado) no difirieron significativamente a lo largo
de los siete dias sucesivos de prueba en los tres grupos experimentales. Sin
embargo, durante el ensayo de transferencia (dia 8), el tiempo de recorrido a
través del cuadrante objetivo, asi como el numero de cruces sobre la ubicacion
exacta donde originalmente se encontraba la plataforma de escape, fueron
similares en los grupos HCC+Raloxifeno y Sham y significativamente mayores (p
<0,05) que en el grupo HCC+Veh. La poblacion de neuronas piramidales del
segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo se redujo significativamente
(p <0,05) a un 75%, en comparacion con el grupo Sham (100%). El tratamiento
con Raloxifeno impidio esta pérdida neuronal, y resulté en un ligero aumento, no
significativo, en la poblacion neuronal piramidal (115%).

Conclusiones: Estos resultados apoyan los efectos neuroprotectores del
Raloxifeno en las estructuras cerebrales que forman parte del sustrato neural de
las funciones cognitivas, afectadas por la privacion estrogénica y la hipoperfusion
cerebral cronica.

Palabras clave: Hipoperfusién cerebral cronica, Hipocampo, Neuroproteccion,
SERMSs, Raloxifeno.
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“DR. IGNACIO CHAVEZ”

o

“MORPHOLOGICAL AND FUNCTIONAL EVALUATION OF RALOXIFENE
EFFECT AGAINST DAMAGE PROVOKED BY CHRONIC CEREBRAL
HYPOPERFUSION IN OVARIECTOMIZED RATS”

SUMMARY:

Introducction: Selective Estrogen Receptor Modulators (SERMs) have been used
as a part of therapeutic schedules to prevent cognitive decline associated with
aging, in wich estrogenic deficiency and possible chronic cerebral hypoperfusion
(CCH) may occu in pre- and post-menopausal women.

Aim: Evaluate the neuroprotective effect of Raloxifene in an expereminetal model
of CCH (occlusion of both common carotid arteries, one-week apart), under
absence of estrogenic cerebral influence mainly dependent on ovarian secretion.
Material and Methods: Twenty-five Sprague-Dawley female rats (250-300 g bw)
werw ovariectomized and randomly allotted, two weeks later, to the following
groups: Sham (surgical procedures for CCH, whithout interrupting cerebral blood
flow, n=10); CCH+Veh (CCH+vehicle, 10% dimethylsufoxide in water, 0.3 ml/day,
sc, n=7); CCH+Raloxifene (CCH+Raloxifene, 3.0 mg/kg/day, sc, n=8). After 60
days of vehicle or Raloxifene treatment, spatial learning and memory were
evaluated in the Morris water maze, and brains were processed to evaluate
hippocampal CA1 pyramidal neuron population.

Results: Parameters of spatial learning and memory (escape latencies, swimming
path lengths) did not significantly differ along the seven successive testing days in
the three experimetal groups. However, during the probe trial (day 8) swimming
through the target quadrant, as well as number of crossings over the precise
former escape platform location, were similar in the CCH+Raloxifene and the
Sham groups, and significantly higher (p<0.05) than in the CCH+Veh group.
Hippocampal CA1 pyramidal neuron population was significantly reduced (p<0.05)
to a 75%, as compared to the Sham group (100%). Raloxifene tratment prevented
this neuronal loss, and resulted in a slight non-significant increase in the pyramidal
neuron pupulation (115%).

Conclusions: These results support the neuroprotective effects of Raloxifene on
the brain structures being a part of the neural substrate for cognitive functions,
affected by estrogenic deprivation and chronic cerebral hypoperfusion.
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ABREVIATURAS

ATP: Adenosin trifosfato

CcAMP: Adenosin monofosfato ciclico

ChAT: Colina acetil transferasa

cm: Centimetro

COX-2: Ciclo-oxigenasa-2

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial

ER: Receptor a estrogeno

E2: 17B-estradiol

FSC: Flujo sanguineo cerebral

g: Gramo

GFAP: Proteina Acida Fibrilar Glial

GPR30: Receptor transmembranal acoplado a proteinas G
HCC: Hipoperfusion cerebral créonica

IL-1B: Interleucina 1 3

im: Intramuscular

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

Kg: Kilogramo

NADPH: Nicotinamida adenina dinucléotido fosfato
MAPK: Proteina quinasa activada por mitogéno

min: Minuto

ml: Mililitro

OVX: Ovariectomia

PI3SK/AKT: Fosfatidilinositol 3-quinasa/ proteina quinasa B
ROS: Especies reactivas de oxigeno

sc: Subcutaneo

seg: Segundo

SERMSs: Moduladores Selectivos de Receptores de Estrogenos
TNF-a: Factor de necrosis tumoral a

Veh: Vehiculo
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INTRODUCCION

La demencia es un problema de salud asociado al proceso de envejecimiento, en
el que ciertas condiciones fisiopatologicas capaces de inducir dafio en estructuras
cerebrales especificas, tales como el hipocampo y la corteza prefrontal, dan lugar
al deterioro progresivo y eventualmente a la pérdida de funciones cognoscitivas.

La Organizacion Mundial de la Salud ha identificado a poco mas de 47 millones de
personas en el mundo que viven con demencia, y esta cifra se prevé que pase de
75 millones en el afio de 2030 a mas de 132 millones para el afio 2050 (World
Health Organization, 2016). Esto implica una enorme carga de atencion médica y
cuidados personales para las familias y los cuidadores primarios, asi como un
gran costo financiero que en Estados Unidos de América ha sobrepasado el costo
de la atencion médica por enfermedades oncoldgicas y cardiovasculares (Hurd y
col., 2013).

En Meéxico existen cerca de 860 mil pacientes con algun tipo de demencia. Y
debido a la transicion demografica el numero de personas con este padecimiento
continuara creciendo en los siguientes afos (Mejia-Arango y Gutierrez-Robledo
2011). Un estudio de base poblacional realizado para la evaluacion de la
demencia indica que su prevalencia en ancianos de bajo y mediano ingreso
economico es de 7.4 para las areas urbana y rural (Llibre y col., 2008). Por otra
parte, la Encuesta Nacional Sobre Salud y Envejecimiento en México (ENASEM)
muestra que la incidencia de demencia es de 27.3 casos por 1,000 personas/aino
en personas adultas mayores de 60 afos a nivel nacional (ENASEM, 2012); en
otro estudio se muestra que la incidencia de demencia es de 16.9 por 1,000
personas/afno para las zonas urbanas y de 34.2 por 1,000 personas/ano para las
zonas rurales, con una tendencia a ser mayor en las mujeres que en los hombres;

tendencia que se incrementa exponencialmente con la edad (Prince y col., 2012).

La demencia forma parte de un grupo heterogéneo de trastornos cerebrales en los
que el deterioro cognitivo es atribuible a patologias cerebro vasculares, que
parecen ser la causa primaria de al menos el 20% de los casos de demencia

Lucia Salcido Cadena 1
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(Gorelick y col., 2011). En este sentido, varios estudios clinico-patologicos
recientes han destacado el papel del trastorno cerebro vascular, no s6lo como
causa primaria de deterioro cognitivo, sino también como adyuvante
fisiopatoldgico de las alteraciones cerebrales que dan lugar a la demencia que
caracteriza a la enfermedad de Alzheimer y a la demencia asociada a otras
patologias neurodegenerativas (Gorelick y col., 2011; Levine y Langa, 2011;
Toledo y col., 2013). Asimismo, se ha mostrado la importancia de la relacion
funcional y la sinergia fisiopatolégica entre neuronas, células gliales, y células
vasculares (ladecola, 2010; Zlokovic, 2011), como parte de los procesos de dafo
cerebral en los que alteraciones del flujo sanguineo, tales como la hipoperfusion
cerebral cronica en estructuras cerebrales especificas, podrian contribuir al dafio

cerebral subyacente al deterioro cognitivo.

En el proceso de envejecimiento, la disminucion de las concentraciones
sanguineas Yy tisulares de hormonas gonadales secretadas por el ovario puede
propiciar modificaciones de la estructura y el funcionamiento cerebral que
favorezcan la presencia y progresion de trastornos neurodegenerativos. Por ello,
la disminucidén y/o la ausencia de actividad estrogénica y la hipoperfusién cerebral
cronica pueden ser factores concurrentes de dafio cerebral y deterioro
cognoscitivo en mujeres postmenopausicas. Sin embargo, la administracion de
estradiol como terapia de remplazo con posibles efectos neuroprotectores en
seres humanos presenta serias limitaciones, debido al riesgo de que las acciones
del estradiol en tejidos periféricos den lugar a neoplasias estrogeno dependientes
y trombosis (Don Carlos y col., 2009).

En estas condiciones, de deficiencia estrogénica y posible hipoperfusion cerebral
cronica, se ha planteado la potencialidad de los compuestos Moduladores
Selectivos de Receptores de Estrogenos (SERMs), como parte de esquemas de
neuroproteccion en contra del dafo cerebral conducente al deterioro de las
funciones cognoscitivas. Los SERMs interactuan con receptores a estrogeno
modulando las acciones gendmicas de tal manera que se preserven las acciones

estrogénicas en estructuras celulares cerebrales, en tanto que en otras células las

Lucia Salcido Cadena 2
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antagonizan, particularmente las acciones relacionadas con efectos indeseables

de la terapia de remplazo con estradiol (Paige y col., 1999).

En este sentido, se ha mostrado que SERMs tales como, Tamoxifeno, Raloxifeno
o Basedoxifeno tienen efectos neuroprotectores. En particular, el Raloxifeno es un
SERM derivado de benzotiofeno utilizado en la practica clinica para mantener la
densidad Osea en mujeres posmenopausicas al actuar como agonista de
receptores a estrégeno en el hueso, pero como antagonista estrogénico en el
tejido endometrial y mamario ya que no induce efectos proliferativos sobre el
endometrio e inhibe la proliferacion celular en el cancer de mama estrégeno-
dependiente (Riggs y Hartmann, 2003). En el cerebro actua como agonista de
receptores de estrogeno, de hecho, estudios clinicos aleatorizados sugieren que el
Raloxifeno previene el deterioro cognitivo en mujeres postmenopausicas (Yaffe y
col., 2005).

El potencial de estos farmacos para la prevencion y el tratamiento del dafio
cerebral en diferentes situaciones fisiopatologicas generadas mediante modelos
experimentales de isquemia cerebral aguda y otras patologias
neurodegenerativas, sustenta la importancia del estudio de sus efectos
neuroprotectores. Sin embargo, los efectos neuroprotectores del Raloxifeno no
han sido estudiados en modelos experimentales de hipoperfusion cerebral crénica
y ausencia de actividad estrogénica. Se esperaria que los resultados de la
investigacion contribuyeran a la sustentacion de propuestas con posible aplicacion
en el manejo clinico-terapéutico de individuos expuestos a hipoperfusion cerebral
cronica en ausencia de la actividad estrogénica que normalmente ejercen los
estrogenos secretados por el ovario, principalmente 17B-estradiol, sobre la
estructura y las funciones de diversas estructuras cerebrales (McEwen y col.,
1995; McEwen y col., 2012).

Lucia Salcido Cadena 3
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1. ANTECEDENTES
2.1. Fendmenos fisiopatologicos de dafo cerebral inducidos por la

isquemia

La circulacién cerebral esta regulada de manera muy precisa para adaptarse a los
requerimientos de consumo de oxigeno y glucosa en distintas condiciones del
funcionamiento cerebral. La presiéon arterial media, la producciéon de CO», el pH
tisular y otros mediadores quimicos estan involucrados en la regulacion del flujo
sanguineo cerebral global y del flujo sanguineo en estructuras cerebrales
especificas (Morali y Cervantes, 2014).

La interrupcién o la reduccion del aporte sanguineo al cerebro dan lugar a una
falla en el soporte metabolico que provee de energia a las células nerviosas, lo
cual a su vez inicia una serie de alteraciones de los mecanismos celulares
esenciales para el funcionamiento neuronal. La falla metabdlica induce diversas
alteraciones de los gradientes ionicos transmembranales, despolarizacion andxica
e incremento anormal de las concentraciones intracelulares de Ca?* y de Na*, y
disminucién del pH. El ingreso excesivo, no regulado, de Ca?* al interior de las
células a través de los canales ionicos operados por voltaje y por los receptores de
glutamato puede subsecuentemente activar procesos celulares anormales que
promueven alteraciones mitocondriales, en el transporte membranal y en la
sintesis de proteinas; asi como activacion directa de lipasas, proteasas y
endonucleasas dependientes de Ca?*. Como consecuencia, puede haber
sobreproduccion de radicales libres, lipoperoxidacién de las membranas celulares,
dafio a macromoléculas y al citoesqueleto, asi como activacion de citocinas
proinflamatorias. Adicionalmente la activacion de cascadas de senalizacion
proapoptoticas mantiene condiciones que dan lugar a dafio estructural, funcional y

muerte neuronal (Pulsinelli y col., 1997; Lipton, 1999).

A partir de la falla energética inicial y la liberacidn anormal y excitotoxica
subsecuente de glutamato, la mitocondria queda alterada e involucrada
permanentemente en procesos celulares de dafo estructural y funcional. La

captura en la mitocondria de cantidades anormalmente elevadas de
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Ca?" intracelular da lugar a la sobreproduccion de radicales libres, a la apertura de
los poros de transicion mitocondriales, a la liberacion de citocromo c, a la falla
secundaria de la funcion mitocondrial y a la iniciacibn de la cascada de
sefalizacion proapoptética. La cascada proapoptdtica involucra vias de
sefalizacion dependientes del factor nuclear kB y P53, cambios en la relacidon bax-
bcl-2, liberacion de citocromo c con activacion de caspasas y finalmente activacion
de enzimas que rompen la estructura del DNA y de las enzimas que pueden
repararlo, dando lugar a la degradacién del DNA y a la muerte (Warner y col.,
2004; Chan 2001; Chinopoulos y Adam, 2006; ladecola y Alexander, 2001).

En condiciones de isquemia, la sobreproduccion de radicales libres por parte de la
mitocondria excede las reservas antioxidantes de las neuronas y pone en riesgo
su integridad estructural y funcional (ladecola y Alexander, 2001). El cerebro es
especialmente susceptible al dafio oxidativo como resultado de su alta tasa
metabolica, la necesidades de oxigeno elevadas y de sus caracteristicas
bioquimicas particulares. Asi, aunque el cerebro humano constituye soélo el 2% de
peso corporal total, consume alrededor del 20% del oxigeno utilizado por el
organismo (Brust, 2013) lo que favoreceria la generacidon de radicales libres en
mayores cantidades que otros tejidos. Asi mismo, varias regiones del cerebro
contienen altas concentraciones de hierro, un compuesto metalico que puede
catalizar la generacion de radicales libres; ademas, el cerebro con una capacidad
antioxidante relativamente baja en comparacion con 6rganos tales como el higado
o el riidn, es rico en lipidos con acidos grasos insaturados, que pueden ser el

blanco para la lipoperoxidacion (Dringen, 2000).

Los radicales libres incluyendo superdéxido, hidroxilo y peroxil nitrito también son
mediadores importantes de dafio inflamatorio al tejido cerebral, de la activacion y
secrecion de citocinas inflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral a,
interleucina-1 e interleucina-6; asi como la induccion y expresion de la 6xido nitrico
sintasa inducible (iNOS) y ciclo-oxigenasa (COX)-2. Estas alteraciones favorecen
la presencia de reacciones inflamatorias inmediatamente después de Ia

isquemia/reperfusion.
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Sin embargo, la isquemia/reperfusion cerebral también puede dar lugar a
mecanismos de reparacion neuronal y recuperacion funcional mediante procesos
de plasticidad que involucran a las neuronas remanentes tanto en las estructuras
mayormente afectadas por la isquemia como en aquellas que no fueron
involucradas en el dafo isquémico (Barone y Feurestein, 1999; Jourdain y col.,
2002; Crepel y col., 2003 Bendel y col., 2005; Hurtado y col., 2006; Ruan y col.,
2006). Los diferentes fendmenos celulares inducidos por la isquemia/reperfusion
cerebral que dan lugar ya sea a muerte neuronal y dafio cerebral o a reparacion
neuronal, plasticidad y recuperacién funcional, pueden ocurrir en forma secuencial
o de manera simultanea a partir del fendmeno isquémico. Sus latencias y curso
temporal, que pueden ir desde minutos hasta semanas, son referencias
importantes para establecer su relevancia en los periodos criticos para el dafo y
muerte neuronal; lo mismo que para establecer las “ventanas de oportunidad” para

procedimientos neuroprotectores especificos (Pulsinelli y col., 1997; Lipton, 1999).

2.2. Sindrome de Hipoperfusion Cerebral Cronica

Estos fenomenos fisiopatoldgicos de dafio cerebral inducidos por la isquemia,
ocurren con gran intensidad y en corto tiempo en los casos de isquemia cerebral
aguda global o focal; sin embargo, la isquemia cerebral también puede ocurrir de
otra manera ante la reduccion del flujo sanguineo de menor magnitud, con un
curso temporal a largo plazo, que altere progresivamente los procesos celulares
de las neuronas y finalmente el efecto acumulativo de dichas alteraciones
provoque la muerte de las neuronas mas vulnerables a la isquemia y el deterioro
de las funciones que dependen de la integridad morfo-funcional de las estructuras
cerebrales. Tal es el caso del sindrome de Hipoperfusion Cerebral Crénica que es
una alteracién provocada por una reduccion progresiva, a largo plazo, del flujo
sanguineo y por consiguiente del aporte de oxigeno y glucosa al cerebro (Niy col.,
1994; Farkas y col., 2007). Este sindrome es una importante causa de demencia
en pacientes con enfermedades cerebro vasculares en las que la oclusion

progresiva de los vasos sanguineos que proveen de irrigacion al cerebro, da lugar
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a diversas alteraciones y finalmente a la pérdida de las funciones y capacidades
cognoscitivas, de aprendizaje y de memoria (Otori y col., 2003; Tsuchiya y col.,
1992). En condiciones de hipoperfusion cerebral cronica (HCC) el flujo sanguineo
cerebral se reduce a largo plazo, de manera progresiva hasta en un 30% del flujo
sanguineo cerebral normal y cabe esperar que ocurra dafio, alteracién funcional y
muerte neuronal en las estructuras cerebrales mas vulnerables a la isquemia,
entre las que destacan las neuronas piramidales del cuerno de Ammon del
hipocampo y de las capas 3 y 5 de la corteza cerebral, directamente involucradas
en la integracion de funciones cognoscitivas (Farkas y col., 2007, Pulsinelli, 1985).

La lesion de dichas estructuras cerebrales en condiciones de HCC se debe
fundamentalmente a fendmenos proapoptoticos, estrés oxidativo y fendmenos
proinflamatorios originados por la activacion glial como consecuencia de la HCC
(Cechetti y col., 2012).

2.3. Acciones del 1718 estradiol en las estructuras cerebrales

Por otra parte, existe evidencia acerca de los efectos neuroprotectores del 173
estradiol en contra del dano cerebral provocado por la isquemia, en los que
intervienen multiples mecanismos de accion estrogénica a nivel celular vy
molecular, que tienen lugar en las estructuras cerebrales mas vulnerables a la

reduccion del flujo sanguineo (Morali y Cervantes, 2014).

En condiciones fisiologicas el 17R-estradiol (E2) regula diversos procesos
cerebrales involucrados en el control neuroendocrino de las funciones
reproductivas y el comportamiento sexual femenino en diversas especies de
mamiferos y en seres humanos; sin embargo, otros procesos cerebrales
involucrados en diversas funciones tales como el control del movimiento fino, la
coordinacion motora, la percepcion del dolor, la regulacion del estado de animo,
las funciones cognoscitivas y otras actividades conscientes, asi como el control
cerebral del sistema nervioso autonomo y la regulacion del funcionamiento

cardiovascular y de otros sistemas viscerales pueden ser también modificados de

Lucia Salcido Cadena 7



Evaluacién morfolégica y funcional del efecto neuroprotector de Raloxifeno contra el 2017
dafo producido por hipoperfusion cerebral cronica en ratas ovariectomizadas

manera importante por las acciones del E2 en el sistema nervioso central (Morali y
Cervantes, 2014).

Dichas acciones estrogénicas tienen lugar en los circuitos neuronales de un
conjunto de estructuras cerebrales que incluyen a: la médula espinal, el
hipotdlamo, el cerebelo, las estructuras de los sistemas nigro-estriatal y meso-
limbico, la amigdala, el hipocampo, la corteza cerebral y el tallo cerebral. En estas
estructuras, dichas acciones son mediadas por receptores a estrégeno (ER) y
pueden afectar la comunicacion celular, la generacion, la codificacion, la
comunicacion celular y el procesamiento de la informacion contenida en las
sefales eléctricas y quimicas, mediante la modificacion de la sintesis, liberacién,
biotransformacion, recaptura e interaccion con receptores de diversos
neurotransmisores en los sistemas colinérgico, noradrenérgico, serotoninérgico,
dopaminérgico, glutamatérgico y neuropeptidérgicos (neuropéptido Y, péptidos
opioides), determinantes de las caracteristicas de la plasticidad neuronal, esencial
en procesos cerebrales tales como el desarrollo cerebral, el aprendizaje, la
memoria y los diversos patrones de comportamiento (McEwen y col., 2012).

Adicionalmente, se ha mostrado la participacion relevante del 173-estradiol en la
regulacion de la expresidon génica, la supervivencia neuronal, la diferenciacion
neuronal y glial, y la transmision sinaptica; asi como, bajo ciertas condiciones, en
procesos antiinflamatorios, de neuroproteccion, de reparacién de dafio neuronal y
de recuperacion de funciones cerebrales mediante mecanismos de plasticidad en
circuitos neuronales de estructuras cerebrales especificas (Wolley, 2007; Vegeto y
col., 2008)

2.4. Receptores a Estrogenos como mediadores de la

neuroproteccion del 178 estradiol

Se ha mostrado que las acciones de E2 en el cerebro estan mediadas por varios
tipos de receptores a estrégeno (ER) situados en la membrana o en el citoplasma
y otras estructuras subcelulares (mitocondrias, reticulo endoplasmico) del soma,
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las dendritas, las estructuras especializadas pre y post sinapticas en las neuronas
y en las células gliales que conforman las diversas estructuras cerebrales
(McEwen y col. 2012).

Los receptores primarios a estradiol, ERa y los ERfB, han sido localizados en el
nucleo, el citoplasma y la membrana de las neuronas, donde actuan como
mediadores de activacion de las vias de sefalizacion intracelular involucradas en
las acciones gendmicas correspondientes a diversos efectos estrogénicos en el
sistema nervioso central. Actualmente se acepta que los estrogenos, como otras
hormonas esteroides, pueden actuar a través de una via considerada clasica, una
vez que han sido translocados al nucleo, como factores de transcripcion mediante
la unidn con receptores nucleares y la interaccidn con sitios especificos de

respuesta estrogénica en el genoma (Liu y col., 2010).

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

Los datos experimentales que se han acumulado indican un papel preponderante
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de los ERa como mediadores de la neuroproteccidén del estradiol contra el dafio
cerebral por isquemia. Sin embargo, la participacion de los ERB como mediadores
de la neuroproteccién del estradiol no ha sido descartada. Esta propuesta se ha
sustentado principalmente en estudios de neuroproteccion efectuados en animales
“knockout” o “knockdown” y en estudios con agonistas o antagonistas selectivos
de los ERa y de los ERp (Miller y col., 2005; Dai y col., 2007; Carswell y col., 2004;
Dubal y col., 2001; Elzer y col., 2010).

Se ha descrito que el estradiol puede inducir fendmenos celulares que ocurren con
mayor rapidez que los que estan mediados por los receptores ERa y ERB. En
efecto, ciertas acciones del estradiol, dependientes o independientes de procesos
de transcripcion en el cerebro pueden estar mediadas por un receptor con siete
dominios trans-membranales acoplado a Proteinas G denominado GPR3O0,
localizado en la membrana plasmatica y en la membrana del reticulo
endoplasmico de las neuronas en varias estructuras cerebrales, incluyendo el
hipocampo, el hipotalamo y el cuerpo estriado, entre otras (Funakoshi y col., 2006;
Matsuda y col., 2008). GPR30 ha sido identificado como un receptor a estrogéno
membranal cuya interaccion con E2 puede dar lugar a la activacion de vias de
sefalizacion de procesos celulares no gendmicos, los cuales pueden iniciarse con
un periodo de latencia muy breve e incluyen modificaciones de la fosforilacion de
proteinas y cambios en la concentracion de segundos mensajeros intracelulares
como Adenosin monofosfato ciclico (cCAMP) y calcio (Liu y col., 2010). Cabe
destacar que el agonista (G1) selectivo del GPR30, ha mostrado efectos
neuroprotectores contra el dafio cerebral provocado por la reduccion del flujo
sanguineo cerebral en modelos experimentales de isquemia focal o global
(Lebesgue y col., 2009; Zhang y col., 2010; Lebesgue y col., 2010).

La presencia de estos diferentes tipos de receptor a estrogeno en las neuronas y
las células gliales que forman parte de la estructura y los circuitos neuronales del
hipocampo adquiere gran importancia debido al papel fundamental del hipocampo
para la codificacion de la informacién y el procesamiento de las sefiales eléctricas

y quimicas involucradas en los procesos cerebrales que dan lugar a las funciones
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cognoscitivas. De esta manera, las acciones estrogénicas mediadas por
receptores, se traducen en cambios en la densidad, la configuracion vy
proporciones relativas de los diferentes tipos de espinas dendriticas en las células
piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo y de las
capas 3 y 5 de la corteza prefrontal, los cuales son parte fundamental de la
generacion de sefiales, la comunicacion celular y los cambios plasticos que
inciden en las caracteristicas del aprendizaje y la memoria espacial (Gould y col.,
1990; lkeda y col., 2006; Zhou y col., 2007; Smith y McMahon, 2006; Mukai y col.,
2007; Jelks y col., 2007;Marin y col., 2009; Garcia-Segura y col., 2010; Roepke y
col., 2011).

Los receptores ERa, ERB y GPR30 parecen estar involucrados en diversas
acciones estrogénicas que pueden dar lugar a neuroproteccién, al inducir
procesos celulares que guardan una relacién de oposicion con los mecanismos
fisiopatoldgicos del dafio cerebral por isquemia. Este es el caso de: a) reduccion
del estrés oxidativo, a través de la reduccién del incremento en la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS) a nivel mitocondrial, la reduccion de la
activacion NADPH oxidasa y de la produccion de ROS, la modulacion de enzimas
antioxidantes, la captura de ROS; b) reduccién de los fenbmenos proinflamatorios
inducidos por la isquemia; c) incremento de los mecanismos celulares
antiapoptoticos; d) promocion de la sintesis y liberacion de factores troficos por
parte de los astrocitos; €) mejoramiento a corto y largo plazo del flujo sanguineo
en las zonas isquémicas; f) regulacion de las vias de sefalizacion PISK/Akt/MAPK
en favor de la supervivencia neuronal; g) preservacion funcional de la barrera
hematoencefalica; h) reparacion de los circuitos neuronales dafiados mediante
sinaptogénesis y neurogénesis.

De esta manera, la neuroproteccion del estradiol contra el dafio cerebral por
isquemia se sustenta en la reduccion del dafio excitotoxico, reduccion del dafo
oxidativo, reduccion de las respuestas inflamatorias, reduccion de la muerte
neuronal y mayor supervivencia de las neuronas, efectos de plasticidad vy
recuperacion funcional de las estructuras afectadas (Morali y Cervantes, 2014).
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Asimismo, se han sintetizado varios analogos quimicos del estradiol que carecen
de afinidad por los receptores ERa y ERB y no son feminizantes; en cambio, la
adicion de ciertos radicales quimicos en el anillo A fendlico de estos compuestos
incrementa su capacidad antioxidante, una propiedad que es esencial para sus
efectos neuroprotectores, no obstante que no interaccionen con ERa y ERB. De
hecho, se ha mostrado que estos compuestos pueden ejercer efectos
neuroprotectores contra el dafio cerebral en modelos experimentales de isquemia
focal, debido a sus efectos antioxidantes, sustentados en el incremento de la
capacidad donadora de electrones. Sin embargo no se ha dilucidado si los efectos
neuroprotectores de estos compuestos puedan estar mediados por el receptor
GPR30, ni el papel que tiene este receptor en los efectos neuroprotectores del
estradiol endégeno (Simpkins y col., 2004; Yiy col., 2011).

Dado que estos analogos de estradiol no feminizantes como ZYC3, ZYC13 y
ZYC26 no tienen interaccion con los receptores ERa y ERB (Yi y col., 2011), se
esperaria que no tuvieran acciones sobre la glandula mamaria, el utero o la
coagulacion sanguinea; sin embargo, pueden tener eficacia como

neuroprotectores (Simpkins y col, 2013).

2.5. Moduladores Selectivos de los Receptores de Estrégenos
(SERMS)

Los moduladores selectivos de los receptores de estrogeno (SERMs) son agentes
que se unen al receptor a estrogeno provocando su activacion (agonistas) y la
induccion de acciones celulares estrogénicas en ciertos tejidos, en tanto que en
otros tipos celulares tienen un efecto inhibitorio (antagonistas) sobre las acciones
estrogénicas inducidas por la activacion de los receptores a estrégeno
correspondientes (Riggs y Hartmann, 2003). La mayor parte son compuestos no
esteroides con estructura terciaria que, tras unirse al ER, pueden inducir cambios
especificos y unicos en la conformacion del receptor influyendo en su capacidad

para interactuar con otras proteinas, tales como coactivadores y correpresores,
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permitiéndoles interactuar como agonistas o como antagonistas del receptor
estrogénico en diferentes tejidos (Brzozowski y col. 1997; Simth y col. 2004).

Los SERMs se han clasificado por su estructura quimica como: derivados del
Trifeniletileno, tales como el Tamoxifeno y citrato de Clomifeno, que son
identificados también como SERMs de primera generacion; derivados del
Benzotiofeno que incluyen a los SERMs de segunda generacion, tales como el
Raloxifeno, Toremifeno, Droloxifeno, Idoxifeno y derivados del Benzopirano
SERMs de tercera generacion, Arzoxifeno, Ospemifeno y SERMs de cuarta
generacion, Ormeloxifeno, Lasofoxifeno, Pipendoxifeno y Bazedoxifeno vy
Fulvestrant. Ademas, deben ser incluidos en el grupo los fitoSERMs, como
Genisteina (Teran y Teppa, 2005; Dowers y col., 2006).

Los SERMs se desarrollaron inicialmente como antiestrégenos para el tratamiento
del cancer de mama; sin embargo, se ha mostrado que poseen otras propiedades
que justificarian su prescripcion para el tratamiento y prevencion de ofras

enfermedades.

Los SERMSs, ya sea sintéticos o naturales, tales como fitoestrégenos, representan
una alternativa al estradiol para el tratamiento o la prevencion de trastornos
neurodegenerativos tales como Ila disminucion de la cognicion con el
envejecimiento o el desarrollo de los trastornos afectivos y cognitivos después de
la menopausia (DonCarlos y col., 2009).

Los estudios acerca de los efectos del Raloxifeno sobre el desempefio
cognoscitivo en animales de experimentacion, en ausencia de secrecion ovarica
de estrogenos, son escasos y posiblemente sus resultados sean motivo de
controversia. Se ha descrito que Raloxifeno no imita los efectos de los estrogenos
en el desempefo cognitivo en una tarea de aprendizaje y memoria espacial, en
ratas ovariectomizadas, efectuada al término de un tratamiento de 30 dias con
estradiol (5 pg/dia) o con Raloxifeno (300 upg/dia 6 1500 pg/dia) administrados
mediante dispositivos de liberacién continua iv. (Gibbs y col., 2004). En contraste,
ratas ovariectomizadas tratadas con una sola dosis de estradiol (10 ug, sc),
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Tamoxifeno (1mg/kg, sc) o Raloxifeno (1 mg/kg, sc), mostraron mayor eficiencia
en pruebas de memoria de trabajo en el laberinto en Y que los animales sin
tratamiento; efecto que fue relacionado con un incremento significativo de la
densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales de la capa lll de la
corteza prefrontal prelimbica/infralimbica (Velazquez-Zamora y col., 2012).

2.6. Acciones neuroprotectoras de los SERMs

Las acciones neuroprotectoras de Tamoxifeno y Raloxifeno, dos SERM que se
utilizan actualmente en la practica clinica para el tratamiento de cancer de mamay
la osteoporosis, se han evaluado en diferentes modelos experimentales de la
disfuncion neuronal. Estos incluyen modelos animales de lesidon traumatica del
sistema nervioso central y los nervios periféricos, accidente cerebrovascular,
esclerosis multiple, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, deterioro
cognitivo y los trastornos del estado de animo (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 (Metha y col., 2003; Barreto y
col., 2009; Kokiko y col., 2006; O’'Neill y col., 2004; Ciriza y col., 2004) mediante

diversos mecanismos de accion.

Asi, se ha mostrado que el Tamoxifeno y el Raloxifeno reducen la activacién de la
microglia, asi como la produccién de mediadores inflamatorios en respuesta de la
microglia a diversos estimulos inflamatorios y en modelos animales de la

enfermedad de Alzheimer (Suuronen y col., 2005; Vegeto y col., 2006).

En diversos estudios se han obtenido resultados que sustentan el efecto
neuroprotector del Raloxifeno, en diferentes modelos y condiciones
experimentales de dafo cerebral in vitro e in vivo, mostrado que la administracion
de Raloxifeno disminuye la reaccién glial, facilita la recuperacién funcional y
reduce el deterioro de las funciones cognoscitivas en modelos experimentales de
lesidn traumatica de la corteza cerebral (Kokiko y col., 2006; Barreto y col., 2009),
y en lesion del nervio ciatico (McMurray y col., 2003). Asimismo, el efecto
neuroprotector de Raloxifeno se ha sustentado en la reduccion de la secrecion de

Lucia Salcido Cadena 14



Evaluacién morfolégica y funcional del efecto neuroprotector de Raloxifeno contra el
dafo producido por hipoperfusion cerebral cronica en ratas ovariectomizadas

2017

TNF-a e IL-18 y de la cantidad de células GFAP positivas inducidas por la lesion
traumatica de la médula espinal en ratas macho (Ismailoglu y col., 2013).

En este sentido, se ha descrito que el Raloxifeno tiene propiedades similares a los
estrogenos sobre la actividad de la colina acetil transferasa (ChAT) del hipocampo,
y se ha sugerido que los SERM de benzotiofeno que pueden ejercer efectos
benéficos similares a los estrégenos sobre la neurotransmision colinérgica en el
cerebro sin producir la estimulacion periférica de mama o tejido uterino (Wu y col.,
1999). El Raloxifeno protege las neuronas del giro dentado del hipocampo de la
excitotoxicidad del acido kainico (Ciriza y col., 2004), asi como de la toxicidad
provocada por -amiloide (Du y col., 2004); también se ha descrito que promueve
el crecimiento axonal (Nilsen y col., 1998), disminuye el dafio potencial mediado
por oxidacion (Konyalioglu y col., 2007) y reduce la activacion de la microglia
después de la administracién de lipopolisacarido (Tapia-Gonzalez y col., 2008;
Cerciat y col., 2010).

Se ha postulado que el Raloxifeno actua en el sistema nervioso central como un
agonista parcial a ER y que las acciones neuroprotectoras del Raloxifeno estan
mediadas, al menos en parte, por la activacién del receptor GPR30 (Abdelhamid y
col., 2011). De esta manera, el Raloxifeno activa la éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) a través de una via PI3K / Akt (Simoncini y Genazzani, 2002; O'Neill y
col., 2004), induce la actividad de la telomerasa, a través de la misma via (Du y
col.,, 2004), reduce la inflamacién a través de una accion inhibitoria sobre la
expresion de CCL20 y las vias de NF-kB en astrocitos reactivos (Li y col., 2014) e
incrementa la expresion de proteinas antiapoptoticas Bcl-2 en la corteza cerebral
(Armagan y col., 2009).

También se han identificado al incremento de la neurogénesis en la zona sub-
ventricular del cerebro y a la reduccion de la pérdida de espinas dendriticas en
neuronas piramidales de la corteza en ratas ovariectomizadas con oclusion de la
arteria cerebral media, como mecanismos de la accién neuroprotectora de
Raloxifeno (Khan y col., 2015).
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Otros hallazgos sugieren que el Raloxifeno mejora el rendimiento cognitivo
relacionado con la corteza prefrontal y provocan un aumento significativo en la
densidad numérica de las espinas dendriticas apicales de la capa Ill de neuronas
piramidales de la corteza prefrontal pre-limbica e infra-limbica (Velazquez-Zamora
y col., 2012).

Estos datos experimentales son importantes, porque sustentan la posibilidad de
desarrollo y potencialidad de uso clinico de los SERMs como neuroprotectores,
cuyas acciones estarian mediadas por la modulacién de receptor a estrogeno cuya
activaciéon no induciria acciones y efectos estrogénicos indeseables. De hecho, el
potencial neuroprotector del Raloxifeno ha sido mostrado por estudios clinicos 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 posmenopausicas (Yaffe y col., 2005; Jacobsen y col., 2009).

2.7. El modelo de hipoperfusién cerebral cronica en ratas

Se ha descrito que las ratas presentan un flujo sanguineo cerebral regional de
179,4 £ 38,1 ml/100g/min en la corteza frontal, de 191,0 £ 51,7 ml/100g/min en la
corteza parietal, de 224,2 + 41,4 ml/100g/min en la temporal y de 174,7 + 8,0
ml/100g/min en la corteza occipital, asi como de 86,1 + 19,5 ml/100g/min en la
region CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo (Otori y col. 2003).

El modelo de Hipoperfusion Cerebral Cronica se ha desarrollado para estudiar en
animales de experimentacidn las condiciones y consecuencias de una reduccion
cronica del flujo sanguineo cerebral (FSC) como podria ocurrir en seres humanos.
Este modelo consiste en la oclusion bilateral permanente de ambas arterias
cardtidas comunes, provocando una reduccion a largo plazo del FSC en las
regiones corticales de hasta 55-65% y en el hipocampo de hasta 40%, en

comparacioén con el FSC en animales sin oclusion.

Esta situacion provoca la muerte de las neuronas mas vulnerables a la isquemia,

como son las neuronas piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo y las
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neuronas piramidales de las capas 3 y 5 de la corteza cerebral (Pulsinelli, 1985).
Estas neuronas piramidales del hipocampo forman parte fundamental del circuito
trisinaptico donde se realiza la adquisicion y procesamiento de la informacion
sensorial involucrada en los procesos de aprendizaje y memoria. De tal manera
que a partir de la oclusion de las arterias carétidas se espera, en este modelo, que
ocurra una peérdida progresiva de las neuronas piramidales de CA1 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; Farkas y col., 2007; Hossmann, 2008; Ulrich y
col., 1998; Pappas y col., 1996; Ohta y col., 1997).

El modelo de HCC ha sido caracterizado por diversos autores, quienes han
descrito la magnitud de la pérdida de las neuronas piramidales en CA1 en funcion
del transcurso del tiempo, desde 14 dias hasta 6 meses, a partir del inicio de la
isquemia. Esta pérdida neuronal se acompafia de una notable reaccion de las
células gliales (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., 2012).

Asimismo, la ejecucion de tareas de aprendizaje y memoria espacial en el
laberinto acuatico de Morris y de memoria de trabajo espacial en el laberinto de 8
brazos de Olton se deteriora progresivamente a partir del inicio de la isquemia. En
efecto, la latencia de escape en el laberinto acuatico de Morris es
significativamente mayor y el tiempo de permanencia en el cuadrante durante la
prueba de transferencia es significativamente menor en ratas a partir de dos
semanas luego de HCC en comparaciéon con animales Sham (animales con
simulacion del procedimiento anestesico-quirurgico de HCC). La ejecucion en el
laberinto de 8 brazos de Olton se altera permanentemente de manera significativa
a partir de los 2 meses con HCC (Ni JW y col., 1994; Pappas y col., 1996; Ohta y
col., 1997; Ulrich y col., 1998).

La lesion de las células piramidales del segmento CA1 del hipocampo coincide
con un aumento significativo de las células gliales 6 meses después del inicio de

HCC. particularmente en el estrato oriens como lo muestra el incremento de la
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inmunorreaccion a GFAP (Proteina Acida Fibrilar Glial). Esta reaccion glial no se
observo en el hilus, donde no ocurre muerte neuronal como consecuencia de la
HCC (Pappas y col., 1996).

Dadas sus caracteristicas, el modelo de HCC permite evaluar los efectos de
farmacos potencialmente neuroprotectores, de los cuales se esperaria que
impidieran o disminuyeran la muerte neuronal inducida por la hipoperfusion
cerebral crénica y el deterioro subsecuente de las funciones cognoscitivas
dependientes de la integridad morfo funcional del hipocampo. En este caso los
mejores parametros indicadores de la eficacia de un farmaco potencialmente
neuroprotector serian la evaluacion a largo plazo de la poblacion neuronal en las
estructuras cerebrales vulnerables (parametro de estructura) y la evaluacion de las
funciones de aprendizaje y memoria espacial (parametro de funciones), de
acuerdo con los lineamientos establecidos por consenso para el estudio preclinico
de farmacos neuroprotectores (Fisher y col., 2009).
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3. JUSTIFICACION

La ausencia de actividad estrogénica y la hipoperfusion cronica pueden ser
factores de dafio cerebral y deterioro cognoscitivo en mujeres pre y post

menopausicas.

El potencial del Raloxifeno para la prevencion y el tratamiento del dafo cerebral en
diferentes  situaciones fisiopatolégicas generadas mediante = modelos
experimentales de isquemia cerebral aguda y otras patologias
neurodegenerativas, sustenta la importancia del estudio de sus efectos
neuroprotectores. Sin embargo, estos efectos neuroprotectores del Raloxifeno no
han sido estudiados en modelos experimentales de hipoperfusion cerebral crénica
y ausencia de actividad estrogénica. Se esperaria que los resultados de la
investigacion contribuyeran a la sustentacion de propuestas con posible aplicaciéon
en el manejo clinico-terapéutico de individuos con hipoperfusion cerebral cronica
en ausencia de actividad estrogénica.

4. HIPOTESIS

El Raloxifeno reduce las alteraciones morfologicas y funcionales provocadas por la
hipoperfusion cerebral crdénica, en ausencia de la actividad estrogénica que

ejerceria la secrecion de estrégenos ovaricos, en ratas ovariectomizadas.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del Raloxifeno en el modelo de hipoperfusion cerebral cronica,
mediante la evaluacion de la eficiencia en el aprendizaje y la memoria espacial, y

de la poblacién neuronal del hipocampo, en ratas ovariectomizadas.
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6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1. Evaluar la eficiencia del aprendizaje y la memoria espacial en el
laberinto acuatico de Morris en condiciones de Hipoperfusion Cerebral
Cronica, en ausencia de tratamiento y bajo tratamiento con Raloxifeno,

en ratas ovariectomizadas.

6.2. Evaluar la poblacién neuronal de células piramidales del segmento CA1
del cuerno de Ammon del hipocampo, en condiciones de Hipoperfusion
Cerebral Crénica, en ausencia de tratamiento y bajo tratamiento con

Raloxifeno, en ratas ovariectomizadas.

Lucia Salcido Cadena 20



Evaluacién morfolégica y funcional del efecto neuroprotector de Raloxifeno contra el 2017
dafo producido por hipoperfusion cerebral cronica en ratas ovariectomizadas

7. MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en veinticinco ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley, con
un peso de 250-300 g al inicio de los procedimientos experimentales, que se
mantuvieron en cajas de acrilico, bajo condiciones de ciclos de luz y oscuridad
(12h/ 12h), a una temperatura de 24 + 2° C, con provision de comida (rodent
laboratory Chow, Purina) y agua ad libitum.

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-Z00, 1999; Guia Para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio. Instituto de Recursos Animales de Laboratorio. Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas. Academia Nacional de Medicina. México. 2002). Se
tomaron las medidas adecuadas para reducir al minimo el dolor o el sufrimiento de

los animales en todos los procedimientos experimentales.

El proyecto fue autorizado por el Comité de Investigacion y Etica en Investigacion
de la Facultad de Ciencias Médicas y Biolégicas “Dr. Ignacio Chavez’, con el
numero de registro: 001/P5/2016.

Los animales de experimentacion fueron asignados al azar a los siguientes grupos
experimentales: Sham (n=10); HCC+Veh (n=7); HCC+Raloxifeno (n=8). Los
animales de los grupos Sham, HCC+Veh, y HCC+Raloxifeno fueron
ovariectomizados bajo anestesia general (Xilazina, 10 mg/kg, im /Ketamina, 50
mg/kg, im). Catorce dias después de la ovariectomia se realizaron en los grupos
HCC+Veh y HCC+Raloxifeno los procedimientos anestésico/quirurgicos del
modelo de hipoperfusion cerebral cronica en ratas (Pappas y col., 1996; Farkas y
col.,, 2007, Cechetti y Netto, 2010; Azzubaidi y col., 2012). Inmediatamente
después de la oclusion de la segunda arteria caroétida, se inicio el tratamiento con
Vehiculo (Solucion de dimetilsulféxido al 10% en H20 estéril, 0.3 ml/dia, sc) o
Raloxifeno (3.0 mg/kg/dia, en solucion de dimetilsulfoxido al 10%, sc), diariamente,
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durante 60 dias. Los animales del grupo Sham se sometieron a los procedimientos
anestésico-quirurgicos sin oclusién de las arterias carodtidas, sin tratamiento con

raloxifeno o con vehiculo.

Al término del periodo de tratamiento con raloxifeno o con vehiculo, cada uno de
los animales de los 3 grupos en estudio se someti¢ a la prueba de aprendizaje y
memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris (Morris, 1984).Un dia después
de haber terminado las pruebas en el laberinto acuatico de Morris, se obtuvieron
los cerebros de los animales de los diferentes grupos para procesamiento
histologico y evaluacion de la poblacion neuronal del segmento CA1 del cuerno de

Ammon.

7.1. Modelo de hipoperfusién cerebral crénica

El modelo de hipoperfusion cerebral cronica se realizé bajo anestesia general con
Ketamina (50 mg/kg, im) y Xilazina (10 mg/kg, im) y condiciones asépticas, de
acuerdo con los procedimientos quirurgicos descritos previamente (Pappas y col.,
1996; Farkas y col., 2007, Cechetti y Netto, 2010; Azzubaidi y col., 2012):
mediante un microscopio estereoscopico (Leica Mod. S6E) se localizé la vaina
carotidea de la arteria cardtida comun izquierda, a través de una incision en la piel,
en la linea media de la cara ventral del cuello, proximal al esternon y mediante
diseccion roma del tejido celular subcutaneo y fibras musculares; la arteria
cardtida comun izquierda se separé cuidadosamente del nervio vago para colocar
una doble ligadura (seda 5-0) antes de la bifurcacion que da origen a las arterias
carodtidas interna y externa; en estas condiciones se procedio al corte de la arteria
cardtida comun entre las ligaduras. Siete dias después se realiz6 el mismo
procedimiento en la arteria carotida comun derecha. Luego de cada uno de ambos
procedimientos quirurgicos se mantuvo a los animales en condiciones controladas
de temperatura e hidratacion. Se administré6 diclofenaco (1mg/kg, im) vy

enrofloxacina (2 mg/kg, im), como profilaxis de dolor e infeccion.
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7.2. Evaluacién del aprendizaje y la memoria espacial en el Laberinto
acuatico de Morris

Para la evaluacidon del aprendizaje y la memoria espacial se utilizo el laberinto
acuatico de Morris (Morris, 1984). En esta prueba, las ratas se colocaron en una
piscina circular de 140 cm de diametro y 50 cm de altura, con agua teiida de color
azul obscuro, a una temperatura de 25 °C, hasta una profundidad de 25 cm,
ubicada en un cuarto con una variedad de sefiales (puerta, figuras, el investigador,
etc.,) en lugares fijos del entorno, las cuales permitian la orientacion espacial de la
rata. El laberinto se dividi6 de manera virtual en cuatro cuadrantes designados
como 1, 2, 3y 4. En el cuadrante 1 se colocd una plataforma de escape (13 x 13
cm) sumergida 2 cm por debajo de la superficie del agua, a 28 cm, hacia el centro,
de la pared de la piscina. Tanto la plataforma como las sefales espaciales
alrededor del laberinto se mantuvieron en el mismo sitio durante las pruebas de
evaluacion del aprendizaje espacial. En cada una de estas pruebas la rata se
coloco dentro del agua con la cabeza frente a la pared de la piscina en cualquiera
de los cuatro cuadrantes seleccionados al azar en cada dia de prueba (7 dias).
Cada prueba terminé cuando la rata encontré la plataforma en menos de 60
segundos (latencia de escape); en caso contrario la rata fue guiada hasta la
plataforma y en este caso se le asigno una latencia de escape de 60 segundos.
En el disefio experimental se utilizé6 un periodo de aprendizaje de 7 dias, con dos
ensayos diarios, con un intervalo de 20 minutos; se permitid la permanencia de la
rata en la plataforma durante 15 segundos con objeto de propiciar la ubicacion de
su posicidén con respecto al entorno. Al dia siguiente de haber completado el
periodo de aprendizaje (dia 8) se realizd6 en cada rata una prueba de memoria
espacial (30 segundos) en la que se retird la plataforma y se midi6 el tiempo que la
rata recorrié el cuadrante donde se localizaba originalmente la plataforma, en
comparacioén con el tiempo de recorrido por los otros tres cuadrantes, y el numero
de veces que cruzo por el sitio donde se encontraba la plataforma. La ejecucion
del animal en cada prueba se registr6 mediante video grabacion. En cada prueba

se evaluaron: la latencia de escape (el tiempo que tardo la rata en localizar la
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de nado (cm/s), el tiempo de recorrido a través de cada cuadrante y el numero de

cruces por el sitio donde originalmente se encontraba la plataforma.

7.3. Evaluacién de la poblacién de neuronas piramidales del
segmento CA1 del hipocampo

Al término de las pruebas en el laberinto acuatico de Morris, los animales fueron
anestesiados con Eter y se perfundieron a través del ventriculo izquierdo con
180cc de solucidn amortiguadora de fosfatos, seguida de 180cc de solucion de
formaldehido al 10% en amortiguador de fosfatos. Los cerebros fueron retirados
del craneo y se conservaron en el mismo fijador durante 2-4 dias antes del
procesamiento histologico. Se obtuvo de cada cerebro una rebanada coronal (7,0
mm de espesor) de la region que contiene el hipocampo dorsal, para ello se utilizo
una matriz de acrilico para cortes coronales de cerebro de rata (Stoelting mod.
51384). Dichas rebanadas de tejido cerebral se deshidrataron mediante inmersion
en alcohol etilico, en concentraciones crecientes y en alcohol amilico,
posteriormente fueron aclaradas en aceite de madera de cedro y en cloroformo,
para su inclusiéon en parafina. De estos bloques de tejido cerebral incluido en
parafina se obtuvieron por medio de un microtomo (MICROTOM Mod. HM 325),
series de cortes coronales de 10 um de espesor, del hipocampo dorsal localizados
entre -2.52mm y -4.56mm a partir de bregma, de acuerdo a las coordenadas
estereotaxicas de Paxinos, (Paxinos y Watson, 2009). Uno de cada 5 cortes
coronales fueron tefiidos con violeta de Cresilo al 0,5%, pH 3.9 (Luna, 1960;
Gonzalez-Burgos y col., 1992). Se cont6 el numero de neuronas piramidales
remanentes (neuronas con morfologia normal, integridad de la membrana y
nucléolo claramente visible) en 4 cortes de ambos hemisferios cerebrales, de cada
animal en los diferentes grupos experimentales, en una extension lineal de 250 ym
del estrato piramidal del segmento CA1, del cuerno de Ammon del hipocampo,
mediante microscopio optico (Leica Mod. DM 1000) con un aumento de 400x y un
sistema computarizado de analisis de imagenes histologicas (Leica Microsystems
Mod. LAS06886).
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7.4. Anélisis estadistico

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

La comparacion del numero de neuronas remanentes en el segmento CA1 del
cuerno de Ammon en los diferentes grupos fue analizado mediante ANOVA de
una via y prueba de Bonferroni, post hoc (Downie y Heath, 1983).
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8. RESULTADOS

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

8.1.1. Aprendizaje espacial. Latencia de escape

Los valores (mediana y rango) de las latencias de escape de los diferentes grupos
experimentales obtenidos cada dia, durante los 7 dias de prueba, en el laberinto
acuatico de Morris se muestran en la Figura 1, donde se indican la mediana, los
cuartiles alrededor de la mediana (barra) y el rango absoluto (linea de dispersion).
Puede observarse la reduccién significativa de los valores de latencia de escape
en comparacion con los valores obtenidos en el 1er dia de prueba (comparacion
intragrupal), en varios dias a partir del dia 2 (dia 2 p=0.032, dia 5 p=0.012, dia 6
p=0.005, dia 7 p=0.007) en el grupo Sham, y a partir del dia 3(dia 3 p=0.043, dia 4
p=0.018, dia 5 p=0.012, dia 6 p=0.046, dia 7 p=0.018) en el grupo
HCC+Raloxifeno. En cambio, los valores de Ilatencia de escape fueron
significativamente menores solamente los dias 2 y 6 (dia 2 p=0.043, dia 6
p=0.028), en comparacion con el primer dia de prueba, en el grupo HCC+Veh.

En la comparacion intergrupal, los valores de latencia de escape fueron
significativamente mayores los dias de prueba 5y 6 (dia 5 p=0.015, dia 6 p=0.005)
en el grupo HCC+Veh en comparacién con el grupo Sham, sin diferencias
significativas de los valores de latencia de escape entre los grupos HCC+Veh y
HCC+Raloxifeno, durante los 7 dias de prueba. Las latencias de escape en el
grupo HCC+Raloxifeno fueron significativamente mayores los dias 1, 2 y 6 de
prueba (dia 1 p=0.026, dia 2 p=0.017, dia 6 p=0.04), en comparacién con los
valores de latencia de escape en el grupo Sham.
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Figura 1. Latencias de escape (mediana y rango) de los grupos Sham, HCC+Veh
y HCC+Raloxifeno, durante los 7 dias de prueba, en el laberinto acuatico de
Morris. Puede observarse la reduccion significativa de la latencia de escape a
partir del segundo o tercer dia de prueba en cada uno de los diferentes grupos
experimentales, (*p<0.05, dia 1 vs. dias subsecuentes,); asi como las diferencias
intergrupales del grupo HCC+Veh con respecto al grupo Sham (2p<0.05) los dias
5y 6; y entre el grupo HCC+Raloxifeno y el Sham (*p<0.05) los dias 1,2 y 6 de

prueba.

8.1.2. Aprendizaje espacial. Longitud y caracteristicas de las

trayectorias de nado

Los valores de la distancia de nado (cm) que recorrieron los animales de los
diferentes grupos experimentales para llegar a la plataforma sumergida mostraron
una tendencia a disminuir progresivamente en comparacion con el 1er dia de
prueba (Tabla 1). En el grupo Sham hubo diferencias significativas a partir del 6°
dia de prueba (dia 6 p=0.006, dia 7 p=0.015), y a partir del 2° dia en el grupo
HCC+Raloxifeno (dia 2 p=0.016, dia 3 p=0.009, dia 4 p=0.002, dia 5 p=0.000, dia
6 p=0.007, dia 7 p=0.001). En cambio en el grupo HCC+Veh no se observaron
diferencias significativas durante los 7 dias de prueba.

En cuanto a las diferencias de las distancias de nado entre grupos se observo que
este parametro fue significativamente mayorla en el grupo HCC+Raloxifeno en
comparacioén con el grupo Sham los dias 1°y 6° de prueba (dia 1 p=0.012, dia 6
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p=0.008). Los valores de la distancia de nado del grupo HCC+Veh no presentaron
diferencias significativas con respecto al grupo Sham ni HCC+Raloxifeno.

Tabla 1. Valores (Media + EE) de la longitud de las trayectorias de nado (cm) de
los animales de los grupos Sham, HCC+Veh y HCC+Raloxifeno durante los 7 dias
sucesivos de la prueba de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris.

Sham HCC+Veh HCC+Raloxifeno
DIA 1 1073 + 88 1195 + 113 1469 + 88~
DIA 2 825+ 120 786 + 82 916 + 120"
DIA 3 687 £ 129 872 + 150 873 £ 129*
DIA 4 674 £ 153 760 £ 62 686 + 152*
DIA 5 432 + 129 668 + 94 517 £ 129*
DIA 6 312 £ 104* 624 + 78 752 £ 104*A
DIA 7 479 £ 128* 670 £ 116 537 + 128*

*p<0.05 dia 1 vs. dias subsecuentes; 2p<0.05 vs Sham.
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Figura 2. Trayectorias de nado representativas de un animal de cada uno de los
diferentes grupos experimentales en el laberinto acuatico de Morris en los dias de
prueba 1, 3 y 7; asi como durante la prueba de transferencia el dia 8. La
trayectoria de nado circular cerca de la pared de la tina (tigmotaxis) se observa en
el grupo HCC+Veh el primer dia; posteriormente las trayectorias se orientan hacia
el sitio de ubicacién de la plataforma sumergida en todos los grupos. Los
triangulos verdes indican el sitio de inicio de la trayectoria, los évalos rojos indican
el sitio de terminacion de la trayectoria.La figura en el angulo superior derecho
indica la divisién en cuadrantes del laberinto acuatico de Morris asi como el sitio

donde se ubico la plataforma (cuadrante1).

La figura 2 ilustra trayectorias representativas de los grupos Sham, HCC+Veh y
HCC+Raloxifeno, los dias 1, 3y 7 de prueba y en la prueba de transferencia el dia
8. Se destaca el cambio de la trayectoria de nado, circular y cercano a la pared de
la tina (tigmotaxis), observado el primer dia de prueba, hacia rutas mas cortas y
mejor orientadas hacia el sitio de la plataforma en los dias sucesivos en todos los

grupos experimentales.
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8.1.3. Aprendizaje espacial. Velocidad de nado

La Tabla 2 muestra los valores de la velocidad de nado (cm/s), en los diferentes
grupos experimentales, durante los 7 dias de prueba en el laberinto acuatico de
Morris. La velocidad de nado fue significativamente menor en los dias 6y 7 en el
grupo Sham, asi como en los dias 2 a 7 en el grupo HCC+Raloxifeno, en
comparacion con el dia 1 de prueba; sin diferencias entre los 7 dias de prueba en
el grupo HCC+Veh.

Tabla 2. Valores (Media + EE) de la velocidad de nado (cm/s) de los animales de
los grupos Sham, HCC+Veh y HCC+Raloxifeno durante los 7 dias sucesivos de la

prueba de aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris.

Sham HCC+Veh HCC+Raloxifeno
DIA 1 10.73 + 0.88 11.95 £1.13 14.69 + 0.66°
DIA 2 8.25+ 1.19 7.85+0.82 9.15+ 1.34*
DIA 3 6.87+ 1.29 8.72 £ 1.50 8.72+£1.01*
DIA 4 6.74 + 1.52 7.60 £ 0.62 6.86 + 0.93*
DIA 5 432+ 1.28 6.69 £ 0.94 5.17 £ 0.49*
DIA 6 3.20+ 1.03* 6.23 £0.78 7.51 £ 0.89*
DIA 7 479+ 1.27* 6.69 £ 1.16 5.36 £ 1.07*

*p<0.05 dia 1 vs. dias subsecuentes; 2p<0.05 vs Sham.

Lucia Salcido Cadena 30



Evaluacién morfolégica y funcional del efecto neuroprotector de Raloxifeno contra el 2017
dafo producido por hipoperfusion cerebral cronica en ratas ovariectomizadas

8.1.4. Memoria espacial

En la prueba de transferencia efectuada al dia 8, se observd un recorrido de
busqueda de la plataforma por los cuadrantes del laberinto acuatico de Morris
distinto en los animales de experimentacion de cada grupo (Figura 2). Este
recorrido fue predominante en el cuadrante donde originalmente se encontraba la
plataforma (cuadrante 1) en los grupos Sham y HCC+Raloxifeno, con mayor
certeza en la estrategia de busqueda y un menor recorrido por los otros
cuadrantes; a diferencia del recorrido del grupo HCC+Veh, predominantemente

por el cuadrante 3.
8.1.5. Tiempo de recorrido por los diferentes cuadrantes

En la figura 3 se muestran los valores del tiempo de recorrido (seg) por los
cuadrantes del laberinto acuatico de Morris en los diferentes grupos y condiciones
experimentales. El tiempo de recorrido en el cuadrante donde originalmente se
encontraba la plataforma (cuadrante 1) fue significativamente mayor (p<0.05) en
comparaciéon con los tiempos de recorrido en los cuadrantes 2 y 4, en el grupo
Shamy en los cuadrantes 2, 3 y 4 en el grupo HCC+Raloxifeno; a diferencia de lo
observado en el grupo HCC+Veh, en el que el tiempo de recorrido por el

cuadrante 1, donde se encontraba originalmente la plataforma fue menor.

Por otra parte, los resultados de un analisis intergrupal mostraron que no existen
diferencias significativas en el tiempo de recorrido en el cuadrante donde
originalmente se encontraba la plataforma entre los grupos Sham vy
HCC+Raloxifeno, pero si una reduccion significativa (p<0.05) del tiempo de dicho
tiempo de recorrido en el grupo HCC+Veh, en comparacion con el grupo Sham y
el grupo HCC+Raloxifeno.
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Figura 3. Tiempo (seg) de recorrido (media £ EE) en los cuadrantes del laberinto
acuatico de Morris durante la prueba de transferencia (30 seg de prueba), en los
diferentes grupos experimentales. Puede observarse el tiempo de permanencia
significativamente mayor en el cuadrante 1 (donde originalmente se encontraba la
plataforma) en los grupos Sham y HCC+Raloxifeno, pero no en el grupo
HCC+Veh, en comparacién con el tiempo de recorrido en los otros cuadrantes.
*p<0.05, otros cuadrantes vs. cuadrante1, 2p<0.05 vs. Sham, *p<0.05 vs.
HCC+Veh.

8.1.6. Numero de cruces por el sitio de la plataforma

La figura 4 ilustra el desempefio de los diferentes grupos experimentales durante
la prueba de transferencia, en cuanto al numero de cruces por el sitio donde
deberia estar la plataforma; el cual es significativamente menor en el grupo
HCC+Veh, en comparacion con el grupo Sham (p=0.044); el grupo
HCC+Raloxifeno no es diferente del grupo Sham (p=0.999), sin embargo el
numero de cruces es significativamente mayor en comparacién con el grupo
HCC+Veh (p=0.052).
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Figura 4. Numero de cruces (media + EE) por el sitio donde se encontraba la
plataforma. 2p<0.05 vs. Sham, *p<0.05 vs. HCC+Veh.

8.2. Evaluacion de la poblacibn de neuronas piramidales del
segmento CA1 del hipocampo

En la figura 5 se muestran fotomicrografias que ilustran el aspecto general de las
estructuras del hipocampo visibles mediante la tincion de violeta de cresilo y a
mayor aumento imagenes del estrato piramidal del segmento CA1 del cuerno de
Ammon del hipocampo, donde se observa la preservacion de dicha poblacion
neuronal con caracteristicas histolégicas semejantes a las del grupo Sham en el
grupo HCC+Raloxifeno y la reduccién de la poblacion de neuronas piramidales en
el grupo HCC+Venh.
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Figura 5. Fotomicrografias de cortes histolégicos representativos, que ilustran a
dos diferentes aumentos (40x, 400x) la poblacién de neuronas piramidales del
segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo en las diferentes condiciones
experimentales, en los hemisferios cerebrales derecho e izquierdo. Puede
observarse una reduccién parcial del nUmero de neuronas por efecto de la HCC
en la imagen correspondiente al grupo HCC+Veh, y su preservacion en el grupo
HCC+Raloxifeno, comparados con el grupo Sham. Barra de calibracion: 40x:
500um, 400x: 50um.

La HCC provocé una reduccion significativa (p=0.047), de un 25%, en la poblacién
de neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo
en el grupo HCC+Veh, con un 75% de neuronas remanentes en comparacion con

el grupo Sham (100%) en una extension lineal de 250 um en el estrato piramidal.
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En el grupo HCC+Raloxifeno la poblacién neuronal fue significativamente mayor
(p=0.002) a la del grupo HCC+Veh y correspondio al 115% en comparacion con la
poblacion neuronal del grupo Sham, sin diferencia significativa (Figura 6).

80 ~

70 -+

e

60 -+ 7

50 4

40

30 ~

20 4

NUMERQ DE NEURONAS EN
CA1/250um

10 4

Sham HCC+Veh HCC+Raloxifeno

Figura 6. Numero de neuronas piramidales remanentes (Media + EE) en una
extension lineal de 250 um en el estrato piramidal del segmento CA1 del cuerno
de Ammon del hipocampo de los animales de los grupos Sham, HCC+Veh y
HCC+Raloxifeno. 2p<0.05 vs. Sham, * p<0.05 vs. HCC+Veh.
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9. DISCUSION

En diversos estudios se han descrito las consecuencias de la hipoperfusion
cerebral crénica en ratas macho; en las que la ligadura y/o la seccion bilateral de
las arterias carotidas comunes da lugar a una reduccién crénica del flujo
sanguineo cerebral, particularmente acentuada, en el hipocampo y la corteza
prefrontal, dos estructuras directamente involucradas en Ilas funciones
cognoscitivas (Otori y col. 2003; Ulrich y col., 1998; Pappas vy col., 1996; Ohta vy
col., 1997; Cechetti y col., 2012; Farkas y col., 2007).

Las alteraciones del flujo sanguineo cerebral provocadas por la hipoperfusion
cerebral cronica pueden inducir mecanismos fisiopatologicos de dafo neuronal
(Du y col. 2017) tales como: estrés oxidativo (He y col., 2009; Choi y col., 2014),
inflamacion (Farkas y col., 2007), disfuncion de sistemas de neurotransmisores
tales como el colinérgico y GABAérgico (Xi y col., 2014; Li y col., 2014), disfuncion
mitocondrial y procesos pro-apotoéticos (Du y col., 2013), lipoperoxidacion (Wang y
col., 2014) y alteracion de la secrecion de factores troficos (Schmidt y col., 2001),
en estructuras cerebrales especialmente vulnerables tales como el hipocampo y la

corteza prefrontal.

De hecho, cuando la interrupcion del flujo sanguineo en las arterias carodtidas
comunes se realiza de manera secuencial con un intervalo de siete dias, la
hipoperfusion cerebral cronica resultante da lugar a la pérdida de la capacidad de
aprendizaje espacial en el laberinto acuatico de Morris, tres meses y seis meses
después de la oclusion de las cardtidas; asi como un deterioro dela memoria
espacial, expresado por reduccion significativa del numero de cruces y del tiempo
de recorrido en el cuadrante donde originalmente se encontraba la plataforma,

durante la prueba de transferencia (Cechetti y col. 2012).

La integridad morfoldgica y funcional del circuito hipocampal es esencial para el
establecimiento y la recuperacion de la memoria declarativa de tipo episéddica en
humanos y de la memoria espacial en roedores (Squire, 1992). Asimismo, la

corteza prefrontal es determinante para la orientaciéon de acciones aprendidas
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dirigidas a objetivos (Hasselmo, 2005). De esta manera, la relacién vy
funcionamiento coordinados entre el hipocampo y la corteza prefrontal son
fundamentales para el aprendizaje y la memoria espacial (Lee y Kesner, 2003;
Gordon, 2011).

En este sentido, la corteza prefrontal medial recibe proyecciones directamente
desde la zona intermedia de la region CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo y
este enlace puede ser critico para la navegacion espacial (Lépez-Vazquez y col.,
2012). Estudios en modelos animales de desconexidn, sugieren que el hipocampo
interactua con la corteza prefontal medial para la codificacion espacial y la
recuperacion en la memoria de trabajo espacial (Churchwell y col. 2010,
Churchwell y Kesner 2011).

Asi, el modelo clasico en la consolidacion y la recuperacion de la memoria
espacial propone que los recuerdos dependen inicialmente del hipocampo y que
regiones neocorticales estan implicadas en la recuperacion de memorias remotas,
proceso que requiere de la plasticidad sinaptica. Se ha investigado la activacién de
una via requerida para la potenciacién de larga duracién, la de proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK), en la adquisicion de la memoria, la consolidacion
y su reciente recuperacion en la tarea del laberinto acuatico de Morris, tanto en el
hipocampo como en la corteza prefrontal, y los hallazgos indican que Ia
informacion adquirida se consolida en la corteza prefrontal medial y que esta
region del cerebro es necesaria para la recuperacion de recuerdos espaciales
recientes (Leon y col. 2010). Asi mismo, se observo sintesis de proteinas de novo
implicadas en la consolidacion de la memoria a largo plazo, en la corteza
prefrontal medial, durante las estrategias de aprendizaje a largo plazo utilizadas en
la memoria de trabajo (Touzani y col. 2007). Otros resultados sugieren
fuertemente que la corteza prefrontal medial participa en la recuperacion de la
informacion espacial mantenida en el hipocampo para una navegacion eficiente
(Joy col. 2007).

En el presente estudio se confirmaron parcialmente las alteraciones de las
funciones cognoscitivas inducidas por la hipoperfusion cerebral cronica provocada
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por la interrupcion permanente del flujo sanguineo cerebral, de manera secuencial,
en ambas arterias cardtidas comunes. En efecto, la ejecucidn de los animales, en
el laberinto acuatico de Morris, dos meses después de haber sido inducida la
hipoperfusion cerebral cronica (grupoHCC+Veh) no mostré diferencias
estadisticamente significativas en la latencia de escape y la magnitud de las
trayectorias de nado para localizar la plataforma, con respecto a la ejecucidon de
los animales del grupo Sham durante los siete dias de prueba; no obstante, bajo
hipoperfusion cerebral cronica estos parametros mostraron una clara tendencia a
tener valores mayores que los observados en el grupo Sham. Sin embargo, los
resultados en la prueba de transferencia coinciden con reportes previos (Cechetti y
col. 2012), en el sentido de que el numero de cruces y el tiempo de recorrido por el
cuadrante donde se encontraba originalmente Ila plataforma fueron
significativamente menores en los animales con hipoperfusion cerebral crénica, en
comparacién con el grupo Sham. Estos resultados sugieren que la hipoperfusion
cerebral cronica provoco alteraciones en los mecanismos del aprendizaje vy
especialmente de la memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris,
posiblemente atribuibles al conjunto de mecanismos fisiopatoldgicos inducidos por
la HCC y que pueden dar lugar a la lesion y/o alteracién funcional de las
estructuras cerebrales involucradas en el aprendizaje y memoria espacial, las

cuales han sido descritas como especialmente vulnerables a la isquemia.

En comparacion con este deterioro cognoscitivo de los animales bajo
hipoperfusion cerebral cronica (grupo HCC+Veh), los cuales, durante la prueba de
transferencia, no conservaron la capacidad de recordar el cuadrante donde
originalmente se encontraba la plataforma, los animales con hipoperfusion
cerebral crénica tratados con Raloxifeno (grupo HCC+Raloxifeno), tuvieron un
desempeno similar a los animales sin hipoperfusion cerebral crénica (Sham) en
esta prueba, en la que el mayor numero de cruces y tiempo de recorrido por el
cuadrante donde originalmente se encontraba la plataforma sustentan que la
capacidad de integracion neural del aprendizaje espacial y la memoria espacial

esta conservado en las ratas que recibieron tratamiento con Raloxifeno durante 60
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Por otra parte, se ha descrito que la hipoperfusién cerebral crénica provoca la
reduccion de la poblacién neuronal de células piramidales del segmento CA1 del
cuerno de Ammon del hipocampo, de tal manera que tres a seis meses después
del inicio de la hipoperfusion cerebral crénica el numero de neuronas piramidales
de dicho segmento disminuye de manera significativa en una proporcion de 25% a
30% en comparacion con animales intactos, tanto si la poblacién neuronal fue
evaluada directamente contando el numero de neuronas remanentes; como a
través de la intensidad de la sefal fluorescente de las neuronas inmunopositivas a
NeuN, en relacion con el grupo control (Ni y col. 1995; Pappas y col. 1996,
Cechetti y col. 2012). Esta pérdida de neuronas piramidales en el segmento CA1
del cuerno de Ammon del hipocampo estuvo asociada a una mayor
inmunoreaccion a GFAP como indicador de activacion glial, en comparacién con
ratas control. Dichas alteraciones celulares inducidas por la hipoperfusion cerebral
cronica fueron relacionadas con el deterioro cognoscitivo (Cechetti y col. 2012),
dada la relevancia del hipocampo en la integracion neural del aprendizaje y la

memoria espacial.

Los resultados del presente estudio coinciden con los datos reportados en los
estudios referidos (Ni y col. 1995; Pappas y col. 1996, Cechetti y col. 2012), dado
que la evaluacion directa del numero de neuronas piramidales en el segmento
CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo mostré una reduccion del 25% de dicha

poblacién neuronal en comparacion con el grupo Sham.

Por otro lado, uno de los aspectos mas relevantes de los resultados del presente
estudio fue que el tratamiento con Raloxifeno (grupo HCC+Raloxifeno) dio lugar a
la completa preservacion de las neuronas piramidales en el segmento CA1 del
cuerno de Ammon del hipocampo y posiblemente favorecié el funcionamiento
coordinado del hipocampo y estructuras corticales prefrontales, como lo indica el
desempeino de los animales de este grupo en la prueba de memoria espacial
(transferencia) en el laberinto acuatico de Morris.

El Raloxifeno es un Modulador Selectivo del Receptor de Estrogeno (SERM) que a
artir de su unidn al receptor de estrogeno (ER) induce un cambio conformacional
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unico que puede resultar en un patrén distinto de reclutamiento de cofactores; esta
interaccion con proteinas coactivadoras o correpresoras resulta en su efecto
agonista o antagonista dependiendo del tejido diana (Brzozowsky 1997; Smith y
O’Malley, 2004).

Diversos estudios han evaluado la actividad neuroprotectora del Raloxifeno e
indican que es capaz de disminuir el dafo causado en diferentes formas de lesidn
neural en modelos de traumatismo craneo encefalico o enfermedad de Alzheimer
en animales de experimentacion (Kokiko y col., 2006; Du y col., 2004), asi como
en modelos de encefalitis autoinmune (Li y col., 2014) y en lesion del nervio ciatico
(McMurray y col., 2003). De igual manera, los efectos del Raloxifeno han sido
estudiados en investigaciones clinicas de manejo del deterioro cognoscitivo y de
trastornos afectivos, en individuos viejos tanto del sexo femenino como del sexo
masculino (Yaffe y col., 2005; Jacobsen y col., 2009; Goekoop y col., 2005;
Goekoop y col., 2006).

Otros hallazgos sugieren que el Raloxifeno mejora el rendimiento cognitivo
relacionado con la actividad de la corteza prefrontal y provoca un aumento
significativo en la densidad de las espinas dendriticas en las dendritas apicales de
neuronas piramidales ubicadas en la capa lll de la corteza prefrontal pre-limbica e
infra-limbica, involucradas en los procesos cerebrales del aprendizaje y la
memoria espacial (Velazquez-Zamora y col., 2012).

Las acciones del Raloxifeno que se han propuesto para explicar su efecto
neuroprotector incluyen: efectos sobre la conectividad sinaptica (O'Neill y col.,
2004; Nilsen y col., 1998; Velazquez-Zamora y col., 2012; Khan y col., 2015); asi
como, la reduccion del estrés oxidativo (Armagan y col., 2009; Konyalioglu y col.,
2007), de la excitotoxicidad (Ciriza y col., 2004), de la apotosis (Armagan y col.,
2009; Du y col., 2004; Abdelhamid y col., 2011), y de la inflamacion (Li y col.,
2014; Suuronen y col., 2005; Tapia-Gonzalez y col., 2008; Ismailoglu y col., 2013;
Cerciat y col., 2010; Simoncini y Genazzani, 2002), en estructuras cerebrales

especificas. Es importante comentar que la dosis de Raloxifeno que fue utilizada
en el presente estudio (3 ma/ka/dia, sc) fue similar a la utilizada en otros estudios
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de neuroproteccion, de hecho esta dosis de Raloxifeno durante 3 semanas acelerd
la regeneracion nerviosa y la recuperacion funcional del nervio ciatico, luego de la
lesion por aplastamiento en ratones hembra ovariectomizados (McMurray y col.,
2003); asimismo, la dosis de 3 mg/kg, sc, de Raloxifeno a los 15 min, 24,48 y 72 h
redujo significativamente el deterioro cognoscitivo en la memoria de trabajo, asi
como facilito la recuperacion del déficit sensori-motor, luego de una lesion

traumatica bilateral de la corteza cerebral en ratas macho (Kokiko y col., 2006).

Cabe la posibilidad de que la relacion de oposicidn entre los mecanismos descritos
para los efectos del Raloxifeno y los mecanismos fisiopatolégicos de dafo
inducidos por la hipoperfusidén cerebral cronica, en lo que respecta a reduccién del
estrés oxidativo, de fendmenos pro-inflamatorios asi como de la apoptosis, forme
parte importante de la neuroproteccion, evaluada mediante parametros
morfologicos y funcionales; atribuible a la administracion del Raloxifeno en el
presente estudio.

El hipocampo es un objetivo importante para las acciones estrogénicas (Morali y
Cervantes, 2014); se ha mostrado que el estradiol aumenta la densidad de las
espinas en las neuronas piramidales del segmento CA1 del hipocampo a través de
procesos que inducen nuevos filopodios y su posterior maduracion para formar
nuevas conexiones sinapticas funcionales en los circuitos neuronales del
hipocampo, en los roedores (Waters y col., 2009; Yankova y col., 2001). Esta
sinaptogénesis inducida por el estradiol en el segmento CA1 y su remodelacion
sinaptica es un fendmeno transitorio relativamente rapido que se puede modificar
a lo largo del ciclo estral de cinco dias en ratas hembra, asi mismo, el estradiol
puede aumentar de forma transitoria el numero de sinapsis que contienen
receptores NMDA excitatorios (McEwen y col., 1995; Srivastava y Penzes, 2011).
Ademas, el estradiol aumenta el numero de espinas dendriticas en las dendritas
apicales de neuronas piramidales ubicadas en la capa lll de la corteza prefrontal
en monos hembra viejos (Hao y col., 2006) y en ratas ovariectomizadas
(Velazquez-Zamora y col., 2012). Dichos cambios en la cotoarquitectura neuronal
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han sido relacionados con la eficiencia en el desempefio cognitivo espacial
(Gonzalez-Burgos y col., 2005).

Estos efectos del estradiol o el Raloxifeno en las neuronas podrian estar mediados
por sus interacciones con diferentes tipos de receptores estrogénicos (Liu y col.,
2010); asi, se ha sugerido que los receptores GPR30 estarian involucrados
preferentemente en los efectos neuroprotectores del Raloxifeno, en tanto que los
RE clasicos a y B estarian mediando los efectos neuroprotectores del estradiol
(Abdelhamid y col., 2011), incluyendo el mantenimiento de la estructura y el
funcionamiento mitocondrial en las neuronas (Chen y col, 2009).

10. CONCLUSIONES

Los resultados del tratamiento con Raloxifeno (grupo HCC+Raloxifeno) durante
sesenta dias en animales hembra con hipoperfusion cerebral crénica sustentan el
efecto neuroprotector que se ha descrito de este compuesto en contra del dafo
cerebral inducido por hipoperfusién cerebral cronica.
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