UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE HIDALGO

FACULTAD DE CIENCIAS MEDIQAS Y BIOLOGICAS
“DR. IGNACIO CHAVEZ”
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO

Tesis:

“Evaluacion morfolégica y funcional del efecto

neuroprotector del Raloxifeno sobre la corteza

prefrontal, en condiciones de hipoperfusién cerebral
cronica, en ratas ovariectomizadas”

PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS DE LA
SALUD

Bidloga
Alondra Ayala Sierra

Director de tesis:
Doctor en Ciencias Biomédicas
José Miguel Cervantes Alfaro

Co-director de tesis:
Dpctor en Fisica
Miguel Angel Lopez Vazquez

Morelia, Michoacan. México
Agosto, 2019.






La Maestria en Ciencias de la Salud de la Universidad Michoacana de San Nicolas

de Hidalgo pertenece al Programa Nacional de Posgrado de Calidad — CONACYT.

La estudiante de la Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio
Chéavez" de la Universidad Michoacana de San Nicolads de Hidalgo agradece al
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia de la beca otorgada para la realizacion

de la Maestria en Ciencias de la Salud.

Registro de Becario: 618536

CVU: 816053



El Comité Tutoral designado por la Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez” de la Universidad

Michoacana de San Nicolas de Hidalgo aprobo la tesis presentada por:

Bidloga
Alondra Ayala Sierra

Doctora en Ciencias Biomédicas
Graciela Maria Eugenia Letechipia Vallejo

Doctora en Ciencias Fisologicas
Bertha Fenton Navarro

Doctora en Ciencias
Gabriela Morali de la Brena




La presente investigacion se realizd en:

Laboratorio de Neurociencias

Division de Estudios de Posgrado

Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo

A cargo de D. en C. José Miguel Cervantes Alfaro

Laboratorio de Neurofisiologia Experimental
Centro de Investigacion Biomédica de Michoacan (CIBIMI)
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

A cargo de D. en C. Maria Esther Olvera Cortés



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por su apoyo en la

realizacion de este trabajo de investigacion.

A la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Ml ALMA MATER,
por qué tus aulas y pasillos me han visto crecer, por qué a pesar de las
circunstancias siempre me proveiste de las armas para decirle a cualquiera:
iCREO EN Mi, SOY ORGULLOSAMENTE NICOLAITA!

A la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y

Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”.

A mi director de tesis, D. en C. José Miguel Cervantes Alfaro, por darme un
lugar en su laboratorio, por guiarme, por todas sus consideraciones, por qué con

usted aprendi a recordar. jCon todo carifo, lo llevare siempre en mi memoria!

A mi director de tesis, D. en F. Miguel Angel Lépez Vazquez; gracias por su
tiempo, por su apoyo, su confianza, por creer en mi, por ensefiarme el don de la
paciencia y la perseverancia, para usted toda mi admiracion y respeto jpor

siempre!

A mi comité tutoral, D. en C. M. E. Graciela Letechipia Vallejo; D. en C. Gabriela
Morali de la Brena; D. en C. Bertha Fenton Navarro y D. en C. Marcia Yvette
Gauthereau Torres, por su disposicion y todas sus atenciones prestadas durante

la realizacion de este proyecto. jGracias!

Al laboratorio de Neurofisiologia Experimental del Centro de Investigacion
Biomédica de Michoacan (CIBIMI) a cargo de la D. en C. Maria Esther Olvera
Cortés, por brindarme un espacio, por todo lo que aprendi, por sus observaciones,

su tiempo. jGracias!




DEDICATORIA

A mi Padre, Biol. Rubén Ayala Flores y a mi Madre, Dra. Enna Armida Sierra
Ballesteros, todo lo que hago es por ustedes y para ustedes.
Ustedes acompafian, guian y cuidan cada paso que doy. Gracias por todos sus
consejos, sus luchas, sus corajes, por entregarme su vida y alma. Son mi ejemplo,
mi admiracién, mi fortaleza. Todas estas palabras nunca podran expresar lo

mucho que los amo.

A mis abuelos, Lic. J. J. Sierra Mota y la Mtra. Enna E. Ballesteros Barbosa,

sé que ustedes siempre me cuidan, siempre estaran conmigo, nunca los olvidare.

A mi Paloma, nuestro orgullo y a mi Columba, mi querida glera, con todo mi

amor para ustedes, las dos aves que van plasmadas en mi corazon.
A Pepe Christian, por hacer a nuestra familia mas feliz.
A J. P. Onate, por qué eres parte de nosotros y te queremos mucho.

A Ena Maria, Omar Jesus y José Emilio, ustedes mis nifios, son el eterno, mas
sincero y grande amor de mi vida, cuando lean esto siempre recuerden que los

amo y espero que se sientan orgullosos de mi.

Familia: yo soy la persona mas afortunada del mundo, por qué los tengo,

con ustedes no necesito mas.

A M. Socorro Escamilla B., Laura Garcia Q. y J. Luis Serna, mis queridos
amigos, gracias por permitirme pasar este tiempo a su lado, los lazos que
formamos sé que seran para toda la vida, fueron tantas las aventuras, las

enseflanzas, compartimos dias que no tenian noche, lagrimas y carcajadas,
nuestra “casita” fue el encuentro de una amistad que perdurara para siempre.

iGracias!

A Carlos A. Molina, Arturo Castell, Diego Camargo y Victoria Valentina, a
ustedes, perddn por las ausencias pero deben saber que a pesar de la lejania,

siempre estan presentes en mi vida y en mi corazon. jLos quiero mucho!







UMSNH Maestria en Ciencias de la Salud

Indice
LiStado de @hreVIaturas. ... ... ... oottt i
LiStado de fIQUIaS. ... ..uei e iii
LiStAdo de taDIAS. ... . iv
R SUMIEIN. L. e v
ADSITACT. . ..t Vi
O [ (oo (Uo7 o7 T o F TP 1
2. ANEECEABNTES. ...t 4

2.1 Demencia
2.2 Hipoperfusién cerebral crénica
2.3 Caracteristicas de la corteza prefrontal
2.3.1 Funcién de la corteza prefrontal en la memoria y el aprendizaje
2.4 Estrégenos como neuroprotectores
2.5 Moduladores selectivos de los receptores de estrégenos (SERMs)

2.5.1 Efecto neuroprotector del raloxifeno

JUSHIfICACION. ... 16
1T 0T 0 L= 1 PP 18
L@ o] 1= 111/ 01 PSRRI 18

5.1 Obijetivo general

5.2 Objetivos especificos

MaterialeS Y MEIOTOS. .. ... 19
6.1 Animales de experimentacion

6.2 Implementacién del modelo de hipoperfusién cerebral cronica (2VO) en los
animales de experimentacion

6.3 Pruebas de evaluacién del aprendizaje y de la memoria de trabajo espacial en
el laberinto acuatico en “T”

6.3.1 Laberinto acuatico en “T” y entorno de la prueba
6.3.2 Tarea de no igualacién a la muestra con retraso
6.3.3 Tarea de igualacién a la muestra con respuesta retrasada

6.3.4 Parametros conductuales

6.4 Obtencion de muestras de tejido cerebral y procesamiento histolégico

6.4.1 Evaluacion de la densidad y proporciones de las espinas dendriticas de las
| neuronas piramidales de la capa lll y V de la corteza prefrontal

“Cuna de héroes, crisol de pensadores”



UMSNH Maestria en Ciencias de la Salud

6.5 Andlisis estadistico
7. RESURAUOS. ... 26
7.1 Evaluacion funcional de la corteza prefrontal mediante la tarea de no igualacién
ala muestra con retraso

7.2 Evaluacion funcional de la corteza prefrontal mediante la tarea de igualacion a la
muestra con respuesta retrasada

7.3 Densidad de las espinas dendriticas

7.4 Proporcion de diferentes tipos de espinas

8. DS CUSION . .ot e e, 38
0. CONCIUSIONES . .. ettt e e e 43
10. Bibliografia. ..o, 44

Alondra Ayala Sierra



UMSNH

Abreviatura

AC
ACC
APA
ATPasa
BHE
CAT
COF
COM
CPF
DSM-V

EE

E2

GPR30 (GPER1 o R1)
GPx

HCC

OVX

PrCm

Maestria en Ciencias de la Salud

Listado de abreviaturas
*Por orden alfabético

Significado

Adenilciclasa

Corteza del cingulado anterior
American Psychiatric Association
Adenosintrifosfatasa

Barrera hematoencefalica
Enzima catalasa

Corteza orbital-frontal

Corteza orbital-medial

Corteza prefrontal

Diagnostic and Statical Manual of Mental
Disorders, Five Edition

Error estandar

17 B-estradiol

Receptor de estrégeno acoplado a proteina G
Glutatién peroxidasa

Hipoperfusion cerebral cronica

Corteza insular agranular

International Classification of Diseases, 11th
Revision

Corteza infralimbica

Proteina asociada a microtubulos-2
Receptor de estrégeno de membrana alfa
Receptor de estrogeno de membrana beta
Corteza orbital-lateral

Corteza orbital-lateral ventral

Corteza orbital-ventral

Grupo experimental con ovariectomia y
simulacién del modelo de 2VO

Corteza precentral

“Cuna de héroes, crisol de pensadores” Pagina i



UMSNH Maestria en Ciencias de la Salud

PL Corteza prelimbica

RAX Grupo experimental tratado con raloxifeno

RE Receptor de estrégeno

REa Receptor de estrogeno alfa

REB Receptor de estrogeno beta

SERMs Moduladores selectivos de los receptores de
estrégenos

SOD Superoxido dismutasa

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

VEH Grupo experimental tratado con vehiculo

(dimetilsulfoxido)

2VO Oclusion de 2 vasos

Alondra Ayala Sierra Pagina ii



UMSNH Maestria en Ciencias de la Salud

Listado de figuras

Figura 1. Efectos fisiologicos de la hipoperfusion cerebral cronica.............c.cooooiiiiiienan, 8

Figura 2. Eficiencia (nUmero de aciertos/nimero de pruebas, %) del aprendizaje de la tarea
de no igualacion a la muestra, con retraso en los diferentes grupos

oL 141 | = VPP 27

Figura 3. Eficiencia (nUmero de aciertos/nimero de pruebas, %) del aprendizaje de la tarea
de igualacibn a la muestra, con respuesta retrasada en los diferentes grupos

EXPEIIMENTAIES. ..o e 29

Figura 4. Densidad de espinas dendriticas (nUmero de espinas/50 um) en las neuronas
piramidales de la capa Ill de la corteza prefrontal.................coooiiiiiii 30

Figura 5. Fotomicrografias representativas de segmentos (50 pm) en la primera
ramificacién secundaria de la dendrita apical en las neuronas piramidales en la capa Ill en

la corteza prefrontal, en los diferentes grupos experimentales..................cocoeiviiiin. 31

Figura 6. Densidad de espinas dendriticas (numero de espinas/50 um) en las neuronas

piramidales en la capa V de la corteza prefrontal..............ooooiiiiiiiii 32

Figura 7. Fotomicrografias representativas de segmentos (50 um) en la primera
ramificacién secundaria de la dendrita apical en las neuronas piramidales en la capa V en

la corteza prefrontal, en los diferentes grupos experimentales............c.cooviiiiiiiiiiiinnn. 33

Figura 8. Proporcion de los diferentes tipos de espinas por segmento (50 um) en la primera
ramificacién secundaria de la dendrita apical en las neuronas piramidales en la capa Il en

la corteza prefrontal, en los diferentes grupos experimentales..................cocoeiiiiin, 35

Figura 9. Proporcién de los diferentes tipos de espinas por segmento (50 um) en la primera
ramificacién secundaria de la dendrita apical en las neuronas piramidales en la capa V en la

corteza prefrontal, en los diferentes grupos experimentales..............ccccoiiiiiiiiiiiiiinennn. 37

“Cuna de héroes, crisol de pensadores” Pagina iii



UMSNH Maestria en Ciencias de la Salud

Listado de tablas

Tabla 1. Eficiencia (nimero de aciertos/namero de pruebas, %) mostrada por las ratas de
los cuatro grupos experimentales, en cada uno de los 12 dias de prueba en la tarea de no

igualacion a la MuUEeSstra, CON FEtraS0. .. ... ... 26

Tabla 2. Eficiencia (nimero de aciertos/nimero de pruebas, %) mostrada por las ratas de
los cuatro grupos experimentales, en cada uno de los 12 dias de prueba en la tarea de

igualacion a la muestra, con respuesta retrasada...............ooveviiiiiiiiiini 28

Tabla 3. Proporcion de los tipos de espinas dendriticas de las neuronas piramidales en la

capa lll en la corteza prefrontal, en los cuatro grupos experimentales........................... 34

Tabla 4. Proporcién de los tipos de espinas dendriticas de las neuronas piramidales en la

capa V en la corteza prefrontal, en los cuatro grupos experimentales............................ 36

Alondra Ayala Sierra Pagina iv



UMSNH Maestria en Ciencias de la Salud

RESUMEN

Introduccion. La Hipoperfusion Cerebral Cronica (HCC), induce lesiones
isquémicas en regiones cerebrales criticas para la funcion cognitiva,
particularmente la corteza prefrontal (CPF) y el hipocampo. Se ha propuesto el uso
de raloxifeno, como neuroprotector de la estructura y funcion de la CPF. Objetivo.
Analizar el efecto neuroprotector del raloxifeno en contra del dafio inducido por
HCC en la corteza prefrontal en ratas con ausencia de secrecion ovarica de
estrogenos. Materiales y Métodos. Se utilizaron ratas, hembras, de la cepa
Sprague-Dawley, de 3 meses de edad (250-300 g de peso), que fueron asignadas
en los siguientes grupos experimentales (n=8): Intacto, OVX, VEH y RAX.
Evaluacion funcional de la CPF en el laberinto acuatico en “T, mediante la prueba
de no igualacién a la muestra con retraso y de igualacion a la muestra con
respuesta retrasada . Histologia: se utilizé el método de impregnacién argéntica de
Golgi para la evaluacion de las espinas dendriticas de la capa Ill y V de la CPF.
Resultados. Las ratas de los grupos Intacto y RAX alcanzaron el porcentaje de
eficiencia (70%) durante los primero 7 dias de prueba, el grupo VEH lo alcanzé al
dia 9 y los del OVX al dia 10. La densidad de espinas dendriticas en las capas Il y
V fue menor en los grupos OVX, VEH y RAX en comparacién con el grupo Intacto.
La mayor proporcion de espinas delgadas y en hongo las presentaron tanto el
grupo RAX como el Intacto. Conclusion. El tratamiento con raloxifeno preservo la
densidad y la proporcion relativa de espinas dendriticas en las neuronas
piramidales en las capas Ill y V y se asocid con una mayor eficiencia en el
aprendizaje y la memoria de trabajo espacial dependiente de la CPF.

Palabras clave: corteza prefrontal, hipoperfusion cerebral crénica, raloxifeno,
aprendizaje y memoria, espinas dendriticas.
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ABSTRACT

Introduction. The permanent reduction of cerebral blood flow (Chronic Cerebral
Hypoperfusion, CCH) may lead to ischemic lesions in brain regions, such as the
hippocampus and the prefrontal cortex (PFCx), It has been proposed that
raloxifene, may exert neuroprotective effects on the structure and function of
prefrontal cortex (layers Ill and V) pyramidal neurons. Objective. The present
study was aimed to evaluate the neuroprotective effects of raloxifene against brain
damage elicited by chronic cerebral hypoperfusion, under absence of estrogen
ovary secretion, in rats. Materials and Methods. Sprague-Dawley female, 3
months old, rats (230-300 g b.w.), were randomly allotted to the following
experimental groups (n=8): Intact; OVX; VEH; and RAX, during 60 days. At the end
of treatments or equivalent periods, functional evaluation of PFCx were performed
by delayed non matched-to sample tasks (12 days, 10 trials/day, 30 sec intervals
between consecutive trials) and delayed matched-to sample tasks, in the T water
maze. Rats brains were obtained following cardiac perfusion. Brain slices (250 ym
thick) including prelimbic/infralimbic PFCx, were processed by a Golgi technique, in
order to evaluate dendritic spine types in pyramidal neurons of cortical layers Il
and V. Results. Rats of Intact and RAX groups achieved a 70% efficiency level in
both subsequent tests series on the 7" testing day; while rats of VEH and OVX
groups achieved this efficiency level in the matched-to sample tasks on the 9™ or
the 10" days of testing, respectively. Dendritic spine density in layer Il and V PFCx
pyramidal neurons was significantly lower in the OVX, VEH and RAX groups, than
in the Intact group. Conclusion. Raloxifene treatment preserved the density and
the relative proportions of dendritic spines in layer Ill and V PFCx pyramidal
neurons. These effects were related to a better efficient performance in PFCx
dependent learning and working memory test.
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1. Introduccioén

La demencia es una condicion fisiopatoldgica que se caracteriza por el deterioro
progresivo de las funciones cognoscitivas, incluyendo el aprendizaje y la memoria.
En estas condiciones se afectan otros procesos cerebrales que forman parte de
los procesos conscientes como seria el caso de la planeacion, la toma de
decisiones, la capacidad de modificar la conducta dependiendo de las condiciones
del entorno y de la experiencia, entre otros (ICD-11, World Health Organization,
2018; Dening y Sandilyan, 2015).

La demencia tiene importantes repercusiones en la salud individual, asi como en
los ambitos social y econdmico. De acuerdo con datos de la Organizacion Mundial
de la Salud se han identificado, a nivel mundial, 50 millones de personas con
demencia y se anticipa que el namero de individuos que viven con estos
padecimientos aumentara a 82 millones de personas para el afio 2030 y podria
llegar a ser mayor de 152 millones de personas para el afio 2050. Anualmente se
registran 10 millones de casos nuevos de demencia, lo que significa que se
presentaria un nuevo caso cada 3 segundos (World Health Organization, 2017).
Esto representa un problema importante en lo que se refiere a la calidad de vida
de individuos afectados, en la naturaleza de los cuidados que puedan requerir por
parte de los integrantes del nacleo familiar, de diversos profesionales de la salud,
asi como de las instituciones de atencién médica (Parra et al., 2018; World Health
Organization, 2017).

Estudios realizados en la poblacion mexicana han mostrado una prevalencia de
7.4 para la demencia en adultos mayores de 65 afos (Parra et al., 2018) y una
incidencia de demencia, variable de moderada a severa, en personas adultas
mayores de 60 afos, de 27.3 casos/1000 personas/afio, de acuerdo con la
Encuesta Nacional Sobre Salud y Envejecimiento en México (ENASEM, 2013),
con un promedio de 25.55/1000 personas/afio con una tendencia al predominio en
mujeres y al incremento de la incidencia y la gravedad con el avance de la edad
(Prince et al., 2012). En México, en el afio 2014, habian sido identificadas cerca de

860 mil personas con algun tipo de demencia y con base en la tendencia de la
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transicion demografica hacia la mayor proporcion de individuos mayores de 60
afos, la proyeccion del numero de mexicanos afectados por demencia para el afio
2050 alcanzaré la alarmante cifra de mas de 3.5 millones, por lo que el impacto de
esta enfermedad en los sistemas de salud, y el entorno social y econémico, sera

aun mas grave (Gutiérrez-Robledo y Arrieta-Cruz, 2015).

La demencia puede clasificarse de acuerdo a su etiologia, de tal manera que se
ha identificado que las enfermedades cerebro-vasculares serian la causa de al
menos el 20% de los casos de demencia (DSM-V, American Psychiatric
Association (APA), 2013; Sachdev et al., 2014).

La demencia de origen vascular podria ser el resultado de lesiones vasculares
capaces de provocar una disminucién del flujo sanguineo cerebral que a su vez
produciria alteraciones funcionales y estructurales en diversas regiones cerebrales
vulnerables (van der Flier et al., 2018; ICD-11, World Health Organization, 2018);
en este sentido, la reducciéon permanente del flujo sanguineo cerebral puede
provocar lesiones isquémicas en regiones cerebrales clave para las funciones
cognoscitivas, particularmente en el hipocampo y la corteza prefrontal (Khan et al.,
2016; Raz et al., 2016; Morali y Cervantes, 2014; Jellinger, 2013; Kim et al., 2012).

Por otra parte, varios estudios clinico-patologicos han sefialado un aumento de
riesgo de sufrir alteraciones cerebro-vasculares, asociadas a la presencia y curso
progresivo de deterioro cognitivo, en mujeres postmenopausicas o que han sido
sometidas a ooforectomia, atribuibles a la ausencia y/o la disminucién de las
concentraciones sanguineas y tisulares de hormonas gonadales secretadas por el
ovario (Engler-Chiurazzi et al., 2017). Sin embargo, en estas condiciones 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 estrogénicas en tejidos periféricos den lugar a neoplasias
estrogeno dependientes y trombosis (Zhu et al., 2017; Ellis et al., 2015; Pickar y
Komm, 2015; Samavat y Kurzer, 2015; Yaghjyan y Colditz, 2011).

Ante la coincidencia de hipoperfusion cerebral cronica y deficiencia estrogénica, se

ha planteado la potencialidad de los compuestos Moduladores Selectivos de
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Receptores de Estrégenos (SERMs, por sus siglas en inglés), como parte de
esquemas de neuroproteccién en contra del dafio cerebral conducente al deterioro
de las funciones cognitivas (Arevalo et al., 2011; Strom et al., 2011; Espeland et
al., 2010; DonCarlos et al., 2009; Legault et al., 2009), dado que los SERMs
interactian con receptores estrogénicos modulando las acciones gendémicas de tal
manera que se preserven las acciones estrogénicas en estructuras celulares
cerebrales, en tanto que no ocurran, en el tejido mamario y tejidos de organos
reproductores, las acciones relacionadas con los efectos indeseables de la terapia
de reemplazo con estradiol (Kulkarni et al., 2016). En este sentido, se ha mostrado
que los SERMs tales como, tamoxifeno, raloxifeno o bazedoxifeno tienen efectos
neuroprotectores; de hecho, estudios clinicos aleatorizados sugieren que el
raloxifeno previene el deterioro cognitivo en mujeres postmenopausicas (Huerta-
Ramos et al.,, 2014). El potencial de estos farmacos para la prevencion y el
tratamiento del dafio cerebral en diferentes situaciones fisiopatoldgicas generadas
mediante modelos experimentales de isquemia cerebral y otras patologias
neurodegenerativas, sustenta la importancia del estudio de sus efectos
neuroprotectores (Khan et al.,, 2014; Arevalo et al.,, 2011; Strom et al., 2011;
O’ Neill et al., 2004). Sin embargo, los efectos neuroprotectores del raloxifeno han
sido poco estudiados en modelos experimentales, particularmente en lo referente
a las consecuencias de la hipoperfusion cerebral cronica y la ausencia de
actividad estrogénica sobre las funciones cognitivas dependientes de la integridad

estructural y el funcionamiento de la corteza prefrontal.

El propdsito de este trabajo es evaluar en un modelo experimental el efecto
neuroprotector del raloxifeno en contra de las alteraciones morfolégicas y
funcionales de la corteza prefrontal, inducidas por hipoperfusion cerebral crénica y

la ausencia de estrogenos ovaricos en ratas.
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2. Antecedentes

2.1 Demencia

La demencia, es una condicion fisiopatoldgica, en la cual la principal caracteristica
clinica son las deficiencias de las funciones cognitivas, que se manifiestan por
disminucién de los procesos de aprendizaje y memoria o pérdida de estas
capacidades con respecto a las condiciones previas al inicio del deterioro
cognoscitivo que forma parte de la demencia (ICD-11, World Health Organization,
2018; DSM-V, (APA), 2013).

Las funciones cognoscitivas que pueden ser alteradas en el curso progresivo del
deterioro cognitivo de la demencia son: la atenciébn compleja, el aprendizaje y la
memoria, el lenguaje, las funciones perceptivas-motoras, la interaccion del
individuo con el entorno social y las funciones ejecutivas, como la toma de
decisiones, la planeacion y la memoria de trabajo, (Sachdev et al., 2014; DSM-V,
APA, 2013).

La demencia se puede clasificar con base a las entidades etiol6gicas/patoldgicas
gue subyacen al deterioro cognoscitivo (DSM-V, APA, 2013). Asi, se considera a
la enfermedad de Alzheimer como la principal causa de deterioro cognoscitivo
(80% de los casos de demencia), seguida por las enfermedades cerebro-
vasculares, a las que se atribuye la etiologia de aproximadamente el 20% de todos
los tipos de demencia (Smith, 2017; Sachs-Ericsson y Blazer, 2015; DSM-V, APA,
2013).

La demencia de origen vascular es una entidad fisiopatoldgica caracterizada por el
deterioro de las capacidades cognoscitivas como consecuencia de la alteracion
del flujo sanguineo en las unidades neuro-vasculares (van der Flier et al., 2018;
Dichgans y Leys, 2017; Hu et al., 2017; Raz et al., 2016; Sachdev et al., 2014;
Gorelick y Nyenhuis, 2013). En estas condiciones, se ha considerado que la
magnitud y el curso temporal del deterioro de las funciones cognoscitivas estan
intimamente relacionados con deficiente suministro de oxigeno y nutrientes al
tejido cerebral y las alteraciones de la estructura o de la funciébn neuronal

resultantes (Al-Qazzaz et al., 2014).
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2.2 Hipoperfusioén cerebral crénica

En los seres humanos, la hipoperfusion cerebral crénica consiste en la reduccion
permanente y progresiva del flujo sanguineo cerebral, debida a patologias, como
la arterioesclerosis, que alteran la estructura de los vasos cerebrales y reducen
progresivamente el calibre de las grandes arterias asi como de los vasos
pequefios que irrigan a las diversas estructuras cerebrales. La hipoperfusion
cerebral cronica se ha vinculado con la presencia y evolucion progresiva de
diversos trastornos neurodegenerativos; asi como con el deterioro cognoscitivo

caracteristico de la demencia (Kalaria, 2016; ladecola, 2013; Jellinger, 2013).

El estudio de los mecanismos de dafio y disfuncion cerebral que resultan de la
reduccion crénica y permanente del flujo sanguineo cerebral ha sido abordado
mediante modelos en animales de experimentacion (Duncombe et al., 2017;
Venkat et al., 2015; Sarti et al., 2002). Entre estos se incluye el modelo de
hipoperfusion cerebral crénica por oclusion permanente de ambas arterias
cardtidas comunes, de manera simultanea o sucesiva (con un intervalo de siete
dias), con o sin seccién de las arterias carétidas comunes. En este modelo se ha
observado una reduccion del flujo sanguineo cerebral del orden del 55% en la
corteza cerebral y del 40% en el hipocampo, en comparacién con el flujo
sanguineo cerebral normal, esto provoca reduccion de la poblacion de neuronas
piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo y deterioro
del aprendizaje y la memoria espacial (Jing et al., 2015, Cechetti et al., 20122;
Cechetti et al., 2010; Farkas et al., 2007; Ohta et al., 1997; Ni et al., 1994).

En diversos estudios se ha descrito que la reduccién del flujo sanguineo cerebral,
en el modelo de hipoperfusion cerebral cronica, induce el deterioro de las
funciones cognoscitivas, especialmente del aprendizaje y de la memoria espacial,
debido al dafio de estructuras cerebrales del hipocampo y de la corteza prefrontal,
dos regiones cerebrales directamente involucradas en estas funciones
cognoscitivas (Hainsworth et al., 2017; Jing et al., 2015; Xi et al., 2014; Cechetti et
al.,, 20122 Otori et al., 2003). Asi se ha mostrado, mediante estudios de

inmunofluorescencia con el marcador NeuN, que la hipoperfusion cerebral cronica
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reduce aproximadamente 30% la poblacion de neuronas piramidales del segmento
CA1 del cuerno de Ammon en el hipocampo, un resultado que ha sido confirmado
recientemente en nuestro laboratorio mediante conteo de las neuronas
remanentes en la misma regién cerebral, identificadas mediante la tincion de Nissl,
luego de 60 dias de hipoperfusion cerebral crénica en ratas hembra (Cechetti et
al., 2012?%; Salcido-Cadena, 2017). Ademas de la reduccidon de la poblacion de
neuronas piramidales del cuerno de Ammon, la hipoperfusion cerebral cronica
provoca una reduccion de las ramificaciones y de las espinas dendriticas de este
tipo de neuronas tanto en el hipocampo como en la corteza prefrontal, un
fenémeno que puede dar lugar a alteraciones de la conectividad, sinaptogénesis y
flujo de la informacién de estas estructuras (Jia et al., 2012).

La hipoperfusién cerebral cronica también induce activacion de los astrocitos cuya
presencia y curso temporal fue identificada mediante marcaje fluorescente de la
proteina acida fibrilar glial (GFAP) en el hipocampo, en condiciones de
hipoperfusion cerebral cronica (Cechetti et al., 20122). Asi mismo, se ha descrito
el incremento de especies reactivas de oxigeno (EROs) en el hipocampo,
atribuible a la reduccién del flujo sanguineo que resulta de la hipoperfusion
cerebral crénica (Azzubaidi et al., 2012; Cechetti et al., 2012°). En estos estudios,
la pérdida neuronal, la activacion pro-inflamatoria de los astrocitos y el incremento
de los radicales libres han sido considerados como posibles causas de la
alteracién funcional del hipocampo que darian como resultado el deterioro de las

funciones cognoscitivas, aprendizaje y memoria espacial.

En una revision reciente, se han descrito (Du et al., 2016) los aspectos mas
relevantes de las alteraciones, de los procesos celulares y moleculares de dafio
neuronal inducidos por la hipoperfusion cerebral crénica. En este sentido, se ha
destacado la importancia de las alteraciones de la estructura y de la funcion
mitocondrial inducidas por hipoperfusion cerebral cronica. Esta condicion
fisiopatoldgica provoca en modelos experimentales, agregacion e “hinchamiento”
mitocondrial en las neuronas piramidales del segmento CA1 del hipocampo, que
coincide con la produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno que indican

una disfuncion mitocondrial que contribuye a la lipoperoxidacion y a la disminucion
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de la capacidad antioxidante de la superoxido dismutasa (SOD) y glutatién
peroxidasa (GPx). En presencia de estas alteraciones de la estructura
mitocondrial, la pérdida de la homeostasis de calcio libre intracelular puede dar
lugar a la modificacién del potencial de la membrana mitocondrial, de la actividad
de las enzimas respiratorias (complejos I, 1l y IV) que forman parte de la cadena
de transferencia de electrones y de la citocromo oxidasa C (V). Ademés, la
alteracion de la estructura y de la funcion mitocondrial puede modificar el balance
de la expresion de proteinas Bcl-2 (anti-apoptoética)/ Bax (pro-apoptotica) que

puede estar involucrada en procesos de apoptosis y muerte neuronal.

Por otra parte, también se ha sefialado la importancia del estrés oxidativo,
asociado al incremento de especies reactivas de oxigeno y a la reduccion de la
presencia y actividad de diversas enzimas antioxidantes, en condiciones de
hipoperfusion cerebral crénica, como una causa concurrente de lipoperoxidacion y

dafio neuronal (Xi et al., 2014).

Durante la hipoperfusién cerebral cronica se activan células gliales incluidas la
microglia y los astrocitos, lo cual da lugar al incremento anormal en la produccion
de citocinas pro-inflamatorias, incluidas la interleucina-1p (IL-1), la interleucina-6
(IL-6) y el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y también la proteina
guimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1). La figura 1, ilustra diversos mecanismos
fisiopatolégicos que tienen lugar a nivel celular y molecular en condiciones de
hipoperfusion cerebral cronica, que pueden ser factores concurrentes al dafio de
las estructuras nerviosas vulnerables involucradas en las funciones cognoscitivas
(Volgyi et al., 2018; Du et al., 2016).
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Figura 1. Efectos fisiopatolégicos de la hipoperfusion cerebral crénica. Modificado de
Du et al., 2016.

2.3 Caracteristicas de la corteza prefrontal

En los primates, incluidos los seres humanos, la corteza prefrontal (CPF) abarca la
mayor parte de los l6bulos frontales, corresponde al 27-29% de la corteza
cerebral, éste es el mayor porcentaje de extension de la corteza prefrontal entre
las especies de primates y de otros mamiferos. La corteza prefrontal participa en
funciones complejas y altamente integradas como son las capacidades
cognoscitivas por ejemplo, el aprendizaje, la memoria, la toma de decisiones, la
flexibilidad del comportamiento, el razonamiento, la planeacién, entre otras
(Funahashi, 20172; Mushiake et al., 2009; Seamans et al., 2008; Miller et al.,

2002).

La corteza prefrontal en los seres humanos, incluye la CPF lateral, CPF medial o
cingulada y la CPF orbital, también conocida como corteza orbito-frontal (COF),
las cuales se encuentran ampliamente interconectadas con diversas estructuras
cerebrales (Wilson et al., 2010; Siddiqui et al., 2008).
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La corteza prefrontal establece conexiones aferentes y eferentes con regiones
corticales involucradas en el procesamiento de la informacion sensorial; asi como
con estructuras subcorticales entre las que destacan la amigdala, el hipocampo y
el subiculo (Siddiqui et al., 2008; Van Eden y Buijs, 2000). En particular, el
hipocampo ventral es el origen de proyecciones neuronales que terminan
directamente en estructuras nerviosas de la corteza prefrontal proporcionando el
sustrato neural de una ruta muy importante para el flujo de informacion
relacionada con las representaciones hipocampales de contextos espaciales hacia
la corteza prefrontal, donde el funcionamiento de los circuitos neuronales propios
de la corteza puede dar lugar al procesamiento de esta informacion aferente en
funcién del desarrollo de representaciones y contextos asociados al curso de los

procesos de aprendizaje y memoria (Eichenbaum, 2017).

Gran parte de la informacion acerca del funcionamiento de la corteza prefrontal ha
sido obtenida en modelos en diversas especies de mamiferos desde roedores
hasta primates, de ahi la importancia del establecimiento de homologias
anatomicas entre la corteza prefrontal de los seres humanos y la corteza prefrontal
de diferentes especies (Kesner y Churchwell, 2011; Seamans et al., 2008;
Rammani y Owen, 2004; Uyling et al., 2003). En particular, en la rata las partes de
la corteza prefrontal involucradas en las funciones cognoscitivas son: la region
dorsal-medial que incluye la corteza precentral (CPrm), y la corteza del cingulo
anterior dorsal y ventral (CA), asi como en la region ventral-medial que incluye la
corteza orbital-medial (OM), la corteza prelimbica (PL) y la corteza infralimbica
(IL). Estas regiones desempefian un papel importante en la memoria de trabajo
basada en la percepcion visual y la ubicacion de sefiales en el entorno. Las
lesiones de estas zonas de la corteza en las ratas, producen déficits en la
ejecucion de tareas de memoria de trabajo espacial (Szczepanski y Knight, 2014;
Ray y Zald, 2012; Kesner y Churchwell, 2011).
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2.3.1 Funcioén de la corteza prefrontal en la memoria y el aprendizaje

Una de las funciones mas importantes de la corteza prefrontal es el manejo de la
informacion proveniente de las otras regiones corticales y de estructuras
subcorticales en funcidn de la expresion de patrones de comportamiento basada
en la correspondencia de circunstancias que se han dado en el pasado, con las
del momento presente, y con aquellas que podrian darse en el futuro (Funahashi,
20172; Funahashi, 2017°; Funahashi y Andreau, 2013).

Estos procesos neurales parecen corresponder en los seres humanos a la
memoria de trabajo, término que se refiere tanto al almacenamiento como al
procesamiento de la informacién con fines y metas especificos (Funahashi, 20172,
Baddeley, 2012); de tal manera que permitiria la comprension y representacion
mental del entorno inmediato, la retencion de informacién sobre experiencias, la
adquisicion de nuevos conocimientos, la solucion de problemas y la formulacion
de estrategias de acciébn de acuerdo a objetivos actuales (Funahashi, 20172
Funahashi, 2017%; Riley y Constantinidis, 2016; Baddeley, 2012; Goldman- Rakic,
1995).

En el flujo y procesamiento de informacion en la corteza prefrontal, relacionados
con el aprendizaje y la memoria, juegan un papel muy importante las conexiones
aferentes que provienen de diversas estructuras cerebrales y forman conexiones
sinapticas con las neuronas piramidales de la corteza prefrontal; asi como la
conectividad en los circuitos neuronales que forman parte de esta estructura
cerebral (Eichenbaum, 2017, Siddiqui et al., 2008; Van Eden and Buijs, 2000).

Asi mismo, el nimero y caracteristicas de las espinas dendriticas localizadas en
las arborizaciones, basales y apicales, de las neuronas piramidales de las capas
'y V de la corteza prefrontal son parte fundamental del sustrato neural de
conectividad sinaptica (Krugel et al., 2013; Rich y Shapiro, 2009). El papel de las
espinas dendriticas como estructuras post-sinapticas principales para la
comunicacion celular excitatoria en el sistema nervioso central ha sido descrita
previamente, asi como las consecuencias de las modificaciones en su densidad y

configuracion, para la conectividad sinaptica y funcionamiento de la corteza
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prefrontal (Gonzalez-Burgos, 2009; Gonzalez-Burgos, 2012; Kasai et al., 2003).
Asi, la correlacion entra la densidad y las proporciones relativas de diferentes tipo
de espinas dendriticas con el desempefio en la ejecucion de tareas cognoscitivas
ha sido parte del abordaje experimental del funcionamiento de la corteza prefrontal
(Velazquez-Zamora et al., 2012; Veldzquez-Zamora et al., 2011; Gonzalez-Burgos,
2009; Garcia Chavez et al., 2008).

2.4 Estrégenos como neuroprotectores

En diversos estudios se ha sefalado la relacion entre la presencia de patologias
cerebrales que involucran deterioro de las funciones cognoscitivas y la reduccién
de las concentraciones sanguineas de estradiol en mujeres pre y post-
menopausicas, lo mismo que en mujeres después de la extirpacién quirdrgica de
los ovarios (Devi, 2018; Huang et al., 2015). Este deterioro de las funciones
cognoscitivas, aparentemente debido a la ausencia de las acciones estrogénicas
inducidas en el cerebro por los estrégenos de origen ovarico puede ser revertido
mediante terapia de reemplazo hormonal, si esta terapia se inicia inmediatamente
después de la pérdida de la funcion ovarica (Engler-Chiurazzi et al., 2017;
Gartlehner et al., 2017; Hara et al., 2015; Henderson, 2010).

Estos hallazgos, sustentan la importancia de las acciones estrogénicas para el
mantenimiento de la estructura y del funcionamiento cerebral en condiciones
fisiolégicas, que dependen tanto del estradiol sintetizado en el ovario como del
estradiol sintetizado localmente en el cerebro, como resultado de la aromatizacion
de la testosterona (Almey et al., 2015; Hara et al., 2015; Bean et al., 2014; Morali y
Cervantes, 2014). Asi mismo, dichos estudios sefialan al cerebro como un érgano
“blanco” del tratamiento farmacolégico a base de compuestos quimicos con
actividad estrogénica, en la terapia con remplazo y en otras condiciones

fisiopatoldgicas.

El 17B-estradiol, el estrogeno endégeno con mayor actividad, ejerce la mayoria de
sus efectos bioldgicos a través de su interaccion con dos receptores de estrogeno
de localizacién intracelular o membranal: el receptor estrogénico alfa (REa, mREq)
y el receptor de estrégeno beta (RER, mREB) (Borrow y Handa, 2017). Ademas el
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E2 puede interactuar con el receptor membranal de estrogeno acoplado a proteina
G (GPER30 o GPER1) (Alexander et al., 2017; Hadjimarkou y Vasudevan, 2017;
Almey et al., 2015; Morali y Cervantes, 2014).

La densidad y distribucion de los receptores REa, REB y GPER1, varian en las
regiones del cerebro. Asi en el hipocampo del ser humano y de la rata, la cantidad
de REB es mayor que la cantidad de REa (Borrow y Handa, 2017; Almey et al.,
2015; Bean et al., 2014).

Con respecto al receptor GPER1, existe un patron de distribucién similar entre el
cerebro de la rata y del cerebro humano. En el cerebro humano, el receptor
GPER1 es el mas abundante en la corteza prefrontal, se localiza en la membrana
plasmatica, en el reticulo endoplasmico (Hadjimarkou y Vasudevan, 2017) y en los
filamentos intermedios de queratina del citoesqueleto (Borrow y Handa, 2017). En
la corteza prefrontal medial de las ratas hembras, el receptor GPER1 es el més
abundante, se ha estimado que su cantidad es dos veces mayor que el mREq, y

cuatro veces mayor que el receptor mRER (Almey et al., 2015).

Se ha mostrado que la interaccion de E2 con el receptor GPERL, induce la
activacion de vias de sefalizacién intracelular en las que puede estar involucrado
el Ca?*, la fosfolipasa C (PLC), la adenilciclasa (AC), y una gran cantidad de
cinasas: MAPK, B-RAF, IP3K, Src, ERK, AKt, PKA y PKC; asi como factores de
transcripcion (CREB) que pueden dar lugar a la expresion de diversas elementos
de respuesta estrogénica que se traducen en cambios en la estructura
(ramificaciones dendriticas, espinas dendriticas y sinaptogénesis en las células
piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo y de las
capas lll y V de la corteza prefrontal) y en la funcibn neuronal (eficiencia
mitocondrial, cadena de transporte de electrones, balance entre factores pre y
anti-apoptética), dando lugar a condiciones que favorecen la existencia de un
sustrato neural adecuado para el flujo y codificacion de informacion involucrada en
las funciones cognoscitivas, entre otros (Borrow y Handa, 2017; Almey et al.,
2015; Bean et al., 2014; Morali y Cervantes, 2014; Mukai et al., 2007; Zhou et al.,
2007; lkeda et al., 2006; Smith y McMahon, 2006; Gould et al., 1990).
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Se ha senalado la participacién del 17B-estradiol en la regulacién de la expresién
génica relacionada con la supervivencia neuronal, la diferenciacion neuronal y glial
asi como, con la transmision sinaptica. Ademas, bajo ciertas condiciones, puede
ejercer acciones que den por resultados efectos anti-inflamatorios, asi como de
reparacion del dafio neuronal y fendmenos plasticos en circuitos neuronales
(Woolley, 2007; Vegeto et al., 2006).

Sin embargo, la administracion de estradiol como terapia de reemplazo, con sus
posibles efectos neuroprotectores en contra del dafio cerebral que conduce al
curso progresivo del deterioro cognitivo por la disminucién y/o ausencia de la
actividad estrogénica en mujeres pre y post-menopausicas, puede tener
inconvenientes, debido a las acciones del esteroide en tejidos periféricos con,
posible desarrollo de neoplasias estrégeno dependientes y trombo-embolismo
(Dallal et al., 2016; Brown y Hankinson, 2015). Por ello, se ha planteado el uso de
los compuestos moduladores selectivos de los receptores de estrogenos (SERMs,
por sus siglas en inglés) como parte de esquemas de neuroproteccion, basados
en acciones estrogénicas, en contra del dafio cerebral conducente al deterioro de
las funciones cognoscitivas (An, 2016; Khan, 2016; Arevalo et al., 2011;
DonCarlos et al., 2009).

2.5 Moduladores selectivos de los receptores de estrogenos (SERMs)

A la fecha, se han desarrollado varias generaciones de SERMs. Los compuestos
derivados del trifeniletileno, como el tamoxifeno y sus derivados, se conocen como
SERMs de primera generacion. Los SERMs derivados del benzotiofeno
pertenecen a la segunda generacion en el que se incluye al raloxifeno y de tercera
generacion como, el bazedoxifeno derivado del benzopirano (An, 2016; Arevalo et
al., 2011).

Los SERMs se utilizan en esquemas de terapia de reemplazo hormonal en
mujeres postmenopausicas, en la prevencion y tratamiento de la osteoporosis y en
la prevencion y tratamiento del cancer de mama (Ellis et al., 2015; Gambacciani y
Levancini, 2014; Gizzo et al., 2013; Gennari et al., 2008; Gennari et al., 2007).

Ademas, varios estudios clinicos han reportado el uso del raloxifeno como posible
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tratamiento del deterioro de las funciones cognoscitivas en mujeres
postmenopausicas (Khan, 2016; Huerta-Ramos et al., 2014; Berent-Spilson et al.,
2012; Simpkins et al., 2009).

Los SERMs deben sus efectos farmacoldgicos a la interaccion con receptores a
estrogenos, cuyas caracteristicas particulares dan lugar a la activacion (agonistas)
o a la inhibicion (antagonistas) de procesos estrogénicos, en diversos tipos
celulares. En el sistema nervioso central a diferencia de lo que ocurre en tejidos
periféricos, los SERMs son promotores de acciones y efectos estrogénicos en las
neuronas y en las células gliales (Borrow y Handa, 2017; Bean et al., 2014;
Arevalo et al., 2011; DonCarlos et al., 2009).

2.5.1 Efecto neuroprotector del raloxifeno

Los resultados de diversos estudios, sustentan el efecto neuroprotector de los
SERMSs, en modelos experimentales de dafio neuronal: dafio traumatico, lesion de
nervios periféricos, isquemia cerebral, esclerosis mdultiple, enfermedad de
Parkinson, enfermedad de Alzheimer, deterioro cognoscitivo y trastornos afectivos
(Lamas et al., 2017; Khan, 2016; Arevalo et al., 2011).

En el cerebro, el raloxifeno actla como agonista de los receptores estrogénicos,
incluyendo GPERL, los cuales son muy abundantes tanto en la corteza prefrontal
de los seres humanos y en el cerebro de la rata, por lo que se espera que la
administracion sistematica del raloxifeno induzca acciones estrogénicas en estas
estructuras (Khan, 2016; Rzemieniec et al., 2014; Abdelhamid et al., 2011).

Los efectos neuroprotectores del raloxifeno parecen deberse a la disminucién de
la reaccion glial y de la secrecion de TNF-a e interleucinas (Du et al., 2016);
preservacion de la integridad del citoesqueleto neuronal (Segura-Uribe et al.,
2017); reduccion del dafio oxidativo e incremento de la expresion de enzimas
antioxidantes (CAT, SOD, GPx) (Konyalioglu et al., 2007).; regulacion de la
expresion de factores troficos (BDNF) y de proteinas proapoptéticas vy

antiapoptoticas como Bcl2 y Bax; lo cual generaria las condiciones para la
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preservacion del sustrato neural involucrado en las funciones cognoscitivas (Du et
al., 2016).

Asi mismo, el raloxifeno, puede inducir mecanismos de neuroplasticidad, tales
como el crecimiento axonal (Nilsen et al., 1998), el incremento de la neurogénesis,
incremento de la densidad y modificaciébn de las proporciones relativas de los
diferentes tipos de espinas dendriticas en las neuronas piramidales del hipocampo
y de la corteza prefrontal, que pueden estar relacionadas con la preservacion de
las funciones cognoscitivas en condiciones de dafio cerebral (Khan, 2016; Khan et

al., 2013; Veldzquez-Zamora et al., 2012).
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3. Justificacion

En el proceso de envejecimiento, la reduccion del flujo sanguineo cerebral y la
disminuciéon de las concentraciones sanguineas Yy tisulares de hormonas
gonadales secretadas por el ovario, son factores concurrentes que propician
alteraciones funcionales y estructurales en regiones cerebrales clave para las

funciones cognoscitivas, particularmente en el hipocampo y la corteza prefrontal.

Ante la coincidencia de la ausencia de la actividad estrogénica y la hipoperfusion
cerebral cronica, la administracion de la terapia de reemplazo con estradiol con
sus posibles efectos neuroprotectores en contra del dafio cerebral conducente al
deterioro de las funciones cognoscitivas en mujeres pre y post-menopausicas,
presenta serias limitaciones debido al riesgo de que las acciones estrogénicas en

tejidos periféricos den lugar a neoplasias estrogeno dependientes y trombosis.

Se ha propuesto, el uso de Moduladores Selectivos de los Receptores de
Estrégenos (SERMs), como parte de los esquemas de neuroproteccién en contra
del dafio cerebral inducido en diferentes modelos experimentales. De esta forma,
se han identificado que las acciones neuroprotectoras del raloxifeno, un
compuesto representativo de los SERMs, debidas a su interaccion con receptores
de estrogeno REa REB y GPER1, que promueven fenémenos plasticos de
preservacion y recuperacion del sustrato neural y de la funcion, en estructuras
cerebrales vulnerables al dafio por hipoperfusién cerebral cronica como, el

hipocampo y la corteza prefrontal.

Resultados de estudios recientes realizados en nuestro laboratorio muestran que
el tratamiento con raloxifeno impide la deficiencia en la ejecucién de tareas de
memoria de trabajo espacial (dependiente en gran medida de la integridad
morfologica y funcional de la corteza prefrontal y de su conectividad con el cuerno
de Ammon en el hipocampo), inducida por la hipoperfusién cerebral cronica y la
ausencia de estrogenos ovaricos, en ratas. A este respecto, se ha mostrado que la
adecuada ejecucion de tareas de memoria de trabajo espacial depende de manera

importante de la integridad morfol6gica y funcional de la corteza prefrontal.
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En estas condiciones la evaluacién a largo plazo de las caracteristicas de la
estructura (cito-arquitectura neuronal) y el funcionamiento (pruebas especificas de
memoria de trabajo espacial) de la corteza prefrontal constituyen parametros
adecuados indicadores del dafio cerebral y en su caso de la eficacia y
mecanismos de accion de un farmaco potencialmente neuroprotector, de acuerdo
con los lineamientos establecidos por consenso para el estudio pre-clinico de

farmacos neuroprotectores (Fisher et al., 2009).

Se espera que los resultados de la investigacion contribuyan a la sustentacion de
propuestas con posible aplicacion en el manejo clinico-terapéutico de individuos
expuestos a hipoperfusiobn cerebral crénica en ausencia de la actividad

estrogénica durante el proceso de envejecimiento.
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4. Hipoétesis

El raloxifeno ejerce un efecto neuroprotector en la estructura y funcion de la
corteza prefrontal bajo condiciones de hipoperfusion cerebral crénica, en ratas

ovariectomizadas.

5. Objetivos

5.10bjetivo general

Analizar el efecto neuroprotector, a largo plazo, del raloxifeno en contra del dafio
cerebral inducido por reduccion permanente del flujo sanguineo en la corteza

prefrontal de ratas, con la ausencia de secrecion ovarica de estrégenos.

5.20bjetivos especificos

5.2.1 Evaluar las funciones cognitivas (aprendizaje y memoria de trabajo
espacial), dependientes de la corteza prefrontal en ratas ovariectomizadas con
reduccion permanente del flujo sanguineo cerebral, con y sin tratamiento con

raloxifeno.

5.2.2 Evaluar la densidad y proporcion relativa de espinas dendriticas de las
neuronas piramidales en las capas Ill y V en la corteza prefrontal, en ratas
ovariectomizadas con reduccion permanente del flujo sanguineo cerebral, con y

sin tratamiento con raloxifeno.
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6. Materiales y métodos

6.1 Animales de experimentaciéon

Se utilizaron ratas, hembras, de la cepa Sprague-Dawley, con una edad de 3
meses y un peso de 250-300 g. Los animales de experimentacion fueron alojados
en cajas de acrilico, bajo condiciones de ciclos de luz y oscuridad (12hr/12hr), a
una temperatura de 23 + 2°C con provision de comida (Rodent laboratory Chow) y
agua ad libitum. Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo con
los lineamientos establecidos en normas internacionales (NIH, Publication 80-23),
y en normas vigentes 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).

Los animales de experimentacién fueron asignados al azar a los siguientes grupos
experimentales (n= 8): Intacto; OVX: ratas ovariectomizadas (Ovx) con simulacion
del modelo de hipoperfusion cerebral crénica por 2VO pero sin reduccion del flujo
sanguineo; VEH: ratas ovariectomizadas, con modelo de 2VO (oclusion
permanente y seccion de las arterias cardtidas comunes) y administracion de
vehiculo, dimetilsulféxido (DMSO) al 15% en agua en un volumen de 0.1 ml/Kg/24
h sc, durante 60 dias; RAX: ratas ovariectomizadas con modelo de 2VO vy

administracion de raloxifeno a una dosis de 3.0 mg/Kg/24 h sc, durante 60 dias.

Los procedimientos anestésico/quirargicos requeridos para la ovariectomia y el
modelo de hipoperfusion cerebral cronica (Azzubaidi et al., 2012; Cechetti et al.,

2010) se realizaron bajo anestesia general con ketamina/xilacina 50/10 mg/kg im.

El tratamiento con raloxifeno o con vehiculo dimetilsulfoxido se inicio
inmediatamente después de la oclusién permanente de la segunda arteria carétida

comun.

Al término de los primeros 30 dias de tratamiento (vehiculo o raloxifeno) o de
periodos equivalentes en los grupos Intacto y OVX, los animales de los diferentes
grupos fueron sometidos a evaluacion funcional de la corteza prefrontal, en el

laberinto acuatico en “T” mediante la tarea de no igualacion a la muestra con
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retraso y con la tarea de igualacién a la muestra con respuesta retrasada. Los
resultados se expresan como porcentaje de eficiencia (nUmero de aciertos en
cada 10 ensayos) y se considera eficiente un valor de 70% (Aguayo-Del Castillo et
al., 2016; Dudchenko, 2004).

Una vez finalizadas las evaluaciones en el laberinto acuatico en “T”, se obtuvieron
los cerebros de las ratas luego de perfusién intracardiaca y fijacion con solucion

amortiguadora de fosfatos, con formaldehido al 10%.

El procesamiento histologico del cerebro se realizé mediante la técnica de Golgi
modificada (Gonzalez-Burgos et al., 1992), para la evaluacién de la densidad y
proporcién de las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de las capas Il
y V de la corteza prefrontal ventral-medial (Paxinos y Watson, 2009), y
procedimientos convencionales utilizados previamente en nuestro laboratorio
(Garcia-Chéavez et al., 2008; Letechipia-Vallejo, 2007).

6.2 Implementacion del modelo de hipoperfusion cerebral cronica

(2VO) en los animales de experimentacion

El modelo de hipoperfusion cerebral crénica se realizd en los grupos vehiculo y
raloxifeno (de acuerdo con los procedimientos quirdrgicos descritos en: Azzubaidi
et al., 2012; Cechetti et al., 2010, bajo anestesia general con ketamina (50 mg/kg
de peso, im) y xilacina (10 mg/kg de peso, im) en condiciones asépticas, bajo
microscopio estereoscopico (Leica Mod. S6E). Se localiz6 la arteria carétida
comun izquierda, la cual fue separada del nervio vago, se coloc6 una doble
ligadura (seda 3-0) proximal a la bifurcacion que da origen a las arterias carotidas
interna y externa, una vez interrumpido el flujo sanguineo por las ligaduras se
realizd el corte de la carétida entre ambas ligaduras. Siete dias después de la
oclusion de la arteria cardtida comuan izquierda se ocluyo la arteria carétida comun
derecha siguiendo el mismo procedimiento anestésico-quirurgico utilizado para la

ligadura y seccion de la arteria carotida izquierda.
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Al finalizar ambos procedimientos quirdrgicos se administré una dosis de

diclofenaco (1 mg/kg de peso, im) y oxitetraciclina (2 mg/kg de peso, im).

6.3 Pruebas de evaluacion del aprendizaje y de la memoria de trabajo

espacial en el laberinto acuatico en “T”

6.3.1 Laberinto acuatico en “T” y entorno de la prueba

Para la evaluacion del aprendizaje y de la memoria de trabajo espacial se utilizd
un laberinto acuatico en “T” (Fidalgo et al., 2014; Del Arco et al., 2007; Dudchenko,
2004; Aultman y Moghaddam, 2001). El laberinto consta de paredes de material
acrilico de 1 cm de espesor, en el que se distinguen tres zonas basicas:
compartimiento de inicio o salida, corredor central o principal y dos brazos,
derecho e izquierdo, denominados meta (Aguayo-Del Castillo et al., 2016). El
corredor principal (100 cm x 20 cm x 40 cm) se conecta a los dos brazos laterales
(45 cm x 20 cm x 40 cm) mediante dos puertas deslizantes de material acrilico que
se accionan manualmente para cerrar cualquiera de los brazos (Fidalgo et al.,
2014). El laberinto se colocé dentro de una tina circular (140 cm de diametro, 50
cm de altura) con agua tefiida de azul (21+1°C). Al final de cada brazo se coloco
una plataforma de escape (15 cm x 18 cm) sumergida 2 cm debajo de la superficie
del agua. El laberinto se situ6 en un laboratorio en el que se colocaron objetos
(sefales espaciales) en lugares fijos del entorno, los cuales permitieron la

orientacion espacial de la rata (Modificado de: Del Arco et al., 2007).
6.3.2 Tarea de no igualacién a la muestra con retraso

La tarea de no igualacién a la muestra con retraso (Dudchenko, 2004) tuvo como
finalidad evaluar el aprendizaje mediante la adquisicion de una regla (regla de la
alternancia). La tarea tuvo una duracion de doce dias, en una secuencia pseudo-
aleatoria de 10 ensayos por dia. Cada ensayos consisti6 en una prueba “de
muestra” y de una prueba “de eleccidon”, y se realizaron de la siguiente manera: en

la prueba “de muestra” se bloqued el acceso a uno de los brazos de tal manera

“Cuna de héroes, crisol de pensadores” Péagina 21



UMSNH Maestria en Ciencias de la Salud

gue la rata solo tuvo acceso al otro de los brazos (brazo meta con plataforma de
escape), una vez que la rata ingreso al brazo meta y encontré la plataforma de
escape se cerro el brazo meta y se mantuvo a la rata en la plataforma durante 10
segundos. Transcurrido este tiempo, la rata fue retirada de la plataforma y
colocada en una caja de acrilico ubicada por fuera del laberinto, donde la rata
permanecio por 10 segundos mas. Al finalizar este tiempo la rata fue colocada
nuevamente en el compartimiento de inicio dentro del laberinto, para proceder a la
“‘prueba de eleccion”. En la “prueba de eleccion” los accesos a los dos brazos se
mantuvieron abiertos, de manera que la rata podia elegir el ingreso a uno u otro
brazo, sin embargo, la plataforma de escape se coloco en el brazo meta que ahora
fue el brazo opuesto al que la rata habia accedido durante la primera prueba
(“prueba de muestra”). Si durante esta “prueba de eleccion” la rata ingresaba al
brazo meta que contenia la plataforma de escape y subia en ella, se le
consideraba como un acierto y se mantenia en esa posicion durante 10 segundos,
pero, si la rata ingresaba al brazo sin la plataforma, el brazo se cerraba y se le
mantenia en el agua durante 10 segundos. En ambos casos, al finalizar estos
altimos 10 segundos se retiré al animal del brazo y fue alojado nuevamente en la
caja de acrilico, en esta ocasion durante 30 segundos (intervalo interensayo), para
posteriormente dar inicio al siguiente par de pruebas correspondientes al siguiente
ensayo (Modificado de: Del Arco et al., 2007).

6.3.3 Tarea de igualacién a la muestra con respuesta retrasada

Al finalizar los doce dias de la tarea de no igualacién a la muestra con retraso, los
animales de los diferentes grupos experimentales fueron sometidos a la tarea de
igualacion a la muestra con respuesta retrasada, la cual tuvo como finalidad
evaluar de manera indirecta el control inhibidor (inhibiciébn de un conocimiento) de
la corteza prefrontal mediante la respuesta de la memoria de trabajo espacial en la
prueba. La tarea se realizé durante doce dias en una secuencia pseudo-aleatoria
de 10 ensayos por dia. Cada ensayos consistié de una prueba “de muestra” y de
una prueba “de eleccién”, y se realizaron de la siguiente manera: en la prueba “de

muestra” se bloqued el acceso a uno de los brazos de tal manera que el animal
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solo tuvo acceso al otro de los brazos (brazo meta con plataforma de escape), una
vez que el animal ingresé al brazo meta y encontré la plataforma de escape, se
cerré el brazo meta y se mantuvo al animal en la plataforma durante 10 segundos.
Transcurrido este tiempo, la rata fue retirada de la plataforma y colocada en una
caja de acrilico ubicada por fuera del laberinto y donde el animal permanecio
durante 10 segundos mas. Al finalizar este tiempo el animal fue colocado
nuevamente en el compartimiento de inicio dentro del laberinto, para proceder a la
“‘prueba de eleccion”. En la “prueba de eleccion” los accesos a los dos brazos se
mantuvieron abiertos, de manera que el animal podia elegir el ingreso a uno de los
dos brazos; sin embargo, la plataforma de escape se coloco en el brazo meta que
ahora fue el mismo brazo al que habia ingresado durante la “prueba de muestra”.
Si durante esta “prueba de eleccién” la rata ingresaba al brazo meta que contenia
la plataforma de escape y subia en ella, se le consideraba como un acierto y se
mantenia en esa posicion durante 10 segundos pero, si la rata ingresaba al brazo
sin la plataforma, el acceso a este brazo se cerraba y se mantenia al animal en el
agua durante 10 segundos. En ambos casos, al finalizar estos ultimos 10
segundos se retird la rata del brazo y fue alojada nuevamente en la caja de
acrilico, en esta ocasion durante 30 segundos (intervalo interensayo), para
posteriormente dar inicio al par de pruebas correspondiente al siguiente ensayo
(Modificado de: Del Arco et al., 2007).

6.3.4 Parametros conductuales

En ambas pruebas se registraron el nimero de ensayos resueltos apropiadamente
o errbneamente (aciertos y errores) durante cada secuencia, durante los doce dias
de ensayos. Los resultados se expresaron como porcentaje de eficiencia (namero
de aciertos/nUmero de ensayos). Se utiliz6 como criterio de aprendizaje una
eficiencia de 70% (7 aciertos en cada 10 ensayos) por dia (Modificado de: Del
Arco et al., 2007).
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6.4 Obtencion de muestras de tejido cerebral y procesamiento

histolégico

Al finalizar el periodo de evaluacién en el laberinto acuatico en “T”, los cerebros de
cada uno de los animales de los diferentes grupos experimentales, se obtuvieron
luego de perfusion intracardiaca de solucion fijadora (solucién amortiguadora de
fosfatos a pH= 7.4, y formaldehido al 10%). La perfusion intracardiaca se realizé
en los animales de experimentacion bajo anestesia profunda. Después de la
perfusion, los cerebros se retiraron de la cavidad craneal y se mantuvieron en
inmersion en la misma solucién de formaldehido al 10% en amortiguador de

fosfatos, durante al menos 2 dias antes del procesamiento histologico.

6.4.1 Evaluacion de la densidad y proporciones de las espinas
dendriticas de las neuronas piramidales de la capa lll y V de la corteza

prefrontal

Se obtuvieron muestras de tejido de la corteza prefrontal prelimbica/infralimbica
(ventral-medial) (Paxinos y Watson, 2009), que fueron procesados mediante el
método de Golgi modificado (Gonzélez-Burgos et al., 1992), para obtener 14
cortes seriados (250 um de espesor) de cada cerebro. Se eligieron 5 neuronas en
los cortes seriados correspondientes a la muestra de tejido obtenida de cada rata,
en los diferentes grupos experimentales, En cada neurona, se evaluaron
(analizador de imagenes histolégicas Leica DM 100): el nimero de espinas
dendriticas, en un segmento de 50 ym, en la primera ramificacion secundaria de la
dendrita apical, asi como la proporciébn de los diferentes tipos de espinas
dendriticas, delgadas, hongos, gordas, anchas, ramificadas y dobles (Velazquez-

Zamora et al., 2012; Gonzalez-Burgos, 2009; Garcia- Chavez et al., 2008).
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6.5 Analisis estadistico

El andlisis estadistico para las tareas de no igualacién a la muestra con retraso y
de la tarea de igualacion de la muestra con respuesta retrasada se realizaron
mediante analisis de varianza de medidas repetidas, seguido de una prueba de
Tukey post hoc. Los datos se expresaron como medias + EE. Diferencias
significativas: p <0.05 (Downie y Heath, 1983; Siegel, 1956).

La densidad de espinas dendriticas de las capas Ill y V de la corteza prefrontal se
realizd6 mediante un analisis de varianza de una via, seguido por una prueba de
Tukey post hoc. La proporcién de los distintos tipos de espinas dendriticas se
realiz6 mediante andlisis de varianza y prueba de Bonferrioni post-hoc. Los datos
se expresaron como medias + EE. Diferencias significativas: p <0.05 (Downie y
Heath, 1983; Siegel, 1956).
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7. Resultados

7.1 Evaluacion funcional de la corteza prefrontal mediante la tarea de

no igualacion a la muestra con retraso

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos en esta prueba.

Tabla 1. Eficiencia (nUmero de aciertos/nimero de pruebas, %) mostrada por las
ratas de los cuatro grupos experimentales, en cada uno de los 12 dias de prueba en

la tarea de no igualacién a la muestra, con retraso.

Intacto ovX VEH RAX
1 | 338+42 175+41% 25.0+3.8 28.8 +4.0
2 1500+38 263+26%* 425+6.2 35.0+4.2
3 |525+53 288+40%* 525+45 475+5.9
4 1588+30 363+32* 500+38 52.5+5.6
5 1613+40 463+42°* 68.8 + 4.4 56.3 + 5.7
6 ]1663+42 61.3+23 68.0+5.3 63.8+3.2
7 |713+35 600+46 69.0+5.5 71.3+35
8 |725+56 675+3.1 76.3+4.9 78.8 3.0
9 ]888+35 73.8+5.0 78.8+5.2 83.8+4.2
10 1 g25+37 763+18 78.8+4.4 86.3+2.6
1M ] 863+38 838+26 85.0 + 3.3 76.3+ 4.6
12 | 875+37 80.0+33 83.8+2.6 82.5+3.7

Media £ EE, n= 8 en cada grupo. Diferencias significativas: p <0.05.
*vs Intacto; #vs RAX; *vs VEH.

Los datos obtenidos en esta tarea muestran que, tanto el grupo Intacto como el
grupo RAX alcanzaron el 70% de eficiencia a partir del séptimo dia y sus

porcentajes se mantuvieron por arriba de este valor hasta finalizar los doce dias
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de pruebas (figura 2). El grupo tratado con vehiculo (VEH) alcanz6 el 70% de
eficiencia en el octavo dia y el grupo OVX, en el noveno dia de prueba (figura 2).
Puede observarse (tabla 1) que la eficiencia en el desempefio de la tarea en el
grupo OVX fue significativamente menor que la del Intacto, durante los primeros
cuatro dias de prueba, significativamente menor que la del grupo VEH en los dias
3y 5, y significativamente menor que la del grupo RAX en el dia 4.

100+

Intacto
RAX
VEH
OovX

Eficiencia (%)
(3.
b

0 1 Ll 1 I 1 1 I L} 1 1 1 1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias de prueba (niimero de ensayo)
Figura 2. Eficiencia (nGmero de aciertos/nimero de pruebas, %) del aprendizaje de

la tarea de no igualacion a la muestra, con retraso en los diferentes grupos

experimentales. Los datos se muestran como media + EE (n= 8 en cada grupo).
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7.2 Evaluacion funcional de la corteza prefrontal mediante la tarea de

igualacion a la muestra con respuesta retrasada

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en esta prueba.

Tabla 2. Eficiencia (nUmero de aciertos/nimero de pruebas, %) mostrada por las

ratas de los cuatro grupos experimentales, en cada uno de los 12 dias de prueba en

la tarea de igualacion a la muestra, con respuesta retrasada.

Intacto ovX VEH RAX

T 1300+33 175+31* 26.3%4.2 18.8+ 4.0
2 1350433 225+31* 23.8+32 33.8+4.2
3 |450+27 250%5.0* 28.8 + 3.5* 28.8 + 4.0*
4 |488+23 425+3.1 30.0 + 2.7* 425+ 4.9
S 63.8+3.2 325+3.7* 36.3 + 5.0* 45.0 + 3.3*
6 1713+30 41.3+44*  40.0+38* 60.0 + 6.0%
7 | 725+37 51.1+48%  41.3+3.0* 68.8 + 1.33%
8 |800+38 538+38%  563+3.8* 73.8+1.8%
9 1813+£30 71.3+44* 550+42% 81323
10 1863+38 738+1.8%  71.3+4.0* 85.0 + 2.7%
M | 825+16 750+42 67.5+3.7* 81.1+3.0
12 1 850+27 73.8+50 81.3+35 83.8+1.8

Media = EE, n= 8 en cada grupo. Diferencias significativas: p <0.05.
*vs Intacto; *vs VEH; #vs OVX

Los datos obtenidos en esta tarea muestran que, el grupo Intacto alcanzé el 70%
de eficiencia al sexto dia de prueba. El grupo RAX alcanzo el 70% de eficiencia al
séptimo dia de prueba. En cuanto al grupo VEH, el 70% de eficiencia lo alcanz6 a
partir del décimo dia de prueba, por ultimo, el grupo OVX obtuvo el porcentaje de
eficiencia en el noveno dia de prueba (figura 3). Puede observarse (tabla 1) que la

eficiencia en el desempefio de la tarea en el grupo OVX fue significativamente
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menor que la del Intacto, a excepcién de los dias 4, 11 y 12. Ademas el grupo
OVX unicamente presento diferencias significativas con el grupo VEH al noveno
dia de prueba. En cuanto al grupo RAX, no tuvo diferencias significativas con el
grupo Intacto, a excepcion del tercer y quinto dia de prueba. Por dltimo, el grupo

RAX tuvo diferencias significativas con el grupo OVX del sexto al noveno dias de
pruebas.

100-
90+

80- -~ |ntacto
70-

604 - RAX
50 -+ VEH
404 -+ OVX
30+
20+
10+
0 —_— 71
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias de prueba (numero de ensayo)

Eficiencia (%)

Figura 3. Eficiencia (nimero de aciertos/niimero de pruebas, %) del aprendizaje de
la tarea de igualacibn a la muestra, con respuesta retrasada en los diferentes
grupos experimentales. Los datos se muestran como media + EE (n= 8, en cada
grupo).
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7.3 Densidad de las espinas dendriticas

Los valores de la densidad de espinas (numero de espinas /50 ym) en neuronas
piramidales de la capa lll y V de la corteza prefrontal se muestran en la figura 4 y
5, respectivamente. El analisis estadistico mostré diferencias significativas entre
los diferentes grupos experimentales, con reduccion significativa del nimero de
espinas de los grupos OVX, VEH, y RAX, en comparacién con el grupo Intacto. En

la capa lll, la menor densidad de espinas correspondié al grupo OVX.

g 150- B Intacto
— OVX
et e M VEH
—~ e B RAX
8 100 EEES = ==
o =
= e
S -::-: -z-n- : N
g \
@ e
c =8
Pl
u-&- & - _—1

Intacto ovX VEH RAX

Figura 4. Densidad de espinas dendriticas (numero de espinas/50 um) en las
neuronas piramidales en la capa lll de la corteza prefrontal. Puede observarse la
reduccion significativa del nimero de espinas en los grupos RAX, OVX, y VEH en
comparacion con el grupo Intacto; asi como del grupo OVX en comparacién con el

grupo VEH. Los datos se muestran como media + EE, n= 4 en cada grupo.

#

Diferencias significativas p <0.05. *vs Intacto; "vs VEH.
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Figura 5. Fotomicrografias representativas de segmentos (50 ym) en la primera
ramificacion secundaria de la dendrita apical en las neuronas piramidales en la capa
Ill en la corteza prefrontal, en los diferentes grupos experimentales. Intacto; RAX:
ratas ovariectomizadas con modelo de 2VO y administracién de raloxifeno; VEH:
ratas ovariectomizadas, con modelo de 2VO y administracion de vehiculo
dimetilsulféxido; OVX: ratas ovariectomizadas con simulacion del modelo de 2VO.
Se puede observar una menor cantidad de espinas y la estructura mas delgada de
la dendrita en los grupos OVX 'y VEH en comparacion con el grupo Intacto. Barra de

calibracion = 10 um.

En la capa V también la menor densidad de espinas se encontré en los grupos
OVX, VEH y RAX. Los grupos OVX y VEH mostraron una cantidad de espinas

similares.
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Figura 6. Densidad de espinas dendriticas (numero de espinas/50 pm) en las
neuronas piramidales en la capa V de la corteza prefrontal. Puede observarse la
reduccion significativa del nimero de espinas en los grupos RAX, OVX, y VEH en

comparacion con el grupo Intacto; Los datos se muestran como media £ EE, n= 4

en cada grupo. Diferencias significativas p <0.05 *vs Intacto.
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Figura 7. Fotomicrografias representativas de segmentos (50 um) en la primera
ramificacion secundaria de la dendrita apical en las neuronas piramidales en la capa
V en la corteza prefrontal, en los diferentes grupos experimentales. Intacto; RAX:
ratas ovariectomizadas con modelo de 2VO y administraciéon de raloxifeno; VEH:
ratas ovariectomizadas, con modelo de 2VO y administracion de vehiculo
dimetilsulféxido; OVX: ratas ovariectomizadas con simulacion del modelo de 2VO.
Se puede observar una menor cantidad de espinas y la estructura mas delgada de
la dendrita en los grupos OVX y VEH en comparacion con el grupo Intacto. Barra de

calibracion = 10 um.
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7.4 Proporcion de diferentes tipos de espinas

Los valores correspondientes a las proporciones de los diferentes tipos de espinas
dendriticas en las neuronas piramidales de la capa lll de la corteza prefrontal se

muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Proporcion de los tipos de espinas dendriticas de las neuronas piramidales

de la capa lll en la corteza prefrontal, en los cuatro grupos experimentales.

Intacto % ovX % VEH % RAX %

Totalde ] 1. 0,40 100 744224 100 97.2%£25 100 101.4%3.0 100
espinas
Delgada | 428+36 315 352+26% 473 374+12% 385 202:07%* 288

Hongo | 808+14 505 280+18% 376 436+13% 449 594:07** 586
Anchal 76+07 56 46202 62 82+04 84 8.2+0.3 8.1

Gorda| 44+07 32 60+04 81 66+06 68 4.0+ 0.4 3.9
Bifurcadal 00:+00 00 02+01 03 02+01 02 0.4+0.1 0.4

Doble] 02+01 01 04+01 05 12+03 1.2 0.2+0.1 0.2

Media + EE. Diferencias significativas: p <0.05 *ys Intacto; #vs OVX; *vs VEH.

La proporcién de espinas delgadas fue mayor en el grupo Intacto en comparaciéon
con cualquiera de los otros grupos experimentales, la menor proporcién en los
grupos en los grupos OVX y RAX (p <0.05 en comparacion con el grupo Intacto).
La proporcién de las espinas en hongo fue significativamente menor en los grupos
OVX 'y VEH, en comparacion con el grupo Intacto; no se observaron diferencias en

las proporciones de otros tipos de espinas.
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Figura 8. Proporcién de los diferentes tipos de espinas por segmento (50 um) en la
primera ramificacion secundaria de la dendrita apical en las neuronas piramidales
en la capa lll en la corteza prefrontal, en los diferentes grupos experimentales.
Intacto; RAX: ratas ovariectomizadas con modelo de 2VO y administracion de
raloxifeno; VEH: ratas ovariectomizadas, con modelo de 2VO y administracién de
vehiculo dimetilsulféxido; OVX: ratas ovariectomizadas con simulacién del modelo
de 2VO. La proporcion de espinas delgadas y en hongo fue menor en los grupos
OVX, VEH y RAX que en el grupo Intacto. La proporciéon de espinas en hongo fue
también menor en el grupo OVX que en el grupo VEH. Los datos se presentan

#

como media + EE. Diferencias significativas: p <0.05 *vs Intacto; "vs RAX; *vs VEH.

En las neuronas piramidales de la capa V de la corteza prefrontal la proporcion de
espinas delgadas fue mayor en el grupo Intacto en comparacién con cualquiera de
los otros grupos experimentales (tabla 4), la menor proporcion en los grupos RAX
y OVX ( p =0.05) en comparacion con el Intacto con diferencias significativas con

respecto al grupo VEH p <0.05 en comparacion con el grupo RAX); la proporcion
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de espinas en hongo fue mayor en el grupo Intacto en comparacion con los otros

grupos experimentales, la menor proporcion VEH y OVX (p <0.05 en comparacién

con el Intacto), con valores significativamente mayores en el grupo RAX en

comparacion con los grupos VEH y OVX (p <0.05).

Tabla 4. Proporcion de los tipos de espinas dendriticas de las neuronas piramidales

en la capa V en la corteza prefrontal, en los cuatro grupos experimentales.

Intacto % ovX % VEH % RAX %

Z‘;Lai:lgg 130.2+4.0 100 742%21 100 784%22 100 101.8%+3.1 100
Delgada §394+16 303 244+12% 329 320+16* 408 236+11% 232
Hongo | 78825 605 388+02* 523 330:20% 421  608+21* 597
Anchal 70:03 54 58:03 78 7.2:08 9.2 88+03 8.6
Gorda| 44:04 34 50:03 67 56+08 7.1 78209 7.7
Bifurcada| 02:01 02 02:x01 03 02:01 03 06+01 0.6
Doble| 04:01 03 00:00 00 04+01 05 02+01 0.2

Media = EE. Diferencias significativas: p <0.05 *vs Intacto; *vs VEH.
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Figura 9. Proporcién de los diferentes tipos de espinas por segmento (50 um) en la
primera ramificacion secundaria de la dendrita apical en las neuronas piramidales
en la capa V en la corteza prefrontal, en los diferentes grupos experimentales.
Intacto; RAX: ratas ovariectomizadas con modelo de 2VO y administracion de
raloxifeno; VEH: ratas ovariectomizadas, con modelo de 2VO y administracién de
vehiculo dimetilsulfoxido; OVX: ratas ovariectomizadas con simulacion del modelo
de 2VO. Los grupos OVX, VEH y RAX presentaron una menor proporcion de
espinas delgadas y en hongo que el grupo Intacto. El grupo RAX presenté menor
cantidad de espinas delgadas y mayor proporcion de espinas en hongo, que el
grupo VEH. Los datos se presentan como media + EE. Diferencias significativas:

p <0.05 *vs Intacto; *vs VEH.
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8. Discusion

La participacion fundamental de la corteza prefrontal en procesos cerebrales
complejos que dan lugar al desarrollo y mantenimiento de las capacidades
cognoscitivas, aprendizaje, memoria; asi como la toma de decisiones, la
flexibilidad del comportamiento, el razonamiento, la planeacién, entre otras, ha
sido descrita en diversos estudios (Funahashi, 20172, Mushiake et al., 2009;
Seamans et al., 2008; Miller et al., 2002).

En este sentido, las conexiones aferentes de otras estructuras cerebrales
(hipocampo, amigdala, entre otras) mediante terminales axdnicas que establecen
sinapsis con las neuronas piramidales de la corteza prefrontal; asi como la
conectividad de las neuronas en los propios circuitos neuronales de esta
estructura, proveen el sustrato neural para el flujo y procesamiento de informacion,
relacionados con los procesos de aprendizaje y memoria (Eichenbaum, 2017;
Siddiqui et al., 2008; Van Eden y Buijs, 2000;).

Entre las estructuras celulares que forman parte del sustrato neural de estos
procesos de conectividad sinaptica, tiene un papel muy importante el nimero y
caracteristicas de las espinas dendriticas localizadas en las arborizaciones,
basales y apicales, de las neuronas piramidales de las capas lll y V de la corteza
prefrontal (Kruégel et al., 2013; Rich y Shapiro, 2009). Las espinas dendriticas son
las estructuras post-sinapticas principales para la comunicacion celular excitatoria
en el sistema nervioso central, en la que estan involucradas de varias maneras en
la recepcion y procesamiento de estimulos aferentes, dependiendo de su densidad
y configuracién (Gonzalez-Burgos, 2012; Gonzélez-Burgos, 2009; Kasai et al.,
2003). De hecho, la correlacién entre estas caracteristicas y la eficiencia en la
ejecucion de tareas cognoscitivas forma parte del abordaje experimental del
funcionamiento de la corteza prefrontal (Veldzquez-Zamora et al., 2012;
Velazquez-Zamora et al.,, 2011; Gonzalez-Burgos, 2009; Garcia-Chavez et al.,
2008).

Asi mismo, se ha descrito que las acciones estrogénicas constituyen un factor

importante para la regulacion del nUmero y caracteristicas de espinas dendriticas
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en las neuronas piramidales y para la conectividad sinaptica de los circuitos
neuronales de la corteza prefrontal, en roedores (Galvin y Ninan, 2014; Khan et
al., 2013). Se ha mostrado que las espinas dendriticas en las neuronas
piramidales del hipocampo y de la corteza prefrontal, asi como en neuronas
hipotalamicas, varian en relacion directa con las concentraciones plasmaticas del
estradiol sintetizado en el ovario y con la sintesis de estradiol en estructuras
cerebrales (Gonzalez-Burgos et al., 2015; Khan et al., 2013; Chen et al., 2009;
Prange-Kiel et al., 2009; Hojo et al., 2008; Gonzalez-Burgos et al., 2005).

Los resultados del presente estudio sustentan la participacion relevante de las
acciones estrogénicas en la regulacion del nimero y caracteristicas de las espinas
dendriticas y en la conectividad de los circuitos neuronales de la corteza
prefrontal. En efecto, las consecuencias de la ovariectomia (grupo OVX, sin 2VO)
fueron la reduccion significativa del ndmero de espinas en las neuronas
piramidales de las capas Ill y V de la corteza prefrontal; asi como la modificacion
de las proporciones relativas de las espinas en hongo y delgadas (37% y 47%,
respectivamente) en comparacion con las proporciones relativas en los animales
intactos (59% y 31% respectivamente), en las neuronas piramidales de la capa lll
de la corteza prefrontal. El significado de estas alteraciones podria ser una
disminucién en la eficiencia de la conectividad sinaptica por efecto de la
ovariectomia, dado que la densidad de espinas dendriticas y en particular las
espinas en hongo han sido consideradas como parte del sustrato neuronal con
mayor eficiencia en la comunicacion sinaptica excitatoria (Harris, 1999; Harris y
Kater 1994).

Las alteraciones de la densidad y proporciones relativas de las espinas dendriticas
gue ocurrieron en las capas Ill y V de la corteza prefrontal, en los animales
ovariectomizados, asi como sus posibles consecuencias en la conectividad
sinaptica, pueden estar relacionadas, en el presente estudio, con su ejecucion
deficiente en las pruebas en el laberinto acuatico en T. En este sentido, se ha
descrito que las caracteristicas de las espinas dendriticas dependientes de las
acciones estrogenicas representan cambios en la conectividad y flujo de

informacion (aferente y en los propias circuitos neuronales) requeridas para el
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adecuado desempeiio de las funciones cognoscitivas (Frankfurt y Luine, 2015;
Velazquez-Zamora et al., 2014; Luine y Frankfurt, 2013; Gonzalez-Burgos, 2012;
Luine y Frankfurt, 2012; Bailey et al, 2011; Bourne y Harris, 2007).

A este respecto, en el disefio experimental utilizado en el presente estudio, la
prueba de no igualacion a la muestra tuvo como objeto mostrar la capacidad de
los animales de los diferentes grupos experimentales en el aprendizaje y
utilizacion de la informacion aprendida en una tarea con reglas definidas
(alternancia en el acceso a los brazos de la T); en tanto que la prueba
subsecuente de igualacion a la muestra debe ser la expresion de la capacidad de
los animales para dejar de utilizar la informacién aprendida previamente y utilizar
nueva informacién para resolver la tarea bajo nuevas reglas (no alternancia en el
acceso a los brazos de la T). Los procesos neurales involucrados en el cambio de
estrategias de acuerdo a las nuevas circunstancias en que debe darse el
desempefio conductual y la ejecucion adecuada de ambas pruebas depende de la
integridad morfolégica y funcional de la corteza prefrontal (Eichenbaum, 2017;
Funahashi, 20172, Funahashi, 2017°; Aguayo-Del Castillo et al., 2016; Rich y
Shapiro, 2009; Dudchenko, 2004).

De hecho, en el presente estudio, la ausencia de estrdgenos de origen ovarico con
o sin hipoperfusion cerebral cronica (grupo VEH, grupo OVX), dio lugar al
desemperio deficiente en el laberinto acuatico en T, coincidente con la reduccién
importante de la densidad y cambios en las proporciones relativas de espinas
dendriticas en las capas Ill y V (especialmente en la capa V) de la corteza
prefrontal, en comparacion con los mismos parametros observados en los
animales del grupo intacto. Estos resultados sustentarian la participacion relevante
de las acciones estrogénicas en el mantenimiento del sustrato neural subyacente

a la expresion de funciones cognoscitivas dependientes de la corteza prefrontal.

La posibilidad, planteada en el presente estudio, de que la hipoperfusion cerebral
cronica agregara componentes de dafio cerebral y deterioro cognoscitivo a las
consecuencias de la supresién de acciones estrogénicas dependientes de la

secrecion ovarica de estrogenos, no ha sido sustentada con base en los presentes
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resultados. En efecto las alteraciones de la densidad y proporciones relativas de
las espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la corteza prefrontal, asi
como el deterioro cognoscitivo no fueron significativamente diferentes en los
animales ovariectomizados con hipoperfusién cerebral crénica (grupo VEH) en
comparacion con las observadas en los animales solamente ovariectomizados
(grupo OVX). Cabria la posibilidad de que algunos mecanismos de angiogénesis y
neuroplasticidad, inducidos por la propia reducciéon del flujo sanguineo, hubieran
operado a largo plazo en contra de procesos fisiopatoldgicos, en condiciones de
hipoperfusion cerebral cronica, que de otra manera se habrian agregado a la
reduccion de acciones estrogénicas, como causas de alteraciones de las espinas

dendriticas y deterioro de funciones cognoscitivas y (Cho et al., 2017).

Por otra parte, los resultados del presente estudio muestran el efecto del
tratamiento a largo plazo con raloxifeno en contra de las alteraciones de la
densidad y proporciones relativas de las espinas dendriticas en la corteza
prefrontal, asociadas a deterioro cognoscitivo, en ausencia de secrecion de
estrogenos ovaricos y condiciones de hipoperfusiéon cerebral crénica. A este
respecto, se ha descrito que los SERMs pueden regular el numero y
caracteristicas de las espinas dendriticas en estructuras cerebrales, tales como
hipocampo y corteza prefrontal, involucradas en funciones cognoscitivas
dependientes de estrégenos (Gonzalez-Burgos et al., 2012; Veldzquez-Zamora et
al., 2012). Se ha propuesto que, para estos efectos, los moduladores selectivos de
receptores a estrogenos activan los elementos de respuesta estrogénica,
mediados por diferentes tipos de receptores estrogénicos en neuronas y en
células gliales, que pueden dar lugar a la preservacién de la conectividad y la
promocién de cambios plasticos, ante variaciones de las concentraciones y
acciones de estrégenos ovaricos y en condiciones de dafio cerebral, en
estructuras cerebrales involucradas en la integracion de funciones cognoscitivas
(Borrow y Handa, 2017; Gonzalez-Flores et al., 2015; Khan et al., 2014; Kramar et
al., 2009; Sharmay Mehra, 2008; Zhou et al., 2002).

También se han descrito los efectos de raloxifeno en contra de mecanismos

fisiopatolégicos de dafio y muerte neuronal en condiciones de hipoperfusion

“Cuna de héroes, crisol de pensadores” Péagina 41



UMSNH Maestria en Ciencias de la Salud

cerebral cronica, tales como: fendmenos pro-inflamatorios, activacion glial,
secrecion de TNFa e interleucinas; dafo oxidativo, lesion del citoesqueleto; asi
como favoreciendo la regulacion de la expresion de factores troficos como BDNF y
de proteinas pro-y anti apoptéticas, Bcl 2 y Bax (Segura-Uribe et al., 2017; Du et
al., 2016; Khan, 2016; Khan et al., 2014; Konyalioglu et al., 2007). Estos efectos
generarian condiciones para la preservacion del sustrato neural involucrado en las
funciones cognoscitivas, en contra de fendémenos fisiopatologicos de dafio y
alteracion funcional inducidos por la reduccion del flujo sanguineo bajo
hipoperfusion cerebral cronica (Du et al., 2016; Azzubaidi et al., 2012; Cechetti et
al., 2012%; Cechetti et al., 2012°; Jia et al., 2012;) .

Asi, en el presente estudio, al término del tratamiento con raloxifeno, la densidad
de espinas dendriticas fue significativamente mayor en las neuronas piramidales
de las capas Ill y V de la corteza prefrontal, en comparacion con los animales
ovarictomizados, con o sin hipoperfusion cerebral cronica (grupos OVX, VEH); con
proporciones relativas de espinas delgadas y en hongo similares a las observadas
en los animales intactos. Estas caracteristicas del sustrato neural de conectividad
sindptica, en los animales tratados con raloxifeno, podrian estar relacionadas con
su eficiencia en la ejecucion de las pruebas cognoscitivas (no igualacién e
igualacion a la muestra en el laberinto acuético en T), dependientes de la corteza

prefrontal, semejante a la de los animales intactos.
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9. Conclusiones

e La supresion de los estrégenos sintetizados en el ovario, y de sus acciones
estrogénicas en cerebro, en presencia o ausencia de hipoperfusion cerebral
cronica, provoca reduccion de la densidad de espinas dendriticas y
alteracion de las proporciones relativas de las espinas dendriticas delgadas
y en hongo en las capas lll y V de la corteza prefrontal.

e Estas alteraciones de la estructura de conectividad sinaptica de las
neuronas piramidales de la corteza prefrontal se relacionan con deterioro de
la eficiencia en la ejecucion de funciones cognoscitivas dependientes del
funcionamiento de la cortea prefrontal.

e El tratamiento a largo plazo con raloxifeno, un farmaco representativo de
moduladores selectivos de receptores a estradiol, preserva la eficiencia de
las funciones cognoscitivas dependientes del funcionamiento de la corteza
prefrontal, con caracteristicas similares a la observada en los animales
intactos, en ausencia de secrecion de estrégenos ovaricos Yy/o
hipoperfusion cerebral crénica.

e Los efectos del tratamiento a largo plazo con raloxifeno sobre la eficiencia
de funciones cognoscitivas de la corteza prefrontal se asocia con reduccion
de la alteracion de la densidad de las espinas dendriticas y de la
modificacién de las proporciones relativas de espinas delgadas y en hongo,
en las células piramidales de las capas Il y V de la corteza prefrontal, en
ausencia de secrecion de estrogenos ovaricos y/o hipoperfusién cerebral
cronica.

e Los resultados del presente estudio sustentan el efecto neuroprotector del
raloxifeno, en contra de las alteraciones estructurales de las neuronas
piramidales de las capas Ill y V de la corteza prefrontal, asi como el
deterioro cognoscitivo atribuibles a la supresion de los estrogenos
sintetizados en el ovario, y de sus acciones estrogénicas en cerebro, asi
como a posibles mecanismos fisiopatolégicos de dafio cerebral inducidos

por hipoperfusion cerebral crénica.
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