
1 
 

 
Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo 

   

  FACULTAD DE CIENCIAS MÉDICAS Y BIOLÓGICAS 

“DR. IGNACIO CHÁVEZ” 

DIVISIÓN DE ESTUDIOS DE POSGRADO 

 

TESIS: 

Evaluación del efecto neuroprotector del raloxifeno en el daño producido por 
hipoperfusión cerebral crónica en el hipocampo de ratas viejas. 

 
Presenta: 

 

 
Para obtener el grado de: 

MAESTRO EN CIENCIAS DE LA SALUD 
 

DIRECCIÓN DE TESIS: 
Doctor en Ciencias 

José Miguel Cervantes Alfaro 
 

CO- DIRECCIÓN: 
Doctora en Ciencias 

Gabriela Moralí de la Brena 

 

Comité Tutorial 

Doctora en Ciencias Graciela María Eugenia Letechipía Vallejo 

Doctora en Ciencias Marcia Yvette Gauthereau Torres 

Doctor en Ciencias Daniel Godínez Hernández 

 

 

Morelia, Michoacán, México 

Diciembre 2020

Químico Farmacobiólogo 
Irving Manríquez Arzate 

 



2 
 

La presente investigación se realizó en: 

Laboratorio de Neurociencias 

División de Estudios de Posgrado 

Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas “Dr. Ignacio Chávez” 

Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo 

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

 

 

Laboratorio de Neurofisiología Experimental 

Centro de Investigación Biomédica de Michoacán (CIBIMI) 

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) 

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

 

 

 

 

 

 

 

El proyecto de investigación que dio lugar a esta Tesis de Maestría recibió 

financiamiento como parte del Programa de Investigación 2019 de la Coordinación 

de Investigación Científica de la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo. 

 



3 
 

Agradecimientos 

A la Universidad Michoacana de San Nicolás de Hidalgo, con orgullo mi alma mater, 

sin su apoyo este proyecto no hubiera sido posible. 

A la Secretaría de Salud, en especial a Dra. Gloria Alicia Figueroa Aguilar y Dra. 

Wendy Vianey Padilla Cabrera, que dieron las facilidades para mi tiempo beca. 

Al Centro de Investigación Biomédica de Michoacán (CIBIMI), que facilitó equipo y 

capacitación para la realización de este proyecto.  

A la Dra Gabriel Moralí de la Brena, por todo su apoyo, en forma de enseñanzas, 

dedicación y sobretodo tiempo, sin los cuales no hubiera sido posible la realización de 

este proyecto.   

A mi comité tutorial, por sus consejos y sugerencias que nutrieron este proyecto. 

A la División de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias Médicas y Biológicas 

“Dr. Ignacio Chávez”, una gran familia de la que me siento muy feliz de formar parte. 

A mis compañeros de generación, a todos y cada uno de ellos los quiero y estoy muy 

contento de que la vida me diera la oportunidad de conocerlos y cursar esta 

aventura juntos; en especial a José Ulises Chijate Bazán, no pude tener mejor 

compañero de laboratorio. 

A Jessica Aneth Vergara Hernández, solo diré que, sin ti, esto no hubiera sido lo que 

fue. 

A María del Rosario Aguilar Álvarez, mi amiga que siempre tuvo tiempo para mis 

locuras y me regresó a la realidad. 

 A Kenia Iraí Blancas Ayala, mi pequeña mejor amiga por todos los momentos y por 

que las nuevas películas y nuevos restaurantes pasen por nuestra rigurosa critica. 

 

 

 



4 
 

Dedicatoria 

A mi Familia, en especial a mis padres y mi hermano, siempre me lo dieron todo y ni 

todas las palabras alcanzan para decir lo que significan para mí, sin ellos no soy nada. 

Papá, siempre te he visto como mi pilar, mi soporte y aunque tal vez en nuestra familia 

no somos tan expresivos, quiero que sepas que nada me hace sentir más seguro que 

me des tus abrazos. 

Mamá, tu eres mi corazón y mis sentimientos y aunque tengamos nuestros momentos 

de conflicto, siempre he pensado que pasa porque somos muy parecidos y nada me 

llena más de felicidad y orgullo que pensar que me parezco a ti. 

A mi hermano, en el que confió más que en ninguna otra persona y aunque el 

camino nos ha alejado físicamente, siempre tendrás un lugar a mi lado y siempre 

tendremos nuestro código (haz paro).  

A mis amigos Héctor Sauceda Martínez, Gerardo de Jesús Rangel Abarca, Elda 

Araceli Díaz Hernández y Diego Armando Marín López, mi otra familia, donde las risas 

nos unen mucho más que el ADN. 

A los doctores: José Miguel Cervantes Alfaro; los doctores tienen diferentes formas de 

enseñar y usted me enseñó con todas ellas, es usted un gran ejemplo a seguir y me 

gustaría ser como usted y Graciela María Eugenia Letechipía Vallejo, en sus consejos y 

enseñanzas encontré no sólo conocimiento, también un gran aprecio y me siento 

muy agradecido de haber sido parte de este equipo. 

 

 

 

 

 

 



5 
 

Índice 
1. Introducción ................................................................................................................................... 8 

2. Antecedentes ............................................................................................................................... 11 

2.1 Hipoperfusión cerebral crónica ....................................................................................... 11 

2.2 Acciones estrogénicas en el sistema nervioso central. ........................................... 12 

2.3 Moduladores selectivos de receptores de estrógenos ............................................. 15 

2.4 Efectos neuroprotectores del raloxifeno ...................................................................... 16 

3. Justificación ................................................................................................................................. 19 

4. Hipótesis ....................................................................................................................................... 20 

5. Objetivo general .......................................................................................................................... 20 

5.1 Objetivos específicos ......................................................................................................... 20 

6. Materiales y métodos ................................................................................................................. 21 

6.1 Modelo de Hipoperfusión Cerebral Crónica (HCC) .................................................... 22 

6.2 Evaluación de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuático de 

Morris. ................................................................................................................................................. 22 

6.3 Procesamiento histológico. Impregnación metálica de Golgi ................................ 24 

6.4 Análisis estadístico ............................................................................................................ 25 

7. Resultados .................................................................................................................................... 26 

7.1 Evaluación del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto acuático de 

Morris .................................................................................................................................................. 26 

7.1.1 Aprendizaje espacial. Latencia de escape ................................................................. 26 

7.1.2 Aprendizaje espacial. Longitud de las trayectorias de nado ................................ 28 

7.1.3 Memoria espacial. Número de cruces por el sitio de la plataforma .................... 29 

7.1.4 Memoria espacial. Tiempo de permanencia en cada cuadrante .......................... 30 

7.2 Evaluación de la citoarquitectura. ........................................................................................ 32 

7.2.1 Longitud de la dendrita apical ....................................................................................... 34 

7.2.2 Número de bifurcaciones................................................................................................ 35 

7.2.3 Densidad y proporción de espinas dendríticas. ....................................................... 36 

8. Discusión ...................................................................................................................................... 37 

9. Referencias bibliográficas ........................................................................................................ 43 

 

 



6 
 

Resumen 

Evaluación del efecto neuroprotector del raloxifeno en el daño producido por hipoperfusión 
cerebral crónica en el hipocampo de ratas viejas. 

Introducción. La reducción permanente del flujo sanguíneo cerebral (hipoperfusión 

cerebral crónica, HCC), el envejecimiento y la reducción de las acciones estrogénicas 

han sido consideradas como condiciones concurrentes para el daño en estructuras 

cerebrales, tales como el hipocampo y la corteza prefrontal, involucradas en las funciones 

cognoscitivas, y como posibles causas de demencia.  De ahí el interés en el estudio de los 

efectos de fármacos moduladores específicos de receptores de estradiol (SERMs), en 

contra del daño cerebral provocado por HCC. Objetivos. El presente estudio fue diseñado 

para analizar los efectos del raloxifeno, sobre el deterioro del aprendizaje y la memoria 

espacial, y las alteraciones de la citoarquitectura de las neuronas piramidales del 

segmento CA1 del cuerno de Ammón del hipocampo, en ratas viejas con HCC y 

ausencia de secreción ovárica de estrógenos. Métodos. El estudio se realizó de acuerdo 

con normas y lineamientos éticos establecidos para la investigación en animales de 

experimentación. ratas hembra Sprague-Dawley, 18-20 meses de edad al inicio del 

estudio, fueron asignadas al azar a los siguientes grupos: Sham, n=6 (ratas 

ovariectomizadas, con simulación del modelo de HCC); VEH-PreO, n=6 (ratas 

ovariectomizadas con administración de dimetilsulfóxido, 0.1 ml/día, a partir de 15 días 

antes del inicio de HCC  y durante 30 días después a ésta); VEH-PosO, n=6 (ratas 

ovariectomizadas con administración de dimetilsulfóxido, 0.1 ml/día, durante 30 días, a 

partir de HCC); RAL-PreO, n=6 (ratas ovariectomizadas con administración de raloxifeno, 3 

mg/kg/día, a partir de 15 días antes del inicio de HCC y durante 30 días después a ésta); 

RAL-PosO, n=6 (ratas ovariectomizadas con administración de raloxifeno, 3 mg/kg/día, 

durante 30 días a partir de HCC). Al término de los tratamientos se evaluaron: el 

aprendizaje y la memoria espacial (latencia de escape, longitud de trayectorias y 

velocidad de nado; número de cruces y permanencia en el cuadrante objetivo donde se 

ubicaba la plataforma) en el laberinto acuático de Morris, así como las características de 

la citoarquitectura (longitud de la dendrita apical, número de bifurcaciones dendríticas, y 

número y proporción de espinas dendríticas) de las neuronas piramidales del segmento 

CA1 del hipocampo, en las diferentes condiciones experimentales. Resultados. La HCC 

provocó deterioro del aprendizaje/memoria espacial (mayores latencias de escape y 

longitud de trayectorias, y reducción significativa del número de cruces y tiempo de 

permanencia en el cuadrante objetivo, en los animales tratados con vehículo; en tanto 

que estos parámetros fueron similares en los grupos tratados con raloxifeno y en el grupo 

sham. Asimismo, la HCC provocó acortamiento de la longitud de la dendrita apical, 

reducción del número de bifurcaciones dendríticas, del número de espinas dendríticas y 

cambios en la proporción de espinas anchas y en hongo en los animales tratados con 

vehículo; mientras que estos parámetros de citoarquitectura neuronal fueron similares en 

los grupos tratados con raloxifeno y el grupo sham. Conclusiones. Estos resultados 

muestran que el raloxifeno impide las alteraciones de la citoarquitectura neuronal y el 

deterioro cognoscitivo inducido por HCC en ratas viejas, en ausencia de secreción de 

estrógenos ováricos; posiblemente a través de la activación de elementos de respuesta 

estrogénica en estructuras cerebrales involucradas en la integración de funciones 

cognoscitivas. 

Palabras clave: Hipoperfusión cerebral crónica, neuroprotección, raloxifeno, 

citoarquitectura neuronal, aprendizaje y memoria espacial. 
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Abstract 

Evaluation of the neuroprotective effect of raloxifene in the injury induced by chronic 
cerebral hypoperfusion in the hippocampus of aged female rats. 

Introduction. Permanent reduction of cerebral blood flow (chronic cerebral hypoperfusion, 

CCH), aging, and a reduction of estrogenic actions, have been considered as concurrent 

conditions able to induce damage to brain structures such as the hippocampus and 

prefrontal cortex, involved in cognitive functions, and as possible causes of dementia. This 

has raised interest on the study of the effects of compounds acting as specific estrogen 

receptor modulators (SERMs), against cerebral damage induced by CCH. Objectives. The 

present study was designed to assess the effects of raloxifene on spatial learning and 

memory impairment, and cytoarchitectonic alterations of pyramidal neurons in the CA1 

subfield of the hippocampal Ammon’s horn, in aged female rats with CCH and absence of 

ovarian estrogen secretion. Methods. The study was performed in accordance with rules 

and ethical guidelines established for research in experimental animals. Sprague-Dawley 

female rats, aged 18-20 months-old at the beginning of the experiments, were randomly 

assigned to the following groups: Sham, n=6 (ovariectomized rats with simulated model of 

CCH); VEH-PreO, n=6 (ovariectomized rats with administration of dimethylsulfoxide as 

vehicle, 0.1 ml/day, from 15 days before and during 30 days after onset of CCH); VEH-

PosO, n=6 (ovariectomized rats with administration of dimethylsulfoxide, 0.1 ml/day, during 

30 days after onset of CCH); RAL-PreO, n=6 (ovariectomized rats with administration of 

raloxifene, 3 mg/kg/day, from 15 days before and during 30 days after onset of CCH); RAL-

PosO, n=6 (ovariectomized rats with administration of raloxifene, 3 mg/kg/day during 30 

days after onset of CCH). At the end of treatments, evaluations were made of: spatial 

learning and memory (escape latency, swimming path length, and swimming speed; 

number of crossings through the site where the escape platform was located on the 

previous days, and time spent in the target quadrant) in the Morris water maze; as well as 

cytoarchitectonic characteristics (length and number of bifurcations in the apical 

dendrite, and number and proportions of the different types of dendritic spines) of the 

pyramidal neurons in the CA1 subfield of the hippocampal Ammon’s horn, in the different 

experimental conditions. Results. CCH impaired the spatial learning and memory 

(significantly longer escape latencies and swimming path lengths, and significant 

reduction of the number of crossings through the former location of the platform, and on 

the time spent in the target quadrant) in the animals treated with vehicle; while these 

parameters were similar in the groups treated with raloxifene, to those of the sham group. 

Furthermore, CCH induced a shortening of the length, reduction of the number of 

bifurcations, of the number of dendritic spines, and changes in the proportions of broad 

and mushroom spines, in the apical dendrite of the CA1 pyramidal neurons of vehicle-

treated animals; while these cytoarchitectural parameters were similar in raloxifene-treated 

groups to those of the Sham group. Conclusions. These results show that raloxifene prevents 

the alterations of neuronal cytoarchitecture and cognitive impairment induced by CCH in 

aged female rats, in the absence of ovarian estrogen secretion; possibly through the 

activation of estrogen response elements in cerebral structures involved in the integration 

of cognitive functions. 

Keywords: Chronic cerebral hypoperfusion, neuroprotection, raloxifene, neuronal 

cytoarchitecture, spatial learning and memory. 
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1. Introducción 

La reducción permanente y progresiva del flujo sanguíneo cerebral, que ha sido 

identificada con el término de hipoperfusión cerebral crónica (HCC), es una 

condición que pone en riesgo la integridad morfológica y funcional de estructuras 

cerebrales vulnerables. La HCC puede estar asociada al envejecimiento, 

particularmente cuando este proceso transcurre con factores de riesgo y 

componentes fisiopatológicos de enfermedades cerebrovasculares (Iadecola 2013; 

Tarumi y Zhang 2018). Esta situación adquiere gran importancia si consideramos que el 

cerebro carece de reservas energéticas y que es un órgano con gran actividad 

metabólica; de tal manera que el continuo suministro de sustratos para la obtención 

de energía y el mantenimiento del metabolismo neuronal depende de la continuidad 

y suficiencia del flujo sanguíneo cerebral (Otori y cols., 2003). 

La HCC puede dar lugar a procesos fisiopatológicos que resultan del insuficiente 

aporte de oxígeno y glucosa al cerebro; entre éstos destacan: el incremento anormal 

de especies reactivas de oxígeno (Chen y cols., 2011), las alteraciones del 

funcionamiento mitocondrial y generación de mecanismos proapoptóticos (Bennett y 

cols., 1998; Broughton y cols., 2009; Davila y cols., 2012), y la síntesis y expresión de 

citocinas proinflamatorios (León y cols., 2015), que en su conjunto pueden dar como 

resultado daño a los componentes estructurales de las neuronas y alteraciones del 

funcionamiento de estructuras muy vulnerables a la reducción de flujo sanguíneo 

cerebral . 

El daño, en el caso del hipocampo, ocurre especialmente en las neuronas 

piramidales del segmento CA1 del Cuerno de Ammón y en la corteza prefrontal, 

especialmente en las neuronas piramidales de las capas III y V; que además de ser 

muy vulnerables a la reducción del flujo sanguíneo (Pulsinelli, 1985), se sabe que están 

directamente involucradas en la integración de las funciones cognoscitivas (Jarrad, 

1993; Kesner y cols., 2011; Moser y cols., 2015). De esta manera, se ha involucrado a la 

HCC como factor causal del deterioro cognoscitivo que forma parte de la demencia 

de origen cerebrovascular, la cual corresponde aproximadamente al 20% del total de 

casos de demencia (Gorelick y cols., 2011). 
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La demencia, actualmente considerada como un problema prioritario de salud, es un 

síndrome, generalmente de naturaleza crónica o progresiva, caracterizado por la 

alteración de diversas funciones cerebrales, tales como las funciones cognoscitivas: 

memoria y aprendizaje, pensamiento, orientación, comprensión, cálculo, lenguaje y 

juicio (World Health Organization, 2018). 

En el año 2015 se calculó que 47 millones de personas estaban afectadas por 

demencia en todo el mundo, una cifra que se prevé que aumente a 75 millones en el 

año 2030 y a 132 millones de personas en el año 2050, con un gran costo en la 

calidad de vida individual y con repercusiones sociales y económicas importantes 

(Prince y cols., 2015). La Organización Mundial de la Salud, en estimaciones 

publicadas en 2018, menciona cifras equivalentes, de 50 millones de personas 

afectadas a nivel mundial, con una predicción a que haya 82 millones en 2030 y 152 

millones en 2050; e informa que, a nivel mundial, la demencia ocupa el 5º lugar como 

causa de muerte y representa un gasto anual de 818,000 millones de dólares por año 

en EEUU (World Health Organization, 2018). Esto ha impulsado a nivel mundial el 

planteamiento y desarrollo de estrategias para abordar este problema (World Health 

Organization, 2017). En México, se ha mostrado que la prevalencia de demencia 

varía entre 6.8% y 7.9% en la población de adultos mayores de 65 años, y se ha 

considerado que es una de las principales causas de pérdida de años de vida, por 

discapacidad, entre las enfermedades no transmisibles; esto representa un problema 

prioritario de salud (Manrique-Espinoza y cols., 2013; ENASEM, 2015). 

Por otra parte, se ha descrito que en el curso del envejecimiento, la reducción de las 

acciones estrogénicas en el hipocampo y en la corteza prefrontal, como 

consecuencia de la disminución o supresión de la secreción de estrógenos ováricos, 

puede provocar deterioro de las funciones cognoscitivas en animales de 

experimentación (Zhu y cols., 2017); sin embargo, aún está en discusión la relevancia 

que pueden tener las acciones estrogénicas en el deterioro cognoscitivo y la 

demencia asociados al envejecimiento, en mujeres postmenopáusicas (Espeland y 

cols., 2017).  

Las acciones y los efectos neuroprotectores del estradiol en condiciones de isquemia 

cerebral, incluyendo la hipoperfusión cerebral crónica, han sido descritos con base en 

los resultados de múltiples estudios en animales de experimentación, en los que se ha 
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mostrado una clara relación de oposición entre las acciones estrogénicas y algunos 

de los principales mecanismos de daño cerebral por isquemia, así como la 

capacidad del estradiol para inducir fenómenos de plasticidad que pueden dar por 

resultado reparación del daño en circuitos neuronales, restauración de la 

conectividad y finalmente recuperación de las funciones deterioradas por la 

alteración del flujo sanguíneo cerebral (Zhu y cols., 2017). Sin embargo, la posibilidad 

del uso clínico de estradiol como neuroprotector ha quedado limitado ante la 

posibilidad de efectos indeseables, carcinogénicos y/o protrombóticos estrógeno-

dependientes (Brann y cols., 2007; DonCarlos y cols., 2009).  

De esta manera, la propuesta de los moduladores selectivos de receptores de 

estrógenos (SERMs, por sus siglas en inglés) como una estrategia alternativa para 

inducir acciones estrogénicas neuroprotectoras con potencial uso clínico, se ha 

sustentado en los resultados de diferentes estudios en modelos de daño cerebral 

inducido por isquemia o por otras situaciones fisiopatológicas (Zhao y cols., 2005; 

DonCarlos y cols., 2009; Arevalo y cols., 2011; Rzemieniec y cols., 2015;  Khan y cols., 

2015; Rzemieniec y cols., 2018). De hecho, los efectos neuroprotectores del raloxifeno, 

un compuesto representativo de los SERMs de segunda generación, mediados por 

receptores estrogénicos (ER) alfa, (ERα) y el receptor de membrana acoplado a 

proteína G (GPR30), en diversas estructuras cerebrales incluyendo aquellas 

involucradas en las funciones cognoscitivas (Rzemieniec y cols., 2015; Zhou y cols., 

2018), han sido considerados como parte de las características farmacológicas de 

este tipo de compuestos.  

En el presente proyecto, se aborda el estudio de los posibles efectos neuroprotectores 

del raloxifeno en un modelo experimental en ratas viejas en el que coexisten la 

reducción permanente a largo plazo del flujo sanguíneo cerebral y la ausencia de las 

acciones del estradiol secretado por el ovario en estructuras cerebrales involucradas 

en la integración de las funciones cognoscitivas. 
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2. Antecedentes  

2.1 Hipoperfusión cerebral crónica  
 

La HCC es la reducción permanente y progresiva del flujo sanguíneo cerebral y se 

puede presentar por: procesos fisiopatológicos que lesionen la estructura vascular 

cerebral, como aterosclerosis de grandes arterias cerebrales, arteriosclerosis de 

pequeños vasos y angiopatía cerebral amiloidea; por cambios en la hemodinámica 

cerebral, como la reducción del gasto cardiaco secundario a falla cardiaca; o por 

cambios en los componentes sanguíneos que alteren propiedades, como la 

viscosidad de la sangre, tal es el caso de la hiperlipidemia. (Sarti y cols., 2002; Jellinger, 

2013; Venkat y cols., 2015). Los factores de riesgo asociados a HCC son diabetes 

mellitus, hipertensión, síndrome metabólico, obesidad, edad avanzada (Sarti y cols., 

2002; Venkat y cols., 2015; Duncombe y cols., 2017). Existen estudios que sustentan la 

vinculación entre HCC y la presencia y severidad de trastornos neurodegenerativos 

(Alsop y cols., 2010; Zhao y Gong, 2014), incluso la presencia de HCC parece tener un 

valor predictivo en cuanto al deterioro cognoscitivo (Chao y cols., 2010); por ello se 

ha considerado importante a la HCC como parte de las características 

fisiopatológicas de las enfermedades neurodegenerativas. 

La hipoperfusión cerebral crónica puede inducir mecanismos de daño en estructuras 

cerebrales, tales como el hipocampo y la corteza prefrontal, que están involucradas 

en las funciones cognoscitivas, como el aprendizaje y la memoria espacial (Pappas y 

cols., 1996; Farkas y cols., 2007; Cechetti y cols. 2012; Castaño-Guerrero y cols., 2013; 

Mansour y cols., 2018), en consecuencia, puede asociarse a deterioro cognitivo. 

El estudio de las consecuencias de la reducción crónica y permanente del flujo 

sanguíneo cerebral ha sido abordado mediante modelos en animales de 

experimentación. Uno de los más usuales es el modelo de hipoperfusión cerebral 

crónica por la oclusión (en algunos modelos, la sección) bilateral, permanente, de 

ambas arterias carótidas comunes (2VO). En estas condiciones, se ha observado que 

el flujo sanguíneo puede llegar a reducirse en 55% en la corteza cerebral y en 40% en 

el hipocampo, en comparación con el flujo sanguíneo cerebral normal (Farkas y cols., 

2007); esto provoca la pérdida de una cantidad importante de neuronas piramidales 

del segmento CA1 del cuerno de Ammón del hipocampo y deterioro del aprendizaje 

y de la memoria espacial. Entre los mecanismos de daño neuronal que se han 
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descrito en la HCC se destacan procesos proinflamatorios (Cechetti y cols., 2012; León 

y cols., 2015), estrés oxidativo (Chen y cols., 2011) y activación de cascadas de 

señalización proapoptóticas (Bennett y cols., 1998; Broughton y cols., 2009; Davila y 

cols., 2012). Asimismo, se ha identificado que la HCC provoca una reducción 

significativa de la densidad de espinas dendríticas en las neuronas piramidales de la 

corteza prefrontal y del segmento CA1 del cuerno de Ammón del hipocampo, un 

fenómeno que puede corresponder a disminución de la conectividad, de la 

sinaptogénesis y del flujo de información en estas estructuras (Jia y cols., 2012).  

En particular, se ha señalado que la reducción a largo plazo del flujo sanguíneo 

cerebral incrementa el deterioro cognoscitivo que podría esperarse por el proceso de 

envejecimiento, en animales de experimentación (Sopala y Danysz, 2001) 

2.2 Acciones estrogénicas en el sistema nervioso central. 
 

Existe evidencia acerca de los efectos neuroprotectores del 17β estradiol (E2) en 

contra del daño cerebral provocado por la isquemia, entre los que intervienen 

múltiples mecanismos de acción estrogénica a nivel celular y molecular, que tienen 

lugar en las estructuras cerebrales más vulnerables a la reducción del flujo sanguíneo 

(Moralí y Cervantes, 2014). 

Adicionalmente, se ha mostrado la participación relevante del E2 en la regulación de 

la expresión génica, la supervivencia neuronal, la diferenciación neuronal y glial y la 

transmisión sináptica; así como bajo ciertas condiciones, en procesos 

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

recuperación de funciones cerebrales mediante mecanismos de plasticidad en 

circuitos neuronales de estructuras cerebrales específicas (Vegeto y cols., 2006; 

Woolley, 2007). 

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

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

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

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

células gliales que conforman las diversas estructuras cerebrales (McEwen y cols., 

2012). 
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Los receptores primarios a estradiol, ERα y los ERβ, han sido localizados en el núcleo, 

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

mediadores de activación de las vías de señalización intracelular involucradas en las 

acciones genómicas correspondientes a diversos efectos estrogénicos en el sistema 

nervioso central. Actualmente se acepta que los estrógenos, como otras hormonas 

esteroides, pueden actuar a través de una vía considerada clásica, en la que se unen 

a sus receptores intracelulares, éstos se dimerizan y una vez que han sido translocados 

al núcleo, actúan como factores de transcripción mediante la interacción con sitios 

específicos de respuesta a estrógenos en el genoma (Fuentes y Silveyra, 2019). Hay 

gran densidad de ERα en el hipocampo, en el hipotálamo y en el área preóptica, 

mientras que su densidad es baja en la corteza cerebral. En contraste, los ERβ se 

ubican predominantemente en la corteza cerebral, aunque también son abundantes 

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

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

área tegmental ventral, la sustancia negra y el cerebelo (Dubal y cols., 2001; Milner y 

cols., 2001; Pérez y cols., 2003; Kalita y cols., 2005; Milner, 2005; Levin, 2005; Woolley, 

2007; Hammes y Levin, 2007; Raz y cols., 2008; Elzer y cols., 2010). En estas estructuras 

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

coactivadores, para la regulación coordinada de la codificación de genes en el DNA 

nuclear y en el DNA mitocondrial para las proteínas involucradas en la cadena 

respiratoria (Chen y cols., 2009). Tanto los ERα como los ERβ se expresan también en 

los astrocitos, en los que se puede activar la síntesis y liberación de factores de 

crecimiento como resultado de las acciones estrogénicas y, bajo ciertas condiciones, 

formar parte de procesos cerebrales de neuroprotección (Carswell y cols., 2004; 

Dhandapani y cols., 2005; Dhandapani y Brann, 2007; Arévalo y cols., 2009; Azcoitia y 

cols., 2010;). 

Los datos experimentales que se han acumulado indican un papel preponderante de 

los ERα como mediadores de la neuroprotección del estradiol contra el daño cerebral 

por isquemia. Sin embargo, la participación de los ERβ como mediadores de la 

neuroprotección por estradiol no ha sido descartada. Esta propuesta se ha 

sustentado principalmente en estudios de neuroprotección efectuados en animales 

“knockout” o “knockdown” para estos receptores y en estudios con agonistas o 
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antagonistas selectivos de los ERα y de los ERβ (Dubal y cols., 2001; Carswell y cols., 

2004; Miller y cols., 2005; Dai y cols., 2007; Elzer y cols., 2010). 

Se ha descrito que el estradiol puede inducir fenómenos celulares que ocurren con 

mayor rapidez que los que están mediados por los receptores ERα y ERβ. En efecto, 

ciertas acciones del estradiol, dependientes o independientes de procesos de 

transcripción en el cerebro, pueden estar mediadas por un receptor acoplado a 

proteínas G, denominado GPR30, localizado en la membrana plasmática y en la 

membrana del retículo endoplásmico de las neuronas en varias estructuras 

cerebrales, incluyendo el hipocampo, el hipotálamo y el cuerpo estriado, entre otras 

(Funakoshi y cols., 2006; Matsuda y cols., 2008).El GPR30 ha sido identificado como un 

receptor a estrógeno cuya interacción con el estradiol puede dar lugar a la 

activación de vías de señalización, con un periodo de latencia muy breve e incluyen 

modificaciones de la fosforilación de proteínas y cambios en la concentración de 

segundos mensajeros intracelulares como el adenosín monofosfato cíclico (cAMP) y el 

calcio (Liu y cols., 2010). Cabe destacar que el agonista (G1) selectivo del GPR30, ha 

mostrado efectos neuroprotectores contra el daño cerebral provocado por la 

reducción del flujo sanguíneo cerebral en modelos experimentales de isquemia focal 

o global (Lebesgue y cols., 2009; Zhang y cols., 2010; Lebesgue y cols., 2010; Tang y 

cols., 2014; Pan y cols., 2018).  

La presencia de estos diferentes tipos de receptor a estrógeno en las neuronas y en 

las células gliales, que forman parte de la estructura y en los circuitos neuronales del 

hipocampo, adquiere gran importancia debido al papel fundamental del 

hipocampo para la codificación de la información y el procesamiento de las señales 

eléctricas y químicas involucradas en los procesos cerebrales, que dan lugar a las 

funciones cognoscitivas. De esta manera, las acciones estrogénicas mediadas por 

receptores, se traducen en cambios en la densidad, en la configuración y en las 

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

piramidales del segmento CA1 del cuerno de Ammón del hipocampo y de las capas 

III y V de la corteza prefrontal, los cuales son parte fundamental de la generación de 

señales, la comunicación celular y los cambios plásticos que inciden en las 

características del aprendizaje y la memoria espacial (Gould y cols., 1990; Ikeda y 

cols., 2006; Smith y McMahon, 2006; Zhou y cols., 2007; Mukai y cols., 2007; Jelks y cols., 
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2007;Marin y cols., 2009; García-Segura y cols., 2010; Roepke y cols., 2011; Murakami y 

cols., 2018). 

Los receptores ERα, ERβ y GPR30 parecen estar involucrados en diversas acciones 

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

que guardan una relación de oposición con los mecanismos fisiopatológicos del daño 

cerebral por isquemia. Éste es el caso de: a) reducción del estrés oxidativo, a través 

de la reducción del incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno 

(ROS) a nivel mitocondrial, la reducción de la activación de la NADPH oxidasa y de la 

producción de ROS, la modulación de enzimas antioxidantes, y la captura de ROS; b) 

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

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

de factores tróficos por parte de los astrocitos; e) mejoramiento a corto y largo plazo 

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

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

barrera hematoencefálica; h) reparación de los circuitos neuronales dañados 

mediante sinaptogénesis y neurogénesis (McEwen y cols. 2012; Moralí y Cervantes, 

2014).  

2.3 Moduladores selectivos de receptores de estrógenos 
 

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

se unen al receptor estrogénico provocando su activación (agonistas) y la inducción 

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 activación de los receptores correspondientes (Riggs y Hartmann, 

2003). La mayor parte son compuestos no esteroides con estructura tridimensional 

que, tras unirse al ER, pueden inducir cambios específicos en la conformación del 

receptor influyendo en su capacidad para interactuar con otras proteínas, tales 

como coactivadores y correpresores, permitiéndoles interactuar como agonistas o 

como antagonistas del receptor estrogénico en diferentes tejidos (Brzozowski y cols., 

1997; Smith y cols., 2004). 

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

trifeniletileno, tales como el tamoxifeno y el citrato de clomifeno, que son 
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identificados también como SERMs de primera generación; derivados del 

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

raloxifeno, toremifeno, droloxifeno, idoxifeno y derivados del benzopirano; SERMs de 

tercera generación: arzoxifeno, ospemifeno; y SERMs de cuarta generación: 

ormeloxifeno, lasofoxifeno, pipendoxifeno y bazedoxifeno y fulvestrant (Dowers y cols., 

2006). Además, deben ser incluidos en el grupo los fitoSERMs, como genisteína (Terán 

y Teppa, 2005).  

Los SERMs se desarrollaron inicialmente como antagonistas de receptores a 

estrógenos en los tejidos de la glándula mamaria, para el tratamiento del cáncer de 

mama (Pickar and Komm, 2015). Sin embargo, sus efectos agonistas sobre receptores 

a estrógenos en el hueso sustentaron su uso clínico en el tratamiento de la 

osteoporosis (Ettinger y col., 1999; Anagnostis y col., 2018; Barrionuevo y cols., 2019) y 

otros trastornos a partir de la menopausia. Sin embargo, se ha mostrado que poseen 

otras propiedades que justificarían su prescripción para el tratamiento y prevención 

de otras enfermedades. Los SERMs, ya sea sintéticos o naturales, tales como los 

fitoestrógenos, han sido considerados una alternativa del estradiol para el tratamiento 

o la prevención de trastornos neurodegenerativos, tales como la disminución de la 

cognición con el envejecimiento o el desarrollo de los trastornos afectivos y cognitivos 

después de la menopausia (Yaffe y cols., 2005; DonCarlos y cols., 2009; Weickert y 

cols., 2015; Ji y cols., 2016). 

2.4  Efectos neuroprotectores del raloxifeno 
 

Las acciones y los efectos neuroprotectores del raloxifeno se han evaluado en 

diferentes modelos experimentales de daño neuronal, asumiendo que el raloxifeno es 

un compuesto representativo de los SERMs, en cuanto al mecanismo de acción de sus 

efectos neuroprotectores, mediados por receptores estrogénicos.  

En modelos de neuroprotección in vitro se ha mostrado que el raloxifeno protege las 

neuronas del giro dentado del hipocampo de la excitotoxicidad inducida por el 

ácido kaínico (Ciriza y cols., 2004), así como del daño neuronal provocado por la 

proteína β-amiloide (Du y cols., 2004). En otros estudios, se han identificado las 

acciones antiapoptóticas del raloxifeno como uno de los mecanismos principales que 

sustentarían su efecto neuroprotector contra el daño provocado en condiciones de 
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hipoxia o en modelos in vitro de esclerosis lateral amiotrófica (Rzemieniec y cols., 2014; 

Rzemieniec y cols., 2018; Zhou y cols., 2018). También se ha mostrado que el raloxifeno 

preserva la función mitocondrial y previene el estrés oxidativo en astrocitos, bajo 

condiciones de privación de glucosa (Vesga-Jiménez y cols., 2018). 

En diversos estudios, in vivo, se han obtenido resultados que sustentan el efecto 

neuroprotector del raloxifeno. Así, en diferentes modelos y condiciones 

experimentales de lesión traumática de la corteza cerebral o de la médula espinal, se 

ha mostrado que la administración de raloxifeno disminuye la reacción glial, la 

secreción de TNF-α e IL-β, facilita la recuperación funcional y reduce el deterioro de 

las funciones cognoscitivas (Kokiko y cols., 2006; Barreto y cols., 2009; Ismailoglu y cols., 

2013). Asimismo, el tratamiento con raloxifeno preserva las concentraciones de 

dopamina en el cuerpo estriado e incrementa la expresión de Bcl-2, mediante la 

activación de vías de señalización ligadas al receptor GPR30, en un modelo de 

enfermedad de Parkinson en el ratón (Bourque y cols., 2014). 

En otras condiciones experimentales, el raloxifeno ha mostrado que revierte las 

alteraciones en las oscilaciones de la actividad eléctrica del hipocampo en la banda 

de frecuencia gamma, que están asociadas a la eficiencia de la ejecución de tareas 

cognoscitivas, en ratas hembra ovariectomizadas (Schroeder y cols., 2017). 

Otras acciones del raloxifeno que han sido señaladas como sustento de sus efectos 

neuroprotectores son: la preservación de la integridad del citoesqueleto neuronal 

(Segura-Uribe y cols., 2017), la reducción del daño inducido por estrés oxidativo 

(Konyalioglu y cols., 2007) y la activación glial inducida por la administración de 

lipolisacárido (Tapia-González y cols., 2008; Cerciat y cols., 2010). 

Por otra parte, el raloxifeno es capaz de inducir mecanismos de neuroplasticidad, 

tales como el crecimiento axonal (Nilsen y cols., 1998), incremento de la neurogénesis 

y modificaciones de la densidad y proporciones relativas de las espinas dendríticas en 

las neuronas piramidales del hipocampo y de la corteza prefrontal, que pueden estar 

relacionadas con la preservación de funciones cognoscitivas en condiciones de 

daño cerebral (Khan y cols., 2015; Velázquez-Zamora y cols., 2012). 

Se ha postulado que las acciones neuroprotectoras del raloxifeno están mediadas por 

su interacción como un agonista de ER y por la activación del receptor GPR30 
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(Armagan y cols., 2009; Abdelhamid y cols., 2011; Rzemieniec y cols., 2018). De hecho, 

el potencial neuroprotector del raloxifeno ha sido descrito por estudios clínicos que 

muestran su eficacia en contra de procesos neurodegenerativos y del deterioro 

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

mujeres posmenopáusicas (Yaffe y cols., 2005; Jacobsen y cols., 2009).  

Estos datos experimentales sustentan la potencialidad del uso clínico del raloxifeno y 

la posibilidad de desarrollo de otros SERMs con características farmacológicas 

neuroprotectoras similares, cuyas acciones estarían mediadas por la modulación de 

receptores estrogénicos en estructuras cerebrales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



19 
 

3. Justificación 

 

La reducción permanente a largo plazo del flujo sanguíneo cerebral, el 

envejecimiento y la ausencia de acciones estrogénicas en el cerebro como 

consecuencia de la supresión de la secreción de estrógenos ováricos, son fenómenos 

concurrentes en mujeres postmenopáusicas, que usualmente están asociados con el 

deterioro cognoscitivo. Los efectos de estos tres factores han podido ser analizados 

en modelos experimentales, en los que, siendo inducidos o presentándose de manera 

concurrente, provocan daño neuronal y alteraciones morfológicas y/o funcionales en 

estructuras cerebrales vulnerables, tales como el hipocampo y la corteza prefrontal, 

así como un deterioro de las funciones cognoscitivas, comparable al que puede 

observarse en la mujer en estas condiciones. De este modo, los modelos 

experimentales que reúnen estas tres condiciones, además de permitir el análisis 

detallado de los fenómenos de daño y/o de reparación cerebral, permiten también 

evaluar el efecto de posibles compuestos neuroprotectores. 

Con base en los resultados de diferentes estudios en modelos de daño cerebral 

inducido por isquemia y por otras situaciones fisiopatológicas, se ha propuesto a los 

fármacos SERMs, como base de una estrategia para inducir acciones estrogénicas 

neuroprotectoras con potencialidad de uso clínico. Así, se han identificado acciones 

neuroprotectoras del raloxifeno, mediadas por receptores estrogénicos ERα y GPR30 

en diversas estructuras cerebrales, con una clara relación de oposición con los 

principales mecanismos de daño cerebral por isquemia, así como promoviendo 

fenómenos plásticos de reparación y recuperación morfológica y funcional en 

estructuras cerebrales vulnerables, incluyendo aquellas involucradas en funciones 

cognoscitivas. Estas acciones neuroprotectoras han sido incluidas en las 

características farmacológicas de este tipo de compuestos. 

Es importante estudiar los posibles efectos neuroprotectores del raloxifeno en un 

modelo experimental en el que coexisten: la reducción permanente del flujo 

sanguíneo cerebral, el envejecimiento y la ausencia de acciones estrogénicas 

inducidas por estradiol de origen ovárico, sobre la estructura y función de regiones 

cerebrales involucradas en la integración de funciones cognoscitivas. 
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4. Hipótesis 

 

El raloxifeno ejerce un efecto neuroprotector y un efecto promotor de fenómenos 

plásticos de reparación neuronal y recuperación funcional del hipocampo en un 

modelo de hipoperfusión cerebral crónica, en ausencia de secreción de estrógenos 

ováricos, en ratas viejas. 

5. Objetivo general 

 

Evaluar el efecto neuroprotector y promotor de la plasticidad neuronal del raloxifeno 

en un modelo de hipoperfusión cerebral crónica, en ausencia de secreción de 

estrógenos ováricos, en ratas viejas. 

5.1 Objetivos específicos 
 

 Evaluar las alteraciones del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto 

acuático de Morris en condiciones de hipoperfusión cerebral crónica y 

ausencia de secreción de estrógenos ováricos en ratas viejas.  

 

 Evaluar las alteraciones de la citoarquitectura de las neuronas piramidales del 

segmento CA1 del cuerno de Ammón del hipocampo en condiciones de 

hipoperfusión cerebral crónica y ausencia de secreción de estrógenos 

ováricos en ratas viejas.  

 

 Evaluar los efectos de dos esquemas de tratamiento con raloxifeno, pre- y 

post- hipoperfusión cerebral crónica, sobre las alteraciones del aprendizaje y la 

memoria espacial en condiciones de hipoperfusión cerebral crónica, en 

ausencia de secreción de estrógenos ováricos, en ratas viejas. 

 

 Evaluar los efectos de dos esquemas de tratamiento con raloxifeno, pre- y 

post- hipoperfusión cerebral crónica, sobre las alteraciones de la 

citoarquitectura de las neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de 

Ammón del hipocampo, en condiciones de hipoperfusión cerebral crónica y 

ausencia de secreción de estrógenos ováricos en ratas viejas.  
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6. Materiales y métodos    

 

Se utilizaron ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley, con una edad de 16-20 meses 

(330-370 g de peso) al inicio del estudio, alojadas en cajas de acrílico, bajo 

condiciones de ciclos de luz y oscuridad (12h/12h), a una temperatura de 21 ± 2 °C, 

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

El manejo de los animales y los procedimientos experimentales se realizaron de 

acuerdo con las normas vigentes, tanto internacionales (Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals, 2010) como de los Estados Unidos Mexicanos (Norma Oficial 

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

Instituto de Recursos Animales de Laboratorio. Consejo Superior de Investigaciones 

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

medidas adecuadas para reducir al mínimo el dolor o el sufrimiento de los animales 

en todos los procedimientos experimentales. 

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

Sham, n=6 (ratas ovariectomizadas, con simulación del modelo de hipoperfusión 

cerebral crónica); VehPreO, n=6 (ratas ovariectomizadas, con administración de 

vehículo, 0.1 ml/día sc, desde 15 días antes del inicio de hipoperfusión cerebral 

crónica y durante 30 días después del inicio de ésta); RalPreO, n=6 (ratas 

ovariectomizadas, con administración de raloxifeno, 3.0 mg/kg/día sc, desde 15 días 

antes del inicio de la hipoperfusión cerebral crónica y durante 30 días después del 

inicio de ésta); VehPosO, n=6 (ratas ovariectomizadas, con administración de 

vehículo, 0.1 ml/día sc, durante 30 días a partir del inicio de la hipoperfusión cerebral 

crónica); RalPosO, n=6 (ratas ovariectomizadas, con administración de raloxifeno, 3.0 

mg/Kg/día sc, durante 30 días a partir del inicio de la hipoperfusión cerebral crónica).  

Para los tratamientos mencionados, el raloxifeno se disolvió en dimetilsulfóxido y se 

diluyó al 10 % en agua. Como vehículo se utilizó dimetilsulfóxido al 10 % en agua. 

Los procedimientos quirúrgicos requeridos para la ovariectomía y el modelo de 

hipoperfusión cerebral crónica se realizaron bajo anestesia general con 

ketamina/xilacina, 50/10 mg/kg, im. La hipoperfusión cerebral crónica se inició 15 días 

después de la ovariectomía. 
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Al término del tratamiento (vehículo o raloxifeno) o de períodos equivalentes en el 

grupo Sham, los animales de los diferentes grupos fueron sometidos durante ocho días 

a la prueba de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto acuático de Morris 

(Morris, 1984). Una vez finalizadas las pruebas en el laberinto acuático de Morris, se 

obtuvieron los cerebros de los animales de los diferentes grupos para procesamiento 

histológico y evaluación de la citoarquitectura de las neuronas piramidales del 

segmento CA1 del cuerno de Ammón del hipocampo. 

6.1 Modelo de Hipoperfusión Cerebral Crónica (HCC) 
 

El modelo de hipoperfusión cerebral crónica se realizó bajo anestesia general con 

ketamina (50 mg/kg, im) y xilazina (10 mg/kg, im) y condiciones asépticas, de 

acuerdo con los procedimientos quirúrgicos descritos previamente (Cechetti y cols., 

2010; Cechetti y cols., 2012, Azzubaidi y cols., 2012). Utilizando un microscopio 

estereoscópico, se colocó una doble ligadura con seda 5-0 en la arteria carótida 

común izquierda; en estas condiciones se llevó a cabo la sección de la arteria 

carótida, entre las ligaduras. Siete días después se realizó el mismo procedimiento en 

la arteria carótida común derecha. Luego de cada uno de ambos procedimientos 

quirúrgicos se mantuvo a los animales en condiciones controladas de temperatura e 

hidratación. Se administró diclofenaco (1 mg/kg, IM) y enrofloxacina (2 mg/kg, IM), 

como profilaxis de dolor e infección, respectivamente. El momento de la segunda 

oclusión y sección de la arteria carótida se consideró como el inicio de la HCC. En el 

grupo Sham se realizaron procedimientos anestésico-quirúrgicos similares a los de los 

otros grupos, sin la ligadura ni el corte de las arterias carótidas. 

6.2 Evaluación de aprendizaje y memoria espacial en el laberinto 
acuático de Morris. 

 

Para la evaluación del aprendizaje y la memoria espacial se utilizó el laberinto 

acuático de Morris (Morris, 1984).  

Este dispositivo consiste en una tina circular (140 cm de diámetro, 50 cm de altura), 

con agua teñida de color oscuro, a una temperatura de 25° C, hasta un nivel de 25 

cm de profundidad, dividida de manera virtual en 4 cuadrantes, en el centro de uno 

de los cuales se coloca una plataforma de escape (13 cm x 13 cm), sumergida 2 cm 
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bajo la superficie del agua, con una ubicación fija, a una distancia de 28 cm de la 

pared de la tina. El laberinto acuático se encuentra rodeado de objetos visibles para 

que puedan ser identificados como señales espaciales. 

Se realizaron diariamente 2 ensayos, con un intervalo de 20 minutos entre ellos, 

durante 7 días. En cada uno de los ensayos cada rata se colocó en el agua, frente a 

la pared de la tina, en sitios diferentes (al azar) en cualquiera de los cuadrantes, a 

partir de donde nadó libremente durante 60 segundos en búsqueda de la plataforma 

de escape. Cada ensayo se dio por terminado con la localización de la plataforma 

antes de 60 segundos; en caso contrario, al cumplir 60 segundos, la rata fue guiada 

manualmente hasta la plataforma, donde permaneció 15 segundos. Se evaluó en 

cada ensayo el tiempo que tarda la rata en localizar la plataforma (latencia de 

escape) y la longitud de la trayectoria de nado desde el sitio de partida hasta la 

plataforma. 

Al octavo día de prueba se realizó una prueba de transferencia, que consiste en 

retirar la plataforma del laberinto acuático y permitir a la rata la búsqueda de ésta 

durante un periodo de 30 segundos. Se evaluó el número de cruces realizado por la 

rata por el sitio exacto donde se encontraba la plataforma, así como el tiempo de 

permanencia y la distancia recorrida en cada uno de los cuadrantes. 

Para la evaluación de éstos y otros parámetros se utilizaron videograbaciones del 

recorrido de cada rata en el laberinto acuático de Morris y un software diseñado 

especialmente para ello (ImageJ, Animaltracker).  

Los parámetros que se evaluaron en el laberinto acuático de Morris fueron los 

siguientes: 

 Latencia de escape (s) 

 Longitud de la trayectoria de nado (cm) 

 Número de cruces  

 Tiempo de permanencia en cada cuadrante (s) 

 Longitud de la trayectoria de nado en cada cuadrante (cm) 
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6.3 Procesamiento histológico. Impregnación metálica de Golgi 
 

Al finalizar el periodo de evaluación en el laberinto acuático de Morris, los cerebros de 

las ratas fueron fijados, bajo anestesia profunda, mediante perfusión intracardiaca a 

través del ventrículo izquierdo (solución amortiguadora de fosfatos [PBS 0.2 M, pH 7.4] 

seguida de una solución fijadora de formaldehído al 10% en amortiguador de 

fosfatos). Los cerebros fueron extraídos del cráneo y se post-fijaron por inmersión en el 

mismo tipo de solución fijadora, durante al menos 2 días antes del procesamiento 

histológico (Carter y Shieh, 2010). 

Para el procesamiento histológico de las muestras, se separaron y procesaron 5 

hipocampos de hemisferios derechos y 5 hipocampos de hemisferios izquierdos por 

grupo de experimentación, utilizando la técnica de impregnación metálica de Golgi, 

modificada (González-Burgos y cols., 1992).  

Esta técnica consiste en indurar/fijar las muestras en solución indurante durante 24 h 

en ausencia de luz (solución indurante: 50 mL de agua desionizada con dicromato de 

potasio al 2 %, 10 mL de formaldehído al 40 % y 5 mL de ácido acético glacial) y en 

agitación constante. Una vez transcurridas las 24 h se reemplaza la solución y se dejan 

las muestras durante otras 24 h, al cabo de las cuales, las muestras son lavadas con 

agua desionizada durante varios ciclos de 10 min, reemplazando el agua en cada 

ciclo hasta aclarar. Una vez aclarado el tejido, las muestras son sumergidas en 

solución de impregnación durante 24 h en ausencia de luz (solución de 

impregnación: nitrato de plata al 0.75 % en agua desionizada a la que se agregan 2 

μL de ácido fórmico). 

Una vez terminada la impregnación, el tejido fue incluido en parafina para obtener 

cortes coronales de 200 μm de espesor, los cuales fueron colocados en laminillas para 

ser observados al microscopio. 

Se estudiaron las características citoarquitectónicas de 10 neuronas piramidales del 

segmento CA1 del cuerno de Ammón del hipocampo, en cada animal.  

Para la evaluación de la citoarquitectura de las neuronas piramidales del segmento 

CA1 del cuerno de Ammón del hipocampo se seleccionaron 5 neuronas del 
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hipocampo derecho y 5 neuronas del hipocampo izquierdo de cada animal. Se 

evaluaron:  

 Longitud de la dendrita apical.  

 Número de bifurcaciones dendríticas en el estrato radiado  

 Número de espinas dendríticas en un segmento de 50 μm de una dendrita 

oblicua de 2° orden, proximal a la dendrita apical, ubicada en el estrato 

radiado. 

 Proporción de espinas delgadas, anchas, en hongo y ramificadas, en ese 

segmento. 

 

Figura 1. Fotomicrografía de una neurona piramidal de CA1, donde se muestra una imagen 

representativa del segmento de 50 μm de una dendrita oblicua de 2° orden, donde se realizó el 

conteo de espinas dendríticas. 

6.4 Análisis estadístico 
 

Los valores de latencia de escape (s), longitud de trayectorias de nado (cm) para la 

localización de la plataforma, número de cruces por el cuadrante de la plataforma, 

tiempo de permanencia en cada cuadrante (s) y longitud de trayectoria de nado en 

cada cuadrante (cm) en el laberinto acuático de Morris, fueron objeto de análisis 

estadístico. Los datos se expresaron como mediana ± rango. Se consideraron 

diferencias significativas cuando los resultados del análisis estadístico indicaron una p 

≤ 0.05 (Downey y Heath, 1983; Siegel, 1956). 
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El análisis intragrupal de los valores de latencia de escape, así como de la longitud de 

la trayectoria de nado en los días 2, 3, 4, 5, 6 y 7 comparados con el día 1, se realizó 

mediante ANOVA de Friedman seguido por una prueba post-hoc de Wilcoxon. Para 

el análisis intergrupal de los valores de latencia de escape, así como de las longitudes 

de trayectoria de nado entre los diferentes grupos para cada día, se utilizó la prueba 

de Kruskal-Wallis seguida de una prueba post-hoc U de Mann-Whitney. El número de 

cruces por el sitio de la plataforma y el tiempo de permanencia en cada cuadrante, 

así como la longitud de la trayectoria de nado en cada cuadrante, en la prueba de 

transferencia, se compararon usando ANOVA de una vía con pruebas post-hoc de 

Tukey. 

Los resultados obtenidos de la medición de la longitud de la dendrita apical, el 

número de bifurcaciones y el número de espinas dendríticas en el análisis de la 

citoarquitectura de las neuronas piramidales se expresaron como media ± error 

estándar de la media (media ± EE.). Las comparaciones estadísticas de los valores 

entre grupos se realizaron mediante ANOVA de una vía seguido de una prueba post 

hoc de Tukey.  

Las proporciones de los diferentes tipos de espinas dendríticas (hongo, delgadas, 

anchas y bifurcadas) observadas en las neuronas piramidales se expresaron en 

porcentaje. Para comparar estas proporciones entre los diferentes grupos 

experimentales se utilizó la prueba estadística Xi-cuadrada (X2). 

7. Resultados 

7.1 Evaluación del aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto 
acuático de Morris 

7.1.1 Aprendizaje espacial. Latencia de escape 
Los valores de la latencia de escape (mediana y rango) de los diferentes grupos 

experimentales, registrados en cada uno de los 7 días de prueba en el laberinto 

acuático de Morris, se muestran en la figura 2. Puede observarse la reducción 

progresiva de la latencia de escape de los animales del grupo Sham en los días de 

prueba sucesivos, con diferencias significativas los días 6 (p=0.001) y 7 (p=0.002) con 

respecto al primer día de prueba. Un patrón semejante de reducción de la latencia de 

escape, con diferencias significativas con respecto al primer día de prueba se observó 

en los grupos: VehPreO los días 5 (p=0.01), 6 (p=0.004) y 7 (p=0.017); RalPreO los días de 
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prueba 5 (p=0.041), 6 (p<0.047) y 7 (p=0.011); y RalPosO el día de prueba 7 (p=0.049). En 

el grupo VehPosO no se observó reducción significativa de la latencia de escape en los 

diferentes días de prueba con respecto al primer día. No se observaron diferencias 

significativas de las latencias de escape entre los grupos, en los diferentes días de 

prueba.  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                Sham                                                                   VehPreO         

 

                

 

 

 

 

 

                                VehPosO                                                            RalPreO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                        RalPosO 

Figura 2. Latencias de escape (Mediana y Rango) de los diferentes grupos experimentales durante los 

7 días de prueba en el laberinto acuático de Morris. * p < 0.05; ** p < 0.01, con respecto al primer día 

de prueba.    
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7.1.2 Aprendizaje espacial. Longitud de las trayectorias de nado 
 

Los valores de longitud (cm) de las trayectorias de nado (mediana y rango) recorridas 

por los animales de los diferentes grupos experimentales en cada uno de los días de 

prueba en el laberinto acuático de Morris se muestran en la figura 3. Puede observarse 

la reducción progresiva de la longitud de las trayectorias de escape en los días 

sucesivos de prueba, con diferencias significativas (p< 0.05) a partir del día 5, en los 

grupos Sham, RalPreO y VehPreO, así como en el grupo RalPosO el día 7, con respecto 

al primer día de prueba. No se observaron diferencias significativas en los valores de las 

trayectorias de nado entre los grupos, en los diferentes días de prueba.  
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Figura 3. Longitud de la trayectoria de nado (Mediana y Rango) de los animales de los diferentes 

grupos experimentales durante los 7 días de prueba en el laberinto acuático de Morris. * p < 0.05 con 

respecto al primer día de prueba.  

 

7.1.3 Memoria espacial. Número de cruces por el sitio de la plataforma 
 

En la figura 4 se muestra el número de cruces (media ± error estándar), efectuados por 

los animales de los diferentes grupos experimentales, durante la prueba de 

transferencia, por el sitio donde se ubicaba la plataforma. Puede observarse la 

reducción significativa del número de cruces del grupo VehPreO (p=0.007) y VehPosO 

(p=0.003) en comparación con el grupo Sham; y el mayor número de cruces de los 

grupos tratados con raloxifeno en comparación con los grupos tratados con vehículo: 

RalPreO vs. VehPreO (p=0.047); RalPreO vs. VehPosO (p=0.046); RalPosO vs. VehPreO 

(p=0.044) y RalPosO vs. VehPosO (p=0.028).   
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Figura 4. Número de cruces (media ± EE) por el sitio donde se encontraba la plataforma. ** p<0.01 vs 

Sham; + p<0.05 vs. VehPreO y VehPosO.  

 

7.1.4 Memoria espacial. Tiempo de permanencia en cada cuadrante  
 

La figura 5 muestra los valores (media ± error estándar) del tiempo de permanencia (s) 

de los animales de los diferentes grupos experimentales, nadando en cada uno de los 

cuadrantes, durante la prueba de transferencia, habiendo retirado la plataforma de su 

ubicación original (cuadrante B). En el grupo Sham, el tiempo de permanencia en el 

cuadrante donde, durante los 7 días de prueba, se encontraba la plataforma 

(cuadrante B), fue significativamente mayor que el tiempo de permanencia en los 

otros cuadrantes (A, C, D) (p=0.042 para B vs. A, p=0.046 para B vs. C y p=0.040 para B 

vs. D); el mismo patrón de permanencia en los cuadrantes fue observado en los grupos 

RalPreO (p=0.039 para B vs. A, p=0.018 para B vs. C y p=0.030 para B vs. D) y RalPosO 

(p=0.031 para B vs. A, p=0.028 para B vs. C y p=0.042 para B vs. D). En cambio, en los 

grupos VehPreO y VehPosO, no se observaron diferencias en el tiempo de 

permanencia en los diferentes cuadrantes. 
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Figura 5. Tiempo (s) de permanencia (Media ± EE) en los cuadrantes del laberinto acuático de Morris 

durante la prueba de transferencia, en los diferentes grupos experimentales. Se encontraron mayores 

tiempos de permanencia en el cuadrante B (donde se encontraba originalmente la plataforma), en 

comparación con los cuadrantes A, C y D, en los grupos Sham, RalPreO y RalPosO, pero no en los 

grupos VehPreO y VehPosO.      * p < 0.05 vs. el cuadrante B. 

    

 7.1.5 Memoria espacial. Longitud de la trayectoria de nado en cada cuadrante. 

La figura 6 muestra los valores de la longitud (cm) de la trayectoria de nado de los 

animales de los diferentes grupos experimentales en cada uno de los cuadrantes 

(media ± Error Estándar) durante la prueba de transferencia, habiendo retirado la 

plataforma de su ubicación original (cuadrante B). En el grupo Sham, la longitud de la 

trayectoria de nado en el cuadrante donde se encontraba la plataforma (cuadrante 

B) durante los 7 días de prueba, fue significativamente mayor que la longitud de la 

trayectoria en cada uno de los otros cuadrantes (A, C, D) (p=0.042 para B vs. A, 

p=0.036 para B vs. C y p=0.030 para B vs. D); el mismo patrón de longitud de trayectoria 

en los cuadrantes fue observado en los grupos RalPreO (p=0.038 para B vs. A, p=0.018 

para B vs. C y p=0.028 para B vs. D) y RalPosO (p=0.032 para B vs. A, p=0.026 para B vs. 

C y p=0.040 para B vs. D). En cambio, en los grupos VehPreO y VehPosO, no se 

observaron diferencias en la longitud de la trayectoria en los diferentes cuadrantes. 
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Figura 6. Longitud (cm) de la trayectoria de nado (Media ± EE) en los cuadrantes del laberinto 

acuático de Morris durante la prueba de transferencia en los diferentes grupos experimentales. Las 

longitudes de la trayectoria de nado en el cuadrante B (donde se encontraba originalmente la 

plataforma) fueron mayores que en los cuadrantes A, C y D en los grupos Sham, RalPreO y RalPosO, 

pero no en los grupos VehPreO y VehPosO.   * p < 0.05 vs. el cuadrante B.  

 

 

7.2 Evaluación de la citoarquitectura. 
La figura 7 muestra imágenes representativas de la citoarquitectura de neuronas 

piramidales del segmento CA1 del hipocampo, en las diferentes condiciones 

experimentales. Pueden observarse las características en el grupo Sham; y las 

diferencias de la citoarquitectura neuronal en condiciones de hipoperfusión cerebral 

crónica en ausencia de tratamiento y bajo tratamiento con raloxifeno. 
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Grupo Experimental Neurona Segmento de la dendrita oblicua 
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Figura 7. Fotomicrografías que muestran imágenes representativas de las neuronas piramidales del 

segmento CA1 y del segmento de 50 μm de una dendrita oblicua de 2° orden, de los diferentes 

grupos experimentales. 
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7.2.1 Longitud de la dendrita apical 
 

Los valores (media ± desviación estándar) de la longitud de la dendrita apical, de 

neuronas piramidales en el segmento CA1 del cuerno de Ammon del hipocampo, en 

los diferentes grupos experimentales, se muestran en la figura 8. Puede observarse que 

la longitud de la dendrita apical en los grupos RalPreO y RalPosO fue similar a la del 

Sham. En cambio, la longitud de la dendrita apical fue significativamente menor 

(p=0.002, p=0.002) en los grupos VehPreO y VehPosO con respecto al grupo Sham. Por 

su parte, la longitud de la dendrita apical en el grupo RalPreO fue mayor que en 

VehPreO (p=0.001) y VehPosO (p=0.001), así como la del RalPosO también en 

comparación con VehPreO (p=0.001) y VehPosO (p=0.007), con valores similares al 

Sham. No se observaron diferencias significativas entre los grupos VehPreO y VehPosO, 

ni entre los grupos RalPreO y RalPosO. 

 

 

 
Figura 8. Longitud de la dendrita apical de las neuronas piramidales del segmento CA1 del 

hipocampo de los diferentes grupos experimentales (Media ± DE). Puede observarse la reducción 

significativa de la longitud de la dendrita apical en los grupos VehPreO y VehPosO, en comparación 

con la del grupo Sham; y la longitud de la dendrita apical en los grupos RalPreO y RalPosO, similar a la 

del Sham y mayor a la de los grupos VehPreO y VehPosO. ** p < 0.01 vs. Sham; ++ p < 0.01 vs VehPreO 

y VehPosO.  
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7.2.2 Número de bifurcaciones 
 

Los valores (Media ± Desviación estándar) del número de bifurcaciones dendríticas en 

las neuronas piramidales del cuerno de Ammon del hipocampo, en los diferentes 

grupos experimentales, se muestran en la figura 9. Puede observarse que el número de 

bifurcaciones fue similar, sin diferencias significativas en los grupos Sham, RalPreO y 

RalPosO. En cambio, el número de bifurcaciones dendríticas se redujo 

significativamente en los grupos VehPreO y VehPosO con respecto al grupo Sham 

(p=0.003, p=0.001). Las dendritas en los grupos RalPreO (p=0.0001, (p=0.007) y RalPosO 

(p=0.001, p=0.001) presentaron mayor número de bifurcaciones que las de los grupos 

VehPreO y VehPosO. El número de bifurcaciones dendríticas fue significativamente 

mayor en el grupo VehPreO, en comparación con el grupo VehPosO (p=0.001). 

 

Figura 9. Número de bifurcaciones (Media ± DE) en la dendrita apical de las neuronas piramidales 

del segmento CA1 del hipocampo de los diferentes grupos experimentales. Puede observarse la 

reducción significativa del número de bifurcaciones dendríticas en los grupos VehPreO y VehPosO, 

en comparación con las del grupo Sham y el mayor número de bifurcaciones en los grupos RalPreO 

y RalPosO en comparación con los grupos VehPreO y VehPosO. El número de bifurcaciones 

dendríticas del grupo VehPreO fue significativamente mayor en comparación con el grupo 

VehPosO.   ** p < 0.01 vs. Sham; ++ p < 0.01 vs. VehPreO y VehPosO; ## p < 0.01 VehPosO vs. VehPreO.  
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7.2.3 Densidad y proporción de espinas dendríticas. 
 

La tabla 1 y la figura 10 muestran la densidad (número total) de espinas dendríticas, y 

el número y proporciones de los diferentes tipos de espinas dendríticas observados en 

una extensión de 50 μm, en la parte medial de la primera dendrita oblicua 

proveniente de la dendrita apical, de las neuronas piramidales del segmento CA1 del 

cuerno de Ammon del hipocampo, en los diferentes grupos experimentales, 

Puede observarse una reducción significativa del número total de espinas dendríticas 

en los grupos VehPreO (p<0.001) y VehPosO (p<0.01), en comparación con el número 

de espinas en el grupo Sham, siendo el número total de espinas del grupo VehPosO 

significativamente menor (p<0.05) en comparación con el grupo VehPreO. El número 

total de espinas dendríticas de los grupos RalPreO y RalPosO no fue diferente del 

observado en el grupo Sham; en cambio, fue significativamente mayor (p=0.01) que 

el observado en los grupos VehPreO y VehPosO. 

En cuanto a las proporciones de los diferentes tipos de espinas dendríticas, la 

proporción de espinas anchas aumentó significativamente en el grupo VehPreO 

(p<0.05) con respecto al Sham, y en el grupo VehPosO (p<0.01) con respecto al grupo 

Sham; y fue significativamente mayor que la observada en el grupo RalPosO (p<0.05). 

Los valores de la proporción de las espinas en hongo mostraron una clara tendencia 

a la reducción en los grupos bajo condiciones de hipoperfusión cerebral crónica y 

tratamiento con vehículo, sin alcanzar diferencias significativas con respecto a los 

grupos Sham y a los grupos tratados con raloxifeno. 

Tabla 1. Densidad (número total, media ± EE) de espinas dendríticas en una extensión de 50 μm, y 

número y proporciones (%) de los diferentes tipos de espinas dendríticas en esa extensión, en las 

neuronas piramidales del segmento CA1 del hipocampo, en los diferentes grupos experimentales. 

 
 Número total Hongo Delgadas Anchas Bifurcadas 

SHAM 36.3 ± 1.1 (100) 13.6 ± 0.5 (37.5) 11.4 ± 0.3 (31.4) 6.3 ± 0.3 (17.3) 5 ± 0.2 (13.8) 

VehPreO 24.7 ± 2.3 (100)** 5.3 ± 1.5 (22.0) 6.9 ± 1.0 (28.1) 10.1 ± 0.4 (41.6) * 2.3 ± 0.1 (9.5) 

VehPosO 18.9 ± 0.7 (100)**# 3.2 ± 0.2 (16.7) 4.1 ± 0.09 (21.5) 10.8 ± 0.1 (57.0) ** 0.9 ± 0.02 (4.8) 

RalPreO 38.9 ± 1.3 (100)++ 12.1 ± 0.5 (23.9) 12.8 ± 0.2 (32.9) 9.3 ± 0.3 (31.2) 4.7 ± 0.4 (12) 

RalPosO 33.4 ± 0.1 (100)++ 11.1 ± 0.1 (22.8) 9.8 ± 0.09 (29.4) 7.6 ± 0.2 (33.2)+ 4.9 ± 0.2 (14.5) 

** p < 0.01 vs. Sham; ++ p < 0.01 vs. VehPreO y VehPosO; # p < 0.05 VehPosO vs. VehPreO.  
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Figura 10. Porcentajes de los diferentes tipos de espinas dendríticas en una extensión de 50 μm, de 

un segmento oblicuo de la dendrita apical, de neuronas piramidales del cuerno de Ammon del 

hipocampo, en los diferentes grupos experimentales. 

 

8. Discusión    

 

En el presente trabajo se han evaluado los efectos neuroprotectores del raloxifeno en 

un modelo de hipoperfusión cerebral crónica, en ausencia de estrógenos ováricos, en 

ratas viejas (18 meses de edad). Estas tres condiciones, pueden ser factores 

concurrentes como inductoras de alteraciones de funciones cognoscitivas 

dependientes de la integridad estructural y funcional de regiones cerebrales, tales 

como el hipocampo y la corteza prefrontal, vulnerables a la reducción crónica del 

flujo sanguíneo cerebral (Cechetti y cols., 2012a, 2012b; Iadecola, 2013; Tarumi y 

Zhang, 2018). 

Los resultados obtenidos sobre la disminución de la eficiencia en el desempeño de la 

tarea de aprendizaje y memoria espacial, en el laberinto acuático de Morris, en los 

grupos experimentales VehPreO y VehPosO, sustentan la presencia de deterioro 

cognoscitivo como resultado de la hipoperfusión cerebral crónica, en ausencia de 

estrógenos ováricos.  
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En efecto, los valores del número de cruces por el sitio ocupado por la plataforma en 

los días previos, del tiempo de permanencia y de la longitud de las trayectorias de 

nado en el cuadrante donde se ubicaba la plataforma, considerados como criterios 

de eficiencia de la memoria espacial en la prueba de transferencia, fueron 

significativamente menores en los grupos con hipoperfusión cerebral crónica y 

tratamiento con vehículo, en comparación con los mismos parámetros en el grupo 

Sham. La menor eficiencia de los grupos con hipoperfusión cerebral crónica y 

tratamiento con vehículo en la prueba de transferencia fue observada tanto si se 

cumplieron (VehPreO, a partir del 5º día de prueba), como si no se cumplieron 

(VehPosO) los criterios de aprendizaje (reducción progresiva y permanente de la 

latencia de escape y de la longitud de las trayectorias de nado para encontrar la 

plataforma en días sucesivos) durante el período de 7 días de prueba.  

Estos resultados sugieren que la reducción a largo plazo del flujo sanguíneo, en 

ausencia de estrógenos ováricos, altera el manejo de información y la función 

coordinada del hipocampo y la corteza prefrontal para las tareas de aprendizaje y 

memoria espacial (Otha y cols., 1997; Zhou y cols., 2012; Zhang y cols., 2014). 

Por otra parte, los resultados de la prueba de transferencia en los grupos RalPreO y 

RalPosO, con parámetros de eficiencia similares a los del grupo Sham, sustentan los 

efectos neuroprotectores del raloxifeno en contra del deterioro cognoscitivo inducido 

por hipoperfusión cerebral crónica, en ausencia de estrógenos ováricos. En estos 

grupos, la búsqueda persistente de la plataforma, durante la prueba de transferencia, 

en el sitio y cuadrante donde se encontraba ubicada durante los 7 días de prueba 

previos, dio lugar a número de cruces, trayectorias de nado y tiempo de 

permanencia en el cuadrante objetivo, significativamente mayores en comparación 

con los otros cuadrantes. Estos resultados sustentan la posibilidad de que aún en 

presencia de una reducción a largo plazo del flujo sanguíneo cerebral, las 

condiciones estructurales y/o funcionales de las regiones cerebrales involucradas en 

el aprendizaje y la memoria espacial, compatibles con una ejecución eficiente en la 

tarea de aprendizaje y memoria espacial que pone de manifiesto estas capacidades,  

fueron preservadas bajo tratamiento con raloxifeno, iniciado 15 días antes o de 

manera simultánea con la inducción de hipoperfusión cerebral crónica. 
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Se ha propuesto que los mecanismos fisiopatológicos de daño y muerte neuronal que 

estarían activados en condiciones de hipoperfusión cerebral crónica en estructuras 

cerebrales involucradas en la integración de funciones cognoscitivas dan por 

resultado el deterioro de estas funciones (Azzubaidi y cols., 2012; Cechetti y cols., 

2012a; Cechetti y cols., 2012b; Jia y cols., 2012, Du y cols., 2016;). De ahí que, la 

reducción de los fenómenos pro-inflamatorios, activación glial, secreción de TNFα e 

interleucinas, daño oxidativo, lesión del citoesqueleto, así como la modulación de la 

expresión de proteínas pro-y anti apoptóticas, Bax y Bcl-2, todo ello en oposición a los 

mecanismos de daño; lo mismo que la modulación de la síntesis y secreción de 

factores tróficos como BDNF, en favor de la reparación y plasticidad neuronal, que se 

han descrito bajo los efectos del raloxifeno (Konyalioglu y cols., 2007, Khan y cols.,  

2014; Du y cols., 2016; Khan, 2016; Segura-Uribe y cols., 2017;), podrían generar 

condiciones para la preservación de la estructura y del funcionamiento eficiente del 

sustrato neural involucrado en las funciones cognoscitivas.    

En este sentido, se ha mostrado que las estructuras neuronales involucradas en la 

codificación de la información aferente y en el procesamiento de la información en 

los circuitos neuronales del hipocampo, a través de procesos de comunicación 

celular sináptica excitatoria e inhibitoria, constituye un aspecto fundamental para el 

funcionamiento y su relación funcional de las estructuras neuronales, a través de 

conexiones eferentes, con otras regiones cerebrales involucradas en las funciones 

cognoscitivas (Tsien, 2006, Klausberger, 2009).     

Para estos procesos, la extensión y abundancia de las arborizaciones dendríticas, así 

como la densidad y configuración de las espinas dendríticas de las neuronas 

piramidales, forman parte fundamental en la conectividad de los circuitos neuronales 

del hipocampo. En particular, las espinas dendríticas son las estructuras post-sinápticas 

principales para la comunicación celular excitatoria en el sistema nervioso central y 

están involucradas de varias maneras en la recepción y procesamiento de estímulos 

aferentes, en el circuito trisináptico del hipocampo, en función del aprendizaje y la 

memoria espacial (Kasai y col., 2003; González-Burgos, 2009; González-Burgos, 2012). 

A este respecto, cabe señalar que entre las consecuencias más importantes de las 

acciones estrogénicas, inducidas en condiciones fisiológicas por estrógenos 

endógenos, se han descrito a los procesos de plasticidad y conectividad sináptica en 
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estructuras cerebrales, tales como el hipocampo, el hipotálamo y la corteza cerebral 

(McEwen y cols., 1995; González-Burgos y cols., 2005; Liu y cols., 2008; Spencer y cols., 

2008; González-Burgos, 2009; Méndez y cols, 2011; Moralí & Cervantes, 2014; Zhu , 2017; 

Engler-Chiurazzi y cols. 2017). En particular, se ha mostrado que el número y 

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

piramidales del hipocampo y de la corteza prefrontal, varían en relación directa con 

las concentraciones plasmáticas del estradiol sintetizado en el ovario y con la síntesis 

de estradiol en estructuras cerebrales (González-Burgos y cols., 2005; Hojo y cols., 2008; 

Prange-Kiel y cols., 2009; Chen y cols., 2009; Khan y cols., 2013; González-Burgos y cols., 

2015).  

De acuerdo con estas consideraciones, en el presente trabajo, la reducción de la 

longitud de la dendrita apical, del número de las arborizaciones dendríticas, de la 

densidad de espinas dendríticas, así como el cambio de las proporciones de 

diferentes tipos de espinas dendríticas de las neuronas piramidales del segmento CA1 

del cuerno de Ammon del hipocampo, en condiciones de hipoperfusión cerebral 

crónica y ausencia de secreción de estrógenos ováricos, podrían estar asociadas a 

cambios en la conectividad de los circuitos neuronales del hipocampo que darían 

lugar a la menor eficiencia en el desempeño de la tarea de aprendizaje/memoria 

espacial, durante la prueba de transferencia, en los grupos VehPreO y VehPosO.  

Asimismo, en estas condiciones, de acuerdo con las propuestas que se han 

planteado acerca del significado funcional de los distintos tipos de espinas 

dendríticas, la reducción significativa de las proporciones de las espinas delgadas y 

en hongo podría ser interpretada como una alteración del sustrato neuronal 

requerido en los procesos plásticos que darían lugar a la mejor transmisión sináptica, 

involucrada en el procesamiento de información, en función del aprendizaje y en la 

memoria. En cambio, el incremento de la proporción de las espinas anchas podría 

deberse a un mecanismo de compensación que amortiguaría los cambios en la 

excitabilidad neuronal resultante de la excesiva estimulación sináptica excitatoria, 

generada por la propia hipoperfusión cerebral crónica (Harris y cols., 1984, 1989; Kasai 

y cols., 2003; González-Burgos 2012; Bailey y cols, 2011; Bourne y Harris, 2007; González-

Tapia y cols., 2015).  

Por otra parte, cabe destacar que el tratamiento con raloxifeno, tanto si fue iniciado 

15 días antes como si fue iniciado al mismo tiempo que la hipoperfusión cerebral 
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crónica, preservó la citoarquitectura de las neuronas piramidales del cuerno de 

Ammon del hipocampo, con las mismas características que en el grupo Sham. Se ha 

propuesto que, para estos efectos, los moduladores selectivos de receptores a 

estrógenos 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 preservación de la conectividad y la promoción de cambios plásticos, ante 

la reducción o supresión de la secreción y acciones de los estrógenos ováricos y en 

condiciones de daño cerebral, en estructuras cerebrales involucradas en la 

integración de funciones cognoscitivas (Borrow y Handa, 2017; González-Flores y cols., 

2015; Khan y cols., 2014; Kramár y cols., 2009; Sharma y Mehra, 2008; Zhou y cols., 

2002).  

En este sentido, se ha propuesto que el número y la diferente configuración de las 

espinas dendríticas dependientes de activación por las acciones estrogénicas, 

representan cambios en la conectividad y flujo de información (aferente y en los 

propias circuitos neuronales) requeridas para el adecuado desempeño de las 

funciones cognoscitivas (Frankfurt y Luine, 2015; Velázquez-Zamora y cols., 2014; Luine 

y Frankfurt, 2013; González-Burgos, 2012; Luine y Frankfurt, 2012; Bailey y cols, 2011; 

Bourne y Harris, 2007, González-Tapia y cols., 2015).  

Por ello, en el presente trabajo, la preservación del número y proporciones relativas 

de las espinas delgadas y en hongo, similares a las del grupo Sham, es un efecto 

importante del raloxifeno, en función del mantenimiento de un sustrato neural 

compatible con un aprendizaje y memoria espacial eficientes, aún en condiciones de 

hipoperfusión cerebral crónica y ausencia de secreción de estrógenos ováricos. A 

este respecto, cabe señalar que la participación de estos tipos de espinas 

dendríticas, especialmente eficientes para la transmisión sináptica involucrada en el 

procesamiento de información en procesos de aprendizaje y memoria, ha sido 

adecuadamente sustentada por diversos autores (Koch y col., 1992; Bourne and 

Harris, 2007; González-Burgos, 2009, 2012; Kasai et al., 2010a; Segal, 2010).  

 

Un aspecto importante del diseño experimental en el presente trabajo fue la 

inducción de la hipoperfusión cerebral crónica en ratas en proceso de 

envejecimiento avanzado, en las que además se habían suprimido las acciones 

estrogénicas en cerebro, dependientes de la secreción de estrógenos ováricos. Se 
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sabe que en la rata la densidad de receptores estrogénicos en el hipocampo se 

reduce con el envejecimiento a partir de los 12 meses de edad, debido a 

alteraciones epigenéticas del ADN que codifica para ERα y ERβ (Foster 2012; Bean y 

col., 2014; Ianov y col, 2017, Westberry y cols., 2011; Spencer y cols., 2008).  Asimismo, 

la ausencia de la regulación a la alza de la expresión y síntesis de receptores 

estrogénicos dependiente de estradiol, contribuiría a la reducción de la densidad de 

receptores estrogénicos, en ausencia de secreción de estrógenos ováricos (García-

Segura y col., 2001).  

 

Estas condiciones, envejecimiento y ausencia de acciones estrogénicas 

dependientes de la secreción de estrógenos ováricos, pueden dar lugar a la 

reducción de las acciones de los SERMs mediadas por receptores estrogénicos. Sin 

embargo, en el presente estudio, tanto el esquema de tratamiento iniciado 15 días 

antes de la hipoperfusión cerebral crónica, como el iniciado simultáneamente con la 

hipoperfusión cerebral indujeron claros efectos neuroprotectores, sin diferencias 

importantes entre ambos esquemas de tratamiento. 

 

Conclusiones 

La reducción crónica del flujo sanguíneo cerebral, provoca deterioro del aprendizaje 

y memoria espacial en ratas viejas, en ausencia de secreción de estrógenos ováricos. 

En estas condiciones, el deterioro de las funciones cognoscitivas provocado por la 

reducción crónica del flujo sanguíneo cerebral, está asociado a modificaciones de la 

citoarquitectura de las neuronas piramidales del segmento CA1 del cuerno de 

Ammon del hipocampo, que pueden dar lugar a alteraciones de la conectividad del 

sustrato neural involucrado en la integración del aprendizaje y la memoria espacial. 

El tratamiento con raloxifeno iniciado 15 días antes o de manera simultánea a la 

hipoperfusión cerebral crónica previene las alteraciones de la citoarquitectura de las 

neuronas piramidales del hipocampo y preserva la eficiencia del aprendizaje y la 

memoria espacial en ratas viejas, en ausencia de secreción de estrógenos ováricos. 

Los resultados del presente estudio sustentan  la alternativa del uso de SERMs, como el 

raloxifeno, con un perfil  farmacológico de NeuroSERMs (Zhao y col., 2005), como 
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inductores de acciones estrogénicas en el cerebro (evitando en gran medida la 

activación de receptores estrogénicos en órganos reproductores y otros tejidos 

periféricos), capaces de activar procesos genómicos, celulares y bioquímicos, 

requeridos para la supervivencia neuronal y el mantenimiento de la estructura y el 

funcionamiento del sustrato neuronal  involucrado en las funciones cognoscitivas ante 

procesos fisiopatológicos de daño cerebral,  con potencialidad de uso clínico . 
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