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RESUMEN

En el cerebro, el proceso de envejecimiento puede implicar una pérdida de neuronas
en areas especificas como el hipocampo, que es una estructura clave para la
memoria y el aprendizaje espacial. Como consecuencia, el hipocampo tiende a
reducirse en tamafo y experimenta una pérdida sinaptica, siendo el deterioro de la
memoria una manifestacion prominente del envejecimiento cognitivo normal. El
hipocampo contiene una alta concentracién de receptores de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH) y se ha demostrado que la administracion de GnRH
impacta positivamente en su densidad de espinas dendriticas. El objetivo del
presente estudio fue investigar los efectos del acetato de leuprolida (AL), un analogo
sintético de la GnRH, sobre la memoria espacial y la plasticidad del hipocampo en
ratas macho envejecidas. Para ello, se realizaron diferentes pruebas conductuales
como la prueba de campo abierto, el laberinto acuatico de Morris y el laberinto en
Y. Ademas, se evaluaron los niveles de expresion de proteinas asociadas con la
neuroplasticidad en el hipocampo, como la espinofilina, la proteina asociada a
microtubulos 2 (MAP2) y la proteina de neurofilamentos de alto peso molecular (NF-
200). También se realizaron analisis histolégicos con tincion de hematoxilina y
eosina (H/E), con los que se midio el grosor y la densidad nuclear (nucleos/um) en
la capa de células piramidales de las regiones CA1, CA2 y CA3 del hipocampo, asi
como en la capa granular del giro dentado (GD). El numero de nucleos observados
se utiliz6 como un indicador indirecto de la densidad neuronal en estas regiones.
Los resultados mostraron que las ratas envejecidas tratadas con solucion salina
(SS) presentaron un deterioro significativo en la memoria espacial en comparacion
con ratas jovenes, junto con una menor expresion de espinofilina y MAP2, y una
disminucién en el grosor y numero de nucleos en las capas neuronales de CA3 y
GD. Sin embargo, el tratamiento con AL atenud estos efectos del envejecimiento,
mejorando el rendimiento en las pruebas de memoria espacial e incrementando la
expresion de dichas proteinas. En CA3 y GD, también se observé una mayor
preservacion del grosor y la densidad nuclear en el grupo tratado con AL en
comparacion con los animales envejecidos sin tratamiento, lo cual sugiere una
posible reduccion de la pérdida celular asociada al envejecimiento. En cuanto a la
expresion de NF-200, ambos grupos envejecidos mostraron niveles mas elevados
que el grupo joven, sin que el tratamiento con AL modificara este efecto relacionado
con la edad. En conjunto, estos hallazgos indican que la administracion de AL
mejora la memoria espacial en ratas macho envejecidas e induce cambios
favorables en la plasticidad del hipocampo. Asi, se propone que la administracion
de AL podria representar una estrategia terapéutica prometedora para restaurar la
funcion cognitiva en individuos mayores.



ABSTRACT

In the brain, the aging process can involve the loss of neurons in specific regions
such as the hippocampus, a key structure for memory and spatial learning. As a
result, the hippocampus tends to shrink in size and undergo synaptic loss, with
memory decline being a prominent manifestation of normal cognitive aging. The
hippocampus contains a high concentration of receptors for gonadotropin-releasing
hormone (GnRH), and it has been shown that GnRH administration positively
influences dendritic spine density in this region. The aim of the present study was to
investigate the effects of leuprolide acetate (LA), a synthetic analogue of GnRH, on
spatial memory and hippocampal plasticity in aged male rats. To this end, various
behavioral tests were conducted, including the open field test, the Morris water
maze, and the Y-maze. Additionally, the expression levels of neuroplasticity-related
proteins in the hippocampus were evaluated, such as spinophilin, microtubule-
associated protein 2 (MAP2), and high-molecular-weight neurofilament protein (NF-
200). Histological analyses were also performed using hematoxylin and eosin (H/E)
staining to measure the thickness and nuclear density (nuclei/um) in the pyramidal
cell layer of the CA1, CA2, and CAS3 regions of the hippocampus, as well as in the
granule cell layer of the dentate gyrus (DG). The number of observed nuclei was
used as an indirect indicator of neuronal density in these regions. The results
showed that aged rats treated with saline solution (SS) exhibited significantly
impaired spatial memory compared to young rats, along with reduced expression of
spinophilin and MAP2, and a decrease in both the thickness and number of nuclei in
the neuronal layers of CA3 and DG. However, treatment with LA attenuated these
aging-related effects by improving performance in spatial memory tasks and
increasing the expression of these proteins. In CA3 and DG, a greater preservation
of thickness and nuclear density was also observed in the LA-treated group
compared to untreated aged animals, suggesting a possible reduction in age-related
cell loss. Regarding NF-200 expression, both aged groups showed higher levels
than the young group, with LA treatment having no significant effect on this age-
related increase. Altogether, these findings indicate that LA administration improves
spatial memory in aged male rats and induces favorable changes in hippocampal
plasticity. Thus, LA treatment may represent a promising therapeutic strategy to
restore cognitive function in the elderly.

10



1. INTRODUCCION

Durante la vejez, las funciones fisiologicas disminuyen gradualmente, lo que
constituye un factor de riesgo importante para el desarrollo de diversas patologias,
como la diabetes, el cancer, los trastornos cardiovasculares y las enfermedades
neurodegenerativas, las cuales, a su vez, aumentan la mortalidad de los individuos
(Fulop et al., 2010). En el cerebro, el proceso de envejecimiento puede implicar la
pérdida de neuronas, lo que conlleva una reduccion en la plasticidad cerebral (Fu et
al., 2015). Asi, algunas areas especificas del cerebro, como el hipocampo, que es
clave para la memoria y el aprendizaje espacial, tienden a reducirse en tamano;
siendo la pérdida de memoria una manifestacion prominente del envejecimiento
cognitivo normal (Driscoll et al., 2003).

Estudios anatémicos y electrofisiolégicos han demostrado que los hipocampos de
ratas envejecidas experimentan una pérdida sinaptica en el giro dentado (GD), asi
como desregulacion de Ca*? en la region CA1 y una disminucion en la respuesta
mediada por el receptor NMDA en las células granulares del GD, lo cual produce
alteraciones en la potenciacion y depresioén a largo plazo (LTP y LTD) que perjudica
la codificacion de recuerdos en mamiferos (Rosenzweig & Barnes, 2003).El
hipocampo también contiene una alta concentracion de receptores de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) y, se ha demostrado mediante estudios en
cultivo que su administracién a dosis bajas impacta positivamente en la densidad
de espinas dendriticas hipocampales (Prange-Kiel et al., 2008). Asi mismo,
previamente se ha estudiado que la administracion cronica de GnRH mejora el
aprendizaje en ratas envejecidas gonadectomizadas (Gonzalez-Torres et al., 2019).

El acetato de leuprolida (AL), un analogo sintético de la GnRH, exhibe una mayor
afinidad de unién a los receptores de GnRH vy, por lo tanto, una mayor actividad
biolégica en comparacion con la hormona natural, ademas que es menos
susceptible a la protealisis (Periti et al., 2002). Si bien, el AL y otros agonistas de la
GnRH se utilizan como tratamiento para diversos trastornos endocrinos que
responden a la disminucion de los esteroides gonadales; algunos trabajos han
demostrado su posible papel en la regeneracién neuronal, siendo efectivo en la
recuperacion de lesiones de la médula espinal (Diaz Galindo et al., 2015; Palacios
et al., 2022) lesiones del nervio ciatico (Hernandez-Jasso et al., 2020) y glaucoma
(Esparza-Leal et al., 2022). Adicionalmente, este farmaco se ha propuesto como un
tratamiento potencial para contribuir a la estabilizacion del deterioro cognitivo
asociado a la enfermedad de Alzheimer (EA) (LaPlante et al., 2006). En conjunto,
estos hallazgos sugieren que el AL podria ejercer un efecto benéfico sobre la
memoria en animales envejecidos, similar a lo demostrado previamente con la
GnRH, lo cual constituye el objeto de investigacion en esta tesis.
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2. MARCO TEORICO

2.1 ENVEJECIMIENTO

El envejecimiento es un fendbmeno natural y multifactorial que se caracteriza por un
deterioro fisiologico, donde existe una reduccion gradual de la efectividad de los
mecanismos involucrados en el mantenimiento de la homeostasis del organismo,
asi como de sus o6rganos y tejidos, lo que aumenta el riesgo de diversas patologias
y la muerte (Isaev et al., 2019). Vifna et al., definen el envejecimiento a partir de
cuatro postulados propuestos por Strehler: es universal, es intrinseco, es progresivo
y es deletéreo. Es decir, es un fendmeno que puede ocurrir en todos los individuos,
que depende de causas enddégenas, que ocurre de forma gradual a lo largo de la
vida y que repercute sobre el bienestar del individuo (Vina et al., 2007).

Actualmente, existen diferentes teorias que buscan dar una explicacién a las causas
del envejecimiento, sin embargo, todas ellas pueden dividirse en dos grupos
principales: 1) las que postulan que el envejecimiento es un proceso genéticamente
programado y 2) las que sefalan que el envejecimiento es un proceso aleatorio
causado por un dafo gradual del organismo a lo largo del tiempo, como resultado
de sus actividades vitales (Isaev et al., 2019). Aunque hasta el momento no se han
determinado claramente las causas del envejecimiento, hay al menos cinco
caracteristicas comunes notables en los mamiferos: un aumento de la mortalidad
después de la maduracion, cambios en la composicion bioquimica de los tejidos,
una disminucidn progresiva de la capacidad fisioldgica, una capacidad reducida
para responder de forma adaptativa a los estimulos ambientales, y una mayor
susceptibilidad y vulnerabilidad a las enfermedades (Troen, 2003).

En la actualidad, la investigacidn sobre la biologia del envejecimiento se ha centrado
en dilucidar las vias bioquimicas y genéticas que participan en su desarrollo.
Gracias a ello, se han identificado algunos mecanismos implicados (Fig. 1), como
la inestabilidad gendmica, el acortamiento de los telomeros, alteraciones
epigenéticas, pérdida de proteostasis, disfuncién mitocondrial, una comunicacién
intercelular alterada, deteccion de nutrientes desregulada, agotamiento de células
madre y la senescencia celular (Li et al., 2021). Si bien el envejecimiento no es en
si mismo una enfermedad, ya que muchos adultos mayores mantienen una buena
salud fisica y mental hasta bien entrada la vejez; se ha reconocido como el principal
factor de riesgo para el desarrollo de muchas enfermedades graves y cronicas,
como el cancer, las enfermedades cardiovasculares y las enfermedades
neurodegenerativas, como la EA; por lo que una mejor comprension de los factores

12



que contribuyen a controlar los procesos de envejecimiento es esencial para
promover un envejecimiento saludable (Tenchov et al., 2024).

Fig. 1. Signos distintivos del envejecimiento (Creado en BioRender.com). De acuerdo a Li et al.,
2021 en mamiferos, se reconocen nueve mecanismos implicados en el envejecimiento: inestabilidad
genomica, pérdida de proteostasis, agotamiento de células madre, acortamiento de los teldmeros,
disfuncion mitocondrial, deteccion de nutrientes desregulada, alteraciones epigenéticas,
senescencia celular y comunicacion intercelular alterada.

2.1.1 DATOS DEMOGRAFICOS

El Banco Mundial ha registrado a través del tiempo un aumento gradual en el
porcentaje de personas mayores a 65 afios (Fig. 2). Su ultima estimacion sefiala un
total aproximado de 805 millones de personas mayores a 65 afios, que representan
un 10% del total de la poblacion mundial, segun datos obtenidos hasta el 2023
(Banco Mundial, 2024). Estos aumentos en la esperanza de vida se relacionan
directamente con el progreso médico y econémico, y se proyecta que las cifras sigan
incrementandose en los proximos afos. Sin embargo, muchas naciones a su vez
han experimentado cambios en las tasas de natalidad, las cuales han ido
decreciendo, lo que plantea problematicas asociadas con el sustento de las
generaciones futuras de adultos mayores (Foro Mundial, 2014).
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Fig. 2. Poblacion mundial con 65 afios de edad y mas (% del total) (Adaptado de Banco
Mundial, 2024). Se muestra un aumento gradual en el porcentaje de personas adultas mayores a
nivel mundial a través del tiempo. Desde 1960 donde este porcentaje representaba un 4.97%, hasta
2023 donde la poblacién envejecida representa el 10% del total de la poblacién mundial.

El envejecimiento demografico es un fenémeno que se define como el incremento
en la proporcion de personas adultas mayores dentro de una poblacién,
generalmente debido a una disminucion en las tasas de natalidad y un aumento en
la esperanza de vida (Légaré, 2015). Este proceso se ha manifestado en la mayoria
de las naciones a nivel global, y México no constituye una excepcioén. Diversos
estudios han evidenciado que la distribucion geografica de la poblaciéon adulta
mayor en el territorio nacional no es homogénea. En particular, se ha identificado
una concentracion considerablemente mayor en la regidn central del pais. En este
contexto, durante el afio 2015, las entidades federativas con el mayor numero de
adultos mayores, en orden descendente, fueron: el Distrito Federal (hoy Ciudad de
México), Veracruz, Oaxaca, Morelos, Yucatan, Michoacan, Sinaloa, Zacatecas, San
Luis Potosi, Nayarit, Hidalgo, Guerrero, Jalisco y Durango (Fig. 3). Esta distribucién
desigual refleja patrones demograficos, econdmicos y sociales que requieren de un
analisis detallado para comprender sus causas Yy efectos en el desarrollo regional
(Gonzalez, 2015).
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Fig. 3. Poblacion con 60 afios y mas en el territorio mexicano (Tomado de Gonzalez, 2015). En
el afo 2015, las entidades federativas con el mayor numero de adultos mayores, en orden
descendente, fueron: el Distrito Federal (hoy Ciudad de Meéxico), Veracruz, Oaxaca, Morelos,
Yucatan, Michoacan, Sinaloa, Zacatecas, San Luis Potosi, Nayarit, Hidalgo, Guerrero, Jalisco y
Durango.

Asimismo, en su ultimo censo poblacional realizado en 2020, el INEGI estimé un
indice de envejecimiento de 47.7, lo que significa que hay cerca de 48 personas
adultas mayores por cada 100 nifios y jovenes en México. Este dato casi duplica los
indices reportados en 2005, donde el indice de envejecimiento fue de 26.4 (INEGI,
2020). Ademas, la tasa de nacimientos registrados ha experimentado una
disminucién significativa; los datos mas recientes indican que, hasta 2023, se
registraron 1,820,888 nacimientos, frente a los 2,478,889 nacimientos reportados
10 afos atras (INEGI, 2023) (Fig. 4). En conjunto, estos datos son un reflejo del
envejecimiento demografico por el que atraviesa nuestro pais y destacan el
acelerado cambio que esta experimentando México hacia una poblacién cada vez
mas envejecida.
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Fig. 4. Comparativa entre los indices de envejecimiento y el numero de nacimientos
registrados en México (Adaptado de datos reportados por el INEGI en el Censo de Poblaciéon
y Vivienda 2020, y la ultima actualizacion de la Estadistica de Nacimientos Registrados). Se
muestra cdmo en los ultimos afios México ha experimentado un cambio hacia una poblacién mas
envejecida.

Aunque la esperanza de vida se ha incrementado de manera significativa, el analisis
de datos de la Carga Global de Enfermedades ha sefalado que la proporciéon de
afnos vividos con buena salud se ha mantenido constante (Abbafati et al., 2020).
Este fendmeno puede interpretarse como una extension del tiempo durante el cual
un individuo podria enfrentar problemas de salud asociados con el envejecimiento
como cancer, artritis, enfermedades cardiacas y trastornos neurodegenerativos.
Dentro de estos padecimientos, el deterioro cognitivo y la demencia se perfilan como
algunos de los mas importantes. En paises desarrollados, como Estados Unidos,
mientras que otras enfermedades relacionadas con la edad, como el accidente
cerebrovascular (ACV) y la enfermedad cardiaca isquémica, han mostrado una
disminucion gracias a intervenciones terapéuticas y cambios en el estilo de vida, la
carga de enfermedades neurodegenerativas ha aumentado de manera drastica
(Montine et al., 2021).

Se estima que alrededor del 40% de las personas de 65 afios 0 mas sufren alguna
forma de pérdida de memoria. Asi mismo, varios estudios han demostrado que el
deterioro cognitivo leve (DCL) afecta aproximadamente al 16% de las personas
mayores de 70 afios, mientras que alrededor del 14% de las personas del mismo
grupo de edad experimentan demencia. Ademas, se estima que alrededor del 15-
20% de los pacientes con DCL pueden eventualmente desarrollar demencia (Brito
et al., 2023).

La gravedad del deterioro cognitivo esta fuertemente vinculada a los ingresos
hospitalarios, donde los pacientes ancianos con deterioro cognitivo son mas
propensos a hospitalizaciones frecuentes en comparacion con aquellos con una
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funcién cognitiva intacta, asi mismo, también enfrentan un mayor riesgo de sufrir
resultados adversos durante su estadia en el hospital (Amini et al., 2019; Fogg et
al., 2018). En consecuencia, resulta fundamental impulsar mas investigaciones
orientadas al envejecimiento saludable, con el fin de encontrar alternativas que
permitan a las personas poder conservar un estado optimo de salud (Scott et al.,
2021).

2.1.2 MECANISMOS MOLECULARES

La acumulacion de dafio genético es una caracteristica comun del envejecimiento,
debido a que, a lo largo de la vida, la integridad del ADN se ve continuamente
amenazada tanto por agentes enddgenos como exdgenos. Entre los factores
enddgenos se encuentran principalmente la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), los errores en la replicacidon y las reacciones hidroliticas
espontaneas. Por otro lado, los factores exdgenos incluyen diversos tipos de
amenazas fisicas, quimicas y biolégicas, como los rayos UV, la exposicion a virus,
toxinas, entre otros (Hoeijmakers, 2009). Aunque existen sistemas de reparacion
genética que normalmente contrarrestan los dafos a nivel molecular, se ha descrito
en diferentes especies que durante la vejez estos mecanismos no son suficientes;
lo cual conlleva a una acumulacion en las mutaciones somaticas (Moskalev et al.,
2013). De hecho, algunos trastornos asociados con envejecimiento prematuro,
conocidos como sindromes progeroides, como el sindrome de Werner y el sindrome
de Bloom, son resultado de una acumulacion de deterioro al ADN (Burtner &
Kennedy, 2010), por lo que la inestabilidad del genoma parece ser un cambio que
impulsa el proceso de deterioro fisiolégico asociado a la edad.

Asi mismo, se ha demostrado que alteraciones en el ADN mitocondrial también
podrian ser un factor adicional implicado, ya que estudios en ratones deficientes en
la polimerasa y mitocondrial han demostrado signos de envejecimiento prematuro,
asi como una reduccién en la esperanza de vida (Vermulst et al., 2008). Cabe
sefalar que, en células senescentes, el numero de mitocondrias aumenta debido a
la acumulacién de mitocondrias viejas y disfuncionales (Tenchov et al., 2024); donde
el dafio mitocondrial afecta la capacidad de la célula para suministrar energia, asi
como conlleva a una sobreproduccion de ROS que produce dafo oxidativo al ADN
mitocondrial y celular (Martini & Passos, 2023).

Aunque el dafio del ADN puede ocurrir en cualquier parte del genoma de forma
aleatoria, regiones especificas en los cromosomas como los telémeros, resultan ser
particularmente susceptibles a los cambios producidos con la edad (Blasco, 2005).
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Los teldmeros son estructuras de cromatina presentes en los extremos distales de
los cromosomas que incluyen repeticiones de microsatélites conservadas TTAGGG,
cuya funcion es proteger el extremo de un cromosoma de la degradacion (de Lange,
2002), por lo que su acortamiento provoca que dicho mecanismo de proteccién se
encuentre deteriorado. Estudios en humanos han sefalado que existe una fuerte
correlacion entre los teldmeros cortos y el riesgo de mortalidad (Boonekamp et al.,
2013). Aunque la telomerasa replica a los telomeros en las células madre
embrionarias, esta polimerasa no se expresa en la mayoria de las células somaticas
de los mamiferos, lo que da lugar a una pérdida acumulativa de secuencias
protectoras en los extremos de los cromosomas (Tenchov et al., 2024). Existe
evidencia en modelos murinos de que los efectos degenerativos del envejecimiento
en multiples 6rganos como los testiculos, bazo e intestinos; pueden ser revertidos
mediante la reactivacion genética de la telomerasa (Jaskelioff et al., 2011).

Asi mismo, multiples lineas de investigacion sugieren que el envejecimiento esta
acompanado de cambios epigenéticos; es decir, alteraciones que no cambian
directamente la secuencia del ADN, sino que controlan la forma en que se expresan
los genes. Estos cambios incluyen modificaciones en factores de transcripcion,
alteraciones en la metilacion del ADN y cambios en las caracteristicas de las
histonas (Tenchov et al., 2024). En relacién con los factores transcripcionales se ha
encontrado que la vejez conlleva a una produccion y maduracion aberrante de
muchos ARNm, debido a alteraciones en los patrones de empalme (Harries et al.,
2011). Asi mismo, un metanalisis que incluyd perfiles de expresion génica en
ratones, ratas y humanos, reveld que los cambios relacionados con la edad
principalmente involucran alteraciones en la expresion de genes relacionados con
la apoptosis y el ciclo celular; una sobreexpresion de genes involucrados con vias
de inflamacién, respuesta inmune y asociados con la degradacién lisosomal; asi
como una subexpresion de genes mitocondriales asociados con el metabolismo
energético (de Magalhaes et al., 2009); lo que refleja una combinacion de factores
moleculares que contribuyen a los procesos degenerativos dados en edades
avanzadas.

La senescencia celular es otro mecanismo implicado en el envejecimiento,
caracterizado por la pérdida de productividad y capacidad de division de las células
como respuesta al dafo celular (Mylonas & O’Loghlen, 2022). Aunque todos los
tipos celulares pueden experimentar este fendmeno, afecta principalmente a las
células endoteliales, fibroblastos y células inmunes. Incluso las células posmitéticas
o de proliferacion lenta, como las del corazén y el cerebro, pueden ser susceptibles
a la senescencia (Tenchov et al., 2024). Las células bajo este estado presentan
alteraciones en su actividad metabdlica y cambios significativos en su expresion
genética, lo que conduce al desarrollo de un fenotipo secretor asociado a la
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senescencia (SASP, por sus siglas en inglés). Este fenotipo se caracteriza por un
incremento en la secrecion de citocinas proinflamatorias, quimiocinas, factores de
crecimiento y enzimas remodeladoras de la matriz extracelular. Estas moléculas en
conjunto, pueden modificar el microambiente celular, perjudicar la reparaciéon y
regeneracion de tejidos, y promover aun mas el envejecimiento (Coppé et al., 2010).
Cabe destacar que este proceso ha sido asociado con multiples trastornos
relacionados con la edad, como el cancer, la diabetes, la osteoartritis, el ACV, la EA
y otras demencias. Ademas, de que contribuye al deterioro de la vista, la movilidad
y la capacidad cognitiva (Childs et al., 2015; Tenchov et al., 2024; Wissler Gerdes
et al., 2020).

Las células también tienden a acumular proteinas mal plegadas como resultado del
deterioro funcional de su mecanismo de homeostasis proteica (proteostasis), lo que
provoca una menor viabilidad celular y el desarrollo de enfermedades como la EA'y
la enfermedad de Huntington (Taylor & Dillin, 2011). Las enfermedades
neurodegenerativas comparten el atributo caracteristico de la agregacion proteica.
En la EA, se observa la formacion de placas seniles compuestas por péptido B-
amiloide y la generacion de ovillos neurofibrilares intraneuronales que contienen la
proteina tau. De manera similar, en la enfermedad de Parkinson, la acumulacién de
a-sinucleina mal plegada constituye un aspecto patogénico clave (Bourdenx et al.,
2017). Ademas, la agregacion proteica también es una caracteristica comun en la
esclerosis lateral amiotrofica y la demencia lobar frontotemporal (Ransohoff, 2016).

Los principales elementos responsables de la preservacion de la proteostasis
incluyen a las chaperonas, el proteosoma ubiquitina y los sistemas proteoliticos de
autofagia lisosomica. No obstante, diversos estudios han evidenciado que la
proteostasis se ve alterada en casi todos los tejidos de los organismos envejecidos
(Koga et al., 2011). En el higado envejecido, la restauracion de la autofagia mediada
por chaperonas a través de manipulaciones genéticas puede mejorar la proteostasis
y mejorar la funcién organica (Zhang & Cuervo, 2008).

Si bien, el envejecimiento no es un proceso homogéneo, sino que los érganos de
un mismo individuo pueden sufrir alteraciones a diferentes ritmos (Tuttle et al.,
2020), es reconocido que el cerebro es notablemente sensible a los efectos
causados por la edad, donde los cambios en la expresion genética, el estrés
oxidativo, las modificaciones epigenéticas y las alteraciones en la sintesis y
recambio de proteinas, se manifiestan como cambios en la estructura y capacidad
cognitiva, contribuyendo al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (Azam
et al., 2021).
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2.1.3 DETERIORO COGNITIVO

La cognicién es la operacion de la mente que incluye todos los aspectos de la
percepcion, el pensamiento y el recuerdo, y por lo general, se mide en investigacion
mediante una amplia gama de pruebas neuropsicoldgicas (Montine et al., 2021). El
deterioro de la funcién cognitiva es comun y progresa a medida que envejecemos,
por lo que puede manifestarse en distintos niveles de gravedad (Han et al., 2022).

De acuerdo con Peng et al. (2020), el deterioro cognitivo junto con la sarcopenia
(disminucion de la masa y fuerza muscular) son dos de las causas mas frecuentes
de discapacidad en el adulto mayor, lo cual genera grandes cargas meédicas y
socioeconomicas, al ser cada vez mas el numero de adultos mayores que carecen
de independencia debido a estas discapacidades fisicas y mentales (Peng et al.,
2020). Durante el envejecimiento normal, el deterioro cognitivo puede manifestarse
como un déficit en el dominio de la memoria episddica (o declarativa), en el
aprendizaje espacial, en la memoria de trabajo y la atencién. Sin embargo, dichos
cambios pueden manifestarse con cierta variabilidad entre individuos, debido a
factores como la educacion, la inteligencia y la estimulacion mental, que permiten
que el cerebro se adapte al dano patolégico y mantenga la funcion cognitiva (Bettio
et al., 2017) .

El deterioro cognitivo implica manifestar al menos dos de las siguientes
caracteristicas (McKhann et al., 2011):

a) Deterioro de la capacidad para adquirir y recordar informacion nueva. Los
sintomas incluyen: preguntas o conversaciones repetitivas, extravio de
objetos personales, olvido de acontecimientos o citas, o pérdida en una ruta
familiar.

b) Deterioro del razonamiento y del manejo de tareas complejas (falta de
criterio). Los sintomas incluyen: escasa comprension de los riesgos de
seguridad, incapacidad para gestionar las finanzas, escasa capacidad para
tomar decisiones e incapacidad para planificar actividades complejas o
secuenciales.

c) Deterioro de las capacidades visuoespaciales. Los sintomas incluyen:
incapacidad para reconocer rostros u objetos comunes o para encontrar
objetos a la vista directa a pesar de tener buena agudeza visual, incapacidad
para operar instrumentos simples u orientar la ropa segun el cuerpo.
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d) Funciones del lenguaje deterioradas (hablar, leer, escribir). Los sintomas
incluyen: dificultad para pensar en palabras comunes mientras se habla,
vacilaciones, errores de habla, ortografia y escritura.

e) Cambios en la personalidad o la conducta. Los sintomas incluyen:
fluctuaciones inusuales del estado de animo como agitacion, deterioro de la
motivacién, iniciativa, apatia, pérdida de impulso, aislamiento social,
disminucion del interés en actividades anteriores, pérdida de empatia,
comportamientos compulsivos u obsesivos, y comportamientos socialmente
inaceptables.

En términos generales, el deterioro cognitivo se puede dividir en: DCL y demencia,
segun la gravedad de la disfuncion (Han et al., 2022). EI DCL, también llamado
trastorno neurocognitivo leve (NCD) en el DSM-5, puede tener numerosas
etiologias, incluida la depresién, pero también puede anunciar la etapa inicial de un
trastorno demencial. En comparacion con los adultos mayores sanos, los pacientes
con DCL tienen un mayor riesgo de desarrollar demencia. Algunos pacientes con
DCL vuelven a la normalidad, otros permanecen estables y aproximadamente el 10-
20% por afio se convierte en demencia, con algunas variaciones en la tasa
dependiendo del seguimiento (Scharre & Trzepacz, 2013).

La evaluacion neuropsicologica facilita la diferenciacion del DCL, la demencia y la
depresion. Una bateria de pruebas completa incluye mediciones de la capacidad
intelectual inicial, la atencion, la funcion ejecutiva, la memoria, el lenguaje, las
habilidades visuoespaciales y el estado de animo. También se incluyen mediciones
basadas en informantes de los sintomas neuropsiquiatricos, las conductas y la
competencia en la actividad instrumental (Nelson & O’Connor, 2008). Si los
resultados de las pruebas neuropsicoldgicas estan dentro de los rangos normales,
pero las pruebas de neuroimagen o de laboratorio muestran evidencia de una
enfermedad particular, como la EA, entonces se diagnostica EA preclinica (Sperling
et al., 2011). Cuando el deterioro cognitivo progresa a un estado de deterioro
objetivo, pero aun esta lejos de la expresién completa, este estado prodromico se
diagnostica mas comunmente como DCL (Jack et al., 2011). Cuando el deterioro
cognitivo se vuelve tan grave que interfiere con actividades de la vida diaria, como
comer, asearse o desplazarse por entornos familiares, entonces a estos individuos
con expresion completa de la enfermedad se les diagnostica demencia (Montine et
al., 2021). Cuando solo hay alteracion del lenguaje, se denomina afasia y no
demencia. Por lo general, la demencia implica una alteracion de la memoria y de
otros dominios cognitivos, como las funciones ejecutivas, del lenguaje o
visuoespaciales. Es comun que se presenten caracteristicas neuropsiquiatricas,
como depresion, desinhibicidén, ansiedad, psicosis, apatia, conductas inquietas,
impulsividad, rasgos obsesivo-compulsivos, trastornos del suefio y del apetito y
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agitacion (Scharre & Trzepacz, 2013). La EA es el tipo mas comun de demencia
(70% de los casos), seguida de la demencia vascular (25-30% de los casos) (Tadic
et al., 2016).

Si bien la evaluacion y los biomarcadores pueden ayudar a determinar la causa del
DCL, en hasta la mitad de los casos el DCL no se debe a una afeccién progresiva
o neurodegenerativa. Por lo tanto, el curso de la enfermedad es inestable en
muchos casos. Las causas incluyen afecciones reversibles como la depresion, el
uso de farmacos anticolinérgicos, opioides y benzodiazepinas, deficiencia de
tiamina, deshidratacion, desnutriciéon, convulsiones e hipotiroidismo, asi como
afecciones degenerativas demenciales (Scharre & Trzepacz, 2013). En cuanto a la
demencia, puede haber muchas etiologias. Las enfermedades neurodegenerativas
(EA, demencia de Parkinson y de cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal) son
las causas mas comunes de demencia junto con la demencia vascular. Las causas
menos comunes incluyen hidrocefalia de presion normal, inmunoldgical/inflamatoria
(lupus eritematoso sistémico, vasculitis, paraneoplasica, esclerosis multiple),
infecciosa (pridn, sifilis, VIH, herpes), anoxia, apnea obstructiva del suefio,
postraumatica, neoplasica (SNC y metastasica), toxica/metabdlica (hipotiroidismo,
inducida por farmacos, uremia, encefalopatia hepatica), deficiencias de vitaminas
(B12, folato, tiamina, niacina), enfermedad de Huntington, inducida por alcohol y la
demencia depresiva (Knopman et al., 2001; Scharre & Trzepacz, 2013).

2.1.4 INTERVENCIONES PARA DETENER EL DETERIORO
COGNITIVO

Existe una amplia investigacidén sobre tratamientos que buscan prevenir el deterioro
cognitivo en adultos mayores, mejorar la cognicion o atenuar el deterioro ya
presente en personas con DCL o demencias. Las intervenciones varian desde
medidas de estilo de vida hasta el uso de farmacos. Respecto a estos ultimos,
algunos estudios discuten el poco beneficio de los tratamientos farmacoldgicos
disponibles para la prevencion del deterioro cognitivo en personas con cognicion
normal o DCL; ademas de la falta de intervenciones efectivas para modificar de
forma significativa las alteraciones que se producen ante la demencia (Feldman et
al., 2014; Fink et al., 2018).

Los estudios epidemioldgicos sugieren que las medidas dietéticas, el ejercicio fisico
y la actividad mental pueden reducir el riesgo de deterioro cognitivo y EA en adultos
mayores (Andrade & Radhakrishnan, 2009). En hombres y mujeres de 65 afos o
mas, la ingesta diaria de frutas y verduras y la ingesta semanal de pescado se

22



asocian a una reduccion del 30%-40% del riesgo de demencia y EA (Barberger-
Gateau et al., 2007). Asi mismo, estudios realizados en animales muestran que las
dietas ricas en acidos grasos omega-3 tienen muchos beneficios para el SNC,
brindando proteccion contra el estrés oxidativo, la reducciéon de la plasticidad y el
deterioro de la capacidad de aprendizaje en el laberinto acuatico de Morris (Wu et
al., 2004) u otros laberintos (Lim & Suzuki, 2001); mejorando el flujo sanguineo
cerebral (Tsukada et al., 2000) o modificando la neurotransmisién en regiones como
el hipocampo (ltokazu et al., 2000). Dichos efectos son atribuidos principalmente al
acido docosahexaenoico (DHA), que es un componente importante de los
fosfolipidos de membrana en el cerebro y se encuentra en altos niveles en regiones
metabdlicamente activas como la corteza cerebral (M. C. Morris et al., 2003). Asi
mismo, gran cantidad de evidencia sugiere que niveles mas altos de actividad fisica
también reducen el riesgo de demencia, ya que el ejercicio facilita la
neuroplasticidad en el cerebro (Larson et al., 2006; Ravaglia et al., 2008). Un estudio
realizado en ratas adultas demostré que correr aumentaba la densidad de espinas
dendriticas tanto en las neuronas granulares del GD, como en las neuronas
piramidales CA1 y en las neuronas piramidales de la capa Il de la corteza entorrinal,
cambios que pueden contribuir a mejoras en el rendimiento de aprendizaje y
memoria en tareas dependientes del hipocampo (Stranahan et al., 2007).

La hipotesis colinérgica de la demencia implica la degeneracidon de las neuronas
colinérgicas en el prosencéfalo basal como una caracteristica patoldgica central de
la EA. Por lo tanto, el desarrollo de farmacos para la demencia se ha centrado en
corregir el déficit colinérgico mediante la utilizacién de una de las siguientes tres
estrategias: el suministro de agentes precursores para aumentar la produccién de
acetilcolina (ACh); el agonismo colinérgico para compensar el déficit de ACh y la
inhibicion de la colinesterasa para aumentar la disponibilidad de ACh. Los farmacos
colinérgicos que actualmente cuentan con la aprobacion de la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para la EA son la tacrina,
el donepezilo, la rivastigmina y la galantamina. La memantina, que actua sobre los
receptores NMDA, es otro farmaco aprobado por la FDA. Asi mismo, los
tratamientos experimentales para los déficits cognitivos incluyen el extracto de
ginkgo biloba, la fototerapia, la melatonina, la vitamina E y la estimulacion nerviosa
eléctrica transcutanea (TENS) (Andrade & Radhakrishnan, 2009).

2.1.5 ENVEJECIMIENTO CEREBRAL

Aunque el envejecimiento humano impacta a todo el organismo, el envejecimiento
del cerebro es especialmente relevante. A diferencia de otros 6rganos, sus células,
las neuronas, son células postmitéticas altamente diferenciadas, cuya esperanza de
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vida, en la mayoria de los casos, coincide con la esperanza de vida del organismo
completo (Isaev et al., 2019). A través de la secuenciacion del genoma completo de
una sola célula, se ha encontrado una acumulacion de mutaciones somaticas con
la edad en neuronas humanas postmitéticas de la corteza prefrontal y el hipocampo
(Lodato et al., 2018). Estas alteraciones se han relacionado con el deterioro
cognitivo relacionado con la edad y las enfermedades neurodegenerativas (Van
Veluw et al., 2012).

Estudios adicionales que emplearon resonancia magnética para analizar el efecto
del envejecimiento en las redes cerebrales sugieren que los patrones funcionales y
estructurales de conectividad del cerebro cambian con la edad. En los adultos
mayores, se observa una menor conectividad dentro de las redes cerebrales, lo que
refleja una disminucion en la eficiencia de estas y diferencias en la dinamica
cerebral. Esta reduccion en la conectividad funcional parece estar vinculada al
deterioro cognitivo asociado al envejecimiento (Damoiseaux, 2017).

Por otro lado, la investigacidn sobre el envejecimiento cerebral ha demostrado que,
en el proceso de envejecimiento normal, no se produce una pérdida significativa de
neuronas de forma general. Sin embargo, pueden observarse reducciones en el
nuamero, diametro, longitud y ramificacion de las dendritas, asi como en la densidad
de las espinas dendriticas de las neuronas (Duan et al., 2003; Isaev et al., 2019;
Page et al., 2002). Cabe sefialar que estos cambios pueden presentarse de forma
muy heterogénea en las diferentes regiones del cerebro, y existe evidencia de que
una disminucion en el nUmero de neuronas esta presente de forma local en regiones
especificas de la corteza de primates envejecidos (Smith et al., 2004). Asi mismo,
otros estudios han encontrado que la muerte neuronal varia en las diferentes
regiones del cerebro durante el envejecimiento, afectando con ello el volumen
cerebral en diferentes estructuras. Entre las regiones mas afectadas, se encuentran
la corteza frontal y temporal, el putamen, el talamo y el nucleo accumbens (Fjell &
Walhovd, 2010). De hecho, se ha propuesto que el declive cognitivo asociado a la
edad no es resultado de una alteracion homogénea de la funcion cerebral, sino que
se produce por alteraciones independientes en algunas regiones cerebrales
(Barense et al., 2002).

Otra estructura cuyo volumen se ve afectado es el hipocampo, una regién cerebral
reconocida por su capacidad de llevar a cabo la neurogénesis. En esta area, la
muerte neuronal podria ser parcialmente compensada gracias a este proceso. Sin
embargo, se ha demostrado que, con el proceso de envejecimiento, la neurogénesis
se reduce significativamente (Driscoll et al., 2006; Fjell & Walhovd, 2010; Isaev et
al., 2019). El hipocampo, ampliamente reconocido por su papel clave en el
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aprendizaje y la consolidacion de la memoria, esta asociado con la regulacion de
diversas funciones cognitivas, pero su funcionamiento se deteriora como
consecuencia del envejecimiento (Baxter, 2003).

2.2 HIPOCAMPO

El hipocampo humano es una estructura alargada ubicada profundamente en el
I6bulo temporal medial (LTM). Su forma, que en las disecciones macroscopicas
recuerda a un caballito de mar, inspiré su nombre, en referencia a este organismo
marino del género Hippocampus. En los roedores, el hipocampo es relativamente
grande y se encuentra ubicado justo debajo del neocdrtex (Knierim, 2015). Aunque
el hipocampo humano es aproximadamente 100 veces mas grande que el de las
ratas, la disposicion de sus células y fibras es similar en todos los mamiferos
(Andersen et al., 2007). En las ratas se ha demostrado previamente que el volumen
general del hipocampo y su densidad neuronal disminuye con la edad, lo cual esta
correlacionado con déficits de rendimiento en tareas dependientes del hipocampo
(Driscoll et al., 2006).

Los estudios iniciales sobre el paciente HM revelaron que el hipocampo y las
estructuras adyacentes del LTM son fundamentales para la memoria. Después de
la extirpacion quirurgica de gran parte del LTM bilateral para tratar su epilepsia
resistente a los medicamentos, HM desarroll6 una amnesia anterograda severa.
Estas primeras observaciones y las investigaciones posteriores sobre el caso de
HM brindaron una evidencia sélida de que las estructuras dentro del LTM tienen un
papel crucial en la memoria declarativa, aquella que nos permite recordar hechos y
eventos cotidianos (Preston & Eichenbaum, 2013). Las principales funciones
atribuidas al hipocampo incluyen la consolidacion de recuerdos declarativos
(episddicos) y el aprendizaje espacial dependiente del contexto, asi como la
regulacion de las conductas emocionales (El-Falougy & Benuska, 2006). La
integridad estructural y funcional del hipocampo es crucial para el aprendizaje
normal y la consolidacion de la memoria, y esta estructura es particularmente
vulnerable al proceso de envejecimiento. Muchos de los déficits cognitivos que se
observan con el envejecimiento pueden reflejarse en modelos animales que
presentan dafo hipocampal bilateral, lo que respalda el papel clave del hipocampo
en el envejecimiento y la cognicion (Bettio et al., 2017; Driscoll et al., 2003).

El hipocampo es parte de una red funcional en el cerebro conocida como la
formacion hipocampal, que incluye varias areas cerebrales: el GD, el hipocampo, el
subiculum, el presubiculum, el parasubiculum y la corteza entorrinal (CE). La
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estructura del hipocampo se divide en tres subregiones principales: CA1, CA2 y
CAZ3, donde "CA" proviene de cornu ammonis, nombre dado a esta estructura por
su semejanza con los cuernos de carnero, simbolo de la deidad egipcia Amoén
(Andersen et al., 2007).

Fig. 5. Anatomia de la formacién hipocampal (Adaptado de Andersen, et al., 2007). La
informacion entra al hipocampo desde la corteza entorrinal que se proyecta al GD, CA3 y CA1. Las
células granulares del GD se proyectan hacia la regiéon CA3 del hipocampo a través de las fibras
musgosas. Las neuronas piramidales de CA3 se proyectan hacia CA1 a través de la via de las
colaterales de Schaffer. La informacion sale del hipocampo desde CA1 mediante proyecciones a la
corteza entorrinal y el subiculum. CA1: Cuerno de Amén 1, CA2: Cuerno de Amén 2, CA3: Cuerno
de Amoén 3, CE: corteza entorrinal, GD: giro dentado, Pre: presubiculum, Para: parasubiculum, Sub:
subiculum.
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El hipocampo recibe la mayor parte de la informacion cortical de la CE, que se
compone de dos regiones cerebrales distintas en las ratas: la corteza entorrinal
medial (CEM) y la corteza entorrinal lateral (CEL). La CEM (especialmente sus
regiones mas caudales) esta asociada con las regiones de procesamiento espacial
del cerebro, mientras que la CEL recibe informacion multisensorial y puede
responder a estimulos olfativos, visuales y auditivos (Canto et al., 2008; C. Wang et
al., 2024). Ambas regiones se proyectan hacia el hipocampo a través de la via
perforante, integrada por fibras que atraviesan el subiculum de la formacion
hipocampal. En general, las neuronas de la capa Il de la CE se proyectan hacia el
GD y CA3, mientras que la capa lll de la CE se proyecta hacia CA1 y el subiculum
(Andersen et al., 2007; Knierim, 2015). Las células granulares del GD se proyectan
a la region CA3 a través de la via de las fibras musgosas y, por su parte, las
neuronas piramidales de CA3 se proyectan a la regién CA1 a través de la via
colateral de Schaffer. Los axones de CA3, ademas de sus proyecciones a CA1,
envian colaterales que forman sinapsis con otras neuronas de CA3. Finalmente, la
region CA1 se proyecta de nuevo a la corteza entorrinal, completando el circuito
(Knierim, 2015) (Fig. 5).

Desde hace mucho tiempo se conoce que pacientes con EA presentan alteraciones
patolégicas en la via perforante que impiden el funcionamiento normal del
hipocampo y explican el deterioro de la memoria que se presenta en esta
enfermedad (Hyman et al., 1986). De hecho, una caracteristica definitoria de la EA
es la acumulacion de tau y B-amiloide que comienza en la CE y se extiende a la
corteza y al propio hipocampo (Culig et al., 2022). Asi mismo, la pérdida sinaptica
de la via perforante se ha relacionado tanto con la EA como con el deterioro
cognitivo en personas con 90 afios o0 mas (Robinson et al., 2014).

Ademas de la CE, el hipocampo recibe entradas corticales directas de la corteza
perirrinal y la corteza postrinal. También, recibe importantes entradas subcorticales
del septo medial, el locus coeruleus, el nucleo del rafe, el nucleo reuniens y la
amigdala (Knierim, 2015). Las fibras provenientes de estas areas subcorticales
acceden a la formacion hipocampal a través del férnix, que actua como la principal
via aferente y eferente del hipocampo y forma parte esencial del Circuito de Papez.
Como via eferente, el fornix comienza en la fimbria, la sustancia blanca que recubre
el hipocampo, y luego se divide en fibras precomisurales, que inervan los nucleos
septales, la banda diagonal de Broca y el nucleo accumbens; y fibras
poscomisurales, que se extienden hacia los cuerpos mamilares del diencéfalo.
Estas fibras poscomisurales se subdividen en dos haces: uno que conecta con
diversas areas del hipotalamo anterior y otro que lleva fibras hacia los nucleos
talamicos anteriores (Benear et al., 2020). Las lesiones en el foérnix dan lugar a una
amnesia anterograda irreversible (Park et al., 2000; Poreh et al.,, 2006). La
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investigacion que utiliza métodos de imagenologia in vivo ha vinculado la patologia
del férnix con el envejecimiento cognitivo, el DCL y la EA (Benear et al., 2020).
Ademas, una parte del hipocampo (la parte ventral en ratas; anterior en humanos)
envia salidas a la corteza prefrontal medial, area que también se ha vinculado con
la consolidacion de la memoria (Preston & Eichenbaum, 2013).

Por su parte, el GD hipocampal es una estructura clave del sistema nervioso, ya
que es una de las pocas regiones cerebrales que conserva la capacidad de generar
nuevas neuronas funcionales en la adultez (Van Praag et al., 2002). En los
mamiferos, la neurogénesis adulta esta restringida a dos areas del cerebro: la zona
subgranular (SGZ) del GD y la zona subventicular (SVZ) de los ventriculos laterales.
Este proceso ha sido demostrado tanto en roedores como en humanos (Lie et al.,
2004). En el GD, las nuevas neuronas se originan en la SGZ y migran hacia la capa
granular, donde desarrollan arborizacion dendritica y se integran a los circuitos
neuronales existentes, contribuyendo a la funcion del hipocampo (Bettio et al.,
2017). La evidencia actual sugiere que estas neuronas pueden participar en
funciones dependientes del hipocampo, como la codificacion de la memoria y la
regulacion del estado de animo (Toda et al., 2019). Es importante destacar que este
proceso es susceptible al envejecimiento, ya que se ha demostrado que la
capacidad de generar nuevas neuronas disminuye con la edad. Mas alla de otros
cambios asociados al envejecimiento en el hipocampo, esta reduccion en la
neurogénesis se ha correlacionado estrechamente con los déficits de memoria en
tareas que dependen de esta region del cerebro (Driscoll et al., 2006).

En los primates, todo el hipocampo se encuentra ubicado ventralmente en el LTM y
se dispone principalmente en una orientacion anteroposterior. En roedores, este eje
suele denominarse eje dorso-ventral. El hipocampo anterior en primates
corresponde al hipocampo ventral de los roedores, mientras que el hipocampo
posterior en primates equivale al hipocampo dorsal de los roedores. En los roedores,
las regiones dorsal y ventral desempefian funciones diferenciadas en la memoria y
en la cognicién espacial y emocional (Knierim, 2015). Se ha sugerido, que la regién
dorsal del hipocampo esta involucrada en el procesamiento y la memoria espacial,
mientras que la regidén ventral juega un papel fundamental en la regulacién de
emociones, como la ansiedad (Bannerman et al., 2003, 2004).

2.3 APRENDIZAJE Y MEMORIA

La cognicion es el conjunto de procesos mentales involucrados en la adquisicién y
comprension del conocimiento a través del pensamiento, el aprendizaje, la memoria
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y la percepcion. El aprendizaje se refiere al proceso de adquirir nueva informacion,
mientras que la memoria abarca su consolidacion, almacenamiento y recuperacion.
Aunque estos conceptos son distintos, suelen usarse indistintamente,
especialmente en estudios con animales, debido a su estrecha interdependencia y
la dificultad para analizarlos por separado (Tan et al., 2022). El aprendizaje es
omnipresente en los animales, desde los protozoos hasta los primates
(Schausberger & Peneder, 2017). Tanto el aprendizaje como la memoria son
fundamentales para la supervivencia de los organismos, ya que facilitan la
conservacion de conductas basadas en experiencias previas. En animales
silvestres, estos procesos estan directamente relacionados con la rapidez de
respuesta ante estimulos de depredacion, lo que influye en sus probabilidades de
supervivencia (Maille & Schradin, 2016).

Desde una perspectiva neuronal, el aprendizaje es el proceso mediante el cual una
red neuronal se modifica para adaptarse a las experiencias y al entorno. Esto ocurre
a través de cambios en las sinapsis, lo que permite al cerebro almacenar y procesar
nueva informacion. Por su parte, la memoria representa el estado de mantenimiento
de dicha red neuronal después de haber aprendido algo. Es decir, las conexiones
sinapticas que quedan como resultado de esos cambios y que permiten que la
informacion aprendida se conserve y se recupere mas tarde (Ma & Zuo, 2022). Para
su almacenamiento, la informacidén primero se codifica en circuitos sinapticos y
redes neuronales, donde se producen cambios estructurales tanto a nivel celular
como en los circuitos cerebrales. Posteriormente, la informacion se almacena a
corto plazo y pasa por un proceso de consolidacion para formar memorias a largo
plazo. Una vez consolidadas, estas memorias pueden ser recuperadas o evocadas
cuando sea necesario (Brem et al., 2013).

El aprendizaje se puede clasificar en dos tipos: asociativo y no asociativo. El
aprendizaje asociativo ocurre cuando un cambio en la conducta resulta de la
experiencia simultanea de dos o mas eventos que se perciben como relacionados
en el tiempo. Este tipo de aprendizaje incluye el condicionamiento clasico
(Pavloviano), donde un estimulo inicialmente neutro se asocia con un estimulo
significativo hasta que genera una respuesta por si mismo, y el condicionamiento
operante (instrumental), donde el comportamiento se fortalece o debilita segun las
consecuencias que produce, mediante refuerzos positivos o negativos. En
contraste, el aprendizaje no asociativo se basa en una modificacion conductual tras
la repeticion de un solo evento con la misma frecuencia e intensidad a lo largo del
tiempo. El aprendizaje no asociativo incluye la sensibilizacién, que es el aumento
de la respuesta ante un estimulo tras varias exposiciones, especialmente si el
estimulo es intenso o percibido como amenazante, y la habituacién, que implica la
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disminucion de la respuesta ante un estimulo que se repite y que no tiene un
significado importante (Schausberger & Peneder, 2017).

La memoria se puede clasificar segun su duracién, distinguiéndose entre la memoria
primaria (a corto plazo), que es transitoria, y la memoria secundaria (a largo plazo),
que es permanente (Brem et al., 2013). En la memoria a corto plazo, varios sistemas
de memoria intervienen en la retencion de fragmentos de informaciéon durante un
tiempo relativamente breve, generalmente hasta 30 segundos. En contraste, la
memoria a largo plazo tiene una capacidad practicamente ilimitada y puede
almacenar informacion que perdura durante afios (Cascella & Al Khalili, 2025). La
teoria de la consolidacién de sistemas de la memoria plantea que la preservacion
de los recuerdos a lo largo del tiempo requiere modificaciones en los circuitos y
redes cerebrales. Este proceso depende de cascadas de sefalizacion que
conducen a modificaciones postraduccionales, regulacion de la expresién génica y
sintesis de proteinas, lo que finalmente permite la estabilizacién de los circuitos
neuronales (Tonegawa et al., 2018). A nivel molecular, la memoria a largo plazo se
distingue de la memoria a corto plazo por su necesidad de expresion de nuevos
genes (Sudhakaran & Ramaswami, 2017).

Existen diversos sistemas de memoria, los cuales se dividen en dos grandes
categorias: memoria explicita (declarativa) y memoria implicita (no declarativa). La
memoria explicita permite recordar conscientemente hechos, eventos o informacion
especifica, y es accesible verbalmente. Por otro lado, la memoria implicita influye
en el comportamiento de manera automatica, sin necesidad de conciencia 0 acceso
directo a la informacion, y se manifiesta a través de cambios en las respuestas o
habilidades adquiridas. Mientras que la memoria explicita involucra recuerdos que
se pueden acceder conscientemente, la memoria implicita afecta nuestras acciones
sin requerir consciencia directa (Dickerson & Eichenbaum, 2010).

Los procesos de aprendizaje y memoria estan estrechamente relacionados con la
interaccion de diversas regiones y redes cerebrales. Por ello, uno de los modelos
mas reconocidos sobre los sistemas de memoria establece una correspondencia
entre las clasificaciones propuestas y las estructuras neuroanatémicas que sirven
de base para su funcionamiento. La memoria declarativa se divide en memoria
episodica, que guarda experiencias personales, y memoria semantica, que
almacena conocimientos generales. Estas formas de memoria estan moduladas por
el LTM (que incluye la formacion hipocampal) y el diencéfalo (Squire et al., 2004).
La memoria no declarativa abarca varias formas de aprendizaje, como el
procedimental, que implica aprender secuencias de movimientos o acciones, como
golpear un palo de golf, andar en bicicleta o conducir un automovil. Este tipo de
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aprendizaje depende de los sistemas corticoestriatales y se ve afectado por
trastornos como la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Huntington. Otro
tipo de memoria no declarativa es la memoria emocional, que implica cambios en la
aproximacion o evitacion de estimulos previamente neutrales, como la preferencia
por ciertos alimentos o la aversion a objetos con los que se tuvo una experiencia
desagradable. La memoria emocional depende de las interacciones subcorticales y
corticales con la amigdala, y se altera en trastornos como el panico, las fobias y
otros trastornos neuropsiquiatricos (Dickerson & Eichenbaum, 2010). Otros
ejemplos de memoria no declarativa y las estructuras cerebrales asociadas se
incluyen en la Fig. 6.

Fig. 6. Taxonomia de los sistemas de memoria en mamiferos segun Squire, 2004 (Creado en
BioRender.com). Uno de los modelos mas reconocidos sobre los sistemas de memoria, establece
una correspondencia entre las clasificaciones propuestas y las estructuras neuroanatomicas que
sirven de base para su funcionamiento.

Se ha estudiado ampliamente la posibilidad de que las diferentes estructuras del
LTM, como la corteza perirrinal, la corteza parahipocampica y el hipocampo,
contribuyen a la memoria declarativa de diferentes maneras, dependiendo del tipo
de informacidn que se procesa (por ejemplo, visual o espacial). En monos, la corteza
perirrinal esta mas involucrada en la memoria visual, ya que recibe proyecciones de
areas del cerebro relacionadas con la vista. Por otro lado, la corteza
parahipocampica estd mas relacionada con la memoria espacial y recibe
proyecciones de areas vinculadas a la orientacién y el espacio, como la corteza
parietal posterior y la corteza retroesplenial. El hipocampo, que recibe informacion
de estas areas, juega un papel crucial en la integracion de multiples tipos de
informacion para tareas como recordar eventos especificos (memoria episodica) o
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asociar diferentes elementos (por ejemplo, recordar un nombre junto con una cara)
(Squire, 2004).

2.3.1 MEMORIA ESPACIAL

La memoria espacial se considera una memoria de tipo declarativa en humanos,
mediante la cual el cerebro almacena informacién relacionada con la ubicacion fisica
de los objetos en el espacio, por lo que esta asociada con mecanismos
especializados en codificar, almacenar y recuperar informacion acerca de rutas,
configuraciones y referencias espaciales (Kessels et al., 2001). En los animales,
este tipo de memoria resulta esencial para una gran variedad de conductas como la
busqueda de alimento, la conducta reproductiva y parental, el regreso al nido o la
huida de depredadores (Oliveira-Santos et al., 2016). La navegacion es tan vital
para la supervivencia que se conserva en filos tan basicos como los insectos,
incluidas las hormigas y las abejas, las aves, los peces, los murciélagos y todos los
mamiferos terrestres (Vorhees & Williams, 2014).

La navegacion espacial se fundamenta en sefales dinamicas de movimiento propio
y sefiales ambientales estaticas. Las primeras incluyen la retroalimentacion
vestibular, la copia de eferencia motora y las sefiales propioceptivas, las cuales
permiten monitorear la posicion y orientacion del cuerpo. Estas sefiales se procesan
inicialmente en los nucleos del tronco encefalico y luego en las cortezas temporales
y parietales superiores, brindando una percepcién integrada del movimiento. En
cuanto a las sefales ambientales, estas comprenden objetos estables, como puntos
de referencia y limites del entorno, que facilitan la determinacion de la posicion del
individuo en relacion con su espacio circundante. Aunque en los primates estas
sefales provienen principalmente de la vision, otras especies también utilizan
sefales auditivas, olfativas y tactiles. La percepcion de estas senales activa areas
de la corteza parietal posterior y puede generar marcos de referencia alocéntricos
(independientes de la posicién del navegante) o egocéntricos (relacionados con la
posicion del navegante) (Lester et al., 2017). La navegacién egocéntrica puede
funcionar en la oscuridad, lo que indica que las sefiales visuales no son esenciales
para este método de navegacion. Por el contrario, la navegacion alocéntrica se ve
deshabilitada por la ausencia de sefiales visuales. La navegacion egocéntrica
involucra el cuerpo estriado dorsal y las estructuras conectadas; en los humanos,
este sistema codifica rutas y caminos integrados y, cuando se sobre aprende, se
convierte en memoria procedimental. La navegacion alocéntrica por su parte
involucra al hipocampo, la CE y las estructuras circundantes; en los humanos, este
sistema codifica ademas la memoria semantica y episodica (Vorhees & Williams,
2014).
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Asi, se ha identificado que varias areas cerebrales desempefian un papel clave en
la cognicion espacial. Otra estructura que se ha relacionado es la corteza prefrontal
(DiMattia & Kesner, 1988; Kessels et al., 2000), un area cerebral que almacena y
organiza la informacién espacial visual para ser utilizada en tareas de memoria de
trabajo. En la corteza prefrontal de los primates, las neuronas poseen campos de
memoria especializados en recordar ubicaciones espaciales durante un periodo
limitado y mantienen la informacion visual disponible para la toma de decisiones o
la ejecucion de movimientos. Un experimento realizado con monos demostré que
estas neuronas se activan cuando los animales realizan tareas que requieren
recordar ubicaciones especificas de objetos en un entorno visual (Funahashi et al.,
1989). Este tipo de memoria esta asociado con la memoria de trabajo, que permite
retener y manipular informacién de manera temporal mientras se lleva a cabo una
tarea. En particular, la memoria a corto plazo para la ubicacion espacial no depende
de un hipocampo intacto en primates, lo que respalda la idea de una cierta
independencia entre estos sistemas (Baxter, 2003).

De las estructuras cerebrales implicadas en la memoria espacial, la formacion
hipocampal ha sido la regidén que ha atraido mayor atencién de los neurocientificos
cognitivos (Kessels et al., 2001). La evidencia a través de estudios de lesion,
electrofisiolégicos y de neuroimagen implican al hipocampo como una estructura
clave para la memoria espacial y la navegacion (Winocur et al., 2005). Los primeros
sintomas que suelen presentar los pacientes con dafio en el LTM (dentro del cual
se encuentra el hipocampo), debido a enfermedades progresivas como la EA, son
dificultades en la memoria espacial y episodica. En los seres humanos, se ha
observado que la memoria espacial esta principalmente asociada con el hemisferio
derecho, mientras que la memoria verbal o narrativa se vincula con el hemisferio
izquierdo (Burgess et al., 2002). El consenso actual sostiene que el hipocampo
humano es crucial para la memoria episddica. Las neuronas del hipocampo se
encargan de codificar episodios de memoria y realizar asociaciones complejas de
informacion espacial y/o temporal, siendo responsables de almacenar recuerdos
relacionados con eventos especificos, como el lugar y el momento en que
ocurrieron; por lo tanto, sirve como sustrato neuronal para los recuerdos episodicos
(Baxter, 2003; Sugar & Moser, 2019).

La teoria del mapa cognitivo postula que el hipocampo apoya especificamente el
procesamiento alocéntrico del espacio en contraste con otras regiones del cerebro,
como el neocortex parietal, que apoyan el procesamiento egocéntrico (Burgess et
al., 2002). O'Keefe y Dostrovsky (1971), utilizando un conjunto de microelectrodos
implantados en cerebros de ratas, descubrieron que las neuronas del hipocampo
aumentan sus tasas de activacion cuando el animal atraviesa regiones especificas
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de su entorno, proporcionando un mapa dependiente del contexto (O’Keefe &
Dostrovsky, 1971). Estas neuronas con patrones de activacion especificos de la
ubicacion se denominaron posteriormente "células de lugar". Las células de lugar
se han estudiado mas ampliamente en ratas y ratones, pero también se encuentran
en el hipocampo humano (Cobar et al., 2017; Ekstrom et al., 2003), asi como en
otras especies de mamiferos, como murciélagos y primates no humanos (Lester et
al., 2017). Se cree que el envejecimiento podria modificar el patron de activacion de
las células de lugar, aunque los datos no son totalmente concluyentes (Tanila et al.,
1997).

Asi mismo, se ha identificado que la CEM, especialmente en la capa I, tiene células
de lugar y se comunica con las células de lugar en el hipocampo (Hafting et al.,
2005). También existen células de cuadricula en la CE que mapean regiones mas
grandes del entorno que las células de lugar (Leutgeb et al., 2005). Ademas, la CE,
junto con el presubiculo y el parasubiculo, contienen células de direccion de la
cabeza que desempefan un papel clave en la orientacién del organismo a las
sefiales distales y contribuyen a la direccion del movimiento (Buzsaki & Moser,
2013). Por otro lado, se ha descubierto que la CEM contiene células fronterizas que
reaccionan a los limites o bordes dentro del entorno (Solstad et al., 2008). En
conjunto, las células de lugar, cuadricula, direccion de la cabeza y borde de la CE,
asi como las células de lugar del hipocampo forman una red funcional que mapea
lugares en el espacio fuera del organismo (Vorhees & Williams, 2014).

El deterioro de la memoria espacial y de las capacidades de navegacion es comun
durante el envejecimiento de los mamiferos y ha sido bien caracterizado en muchos
estudios (Tabla 1). Aunque las funciones visuales basicas, como la percepcion de
distancia y objetos, se mantienen en los adultos mayores, presentan deficiencias en
el procesamiento vestibular, la percepcién del movimiento propio y la integracion de
trayectorias. Ademas, en el envejecimiento normal hay un marcado déficit en el
procesamiento espacial alocéntrico y una tendencia hacia estrategias egocéntricas,
lo que afecta negativamente su desempefio en la navegacion espacial. También
experimentan problemas para codificar y recuperar informacion espacial en la
memoria a largo plazo (Li & King, 2019). En los humanos, la disminucion de la
capacidad de navegacion debida al envejecimiento puede restringir gravemente la
movilidad y la participacion social (Lester et al., 2017). Los déficits espaciales se
observan ampliamente en el envejecimiento normal y en las primeras etapas de la
EA, lo cual se ha correlacionado a través de estudios de neuroimagen con atrofia
del hipocampo (Li & King, 2019). La localizacién de los diferentes procesos de
memoria, y la mejor comprension de sus bases bioquimicas y fisioldgicas, promete
terapias farmacolégicas que pueden reforzar los mecanismos neuronales que fallan
en el envejecimiento (Baxter, 2003).

34



Tabla 1. La disminucion de la memoria espacial es comun durante el
envejecimiento de los mamiferos

Humano >65 afos Ambos (Moffat et al., 2001)

Rata (Long-Evans)  28-34 meses Machos (Barnes, 1979)

Rata (Fischer 344) 21 meses Machos (Shukitt-Hale et al.,
2004)

Humano 65-74 afnos Ambos (Ledn et al., 2016)

Rata (Fischer 344) 21 meses Hembras (Luine et al., 2011)

Humano >65 anos Mujeres (Perrochon et al., 2018)

Mono Rhesus 20-31 afios Ambos (Lacreuse et al., 2005)

En estudios con animales, se puede utilizar una amplia gama de evaluaciones
experimentales para evaluar el aprendizaje y la memoria espacial dependiente del
hipocampo, tales como el laberinto de brazos radiales, el laberinto de Barnes, el
laberinto acuatico de Morris, pruebas de miedo contextual y pruebas de
reconocimiento de objetos. Estas pruebas se basan en comportamientos
observables que permiten inferir el funcionamiento de la memoria espacial en
diferentes especies y son cruciales para entender los mecanismos neuronales
implicados en la memoria espacial y su alteracion en condiciones patolégicas, como
la EA o el dano cerebral relacionado con el hipocampo (Othman et al., 2022). El
modelo mas ampliamente utilizado es el laberinto acuatico de Morris, que pone a
prueba la capacidad espacial mediante la necesidad de que el sujeto se oriente en
un espacio acuatico y encuentre una plataforma sumergida. En esta prueba, los
roedores deben usar pistas espaciales, como marcas visuales ubicadas alrededor
de la piscina, para localizar la plataforma oculta. El rendimiento en esta tarea
depende de la integridad del hipocampo, por lo que ha proporcionado informacién
valiosa sobre como los déficits hipocampales afectan la capacidad de los animales
para aprender y recordar ubicaciones espaciales (Vorhees & Williams, 2014).

2.4 PLASTICIDAD NEURONAL

Una de las caracteristicas mas fascinantes del cerebro de los mamiferos es su
plasticidad. Etimolégicamente, plasticidad deriva del griego “plassein” que significa
‘moldear” (von Bernhardi et al., 2017). Asi, la plasticidad neuronal, o
neuroplasticidad, se refiere a la capacidad del sistema nervioso para modificarse y
adaptarse a estimulos tanto internos como externos, reorganizando su estructura,
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conexiones y funciones (Cramer et al.,, 2011). Estos cambios pueden ocurrir en
diversos niveles de organizacion del sistema nervioso, lo que nos permite hablar de
diferentes tipos de plasticidad, como la tisular, neuronal, glial y sinaptica, entre otras
(von Bernhardi et al., 2017). La capacidad del cerebro para modificar la actividad
neuronal en respuesta a las experiencias influye en los pensamientos, sentimientos
y comportamientos (Citri & Malenka, 2008).

En términos generales, el cerebro puede exhibir plasticidad como respuesta a
demandas fisiolégicas, variaciones en la actividad neuronal o dafio en el tejido
nervioso. Ademas, la plasticidad desempena un papel clave en la formaciéon de
redes neuronales durante el desarrollo, asi como en la adquisicion de nuevos
comportamientos motores y el aprendizaje a lo largo de la vida (Caroni et al., 2014).
Este fendbmeno abarca una amplia variedad de procesos biolégicos, como la
neurogénesis, la migracion celular, los cambios en la excitabilidad neuronal y la
neurotransmision, asi como la creacién de nuevas conexiones y la modificacion de
las ya existentes. La remodelacion y el refinamiento de estas conexiones incluyen
la formacién y eliminacion de sinapsis, la expansion y contraccion de la arborizacion
dendritica, y el crecimiento y la poda axonal (von Bernhardi et al., 2017).

La plasticidad estructural y funcional en las redes neuronales describe cémo las
conexiones entre las neuronas se modifican en respuesta a la actividad cerebral. La
plasticidad funcional se refiere a los cambios en la eficiencia de las sinapsis
existentes, es decir, como las neuronas pueden volverse mas o menos efectivas al
transmitir sefales. Este tipo de plasticidad puede ocurrir sin que haya
modificaciones en el numero, la ubicacién, la densidad o el area de las sinapsis. Los
ajustes en la transmision neuronal pueden surgir de alteraciones en las moléculas
presinapticas, postsinapticas o en el entorno extracelular. Por otro lado, la
plasticidad estructural implica cambios mas significativos en la conectividad
neuronal, como la formacion, eliminacién o expansion de sinapsis (Fauth & Tetzlaff,
2016).

La plasticidad sinaptica, un aspecto clave dentro de la neuroplasticidad, implica el
cambio en la fuerza o eficacia de la transmision en las sinapsis preexistentes, y se
ha propuesto durante mas de un siglo que juega un papel fundamental en la
formacion de recuerdos duraderos a partir de experiencias temporales (Citri &
Malenka, 2008). La plasticidad sinaptica se clasifica segun la escala temporal de los
cambios que se producen (De Pitta et al., 2016). En primer lugar, esta la plasticidad
de corto plazo, que involucra modificaciones que ocurren en milisegundos a
minutos, como la depresioén o facilitacién de la liberacién de neurotransmisores, lo
que permite a las sinapsis realizar funciones criticas en los circuitos neuronales
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(Abbott & Regehr, 2004). Luego, se encuentra la plasticidad a largo plazo, que
abarca cambios que pueden durar desde horas hasta meses (Abraham, 2003), e
incluye procesos como la potenciacién a largo plazo (LTP) y la depresién a largo
plazo (LTD), los cuales se asocian con el aprendizaje y la memoria (Martin et al.,
2000).

La plasticidad homeostatica es un proceso bien establecido que afecta tanto a las
sinapsis como a las neuronas. Su funcion principal es permitir que los circuitos
neuronales mantengan niveles adecuados de excitabilidad y conectividad, incluso
frente a los cambios inducidos por la plasticidad dependiente de la experiencia (De
Pitta et al., 2016; Turrigiano, 2011).

Durante el envejecimiento del cerebro humano, algunas regiones del ADN nuclear
son especialmente susceptibles al dafio oxidativo, lo que afecta principalmente a los
promotores de genes involucrados en la plasticidad sinaptica (Lu et al., 2004). En
las neuronas del hipocampo, varios procesos dependientes del Ca?*, esenciales
para el aprendizaje y la memoria, sufren alteraciones relacionadas con la edad, lo
que deteriora su neuroplasticidad. Entre estos cambios se incluyen una disminucion
en la potenciacion a largo plazo (LTP) y un incremento en la depresion a largo plazo
(LTD). Estos efectos contribuyen al deterioro general de la capacidad de adaptacion
y reorganizacion de las redes neuronales a medida que envejecemos (Thibault et
al., 2001).

2.4.1 ESPINAS DENDRITICAS

Las espinas dendriticas son pequefias protrusiones que surgen de las dendritas
neuronales, donde participan en procesos como la potenciacion a largo plazo, la
regulacion de la dinamica del calcio y la amplificacion de senales sinapticas.
Estructuralmente, constan de una cabeza esférica (<1uym de diametro) que
tipicamente alberga una sinapsis excitadora, conectada a la dendrita por un cuello
delgado (<1um de espesor y alrededor de 1um de largo) (Yuste, 2013). Una de las
caracteristicas mas llamativas de las espinas dendriticas es su diversidad
morfologica (Fig. 7), que ha llevado a clasificarlas de acuerdo a su forma. La
nomenclatura mas comunmente utilizada, introducida por Peters y Kaiserman-
Abramof en 1970, las divide en tres categorias: cortas, delgadas y tipo hongo
(Peters & Kaiserman-Abramof, 1970); asi mismo, pueden encontrarse ramificadas.
Las espinas cortas carecen de una distincion clara entre cabeza y cuello. Las
espinas delgadas presentan un cuello estrecho alargado y una cabeza pequefia y
redondeada. Las de tipo hongo se caracterizan por una cabeza voluminosa y un
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cuello corto y estrecho. Por su parte, las espinas ramificadas poseen bifurcaciones
cerca de la base del cuello, dando lugar a dos 0 mas cabezas (Arellano et al., 2007;
Nimchinsky et al., 2002).

Fig. 7. Variabilidad morfolégica de las espinas dendriticas (Tomado de Arellano et al., 2007).
En la figura se muestran reconstrucciones tridimensionales de espinas dendriticas clasificadas como
cortas (1), delgadas (2), con forma de hongo (9—-11) y ramificadas (15), asi como algunas morfologias
atipicas que también pueden adoptar estas estructuras (3-8, 12-14).

Se ha propuesto que las espinas dendriticas delgadas y de tipo hongo estan
asociadas con procesos de aprendizaje y memoria (Aguilar-Hernandez et al., 2020;
Bourne & Harris, 2007; Mahmmoud et al., 2015; Yuste & Bonhoeffer, 2001),
mientras que las espinas cortas son el tipo predominante en las primeras etapas de
desarrollo posnatal, donde podrian participar como formas inmaduras transitorias
en procesos de plasticidad (Freire et al., 2011; Pchitskaya & Bezprozvanny, 2020).
Por su parte, las espinas bifurcadas podrian representar una adaptacién estructural
que favorece una mayor eficiencia en la comunicacion sinaptica, ya que cada
cabeza tiene el potencial de establecer puntos de contacto sinaptico independientes
(Yuste & Bonhoeffer, 2001).

Cabe sefalar que estas estructuras son altamente dinamicas; aparecen y
desaparecen, acompafados por la formacion y eliminacion de sinapsis,
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respectivamente; por lo que participan activamente en fendmenos relacionados con
la plasticidad sinaptica (Holtmaat & Svoboda, 2009). Los cambios en la forma y el
tamano de las espinas dendriticas se correlacionan con la fuerza de las conexiones
sinapticas excitatorias y dependen, en gran medida, de la remodelacién de su
citoesqueleto de actina, principal responsable de mantener su forma y estructura
(Hotulainen & Hoogenraad, 2010). Mediante técnicas como la microscopia
electronica, se ha demostrado que las espinas dendriticas contienen abundantes
filamentos de actina, asi como proteinas asociadas como miosina, debrina y
espinofilina (neurabina Il), que no solo contribuyen a su morfologia, sino también a
funciones fisiologicas como el anclaje de proteinas de membrana y el transporte
intracelular de proteinas y vesiculas (Edler et al., 2018; Ishikawa et al., 2007; Mizui
et al., 2014; Terry-Lorenzo et al., 2005). El citoesqueleto de las espinas dendriticas
también incluye otros componentes, como proteinas asociadas a microtubulos
(MAP2) y moléculas de adhesion celular, entre ellas cadherinas e integrinas, que
participan en la estabilidad estructural y la sefializacién sinaptica (DeGiosio et al.,
2022; Koleske, 2013).

Tanto la morfologia como el numero de espinas dendriticas pueden modificarse en
respuesta a multiples factores, incluyendo la exposicion a ambientes enriquecidos,
los niveles hormonales, la administracion de ciertos farmacos, asi como procesos
de aprendizaje y memoria (Leuner & Shors, 2004). Algunos estudios, por ejemplo,
han demostrado que el aprendizaje induce un incremento en la densidad de espinas
dendriticas en el hipocampo, lo cual se ha observado en tareas conductuales como
el laberinto acuatico de Morris (Gomez-Padilla et al., 2020). Asimismo, la edad
constituye un factor determinante en la densidad de espinas dendriticas (Dickstein
et al., 2013).

Durante el desarrollo y la etapa neonatal, el numero de espinas dendriticas es
elevado, favoreciendo la formacién de nuevas conexiones sinapticas y alcanzando
su maxima densidad alrededor de los 2 a 8 anos. Durante la adolescencia, esta
densidad disminuye de forma progresiva hasta alcanzar un nivel estable en la edad
adulta (Khanal & Hotulainen, 2021). Sin embargo, durante el envejecimiento, se ha
documentado una reduccion adicional, particularmente en estructuras como el
hipocampo y la corteza prefrontal, lo cual se ha relacionado con el deterioro
cognitivo asociado a la edad (Dickstein et al., 2013; Kabaso et al., 2009; Morrison &
Baxter, 2012). A pesar de ello, se ha demostrado que ciertos factores, como la
estimulacién cognitiva, el ejercicio fisico y algunas intervenciones farmacoldgicas,
pueden atenuar esta pérdida estructural, contribuyendo a preservar la plasticidad
sinaptica (Ettcheto et al., 2021; Jung & Herms, 2014; Li et al., 2022).
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2.4.2 ESPINOFILINA

La espinofilina o neurabina Il es una de las proteinas de unién a la actina (ABP)
enriquecida en las espinas dendriticas, donde se une a la proteina fosfatasa 1 (PP1)
(Edler et al., 2018), una fosfatasa que regula la fosforilacion y el trafico de receptores
de glutamato de tipo AMPA (AMPAR) en la membrana plasmatica (Lin & Webb,
2009). El gen de la espinofilina llamado PPP1R9B en el banco de datos (ID: 84687)
se localiza en el cromosoma 17, 17921.33, y consta de 10 exones. Codifica para
una proteina que consta de un dominio de unidn a F-actina, un sitio de unién a PP1c,
un dominio PDZ a través del cual interactia con diferentes proteinas
transmembrana y un dominio en espiral en el extremo C-terminal (Fig. 8). Esta
estructura sugiere que la espinofilina funciona como una proteina de andamiaje que
regula las funciones de la membrana y el citoesqueleto. En el sistema nervioso,
participa en la morfologia y la regulacion de la densidad de las espinas dendriticas,
la plasticidad sinaptica y la migracion neuronal (Sarrouilhe et al., 2006). Esta
estrechamente asociada con las densidades postsinapticas de las sinapsis
excitatorias (Muly et al., 2004), donde PP1 regula receptores de glutamato
metabotrépicos, AMPA y NMDA (Ouimet et al., 2004). Ademas, se ha demostrado
que estabiliza la expresion de receptores adrenérgicos en la superficie celular
(Brady et al., 2003) y que interactua con receptores dopaminérgicos D2 para permitir
la uniébn de estos a moléculas de sehRalizacion y al citoesqueleto de actina
(Sarrouilhe et al., 2006; F. D. Smith et al., 1999).

Fig. 8. Representacion esquematica de los dominios que integran la estructura de la
espinofilina (Tomado de Sarrouilhe et al., 2006). La estructura de la espinofilina incluye regiones
para union a F-actina, receptores, la fosfatasa PP1, un dominio PDZ y un dominio en espiral,
esenciales para su papel en la organizacién del citoesqueleto y la sefalizacion sinaptica.

La espinofilina esta presente en la mayoria de las espinas dendriticas, pero su
concentracion varia entre regiones cerebrales. Se encuentra enriquecida en la gran
mayoria de las espinas dendriticas de la corteza cerebral, el caudatoputamen, la
formacion hipocampal y el cerebelo (Ouimet et al., 2004). En ratones knock out de
espinofilina se ha demostrado que el tamafio general del cerebro se reduce,
afectando particularmente al hipocampo, donde se reduce significativamente el
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espesor de varias capas hipocampales como la capa molecular del GD, el estrato
radiatum y el estrato lacunosum molecular. Asimismo, los estudios
electrofisiolégicos demostraron una disminucion de LTD en el hipocampo de estos
ratones, de modo que la espinofilina parece ser crucial para ciertas formas de
plasticidad sinaptica (Feng et al., 2000).

La expresion de espinofilina es baja durante el desarrollo en ratones, pero aumenta
fuertemente después del nacimiento y persiste en el cerebro adulto (M. Tsukada et
al.,, 2003). En un modelo de parkinsonismo en rata inducido por la lesién de la
sustancia negra con 6-hidroxidopamina (6-OHDA), los niveles de espinofilina
disminuyeron durante el envejecimiento normal, fenédmeno que se ha asociado con
la progresion de la enfermedad de Parkinson (Brown et al., 2005). Asimismo,
estudios en ratas Wistar envejecidas que tuvieron bajo rendimiento en el laberinto
acuatico de Morris han demostrado menores niveles de espinofilina en conjunto con
otras proteinas implicadas en la plasticidad sinaptica como la proteina 3 relacionada
con la actina (ARP3), identificandolas como posibles correlatos moleculares del
deterioro de la memoria asociado con la edad (Ottis et al., 2013).

2.4.3 MAP2

MAP2 es una proteina asociada a microtubulos (MAP) que se expresa
principalmente en las dendritas de las neuronas de los mamiferos (Harada et al.,
2002), aunque también se ha detectado en células no neuronales como los
oligodendrocitos y astrocitos (Papasozomenos Ch. & Binder, 1986; Vouyiouklis &
Brophy, 1995). Esta proteina se caracteriza por su capacidad de estabilizar y
aumentar la rigidez de los microtubulos. Ademas, se ha demostrado que puede
unirse a F-actina, por lo que se cree es esencial para procesos neuromorfogénicos,
como la iniciacion de neuritas, durante la cual las redes de microtubulos y la F-actina
se reorganizan de forma coordinada (Dehmelt & Halpain, 2005). De hecho, la
sobreexpresion heteréloga de MAP2, especialmente MAP2c, en varios tipos de
células resulta consistentemente en la formacion de protuberancias similares a
neuritas (DeGiosio et al., 2023).

La proteina MAP2 (Fig.9) tiene repeticiones de unidon a microtubulos cerca del
extremo carboxilo terminal, cada una con un motivo KXGS conservado que puede
ser fosforilado. Ademas, contiene un dominio de proyeccion amino-terminal de
tamano variable. Al igual que otras proteinas de su clase, carece de una estructura
tridimensional fija en estado basal y se ha propuesto que adquiere conformaciones
especificas al interactuar con sus dianas (microtubulos, la F-actina y posiblemente
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otras moléculas). No obstante, se ha identificado un dominio amino-terminal
(residuos 86—103) que parece adoptar una estructura secundaria conservada, el
cual interactua funcionalmente con la subunidad reguladora de la proteina quinasa
A (PKA). Tiene varias isoformas, con variaciéon en la longitud del dominio de
proyeccion y el numero de repeticiones de union a microtubulos. Las formas
principales de MAP2 son MAP2c, que es relativamente corta, y MAP2a y MAP2D,
que tienen dominios de proyeccién mas largos (Dehmelt & Halpain, 2005).

Fig. 9. Representacion esquematica de los dominios que integran la estructura de las
isoformas de MAP2 (Tomado de Dehmelt y Halpain, 2005). Se presentan formas de empalme
alternativo con un numero variable de repeticiones de unién a microtubulos carboxiterminales y
dominios de proyeccién aminoterminales de longitud variable. PKA (RIl) indica un dominio que
interactua con la subunidad RII de la proteina quinasa A.

Es codificada por un solo gen presente en el cromosoma 2 que contiene 20 exones,
los cuales generan estas isoformas mediante un proceso de empalme alternativo
del pre-ARNm (Sanchez et al., 2000). Las isoformas se agrupan segun su peso
molecular en dos grandes clases: las de alto peso molecular (MAP2a y MAP2b) y
las de bajo peso molecular (MAP2c y MAP2d). La expresién de estas variantes esta
regulada de manera dependiente del desarrollo. MAP2a se encuentra
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principalmente en el cerebro adulto, mientras que MAP2b se expresa durante todo
el desarrollo del sistema nervioso. Por su parte, MAP2c predomina en etapas
tempranas del desarrollo, aunque también se mantiene en estructuras del sistema
nervioso adulto como la retina y el bulbo olfatorio, donde la neurogénesis persiste
(Laurine et al., 2003). Las MAP2 de alto peso molecular estan presentes
principalmente en los cuerpos celulares de las neuronas y en las dendritas, aunque
también se han encontrado presentes en las espinas dendriticas y en las
densidades postsinapticas, por su parte las MAP2 de bajo peso molecular estan
ampliamente distribuidas en todos los compartimentos neuronales (Sanchez et al.,
2000).

Se ha demostrado que el silenciamiento especifico de MAP2 de alto peso molecular
in vivo elimina la induccion de LTP en la via colateral de Schaffer de las neuronas
piramidales CA1 y bloquea el agrandamiento de las espinas dendriticas in vitro. Asi
mismo, en neuronas hipocampales maduras se ha observado que el MAP2 en los
ejes dendriticos se transloca a las espinas dendriticas y las agranda cuando se
induce LTP. Estos hallazgos demuestran que MAP2 participa en la plasticidad
sinaptica dependiente de la actividad en las redes hipocampales maduras (Kim et
al., 2020). Por otro lado, se ha encontrado que MAP2 disminuye en un 93% en el
hipocampo con el envejecimiento, lo cual podria estar asociado con el deterioro de
las funciones de memoria relacionados con la edad. Asimismo, se ha sugerido que
puede considerarse un marcador del deterioro de la estabilidad y plasticidad
dendriticas relacionado con la edad (Di Stefano et al., 2001).

2.5 HORMONA LIBERADORA DE GONADOTROPINA HIPOTALAMICA
(GnRH)

La GnRH, producida por neuronas hipotalamicas, es un decapéptido que
desempena un papel fundamental en la regulacion de la funcién reproductiva. Su
accion se ejerce a través del eje hipotalamico-hipofisario-gonadal (HPG), al
controlar la sintesis y liberaciéon de gonadotropinas por la hipdfisis anterior, que a su
vez estimulan la produccién de esteroides sexuales a partir de las génadas (Maggi,
2016) (Fig.10). Las gonadotropinas pertenecen a la familia de las hormonas
glicoproteicas y estimulan la espermatogénesis, la foliculogénesis y la ovulacién
(Naor, 2009)

Se han identificado mas de 20 isoformas de GnRH en algunas especies de
vertebrados, de las cuales GnRH | y Il estan presentes en humanos (Millar, 2005).
La GnRH | (pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2) fue la primera
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isoforma de GnRH descubierta en el cerebro de los mamiferos. En seres humanos,
el gen GnRH | consta de cuatro exones y tres intrones, y reside en el brazo corto
del cromosoma 8. GnRH | regula el eje hipotalamo-hipofisario y la secrecion de
gonadotropinas. La GnRH Il (pGlu-His-Trp-Ser-His-Gly-Trp-Tyr-Pro-Gly-NH2),
originalmente aislada del pollo, se encuentra altamente conservada en un amplio
rango de especies vertebradas, desde peces con mandibulas hasta humanos y
tiene una amplia distribucién en el cerebro, en particular en el rombencéfalo y la
médula espinal (Naor, 2009). En la mayoria de las especies de vertebrados estan
presentes al menos dos, y normalmente tres, formas de GnRH (Millar et al., 2004).

Fig. 10. Eje hipotadlamo-pituitario-gonadal (Tomado de Herbison, 2016). Las neuronas que
producen GnRH extienden largas dendritas hasta la eminencia media del hipotalamo, donde liberan
GnRH en pequefos pulsos hacia la hipdéfisis anterior. Alli, esta hormona regula la secrecion pulsatil
de LH y FSH, esenciales para la funcion gonadal. Estas neuronas reciben multiples sefnales
sinapticas en su trayecto, y la actividad del sistema estd modulada por retroalimentacién de las
hormonas sexuales.

44



La liberaciéon de GnRH esta regulada bajo la accién de diferentes neurotransmisores
y neuropéptidos, y su secrecion pulsatil impulsa los principales eventos de la vida
reproductiva femenina, como el inicio de la pubertad y la regulacion de los ciclos
ovaricos normales. En los varones, la GnRH también desempefia un papel esencial
al estimular la secrecion de hormona luteinizante (LH) y hormona foliculoestimulante
(FSH) desde la hipdfisis anterior, lo que regula la espermatogénesis y la produccion
de testosterona por las células de Leydig en los testiculos (Herbison, 2016)Asi pues,
la GnRH se libera en pulsos sincronizados desde las terminaciones nerviosas hacia
el sistema portal hipofisiario cada 30 a 120 minutos para estimular la biosintesis y
secrecion de LH y FSH por parte de los gonadotropos hipofisiarios, donde se une a
su receptor transmembranal (Maggi et al., 2016). Se ha propuesto que la frecuencia
de los pulsos de GnRH determina diferencialmente la sintesis de LH y FSH. Las
frecuencias altas de pulsos favorecen la expresion de la subunidad comun a vy, en
menor medida, de la subunidad B de LH, mientras que frecuencias bajas aumentan
selectivamente los niveles de ARNm de FSH. Este patron ritmico permite ajustar
la secrecion hormonal a las distintas fases del ciclo reproductivo (Naor, 2009) . La
interrupcion o alteracion en este patron pulsatil tiene consecuencias importantes
sobre la funcion reproductiva. Por ejemplo, una secrecion continua o excesivamente
lenta de GnRH puede suprimir la liberacion de gonadotropinas, provocando
disfunciones como la amenorrea hipotalamica funcional, anovulacion o infertilidad
(Herbison, 2016).

El receptor GnRHR se ubica en la pituitaria anterior y pertenece a la familia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR), caracterizados por tener siete
dominios transmembranales (Millar & Newton, 2010). Dado que la GnRH es una
hormona peptidica, sus receptores se encuentran en la membrana plasmatica de
las células blanco. Al unirse a GnRH, el receptor sufre un cambio conformacional
que activa vias intracelulares, modulando la expresién génica mediante cascadas
de fosforilacion (Bliss et al., 2010). Al activarse, el GnRHR se acopla principalmente
a la proteina Gq, que promueve la hidrdlisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2),
generando inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 estimula la liberacién
de calcio desde el reticulo endoplasmico, mientras que el DAG activa la proteina
quinasa C (PKC), la cual participa en la activacion de la via de las MAP quinasas,
incluyendo ERK, a través de RAF-1y MEK. La ERK fosforilada estimula factores de
transcripcion mediante la activacion de la fosfolipasa A2 (PLA2), lo que promueve
la transcripcion de genes de subunidades de gonadotropinas y la posterior sintesis
y liberacion de LH y FSH (Karges et al., 2003) (Fig. 11). Estas gonadotropinas
regulan posteriormente la produccion de esteroides sexuales y la gametogénesis en
las gbnadas (Naor, 2009).
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Fig. 11. Activacion del Receptor de GnRH (Tomado de Karges et al., 2003). Se ilustran
esquematicamente las siete hélices transmembranales del receptor de GnRH asi como la
transduccion de sefales que conducen a la expresidn génica y secrecion de LH y FSH.

El receptor de GnRH (GnRHR) no solo se encuentra en la hipdfisis anterior, sino
qgue también se expresa en los tejidos reproductores femeninos, donde desempefia
funciones autocrinas y paracrinas en condiciones tanto fisiolégicas como
patolégicas. En el endometrio normal, el sistema GnRH/GnRHR participa en
procesos clave para la implantacién embrionaria y la invasion del trofoblasto. En el
ovario, regula el desarrollo folicular y la funcion del cuerpo luteo. En el ambito clinico,
los analogos de GnRH se utilizan principalmente para suprimir la secrecion ovarica
de estrogenos en enfermedades ginecoldgicas como la endometriosis. No obstante,
se ha evidenciado que los receptores de GnRH expresados localmente poseen
efectos antiproliferativos relevantes (Limonta et al., 2012). Ademas, este receptor
se ha identificado en neuronas de la corteza cerebral, la médula espinal, la vejiga y
otros tejidos extra-hipofisarios (Bahk et al., 2008; Quintanar et al., 2007, 2009),
incluido el hipocampo (Leblanc, Crumeyrolle, Latouche, Jordan, Fillion, L’Heritier,
Kordon, Dussaillant, Rosténe, et al., 1988), donde la GnRH puede actuar para
controlar multiples funciones superiores, como el aprendizaje, la memoria y la
conducta alimentaria (Wang et al., 2010).
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2.5.1 EFECTOS DE LA GnRH EN MEMORIA'Y APRENDIZAJE

Diferentes estudios han demostrado que la GnRH posee propiedades neurotroficas
no relacionadas al proceso reproductivo, como incrementos en el desarrollo y
namero de neuritas, e incrementos en la expresion de neurofilamentos de neuronas
en cultivo (Quintanar & Salinas, 2008). Asi mismo, recientemente se ha demostrado
que la terapia pulsatil con GhnRH mejora la cognicién y la conectividad cerebral en
pacientes adultos con sindrome de Down (Manfredi-Lozano et al., 2022).

Algunos estudios han reportado que la expresion génica hipotalamica de GnRH
disminuye en modelos de envejecimiento en roedores, lo cual se ha asociado a la
disminucion en la secrecion de gonadotropina y el declive de la funcion reproductiva
(Gruenewald et al., 2000). Cabe destacar que, a pesar de esta disminucion, estudios
han demostrado que la administracion cronica de GnRH puede mejorar el
rendimiento cognitivo en ratas envejecidas gonadectomizadas. Esta mejora se ha
evidenciado mediante pruebas conductuales como la prueba de reconocimiento de
objetos, el laberinto en T elevado y la prueba de evitacién activa (Gonzalez-Torres
et al., 2019).

Se ha reportado una alta concentracién de receptores de GnRH en el hipocampo
(Leblanc, Crumeyrolle, Latouche, Jordan, Fillion, L'Heritier, Kordon, Dussaillant,
Rosténe, et al., 1988). Entre las funciones atribuidas a la GnRH en esta region
cerebral se encuentran los efectos dependientes de la dosis sobre la densidad de
espinas dendriticas. A concentraciones bajas, la GnRH incrementa tanto la
densidad de espinas como la inmunorreactividad de espinofilina, mientras que a
concentraciones mas elevadas ambos parametros se reducen (Prange-Kiel et al.,
2008). Ademas, se ha reportado que la activacion de los receptores de GnRH puede
inducir una potenciacion duradera de la transmision sinaptica, mediada por
receptores ionotrépicos de glutamato en las neuronas piramidales de la region CA1
del hipocampo en cortes de cerebro de rata y que la GnRH incrementa la
excitabilidad neuronal intrinseca en las neuronas piramidales tanto de las regiones
CA1 como CAS3 del hipocampo (Wang et al., 2010).

Dado que el hipocampo es una estructura ampliamente reconocida por su papel
fundamental en la memoria y el aprendizaje, consideramos que estos hallazgos
podrian ser especialmente relevantes en estudios sobre el envejecimiento, etapa en
la que dichas funciones se ven comprometidas. Por ello, resulta necesario
profundizar en la exploracion de los efectos de la GnRH y sus analogos en esta
region cerebral.
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2.6 ANALOGOS DE LA GnRH

Existen analogos sintéticos tanto agonistas como antagonistas de la GnRH, los
cuales presentan una mayor potencia y duracion de accidén en comparacién con la
hormona enddégena (Conn & Crowley, 1994). La principal modificacién que tienen
dichos analogos en su estructura quimica es una sustitucion del aminoacido glicina
en la secuencia original de la GnRH y la adicién de etilamida en la posicion terminal
(Tabla 2).

Tabla 2. Analogos de la GnRH (De acuerdo a Conn y Crowley, 1994)

| Nombre Secuencia de Aminoacidos

GnRH pyroGlu — His — Trp — Ser — Tyr — Gly — Leu — Arg — Pro — Gly - NH2

Decapeptil d-Trp
Leuprolida d-Leu -EtNH2
Buserelina d-Ser (tBu) -EtNH2
Nafarelina d-Nal (2) -EtNH2
Deslorelina d-Trp -EtNH2
Histrelina d-His (ImBzl) -EtNH2
Goserelina d-Ser (Bu) -NH2

Con respecto a los efectos de la GnRH y sus analogos sobre el sistema nervioso
SNC, se ha acumulado evidencia de su papel en la modulacion de alteraciones en
la actividad neurofisiolégica. Por ejemplo, estudios epidemiolégicos han mostrado
una menor incidencia de EA en pacientes con cancer de prostata tratados con
agonistas de GnRH, lo que sugiere un efecto neuroprotector potencial de esta
terapia (Meethal et al., 2005). Asi, la exploracion de las acciones extra-reproductivas
de los agonistas de la GnRH podria abrir nuevas vias terapéuticas para trastornos
complejos que comprometen multiples funciones del sistema nervioso central y
periférico.

2.6.1 ACETATO DE LEUPROLIDA

El acetato de leuprolida (AL) es un agonista sintético de GnRH que es menos
susceptible a la protedlisis y tiene una mayor afinidad de union a los receptores de
GnRH que la hormona natural, lo que aumenta su actividad biolégica. La GnRH
endogena es un decapéptido con terminales amino y carboxilo bloqueadas que
surgen de la ecision de un polipéptido precursor de 92 aminoacidos, mientras que
el AL consiste en una modificacién estructural de la molécula, que contiene un
reemplazo de la glicina en la posicién 6 por un residuo D-leucina hidréfobo y un
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reemplazo de N-etilamida que sustituye a la glicinamida en la posicion 10 (Fig.12).
Dicho reemplazo, hace que la molécula analoga de GnRH sea resistente a la ecision
enzimatica y aumenta en gran medida su unién a proteinas (46%), asi como su vida
media circulante: mientras que la GnRH posee una vida media corta de menos de
15 minutos, el AL tiene una vida media de 3.5 hrs. Asi mismo, se ha establecido que
el AL es de 80-100 veces mas potente que la GnRH natural (Periti et al., 2002).

Fig. 12. Estructura quimica del acetato de leuprolida (Tomado de Periti et al., 2002).
Representacion estructural de un analogo sintético de la GnRH, que muestra las modificaciones
clave en su secuencia peptidica —incluyendo el reemplazo de glicina por D-leucina en la posicién 6
y la adicién de un grupo N-etilamida en el extremo C-terminal— las cuales aumentan su estabilidad,
vida media y afinidad por el receptor GnRHR.

El AL se usa para diversas aplicaciones clinicas, incluidos los trastornos del sistema
reproductivo como el cancer de préstata, la endometriosis, fiboromas uterinos,
pubertad precoz central y técnicas de fertilizacion in vitro, al suprimir la secrecion
gonadotropica de LH y FSH que posteriormente suprime la produccién de esteroides
sexuales gonadales. Sin embargo, la presencia del receptor GnRHR en una multitud
de tejidos no reproductivos, incluido el descubrimiento de la expresion de GnRHR
en el hipocampo y la corteza del cerebro humano, indica que los analogos de la
GnRH como el AL pueden actuar directamente a través de estos receptores para
modular la funcién del cerebro (Wilson et al., 2007). Por ejemplo, se ha demostrado
que el tratamiento con AL disminuye la gravedad de los signos clinicos relacionados
con la locomocidn de ratas con encefalomielitis autoinmune experimental y también
induce un aumento significativo de peso corporal junto con aumentos en la
expresion de proteinas basicas de neurofilamentos y mielina, asi como el diametro
axonal en la médula espinal (Guzman-Soto et al., 2012). Ademas, otros trabajos
han demostrado su papel potencial en la regeneracién neuronal, siendo eficaz en la
recuperacion estructural y funcional de lesiones de la médula espinal (Diaz Galindo
et al., 2015), mejorando la marcha, la velocidad de conduccién nerviosa, la
morfometria axdnica y la expresion de MAP2 en ratas con transecciéon completa del
nervio ciatico (Hernandez-Jasso et al., 2020) y mejorando la actividad eléctrica asi
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como recuperando fibras del nervio 6ptico en un modelo de glaucoma (Esparza-
Leal et al.,, 2022). Asimismo, se ha discutido su papel potencial como terapia
adyuvante para la EA con inhibidores de la acetilcolina, ya que ha demostrado tener
un efecto estabilizador sobre el funcionamiento cognitivo y global en mujeres con
EA leve a moderada (LaPlante et al., 2006). Con base en estos estudios, creemos
que el AL podria tener efectos similares de neuroregeneracion en el hipocampo, lo
que conduciria a una mejora en los procesos de memoria y aprendizaje
dependientes del hipocampo, como la memoria espacial que se ven comprometidos
durante el envejecimiento de los mamiferos.
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3. JUSTIFICACION

El envejecimiento se caracteriza por un deterioro progresivo de las funciones
cognitivas, que puede deberse tanto a déficits de memoria asociados con trastornos
neurodegenerativos como a alteraciones cognitivas propias del envejecimiento
normal. Estudios recientes han demostrado que la administracién cronica de GnRH
mejora el aprendizaje en ratas envejecidas gonadectomizadas. No obstante, se
desconoce si el tratamiento con su analogo sintético, el acetato de leuprolida, ejerce
efectos sobre el hipocampo y las funciones de memoria espacial dependientes de
esta estructura. Por ello, el objetivo de este proyecto es explorar los efectos del
acetato de leuprolida sobre la memoria espacial en ratas envejecidas, con la
finalidad de identificar posibles alternativas terapéuticas que fortalezcan los
mecanismos neuronales comprometidos durante la vejez. Aunque la disminucién de
la memoria espacial es un cambio cognitivo asociado con el envejecimiento que
afecta a ambos sexos, gran parte de la investigacién previa se ha realizado
predominantemente en hembras. En este contexto, el presente estudio busca
aportar nuevos datos obtenidos en ratas macho, con el propdsito de enriquecer el
conocimiento en este campo y de generar evidencia que pueda ser considerada en
el desarrollo de estrategias terapéuticas futuras.

4. HIPOTESIS

El tratamiento con acetato de leuprolida en ratas Wistar macho envejecidas
mejorara el rendimiento de los animales en pruebas de memoria espacial. Ademas,
atenuara las alteraciones en la plasticidad sinaptica del hipocampo asociadas al
envejecimiento.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Investigar los efectos del acetato de leuprolida en la memoria espacial de ratas
envejecidas y en la plasticidad del hipocampo.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar si existen diferencias en la locomocién de los animales que integran
los grupos experimentales

2. Investigar los efectos del tratamiento con acetato de leuprolida en la memoria
espacial de ratas envejecidas

a. Alargo plazo con el laberinto acuatico de Morris
b. A corto plazo con la prueba del laberinto en Y

3. Investigar los efectos del acetato de leuprolida en la plasticidad del
hipocampo

a. Midiendo los niveles de expresion de espinofilina, MAP2 y NF-200
b. Evaluando cambios en la densidad neuronal:

i. Enla capa de células piramidales del hipocampo
ii. Enla capa de células granulares del giro dentado
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6. METODOS

6.1 ANIMALES EXPERIMENTALES

En un primer protocolo se utilizaron 12 ratas Wistar macho de 24 meses de edad,
las cuales fueron divididas en dos grupos experimentales: tratadas con acetato de
leuprolida (envejecidas + AL, n=6) y tratadas con solucion salina (envejecidas + SS,
n=6).

Posteriormente, en otro protocolo se incluyd un grupo de ratas jovenes intactas,
para lo cual se utilizaron 12 ratas Wistar macho de 6 meses de edad, las cuales
fueron evaluadas junto con otras 38 ratas Wistar macho de 24 meses de edad
divididas en los grupos envejecidas + AL (n=23) y envejecidas + SS (n=15).

Los animales fueron alojados en grupos por jaula bajo un ciclo de luz / oscuridad de
12 horas en una habitacion con temperatura controlada (22 ° C) con alimentacion
Purina chow y agua de grifo ad libitum. Para ello, se emplearon jaulas domésticas
disefadas para contener hasta 10 ratas adultas, que cumplen con las
especificaciones para evitar el hacinamiento (Directrices para el alojamiento de
ratas en instituciones cientificas: http://www.animalethics.org.au).

Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo con las Pautas de Cuidado Animal
del NIH y fueron aprobados por el Comité de Etica para el Uso de Animales en la
Docencia e Investigacion de la UAA.

6.2 TRATAMIENTO

El grupo SS fue inyectado con 100 pL solucién salina (NaCl, 0.9%) y el grupo AL
fue inyectado con 100 pL de acetato de leuprolida (Sigma, St. Louis, MO, USA,
10ug/kg), un analogo sintético de la GnRH, por via intramuscular una vez al dia
cada 3 dias. En el primer protocolo experimental el tratamiento se realizé durante 5
semanas (Diaz et al., 2015, Altamira et al., 2019), mientras que en el segundo
protocolo el tratamiento se realizé por 9 semanas en total. Para el grupo de ratas
jévenes del segundo protocolo, ningun tratamiento fue establecido.
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6.3 PRUEBAS CONDUCTUALES

Protocolo 1: En el primer protocolo, las pruebas de comportamiento se realizaron
en la ultima semana de tratamiento (semana 5, dias 28-35), comenzando por la
prueba de campo abierto, seguida por el laberinto acuatico de Morris, para explorar
los efectos del tratamiento con AL en la memoria espacial de ratas envejecidas (Fig.
13). Un dia después de las pruebas conductuales se realizé el sacrificio de los
animales, donde fueron obtenidas muestras de hipocampo con las que se realizaron
pruebas moleculares.

Fig. 13. Esquema general de trabajo para el protocolo 1. Representacion esquematica de los dias
de tratamiento para el protocolo 1 que duré en total 5 semanas, asi como los dias de realizacion de
pruebas conductuales (semana 5: dias 28-35) y del sacrificio de los animales (dia 36) con el que se
obtuvieron muestras de hipocampo (1) para realizar pruebas moleculares preliminares.

Protocolo 2: En un segundo protocolo con un nuevo set de animales se
aumentaron las semanas de tratamiento a 9 en total y se modificaron los tiempos
de realizacion de las pruebas conductuales. La prueba de campo abierto se realizd
en la semana 7 de tratamiento previo a las pruebas de memoria espacial.
Posteriormente en las semanas 7, 8 y 9 de tratamiento se realizé el laberinto
acuatico de Morris, donde los animales fueron divididos en tres bloques con
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representantes de cada grupo experimental: jovenes (n=4), envejecidas + SS (n=5),
envejecidas + AL (n=8), evaluando un bloque por semana. Al finalizar estas
pruebas, en la semana 9 también se realiz6 la prueba de laberinto en Y para evaluar
la memoria especial a corto plazo en 2 de los animales de cada grupo experimental
evaluados en cada bloque del laberinto acuatico de Morris, completando una n=6
para cada grupo. Ademas, el dia del sacrificio fueron obtenidas muestras de cada
grupo experimental con las que se realizé la evaluacion molecular e histolégica en
el hipocampo (Fig.14).

Fig. 14. Esquema general de trabajo para el protocolo 2. Representacion esquematica de los dias
de tratamiento para el protocolo 2 que duré en total 9 semanas durante las que se realizaron en
diferentes momentos las pruebas conductuales (semana 7: campo abierto, semana 7-9: tres bloques
de laberinto acuatico de Morris, semana 9: laberinto en Y). En este protocolo se incluyé un grupo de
ratas jévenes intactas, adicional a los grupos de ratas envejecidas + AL y envejecidas + SS. El
sacrificio de los animales fue realizado el dia posterior a las pruebas conductuales, donde se
obtuvieron cerebros completos que posteriormente fueron incluidos en parafina para las pruebas
histolégicas (1), asi como muestras de hipocampo (2) que fueron preservadas en congelacién para
realizar pruebas moleculares.

6.3.1 PRUEBA DE LOCOMOCION: CAMPO ABIERTO

Con la finalidad de asegurar que los animales de los diferentes grupos
experimentales no presentaran problemas en su locomocién que representaran
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alguna desventaja para desempefiarse en las tareas de memoria espacial se realiz6
la prueba de campo abierto.

Para la evaluacion se utilizé6 una camara de prueba que fue monitoreada a través
de un sistema de deteccion computarizado con sensores de haces de luz infrarroja
(OmniTech Electronics, Inc) (Fig. 15). El aparato estuvo conformado por una arena
(40 cm x 40 cm) rodeada por paredes de 40 cm de altura hechas de plastico
transparente, integrado con un monitor de campo abierto que const6 de 16
conjuntos de haces de luz en los ejes horizontal Xy vertical Y. La cdmara de prueba
detectd los haces interrumpidos por el animal, lo que permitié al software determinar
la ubicacién del roedor dentro de la jaula.

Fig. 15. Camara utilizada para realizar la prueba de campo abierto. Se utilizé6 una camara de
prueba que fue monitoreada a través de un sistema de deteccién computarizado con sensores de
haces de luz infrarroja (OmniTech Electronics, Inc) para monitorear el desplazamiento del animal.

La evaluacion se realizé colocando cada rata en la zona central de la camara de
prueba y se le permitié explorar liboremente y adaptarse al aparato durante 15
minutos en condiciones de iluminacion ambiental estandar. Para analizar los datos,
se registro el numero de interrupciones del haz cada 5 minutos, lo cual permitié
evaluar la actividad locomotora espontanea de los animales.

Se utilizé el software Fusion (version 5.5; OmniTech Electronics, Inc; Ohio, EE. UU.)
para calcular la distancia total recorrida por los animales y el tiempo transcurrido en
actividad y en reposo.
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6.3.2 PRUEBA DE MEMORIA ESPACIAL: LABERINTO ACUATICO
DE MORRIS

Para evaluar la memoria espacial en los diferentes grupos experimentales se realizé
el laberinto acuatico de Morris. La prueba se realizé en una piscina circular color
azul de 170 cm de diametro (San Diego Instruments, CA, EUA), llena de agua
regulada a una temperatura de 25 °C. El agua del laberinto se vaciaba
periddicamente para su limpieza y desinfeccion.

El laberinto se disefid con dos ejes principales que lo dividian en cuatro cuadrantes
iguales. El extremo de cada linea marcaba cuatro puntos cardinales: norte (N), sur
(S), este (E) y oeste (O). Se coloco una plataforma de escape de 15 cm de diametro
en el centro de uno de los cuadrantes, sumergida 1.5 cm por debajo de la superficie
del agua. Ademas, sefiales visuoespaciales fueron colocadas alrededor del
laberinto respecto a cada uno de los cuadrantes (Fig. 16).

Fig. 16. Diseio del laberinto acuatico de Morris. Se utiliz6 una piscina de 170cm de diametro llena
de agua regulada a una temperatura de 25 °C. El laberinto se dividié en cuadrantes y al centro de
uno de ellos se coloco una plataforma de escape de 15 cm de diametro, sumergida 1.5 cm por debajo
de la superficie del agua. Alrededor fueron colocadas sefales visuoespaciales.
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La prueba consistié en dos fases: una primera fase de adquisicidon o entrenamiento
y la fase de prueba. Durante la fase de entrenamiento, cada rata realizé cuatro
ensayos diarios durante cuatro dias consecutivos, con intervalos de descanso de
10 min entre cada ensayo. Los animales fueron colocados en el laberinto desde
posiciones semialeatorias (Tabla 3), con el hocico orientado hacia las paredes de
la piscina, con el objetivo de localizar una plataforma oculta situada en el cuadrante
NE, cuya posicién se mantuvo constante a lo largo de toda la fase de entrenamiento.

Tabla 3. Posiciones de salida de las ratas en la fase de entrenamiento del
laberinto acuatico de Morris

| Dia Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Ensayo 4
1 NO NE SE SO
2 NE SO SE NO
3 SO SE NE NO
4 SE NO NE SO
N
w £ Ubicacion de la plataforma oculta: NE

S

Cada ensayo finalizé cuando la rata encontraba y se subia a la plataforma. Se
registré el tiempo que tardaba en hacerlo (latencia de escape), lo que permitid
construir la curva de aprendizaje para cada grupo experimental. Si la rata no
encontraba la plataforma en un maximo de 60 segundos, se le guiaba suavemente
hasta ella. Al final de cada ensayo, la rata permanecié en la plataforma durante 20
segundos, se seco y regreso a su jaula.

La fase de prueba se llevo a cabo al quinto dia (Fig. 17), donde se evalué la memoria
espacial de las ratas en el laberinto sin plataforma durante 60 segundos en los
cuales el comportamiento fue grabado en video. En todos los animales, la posicion
de salida el dia de prueba fue en el cuadrante SO.
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Fig. 17. Evaluaciéon de la memoria espacial con el laberinto acuatico de Morris. La prueba
consistio en una fase de entrenamiento que duré cuatro dias durante los que se realizaron 4 ensayos
diarios para encontrar la plataforma oculta, seguida de la fase de prueba al dia 5 donde se retird la
plataforma del laberinto y se registré la trayectoria de nado durante 60 segundos mediante un
sistema de seguimiento automatizado.

Se registraron la trayectoria de nado, la latencia para entrar en el cuadrante objetivo
(segundos), el tiempo de permanencia en el cuadrante objetivo (segundos), la
distancia recorrida en el cuadrante objetivo (cm), la distancia total de nado (cm) y la
velocidad total de nado (cm/s) mediante un sistema de seguimiento automatizado
(SMART version 3.0, Panlab; Harvard Apparatus).

Se considerd que el animal tuvo un mejor desempefio en esta tarea cuando el dia
de prueba presenté menores tiempos de latencia de entrada al cuadrante donde
estuvo ubicada la plataforma en los dias de entrenamiento (NE) y cuando nad6é mas
tiempo en este cuadrante.

6.3.3 PRUEBA DE MEMORIA ESPACIAL: LABERINTO ENY

La memoria espacial a corto plazo se evalué6 mediante la prueba de alternancia
espontanea del laberinto en Y (ljomone & Biose, 2019; Postu et al., 2019). Las
dimensiones de los brazos del laberinto fueron de 35 cm de largo, 10 cm de ancho
y 25 cm de alto, con un area central triangular equilatera. En cada brazo fueron
colocadas sefales visuoespaciales (Fig.18).
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Esta prueba se realizd6 unicamente en las ratas del segundo protocolo, donde la
alternancia espontanea se evalu6é en una sola sesion dentro de la semana 9 de
tratamiento, tras finalizar las evaluaciones del laberinto acuatico de Morris de todos
los animales.

Fig. 18. Vista del laberinto en Y. Se muestran una fotografia del laberinto en Y que fue utilizado
para la evaluacién de la memoria espacial a corto plazo, registrando el desplazamiento de los
animales durante la prueba. Las dimensiones de los brazos del laberinto fueron de 35 cm de largo,
10 cm de ancho y 25 cm de alto, con un area central triangular equilatera. En cada brazo fueron
colocadas sefales visuoespaciales (recuadro rojo).

Cada rata se colocé al final de un brazo del laberinto en Y simétrico con el hocico
apuntando hacia las paredes de cada extremo. Las ratas tuvieron 10 minutos para
explorar libremente el aparato, donde el comportamiento fue grabado en video. Los
videos adquiridos fueron analizados con el software SMART (version 3.0; Panlab,
Harvard Apparatus), para rastrear el desplazamiento de cada animal.

La conducta de alternancia espontanea exitosa se produjo cuando las ratas
ingresaron a los tres brazos del laberinto consecutivamente (formando tripletes)
como se muestra en la Fig. 19. La entrada a cada brazo se consider6 cuando la
cabeza y las extremidades de la rata entraron completamente al mismo.
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Fig. 19. Evaluacién de alternancia espontanea en el laberinto en Y. Se muestran trayectorias
representativas de una alternancia espontanea correcta e incorrecta.

El porcentaje de alternancia espontanea se calculé como (numero de alternancias /
entradas totales - 2) x 100, y se obtuvo utilizando el sistema de seguimiento de video
inteligente (SMART version 3.0, Panlab; Harvard Apparatus). Se considerd que los
animales se desempefiaban mejor en esta prueba cuando tenian mayores
porcentajes de alternancia, ya que eran capaces de recordar el brazo donde habrian
estado previamente.

6.4 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Al concluir todas las pruebas conductuales, las ratas fueron sacrificadas mediante
una sobredosis de isoflurano, seguida de decapitacion, con el fin de obtener
muestras de hipocampo destinadas a los analisis moleculares que permitieron
evaluar su plasticidad. Para cuantificar la expresidén de las proteinas espinofilina,
NF-200 y MAP2 en el hipocampo de los animales pertenecientes a los distintos
grupos experimentales, se llevd a cabo un analisis de proteinas mediante la técnica
de Western blot.

6.4.1 EXTRACCION DE PROTEINAS

Para el analisis semicuantitativo de proteinas, se disecé todo el hipocampo
siguiendo el protocolo descrito previamente por Chiu et al., 2007 (Anexo 1). Las
muestras fueron rapidamente congeladas y almacenadas a -80°C hasta su
procesamiento.
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Se utilizaron hipocampos de tres ratas distintas por cada grupo experimental
(jovenes, envejecidas + SS y envejecidas + AL), los cuales fueron homogeneizados
en un buffer de lisis frio (20 mM Tris/HCI, 1 mM EGTA, 10 mM MgCl,) suplementado
con Triton X-100 al 1% y un cdctel de inhibidores de proteasas (1 mM PMSF, 0.6 mM
aprotinina y 2 uM leupeptina). Posteriormente, el homogenizado se centrifugd a
14,000 rpm durante 30 minutos a 4°C. El pellet obtenido fue resuspendido en el
mismo buffer de lisis sin Triton X-100 y conservado a -80°C.

La concentracion proteica para cada muestra fue estimada a través de un kit de
ensayo de proteinas BCA Pierce (Thermo Scientific, EE. UU.) con el que se preparo
una curva estandar utilizando albumina sérica bovina (BSA) como referencia (Fig.
20). Se emplearon concentraciones conocidas de BSA (0, 1, 2.5, 5, 10, 25 y
50 ug/ml), las cuales fueron procesadas en paralelo con las muestras
experimentales. Al final, la absorbancia fue medida a 562 nm utilizando un
espectrofotometro. La curva estandar resultante se us6 para interpolar la
concentracion de proteinas en las muestras a partir de sus valores de absorbancia.
Todos los analisis se realizaron por triplicado para asegurar la reproducibilidad de
los datos.

2.5
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R?=0.9917
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Concentracion

Fig. 20. Ejemplo de curva BSA para cuantificacion de proteinas. Se muestra una curva BSA
utilizada para interpolar la concentracion de proteinas en las muestras a partir de sus valores de
absorbancia. Un valor de R2 = 0.99 fue considerado adecuado para garantizar la precisién y linealidad
de la curva.

62



6.4.2 ELECTROFORESIS Y TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

Alicuotas con una concentracién de 25 ug de proteinas para cada muestra fueron
separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(SDS-PAGE) al 10% en tampdén Tris-Glicina a 80 V durante toda la noche.
Posteriormente, las proteinas fueron transferidas electroforéticamente a una
membrana de fluoruro de polivinildeno (PVDF, Inmobilion-P Transfer Membranes,
Merck Millipore) en tampon de transferencia Tris-Glicina-Metanol (Tris 25 mM,
glicina 192 mM y metanol 20%, pH 8.3) a 12 mA por toda la noche en camara fria.

6.4.3 INMUNODETECCION

Para la inmunodeteccion se bloquearon las membranas con leche en polvo sin
grasa al 5% en solucion salina tamponada con Tris (TBS) por 1 hr a temperatura
ambiente. Las membranas se incubaron a 4°C, durante toda la noche con los
anticuerpos primarios que se enlistan en la Tabla 4. Posteriormente, las membranas
se lavaron con agua destilada y tres veces con TBS-Tween20 (TBS-T) y los
anticuerpos unidos se detectaron incubando durante 2 hrs con el anticuerpo
secundario conjugado especifico para cada caso.

Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para el analisis de
proteinas mediante la técnica de Western blot.

Anticuerpo

. e Anticuerpo _—
Proteina . . Dilucion p Dilucion
Primario Secundario

AL [ Anti-conejo

Espinofiilina | 132 kDa (Espinofilina) de 1 4.1990 | (zymed, | 1:5000
conejo (Abcam, #816120)

#Ab18561)

. Anti-MAP2 de raton Anti-raton

MAP2 a/b..280 LDE (Invitrogen, #13- 1:500 (Zymed, 1:5000
c/d: 70 kDa 1500) #816520)
Anti-NF200 de ratén Anti-raton

NF-200 200 kDa (Sigma-Aldrich, 1:1000 (Zymed, 1:5000
#N0142) #816520)
Anti-GAPDH de Anti-conejo

GAPDH 37 kDa conejo (Sigma- 1:10,000 (Zymed, 1:5000
Aldrich, #G9545) #816120)

Las bandas de proteina se visualizaron con el sustrato Clarity™ Western ECL (Bio-
Rad) y se capturaron con un fotodocumentador (MicroChemi 4.2, Bio-Imaging
Systems). Se empled el software Biorad Image Lab 6.1 para medir la densidad de
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las bandas de proteina. Los valores se presentan como la intensidad media relativa
a GAPDH.

6.5 PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

Tras el sacrificio de los animales mediante sobredosis anestésica, se obtuvieron
también cerebros completos con el fin de complementar los estudios de plasticidad
mediante evaluaciones histolégicas. Para ello, se realizé una perfusion
transcardiaca con solucién salina al 0.9%, seguida de formalina neutra al 10% para
lograr una adecuada fijacion del tejido. Posteriormente, los cerebros fueron aislados
y sumergidos en formalina neutra al 10% para post-fijacion durante dos semanas a
temperatura ambiente. Una vez fijados, los cerebros se procesaron en un
histoquinete automatico para su inclusién en bloques de parafina. Los bloques
obtenidos se conservaron refrigerados a 4 °C hasta su procesamiento para la
obtencion de cortes histoldgicos. Se realizaron cortes coronales de 3 um de espesor
que incluian el hipocampo dorsal en las coordenadas que se ilustran en la Fig. 21
(Bregma -3.24 mm, Interaural 5.76 mm).

Fig. 21. Coordenadas de los cortes coronales del cerebro (Paxinos & Watson, 2005). Los cortes
se realizaron a un bregma de -3.24 mm donde se observo el hipocampo dorsal con la capa de células
piramidales (CA1, CA2, CA3) y granulares (GD) bien definidas.

Los cortes obtenidos se colocaron en un bafio de flotacion a 45 °C y se colectaron
en laminillas. Las laminillas con los tejidos se llevaron a una estufa a 57 °C durante
24 horas para su desparafinizacion. Finalmente, los cortes se tifieron con la técnica
de hematoxilina-eosina (H/E) y se montaron con Entellan para su posterior analisis.
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6.5.1 EVALUACION DE LA DENSIDAD NEURONAL

Para estudiar los cambios en la densidad neuronal en los grupos experimentales se
tomaron fotografias de las laminillas tefiidas con H/E a un aumento de 40x en
campos que incluian el GD del hipocampo, asi como CA1, CA2 y CA3 (Anexo 2),
utilizando un microscopio 6ptico (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Alemania) equipado con
camara de video (MU1803) y software AmScope. La medicion del grosor de la capa
de células granulares del GD y de la capa de células piramidales en CA1, CA2 y
CA3 se realizd en 5 campos aleatorios por region analizada en 3 cortes
pertenecientes a 12 animales de cada grupo experimental utilizando el software
Imaged (Wayne Rasband NIH, Bethesda, MA, Estados Unidos). Para la medicion
se tomo en cuenta la altura de todos los nucleos que se observaron dentro de la
zona aleatoria seleccionada. Adicionalmente, se realizé por fotografia un conteo
manual del total de los nucleos celulares presentes en las regiones del hipocampo
analizadas. Posteriormente, se calculd la relacion nucleos/pm dividiendo el nimero
de nucleos contabilizados entre la longitud (um), de la capa donde se efectud el
conteo (Fig. 22).

Fig. 22. Representacion esquematica del andlisis histolégico. Se muestra una de las regiones
del hipocampo incluidas en el analisis (CA1) donde se midié el grosor de la capa neuronal en 5
campos aleatorios como se muestra con lineas punteadas. Los asteriscos en rojo sefialan algunos
de los nucleos celulares que se contabilizaron a 40x en la capa de neuronas estudiada, los cuales
se reportaron como nucleos/um de acuerdo a la longitud de la capa por fotografia (que en este caso
fue de 263.935 pm).
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6.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos obtenidos en las pruebas conductuales, moleculares e histolégicas
se expresaron como la media * el error estandar de la media (S.E.M.). El analisis
estadistico para comparar diferencias entre el grupo joven y los grupos envejecidos
con tratamiento se realizo6 mediante un ANOVA de una via, seguido de la prueba de
Tukey para comparar los efectos entre los grupos.

Para los resultados del laberinto acuatico de Morris y de expresion de proteinas en
los animales del protocolo 1, donde sélo se compararon los grupos de ratas
envejecidas tratadas con SS y AL, el analisis se hizo con una prueba t de Student
para medidas no pareadas Asimismo, para el analisis estadistico de las curvas de
aprendizaje obtenidas durante la fase de entrenamiento se empledé un ANOVA de
medidas repetidas de dos vias, seguido de la prueba de Tukey para hacer
comparaciones entre los grupos por cada dia de entrenamiento.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism
5.0 para Windows (Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Las diferencias
fueron consideradas significativas cuando p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 CAMPO ABIERTO: EL ENVEJECIMIENTO Y EL TRATAMIENTO CON
ACETATO DE LEUPROLIDA EN RATAS WISTAR MACHO NO AFECTAN
LA LOCOMOCION

Inicialmente, se realizé la prueba de campo abierto en los animales de los protocolos
experimentales 1 (a las 5 semanas de tratamiento) y 2 (a la semana 7 de
tratamiento), con el objetivo de evaluar posibles alteraciones en la locomocién que
pudieran influir en el desempefo de las tareas conductuales para evaluar la
memoria espacial. Esta evaluacion fue particularmente relevante para la prueba del
laberinto acuatico de Morris, la cual implica una actividad de nado que puede verse
afectada por el tratamiento o la edad de los animales. En caso de alteraciones
locomotoras, estas podrian explicar las diferencias observadas entre los grupos
experimentales.

En esta prueba se midi6 la distancia total recorrida (cm), el tiempo de actividad (s)
y el tiempo de reposo (s). Los resultados obtenidos al comparar la distancia total
recorrida a las 5 y 7 semanas de tratamiento revelaron que no existen diferencias
significativas entre los grupos estudiados tras realizar el ANOVA de una via (F 4,57
= 1.023, p=0.403). Por su parte, la prueba de Tukey no mostr6 cambios
estadisticamente significativos entre el grupo de ratas jovenes (1469 + 225.3 cm;
n=12) y los grupos de ratas envejecidas tratados con SS o AL durante 5 (SS: 1844
1 329.9 cm, n=6; AL: 1513 + 213.9 cm, n=6) y 7 semanas (SS: 1680 + 156.8 cm,
n=15; AL: 1400 + 69.63 cm, n=23) (Fig.23).

2500 A

Bl Jovenes
2000 - Bl Envejecidas + SS
Bl Envejecidas + AL

1500

1000 A

500 -

Distancia Total (cm)

Fig. 23. Comparacion de la distancia total recorrida (cm) en la prueba de campo abierto. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales tras 5 y 7 semanas de
tratamiento con SS y AL. Los resultados se muestran como la media + S.E.M.
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De manera similar, la comparacion del tiempo en actividad de los animales durante
la prueba de campo abierto no mostré cambios significativos tras realizar el ANOVA
de una via (F @57 = 1.721, p=0.158). Asimismo, con la prueba de Tukey no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo de ratas jovenes (475.7 + 36.09
s; n=12) y los grupos de ratas envejecidas tratados con SS o AL durante 5 (SS:
418.6 £ 69.05 s, n=6; AL: 433.8 £ 23.81 s, n=6) y 7 semanas (SS: 515.3 + 11.9 s,
n=15; AL: 480.9 + 12.98 s, n=23) (Fig.24).

600 -
Hl Jovenes

I Envejecidas + SS
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200
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Fig. 24. Comparacion del tiempo de actividad (s) en la prueba de campo abierto. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales tras 5 y 7 semanas de
tratamiento con SS y AL. Los resultados se muestran como la media + S.E.M.

Por su parte, el analisis del tiempo en reposo de los animales durante la prueba de
campo abierto no revelo diferencias significativas entre los grupos, segun el analisis
de ANOVA de una via (F @4,57) = 0.4714, p = 0.7565). El analisis post hoc de Tukey
tampoco mostro diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de ratas
jovenes (424.3 £ 36.09 s; n = 12) y los grupos de ratas envejecidas tratadas con SS
o AL, tanto a las 5 semanas (SS: 411.6 £ 64.91 s, n =6; AL: 416 £ 25.34 s, n = 6)
como a las 7 semanas (SS: 384.5+ 11.89s,n=15; AL: 419.1 £ 12.98 s, n = 23) de
tratamiento (Fig. 25).
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Fig. 25. Comparacién del tiempo en reposo (s) durante la prueba de campo abierto. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales tras 5 y 7 semanas de
tratamiento con SS y AL. Los resultados se muestran como la media + S.E.M.

La suma de los resultados obtenidos mediante la prueba de campo abierto (Tabla
5) indican que no hubo diferencias significativas en el desempefio locomotor de los
animales tras 5 y 7 semanas de tratamiento. Lo anterior sugiere que ni el
envejecimiento ni la administracion del farmaco AL afectaron la capacidad motora
de los animales, por lo que es poco probable que diferencias en la locomocion de
los grupos experimentales hayan influido en su rendimiento durante las pruebas de
memoria espacial, como el laberinto acuatico de Morris.

Tabla 5. Comparacion de resultados en la prueba de campo abierto en los
animales del protocolo 1y 2

5 semanas de tratamiento 7 semanas de tratamiento

Parametro

Envejecidas +

Envejecidas +

Envejecidas +

Envejecidas +

evaluado LRENES SS AL SS AL
Distancia | 14692253 | 1844£320.9 | 1513£213.9 | 1680+156.8 | 140046963 | 0o
total (cm) (n=12) (n=6) (n=6) (n=15) (n=23) :
Tiempo en

np 4757 +36.09 | 4186+69.05 4338+2381 | 5153+11.9 | 480.9+12.98
S (n=12) (n=6) (n=6) (n=15) (n=23) O3
Tiempoen | 424.3+36.00 | 411.6+6491 | 41642534 | 3845£11.80 | 41911298 | oo
reposo (s) (n=12) (n=6) (n=6) (n=15) (n=23) :
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7.2 PROTOCOLO 1: TRATAMIENTO POR 5 SEMANAS

7.21 CURVA DE APRENDIZAJE DURANTE LA FASE DE
ENTRENAMIENTO DEL LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

Para investigar los posibles efectos terapéuticos de la administracion del AL, se
evalué la memoria espacial de los animales de estudio utilizando el laberinto
acuatico de Morris. A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante
la fase de entrenamiento del protocolo 1, donde la prueba se realizé en la semana
5 de tratamiento unicamente en ratas envejecidas de los grupos tratados con SS y
AL.

Durante la fase de adquisicion, que incluyo cuatro sesiones de entrenamiento por
dia como se describe en los métodos, se observd que la latencia de escape para
encontrar la plataforma disminuy6 progresivamente en todos los grupos a medida
gue avanzaban los dias de entrenamiento. EIl ANOVA de medidas repetidas de dos
vias no revel6 diferencias significativas en la interaccion entre las variables (F (3, 40)
=0.192, p = 0.9012) ni entre los grupos estudiados (F (1,40) = 0.348, p = 0.5586); sin
embargo, si se encontraron diferencias significativas entre los dias de
entrenamiento (F (3, 40) = 13.07, p < 0.001), lo que indica un efecto del tiempo en el
aprendizaje de la tarea (Fig. 26A).

Asimismo, se calcularon las puntuaciones de los indices de aprendizaje obtenidos
por cada grupo experimental. Este indice fue calculado obteniendo el promedio de
las latencias de escape (s) que tuvo cada uno de los animales durante los cuatro
dias que dur6 la fase de adquisicidon. Los resultados, que se analizaron mediante
una prueba t de Student para medidas no pareadas, no mostraron diferencias
significativas (p=0.6368) entre el grupo de ratas envejecidas + SS (37.22 £ 2.971 s;
n=6) y el grupo de ratas envejecidas +AL (35.25 + 2.744; n=6) (Fig. 26B).
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Fig. 26. Resultados del laberinto acuatico de Morris durante la fase de adquisicién o
entrenamiento del protocolo 1. (A) Latencia de escape en segundos para cada uno de los cuatro
dias de entrenamiento. (B) Se muestra el indice de aprendizaje de cada grupo, que representa el
promedio de las latencias de escape (s) por los cuatro dias que durd la fase de adquisicion. No se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Los resultados se muestran
como la media + S.E.M.

7.2.2 EL ACETATO DE LEUPROLIDA DISMINUYE EL TIEMPO DE
LATENCIA EN EL LABERINTO ACUATICO DE MORRIS TRAS 5
SEMANAS DE TRATAMIENTO

La memoria espacial de los animales del protocolo 1 fue evaluada durante la fase
de prueba, en la que se retir6 la plataforma y se rastre6 el recorrido de cada animal
durante 60 segundos. Para esta evaluacion se registraron cuatro parametros: la
latencia de entrada al cuadrante objetivo (s), el tiempo total en dicho cuadrante (s),
el numero de entradas al cuadrante objetivo (#) y la distancia recorrida dentro del
cuadrante objetivo (cm).

Los resultados mostraron diferencias significativas entre los grupos unicamente en
la latencia de entrada al cuadrante objetivo (Fig. 27B, Tabla 6). En particular, el
grupo de ratas envejecidas tratadas con AL (5.198 £ 0.3923 s; n=6) presentd una
latencia menor en comparacién con el grupo tratado con solucion salina (12.01 £
2.294 s; n=6; p<0.05), lo que sugiere que el tratamiento con AL durante 5 semanas
podria mejorar la memoria espacial en ratas macho envejecidas. Sin embargo, los
demas parametros evaluados (tiempo en el cuadrante objetivo, numero total de
entradas al cuadrante objetivo y distancia recorrida en el cuadrante objetivo) no
mostraron diferencias significativas entre los grupos (Fig. 27C-E, Tabla 6). Por lo
tanto, los resultados obtenidos a las 5 semanas de tratamiento no permiten concluir
de manera definitiva sobre la efectividad del farmaco en esta etapa.
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Fig. 27. Resultados de la fase de prueba del laberinto acuatico de Morris en el protocolo 1. (A)
Trayectorias de busqueda representativas para cada grupo. (B) Latencia de entrada al cuadrante
objetivo (s), donde se aprecia que el grupo de ratas envejecidas y tratadas con AL tuvieron un mejor
rendimiento en la prueba. (C) Tiempo en segundos en el cuadrante objetivo. (D) Numero de entradas
al cuadrante objetivo. (E) Distancia recorrida en cm en el cuadrante objetivo. En los parametros
medidos C-E no se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. Los
resultados se muestran como la media = S.E.M; *p<0.05; n=6.

Tabla 6. Comparacion de resultados estadisticos en la fase de prueba del
laberinto acuatico de Morris en los animales del protocolo 1

5 semanas de tratamiento
Parametro evaluado ‘ Envejecidas + SS ‘ Envejecidas + AL
Latencia de entrada al 12.01 £ 2.294 5.198 + 0.3923 <0.05*
cuadrante objetivo (s) (n=6) (n=6) =
Tiempo en el cuadrante 20.45 + 4.994 25.18 £7.08 0.5969
objetivo (s) (n=6) (n=6) :
Entradas al cuadrante 7+1.238 4.667 + 0.8028 0.1449
objetivo (#) (n=6) (n=6) '
Distancia recorrida en el 479.2 + 145 5719+ 111.6 0.6237
cuadrante objetivo (cm) (n=6) (n=6) ’
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7.2.3 EL ACETATO DE LEUPROLIDA AUMENTA LA EXPRESION DE
ESPINOFILINA EN EL HIPOCAMPO DE RATAS ENVEJECIDAS TRAS 5
SEMANAS DE TRATAMIENTO SIN AFECTAR MAP2 O NF-200

En una primera exploraciéon de los posibles cambios que pudiera generar el
tratamiento con AL en la plasticidad del hipocampo, se evalud la expresion de
espinofilina, MAP2 y NF-200 en los hipocampos obtenidos tras el sacrificio de los
animales del protocolo 1, cuyo tratamiento tuvo una duracion de cinco semanas en
total. El andlisis de la expresion de espinofilina mediante Western blot reveld una
banda de aproximadamente 132 kDa en los grupos de animales del protocolo 1.
Asimismo, se observo un aumento significativo en la expresion de esta proteina en
ratas envejecidas tratadas con AL durante cinco semanas (0.1782 + 0.0090; n=3),
en comparacion con las ratas envejecidas tratadas con solucion salina (0.1348 +
0.0072; n=3), lo que representa un incremento del 32% (p < 0.05) (Fig. 28).

Fig. 28. Expresion de espinofilina en el hipocampo de los animales del protocolo 1. La
expresion de espinofilina aumenta en las ratas envejecidas sometidas al tratamiento con AL por 5
semanas. Los valores se expresan como la intensidad relativa media respecto a GAPDH + S.E.M;
*p<0.05; n=3.

En cuanto al analisis de la expresion de MAP2 se revelaron dos bandas en los
grupos experimentales: una de aproximadamente 280 kDa (correspondiente a las
MAP2 de alto peso molecular) y otra de aproximadamente 70 kDa (correspondiente
a las MAP2 de bajo peso molecular). Para el analisis se seleccioné la banda de las
MAP2 de bajo peso molecular (MAP2c/d). Los andlisis no mostraron diferencias
significativas entre los grupos a las cinco semanas de tratamiento (SS: 0.1218 +
0.01557; n=3 vs AL: 0.1440 + 0.01401; n=3; p=0.350) (Fig. 29).
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Fig. 29. Expresion de MAP2 en el hipocampo de los animales del protocolo 1. No se observaron
diferencias significativas entre los grupos envejecidos que fueron tratados con SS y AL. Los valores
se expresan como la intensidad relativa media respecto a GAPDH + S.E.M; n=3.

Finalmente, el analisis de NF-200 mostré una banda a 200 kDa en los grupos
estudiados. Similar a lo encontrado en MAP2, tampoco se revelaron diferencias
significativas en la expresion de esta proteina tras las cinco semanas de tratamiento
(SS:0.4272 + 0.02279; n=3 vs AL: 0.4221 + 0.01308; n=3; p=0.8578) (Fig. 30).

Fig. 30. Expresion de NF-200 en el hipocampo de los animales del protocolo 1. No se
observaron diferencias significativas entre los grupos envejecidos. Los valores se expresan como la
intensidad relativa media respecto a GAPDH + S.E.M; n=3.
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7.3 PROTOCOLO 2: TRATAMIENTO POR 9 SEMANAS

7.3.1 CURVA DE APRENDIZAJE DURANTE LA FASE DE
ENTRENAMIENTO DEL LABERINTO ACUATICO DE MORRIS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos durante la fase de
entrenamiento del protocolo 2, en la cual la prueba del laberinto acuatico de Morris
se llevd a cabo en las semanas 7, 8 y 9 de tratamiento. En esta fase participaron
tanto ratas envejecidas tratadas con SS o AL, como un grupo de ratas jovenes
intactas. Debido al gran numero de animales incluidos en este protocolo, la prueba
se realizé en diferentes semanas. No obstante, los graficos que se muestran a
continuacion reflejan el conjunto total de resultados de todos los animales que
formaron parte del protocolo 2.

Durante la fase de adquisicion, se observé que la latencia de escape para encontrar
la plataforma disminuyd progresivamente en todos los grupos a medida que
avanzaban los dias de entrenamiento. EI ANOVA de medidas repetidas de dos vias
reveld diferencias significativas entre los grupos (F (3, 188) = 25.92, p < 0.001) y entre
los dias de entrenamiento (F (2, 188) = 6.338, p < 0.005), pero no en la interaccion
entre las variables (F @, 188) = 0.4381, p = 0.8527). Especificamente, el grupo
envejecido tratado con SS exhibio latencias de escape mas largas en comparacion
con los animales mas jovenes en los dias 2 y 3 (p < 0.05). Sin embargo, al final de
la fase de entrenamiento, no se observaron diferencias significativas entre los
grupos (Fig. 31A). Estos resultados indican que el aprendizaje ocurrié en todos los
grupos, pero con diferencias en el nivel general de desempefio, lo cual podria
atribuirse a factores como el envejecimiento o el efecto del tratamiento administrado.

Por su parte, las puntuaciones de los indices de aprendizaje obtenidos por cada
grupo experimental mostraron que el grupo de ratas envejecidas + SS (38.38 +
2.279 s; n=15) tardé mas en encontrar la plataforma oculta respecto a los animales
jovenes (30.42 + 2.573 s; n=12; p < 0.05), mientras que el grupo tratado con AL
(85.67+ 1.463; n=23) no fue estadisticamente diferente a estos grupos (Fig. 31B).
Los datos obtenidos apuntan a que el envejecimiento reduce el rendimiento en
tareas de aprendizaje espacial, pero el tratamiento con AL podria tener un efecto
protector o restaurador parcial.
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Fig. 31. Resultados del laberinto acuatico de Morris durante la fase de adquisicion o
entrenamiento del protocolo 2. (A) Latencia de escape en segundos para cada uno de los cuatro
dias de entrenamiento. El grupo envejecido + SS mostré mayores latencias respecto a las ratas
jovenes los dias 2 y 3 de entrenamiento. (B) Se muestra el indice de aprendizaje de cada grupo, que
representa el promedio de las latencias de escape (s) por los cuatro dias que durd la fase de
adquisicion. El grupo de ratas envejecidas que fueron tratadas con SS tardé en general mas tiempo
en encontrar la plataforma durante la fase de entrenamiento. Los resultados se muestran como la
media + S.E.M.; p < 0.05; Jévenes (n=12), Envejecidas + SS (n=15), Envejecidas + AL (n=23).

7.3.2 EL ACETATO DE LEUPROLIDA MEJORA EL RENDIMIENTO
EN EL LABERINTO ACUATICO DE MORRIS TRAS 9 SEMANAS DE
TRATAMIENTO

Para la evaluacion de los animales incluidos en el protocolo 2 durante la fase de
prueba del laberinto acuatico de Morris, se registraron los siguientes parametros: la
latencia de entrada al cuadrante objetivo (s), el tiempo total en dicho cuadrante (s),
la distancia recorrida dentro del cuadrante objetivo (cm), la distancia total de nado
(cm) y la velocidad de nado (cm/s). La latencia, el tiempo y la distancia dentro del
cuadrante objetivo fueron considerados como indicadores del rendimiento en la
tarea de memoria espacial. Por su parte, la distancia total nadada y la velocidad de
nado se utilizaron como medidas complementarias para evaluar posibles diferencias
en la locomocién de los animales, en conjunto con los resultados obtenidos en la
prueba de campo abierto.

Los resultados mostraron que las ratas envejecidas tratadas con SS presentaron
una mayor latencia de entrada al cuadrante objetivo y pasaron un menor tiempo en
dicho cuadrante en comparacion con el grupo de ratas jovenes, lo que sugiere un
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deterioro en la memoria espacial asociado al envejecimiento. No obstante, el
tratamiento con AL parece atenuar este efecto, ya que las ratas de este grupo
mostraron latencias significativamente menores que las tratadas con SS (F (2, 47) =
5.734, p < 0.05) (Fig. 32A, Tabla 7). Ademas, el grupo de envejecimiento tratado
con AL pas6 mas tiempo (F (2, 47) = 3.763, p < 0.05) (Fig. 32C, Tabla 7) y recorrid
una distancia mayor (F (2,47) = 3.138, p = 0.052) (Fig. 32D, Tabla 7) en el cuadrante
objetivo en comparacién con el grupo de ratas envejecidas + SS, como lo indican
las trayectorias representativas de cada grupo (Fig. 32B).

Fig. 32. Resultados de la fase de prueba del laberinto acuatico de Morris en el protocolo 2. (A)
Latencia de entrada al cuadrante objetivo (s). (B) Trayectorias de busqueda representativas para
cada grupo. (C) Tiempo en segundos en el cuadrante objetivo. (D) Distancia recorrida en cm en el
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cuadrante objetivo. (E) Distancia total de nado en el laberinto (cm). (F) Velocidad de nado (cm/s).
Los resultados mostraron un deterioro de la memoria espacial asociado al envejecimiento que se
atenula por el tratamiento con AL. Los datos se muestran como la media £ S.E.M; *p<0.05; + p<0.05
VS grupo joven; Jovenes (n=12), Envejecidas + SS (n=15), Envejecidas + AL (n=23).

Asimismo, no se observaron diferencias entre los grupos de animales estudiados
en términos de distancia total de nado (F (2,47) = 1.213, p = 0.3063) y velocidad de
nado (F (2,47) = 1.247, p = 0.2968) (Fig. 32E-F, Tabla 7). Estos resultados coinciden
con los obtenidos en la prueba de campo abierto, lo que refuerza la conclusién de
que no existieron alteraciones en el desempefio locomotor entre los grupos
analizados.

Tabla 7. Comparacion de resultados estadisticos en la fase de prueba del
laberinto acuatico de Morris en los animales del protocolo 2

9 semanas de tratamiento
Parametro Jévenes Envejecidas + Envejecidas +
evaluado SS AL
Latencia de
entrada al 7.178 £1.010 13.21 £ 1.825 8.268 + 0.914 <0.05*
cuadrante (n=12) (n=15) (n=23) —
objetivo (s)
Tiempoenel | ) g5, 4003 13.68 + 1.257 17.88 + 1.437 X
cuadrante (n=12) (n=15) (n=23) <0.05*
objetivo (s) - - -
Distancia
recorrida en el 310.5 +35.05 242.6 + 30.30 340 £ 24.19 0.052
cuadrante (n=12) (n=15) (n=23) '
objetivo (cm)

Distancia total 1079 + 108.5 1080 + 58.81 1190 + 35.18 0.3063
de nado (cm) (n=12) (n=15) (n=23) :
Velocidad de 17.80 £ 1.823 17.93 £ 0.9862 19.75 £ 0.5980 0.2968

nado (cm/s) (n=12) (n=15) (n=23) '

7.3.3 LABERINTO EN Y: EL TRATAMIENTO CON ACETATO DE
LEUPROLIDA POR 9 SEMANAS MEJORA LA MEMORIA ESPACIAL A
CORTO PLAZO

La memoria espacial a corto plazo se evalué6 mediante la prueba de alternancia
espontanea en el laberinto en Y, como se describio en la seccion de métodos. Los
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resultados mostraron diferencias significativas entre los grupos de ratas envejecidas
con y sin tratamiento con AL. En particular, el grupo envejecido tratado con AL
presentd un menor numero total de entradas a los brazos del laberinto en
comparacién con el grupo envejecido tratado con SS (F (2, 15) = 4.871, p < 0.05) (Fig.
33A, Tabla 8). Ademas, este mismo grupo mostré un mayor porcentaje de
alternancia espontanea (F (2, 15) = 5.643, p < 0.05) (Fig. 33B, Tabla 8), lo que sugiere
una mejora en la memoria espacial a corto plazo. Cabe destacar que no se
encontraron diferencias significativas entre el grupo de ratas envejecidas tratadas
con AL o SS y el grupo de ratas jévenes en los parametros evaluados.

Fig. 33. Resultados de la prueba de laberinto en Y tras 9 semanas de tratamiento. (A) Total de
entradas a los brazos del laberinto. (B) Comparacion del % de alternancia entre los grupos
experimentales. Los datos muestran cambios significativos entre los grupos envejecidos tratados con
AL y SS, que parecen indicar un mejor rendimiento en la memoria espacial a corto plazo tras 9
semanas de tratamiento con AL. Los resultados se presentan como la media = S.E.M; * p<0.05; n=6.

Tabla 8. Comparaciéon de resultados del laberinto en Y en los animales del
protocolo 2

9 semanas de tratamiento

Parametro Jévenes Envejecidas + Envejecidas +
evaluado SS AL
Numero de 52 + 3.256 63.5 £ 5.982 4217 + 4.881 <0.05*
entradas (#) (n=6) (n=6) (n=6) -
% de 22.76 + 2.826 16.76 £ 1.222 36.42 + 6.671 <0.05*
Alternancia (n=6) (n=6) (n=6) e
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7.3.4 EL ACETATO DE LEUPROLIDA AUMENTA LA EXPRESION DE
ESPINOFILINA'Y MAP2 EN EL HIPOCAMPO DE RATAS ENVEJECIDAS
TRAS 9 SEMANAS DE TRATAMIENTO SIN AFECTAR NF-200

Los resultados obtenidos en el analisis de la expresion de proteinas relacionadas
con procesos de plasticidad del hipocampo revelaron que la espinofilina se
encuentra menos expresada en las ratas envejecidas que recibieron tratamiento con
SS (0.1348 + 0.00504; n=6) respecto al grupo de ratas jovenes (0.2146 + 0.01863;
n=6; p<0.05), encontrandose reducida en un 37.19%. Sin embargo, el tratamiento
con AL por nueve semanas mitiga estos efectos (0.2340 + 0.03082; n=6) y parece
restaurar los niveles de expresion de espinofilina a los observados en el grupo joven
(F 2,15 =6.272, p < 0.05) (Fig. 34).

Fig. 34. Expresion de espinofilina en el hipocampo de los animales del protocolo 2. La
expresion de espinofilina se reduce con el envejecimiento; sin embargo, el tratamiento con AL por
nueve semanas restaura los niveles de expresion de esta proteina a los observados en ratas jévenes.
Los valores se expresan como la intensidad relativa media respecto a GAPDH + S.E.M; *p<0.05;
n=6.

De manera similar, se observd una tendencia comparable a los resultados de la
espinofilina para la expresion de la proteina MAP2. En este caso, la expresion de
MAP2 en el hipocampo de las ratas del grupo joven (0.3028 + 0.05697; n=3) fue
significativamente mayor que en el grupo de ratas envejecidas con SS (0.1051 +
0.02128; n=3; p<0.05) en un 65.28% y el tratamiento con AL (0.2310 £ 0.02397;
n=3) atenuo este efecto (F (2, 8 = 5.554, p < 0.05). En conjunto, estos resultados
sugieren que el tratamiento con AL induce cambios en la plasticidad hipocampal, lo
cual podria ser la base de las diferencias observadas en las pruebas conductuales
de memoria espacial (Fig. 35).
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Fig. 35. Expresion de MAP2 en el hipocampo de los animales del protocolo 2. Se observa que
el envejecimiento reduce la expresion de esta proteina y el tratamiento con AL mitiga el efecto. Los
valores se expresan como la intensidad relativa media respecto a GAPDH = S.E.M; n=3.

Finalmente, NF-200 se encontré menos expresada en el grupo joven (0.06868 *
0.01221; n=3) que en los grupos envejecidos (SS: 0.1971 £ 0.02542, n=3, p<0.05;
AL: 0.2388 + 0.05638, n=2, p<0.05), sin encontrar diferencias significativas dadas
por el tratamiento (F (2, 5) = 9.336, p < 0.05) (Fig. 36).

Fig. 36. Expresion de NF-200 en el hipocampo de los animales del protocolo 2. La expresion de
NF-200 se encontré significativamente reducida en las ratas jévenes respecto a los grupos
envejecidos, sin diferencias por el tratamiento. Los valores se expresan como la intensidad relativa
media respecto a GAPDH +* S.E.M; *p<0.05; Jévenes (n=3); E+SS (n=3); E+AL (n=2).
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7.3.5 EL TRATAMIENTO CON ACETATO DE LEUPROLIDA DURANTE 9
SEMANAS ATENUA LAS ALTERACIONES EN EL NUMERO DE
NUCLEOS Y EL GROSOR DE LAS CAPAS NEURONALES DEL
HIPOCAMPO DADAS POR EL ENVEJECIMIENTO EN CA3 Y GD

Los estudios sobre la plasticidad del hipocampo, ademas de las mediciones de los
niveles de expresion de proteinas mediante Western blot, incluyeron un analisis
histologico de los grupos experimentales para evaluar el efecto del tratamiento en
la densidad neuronal de las capas piramidales (CA1, CA2 y CA3) y granulares (GD)
del hipocampo. Este efecto se evalu6 midiendo el grosor de las capas y
contabilizando la cantidad de nucleos por micrometro (nucleos/um), tal como se
describié en los métodos.

Los resultados obtenidos no mostraron diferencias significativas entre los tres
grupos experimentales en el numero de nucleos (F (2, 33) = 2.553, p = 0.0931) ni en
el grosor del estrato (F (2, 33) = 3.083, p = 0.0592) en CA1 (Fig. 37A-C, Tabla 9).
Asimismo, en CA2 el analisis del numero de nucleos (F 2,33 = 1.902, p = 0.1652) y
el grosor (F (2, 33 = 0.6584, p = 0.5243) no mostr6 diferencias estadisticamente
significativas (Fig. 37A y 37D-E, Tabla 9).

En CAS se observé una disminucidn significativa del numero de nucleos en el grupo
envejecido + SS en comparacion con el grupo joven (p < 0.05), mientras que el
grupo envejecido + AL mostré una recuperacion significativa de este efecto (F (2, 33)
= 5.218, p < 0.05) (Fig. 37A y 37F, Tabla 9). De manera consistente, el grosor de
la capa CA3 se vio disminuido de forma significativa en las ratas envejecidas que
recibieron el tratamiento con SS respecto a las ratas jovenes (p < 0.05). Sin
embargo, el grosor del estrato no presentd cambios significativos entre los grupos
envejecidos dadas por el tratamiento con AL (F 2,33y = 3.090, p = 0.0588) (Fig. 37A
y 37G, Tabla 9).

Finalmente, en el GD se evidencio una disminucion significativa en el numero de
nucleos en el grupo de ratas envejecidas + SS respecto al grupo joven (p < 0.001).
Ademas, el tratamiento con AL logro revertir esta disminucién significativamente (F
33 = 13.08, p < 0.001) (Fig. 37A y 37H, Tabla 9). En cuanto al grosor del GD, se
observo una disminucién significativa en los grupos envejecidos respecto a las ratas
jovenes, tanto en el grupo que recibié SS (p < 0.001) como en el que recibié AL (p
< 0.05). Sin embargo, el grupo de ratas envejecidas + AL mostr6 una recuperacion
significativa respecto al grupo envejecido + SS (F (2,33) = 67.50, p <0.001) (Fig. 37A
y 37-l, Tabla 9).
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Fig. 37. Resultados histologicos en el hipocampo de los animales del protocolo 2. (A) Se
muestran fotografias representativas de cada grupo por area analizada. (B-C) Relacion nucleos/um
y grosor (um) en CA1. (D-E) Relacién nucleos/um y grosor (um) en CA2. (F-G) Relacion nucleos/um
y grosor (um) en CA3. (H-1) Relacién nucleos/pm y grosor (um) en GD. Los valores se expresan
como la media + S.E.M; *p<0.05; ***p<0.001; +p<0.05 y +++p<0.001 vs ratas jovenes; n=12.
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Tabla 9. Efecto del tratamiento con AL en la relacién nucleos/pm y grosor (um)
de las capas neuronales CA1, CA2, CA3 y GD del hipocampo

9 semanas de tratamiento

el Jovenes Envejecidas + SS SEEERES
neuronal AL
Conteo de nucleos/um
0.2199+0.01335 | 0.2192+0.01644 | 0.2593 + 0.01304
CA1 (n=12) (n=12) (n=12) 0.0931
0.1796 +0.01375 | 0.1682 +0.009087 | 0.2005 + 0.01224
‘s (n=12) (n=12) (n=12) 0.1652
0.2051 +0.01512 | 0.1574 +0.006784 | 0.1994 + 0.01072 ,
S (n=12) (n=12) (n=12) e
0.6294 +0.03874 | 0.3768+0.03515 | 0.5306 + 0.03132 )
G (n=12) (n=12) (n=12) RO
Grosor del estrato (um)
0506 +0.8826 | 24.94 +0.5323 28.12 + 1.223
S (n=12) (n=12) (n=12) T
39.21 + 2.463 37.05 +2.118 35.95 + 1.404
a2 (n=12) (n=12) (n=12) e
38.85 + 2.395 31.30 + 1.234 36.03 + 2.616
CA3 R e & s 0.0588
41.82 + 2.009 15.92 + 1.694 34.84 + 1.037 .
Gb (n=12) (n=12) (n=12) p <0.0017

7.3.6 OBSERVACIONES COMPLEMENTARIAS DURANTE EL TRATAMIENTO

POR 9 SEMANAS

7.3.6.1 SEGUIMIENTO DEL PESO CORPORAL

Durante las nueve semanas de tratamiento, se realizé un seguimiento semanal del
peso corporal de todos los animales envejecidos incluidos en el estudio. Este
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monitoreo permitié verificar el estado general de salud y detectar posibles efectos
sistémicos derivados del tratamiento.

En los dos grupos envejecidos (SS y AL), se observaron fluctuaciones
aparentemente normales del peso a lo largo del tiempo, sin pérdida significativa de
masa corporal tras las 9 semanas de tratamiento. El ANOVA de dos vias revelo
diferencias significativas entre los grupos (F (1, 371) = 39.49, p < 0.001) pero no para
el tiempo de tratamiento (F (o, 371)= 0.4891, p = 0.8819) ni para la interaccion entre
variables (F (9,371) = 0.3693, p = 0.9493). Se detectaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos unicamente en las primeras dos semanas de
tratamiento (p<0.05) (Fig. 38). Estos resultados sugieren que, bajo las condiciones
experimentales utilizadas, el tratamiento no provocé alteraciones marcadas en el
peso corporal de los animales.

—— Envejecidas + SS

—— Envejecidas + AL

650 -
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Semanas de tratamiento

Fig. 38. Seguimiento del peso corporal de los grupos envejecidos durante las 9 semanas de
tratamiento. Se observan diferencias significativas entre los grupos tratados con SS y AL
Unicamente en la semana 1y 2 de tratamiento. Sin embargo, el tratamiento no provoco alteraciones
marcadas en el peso corporal de los animales tras las 9 semanas totales que duré el tratamiento.
Los valores se expresan como la media + S.E.M; *p<0.05; Envejecidas + SS (n=15); Envejecidas +
AL (n=25).
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7.3.6.2 PORCENTAJE DE SUPERVIVENCIA

Asimismo, a lo largo del protocolo de tratamiento se registrd la supervivencia de los
animales envejecidos. En el grupo tratado con SS (n = 15), todos los animales
sobrevivieron hasta el final del experimento. En contraste, en el grupo tratado con
AL (n = 25), se observo la muerte espontanea de dos animales durante la quinta y
sexta semana de tratamiento, lo que representa un 8% de mortalidad en ese grupo.
Aunque estas muertes no fueron suficientes para realizar un analisis estadistico
robusto, se documentaron y representaron mediante una curva de supervivencia
tipo Kaplan-Meier, como se muestra en la Fig.39. Este hallazgo indica que, aunque
el tratamiento fue bien tolerado en la mayoria de los casos, podrian existir efectos
adversos asociados a una exposicion prolongada.

Porcentaje de Supervivencia
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Fig. 39. Porcentaje de supervivencia en los grupos envejecidos tratados por 9 semanas. En el
grupo tratado con SS (n = 15), todos los animales sobrevivieron hasta el final del experimento,
mientras que el grupo tratado con AL (n=25) present6 un 8% de mortalidad.

7.3.6.3 HALLAZGOS INCIDENTALES: MASA TUMORAL A LA SEMANA 6 Y
LESION CUTANEA A LA SEMANA 8

Durante el tratamiento de las ratas envejecidas con AL (24 meses de edad al inicio
del estudio, n=25) se documentaron hallazgos incidentales que podrian estar
relacionados con la edad avanzada de los animales, el tratamiento, o una
interaccién de ambos factores.
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En un ejemplar, se detecté una prominencia anormal en el costado izquierdo a las
seis semanas de tratamiento, compatible con una masa subcutanea de crecimiento
acelerado (Fig. 40A). Dado el tamafo de la lesion y con el objetivo de evitar
sufrimiento innecesario, se procedio a la eutanasia del animal el mismo dia en que
se detecto la anormalidad. Este dato fue contemplado en la grafica de porcentaje
de supervivencia del apartado anterior (Fig.39). Durante el examen post mortem, se
confirmd la presencia de una masa de gran tamafo firmemente adherida a los
tejidos subcutaneos, la cual se extendia longitudinalmente a lo largo de buena parte
del costado izquierdo del cuerpo, como se muestra en la Fig. 40B. La diseccion
reveld una formacion de apariencia tumoral que presentaba una forma ovoide,
superficie externa lisa, coloracion palida y ligera vascularizacién, sin ulceraciones ni
signos macroscopicos evidentes de necrosis. En la Fig. 40C también se observa la
masa tras su aislamiento.

Fig. 40. Hallazgo tumoral incidental en rata envejecida tratada con AL por 6 semanas. (A) En
la fotografia se indica con la flecha roja la presencia de la prominencia subcutanea detectada en el
flanco izquierdo del animal. (B) Exposicion del tumor (delimitado por las lineas punteadas) ain
adherido al tejido subcutaneo tras la diseccion parcial. (C) Tumor completamente aislado que
muestra una forma ovoide, superficie externa lisa, coloracion palida y ligera vascularizacion.

Debido a que no se realizé un analisis histopatoldgico, no fue posible determinar la
naturaleza exacta de la lesion (benigna o maligna). No obstante, la aparicién de una
masa de tal tamafo tras varias semanas de exposicién al tratamiento con AL sugiere
la posibilidad de un efecto adverso, aunque también se considera la probabilidad de
una lesion espontanea dada por el envejecimiento, dado el caracter aislado del
hallazgo.

En un segundo individuo del mismo grupo, tras ocho semanas de tratamiento con
el farmaco, ademas se observé de manera incidental una lesion cutédnea localizada
en la region dorsal toracica (Fig. 41). La lesion se caracterizaba por una Ulcera
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superficial de aproximadamente 0.5 cm de diametro, con bordes ligeramente
elevados y un centro de aspecto necrético o costroso. La zona circundante mostraba
pérdida focal de pelaje y leve enrojecimiento. No se detectaron signos sistémicos
evidentes de enfermedad en el animal afectado. No se realizé analisis
histopatologico, por lo que no fue posible determinar la etiologia precisa de la lesién
(inflamatoria, infecciosa o neoplasica). No obstante, su aparicion posterior al
tratamiento sugiere la posibilidad de una reaccion cutanea adversa relacionada con
la administracion crénica del compuesto.

Fig. 41. Hallazgo de lesidon cutanea incidental en rata envejecida tratada con AL por 8
semanas. En la fotografia se observa una lesidon (delimitada con lineas punteadas) en el dorso del
animal de aproximadamente 0.5cm de didmetro, con bordes ligeramente elevados y un centro de
aspecto necrotico o costroso.

Los eventos descritos en este capitulo, aunque incidentales, ponen en evidencia la
importancia de la vigilancia constante durante estudios que implican tratamientos
farmacologicos prolongados, y la necesidad de realizar evaluaciones
complementarias, como analisis histopatologicos, que permitan caracterizar
adecuadamente alteraciones inesperadas durante ensayos preclinicos.
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8. DISCUSION

Los hallazgos de este trabajo proporcionan evidencia conductual, molecular e
histologica que respalda la hipétesis de que el tratamiento con AL mejora la memoria
espacial en ratas macho envejecidas, y podria atenuar el deterioro de las funciones
hipocampales asociado al envejecimiento. Estudios previos han documentado un
declive en el rendimiento durante la prueba del laberinto de agua de Morris
(Gallagher et al., 2015; Hendrickx et al., 2022; Long et al., 2009), asi como una
disminucién general de la memoria espacial en diversas especies animales (Barnes,
1979; Lacreuse et al., 2005; Luine et al., 2011; Shukitt-Hale et al., 2004) y humanos
(Leon et al., 2016; Moffat et al., 2001; Perrochon et al., 2018). Este deterioro se ha
relacionado con multiples alteraciones cerebrales propias del envejecimiento, entre
ellas la acumulacion de mutaciones somaticas en neuronas del hipocampo (Lodato
et al.,, 2018), alteraciones en la funcion sinaptica hipocampal (Burke & Barnes,
2010), reducciones del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en el liquido
cefalorraquideo (Li et al., 2009), asi como la reduccidon del volumen en regiones
clave como la corteza frontal y temporal, el putamen, el talamo, el nucleo
accumbens y el propio hipocampo (Fjell & Walhovd, 2010).

Estudios previos han confirmado la presencia de receptores de GnRH en el
hipocampo (Leblanc et al., 1988) y han sugerido que esta hormona puede alcanzar
los receptores de dicha region principalmente a través del liquido cefalorraquideo
(Caraty & Skinner, 2008). Este hallazgo podria explicar como un analogo de GnRH,
como el AL, administrado por via intramuscular, puede modular funciones
dependientes del hipocampo, como la memoria espacial, tal como se observo en
este trabajo. Es importante sefalar que, debido a su baja biodisponibilidad por via
oral, el AL se administra comunmente por vias parenterales, como la inyeccion
subcutanea o intramuscular. Ademas, se ha demostrado que la via intramuscular
puede minimizar las reacciones adversas locales asociadas a su administracion
(Periti et al., 2002). Por otro lado, existe evidencia de que el AL es capaz de cruzar
la barrera hematoencefalica, lo que permite su accion directa sobre el sistema
nervioso central, incluyendo el hipocampo (Barrera et al., 1991).

El hipocampo desempefa un papel fundamental en los procesos de aprendizaje y
memoria espacial (Morris et al., 1982). Sin embargo, esta estructura cerebral es
especialmente susceptible a los efectos del envejecimiento (Bettio et al., 2017), lo
que puede afectar negativamente el rendimiento en tareas espaciales, como la
prueba del laberinto acuatico de Morris, en modelos animales de edad avanzada.
Los resultados obtenidos mediante esta prueba mostraron que las ratas envejecidas
que recibieron SS por via intramuscular presentaron déficits significativos en la
memoria espacial en comparacion con ratas jovenes, lo que concuerda con la
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literatura que describe un deterioro cognitivo progresivo asociado al envejecimiento
(Gallagher et al., 2015; Hendrickx et al., 2022; Long et al., 2009). No obstante, las
ratas envejecidas tratadas con AL mostraron una mejora significativa en su
desempeino de esta tarea, evidenciada por una menor latencia para ingresar al
cuadrante objetivo, asi como por un mayor tiempo de permanencia y una mayor
distancia recorrida dentro de dicho cuadrante durante la fase de prueba. Estos
indicadores sugieren una recuperacion en la capacidad de orientacion espacial.
Ademas, el rendimiento del grupo tratado con AL se aproximo notablemente al de
las ratas jévenes, lo que refuerza la hipotesis de que el farmaco podria ejercer un
efecto neuroprotector o incluso restaurador sobre las funciones cognitivas
comprometidas por la edad. Es importante resaltar que previamente, en otros
modelos experimentales se ha demostrado que este farmaco tiene efectos
potenciales sobre la regeneracion neuronal, siendo efectivo en la recuperacion de
lesiones de la médula espinal (Diaz Galindo et al., 2015; Palacios et al., 2022),
lesiones del nervio ciatico (Hernandez-Jasso et al., 2020) y glaucoma (Esparza-Leal
et al., 2022). Asimismo, el AL se ha propuesto como un tratamiento potencial para
contribuir a la estabilizacién del deterioro cognitivo asociado a la EA (LaPlante et
al., 2006)

Por otro lado, dado que la evaluacion de la memoria espacial mediante el laberinto
acuatico de Morris se llevd a cabo bajo dos protocolos con distintos tiempos de
tratamiento, los resultados sugieren que los efectos beneficiosos del AL podrian
depender de la duracion de su administracion. Especificamente, tras nueve
semanas de tratamiento, las mejoras en la memoria espacial fueron mas
pronunciadas en comparacion con las observadas a las cinco semanas. Se plantea
un posible efecto dado por la acumulacion del farmaco en el hipocampo tras este
periodo. En apoyo a esta hipotesis, un estudio clinico de 48 semanas en mujeres
con enfermedad de Alzheimer evalud el impacto de distintas dosis de AL (11.25 mg
vs. 22.5 mg cada 12 semanas), encontrando que, en pacientes que también recibian
inhibidores de la acetilcolinesterasa, la dosis mas alta se asocié con un menor
declive cognitivo en comparacion con la dosis baja y el placebo (Bowen et al., 2015).
Estos hallazgos refuerzan la posibilidad de un efecto dependiente de la dosis y la
duracion del tratamiento en la preservacién de la funcion cognitiva. No obstante, se
requieren estudios adicionales que exploren con mayor profundidad la eficacia del
AL en diferentes ventanas temporales.

Es importante considerar que algunos parametros evaluados en la prueba del
laberinto de Morris pueden verse influenciados por factores fisicos asociados al
envejecimiento, tales como el aumento de peso corporal, la disminucion de la fuerza
muscular, la reduccién en la velocidad de desplazamiento o cambios en la masa
corporal total (Altun et al., 2007; Seidler et al., 2010). Estas variables pueden afectar
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el rendimiento motor de los animales, y en consecuencia, interferir en la
interpretacién de los resultados cognitivos, dando lugar a posibles sesgos si no se
controlan adecuadamente. Durante el protocolo experimental, se realiz6 un
seguimiento del peso corporal en los animales envejecidos tratados con AL y en los
controles envejecidos que recibieron solucion salina. El monitoreo, llevado a cabo a
lo largo de nueve semanas, no evidencié diferencias significativas entre ambos
grupos, lo que sugiere que la administracion del farmaco no tuvo un impacto
relevante sobre el peso corporal que pudiera comprometer el rendimiento fisico de
los sujetos.

Por otro lado, estudios previos en un modelo de lesion medular en ratas, reportaron
que la administracion de AL durante cinco semanas resulté en mejoras significativas
en la locomocién (Diaz Galindo et al., 2015). Sin embargo, en la prueba de campo
abierto, asi como en las variables locomotoras especificas registradas durante el
desempeno en el laberinto de Morris (como la distancia total recorrida y la velocidad
de nado), no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
ratas jovenes y envejecidas (tratadas o no con AL). Estos resultados permiten
atribuir con mayor confianza que las mejoras observadas en la memoria espacial
tras el tratamiento con AL estan relacionadas con una modulacién de los procesos
cognitivos y no se deben a limitaciones motoras o del estado fisico general del grupo
no tratado.

Por otra parte, algunos autores han cuestionado la idoneidad del laberinto acuatico
de Morris como herramienta exclusiva para evaluar la memoria espacial en ratas
envejecidas, dado que esta prueba implica una experiencia potencialmente
estresante para los animales (Warner & Drugan, 2012). Con el fin de mitigar estas
limitaciones vy fortalecer la validez de los hallazgos conductuales, se incorporé una
prueba complementaria de menor impacto fisico: el laberinto en Y.
Tradicionalmente, esta prueba permite examinar la memoria de trabajo espacial a
través de la alternancia espontanea entre los brazos, un comportamiento guiado por
la tendencia natural de los roedores a explorar entornos novedosos y que esta
asociado principalmente con la actividad de la corteza prefrontal (Kraeuter et al.,
2019). Sin embargo, con el fin de ampliar la evaluacion hacia procesos de memoria
de referencia, en esta prueba se incorporaron sefiales visuoespaciales
diferenciadas en cada uno de los brazos del laberinto.

La memoria de referencia implica la capacidad de recordar informacién constante
sobre el entorno, como la ubicacion de sefales especificas, y se evalua mediante
tareas que requieren que el animal recuerde y utilice estas sefiales para tomar
decisiones (Sloan et al., 2006). Esta forma de memoria espacial sostenida en el
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tiempo depende del hipocampo y en humanos, se ha asociado funcionalmente con
aspectos de la memoria episddica (Kennedy & Shapiro, 2004). En la version
modificada del laberinto en Y que incorporo seinales visuales diferenciadas en cada
brazo, los animales exploraron libremente el dispositivo durante 10 minutos, y se
registro el porcentaje de alternancia espontanea como indicador de memoria
espacial a corto plazo. Los resultados obtenidos en esta prueba mostraron que las
ratas envejecidas tratadas con AL presentaron un porcentaje de alternancia
significativamente superior al observado en las ratas envejecidas no tratadas, lo que
indica una mejora en la capacidad de retener y actualizar informacién espacial en
intervalos cortos. Este hallazgo refuerza los efectos positivos del tratamiento con AL
sobre la funcidén cognitiva, y sugiere que los beneficios observados no se limitan a
una unica modalidad de evaluacién.

En conjunto, los resultados conductuales sugieren que el tratamiento con AL podria
atenuar el deterioro de la memoria espacial asociado con el envejecimiento. Este
efecto podria estar mediado por la modulacion de los receptores de GnRH
presentes en el hipocampo (Leblanc, Crumeyrolle, Latouche, Jordan, Fillion,
L’Heritier, Kordon, Dussaillant, Rostene, et al., 1988), lo que a su vez favoreceria un
mejor desempefio en tareas espaciales. Asimismo, la accion del farmaco podria
involucrar la regulacion de mecanismos relacionados con la plasticidad sinaptica
(Carasatorre et al., 2016; Leuner & Shors, 2004), el estimulo de la neurogénesis
(Gould et al.,, 1999; Sahay et al., 2011)o la regulacién de la expresion génica
asociada con funciones cognitivas (Rosales-Reynoso et al., 2016), todos procesos
clave para la memoria espacial y la integridad funcional del hipocampo. Con el fin
de explorar con mayor profundidad los efectos del AL en esta estructura, se
evaluaron alteraciones histolégicas en las capas neuronales, asi como cambios en
proteinas asociadas a la neuroplasticidad en los hipocampos colectados a partir de
los animales que integraron los grupos experimentales.

Estudios previos han reportado una disminucion progresiva en la densidad y
complejidad de las espinas dendriticas en el hipocampo con el envejecimiento,
fendmeno que se ha asociado con un deterioro en la plasticidad sinaptica y en
funciones cognitivas dependientes de esta regién (Duan et al., 2003). No obstante,
se ha demostrado que el tratamiento con GnRH puede revertir parcialmente este
deterioro estructural, promoviendo un aumento en la densidad de espinas
dendriticas en neuronas hipocampales (Prange-Kiel et al., 2008). En este contexto,
cobra especial relevancia el analisis de proteinas estructurales asociadas con
procesos de plasticidad sinaptica como la espinofilina, MAP2 y NF-200 que se
estudiaron en este trabajo. Anteriormente se ha reportado que la GnRH promueve
una mayor expresion de espinofilina en ratas envejecidas y que este cambio
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fundamenta las mejoras en el desempefo de tareas de aprendizaje debidas a su
administracion (Gonzalez-Torres et al., 2019)

Consistente con los resultados conductuales, en el presente estudio se observo una
disminucién significativa en la expresion de espinofilina y MAP2 en el grupo de ratas
envejecidas tratadas con solucion salina, en comparacién con el grupo joven, lo cual
sugiere una perdida de integridad estructural en las neuronas del hipocampo
asociada al envejecimiento, que podria fundamentar el déficit cognitivo encontrado
en este grupo. La espinofilina (también conocida como neurabina Il) destaca por su
interaccion con componentes clave del citoesqueleto, como la actina, la cual es
fundamental para la formacion, el mantenimiento y la morfologia de las espinas
dendriticas (Feng et al., 2000). Por su parte, MAP2 juega un papel esencial en la
estabilizacion de la arquitectura dendritica, siendo un marcador comunmente
utilizado para evaluar la integridad estructural de las neuronas (Bodakuntla et al.,
2019). Cabe destacar que el tratamiento con AL logro revertir los efectos dados por
el envejecimiento, restableciendo la expresibn de ambas proteinas a niveles
comparables con los observados en el grupo de ratas jovenes. Ademas, estos
efectos moleculares parecen depender del tiempo de administracion del
tratamiento, en concordancia con los hallazgos conductuales previamente descritos.
A las cinco semanas, se observdé un aumento significativo en la expresion de
espinofilina, mientras que los niveles de MAP2 no presentaron cambios relevantes.
En contraste, tras nueve semanas de tratamiento, se evidencié una recuperacion
en la expresion de ambas proteinas, lo que sugiere un efecto acumulativo del
farmaco sobre la estructura sinaptica y dendritica.

Asi, los datos obtenidos sugieren que el tratamiento con AL podria inducir cambios
positivos en la morfologia dendritica del hipocampo, favoreciendo una mayor
densidad y estabilidad de espinas, de forma similar a lo observado en modelos
tratados con GnRH (Prange-Kiel et al., 2008). No obstante, este hallazgo requiere
ser respaldado mediante técnicas que permitan la visualizacién directa de dichas
estructuras en el hipocampo. Estudios recientes ha demostrado que la
administracion crénica de GnRH en ratas con lesion medular induce una notable
regulacion positiva en la expresion de diversos genes relacionados con la actividad
neurotrdfica y sinaptogénica (Martinez-Moreno et al., 2024) En este sentido, un
posible mecanismo subyacente a los efectos observados podria implicar la
activacion de receptores hipocampales de GnRH por el AL, que desencadenaria
vias de senalizacion intracelular asociadas a la regulacidén positiva de genes clave
en la sinaptogénesis, como los que codifican la espinofilina y MAP2.
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Por otro lado, se ha propuesto que la GnRH incrementa el numero de espinas
inmunorreactivas a espinofilina (y por tanto su expresién) a través de una regulaciéon
de la sintesis de estrogenos en el hipocampo (Hao et al., 2003; Prange-Kiel et al.,
2008). Este mecanismo a su vez podria estar implicado en los efectos observados
con el tratamiento con AL. No obstante, investigaciones previas han demostrado
que la mejora cognitiva en ratas envejecidas gonadectomizadas tratadas con GnRH
parece ser independiente de las hormonas sexuales (Gonzalez-Torres et al., 2019).
Asimismo, estudios in vitro han revelado efectos neurotréficos de la GnRH en
neuronas cultivadas incluso en ausencia de esteroides sexuales (Quintanar et al.,
2016). Por tanto, se puede considerar que los efectos observados son atribuibles
principalmente a la accidon neurotrdéfica directa del analogo de la GnRH.

De manera complementaria, se evalud la expresion de la proteina neurofilamentos
de alto peso molecular (NF-200), un marcador relacionado con la organizacién del
citoesqueleto neuronal y la plasticidad sinaptica (Zhao et al., 2021). A diferencia de
lo observado con espinofilina y MAP2, los niveles de NF-200, en lugar de disminuir,
se encontraron aumentados tanto en el grupo envejecido que recibio solucién salina
como en el que fue tratado con AL, en comparacion con las ratas jévenes. Este
incremento relacionado con la edad ha sido previamente documentado,
observandose una mayor inmunorreactividad para neurofilamentos en neuronas
piramidales del area CA1 en tejido hipocampal de individuos de 49 afios 0 mas, asi
como en pacientes con EA (Vickers et al., 1994). Por lo anterior, la sobreexpresion
de NF-200 podria representar un cambio compensatorio asociado al
envejecimiento, mas que una respuesta especifica al tratamiento.

Ademas, se ha reportado que la GnRH estimula un aumento de este tipo de
neurofilamentos y la expresion de espinofilina en neuronas en cultivo (Quintanar et
al., 2016). Sin embargo, aunque en este estudio se observdo un aumento de
espinofilina tras el tratamiento con AL, los niveles de NF-200 no mostraron
diferencias significativas entre las ratas envejecidas tratadas con AL y aquellas que
recibieron solucion salina. La ausencia de diferencias significativas entre estos
grupos indica que la administracion de AL no modula sustancialmente la expresion
de esta proteina en el hipocampo, al menos en los tiempos evaluados. En conjunto,
los resultados de espinofilina, MAP2 y NF-200 destacan la complejidad de los
cambios moleculares asociados al envejecimiento y evidencian la especificidad de
los efectos del tratamiento sobre ciertos componentes estructurales de las neuronas
hipocampales.

En los ultimos afos, diversos estudios han sefalado que las regiones dorsales del
hipocampo estan particularmente involucradas en la codificacion y recuperacion de
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la memoria espacial, mientras que las areas ventrales se han relacionado con la
regulacion de conductas emocionales, como la ansiedad (Bannerman et al., 2003,
2004, 2014). En este contexto, el presente estudio incluyé también un analisis
histolégico del hipocampo dorsal. Para ello, se evaluaron el grosor y la densidad
celular (nucleos/um) en distintas regiones del hipocampo, especificamente en las
capas piramidales de CA1, CA2, CA3 y en la capa granular del GD. Cabe sefAalar,
ademas de inducir un aumento en el numero de espinas dendriticas (Prange-Kiel et
al., 2008; Quintanar et al., 2016) se ha reportado también que la GnRH es capaz de
promover procesos de neurogénesis en regiones como el hipotalamo (Ceriani &
Whitlock, 2021). Asi, este analisis permitid explorar si los efectos observados en la
expresion de proteinas sinapticas tras el tratamiento con AL se debian a una pérdida
0 preservacion de cuerpos neuronales.

Los resultados indicaron una disminucion en el grosor de la capa y en la densidad
neuronal que fue significativa unicamente en las regiones CA3 y GD del hipocampo
en las ratas envejecidas tratadas con solucion salina, en comparacion con el grupo
joven. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Wilson et al. (2005), quienes
sefalaron que las alteraciones asociadas al envejecimiento en el hipocampo son
especificas de cada subregion, destacando una contribucion particularmente
relevante de la disfuncion de CA3 al deterioro de la memoria relacionado con la
edad (Wilson et al., 2005). Asimismo, se ha descrito que el GD es una de las
subregiones mas vulnerables a la pérdida celular tanto en el envejecimiento normal
(Ngwenya et al., 2015) como en patologias neurodegenerativas, incluidas las
demencias (Kawles et al., 2023).

Por su parte, el tratamiento con AL en ratas macho envejecidas revirtio la
disminucidn observada en ambas regiones hipocampales. En este sentido, el
aumento en la expresion de espinofilina y MAP2 observado en este estudio podria
estar reflejando una mejor preservacion de la integridad celular en el GD y CAS3,
posiblemente acompanada por una mayor arborizacion dendritica, aspecto que
debera explorarse en estudios posteriores mediante técnicas mas especificas. De
manera destacable, estos efectos fueron mas pronunciados en el GD, lo que sugiere
un posible efecto neurogénico del farmaco, dado que esta region se reconoce como
un sitio donde persiste la neurogénesis en el cerebro adulto (Seri & Alvarez-Buylla,
2002). Ademas, numerosos estudios han demostrado que el proceso neurogénico
en el GD es particularmente sensible a sefiales hormonales y factores neurotroéficos
(Brummelte & Galea, 2010; Galea, 2008; Pinnock & Herbert, 2008; Schoenfeld &
Gould, 2012; Wan et al., 2021). Uno de estos estudios, reporté una modulacién
diferencial de la neurogénesis en el GD de roedores adultos machos y hembras,
destacando que en los machos dicha neurogénesis esta influida principalmente por
la supervivencia celular, mas que por la proliferacion (Galea, 2008). Estos
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resultados refuerzan la hipétesis de que el analogo de la GnRH podria contribuir a
la preservacidon de la arquitectura hipocampal durante el envejecimiento, lo que
concuerda con los hallazgos conductuales y moleculares de este trabajo.

Finalmente, cabe sefalar que, durante el periodo de tratamiento de nueve semanas,
se presentaron hallazgos incidentales que merecen ser considerados en la
interpretaciéon general de los resultados. En el grupo de animales envejecidos
tratados con AL se registré una tasa de mortandad del 8%, asi como la aparicion de
un tumor subcutaneo en un individuo y una lesion dérmica ulcerativa en otro. En
contraste, en el grupo tratado con solucion salina no se observaron casos de
mortandad ni lesiones similares. Si bien estos eventos no pueden vincularse de
forma concluyente al tratamiento, coinciden con reportes previos sobre efectos
adversos asociados al uso de analogos de GnRH. En particular, se ha documentado
que pacientes tratados con leuprorelina en su formulacion de liberacion prolongada
desarrollaron bultos subcutaneos en los sitios de inyeccion. Estos bultos fueron
identificados como reacciones inflamatorias llamadas granulomas, que podrian ser
causadas tanto por el medicamento como por los materiales utilizados en su sistema
de liberacion lenta (Yasukawa et al.,, 2005). Es relevante senalar que la lesiéon
cutdnea observada en uno de los animales del grupo con AL se presenté en la
region dorsal toracica, alejada del sitio de inyeccion, lo que sugiere que la alteraciéon
podria no estar directamente relacionada con la aplicacion intramuscular. Ademas,
se ha reportado en la literatura que los efectos adversos asociados a los analogos
de GnRH, aunque generalmente leves, incluyen sofocos, sudoracion, edema
periférico, y en algunos casos, reacciones locales como dolor, enrojecimiento o
endurecimiento en el sitio de aplicacion, especialmente cuando se utilizan
formulaciones de liberacion prolongada (Periti et al., 2002)

Si bien estas observaciones no permiten establecer una relacion causal directa
entre el tratamiento con AL y la aparicion de estas condiciones, resulta llamativo
que todas ocurrieran exclusivamente en el grupo experimental. Es posible que estos
hallazgos sean manifestaciones espontaneas del deterioro fisiologico asociado al
envejecimiento, que pueden incluir procesos neoplasicos o trastornos cutaneos,
comunes en animales de edad avanzada (Maita et al., 1979; Onozato et al., 2012;
Sonar et al., 2022; Szymanska et al., 2014). No obstante, la ausencia de estas
alteraciones en el grupo tratado con SS sugiere la necesidad de realizar un analisis
mas exhaustivo en futuros estudios, que incluya evaluaciones histopatolégicas y
una mayor muestra, con el fin de determinar si estos eventos corresponden a
efectos adversos del tratamiento o si son simplemente coincidencias biolégicas
dentro del espectro de variabilidad individual en modelos envejecidos.
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9. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demuestran que la administracion del AL tiene un
efecto beneficioso sobre la memoria espacial en ratas macho envejecidas. Aunque
no se observaron diferencias significativas en la locomocién entre grupos, las ratas
envejecidas sin tratamiento presentaron déficits cognitivos evidentes en las tareas
de memoria espacial en comparacion con animales jovenes, lo cual confirma la
susceptibilidad de esta funcién al proceso de envejecimiento. De manera
destacable, el tratamiento con AL logré revertir dichos déficits, mostrando un
rendimiento cognitivo similar al de los animales jovenes y superior al del grupo
envejecido tratado con solucién salina.

A nivel molecular, los animales envejecidos que no recibieron tratamiento mostraron
una reduccion en la expresion de espinofilina y MAP2 en el hipocampo, proteinas
asociadas con la integridad sinaptica y la arborizacion dendritica. Sin embargo, la
administracion de AL incrementd significativamente la expresién de ambas
proteinas, sugiriendo una mejora en la plasticidad estructural del hipocampo. En
contraste, la proteina NF-200 se encontro significativamente aumentada en los
grupos envejecidos, sin diferencias dadas por el tratamiento con AL. Estos hallazgos
permiten vincular los efectos cognitivos observados con modificaciones moleculares
especificas en el hipocampo que podrian estar restaurando la funcion sinaptica
alterada por el envejecimiento.

La evaluacion histolégica del hipocampo complementé estos hallazgos,
encontrando una disminucion importante del grosor y densidad celular
especificamente en CA3 y el GD dada por el envejecimiento, que fue revertida por
el AL en ambas regiones y de forma mas prominente en el GD.

No obstante, este estudio presenta ciertas limitaciones. Otras funciones cognitivas
que también se ven afectadas por la edad, como el aprendizaje asociativo o la
memoria explicita, no fueron evaluadas. Asimismo, seria necesario analizar el
efecto del tratamiento en hembras y en diferentes ventanas de intervencion, asi
como ampliar el analisis molecular a otras proteinas clave en la sinaptogénesis
(como sinaptofisina) para delinear con mayor precision los mecanismos implicados.

En conjunto, los datos obtenidos sugieren que el AL tiene un potencial terapéutico
para contrarrestar el deterioro cognitivo asociado con el envejecimiento,
posiblemente mediante la restauracién de mecanismos de plasticidad neuronal en
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el hipocampo. Estos hallazgos abren nuevas perspectivas para la investigacion de
analogos de GnRH como moduladores de la funcidn cognitiva en la senescencia, y

refuerzan la necesidad de continuar explorando su aplicacion en contextos
preclinicos y clinicos.
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11. ANEXOS

e ANEXO 1. DISECCION DEL HIPOCAMPO

A1. Diseccién del hipocampo (Chiu et al., 2007). Para aislar el hipocampo, primero se
levantd el lado ventral del cerebro y posterior a ello el cerebro medio fue retirado para
exponerlo. Finalmente se disecciono el hipocampo de la corteza.

e ANEXO 2. CAPAS NEURONALES DEL HIPOCAMPO

A2. Capas neuronales del hipocampo (Paxinos & Watson, 2005). Se sefiala en codigo
de colores cémo fueron delimitadas las capas neuronales del hipocampo para el analisis

histologico, de acuerdo a la informacion de Paxinos & Watson en las coordenadas de los
cortes analizados.
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