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Resumen

Con el envejecimiento la memoria espacial del hombre se deteriora gradualmente, esto ocurre de
forma paralela a una disminucién en los niveles de testosterona (T), sugiriendo una asociacion
entre ambos efectos. Los estudios que abordan esta relacion generan resultados contradictorios
en humanos y modelos animales; estas controversias pueden explicarse por diferencias en el
método de restitucidon hormonal, la dosis y, en el caso de modelos animales de memoria espacial,
por la inclusién de estresores que pueden interferir con los resultados, sobre todo en sujetos
viejos. El laberinto de Barnes, es una prueba conductual que evalia la memoria espacial sin
demandar gran esfuerzo fisico o privaciéon de comida para su resolucion, y toma como ventaja la
tendencia de los roedores para evitar espacios abiertos e iluminados. El uso de esta prueba
permitira determinar de manera mas contundente si existe una relacion entre la memoria espacial,
el envejecimiento y la T. Métodos: Se usaron ratas macho jovenes y viejas: a) intactas, b)
castradas y c) castradas + implante de T. La evaluacion de la memoria espacial en el laberinto de
Barnes se hizo en dos fases: adquisicion y retencién (a corto y largo plazo) de la informacién
espacial. En ambos periodos se registrd el tiempo para encontrar la camara de escape (latencia),
la busqueda en el area objetivo, la frecuencia de busqueda, asi como la estrategia que utilizaron
los animales para encontrar la camara de escape (aleatoria, serial o dirigida al objetivo).
Resultados: En comparacion con animales jovenes, los machos viejos mostraron mayor latencia
y frecuencia de busqueda para encontrar la camara de escape, ademas buscaron menos en el
area objetivo; en relacion a la estrategia de busqueda los animales viejos usaron mayoritariamente
una busqueda serial mientras que una proporcién importante de animales jovenes usaron la
busqueda dirigida al objetivo en ambas fases de la prueba. Por su parte, la comparacion entre
animales jévenes intactos y castrados indicd que las ratas castradas no modificaron la busqueda
en el area objetivo y tampoco la frecuencia de busqueda conforme avanzaron los ensayos de la
fase de adquisicion, estos animales también mostraron una mayor preferencia por la busqueda
serial. En animales viejos, la castracién ocasion6é que una proporcion considerable de animales
mantuviera una busqueda aleatoria, en contraste, las ratas viejas intactas mostraron un rapido
reemplazo de la busqueda aleatoria por la estrategia de busqueda serial. En los animales jévenes
castrados, la restitucién con T facilité la retencion de la memoria espacial a largo plazo indicada
por un aumento en la busqueda en el area objetivo y de la estrategia de busqueda dirigida al
objetivo. En contraste, el tratamiento con T en los animales viejos castrados sélo ocasiond una
disminucion en la busqueda aleatoria y favorecié la busqueda serial en la fase de adquisicion.
Conclusiones: Los resultados confirman el deterioro en la memoria espacial dependiente del
envejecimiento. La castracion afecté la memoria espacial en animales jovenes y la generacion de
estrategias de busqueda en animales viejos durante la adquisicion del laberinto de Barnes. Por su
parte, el efecto de la T en la memoria espacial es dependiente de la edad. Estos resultados
también sugieren la utilidad terapéutica de este andrégeno para problemas cognitivos asociados
con el hipogonadismo en sujetos jovenes, previo al declive hormonal y al deterioro en la memoria
observado en el envejecimiento.



1. Introduccion

1.1 Envejecimiento

El envejecimiento humano es un proceso biolégico que se caracteriza por el declive
progresivo de las funciones fisioldgicas que deriva en un aumento de la vulnerabilidad de
las personas a padecer enfermedades y morir a causa de ellas. De manera general,
disminuye la sintesis de proteinas, funcién inmune, densidad Osea, masa y fuerza
muscular, comprometiendo las funciones metabdlicas, reproductivas y cognitivas de las
personas (Lamberts, van den Beld y van der Lely, 1997).

El proceso de envejecimiento y sus alteraciones varian entre individuos. Por un lado se
encuentra el envejecimiento saludable en el cual las personas adecuan o fortalecen un
estilo de vida que les permite tener bienestar, salud y calidad de vida (Mendoza-Nunez,
Martinez-Maldonado y Correa-Mufnoz, 2009). Su contraparte, el envejecimiento
patoldgico, se caracteriza por el aumento en la incidencia de enfermedades. Es probable
que el envejecimiento forme parte de un continuo entre la neurodegeneracion y la
enfermedad, donde los factores estocasticos proporcionados por la genética y el ambiente
determinan la variabilidad en la expresion del envejecimiento y el tipo de enfermedades
neurodegenerativas (Wyss-Coray, 2016).

De manera general, el envejecimiento se considera un factor de riesgo primario para
desarrollar patologias como cancer, diabetes, desdérdenes cardiovasculares vy
enfermedades neurodegenerativas que afectan la calidad de vida y aumentan la
dependencia de los adultos mayores (L6pez-Otin, Blasco, Partridge, Serrano y Kroemer,
2013).

¢ Consideraciones demograficas

En décadas recientes, el estudio del envejecimiento se ha expandido rapidamente en
profundidad y amplitud, esto es motivado por el extraordinario aumento en la esperanza
de vida humana a nivel mundial que ha provocado un incremento en el porcentaje de la
poblacion de la tercera edad.

Actualmente, la poblacidn mundial envejecida aumenta a pasos acelerados provocando
que la proporcion de adultos mayores de 60 afios sea cada vez mas significativa y, de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2015), entre el afno 2015 al 2050
se espera que la poblacion mundial en esa franja de edad llegue a los 2000 millones de
personas, lo que significa que la proporcién de adultos mayores de 60 afos en todo el
mundo se duplicara, pasando del 11% al 22%.

A nivel mundial, la esperanza de vida es de 70 afios o mas, en México actualmente es de
75 afos (INEGI, 2016) y se estima que para el afno 2050 el promedio de afios de vida
esperados sea de 82 para hombres y 85.5 para mujeres (Rodriguez Garcia y Lazcano
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Botello, 2015). Esto implica que nuestro pais esta en una fase avanzada de transicion
demografica hacia una poblacion de adultos mayores (OMS, 2015).

En este contexto, mas del 20% de las personas que llegan y sobrepasan los 60 afios
sufren de algun trastorno mental o neural y el 6.6% de la discapacidad en este grupo
etario se le atribuye a trastornos mentales y del sistema nervioso, siendo la demencia y la
depresion las enfermedades neuropsiquiatricas mas comunes (OMS, 2015), lo cual
genera no soélo un problema de salud publica, sino también dependencia y pérdida de la
calidad de vida en los adultos mayores.

1.2 Memoria

La memoria es el proceso cognitivo encargado de adquirir, codificar, almacenar,
consolidar y subsecuentemente recuperar informacion. De forma general, la adquisicion
consiste en el aprendizaje de informacion mediante cambios en la conducta de un
organismo como resultado de la experiencia. Esta informacion aprendida se codifica o
procesa para su almacenamiento a corto plazo y, a través del proceso de consolidacion,
la informacion se transforma gradualmente a memorias de largo plazo que pueden
recuperarse (Carrillo-Mora, Giordano y Santamaria, 2009).

La memoria se puede clasificar segun la temporalidad y el tipo de informacion que se
almacena.

e C(lasificacion

Existen diferentes categorias temporales para el almacenamiento de la informacién
(Atkinson y Shiffrin, 1968), éstas estan esquematizadas en la figura 1. La memoria
sensorial permite retener informacion sensorial (visual, verbal, tactil, etc.) durante
fracciones de segundos. Por su parte, la memoria a corto plazo (de trabajo) posibilita el
mantenimiento de la informacién por breves periodos de tiempo (segundos a minutos),
mientras que la memoria a largo plazo almacena la informacion por periodos prolongados
(dias, semanas), incluso de forma permanente (Atkinson y Shiffrin, 1968; Glisky, 2007).

La memoria de trabajo se refiere al procesamiento, almacenamiento y actualizacion
temporal de la informacion activa a corto plazo, durante segundos o minutos una vez
lograda una tarea cognitiva en particular (Baddeley y Hitch, 1974). Se considera por la
literatura un constructo cognitivo multidimensional encargado de planear y ejecutar
multiples tareas pertenecientes a un orden superior en la cognicion, entre ellas la
atencion, la inhibicion de la informacion, la flexibilidad cognitiva y la toma de decisiones
(Baddeley, 2006). EI mantenimiento de la informacion en este tipo de memoria depende
de la actividad de la corteza prefrontal (CPF) (Funahashi, 2006).

La memoria de trabajo consiste en un sistema ejecutivo central que regula dos sistemas
de almacenamiento subsidiarios: el bucle fonolégico (informacion sobre sonidos y
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lenguaje) y el sistema viso-espacial (datos visuales y espaciales). Un componente
adicional de la memoria de trabajo es el buffer episddico, definido como un espacio de
trabajo global que conjunta la informacion para formar escenas y episodios (Baddeley,
2000; Repovs y Baddeley, 2006).

Por su parte, la memoria de largo plazo se divide en dos sistemas cualitativos para el
almacenamiento de la informacion (Fig.1); la memoria no declarativa (implicita o
procedimental) que abarca informacion sobre habilidades motoras y perceptuales,
adquiridas a nivel inconsciente, y la memoria declarativa (o explicita) que se refiere a la
informacion que se adquiere de forma consciente, sobre hechos, eventos y sujetos, en un
tiempo y una situacion determinada; ésta informacion se transmite o expresa a través del
lenguaje (Squire, 1992).

Por el tipo de informacién que almacena, la memoria declarativa se divide en la memoria
semantica y la memoria episodica. La primera involucra informacion sobre hechos y
conocimientos generales acerca del mundo, palabras y conceptos, se relaciona con la
actividad de la corteza prefrontal y I6bulo temporal (Martin y Chao; 2001). Por su parte, la
memoria episddica comprende la informaciéon sobre eventos pasados y experiencias
personales que ocurren en un lugar y tiempo en particular, incluye ademas la informacién
autobiografica, permite dar continuidad a nuestras acciones y se relaciona con la
codificacion de informacién espacial (Tulving, 2002; Leutgeb, 2005; Dere, Kartteke,
Huston y de Souza-Silva, 2006).

La informaciéon episddica se procesa y consolida en el hipocampo, posteriormente se
almacena en la neocorteza (Burgess, Maguire y O'Keefe, 2002; Squire, Stark, y Clark,
2004).

—| Sensorial
Memoria Corto plazof— Memoria de trabajof:«--sssssssssssssssnsasasnss :
[— Episddica
Declatalival: = st Espacial
Lo a0 ' Semantica :
B B IB TR hunnstommssinanuusbiesnunnsansnums

Figura 1. Clasificacion de la memoria. Linea continua: clasificacion temporal de la memoria. Linea punteada;
tipos de memoria que conforman a la memoria espacial.



1.3 Memoria espacial

Existen memorias que no pueden ser estrictamente asignadas a una clasificacion debido
a que engloban caracteristicas de varios tipos de memorias, es el caso de la memoria
espacial (Fig. 1), la cual ademas de almacenar informacion en un marco espacio-
temporal, involucra aspectos de la memoria declarativa (memoria semantica y episddica),
no declarativa (procedimental), asi como el almacenamiento de la informacién en las
categorias temporales de corto y largo plazo (Carrillo-Mora et al., 2009).

La memoria espacial hace referencia a la habilidad del organismo para saber o tener una
representacion de donde esta y navegar eficientemente en su ambiente a partir de
informacion espacial sobre colores, caracteristicas, objetos, relaciones entre claves o
rutas especificas en el ambiente (Barnes, 1988), que en conjunto, se le denomina mapa
cognitivo (Schiller et al., 2015).

Entre las regiones cerebrales relevantes para la memoria espacial esta el hipocampo y las
areas corticales adyacentes a éste (Squire et al., 2004). El papel de estas estructuras en
la memoria espacial surgi6 a partir de trabajos en pacientes (Astur et al., 2002; Parslow et
al., 2005) y en modelos animales con lesiones en el hipocampo (Barnes, 1988; Olton y
Papas, 1979), también de estudios que describen la actividad espacial de las neuronas en
el hipocampo durante tareas que requieren el uso de esta memoria (O'Keefe y
Dostrovsky, 1971; O'Keefe y Nadel 1978).

La memoria espacial comprende, ademas, el procesamiento de la informacién activa a
corto plazo en la memoria de trabajo, facilitando el almacenamiento temporal de una
cantidad limitada de informacién espacial y la mantiene disponible para su acceso
inmediato. Alternativamente, esta informacién puede ser utilizada por otros procesos
cognitivos, como se describié anteriormente (Carrillo-Mora et al., 2009).

Por otro lado, la memoria espacial involucra el almacenamiento de ubicaciones espaciales
a largo plazo, proceso denominado memoria de referencia espacial, ésta exhibe mayor
capacidad, duracién y resistencia respecto a la memoria de trabajo. La memoria de
referencia ademas, involucra informacion estable que se repite con el entrenamiento
(Olton y Papas, 1979).

¢ Plasticidad sinaptica y memoria espacial

El hipocampo modula la memoria espacial y sus componentes temporales a través de
mecanismos de plasticidad entre sus conexiones neuronales, estos eventos requieren de
la sintesis de nuevas proteinas, la disponibilidad de estas conduce a interacciones
cooperativas y competitivas entre sinapsis que desencadenan cambios rapidos y
persistentes en la fuerza sinaptica, ya sea incrementando o disminuyendo (Ramiro-
Cortes, Hobbiss e Israely, 2013). A estos procesos se les conoce como potenciacion o
depresion a largo plazo, respectivamente. Se ha establecido que el fortalecimiento
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sinaptico es el principal mecanismo de plasticidad que subyace al aprendizaje y al
almacenamiento de memorias. Este proceso a su vez es regulado por diferentes factores,
los principales se describiran a continuacion:

a) Potenciacion a largo plazo (LTP): Se define como un aumento o fortalecimiento
persistente en la eficacia y la transmisidon sinaptica, generalmente es inducido por la
activacion apropiada de las mismas sinapsis. ElI LTP puede ocurrir por la actividad de las
células espaciales en el hipocampo, los disparos selectivos en los potenciales de accién
que realizan estas células cuando un animal estd en una region espacial especifica
(campo de lugar), estimulan la sintesis y liberacién del neurotransmisor glutamato que se
une a los receptores de N-metil-D-aspartato (NMDAR) vy, a través de diferentes vias de
sefalizacion, intensifica la transmisién sinaptica excitadora facilitando el almacenamiento
de la informacién espacial y la formacion de mapas cognitivos en el hipocampo (Shapiro,
2001). Al bloquear con antagonistas los NMDAR, disminuye la respuesta a la potenciacion
sinaptica que evita el establecimiento de los campos de lugar y la representacion espacial
en el hipocampo. Estas alteraciones repercuten directamente en el rendimiento de
roedores en tareas de memoria espacial (Shapiro, 2001; Driscoll y Sutherland, 2005).

b) Neurogénesis adulta: la generacion de nuevas neuronas durante la etapa adulta ocurre
continuamente en la zona subgranular del giro dentado en el hipocampo. Las nuevas
neuronas se diferencian en neuronas granulares que forman nuevas conexiones
neuronales e incrementan la plasticidad estructural y sinaptica en el hipocampo (Gu,
Janoschka y Ge, 2012; Kempermann, Song y Gage, 2015). De esta manera, la
neurogénesis adulta también esta implicada en la formacién y el mantenimiento de la
memoria espacial (Snyder, Hong, McDonald y Wojtowicz, 2004; Lieberwith, Pan, Liu,
Zhang y Wang, 2016).

c) Factores neurotroficos: El factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF, por sus
siglas en inglés Brain Derived Neurotrophic Factor) regula la supervivencia, el
mantenimiento y el crecimiento neuronal en areas como el hipocampo y la corteza, ahi,
promueve la sintesis de proteinas y la fosforilaciéon de los NMDAR que inducen el LTP,
permitiendo la formacién y la retencion de la memoria espacial (Mizuno, Yamada, Olariu,
Nawa y Nabeshima, 2000). Por su parte, el factor de crecimiento nervioso (NGF, por sus
siglas en inglés Nerve Growth Factor) influye en la fisiologia del hipocampo a través de la
regulacion en la neurotransmision colinérgica que favorece la induccién de LTP, en
relaciéon a esto, se ha reportado que la presencia NGF en el hipocampo es necesaria para
la consolidacion de la memoria espacial (Conner et al., 2009).

d) Hormonas gonadales-testosterona: La testosterona a través de mecanismos de accién
en el sistema nervioso central (SNC) participa en la regulacion de la estructura y funcion
hipocampal. Entre sus principales efectos estimula la plasticidad sinaptica por LTP
(MacLusky, Hajszan, Prange-Kiel y Leranth, 2006), incrementa la neurogénesis en el giro
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dentado (Spritzer y Galea, 2007; Hamson et al., 2013), mantiene la expresién de BDNF
(Pluchino et al., 2013), y participa en la regulacién de los sistemas de neurotransmision
implicados en el aprendizaje y la memoria espacial (Zheng, 2009).

d) Hormonas adrenales-dehidroepiandrosterona: es el principal andréogeno adrenal y
similar a la testosterona, es considerado un esteroide neuroactivo por ejercer multiples
efectos en el SNC, entre ellos, induce cambios neuroplasticos en el cerebro que
aumentan la proliferacion y sobrevivencia de neuronas en el hipocampo de ratas de mas
de 13 meses (Herrera-Pérez et al., 2017), esto abre la posibilidad de que el tratamiento
con esta hormona favorezca la memoria espacial en animales viejos.

Recapitulando, las memorias declarativas y la memoria espacial son dependientes de la
actividad del hipocampo y l6bulo temporal medial, la memoria de trabajo ademas, recluta
a la CPF, y el almacenamiento de la informacién a largo plazo ocurre en la neocorteza.
Cada una de estas estructuras cerebrales presenta contribuciones Unicas en los sistemas
de memoria (Eichenbaum, 2000).

1.4 Sistema de memoria cortico-hipocampal

El sistema de memoria cortico-hipocampal tiene tres principales componentes: a) el
hipocampo, b) la formaciéon hipocampal y c) areas corticales (corteza prefrontal). La
interconexién entre estas estructuras es fundamental para funciones cognitivas basicas
como la formacién de memorias y la capacidad de procesamiento de informacion
espacial.

e Hipocampo

La informacion en el ambiente que nos rodea es percibida por los diversos 6rganos
sensoriales (la lengua, la piel, la nariz, los ojos, el oido, etc.), llega a diversas areas de la
corteza y a través de las eferencias en la corteza perirrinal y entorrinal, la informacion
entra al hipocampo (Fig. 2) (Sweatt, 2010).

El hipocampo se localiza en el I16bulo temporal medial del cerebro, anatobmicamente se
divide en las areas Cornu Ammonis compuestas por neuronas piramidales (CA1-CA4) y el
giro dentado conformado por neuronas granulares, estas areas se comunican entre si a
través de un circuito unidireccional, principalmente glutamatérgico (Sweatt, 2010).
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Figura.2. Conectividad hipocampal en el SNC. Imagen modificada (Squire y Zola-Morgan, 1991).

Esta estructura recibe aferencias de diversos sistemas de neurotransmisién, entre ellos
del sistema colinérgico, dopaminérgico, serotoninérgico y noradrenérgico. También hay
interneuronas GABAérgicas y de péptidos neuromoduladores como BDNF y NGF.

Todos estos componentes participan en la regulacion de la funcion hipocampal, por
ejemplo; GABA (acido gamma-aminobutirico), acetilcolina, norepinefrina y serotonina
modulan la sincronizacién de los potenciales de accion dentro del hipocampo, esta
actividad se relaciona con la formacion de memorias y el procesamiento cognitivo (Sweatt,
2004). EI BDNF y el NGF ejercen efectos en la funcion sinaptica del hipocampo adulto
(Conner et al., 2009; Leal, Afonso, Salazar y Duarte, 2015), mientras que la funcién de los
NMDAR es fundamental para los procesos de plasticidad sinaptica a largo plazo,
necesarios para la propia funcién del hipocampo y el procesamiento cognitivo (Sweatt,
2010).

Ademas, el giro dentado mantiene la produccién de nuevas neuronas y glia a través de
los afios mediante la neurogénesis, este proceso involucra la produccién, proliferacion y
supervivencia neuronal, para la posterior formacion de redes neuronales, contribuyendo a
la estimulacion del aprendizaje y funciones mnemodnicas del hipocampo, entre ellas la
memoria declarativa, la memoria espacial y la memoria contextual (Schmidt-Hieber, Jonas
y Bischofberger, 2004; Kaptan y Uziim, 2016).

Entre las principales funciones del hipocampo esta el procesamiento de la informacion
proveniente de la corteza (Preston y Eichenbaum, 2013), ademas, es una estructura

13



intermediaria en la consolidacidon de memorias a corto plazo previo a que esta informacién
se transfiera a regiones corticales para su almacenamiento permanente (Squire, Genzel,
Wixted y Morris, 2015).

Mas importante aun, el hipocampo es una estructura critica para las memorias
declarativas (Eichenbaum, 2004) y la memoria espacial, en ésta ultima el hipocampo
permite la formacion y el recuerdo de mapas cognitivos (Wagatsuma y Yamaguchi, 2007).
Esta estructura lleva a cabo la representacion espacial a través de la interaccion con otras
estructuras adyacentes, lo que se describira en el siguiente apartado.

¢ Formacion hipocampal

La formacion hipocampal esta compuesta por el hipocampo, la corteza entorrinal y el
complejo subicular (subiculo, presubiculo y parasubiculo) (Schultz y Engelhardt, 2014).

La interaccion entre el hipocampo y estas regiones adyacentes es fundamental para la
formacion de mapas cognitivos (Hartley, Lever, Burgess y O'Keefe, 2013). En linea con
esto, existen reportes en modelos animales que han encontrado que la representacion
espacial ocurre por la actividad especifica de ciertas células en la formacion hipocampal,
las cuales se han clasificado de la siguiente manera (Fig.3) (Grieves y Jeffery, 2017):

e Células de lugar (place cells): Son las principales células espaciales en el
hipocampo. Cada célula de lugar presenta un aumento en su tasa de disparo de
potencial de accion cuando un animal se encuentra en una region espacial
denominada "campo de lugar". A nivel poblacional, estas neuronas representan el
ambiente completo que rodea al animal y una vez que se forma el mapa cognitivo,
permanece estable a través de los dias e incluso semanas. La actividad de estas
células depende de la informacién visual y de la ubicacion de un campo de lugar en
relacidon a claves espaciales. El descubrimiento de estas células revela la formacion
de representaciones cognitivas en el cerebro, es decir, la base para la navegacion y
la memoria espacial (Grieves y Jeffery, 2017).

e Células de direccion de cabeza (head direction cells): Estas células predominan en
el presubiculo y la corteza entorrinal. Se caracterizan por realizar disparos rapidos
en los potenciales de accién que se producen cuando la cabeza del animal se dirige
a una direccion particular en el plano horizontal con relacién a claves espaciales.
Esta informacion direccional es fundamental para la actividad de las células de lugar.
Cuando se presentan alteraciones en la actividad de las células de direccion de
cabeza, disminuye la capacidad de orientacion espacial por los campos de lugar
(Grieves y Jeffery, 2017).

e Células de red (grid cells): Predominan en la corteza entorrinal medial y en menor
cantidad en el complejo subicular. Las células de red presentan disparos de
potenciales de accion en multiples ubicaciones de un entorno espacial que forman
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una red o rejilla, la cual se ha propuesto que integra la informacién espacial y
posteriormente lleva cabo la representacion del entorno. A diferencia de las otras
células espaciales, la actividad en las células de red no parece depender de claves
espaciales, ya que en la oscuridad el patron de red permanece inalterable, evitando
la desorientacion del animal (Grieves y Jeffery, 2017).

Células de borde (border cells): Se localizan en el complejo subicular y la corteza
entorrinal. La actividad de estas células esta determinada por la geometria y los
limites del ambiente basandose en el movimiento del animal, es decir, las células de
borde responden cuando un animal se encuentra en el limite con otro entorno, asi
como a las superficies verticales y descensos. La existencia de estas células sugiere
que la geometria ambiental es un recurso importante de la informacion sensorial
externa para el mapeo cognitivo en el hipocampo (Grieves y Jeffery, 2017).

&

Células de lugar Células de direccion  Células de red Células de limite
de cabeza

Corteza entorrinal

células de red

células de limite

células de lugar

células de direccion

de cabeza
Campo de lugar

Figura 3. Células espaciales de la formacién hipocampal. Arriba: Representacion de la actividad eléctrica en
las células espaciales (Grieves y Jeffery, 2016). Abajo: Representacion anatomica de las células espaciales
en el circuito hipocampo-corteza entorrinal. A través de la via perforante (VP) la informacién espacial en las
células de red, de limite y de direccidén de cabeza ubicadas en la corteza entorrinal, es transportada hacia el
giro dentado (GD) en el hipocampo. La informacion llega a neuronas granulares del GD (GrGD) y por la via
de fibras musgosas (FM) se dirige al area CA3. Después, por la via de colateral de Schaffer (CS) la
informacion llega a las neuronas piramidales (Pi) de CA1 y sale de la formacién hipocampal hacia la corteza
entorrinal. Imagen modificada de (Barak, Feldman y Okun, 2014).
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Es asi como la actividad e interaccion entre las células espaciales de la formacién
hipocampal forman mapas cognitivos. Por otra parte, para que las memorias espaciales
estén disponibles a largo plazo, se requiere de la actividad conjunta entre la formacion
hipocampal y la CPF.

La CPF controla la entrada y salida de la informacion del hipocampo, también participa en
la consolidacion y el recuerdo de memorias a largo plazo (Euston, Gruber y McNaughton,
2012), ademas, modula funciones cognitivas de alto orden como la memoria de trabajo,
atencion, funcién ejecutiva y la toma de decisiones (Miller y Cohen, 2001). La actividad del
circuito hipocampo-CPF permite la consolidacion y el recuerdo de la informacion espacial
(Lavenex y Amaral, 2000), lo cual se abordara en el siguiente apartado.

¢ Interaccion Hipocampo-Corteza Prefrontal

La CPF y el hipocampo interactian funcionalmente a través del circuito cortico-
hipocampal (Basu y Siegelbaum, 2015). Esta comunicacién se da a partir de las areas
corticales: parietal, prefrontal y temporal, que envian la informacién sensorial hacia las
cortezas perirrinal y parahipocampal, a su vez, las aferencias (vias de entrada) de estas
estructuras proyectan hacia la corteza entorrinal para que la informacién ingrese a la
formacion hipocampal (Schultz y Engelhardt, 2014).

Dentro del hipocampo la integracion y el procesamiento de la informacion ocurre por una
via unidireccional: las principales aferencias provenientes de la corteza entorrinal llegan a
los axones de las neuronas granulares en el giro dentado (via perforante) que proyectan
hacia las neuronas piramidales de CA3 y éstas a su vez, envian aferencias hacia el area
CA1 (colaterales de Schaffer). Las neuronas piramidales de CA1 representan las
eferencias o vias de salida de la informacion que se procesa en la formacién hipocampal,
estas en su mayoria proyectan hacia el complejo subicular y luego a la corteza entorrinal,
mediante conexiones neuronales reciprocas entre todas estas estructuras la informacion
procesada se almacena en las areas corticales (Fig. 4).
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Figura 4. Patrén de la conectividad cortical y la comunicacion intrinseca en la formaciéon hipocampal. Se
presenta un flujo reciproco de la informaciéon que converge en el giro parahipocampal y la corteza perirrinal
sobre la corteza entorrinal. El circuito intrinseco en el hipocampo es en gran parte unidireccional. Imagen
modificada (Schultz y Engelhardt, 2014)

Pese a que la actividad del hipocampo disminuye progresivamente en la consolidacion y
el recuerdo de memorias (Squire et al., 2015), su interaccion con la CPF es necesaria
para el establecimiento de memorias espaciales a largo plazo (Maviel, 2004).
Especificamente, se sugiere que durante la etapa de suefio, la interaccion entre ambas
estructuras es fundamental para la transferencia de la informacion a la corteza
(Wierzynski, Lubenov, Gu y Siapas, 2009).

1.5 Envejecimiento y memoria

El declive mas notable y la manifestacién mas temprana del envejecimiento normal en la
cognicion es el deterioro en la memoria (Glisky, 2007). Se sabe que a partir de la quinta
década de vida los humanos tienen un aprendizaje mas lento en tareas que requieren de
memorias declarativas, de ellas, la memoria episodica es la mas afectada durante la vejez
ya que se presentan deficiencias en la codificacion, el almacenamiento y la recuperacion
de la informacién sobre eventos recientes y especificos (Tromp, Dufour, Lithfous, Pebayle
y Després, 2015).

Otros sucesos que ocurren en el envejecimiento son el deterioro en la memoria espacial,
el cual se hace evidente por un desempeno ineficiente en tareas que involucran la
formacion e integracién de informacién espacial (mapa cognitivo) (Barnes, Nadel y Honig,
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1980), y el declive en la memoria de trabajo, que repercute en una gran variedad de
funciones cognitivas, entre ellas la memoria a largo plazo, el lenguaje, la resolucion de
problemas y la toma de decisiones (Glisky, 2007). También se pierde la habilidad para
integrar la informacién a un contexto y para ignorar informacion irrelevante, esto limita los
recursos cognitivos y provoca multiples alteraciones, por ejemplo en la memoria de
trabajo (Padgaonkar, Zanto, Bollinger y Gazzaley, 2017).

Todas estas afectaciones se vuelven mas evidentes conforme aumenta la demanda en la
utilizacion de estas memorias, como puede ser en tareas que requieren usar la memoria a
largo plazo, la memoria espacial y la memoria de trabajo (Park y Festini, 2016).

Ademas, el declive en estos dominios de la memoria coincide con cambios en las
estructuras cerebrales que median estos procesos: la CPF y el hipocampo (Burke y
Barnes, 2006). En el envejecimiento, estas estructuras presentan atrofia y declive
volumétrico, adelgazamiento de la materia gris y blanca, disminucién en la produccion de
los neurotransmisores (y sus receptores), como acetilcolina (Schliebs y Arendt, 2011),
glutamato (Segovia, Porras, Del Arco y Mora, 2001) y dopamina (Backman, Lindenberger,
Li y Nyberg, 2010), también se presenta pérdida de sinapsis y cambios en la morfologia
de las espinas dendriticas (Samson y Barnes, 2013). Estas alteraciones en la estructura y
funcionalidad de la CPF y el hipocampo, contribuyen a una baja plasticidad cerebral,
ademas, disminuye la neurogénesis hipocampal (Galvan y Jin, 2007), la expresion de
BDNF (Korte et al., 1995) y NGF (Fischer, 1994), asi como los niveles de testosterona
(MacLusky et al., 2006) y su precursor DHEA (Sorwell y Urbanski, 2009).

A pesar del declive en estos dominios cognitivos, hay algunos tipos de memoria que no
muestran afectaciones en el envejecimiento, tal es el caso de la memoria no declarativa y
la memoria semantica (Nilsson, 2003).

1.6 Envejecimiento y modelos animales de memoria espacial

Los roedores y otras especies animales también adquieren y actualizan informacién sobre
los espacios en los que navegan, para ello, al igual que en los humanos, se necesita de la
integridad del hipocampo (Martin y Clark, 2007).

De manera similar a los humanos, el envejecimiento de los roedores afecta su funcién
hipocampal y deteriora su memoria espacial (Barnes, 1979; 1988; Barnes et al., 1980). Se
ha reportado que las ratas viejas muestran un bajo rendimiento en tareas cuya solucion
optima requiere del procesamiento de informacion espacial (Fig. 5), como es el caso del
laberinto radial de 8 brazos, el laberinto acuatico de Morris y el laberinto de Barnes
(Barnes, 1979; Wallace, Krauter y Campbell, 1980; Gage, Dunnett y Bjorklund, 1984), en
donde la adquisicién de estos paradigmas involucra aprender y recordar a donde ir en un
ambiente definido por multiples claves espaciales.
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Laberinto acuatico de Morris Laberinto de Barnes

N ”

FI-l
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Figura 5. Tipos de laberinto para la evaluacion del aprendizaje y la memoria espacial dependientes del
hipocampo. Imagen modificada (Lieberwirth et al., 2016).

En particular, la plataforma circular o laberinto de Barnes fue creado para evaluar en
roedores el efecto del envejecimiento en el aprendizaje y la memoria espacial
dependientes de la actividad del hipocampo (Barnes, 1979).

El laberinto de Barnes es una prueba de memoria de referencia espacial, en la cual los
animales deben recordar, apoyandose con claves espaciales que se localizan alrededor
del laberinto, la ubicacién de una camara de escape oscura que se encuentra debajo de
uno de los agujeros que contiene la plataforma (Barnes, 1979).

El hallazgo general en esta prueba es que las ratas viejas muestran un aprendizaje mas
lento y retienen la informacién espacial del laberinto por periodos cortos de tiempo, lo que
se interpreta como el deterioro dependiente del envejecimiento en la memoria espacial
(Barnes, 1979; Barnes et al.,, 1980; McLay, Freeman, Harlan, Kastin y Zadina, 1999).
Mediante este modelo también se encontré que los animales viejos pocas veces utilizan
estrategias espaciales para resolver la tarea, sugiriendo que las ratas viejas son
incapaces de procesar de forma eficiente la informacién espacial (Barnes, 1988).

Mas importante aun, el laberinto de Barnes se basa en la preferencia innata de los
roedores por los espacios oscuros y cerrados (Barnes, 1979). A diferencia de otros
laberintos que generan gran esfuerzo fisico (laberinto acuatico de Morris) o privan de
alimento a los roedores para su resolucién (laberinto radial), el laberinto de Barnes
emplea como estimulos aversivos el ruido blanco y la luz brillante, los cuales son
estresores mucho menos agresivos.
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En linea con esta idea, lo que distingue al laberinto de Barnes del laberinto acuatico de
Morris es que en este ultimo se somete al roedor a un estrés por nado que ademas
demanda mucho esfuerzo fisico, esto aumenta significativamente los niveles de
corticosterona en plasma que pueden comprometer el rendimiento de los roedores para
encontrar la plataforma (Harrison, Hosseini y McDonald, 2009). Esto es importante porque
la inclusion de estresores de alta intensidad puede afectar el rendimiento de los animales
en las tareas espaciales, que se puede confundir con un deterioro en la memoria espacial
(Kennard y Woodruff-Pak, 2011).

Las pocas desventajas de esta prueba se han reportado principalmente en estudios con
ratones, entre ellas se destaca que el aprendizaje puede ser lento o ausente por la falta
de intensidad en los estimulos estresantes, lo que conduce a una mayor conducta
exploradora que de respuesta de escape. Ademas, los roedores pueden utilizar
estrategias de busqueda no espaciales y “claves aromaticas” para encontrar la camara de
escape, esto ocurre si el laberinto no es limpiado correctamente (Harrison, Reiserer,
Tomarken y McDonald, 2006; Sunyer, Patil, Hoger y Luber, 2007).

1.7 Envejecimiento enddcrino

Hasta ahora se ha abordado a la deficiencia en la cognicidon en el envejecimiento como
resultado de la pérdida de la integridad y funcionalidad cerebral, sin embargo, estas
alteraciones a su vez pueden asociarse con cambios enddécrinos que ocurren conforme el
sujeto envejece. Dado que se ha descrito que la testosterona (T), a través de mecanismos
de accion en el SNC, estimula los procesos de aprendizaje y memoria (Bimonte-Nelson et
al., 2010), se sugiere que existe una relacion entre la disminucién en los niveles de T y el
deterioro en la memoria que se presentan en sujetos envejecidos.

¢ Eje Hipotalamo-hipofisis-testicular

En condiciones normales, el hipotalamo produce la hormona liberadora de gonadotrofinas
(GnRH), la cual, a través del sistema de circulacién porta-hipofisiaria llega a la
adenohipodfisis para estimular y regular la sintesis y secrecion de dos gonadotrofinas: la
hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), ambas se liberan a la
circulacion sistémica (Fig. 6) (Araujo y Wittert, 2011).

La FSH actua en las células de Sertoli (localizadas en los tubulos seminiferos de los
testiculos) para llevar a cabo la espermatogénesis, estas células ademas sintetizan a la
inhibina qué, como su nombre lo indica, es una proteina que inhibe la produccion y
liberacion de FSH. Mientras tanto, la LH se une a los receptores de membrana en las
células de Leydig de los testiculos y desencadena la sintesis, produccion y liberacién de T
a la circulacion sanguinea (Fig. 6) (Araujo y Wittert, 2011).
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La mayor parte de la T circulante en el varon proviene de los testiculos, la secrecion de
esta hormona ocurre de forma circadiana y pulsatil cada 60 a 90 minutos, observando
niveles mas altos en la mafiana y niveles mas bajos en la noche (revisién Liverman y
Blazer, 2004).

A través de un mecanismo de retroalimentacidn negativa, la T inhibe la secrecion de
GnRH y gonadotrofinas, por su accidn sobre el hipotalamo y la hipdfisis, respectivamente
(Araujo y Wittert, 2011).

La T es una hormona esteroide que deriva del colesterol, su sintesis ocurre
principalmente en los testiculos y en las glandulas adrenales (Chung y Hu, 2002), aunque
también se sintetiza en areas cerebrales como la corteza, el hipocampo, los ganglios
basales, el hipotalamo y el cerebelo (Mellon, Griffin y Compagnone, 2001). Las acciones
fisiolégicas de la T pueden estar mediadas por la hormona misma o bien por la accién de
sus metabolitos, de ellos se puede destacar a un andrégeno: la dihidrotestosterona (DHT)
y a un estrogeno: el estradiol (E2).

Hipotalamo
=
GnRH
(*+)
Adenohipdfisis
T
)
T LH @ FSH

) *+) *) /

Testiculos (células de Leydig)

Figura 6. Eje Hipotalamo-hipdfisis-testicular. Se representa el funcionamiento del eje gonadal masculino. (+)
estimulacion, (-) inhibicion, GnRH=hormona liberadora de gonadotrofinas, LH= hormona luteinizante, FSH=
hormona foliculo estimulante, T= testosterona. (Corradi, Corradi y Greene, 2016).

Aproximadamente, el 98% de la T en sangre se une a proteinas plasmaticas. Donde el
54% se une con baja afinidad a la albumina, esta fraccion es biolégicamente activa y tiene
una rapida disociacién en los tejidos, el 44% de la T se une con alta afinidad a la globulina
fijadora de hormonas sexuales (SHGB), por lo que no tiene actividad biolégica. Mientras
que solo el 2% de la T permanece libre (sin unirse a proteinas) y disponible para los
tejidos (Liverman y Blazer, 2004).
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Los andrégenos y estrogenos ejercen la mayoria de sus efectos biolégicos a través de
mecanismos de accion genomicos, es decir, mediante la interaccion con receptores a
androgenos (RA) o receptores a estrogenos (RE), respectivamente.

En particular, los RAs se encuentran en el nucleo, en el citoplasma o en la membrana
celular (Sarkey, Azcoitia, Garcia-Segura, Garcia-Ovejero y DonCarlos, 2008). Estos
receptores se expresan en regiones del cerebro cruciales para el aprendizaje y la
memoria, incluyendo al hipocampo (Beyenburg, et al., 2000), la CPF (Finley y Kritzer,
1999) y la amigdala (Abdelgadir, Roselli, Choate y Resko, 1999).

e Cambios en el eje gonadal masculino en el envejecimiento

Estudios transversales (Barrett-Connor, Goodman-Gruen y Patay, 1999; Gray, Feldman,
McKinlay y Longcope, 1991; Feldman et al., 2002) y longitudinales (Morley et al., 1997;
Zmuda et al., 1997; Harman, Metter, Tobin, Pearson y Blackman, 2001) han reportado el
declive gradual y progresivo en los niveles de T con el envejecimiento (Fig. 7), los cuales
estan precedidos por cambios en los diferentes componentes del eje gonadal:

e En el hipotadlamo, disminuye la sintesis y liberacion de GnRH, como consecuencia se
altera la respuesta de la adenohipdfisis y repercute en los pulsos de liberacion de LH
y FSH que se reducen en amplitud y aumentan en frecuencia (Veldhuis et al., 2009).

e En las gonadas, el numero de células de Leydig disminuye, responden con menor
eficiencia a LH y pierden hasta 75% su capacidad para producir T (Beattie, Adekola,
Papadopoulos, Chen y Zirkin, 2015).

¢ A nivel periférico las concentraciones de SHGB aumentan a una velocidad de 1.6%
por ano en una cohorte de edad de 40 afios en adelante (Feldman et al, 2002).

e El envejecimiento también ocasiona cambios en la sensibilidad de los RAs que
disminuye los efectos de la T, ademas, su desregulacion y pérdida en numero
conduce a un estado de hipoandrogenismo (Wu y Gore, 2010).

Todo esto contribuye a que los niveles de T disminuyan a partir de la cuarta década de
vida (Wu et al., 2008). Asi, el declive en los niveles de esta hormona, se observa en los
niveles séricos tanto de T total como de la fraccion de T biodisponible (T libre + T unida a
albumina), los cuales disminuyen a una tasa constante de 0.8-1.6% por afio y 2-3%,
respectivamente (Feldman et al., 2002).

Como resultado de estas alteraciones, se ha reportado que mas del 60% de los hombres
viejos de 70 afios presentan la mitad de los niveles de T que tiene un hombre adulto de
30-35 anos (0.55 ng/ml vs 0.25 ng/ml), es decir, los hombres viejos presentan una
deficiencia parcial de androgenos (Plymate, Tenover y Bremner, 1989), ésta genera
alteraciones fisiolégicas y conductuales que deterioran la calidad de vida del hombre. De
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ellas se destacan la disminucion en la masa y fuerza muscular, la densidad ésea, la
funcién reproductiva, la funcién cognitiva y otros parametros fisiolégicos (Vermeulen,
2000; Matsumoto, 2002).
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Figura 7. Disminucién en los niveles de hormonas y proteinas asociadas al eje gonadal masculino. A)
Tendencias en la disminucién de gonadotrofinas (FSH y LH), niveles de testosterona (T libre, total y unida a
albumina), la proteina SHGB y DHT durante el envejecimiento, estos fueron reportados en estudios
transversales y longitudinales (durante 8 afios) (Imagen modificada de Araujo et al, 2001; Fuente: MMAS,
Feldman et al., 2002). B) Disminucion en los niveles de T total y biodisponible en hombres viejos. Imagen
modificada de Liverman y Blazer, 2004.

1.8 Efectos neuroprotectores de la testosterona

Por sus acciones en el SNC, la T ha sido clasificada como un esteroide neuroactivo. Si
bien su secrecion ocurre en glandulas, esta hormona es capaz de regular la actividad
neuronal. Ademas, la T se sintetiza de novo en el tejido nervioso, independientemente de
las glandulas adrenales y de las gonadas, de esta manera también se considera un
neuroesteroide (Compagnone y Mellon, 2000).

Se ha visto que la T tiene un papel neuroprotector en el SNC a través de sus efectos
activacionales en la etapa adulta, regulando la diferenciacién, la supervivencia y la
conectividad neuronal. Asimismo, mediante mecanismos de accion gendmicos, la T
modula la neurotransmisién serotoninérgica, dopaminérgica y colinérgica (Compagnone y
Mellon, 2000; Zheng, 2009), también tiene funciones reguladoras en la sefializacion de
calcio (Zup y Madden, 2016).

En el hipocampo, la T disminuye el proceso de muerte neuronal por apoptosis provocado
por la toxicidad de la proteina p-amiloide (Pike, 2001) y el estrés oxidativo (Ahlbom, Prins
y Ceccatelli, 2001). Otro estudio muestra que la administracién de T a ratas macho
jévenes, suprime el dafio oxidativo y revierte las alteraciones morfolégicas inducidas por
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la castracion en las neuronas dopaminérgicas (Meydan et al., 2010), estos datos nos
permiten plantear que la administracion de T podria atenuar o disminuir el daio oxidativo
en el envejecimiento. En linea con esta idea, se ha reportado que el tratamiento crénico
con T en ratas viejas ademas de disminuir los niveles de estrés oxidativo, funciona como
una estrategia terapéutica en el tratamiento de enfermedades asociadas a la conducta
motora (Zhang et al., 2013).

Los andrégenos también influyen en la neurogénesis a través de la gran cantidad de RAs
que se expresan en el hipocampo (Kerr et al., 1995; Tabori et al., 2005). Al respecto se
encontré que la administracion de T en ratas macho adultas castradas aumenta la
neurogénesis en el giro dentado por mecanismos de accion gendmicos. Este efecto
también se observd con la administracion de DHT, pero no con estradiol, indicando que el
efecto de la T en la neurogénesis hipocampal ocurre por un mecanismo de accion
dependiente de los RAs (Galea et al., 2006).

Ademas de los efectos de neuroproteccion por mecanismos de accién gendmicos, la T
ejerce efectos protectores en el SNC por vias no gendmicas. Mediante este mecanismo,
la T promueve la activacion de la via de sefializacion de MAPK/ERK (Nguyen, Yao y Pike,
2005). Esta via es importante en la regulacion de la supervivencia y viabilidad celular
(Kousteni et al., 2001; Zhu et al., 2002), su sefalizacion facilita la formacion de memorias
a corto y a largo plazo (Peng, Zhang, Zhang, Wang y Ren, 2010; Philips, Ye, Kopec y
Carew, 2013).

A través de mecanismos de accidon no genomicos, la T también participa en el
mantenimiento de la plasticidad neuronal del hipocampo, ejemplos de este se dan en
estudios donde la aplicacion de T en cultivos neuronales aumenta la densidad de las
espinas dendriticas en las neuronas piramidales del hipocampo a las 0.5 y 2 hrs después
de haber sido administrada (Hatanaka et al., 2015).

Finalmente, los andrégenos participan en el mantenimiento y reparacion del SNC después
de lesiones cerebrales traumaticas y accidentes cerebrovasculares; su administracion
tiene efectos terapéuticos y reparadores en la médula espinal protegiendo a las neuronas
motoras de la atrofia (Tehranipour y Moghimi, 2010). También se ha reportado que los
androgenos regulan la expresion de los receptores a factores troficos; proteinas criticas
para el mantenimiento de la estructura y funcion neuronal (Tehranipour y Moghimi, 2010).
Ademas, se ha descrito que la T protege a las neuronas contra la neurotoxicidad de
B-amiloide y mediante vias de sefalizacion rapidas también contribuye a la inhibicion de la
apoptosis neuronal (Pike, 2001).

Todos estos efectos sugieren un papel modulador de la T sobre la memoria, de esta
manera uno de los enfoques para prevenir o disminuir las deficiencias cognitivas en el
envejecimiento es la restitucion de los niveles de T en los sujetos viejos, lo cual se
describira en el siguiente apartado.
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1.9 Efectos de la testosterona sobre la memoria

e Estudios en humanos

Numerosos estudios se han enfocado en establecer una asociacién entre el declive
cognitivo y la disminucion en los niveles de T durante el envejecimiento del hombre.

Algunos estudios epidemiolégicos muestran que la disminucion en los niveles de T libre
que se presenta durante el envejecimiento se relaciona con un deterioro cognitivo
(Barrett-Connor et al., 1999; Yaffe et al., 2002). En linea con esta idea, se ha encontrado
una relacidén positiva entre los niveles de T biodisponible con el funcionamiento de la
memoria y con la velocidad de procesamiento de la informacién en sujetos viejos (Barrett-
Connor et al.,, 1999). De manera similar, niveles altos de T total se relacionan con una
mejor funcion cognitiva (Muller, Aleman, Grobbee, de Haan y van der Schouw, 2005).

Esta asociacion entre la T y la cognicion no es tan clara en los estudios que usan un
tratamiento de restitucion con T en hombres viejos, ya que se presentan resultados
contradictorios. Se han encontrado efectos positivos de la T sobre dominios especificos
de la funcion cognitiva, entre ellos en la memoria verbal (Cherrier et al., 2007), la memoria
espacial (Janowsky, Oviatt y Orwoll, 1994; Gray et al., 2005; Cherrier et al., 2001; 2007) y
la memoria de trabajo (Janowsky, Chavez y Orwoll, 2000) en hombres viejos cuando la
duracion del tratamiento hormonal es de 1 a 3 meses (Janowsky et al., 1994; Janowsky,
et al., 2000; Cherrier et al., 2001; 2005a; 2005b). Sin embargo, hay resultados
controversiales que refutan estos resultados al no encontrar efectos de la T utilizando el
mismo tiempo de tratamiento (Kenny, Fabregas, Song, Biskup y Bellantonio, 2004),
incluso se ha reportado que la restitucidn con T durante 2 meses perjudica el rendimiento
en tareas de memoria espacial (O’Connor, Archer, Hair y Wu, 2001).

Otros esquemas de administracion de T (ya sea durante 6 meses, de 1-3 afos, o bien,
una restitucion aguda en una sola dosis) tampoco tuvieron efecto en la memoria espacial
de hombres viejos (Wolf et al., 2000; Kenny, Bellantonio, Gruman, Acosta y Prestwood,
2002; Vaughan, Goldstein y Tenover, 2007; Emmelot-Vonk et al., 2008).

Las variaciones en los resultados de estos estudios, pueden explicarse (ademas de la
duracion del tratamiento hormonal) por factores como la edad de los participantes, el
estado cognitivo y la severidad de hipogonadismo que presentan, también por la via de
administracion utilizada (oral, intramuscular, transdérmica, incluso intra-nasal) que
produce variaciones en la absorcion hormonal.

Otro factor que influye en estas variaciones es el grado con el que los niveles de T
aumentan con un tratamiento, el cual depende de la dosis. Se ha observado que los
efectos de la T en la memoria espacial de hombres viejos presentan una relacién dosis-
respuesta en forma de U invertida (Cherrier et al., 2007), es decir, un tratamiento
hormonal que utiliza una dosis baja de T (50 mg) no ejerce ningun efecto en la memoria.
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Sin embargo, administrar dosis moderadas de esta hormona (100 mg) produce efectos
positivos en la memoria verbal y la memoria espacial de hombres viejos. Por el contrario,
suministrar dosis altas de T (300 mg), resultan en niveles suprafisiologicos de esta
hormona que perjudican la memoria espacial en hombres viejos. Otras investigaciones
también ratifican esta hipotesis, los niveles moderados de T muestran una relacion
positiva en la memoria (Gouchie y Kimura, 1991; Barrett-Connor et al., 1999; Yaffe et al.,
2002) y de forma similar, los tratamientos que resultan en niveles suprafisiolégicos de T
perjudican la memoria espacial de los hombres viejos (Wolf et al., 2000; Maki et al., 2007).

Por otra parte, se ha sugerido la posibilidad de que los niveles bajos de T predispongan a
los hombres viejos a desarrollar la enfermedad de Alzheimer (Moffat et al., 2004, Rosario,
2004), esta idea se fundamenta en reportes que indican que pacientes con Alzheimer
presentan niveles de T significativamente mas bajos, comparado con hombres viejos
saludables (Hogervorst et al, 2001; Hogervost, Combrinck y Smith, 2003). Ademas, se ha
reportado que el tratamiento de restitucion con T mejora la funcidn cognitiva en pacientes
con Alzheimer y declive cognitivo moderado, en particular en las habilidades viso-
espaciales, en la memoria espacial y en la memoria verbal (Tan y Pu, 2003; Cherrier et
al., 2005b).

e Estudios en modelos animales

Igual que en la clinica, los estudios en modelos animales muestran una relacion
controversial entre los androgenos y la cognicion, esto se puede explicar por las
variaciones metodoldgicas que utiliza la investigacion. Contrario a la investigacion clinica,
son escasos los reportes que utilizan animales viejos para evaluar dicha relacion.
Considerando lo anterior, para determinar los efectos de la disminucion en los niveles de
T en la memoria espacial de roedores, el procedimiento tradicional es remover los
testiculos, a este procedimiento se le conoce como orquidectomia o castracion (ORX),
mediante este método se eliminan los niveles de hormonas gonadales endégenas, lo que
permite simular la deficiencia de andrégenos en el envejecimiento y asi estudiar el papel
de la T en el aprendizaje y la memoria espacial de los roedores. Posteriormente se
proporciona T exdgena bajo un régimen de tratamiento y se determinan los efectos de
éste sobre la conducta (Bimonte-Nelson et al., 2010).

De manera general, la eliminacion de T por la castracion deteriora el aprendizaje y la
memoria espacial de los roedores como lo muestran diversos estudios (Kritzer,
McLaughlin, Smirlis y Robinson, 2001; Daniel, Winsauer y Moerschbaeche, 2003), los
cuales se han enfocado en comparar los efectos de la ausencia o presencia de
androgenos en la memoria de trabajo y en la memoria de referencia espacial en roedores
(Tabla 1). Al respecto, se ha encontrado que la castracion deteriora el aprendizaje (Kritzer
et al., 2001) y la memoria de trabajo en diferentes tareas espaciales (Daniel et al., 2003;
Spritzer, Gill, Weinberg y Galea, 2007; Kritzer, Brewer, Montalmant, Davenport y
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Robinson, 2007; Gibbs y Johnson, 2008), esto también se ha observado cuando aumenta
el intervalo de tiempo entre los ensayos de adquisicidon y retencion de la tarea
(Sandstrom, Kim y Wasserman, 2006). Por el contrario, la ausencia de andrégenos
parece no afectar la memoria de referencia espacial (Gibbs y Johnson, 2008; Spritzer et
al., 2007). También se ha reportado una mejor retencién de la informacién espacial en
ratas con castracion falsa que presentan niveles altos de T (Spritzer et al., 2007).

Tabla 1.
Estudios en roedores sobre el efecto de la testosterona en la memoria espacial.
Referencia Animales Hormona Prueba Resultados
(o cirugia) (memoria a evaluar)
Sandstrom Ratas & ORX 'y ORXF Laberinto acuatico La ORX | la MT con el
et al., 2006 adultas-jévenes Implante s.c. de Morris (MT). intervalo de 60 mins en la
de 10mm de largo Intervalos de 10 y 60 fase de retencion.
con colesterolo T mins entre ensayos LaTtlaMTenla
de adquisicion y retencion del laberinto
retencion. acuatico con ambos
intervalos de tiempo.
Gibbs y Ratas & ORX Laberinto radial La ORX | la MT y no afecté
Johnson, adultas- jévenes. Implante s.c. de 12 brazos la MR. El tratamiento con T
2008 8mm de largo (MT-MR). no revirtio el deterioro en la
con PT. MT inducido por la ORX y
! la MR.
Spritzer Ratas & ORX Laberinto radial Las inyeccionescon T 1 la
etal., 2011 adultas-jévenes Inyeccion s.c. de 8 brazos MT pero no afectaron la
(60 dias) conT (0.5mg (MT-MR) MR.
por 30 dias).
Spritzer Ratas & ORX Laberinto acuatico Todas las dosis de T
etal., 2011 adultas-jévenes Inyeccion s.cde T de Morris 1 el aprendizaje espacial.
(60 dias) (0.06 a 1 mg). (MT-MR) 15 dias con T 1 aprendizaje
Los 7 dias de espacial y 1 la MR. 7 dias
prueba o 7 dias con T 1 la retencién de la
antes y durante memoria espacial. Ningun
(15 dias). tratamiento afecté la MT.
Hawley Ratas & ORX Laberintoen Y La ORXy el tratamiento
etal, 2013 adultas-jévenes. 1 0 2 implantes (memoria espacial) con T no afectaron la
s.c. T libre Intervalos de memoria con 24 hrs entre
20mm de largo 24 0 48hrs entre pruebas. La ORX | y el
adquisiciéon y tratamientocon T 1 la
retencion. memoria espacial con

48 hrs en la retencion.
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Bimonte-
Nelson
et al., 2003

Kritzer
etal., 2001

Kritzer
et al., 2007

Khalil
et al.,(2005)

Goudsmit
etal., 1990

Naghdi
et al., 2001

Borbélyova
etal., 2016

Ratas &
adultas-jévenes

y viejas intactas.

Ratas &
adultas-jovenes.

Ratas &
adultas-jévenes.

Ratas &
jévenes

Ratas &
adultas-jévenes
mediana edad y
viejas.

Ratas &
adultas-jévenes

Ratas & viejas
ORX

Implante s.c.
con T (50 mg
durante 60 dias)

ORX 'y ORXF
Implante s.c.
PT (3-4 ng/ml) o
E2 (25pg/ml).

ORX'y ORXF
Implantes s.c.
PT (3-4 ng/ ml)
E2 (25 pg/ ml).

Inyeccidén s.c.de T
(2.5 mg).

Implante s.c.
2.5 cm de largo
con PT

Inyeccién i.h.
en CA1 con
enantatode T
(20,40 0 80
pg/0.5uL)

Una sola inyeccion
s.C
PT (1mg/kg)

Laberinto radial
acuatico de 12
brazos (MT-MR)

Laberintoen T
(aprendizaje
espacial)

Prueba de
reconocimiento de
objetos novedosos
(MT)

Laberinto acuatico
de Morris (MR)

Laberinto acuatico
de Morris
(aprendizaje y
memoria espacial)

Laberinto acuatico
de Morris
(aprendizaje y
memoria espacial)

Campo abierto,
laberinto en cruz
tarea de transicion
luz- oscuridad
Interaccion social
Consumo de
sacarosa y prueba
de nado forzado.

El tratamiento 1 los niveles
de T en ratas viejas que

1 la MT en la retencién de
la tarea.

La T no afecto la MR.

La ORX | el aprendizaje.
El tratamiento con T

1 el aprendizaje espacial.
El E2 no tuvo efecto en la
adquisicién de la tarea.

La ORX | la MT.

El tratamiento con T
revertio el deterioro en esta
memoria.

LaT 1 la MRy previene el
deterioro cognitivo inducido
por etanol.

La T en ratas viejas no
afect6 el aprendizaje ni
memoria espacial.

En ratas jovenes y de
medianaedad laT | la
retencién de la memoria
espacial.

La dosisde 20 ygde T
facilité el aprendizaje
espacial sin ser
significativo.

Dosis de 80 pg 1 los
niveles de T y | la memoria
espacial.

La ORX 1 la conducta
depresiva. La deficiencia
de andrégenos a largo
plazo no afecté las
conductas evaluadas. El
tratamiento agudo con T no
afectd los parametros
medidos.

1T mejora, aumenta o facilita, | disminuye,

MT= memoria de trabajo, MR= memoria de referencia,

ORX=castracion, ORXF= castracion falsa, s.c= administracién subcutanea, i.h.=inyeccién intrahipocampal,
T= testosterona, PT=propionato de T, E2= estradiol.
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El hecho de que la ausencia de hormonas gonadales afecte el aprendizaje y la memoria
espacial en roedores, nos permite sugerir un papel regulador de la T en estos procesos
cognitivos, y podemos plantear la idea de que la restitucidon con T puede revertir este
deterioro, sin embargo, los estudios que evaluan el efecto de la restitucion hormonal con T
como estrategia para mejorar la memoria espacial en modelos animales presentan
resultados contradictorios (Tabla 2).

En este contexto, la administracion de T puede revertir el deterioro en la memoria de
trabajo inducido por la castracion (Sandstrom et al., 2006) y el dafio en la memoria de
referencia cuando es inducido por etanol (Khalil, King y Soliman, 2005). No obstante, hay
investigaciones donde el tratamiento con T no revierte el dafo en la memoria de trabajo
(Kritzer et al., 2001; Gibbs y Johnson, 2008), incluso su administracion produce efectos
perjudiciales en la memoria (Goudsmit, Vandepoll y Swaab, 1990; Naghdi, Nafisy y
Maijlessi, 2001), por ejemplo, danando la memoria de referencia espacial (Gibbs y
Johnson, 2008).

Los efectos de la T en la memoria espacial de los roedores varian en funcion de la
demanda de la tarea (Spritzer et al., 2007, 2011) y de la dosis utilizada. Al respecto, los
tratamientos que producen niveles moderados de T (dentro del rango fisiolégico),
revierten el deterioro en la memoria espacial inducido por la castraciéon (Naghdi et al.,
2001; Bimonte-Nelson et al., 2003; Sandstrom et al., 2006; Kritzer et al., 2007; Hawley et
al., 2013; Locklear y Kritzer; 2014). Por el contrario, los tratamientos que producen niveles
suprafisiolégicos de T repercuten en la memoria espacial (Naghdi et al., 2001; Borbélyova
et al., 2016).

Las discrepancias en los resultados de estos estudios también se pueden explicar por los
intervalos de tiempo entre tareas (Daniel et al., 2003), la demanda y estimulos que éstas
utilizan (Spritzer et al., 2007; 2011), las dosis administradas, la duracion del tratamiento
hormonal (Naghdi et al., 2001; Spritzer et al.,, 2011) asi como de la privacion de
androgenos (Borbélyova et al., 2016) y la edad de los animales (Bimonte-Nelson et al.,
2003).

De ésta ultima, se ha reportado que el tratamiento de restitucion hormonal con T en ratas
viejas, mejora la memoria espacial (Bimonte-Nelson et al., 2003), apoyando la hipotesis
de que la terapia con T durante el envejecimiento del hombre provee efectos positivos en
la memoria.
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2. Justificacion

En el envejecimiento del hombre ocurren dos eventos de forma paralela: el declive en la
memoria espacial y la disminuciéon en los niveles de testosterona, lo que sugiere una
asociacion entre estas dos variables. Estudios que abordan esta relacion en humanos y
modelos animales muestran que la restitucion con testosterona genera resultados
contradictorios.

Estas controversias pueden ser explicadas por diferencias en el método de restitucion
hormonal, la dosis y, en el caso de los modelos animales, por la inclusion de estresores
que demanden una actividad fisica importante, lo cual interfiere con los resultados en
sujetos viejos.

El uso de modelos animales que no involucren una respuesta de estrés importante podria
revelar de una manera mas contundente si existe una relaciéon entre la memoria, el
envejecimiento y la testosterona. Esto permitira establecer si el empleo de esta hormona
es eficiente como terapia de remplazo para prevenir o retrasar el declive cognitivo
presentado durante el envejecimiento.

3. Hipotesis

El envejecimiento producira un deterioro en la memoria espacial. Si existe una relaciéon
entre el deterioro en la memoria espacial y la disminucion en los niveles de testosterona,
entonces los animales viejos intactos (que ya presentan niveles bajos de esta hormona) y
los animales castrados, mostraran un deterioro en el aprendizaje y la memoria espacial el

cual sera evidenciado por un desempefo ineficiente en el laberinto de Barnes. Este
deterioro cognitivo sera revertido con el tratamiento hormonal.

4. Objetivos
4.1 Objetivo general

-Evaluar el efecto del envejecimiento y de la restitucion con testosterona en la memoria
espacial de la rata macho.

4.2 Objetivos particulares

-Determinar el efecto del envejecimiento en el aprendizaje y la memoria espacial de la
rata macho

-Evaluar si la disminucién en los niveles de testosterona, inducida por la castracion,
modifica el aprendizaje y la memoria espacial de los animales

-Establecer si la restitucién con testosterona mejora el aprendizaje y la memoria espacial
de los animales castrados, y si el efecto de este tratamiento es dependiente de la edad.

-Registrar la actividad locomotora con el fin de descartar factores fisicos que pudieran
afectar el rendimiento de los roedores en la prueba de memoria espacial.

30



5. Metodologia
5.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho adultas jovenes (3 meses al inicio del experimento) y
viejas (21 meses al inicio del experimento) criadas en el Instituto Nacional de Psiquiatria
Ramon de la Fuente Muiiz.

Los roedores se alojaron en cajas de policarbonato (de 3 a 4 ratas por caja), en un cuarto
con ciclo luz-oscuridad invertido (12:12 h, la luz se apagé a las 10:00 h), con acceso ad
libitum a comida y agua, bajo condiciones controladas de temperatura (23 £ 1°C).

El manejo de los animales se realizé conforme a los principios generales para el cuidado
de los animales de laboratorio (NIH publication 85-23, 1985). Todos los procedimientos
experimentales se hicieron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y
uso de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999). El proyecto fue aprobado por el
Comité de Etica del Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiz.

En todo el protocolo se us6 el menor numero de animales empleados para cada grupo
experimental y se tomaron medidas especiales para el cuidado de los animales viejos,
tales como: desparasitacion, administracion de antibiético (en caso de ser necesario) y
una continua inspeccién externa para detectar alguna infeccién, presencia de tumores,
pérdida de peso o cualquier otra anomalia. Aquellos animales que presentaron deterioro
en su salud fueron descartados del estudio.

5.2 Orquidectomia

La orquidectomia o castracion es una cirugia que consiste en remover los testiculos de
los animales, este procedimiento se realizd en los roedores bajo anestesia con
tribromoetanol al 2% (Sigma-Aldrich) a una dosis de 200 mg/kg. Una vez que el animal
estuvo inconsciente, se hizo una incision en la linea media del area abdominal baja para
exponer los testiculos, los conductos deferentes fueron ligados bilateralmente y se
removieron las gonadas.

Al finalizar la operacion, se suturd el musculo y la piel, el area ventral abdominal se limpio
con solucion antiséptica (Germisin, Farmacéuticos Altamirano). Posteriormente, los
animales se regresaron a sus cajas para su recuperacion y se les administré antibiético
(Enroxil, 0.5mL x 1L de agua, via de administracion oral) durante una semana.

5.3 Restitucion hormonal

Los animales castrados recibieron un tratamiento hormonal utilizando implantes hechos
con tubos de polidimetilsilicona (Silastic Rx 50, Dow Corning, diametro interno 1.57 mm y
externo 3.18 mm) de 1 cm de longitud, los cuales se llenaron con ~9 mg de propionato de
testosterona en polvo (PT, Sigma Chemicals) y fueron sellados en ambos extremos con
silicon.
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Para llevar a cabo el procedimiento las ratas fueron anestesiadas con tribromoetanol al
2% (200mg/kg), después se realizd una incisién en la region cervical del animal y se
colocé el implante con T. La incisidon se suturé y fue limpiada con solucién antiséptica. Al
finalizar la cirugia, los animales se regresaron a sus cajas de alojamiento para su
recuperacion.

En un estudio previo, se determind el curso temporal de liberacion de T para estos
implantes, se demostré que en ratas macho intactas de mas de 12 meses, la capsula de
PT mantuvo durante al menos cuatro semanas una liberacion de T suficiente para
alcanzar niveles séricos semejantes a los encontrados en machos jovenes intactos
(Herrera-Pérez, Martinez-Mota, Chavira y Fernandez-Guasti, 2012). De manera similar se
demostré que el implante con T en ratas jévenes castradas mantiene durante tres
semanas niveles séricos semejantes a los encontrados en machos jovenes intactos (datos
no publicados, ver anexo). Con base en estas evidencias, los implantes de T se
reemplazaron cada cuatro semanas en ratas viejas y cada tres semanas en los animales
jovenes.

5.4 Prueba de Laberinto de Barnes

Para evaluar los efectos del envejecimiento, de la eliminacion de hormonas gonadales y
de la restitucién con T, en la memoria espacial de los roedores, se utilizé la prueba de
Laberinto de Barnes (Barnes 1979; McLay et al., 1999).

Este laberinto consiste en una plataforma circular blanca (122 cm de diametro) elevada a
91 cm del suelo por un soporte de metal. La plataforma tiene 18 agujeros (de 9.5 cm de
diametro) uniformemente espaciados en la periferia y debajo de uno de ellos se localiza
una camara de escape oscura.

El laberinto estd rodeado por cuatro cortinas blancas, cada una cuenta con una figura
geométrica (una cruz, un triangulo, un cuadrado o un circulo, de color negro y de 30 cm
c/u), estas figuras funcionan como claves espaciales que le permiten al roedor localizar la
camara de escape (Fig. 8).

En cada sesidén se motivo a los roedores a encontrar la camara de escape aplicando ruido
blanco (85 dB) y luz brillante (200 W). Al término de cada sesion, la plataforma se limpio y
se gird una posicion en sentido a las manecillas del reloj, de esta manera se eliminaron
claves olfatorias que pudieran alterar la busqueda de la camara de escape.

Las claves espaciales y la camara de escape permanecieron en el mismo sitio durante
todas las sesiones.

32



Figura 8. Dibujo representativo del laberinto de Barnes: prueba conductual para la evaluacion del
aprendizaje y la memoria espacial dependientes del hipocampo.

Previo a comenzar las sesiones de prueba se llevé a cabo una fase de habituacion al
laberinto, para ello los roedores se colocaron dentro de la camara de escape durante 4
minutos. Posteriormente, a partir del centro de la plataforma, los animales se guiaron
manualmente al agujero objetivo y permanecieron dentro de la camara de escape otros 2
minutos.

Una vez finalizada la fase de habituacién al laberinto, los roedores comenzaron las
sesiones de prueba para la evaluacion de la memoria espacial, ésta se realizd6 en dos
periodos:

1) Periodo de adquisicidn: Esta etapa consiste en 4 dias con 4 ensayos (por dia) para el
aprendizaje o la adquisicion de la tarea espacial. Cada una de las sesiones inicia
colocando al animal en un cilindro blanco situado en el centro de la plataforma, 30
segundos después el cilindro se levanta manualmente y el roedor tiene un tiempo maximo
de 4 minutos para encontrar la camara de escape. Una vez que el animal la localiza
permanece dentro de ella 2 minutos.

De no hallarla en los 4 minutos correspondientes, el animal se guia manualmente hacia la
camara de escape y permanece dentro de ella los 2 minutos correspondientes.
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2) Periodo de retencion: esta etapa comprende la evaluacion de la memoria espacial a
corto y a largo plazo, a los 3 y 12 dias después de finalizar el periodo de adquisicion
respectivamente (dia 7 y 16 del protocolo).

Durante este periodo los animales también comienzan la prueba en el centro de la
plataforma, pero a diferencia del periodo de adquisicién, en la fase de retencién no se usa
el cilindro. Ademas, la evaluacion de la memoria espacial durante este periodo consta
s6lo de una sesion por dia.

En este estudio se realizaron dos evaluaciones adicionales de la memoria a largo plazo, a
los 24 y 36 dias después de concluir el periodo de adquisicion del laberinto de Barnes,
estas pruebas se omitieron del presente trabajo porque no mostraron resultados
significativos.

Para el procesamiento y la adquisicion de datos a través de videos se empleo el software
OMNIALVA, con este se evaluaron los siguientes parametros:

a) Latencia: es el tiempo total (en segundos) que tarda el animal en encontrar la camara
de escape. Este parametro disminuye conforme avanzan los ensayos y los dias de prueba
si los roedores aprenden y retienen la informacion de la tarea espacial.

b) Velocidad: se define como la rapidez (en cm/segundo) con la que un animal encuentra
la camara de escape en una sesion de prueba, también se considera un parametro de
locomocion.

c) Distancia: con esta medida se determina la longitud recorrida por el roedor (en
centimetros) en la plataforma del laberinto para encontrar la camara de escape. Este
parametro disminuye cuando los roedores aprenden y retienen la informacion de la tarea
espacial.

d) Busqueda en el area objetivo: es el porcentaje de exploraciones o visitas que realizaron
los roedores en el area objetivo: conformada por el agujero que contiene la camara de
escape (hoyo 1) y los dos agujeros adyacentes a este (hoyo 2 y 18), véase la figura 9.
Este parametro es un indicador de asertividad que debe aumentar a través del tiempo.
Matematicamente se calculd con la siguiente ecuacion:

) ) o No.visitas en el area objetivo
Busqueda en el area objetivo = — X100
No.visitas totales

e) Frecuencia de busqueda: se refiere al nimero de exploraciones o visitas que realizaron
los roedores a los agujeros de la plataforma. En caso de que el animal realizara su
busqueda en el agujero objetivo y no entrara a la camara de escape, esto también se
contd como visita. El parametro nos permite conocer si los roedores aprenden y retienen
la informacién espacial del laberinto de Barnes mediante la disminucion en la actividad
exploratoria para encontrar la camara de escape al avanzar los dias de prueba.
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Area
objetivo

Figura 9. Definicion del area objetivo en la plataforma del Laberinto de Barnes. Agujero que contiene la
camara de escape (#1) y los dos agujeros adyacentes (#2 y 18).

f) Estrategias de busqueda: con este parametro se evalua si el roedor es capaz de
generar alguna estrategia para encontrar la camara de escape, permite distinguir si el
roedor usa las claves espaciales para resolver el laberinto. De acuerdo con Locklear y
Kritzer, 2014, las estrategias se definen de la siguiente manera:

» Busqueda aleatoria: Cuando el 60% de los agujeros explorados por los roedores no
fueron adyacentes al agujero que contiene la camara de escape o bien, cuando en la
busqueda para encontrarla realizaron mas de dos cambios de direccion y cruzaron el
centro de la plataforma (Fig. 10A).

= Busqueda serial: Los roedores exploraron en la periferia de la plataforma visitando
los agujeros de forma consecutiva, sin realizar cambios de direccion o cuando el
80% de los agujeros visitados fueron adyacentes (Fig. 10B).

= Busqueda dirigida al objetivo: La busqueda se realizé solo en los agujeros 2 y 18
previo a entrar a la camara de escape (Fig. 10C).

Figura 10. Representacioén de las estrategias de busqueda para encontrar la camara de escape en el
laberinto de Barnes. A) Aleatoria B) Serial y C) Dirigida al objetivo. (Bimonte-Nelson et al., 2015).
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5.5 Prueba de Campo Abierto

La prueba de campo abierto se utilizé para determinar la presencia de afectaciones en la
actividad locomotora inducidas por el envejecimiento, la castracion o el tratamiento
hormonal, que pudieran interferir con el desempeno de los animales en la prueba de
laberinto de Barnes.

La evaluacion se desarrollé en un actimetro de polipropileno y aluminio (45 X 45 X 20 cm,
Panlab, modelo LE 8811 IR Motor Activity Monitor) con sensores infrarrojos que detectan
los movimientos del animal.

Para realizar la prueba, los roedores fueron colocados individualmente en el actimetro
durante 5 minutos, al término de cada evaluacion, la caja se limpio para eliminar los olores
de heces y orina que pudieran alterar la conducta del siguiente animal a evaluar.

El reqistro de la actividad locomotora de los animales en esta prueba se hizo usando el
software SEDACOM32; para el analisis de datos se cuantificd el numero de movimientos
totales, este parametro se obtuvo con la suma de los movimientos rapidos y lentos de los
roedores durante los 5 minutos que dura la prueba.

5.6 Muestras de sangre

Al finalizar la prueba de campo abierto los animales fueron sacrificados por decapitacion,
se colecto la sangre periférica del tronco de cada animal y se coloco en tubos de vidrio
frios. La separacion del suero se realizd mediante la centrifugacion de las muestras a
4000 r.p.m. (revoluciones por minuto) durante 25 minutos a 4°C. Posteriormente, los
sueros se conservaron a -20°C hasta el momento de realizar la determinacién de los
niveles de T.

5.7 Medicion de los niveles de testosterona en suero

La medicion en los niveles de T, de algunas ratas de los diferente grupos experimentales,
se realiz6 mediante una prueba de ELISA (por sus siglas en inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) utilizando un kit comercial (DRG International, Marburg,
Germany). Esta prueba consiste en un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas en
fase sodlida, basado en el principio de uniéon competitiva, como se indica a continuacion:

» Se usa una microplaca cuyos pozos estan recubiertos con un anticuerpo
monoclonal (de raton) que reconoce un sitio antigénico unico en la molécula de T.

» La T enddgena de una muestra compite con un conjugado de T con peroxidasa de
rabano para unirse al anticuerpo.

» Después de la incubacion, el conjugado de T-peroxidasa que no se unié es
eliminado por lavado, de este modo,
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» la cantidad de conjugado de peroxidasa unido es inversamente proporcional a la
concentracion de T en la muestra.

» Posteriormente se anade la solucion de sustrato para que, por accion de la
peroxidasa se produzca un producto colorido, asi la intensidad del color
desarrollado es inversamente proporcional a la concentracion de T en la muestra.

La lectura de la absorbancia se realiza con un lector para microplacas Thermoscientific
Multiskan Ascent.

5.8 Diseiio experimental

Para cumplir con los objetivos del presente trabajo, se utilizaron los grupos
experimentales indicados en la figura 11, los cuales se sometieron al protocolo y las
manipulaciones correspondientes (Fig. 12), considerando los siguientes experimentos:

e Experimento 1: Efecto del envejecimiento en la memoria espacial.
Para este propdsito se usaron ratas macho jovenes (n=19) y viejas (n=12) intactas
(Jov-int y Viej-int en Fig. 11, respectivamente), las cuales fueron evaluadas en el
laberinto de Barnes como lo indica la figura 12A.

e Experimento 2: Efecto de la castracidon en la memoria espacial.

Se utilizaron ratas macho jovenes (n=13) y viejas (n=11) castradas (JORX y VORX
en Fig. 11, respectivamente) para estudiar el efecto de la ausencia de hormonas
gonadales en la memoria espacial. En el caso de las ratas jévenes, la castracion
también nos permitié simular la disminucion en los niveles de T durante el
envejecimiento. A las cuatro semanas de realizar la castracion, estos animales
recibieron implantes vacios (como un control del tratamiento hormonal) y cuatro
semanas después de colocar el primer implante, comenzé la prueba de laberinto
de Barnes (Fig.12B).

e Experimento 3: Efecto de la restitucion hormonal con T en la memoria espacial.
Se emplearon ratas jovenes (n=14) y viejas (n=12) castradas, a las cuales se les
colocdé un implante con T cuatro semanas después de la cirugia (JORX+T y
VORX+T en Fig. 11, respectivamente). Un mes después de colocar el primer
implante comenzd la prueba de Laberinto de Barnes. Los implantes fueron
reemplazados cada 3 semanas en ratas jovenes y cada 4 semanas en ratas viejas
(Fig.12C).
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Ratas macho
Grupos independientes

Jévenes Viejos
| |
Intacto Castrado Intacto Castrado
(Jov-int) | (Viej-int) |
implante implante implante implante
vacio testosterona vacio testosterona
(JORX) (JORX+T) (VORX) (VORX+T)

Figura 11. Diagrama de los grupos experimentales utilizados para evaluar el efecto del envejecimiento, la
eliminacién y la restitucion hormonal con T en la memoria espacial.

A) Laberinto de Barnes
Vie-it ., Adquisicion Retencion
Join e o ——=
0 1 2 3 7
Semana
B)
Laberinto de Barnes
VORX /—“/ ﬁ Adgquisicion Retencion
A 3
L i 8 o1 o2] D3] 04 g7 | pp® [lcawel o
JORX = |0RX || I E.. | |D16| [T | abierto
0 4 8 9 10 11 15
Semana
C)
A Laberinto de Barnes
e
VORXAT > (& Adquisicion Retencion
b (&
. °d o o D1| D2| D3| D4}—H— D | 576l |' | |Campo
P, 7 D16 : —
JORX+T 1| Ll ... | 11 | | ableno
0 3 4 6 8 9 10 11 15
Semana
D=dia - ? =implante vacio
ORX= castracion
T= testosterona ? =implante con T (en JORX)

? =implante con T (en VORX)

Figura 12. Disefio experimental. A) Experimento 1: efecto del envejecimiento en la memoria especial de
ratas macho. B) Experimento 2: efecto de la castracion en la memoria espacial de ratas macho jévenes y
viejas. C) Experimento 3: efecto de la restitucion con T en la memoria espacial de ratas macho jovenes y
viejas castradas. En todos los experimentos se muestran los tiempos para la realizacion de la castracion, la
restitucién hormonal, la prueba de laberinto de Barnes y la evaluacién locomotriz en campo abierto.
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5.9 Analisis estadistico

Se utilizo el software Sigma Plot 11 para la elaboracion de las graficas y el analisis
estadistico.

Los datos del desempefio de los animales durante el periodo de adquisicion en el
laberinto de Barnes (latencia, busqueda en el area objetivo, frecuencia de busqueda,
velocidad y distancia), se evaluaron a través de un analisis de varianza con medidas
repetidas (ANOVA MR) de dos vias usando los siguientes factores: tiempo y edad para
evaluar el efecto del envejecimiento; tiempo y cirugia para determinar el efecto de la
castracion; finalmente tiempo y tratamiento para evaluar el efecto de la restitucion con T.
Como prueba post hoc se utilizé Tukey. Asimismo, se realizé un ANOVA MR de una via
para analizar el desempefio de los grupos en los diferentes parametros a través del
tiempo, y en su caso una prueba t para comparar dos grupos especificos.

Para el periodo de retencion del laberinto de Barnes, los parametros se evaluaron con una
prueba t para determinar diferencias entre los grupos.

Las estrategias de busqueda utilizadas por los animales en el periodo de adquisicion y
retencion del laberinto de Barnes, fueron analizadas usando una prueba F de Fisher para
determinar el efecto de la edad, de la cirugia y del tratamiento sobre la proporcién de
animales que realizaron cada estrategia de busqueda. Asimismo se realiz6 una prueba F
de Fisher para evaluar el uso de las estrategias de busqueda a través del tiempo,
comparando la proporcion de animales que utilizaron cada estrategia en el ensayo uno del
primer dia de adquisicion (D1E1) respecto a los demas ensayos de ese mismo periodo
(15 ensayos en total).

El analisis estadistico para la prueba de campo abierto se hizo mediante un ANOVA de
dos vias con los factores edad (joven y viejo) y tratamiento (intacto, castrado y restituido
conT).

Los niveles de T también se analizaron estadisticamente con un ANOVA de dos vias; con
los factores edad (joven y viejo) y tratamiento (intacto, castrado y restituido con T).

Todos los datos se expresaron como la media * el error estandar de la media (EEM).Un
valor de p<0.05 se consideré como estadisticamente significativo.
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6. Resultados
6.1 El envejecimiento disminuye el desempefio en el laberinto de Barnes

De acuerdo con la literatura, el envejecimiento se asocia con un deterioro de la memoria
espacial, de esta manera se esperaria que, en este estudio, las ratas macho viejas
mostraran un desempenio ineficiente en la adquisicion y retencion del laberinto de Barnes

Al analizar el efecto del envejecimiento en la fase de adquisicion, en el parametro latencia
el ANOVA MR de dos vias reveld diferencias significativas determinadas por la edad
(F1,86=13.632, p<0.001), el tiempo (F38=61.696, p<0.001) y la interaccion entre ambos
factores (Fs86=4.593, p<0.01). La prueba Tukey indicé que las ratas jovenes y viejas
disminuyeron significativamente este parametro en el periodo de adquisicion (dia 2, 3y 4
vs dia 1, p<0.001, en ambos grupos de edad), el analisis post hoc también mostré que las
ratas macho viejas tuvieron mayor latencia que las ratas jovenes para encontrar la camara
de escape en el dia 1 (p<0.001). La prueba t mostro diferencias entre los grupos de edad,
donde las ratas viejas presentaron una mayor latencia que los animales jovenes en los
dias 2 y 3 (p<0.01 en ambos casos) de la fase de adquisicion (Fig. 13A). En el periodo de
retencion (Fig.13B), la prueba t sefialé que las ratas viejas emplearon mas tiempo que las
jévenes para encontrar la camara de escape en la evaluacion de la memoria a corto plazo
(p<0.05).

En la busqueda en el area objetivo, el ANOVA MR de dos vias mostré diferencias
significativas determinadas por el tiempo (F38=10.531, p<0.001) y la edad (F1,8=5.934,
p<0.05), pero no por la interaccién entre factores. El analisis posterior con ANOVA MR de
una via y la prueba Tukey para cada grupo de edad, revelé que solo las ratas jévenes
(Fs, 75=9.146, p<0.001) aumentaron significativamente su busqueda en el area objetivo o
bien su asertividad para encontrar la camara de escape en los dias 3 y 4 (p<0.05 y
p<0.001 vs dia 1, respectivamente) del periodo de adquisicién (Fig. 13C). En el periodo de
retencion (Fig.13D), no se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

En cuanto a la frecuencia de busqueda (Fig.13E), el ANOVA MR de dos vias indico
diferencias significativas determinadas por el tiempo (F38=11.811, p<0.001) y la edad
(F1,86=5.560, p<0.05) pero no por la interaccidon entre factores. El analisis posterior con
ANOVA MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo de edad reportdé que,
comparado con el dia 1, las ratas jovenes disminuyeron significativamente (F354=9.585,
p<0.001) su frecuencia de busqueda en el dia 2 (p<0.05), 3 y 4 (p<0.001, ambos casos)
del periodo de adquisicion, mientras que en las ratas viejas la disminucion de este
parametro (F3,33=4.307, p<0.05) fue evidente hasta el ultimo dia de aprendizaje (p<0.05).
Ademas, la prueba t revel6 que las ratas viejas presentaron una mayor frecuencia de
busqueda que las ratas jévenes en los dias 2 (p<0.05) y 3 (p<0.01) de la fase de
adquisicion. En el periodo de retencion (Fig. 13F), el analisis no presentd diferencias
significativas entre los grupos.
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Figura 13. Efecto del envejecimiento en el aprendizaje y la retencion de la memoria espacial en el laberinto
de Barnes. Latencia en la etapa de adquisicién (A) y retencion (B). Busqueda en el area objetivo en la etapa
de adquisicion (C) y retencion (D). Frecuencia de busqueda en la etapa de adquisicion (E) y retencion (F).
Los datos se expresan como la media * error estandar de la media (EEM). CP= memoria a corto plazo, LP=
memoria a largo plazo. *** p<0.001, * p<0.05 vs dia 1, &&& p<0.001, && p<0.01 y & p<0.05 vs joven.

En resumen, las ratas macho viejas mostraron mayores latencias y menor asertividad
para encontrar la camara de escape, ademas de un aumento en la frecuencia de
busqueda durante el periodo de aprendizaje en el laberinto de Barnes. De manera similar,
en el periodo de retencién de la memoria espacial, las ratas viejas presentaron mayor
latencia. Estos datos sugieren que el envejecimiento ocasiona un deterioro en el
aprendizaje y la retencion de la memoria espacial.
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6.2 Papel de la testosterona en la memoria espacial de ratas macho jovenes y
viejas
Para estudiar la participacion de la testosterona en la memoria espacial, se usaron dos

aproximaciones: 1) la eliminacion de T enddégena mediante la castracién y 2) la restitucion
en los niveles de esta hormona a partir de implantes.

¢ La castracion deteriora el desempeiio de los animales jovenes en la
adquisicion del laberinto Barnes

Al evaluar el efecto de la castracion en los animales jovenes, en el parametro de latencia
el ANOVA MR de dos vias sélo indicé una influencia significativa del tiempo sobre este
parametro (F3,90=49.333, p<0.001). El analisis subsecuente con ANOVA MR de una via
para cada grupo experimental sefald que las ratas jovenes intactas (F375=35.534,
p<0.001) y castradas (F351=17.251, p<0.001) disminuyeron significativamente la latencia
para encontrar la camara de escape conforme avanzaron los dias de prueba en la fase de
adquisicion (dia 2, 3 y 4 vs dia 1 p<0.001, en todos los casos) (Fig.14A). En el periodo de
retencion no se encontraron diferencias significativas entre los grupos (Fig. 14B).

Respecto a la busqueda en el area objetivo, el ANOVA MR de dos vias reveld diferencias
significativas determinadas solo por el tiempo (F3,90=7.606, p<0.001). El analisis posterior
con ANOVA MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo mostré que solo las ratas
jovenes intactas (F375=9.146, p<0.001) aumentaron significativamente la asertividad para
encontrar la cadmara de escape en los dias 3 y 4 del periodo de adquisicién (p<0.05 y
p<0.001 vs dia 1, respectivamente) (Fig.14C). En el periodo de retencion (Fig. 14D) la
prueba t no exhibié diferencias entre los grupos.

En cuanto a la frecuencia de busqueda, el ANOVA MR de dos vias presenté diferencias
significativas determinadas solo por el tiempo (F3,90=7.656, p<0.001). El analisis posterior
mediante un ANOVA MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo experimental,
mostré que sélo las ratas joévenes intactas (F354=9.585, p<0.001) disminuyeron
significativamente la frecuencia de busqueda en el dia 2 (p<0.05) 3 y 4 (p<0.001) de la
fase de adquisicion (Fig. 14E). Asimismo, la prueba t sehalé que las ratas jovenes
castradas tuvieron mayor frecuencia de busqueda que las jévenes intactas en el dia 3
(p<0.05) de este periodo. Por su parte, en el periodo de retencidon no hubo diferencias
significativas en las mediciones (Fig. 14F).
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Figura 14. Efecto de la castracion en ratas jovenes durante el aprendizaje y la retencion de la memoria
espacial en el laberinto de Barnes. Latencia en la etapa de adquisicion (A) y retencién (B). Busqueda en el
area objetivo en la etapa de adquisicion (C) y retenciéon (D). Frecuencia de busqueda en la etapa de
adquisicién (E) y retencién (F). Los datos se expresan como la media £ EEM. CP= memoria a corto plazo,
LP= memoria a largo plazo. *** p<0.001, * p<0.05 vs dia 1. & p<0.05 vs joven intacto.
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¢ La castracion no afecta el desempeiio de los animales viejos en el laberinto
de Barnes

Respecto a la comparacidon del desempefo de las ratas viejas intactas y castradas en el
laberinto, el ANOVA MR de dos vias sélo mostré diferencias significativas determinadas
por el tiempo (F3,63=45.349, p<0.001) en el parametro de latencia. El analisis posterior con
ANOVA MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo experimental, presentd que las
ratas viejas intactas (F347=26.043, p<0.001) y castradas (F343=19.870, p<0.001)
disminuyeron significativamente la latencia para encontrar la camara de escape en el
periodo de adquisicion (dia 2, 3 y 4 vs dia 1, p<0.001 en ambos grupos) (Fig. 15A).
Mientras que en el periodo de retencion (Fig. 15B), la prueba t no reporté diferencias
significativas entre los grupos.

En relacion a la asertividad, el ANOVA MR de dos vias presentd una influencia
significativa del tiempo sobre este parametro (Fs363=4.310, p<0.01). El analisis posterior
con ANOVA MR de una via para cada grupo, no reportd diferencias significativas en las
mediciones en la fase de adquisicion (Fig. 15C). En el periodo de retencién (Fig. 15D) no
se encontraron diferencias significativas en las mediciones.

En el analisis de la frecuencia de busqueda, el ANOVA MR de dos vias revelo6 diferencias
significativas determinadas solo por el tiempo (F3,63=4.667, p<0.01). El analisis posterior
con ANOVA MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo experimental, mostré que
s6lo las ratas viejas intactas (F333=4.307, p<0.05) disminuyeron significativamente la
frecuencia de busqueda en el ultimo dia de aprendizaje (dia 4 p<0.05 vs dia 1) (Fig. 15E).
Por su parte, en el periodo de retencion no hubo diferencias significativas entre los grupos
(Fig. 15F).
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Figura 15. Efecto de la castracion en ratas viejas durante el aprendizaje y la retencién de la memoria
espacial en el laberinto de Barnes. Latencia en la etapa de adquisiciéon (A) y retencion (B). Busqueda en el
area objetivo en la etapa de adquisicion (C) y retenciéon (D). Frecuencia de busqueda en la etapa de
adquisicién (E) y retencién (F). Los datos se expresan como la media £ EEM. CP= memoria a corto plazo,
LP= memoria a largo plazo. *** p<0.001 y * p<0.05 vs dia 1.

Estos resultados indican que la eliminacién de hormonas gonadales en machos jovenes
afecta la asertividad o busqueda en el area objetivo durante el aprendizaje del laberinto de
Barnes. Por otra parte, en animales viejos la castracion produjo efectos aislados, de esta
manera se puede considerar que no afectd el aprendizaje ni la retencion de la memoria
espacial en el laberinto de Barnes.
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e La restitucion con testosterona incrementa el desempeiio de las ratas
jovenes castradas en la prueba de memoria a largo plazo en el laberinto de
Barnes.

Al evaluar el efecto de la restitucion con T en animales jévenes castrados, en el parametro
de latencia el ANOVA MR de dos vias presentd diferencias significativas determinadas
solo por el tiempo (F3,75=31.082, p<0.001).

El analisis posterior con ANOVA MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo
experimental, reportd que ambos grupos (castrados: F351=17.251, p<0.001, castrados
restituidos con T: F355=14.328, p<0.001) disminuyeron la latencia para encontrar la
camara de escape conforme avanzaron los dias de prueba en la fase de adquisicién
(castrados: p<0.001 en los dias 2, 3 y 4 vs dia 1, castrados restituidos con T: p<0.01 en el
dia 2 y p<0.001 en los dias 3y 4 vs dia 1) (Fig. 16A).

Por su parte, en el periodo de retencién (Fig. 16B) no hubo diferencias significativas entre
los grupos.

El analisis estadistico no indicé efectos significativos de la restitucion con T en la
asertividad de los animales jovenes en el periodo de adquisicion (Fig.16C).

Sin embargo, en el periodo de retencién (Fig. 16D), la prueba t revel6 que el tratamiento
hormonal incremento la asertividad de los animales jovenes castrados en la prueba de
memoria a largo plazo (p<0.01) pero no en la de corto plazo.

En cuanto a la frecuencia de busqueda de las ratas jovenes castradas y castradas
restituidas con T, el analisis estadistico no revelé diferencias significativas en las
mediciones en la fase de adquisicion (Fig.16E) ni en la fase de retencion (Fig.16F).
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Figura 16. Efecto de la restitucidon con testosterona en ratas jévenes castradas durante el aprendizaje y la
retencién de la memoria espacial en el laberinto de Barnes. Latencia en la etapa de adquisicién (A) y
retencion (B). Busqueda en el area objetivo en la etapa de adquisicion (C) y retencién (D). Frecuencia de
busqueda en la etapa de adquisicion (E) y retencion (F). CP= memoria a corto plazo, LP= memoria a largo
plazo. Los datos se expresan como la media £+ EEM. *** p<0.001, ** p<0.01 vs dia 1. && p<0.01 vs joven
castrado.
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¢ Larestitucion con T no afecta el rendimiento de los animales viejos en el
laberinto de Barnes

En cuanto al efecto de la restitucién con T en animales viejos, el analisis estadistico del
parametro latencia indicé diferencias significativas determinadas sélo por el tiempo
(F3,63=49.620, p<0.001). El analisis posterior con ANOVA MR de una via y la prueba
Tukey para cada grupo experimental, reveld6 que los animales viejos castrados
(F3,43=19.870, p<0.001) y los castrados restituidos con T (F347=30.516, p<0.001)
disminuyeron significativamente la latencia para encontrar la camara de escape en los
dias 2, 3y 4 (p<0.001 vs dia 1) del periodo de adquisicion (Fig.17A).

Por su parte, en el periodo de retencion (Fig.17B), la prueba t no indicéd diferencias
significativas en las mediciones.

Respecto a la busqueda en el area objetivo, el ANOVA MR de dos vias sélo mostré una
influencia significativa del tiempo sobre este parametro (F3,63=3.854, p<0.05). El analisis
posterior con ANOVA MR de una via para cada grupo, no reporto diferencias significativas
en la asertividad durante el periodo de adquisicion (Fig.17C).

En el periodo de retencion (Fig.17D) el analisis no presentd diferencias significativas entre
los grupos.

En la frecuencia de busqueda, el ANOVA MR de dos vias indico diferencias significativas
determinadas solo por el tiempo (F363=3.521, p<0.05). El analisis posterior con ANOVA
MR de una via para cada grupo, no reporto diferencias significativas en este parametro
durante la fase de adquisicion (Fig. 17E).

En el periodo de retencién (Fig. 17F), no se reportaron diferencias significativas en las
mediciones.
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Figura 17. Efecto de la restitucién con testosterona en ratas macho viejas castradas durante el aprendizaje y
la retencién de la memoria espacial en el laberinto de Barnes. Latencia en la etapa de adquisicion (A) y
retencion (B). Busqueda en el area objetivo en la etapa de adquisicion (C) y retencién (D). Frecuencia de
busqueda en la etapa de adquisicién (E) y retencion (F). Los datos se expresan como la media + EEM. CP=
memoria a corto plazo, LP= memoria a largo plazo. *** p<0.001 vs dia 1.

Estos resultados nos muestran que la restitucion con T en ratas jovenes castradas, facilitd
la retencion de la memoria espacial a largo plazo a través de un aumento en la asertividad
para encontrar la camara de escape. En contraste, el tratamiento con este andrégeno en
los machos viejos castrados no afectd el aprendizaje ni la retencién de la memoria
espacial del laberinto de Barnes.
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6.3 Estrategias de busqueda para la resolucion del laberinto de Barnes

Se evalud el efecto del envejecimiento asi como de la eliminacion y de la restitucion con
T, en las estrategias de busqueda para la resolucion del laberinto de Barnes utilizadas por
los animales, estas se clasificaron en aleatoria, serial y dirigida al objetivo.

Para ello se determiné la estrategia de busqueda por cada uno de los ensayos (E1 a E4)
correspondientes a los cuatro dias (D1 a D4) del periodo de adquisicidon. Se realizé un
analisis de proporciones con la prueba F de Fisher en el cual todas las diferencias
significativas fueron comparadas contra el ensayo 1 del primer dia de adquisicion (D1E1)
y un valor de p<0.05.

¢ El envejecimiento disminuye la estrategia espacial dirigida al objetivo

La mayor parte del grupo de ratas jovenes (~60%) presenté una busqueda aleatoria para
encontrar la camara de escape en el primer ensayo de la fase de adquisicion del laberinto
(Fig. 18A). Esta proporcion se redujo a partir del segundo ensayo y permanecio por
debajo del 30% en todos los ensayos siguientes del periodo de adquisicion. A la par con
esta reduccion de la busqueda aleatoria, se presentd un aumento en la proporcién de
animales jévenes que emplearon una estrategia serial o dirigida al objetivo para encontrar
la camara de escape. La proporcién de sujetos con busqueda serial alcanzé diferencias
significativas en el ensayo 3 y 4 del dia 1 y en todos los ensayos del dia 2, mientras que
en los dias 3 y 4 el uso de la estrategia serial disminuyo y la proporcién de sujetos que
utilizaron la busqueda dirigida al objetivo se hizo mas evidente; esta proporcion aumentoé
conforme avanzaron los dias del periodo de adquisicion y alcanzd diferencias
significativas en el ensayo 1 del dia 4.

Al igual que los jovenes, las ratas viejas también mostraron una alta proporcién de
animales (70%) que buscaron aleatoriamente la camara de escape al inicio de la fase de
adquisicién del laberinto de Barnes (Fig. 18D), esta proporcion disminuy6 rapidamente a
partir del ensayo 3 y 4 del dia 1 y practicamente dejoé de ser usada por los animales viejos
a partir del dia 2 del periodo de adquisicidn. La disminucion en la busqueda aleatoria
ocurrio de forma paralela con un incremento en la proporcion de animales que emplearon
una estrategia serial, que predominé en el grupo de animales viejos a partir del ensayo 3 y
4 del primer dia, asi como todos los ensayos en los dias 2, 3 y 4 de la fase de adquisicion.

Al realizar la comparacion con los animales jévenes, estos resultados indican que la
proporcion de sujetos que buscan de manera serial la camara de escape es mayor en los
animales viejos, estableciéndose diferencias significativas determinadas por la edad en el
ensayo 2 del dia 3 y en el ensayo 1 del dia 4. Asimismo, se puede destacar que el grupo
de ratas viejas, en comparacion con las jovenes, utilizO menos la busqueda dirigida al
objetivo en el aprendizaje de la tarea espacial.
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De forma similar, en el periodo de retencion se observé que los animales envejecidos no
utilizaron la busqueda dirigida al objetivo y predominé la busqueda serial. Aunque la
mayor parte de las ratas jovenes también utilizaron la busqueda serial en la retencion del
laberinto, una proporcidon de este grupo empleo la busqueda dirigida al objetivo.

e En animales jovenes la castracion disminuye y la restitucion con
testosterona aumenta la preferencia por la estrategia espacial dirigida al
objetivo

En el primer ensayo del periodo de adquisicidn del laberinto, la mayor parte de las ratas
jovenes castradas mostré una estrategia de busqueda serial (50%) para encontrar la
camara de escape y en una proporcion menor la busqueda aleatoria (40%) y la dirigida al
objetivo (10%) (Fig.18B). La busqueda aleatoria disminuyd a partir del segundo ensayo
del dia 1 y practicamente dejo de ser empleada por los animales jovenes castrados en el
resto de la fase de adquisicidon. A la par con esta disminucion en la busqueda aleatoria, se
presentd un aumento en la proporcidn de animales jovenes castrados que usaron una
estrategia serial para localizar la camara de escape, asi la proporcion de animales con
esta busqueda alcanzo diferencias significativas en el ensayo 4 del dia 1.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en los animales jovenes intactos, estos
datos indican que la eliminacion de hormonas gonadales ocasion6 una rapida disminucion
en el uso de la busqueda aleatoria y produjo un incremento en la estrategia de busqueda
serial en la fase de adquisicién. En este periodo también se puede observar que las ratas
jévenes intactas y castradas tuvieron una preferencia similar por la busqueda dirigida al
objetivo (Fig. 18 Ay B), pero en las ratas jovenes intactas el incremento de esta estrategia
fue mas claro, es decir, aumentd conforme avanzaron los ensayos, siendo mas evidente
en los dias 3 y 4 de adquisicidon del laberinto.

En el periodo de retencion de la memoria espacial practicamente todo el grupo de
animales jévenes castrados utilizé la busqueda serial en comparacion con los animales
joévenes intactos que ademas de usar esta estrategia (Fig.18A), mostraron un incremento
en la proporcion de sujetos con busqueda dirigida al objetivo.

Respecto al grupo de jovenes castrados restituidos con T, la figura 18C muestra que
realizaron una busqueda aleatoria (~60%) para encontrar la camara de escape en el
primer ensayo del periodo de adquisicion del laberinto de Barnes. Esta proporcion se
redujo a partir del ensayo 2 del dia 1, permanecié por debajo del 20% de los animales en
todos los ensayos del dia 2 y practicamente dej6é de ser usada por los animales a partir
del dia 3 del periodo de adquisicion. A la par con la disminucion de la busqueda aleatoria,
se presentd un aumento en la proporcién de animales que usaron una busqueda serial o
dirigida al objetivo para encontrar la camara de escape. La proporcion de animales con
busqueda serial aument6 en los ensayos 2 y 3 del dia 1, se mantuvo constante en los
ensayos del dia 2 y volvio a incrementar en los ensayos 2, 3 y 4 del dia 3 asi como en los
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primeros 2 ensayos del dia 4. Aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas, los datos sugieren un incremento en la proporcion de animales que
utilizaron la busqueda dirigida al objetivo conforme avanzaron los dias del periodo de
adquisicion, siendo mas evidente en los ultimos ensayos del dia 4.

Al evaluar el efecto del tratamiento con T en las estrategias de busqueda utilizadas por los
animales jovenes castrados, se observo tanto en animales castrados sin restitucion como
en los restituidos con T, una transicion similar de la busqueda aleatoria a la estrategia de
busqueda serial, asi como en la proporcion de animales que tuvieron preferencia por la
busqueda dirigida al objetivo en el periodo de adquisicion (Fig. 18 By C).

Por su parte, en el periodo de retencion de la memoria espacial, aunque la prueba F de
Fisher no report6é diferencias significativas entre los grupos, los datos sugieren que el
tratamiento con T facilité la busqueda dirigida al objetivo en la evaluacion de la memoria a
largo plazo (Fig. 18 B y C), lo cual es consistente con el aumento en la asertividad para
encontrar la camara de escape durante esta evaluacion.

e En animales viejos la castracion aumenta la busqueda aleatoria y la
restitucion con testosterona aumenta la bisqueda serial en el laberinto de
Barnes

Al evaluar el efecto de la castracion en las estrategias de busqueda utilizadas por los
animales viejos, se puede observar en la figura 18E que la mayor parte de estos animales
(80%) mostré una busqueda aleatoria para encontrar la camara de escape en el primer
ensayo de adquisicion del laberinto. Esta proporcion disminuyé (a 20%) en los ensayos
siguientes del dia 1 y se mantuvo asi en los ensayos restantes del periodo de adquisicion.
De forma paralela, se presentd un incremento en la proporcion de animales viejos
castrados que emplearon una estrategia serial o dirigida al objetivo para ubicar la camara
de escape. Al respecto, la proporcidbn de sujetos con busqueda serial incremento
significativamente en el ensayo 3 del dia 1, en el ensayo 2 y 3 del dia 2 y en el ensayo 1
del dia 3, mientras que en el dia 4 la busqueda serial se redujo y la proporcién de sujetos
con preferencia a la busqueda dirigida al objetivo se hizo mas evidente.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en las ratas viejas intactas, se observo
que la castracién ocasion6é que una proporcion considerable de animales (~20%) fuera
incapaz de generar una estrategia para encontrar la camara de escape y continuaron
buscandola de manera aleatoria (Fig. 18 D y E). Ademas, la prueba F de Fisher indicé que
la proporcion de animales que realizaron una busqueda serial fue mayor en las ratas
viejas intactas respecto a las castradas en el ensayo 2 del dia 3. En el periodo de
retencion, las ratas viejas castradas ademas de emplear la estrategia de busqueda serial,
una proporcion considerable (~20%) busco aleatoriamente la camara de escape, mientras
que las ratas viejas intactas mostraron una mayor preferencia por la estrategia de
busqueda serial.

52



Los animales viejos restituidos con T, presentaron una mayor proporcién de busqueda
aleatoria (40%) o dirigida al objetivo (40%) para encontrar la camara de escape (Fig.18F)
en el primer ensayo del periodo de adquisicion. La proporcion de animales que utilizaron
la busqueda aleatoria disminuyo6 progresivamente en los dias 1 y 2, mientras que en todos
los ensayos de los dias 3 y 4 dejé de ser utilizada por este grupo. A la par se mostré un
aumento en la proporcién de animales que usaron una estrategia serial o dirigida al
objetivo. En relacién a esto, la proporcion de sujetos con busqueda serial aumenté a partir
del ensayo 4 del dia 1 y se mantuvo arriba del 60% en todos los ensayos de los dias 2, 3
y 4 del periodo de adquisicién. Asimismo, conforme avanzaron los dias de este periodo,
una proporcion de estos animales mostré preferencia por la busqueda dirigida al objetivo
en los dias 3 y 4, alcanzando diferencias significativas en el ensayo 1 del dia 3.

Al comparar estos resultados con los obtenidos en los animales viejos castrados que no
recibieron la restitucién de T (Fig. 18E), se observé que el tratamiento con T redujo la
busqueda aleatoria y favorecié la busqueda serial en la fase de adquisicion. Ademas, en
la busqueda dirigida al objetivo, la prueba F de Fisher indicé que, en el primer ensayo del
aprendizaje del laberinto de Barnes, la preferencia por esta estrategia fue mayor en el
grupo de animales viejos restituidos con T que en los animales sin restitucion.

En el periodo de retencion de la memoria espacial, tanto los animales viejos sin restitucion
como los restituidos con T utilizaron en proporcion similar la estrategia de busqueda
serial.
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Figura 18. Estrategias de busqueda utilizadas por los grupos experimentales para encontrar la camara de
escape en el laberinto de Barnes. Animales jovenes A) intactos (Jov-int), B) castrados (JORX) y C)
castrados restituidos con T (JORX+T). Animales viejos D) intactos (Viej-int), E) castrados (VORX) y F)
castrados restituidos con T (VORX+T). Estrategias de busqueda: aleatoria (color negro), serial (gris claro) y
dirigida al objetivo (gris oscuro). E= ensayo, CP= prueba de memoria a corto plazo. LP=evaluacion de
memoria a largo plazo.
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6.4 El envejecimiento disminuye la actividad locomotora

Con el objetivo de detectar la presencia de alteraciones en la actividad locomotora
(inducidas por la edad, la castracion o el tratamiento hormonal), que pudieran afectar el
rendimiento de los roedores en el laberinto de Barnes, se realizé la prueba de campo
abierto. En esta se registraron los movimientos totales o ambulatorios de los animales
(Fig.19). El analisis estadistico con ANOVA de dos vias indico diferencias significativas
determinadas por la edad (F1,57=14.741, p<0.001). La prueba Tukey indicé que los grupos
de animales viejos presentaron menor numero de movimientos ambulatorios en
comparacién con los grupos de jovenes (p<0.001). Por su parte, la castracién y el
tratamiento hormonal con implantes no afectaron la actividad locomotora de los animales.
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Figura 19. Evaluacién de la actividad locomotora en la prueba de campo abierto. La grafica muestra el

numero de movimientos totales realizados por los diferentes grupos experimentales. Los datos se expresan
como la media + EEM. &&& p<0.001 vs joven.
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6.5 El tratamiento con implantes fue eficiente para restituir los niveles de T en
los animales jovenes y viejos castrados

Los niveles de T se analizaron mediante un ANOVA de dos vias, con los factores edad
(joven y viejo) y tratamiento (intacto, castrado y castrado restituido con T).

El andlisis estadistico con ANOVA de dos vias indicé diferencias significativas
determinadas por el tratamiento (F2,41=9.550, p<0.001) y por su interaccion con la edad
(F2.41=3.280, p<0.05). La prueba Tukey indicé que los animales viejos intactos
presentaron niveles mas bajos de T que las ratas jovenes intactas (p<0.05). El analisis
post hoc también indicé que la castracidon redujo significativamente los niveles de T en los
animales jovenes (p<0.01) pero no en viejos y que el tratamiento con implantes de T
incrementd los niveles de esta hormona en los animales castrados jévenes (p<0.05) y
viejos (p<0.01).

Con estos datos se comprueba la eficacia del tratamiento con implantes para restituir los
niveles de T en animales castrados a niveles similares de un animal joven intacto (Fig.20).
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Figura 20. Medicién de los niveles de testosterona. La grafica muestra los niveles de T (en ng/mL) de los
animales jovenes y viejos: intactos, castrados (ORX) y castrados restituidos con T (ORX+T). Los datos se
expresan como la media + EEM. * p<0.05, ** p<0.01 vs joven intacto, ° p<0.05 vs joven castrado, aa p<0.01
vs viejo castrado.
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7. Discusion

Es importante mencionar que hasta donde tenemos conocimiento, este es el primer
estudio que utiliza la busqueda en el area objetivo y la frecuencia de busqueda como
parametros que evaluan la memoria espacial en roedores jovenes y viejos en la prueba de
laberinto de Barnes, el primero de ellos refleja la asertividad de los animales para
encontrar la camara de escape y el segundo indica la eficacia de los roedores en la
busqueda del objetivo. Ademas, estos parametros resultaron efectivos para estudiar el
deterioro cognitivo dependiente del envejecimiento.

En el presente trabajo también se evalu6 si los animales fueron capaces de usar las
claves espaciales para resolver el laberinto, esto se indicé mediante el desarrollo de
estrategias de busqueda. Asi, la busqueda aleatoria indic6 que los animales no
aprendieron la tarea. La busqueda serial es una estrategia no espacial donde el animal
explora de forma consecutiva los agujeros hasta encontrar la camara de escape.
Finalmente, la busqueda dirigida al objetivo es una estrategia espacial que refleja un
aprendizaje optimo de la tarea, el animal identifica eficientemente la ubicacién de la
camara de escape en relacion a las claves espaciales (lllouz et al., 2016).

7.1 El envejecimiento deteriora el aprendizaje y la memoria espacial

En el presente estudio se encontré que, durante el aprendizaje espacial en el laberinto de
Barnes, los animales viejos tardaron mas tiempo que los jovenes en encontrar la camara
de escape, este hallazgo coincide con la incapacidad de los animales viejos para mejorar
la busqueda en el area objetivo y con visitas a un mayor numero de hoyos antes de
encontrar la camara de escape. De manera similar, en el periodo de retencién de la
memoria espacial, las ratas viejas presentaron mayor latencia. Estas evidencias sugieren
que el envejecimiento ocasiona un aprendizaje mas lento y deteriora la retencion de la
informacion espacial en el laberinto de Barnes.

Los resultados de este trabajo son consistentes con otros estudios en ratas macho viejas,
que muestran que estos sujetos tienen un deterioro en el aprendizaje de la ubicacién de la
camara de escape (Barnes 1979, Barnes y McNaughton; 1985), en el aprendizaje reverso,
es decir, cuando se modifica la asociacion existente entre las claves espaciales y la
ubicacion de la camara de escape (Barnes, 1979), asi como en la retencién de la memoria
espacial en el laberinto de Barnes (Barnes et al., 1980). Estas evidencias en conjunto
muestran que los organismos envejecidos tienen un deterioro en el procesamiento de la
informacion espacial.

Este deterioro asociado al envejecimiento también se ha descrito en la memoria de
trabajo y en la memoria de referencia espacial (Bizon et al., 2009) cuando se evaluan en
otras tareas conductuales, como el laberinto radial de 8 brazos (Barnes et al., 1980;
Wallace et al., 1980; de Toledo-Morrell, Morrell y Fleming, 1984), el laberinto radial

57



acuatico (Bimonte-Nelson et al., 2003), el laberinto acuatico de Morris (Gage et al., 1984;
Rapp et al., 1987) y el laberinto en T (Barnes et al., 1980).

Los resultados del presente trabajo también son consistentes con varios estudios clinicos
que reportan que el envejecimiento en el hombre afecta la funciéon hipocampal,
manifestada por un deterioro en la habilidad espacial, en donde los hombres viejos
presentan un bajo desempefio en tareas que involucran la formaciéon y uso de mapas
cognitivos (Newman y Kasznaik, 2000; laria, Palermo, Committeri y Barton, 2009).

Otro resultado interesante que se encontro en este estudio fue que en los animales viejos
predomina la busqueda serial para encontrar la camara de escape. Esta forma de
navegacion no espacial aument6 la eficacia de los animales viejos para resolver el
laberinto, resultando en una disminucidon de la latencia al avanzar los dias de prueba, sin
embargo, estos animales fueron incapaces de generar una busqueda dirigida al objetivo;
en contraste, una proporcion importante de sujetos jovenes utilizé esta estrategia espacial
durante las fases de adquisicion y retencion, estos datos sugirieren una mayor habilidad
de los sujetos jovenes para utilizar las claves espaciales en la resolucion de la tarea y que
el envejecimiento ocasiona un deterioro en la generacién de representaciones espaciales,
lo que los limita al uso de la estrategia serial.

Estos resultados se pueden explicar en funcién del procesamiento y organizacion de la
informacion espacial aprendida. Se sabe que estos procesos se llevan a cabo mediante
dos estrategias de orientacion: por un lado se encuentra la estrategia alocéntrica
dependiente del hipocampo, los roedores la utilizan al memorizar una ubicacidn objetivo
(ej. la camara de escape) en relacion a claves espaciales de referencia (Carrillo-Mora et
al., 2009), lo cual seria similar a realizar una busqueda dirigida al objetivo. Por otro lado,
la orientacidon egocéntrica subyace en el nucleo caudado y es dependiente de la posicidon
del cuerpo en el espacio, es decir que una ubicacién objetivo se define en relacion a la
posicion del sujeto en el ambiente y no por claves espaciales (Carrillo-Mora et al., 2009).

Considerando lo anterior, existen investigaciones que reportan que el envejecimiento
deteriora el procesamiento de la informaciéon espacial alocéntrica, tanto en roedores
(Begega et al., 2001) como en humanos (Colombo et al., 2017), lo que conduce a un
mayor uso de estrategias egocéntricas. De este modo, dichas evidencias respaldan la
idea de que los animales viejos, debido a la incapacidad de representar la informacién
espacial en mapas cognitivos, modifican sus estrategias de navegacion espacial por
métodos extrahipocampales o egocéntricos, que en el presente trabajo se reflej6 como el
uso predominante de una estrategia serial en los sujetos viejos para resolver el laberinto.

Debido a que la T modula positivamente la plasticidad cerebral mediante efectos
especificos en la estructura y funcién hipocampal, uno de los enfoques para explicar las
deficiencias cognitivas en el envejecimiento es la reduccién de los niveles de T en los
sujetos viejos. En el presente trabajo esta hipotesis se abordé usando dos
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aproximaciones: la eliminacion de T enddégena mediante la castracion y la restitucion de
los niveles de esta hormona utilizando implantes.

7.2 La deficiencia de testosterona en animales jovenes afecta el aprendizaje pero
no la retencion de la memoria espacial en el laberinto de Barnes

La castracion ocasion6é que los animales jovenes no fueran capaces de aumentar su
asertividad a través de los ensayos y tampoco modificaron su frecuencia de busqueda, en
las estrategias de busqueda, la castracion disminuyo la busqueda dirigida al objetivo, todo
esto en la fase de adquisicidén. A pesar de ello, en la retencion de la memoria espacial no
se presentaron diferencias significativas en el rendimiento de los animales jovenes
castrados en relacién a los jovenes intactos.

Los resultados sugieren que, en linea con la hipotesis de este trabajo, la ausencia de T en
animales jovenes deteriora algunos aspectos de la memoria espacial, viéndose afectada
la asertividad y la capacidad de generar una estrategia espacial para resolver el laberinto.

Estas deficiencias cognitivas de los animales jovenes, contrastan con otros estudios que
indican que la eliminacion de hormonas gonadales en machos jovenes no afecta la
preferencia por estrategias espaciales o alocéntricas, como lo reporta un estudio previo
donde los machos intactos presentaron una fuerte tendencia a utilizar estrategias
alocéntricas y que la eliminacibn de hormonas gonadales, aunque disminuyeron el
aprendizaje, no modificaron la preferencia por esta estrategia espacial (Hawley, Grissom,
Barratt, Conrad y Dohanich, 2012). Aqui, las diferencias en los resultados se pueden
atribuir al tipo de tarea utilizada, ya que en el estudio referido utilizaron el laberinto en T
acuatico, lo que implica el uso de motivacion aversiva (estrés por nado) que pudo haber
acelerado la transicién de una estrategia egocéntrica a una alocéntrica, es decir, que esta
respuesta pudo haber ocurrido independientemente de la ausencia hormonas testiculares.
Por otro lado, y en contraste con los resultados del presente estudio, en el laberinto de
Barnes (que no involucra la generacion de estrés), la eliminacion de hormonas gonadales
en machos jovenes solo ocasiona una transicion lenta de la busqueda aleatoria a la
estrategia serial y de esta hacia una busqueda dirigida al objetivo (Locklear y Kritzer,
2014).

El hecho de que en este estudio las ratas jovenes castradas presentaran un rendimiento
menor que los jovenes intactos en el periodo de aprendizaje pero no en la fase de
retencion de la memoria espacial en el laberinto de Barnes es consistente con estudios
que sefalan que la castracion en ratas jovenes genera un aprendizaje lento en tareas de
memoria espacial, pero después de un entrenamiento suficiente, los animales castrados
alcanzan el desempefio de los intactos, aunque esto se reportd en el laberinto acuatico de
Morris (Spritzer et al., 2007; 2011) y en el laberinto radial (Daniel et al., 2003; Gibbs y
Jonhnson, 2008).
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Sin embargo, los resultados de este trabajo contrastan con otro estudio que report6é que la
castracion en animales jovenes, también deteriora la retencién de la informacion espacial
en el laberinto de Barnes (Locklear y Kritzer, 2014), este contraste se puede explicar por
diferencias en el protocolo utilizado ya que en el estudio mencionado, los animales sélo
recibieron dos dias de aprendizaje de la tarea y la retencion de la memoria espacial se
realizd a los cinco dias después, mientras que en el presente estudio, el periodo de
adquisicién del laberinto fue de cuatro dias y la retencién de la memoria espacial se
evaluo a los tres (memoria a corto plazo) y doce (memoria a largo plazo) dias después de
finalizar la adquisicion del laberinto. A partir de estos estudios se puede sugerir que los
efectos de la castracién sobre la memoria espacial disminuyen cuando se emplea un
mayor periodo de aprendizaje.

En este estudio, la evaluacién de la memoria de referencia se realizé con el parametro de
frecuencia de busqueda, el cual indica el numero de visitas totales en los agujeros
incorrectos, lo que corresponde a los errores en la memoria de referencia. Asi, a mayor
frecuencia de busqueda, mayor sera el deterioro en esta memoria. Considerando esta
asociacién, es posible mencionar que en el presente trabajo la reduccion en los niveles de
T mediante la castracidon, afecté la memoria de referencia espacial en los animales
joévenes durante el aprendizaje del laberinto de Barnes. Estos resultados son consistentes
con estudios que muestran que la castracion en animales jovenes deteriora la memoria de
referencia espacial en el aprendizaje del laberinto de Barnes (Locklear y Kritzer, 2014) y
en otras tareas como el laberinto en T (Kritzer et al., 2001) y el condicionamiento operante
(van Hest, van Kempen, van Haaren y van de Poll, 1988).

Por otra parte, el hecho de que en el presente estudio los animales jovenes castrados
mostraran un rendimiento similar a los jovenes intactos en la fase de retencidon de la
memoria espacial, se podria explicar por la presencia de mecanismos compensadores
que responden a las alteraciones en alguno de sus componentes (McEwen et al., 2010).
En este contexto existen reportes que indican que la deficiencia de andrégenos a largo
plazo no afecta la memoria espacial (Hou, Bao, Wei, Luo y Liu, 2011) y tampoco otras
funciones relacionadas, como la actividad locomotora, conducta de ansiedad, anhedonia o
conducta social (Borbelyova et al., 2016). En funcion con los resultados de este trabajo es
posible que la castracion en ratas jovenes no perjudicara la retencién de la memoria
espacial en el laberinto de Barnes debido a la presencia de alternativas fisioldgicas
capaces de contrarrestar la ausencia de T y evitar el deterioro en la memoria.
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7.3 La castracion en animales viejos no afecta el aprendizaje ni la memoria
espacial en el laberinto de Barnes

En animales viejos, la castracién no modifico la latencia ni la asertividad, mientras que si
previno la reduccion de la frecuencia de busqueda en ultimo dia del periodo de
aprendizaje. De forma similar, en el periodo de retencion la castracion no modifico el
desempenfo de los animales viejos (en ningun parametro evaluado). Aunque la castracion
tuvo efectos aislados, estos resultados indican que la eliminacién de T enddgena en los
animales viejos no afecta el aprendizaje ni la retencidn de la memoria espacial en el
laberinto de Barnes, posiblemente por las alteraciones relacionadas con la disminucion en
los niveles de T que ya presentaban estos animales.

Sin embargo, en las estrategias de busqueda la castracion ocasiond que una proporcion
considerable de los animales viejos buscara aleatoriamente la camara de escape tanto en
el periodo de aprendizaje como en la retencién de la memoria espacial en el laberinto.
Estos datos sugieren que la T es capaz de modular el procesamiento egocéntrico y
alocéntrico de la informacion espacial en el envejecimiento; esto también indica que,
aunque son bajos, los niveles de T en sujetos viejos favorecen en cierta medida el
aprendizaje espacial. En soporte con esta idea, existen algunos reportes clinicos en
hombres viejos (de 60 afos), donde los niveles de T y el uso de estrategias alocéntricas
se relacionan de forma positiva (Choi y Silverman, 2002).

7.4 La restitucion con testosterona en ratas jovenes castradas incrementa la
memoria espacial a largo plazo en el laberinto de Barnes

En el presente trabajo, el tratamiento con T no afecté el desempefo de los animales
jévenes castrados en el aprendizaje del laberinto de Barnes. En cambio, en el periodo de
retencion, el tratamiento con T aumentd la asertividad y la busqueda dirigida al objetivo en
la prueba de memoria a largo plazo, sugiriendo un papel positivo de la T en la retencién
de la informacion espacial.

De acuerdo con los resultados de este estudio, se ha reportado que la restitucion de los
niveles de T (usando implantes) a un rango fisiolégico en animales jovenes castrados,
mejora la memoria espacial en tareas que no involucran estresores intensos (demanda de
actividad fisica importante o privacion de alimento) para su resolucion. Hay estudios que
muestran que el tratamiento con implantes de T en animales jovenes castrados, favorece
la busqueda dirigida al objetivo e incrementa el aprendizaje y memoria espacial en el
laberinto de Barnes (Locklear y Kritzer, 2014). Este tratamiento también incrementa la
memoria de reconocimiento espacial en el laberinto en Y (Hawley et al., 2013) y la
memoria de trabajo espacial en la tarea de localizacién de objetos (McConnell et al.,
2012).
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Los resultados de este trabajo indican que la restitucion con T facilita la retencion de la
memoria espacial a largo plazo pero no la de corto plazo. Estos resultados coinciden con
otros estudios donde los implantes de T en animales jévenes castrados favorecen la
retencion de la memoria espacial a intervalos de tiempo grandes, es decir, cuando hay un
mayor tiempo de descanso entre el periodo de adquisicion y retencion, esto se ha
observado en el laberinto de Barnes (Locklear y Kritzer, 2014), el laberinto en Y (Hawley
et al., 2013), la tarea de localizacion de objetos (McConnell et al., 2012) y el laberinto
acuatico de Morris (Sandstrom et al., 2006) respaldando el papel del tratamiento con
implantes de T en la retencion de la memoria espacial a largo plazo en animales jovenes
castrados.

7.5 La restitucion con testosterona en animales viejos no afecta el aprendizaje ni
la memoria espacial

El tratamiento con T no afecté la memoria espacial de los animales viejos castrados en la
fase de adquisicion y retencion del laberinto de Barnes, solo en las estrategias de
busqueda, la restitucion con T incremento la busqueda serial en el aprendizaje pero no en
la retencion de la memoria espacial.

De esta manera, aunque el tratamiento con T facilitdé la busqueda serial para resolver el
laberinto, los resultados indican que no afecta la memoria espacial de los animales viejos,
sugiriendo también que el deterioro de este dominio cognitivo en el envejecimiento no
parece estar asociado con los cambios en la concentracion de hormonas de origen
gonadal.

El efecto de la restitucion con T en la memoria espacial de animales viejos solo se ha
reportado en otro estudio y dificiilmente se puede comparar con los resultados del
presente trabajo por diferencias en el modelo animal utilizado y la condicién endécrina de
los sujetos envejecidos. En dicho estudio, Bimonte-Nelson et al., (2003), reportd que el
tratamiento con implantes de T en ratas viejas gonadalmente intactas mejora la retencion
de la memoria de trabajo en el laberinto radial acuatico de 12 brazos, (Bimonte-Nelson et
al., 2003). A diferencia del laberinto de Barnes, el laberinto radial acuatico somete a los
animales viejos a un estrés por nado que demanda mucho esfuerzo fisico y aumenta
significativamente los niveles de corticosterona en plasma, lo que puede comprometer el
rendimiento de los roedores, ademas, esa tarea presenta una mayor dificultad de
aprendizaje en términos de la demanda en la memoria de trabajo y de referencia espacial.
A pesar de estas caracteristicas que podrian dafiar el rendimiento de los animales
envejecidos, y contrario a los resultados del presente trabajo, el tratamiento con T mejord
la memoria de trabajo espacial en esta prueba. Aunque no puede haber una comparacion
estricta de este estudio con el presente trabajo, esta evidencia abre la posibilidad de que
la restitucion con T pueda funcionar diferente en el animal envejecido dependiendo si esta
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gonadalmente intacto o no, esto es, existe la posibilidad de que la presencia de gbnadas
en animales viejos represente una ventaja importante (quizas en la regulacién endécrina)
cuando se restituye con T al animal envejecido. Se conoce poco al respecto y esta
hipbtesis necesita probarse, en funcidon a esto seria interesante evaluar si el tratamiento
con T (a partir de los implantes de 1cm), revierte el deterioro en la memoria espacial de
ratas viejas intactas en el laberinto de Barnes.

Los resultados de este trabajo también contrastan con algunos estudios clinicos que
muestran que el tratamiento con T en hombres viejos mejora la memoria espacial
(Janowsky et al 1994; 2000; Cherrier et al., 2001; 2005a; Gray et al., 2005), no obstante,
al igual que en modelos animales, los estudios clinicos son poco concluyentes debido a
que intervienen muchos factores en esta relacién (entre ellos la edad de los participantes,
el estado cognitivo, la severidad de hipogonadismo, la via de administracion, asi como la
duracion y dosis del tratamiento), que pueden oscurecer la asociacién entre la memoria
espacial y la T (Celec, Ostatnikova y Hodosy, 2015; Hua, Hildreth, y Pelak, 2016).

7.6 Los efectos de la testosterona en la memoria espacial son dependientes de la
edad

Los datos del presente trabajo sugieren que los efectos de la castracién y del tratamiento
con T sobre la memoria espacial son dependientes de la edad, esta idea se sustenta en el
hecho de que la castracién disminuyé el aprendizaje espacial de los animales jévenes
pero no tuvo efecto en los animales viejos. De igual manera, el tratamiento con T mejoro
la retencion de la memoria espacial en los animales jévenes castrados, pero no afecté el
rendimiento de los animales viejos castrados en el laberinto de Barnes.

Las diferencias por edad en el efecto de la castracion se puede explicar por la magnitud
de la reduccién de los niveles de T en cada grupo de edad, es decir, en el caso de los
animales jovenes la reduccion fue significativa (3.97+1.03 ng/mL), mientras que en los
machos viejos la disminucién fue muy sutil (1.23+£0.30 ng/mL). Esto en soporte con
estudios que indican que un cambio grande, pero no pequeno, en los niveles de T afecta
a los animales jévenes (Zhu et al., 2000).

Por otra parte, el efecto diferencial de la restitucion con T en los animales jovenes y viejos
puede estar relacionado con las capacidades fisiolégicas de cada grupo animal, esto es, a
diferencia de los jévenes, los animales viejos presentan una disminucién en la
complejidad de sus funciones fisiolégicas (Lipsitz y Goldberger, 1992) que le impiden dar
una respuesta eficiente al tratamiento hormonal. Es el caso de la dificultad para
desarrollar plasticidad cerebral (Cameron y McKay, 1999), de esta manera es posible que
la ineficacia de la T para mejorar la memoria espacial en animales viejos se deba a
cuestiones temporales y para observar un incremento en la memoria se requiera de un
mayor periodo de exposicidon al tratamiento.
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Finalmente, considerando que el tratamiento con implantes en animales viejos castrados
resultdé eficaz para restituir los niveles de T a los encontrados en un joven intacto, se
podrian sugerir dosis mas altas de T, dentro del rango fisiolégico, para estimular los
mecanismos fisiolégicos del organismo envejecido y promover el incremento en la
memoria, una hipétesis que necesita probarse.
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8. Conclusiones

Es importante destacar que hasta donde tenemos conocimiento este es el primer trabajo
que evalua la relacion entre la memoria, el envejecimiento y la T en el laberinto de
Barnes, una prueba conductual que no involucra estresores intensos que pueden afectar
el rendimiento de los animales. Ademas, es de los pocos estudios que han empleado
animales viejos para estudiar dicha relacién.

Los resultados del presente trabajo confirman el deterioro en el aprendizaje y la memoria
espacial dependiente del envejecimiento, el cual se mostré por un bajo rendimiento de los
animales viejos en los periodos de aprendizaje y retencién de la memoria espacial en el
laberinto de Barnes.

En animales jovenes, el declive en la memoria espacial esta relacionado con los niveles
de T, ya que 1) la deficiencia de androgenos (inducida por la castracion), afectd
negativamente la asertividad y la busqueda dirigida al objetivo en el periodo de
aprendizaje del laberinto de Barnes, mientras que 2) el tratamiento con T revirtio el
deterioro en la memoria espacial aumentando la asertividad y la busqueda dirigida al
objetivo en el periodo de retencion del laberinto de Barnes. Estos resultados nos permiten
sugerir la utilidad terapéutica de la T para tratar problemas cognitivos asociados con el
hipogonadismo en sujetos jovenes.

En animales viejos la castracion y la restitucion con T no afectaron de forma significativa
el aprendizaje ni la retencion de la memoria espacial. A pesar de ello, el analisis de las
estrategias de busqueda permitié visualizar que la castracibn aumentd la busqueda
aleatoria y el tratamiento con T incrementdé la busqueda serial en estos animales, lo que
nos permite sugerir que la T es capaz de modular el procesamiento egocéntrico y
alocéntrico de la informacion espacial y que, aunque son bajos, los niveles de T en
sujetos viejos favorecen en cierta medida el aprendizaje espacial.

Finalmente, los efectos de la T en la memoria espacial son dependientes de la edad,
posiblemente porque un organismo envejecido presenta una disminucion en la
complejidad de sus funciones fisioldgicas que le impiden dar una respuesta eficiente al
tratamiento hormonal. Asi, los efectos del tratamiento con T en sujetos envejecidos
pueden llegar a ser insuficientes para producir un cambio a nivel conductual.
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9. Perspectivas

En este trabajo la restitucion con T no revirtid el deterioro en el aprendizaje y la memoria
espacial dependiente del envejecimiento. Tomando en cuenta que la respuesta del
tratamiento con T cambia en animales viejos castrados respecto a los gonadalmente
intactos, se puede sugerir que la presencia de génadas y de los pocos niveles de este
androgeno, podrian tener un papel importante en la memoria espacial en el
envejecimiento. Para probar esta hipétesis se debera evaluar el efecto de la restitucion
con T sobre la memoria espacial de animales viejos gonadalmente intactos en el laberinto
de Barnes.

También se encontrdé que la castracion en los animales viejos evita la generacion de
estrategias de busqueda mientras que la restitucion con T incrementa la estrategia serial
(egoceéntrica) en el laberinto de Barnes, de aqui se puede sugerir estudiar los efectos de
la restitucion con T en las estrategias de orientacion egocéntrica y alocéntrica en animales
viejos gonadalmente intactos.

Otro aspecto que hay que tener presente es que en presencia de gonadas la T se
sintetiza en otros compuestos (principalmente E2 y DHT). Se ha reportado que la
administracion de E2 (Kritzer et al.,, 2007; Gibbs, 2005; Locklear et al., 2014), DHT
(Benice y Raber, 2009) y 3a-androstenediol (Frye et al., 2010) son efectivos como
tratamiento para revertir el deterioro en la memoria espacial inducido por la castracion. En
funcion a esto, seria interesante evaluar el efecto de la administracion directa de los
metabolitos de la T, en la memoria espacial de ratas viejas.

Mas recientemente, un estudio reportd que la administracion del esteroide adrenal
dehidroepiandrosterona (DHEA) aumenta la proliferacion y sobrevivencia de neuronas en
el hipocampo de ratas de mas de 13 meses (Herrera-Pérez et al., 2017). Esto abre la
posibilidad de que el tratamiento con esta hormona favorezca la memoria espacial en
ratas viejas y promueva un mejor desempenio de estos animales en el laberinto de
Barnes.

Finalmente, se ha sugerido que para observar una mejora en la memoria por el
tratamiento con T, se requiere la presencia de un proceso o evento patolégico como el
Alzheimer. En relacion a esto se propone evaluar el efecto de la restitucion con T en la
memoria espacial de modelos animales de Alzheimer. Para ello se podria utilizar (por
ejemplo), acido okadaico para inducir la formacién de ovillos neurcfibrilares y placas
B-amiloide, relacionados con la pérdida de memoria en esta enfermedad, y posteriormente
administrar T para evaluar el rendimiento de los animales en el laberinto de Barnes.
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11. Anexos

11.1 Parametros de locomocion

¢ El bajo rendimiento de los animales viejos en el laberinto de Barnes se debe
al deterioro en la memoria espacial y no a problemas en la locomocion.

En la velocidad de las ratas jévenes y viejas para encontrar la camara de escape en el
periodo de adquisicion, el ANOVA MR de dos vias reveld diferencias significativas
determinadas por el tiempo (F360=16.874, p<0.001), la edad (F160=8.462, p<0.01) y la
interaccién entre factores (F360=3.038, p<0.05). La prueba Tukey mostré que las ratas
jovenes y viejas aumentaron significativamente la velocidad al avanzar los dias de prueba
en el periodo de adquisicion (jovenes: dia 2, 3 y 4 p<0.05 vs dia 1; viejos: dia 3 y 4 p<0.05
vs dia 1), el analisis post hoc también indicé que las ratas viejas fueron menos veloces
que las jovenes en los dias 2 y 3 (p<0.05 en ambos casos) de este periodo (Tabla 2). En
el periodo de retencion no se reportaron diferencias significativas entre los grupos.

En el parametro de distancia el ANOVA MR de dos vias mostré diferencias significativas
determinadas por los factores tiempo (F360=36.790, p<0.001) y edad (F160=4.749,
p<0.05), pero no por su interaccion. El analisis posterior con ANOVA MR de una via y la
prueba Tukey para cada grupo de edad, reportd que las ratas jovenes (F327=22.624,
p<0.001) y viejas (F333=16.541, p<0.001) disminuyeron significativamente la distancia
para encontrar la camara de escape en los dias 2, 3 y 4 (p<0.05 vs dia 1 en todos los
casos) del periodo de adquisicion (Tabla 2). Ademas, la prueba t indicé que las ratas
viejas presentaron una mayor distancia que las ratas jovenes en el dia 2 (p<0.05) de este
periodo. Por su parte, en el periodo de retencion, no hubo diferencias significativas entre
los grupos

e La castracion no afecta la velocidad y la distancia de los animales jovenes y
viejos en el laberinto de Barnes

-Animales jovenes castrados

En el analisis estadistico de la velocidad el ANOVA MR de dos vias presentd diferencias
significativas determinadas por el tiempo (F3e3= 19.969, p<0.001) y su interaccion con el
factor cirugia (Fs3,63= 3.220, p<0.05). La prueba Tukey indico que las ratas jovenes intactas
y castradas aumentaron la velocidad conforme avanzo el periodo de adquisicion (intacto:
dia 2, 3 y 4, castrado: dia 3 y 4, p<0.05 vs dia 1), también indicé que los animales jévenes
castrados mostraron una menor velocidad que los intactos en el dia 2 (p<0.05) de este
periodo (Tabla 2). En el periodo de retencién, la prueba t indicé que las ratas jévenes
castradas fueron mas rapidas que las intactas en la prueba de memoria a largo plazo
(p<0.05) pero no a corto plazo.
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Respecto a la distancia el ANOVA MR de dos vias indico una influencia significativa del
tiempo sobre este parametro (F363=25.434, p<0.001). El andlisis posterior con ANOVA
MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo experimental, revel6 que las ratas
jovenes intactas (F327=22.624, p<0.001) y castradas (F3,3=8.042, p<0.001) disminuyeron
significativamente la distancia para encontrar la camara de escape en la fase de
adquisiciéon (dia 2, 3 y 4 p<0.05 vs dia 1 en ambos grupos) (Tabla 2). En el periodo de
retencion no hubo diferencias significativas en las mediciones.

-Animales viejos castrados

En cuanto a la velocidad de los animales viejos intactos y castrados para encontrar la
camara de escape en el periodo de adquisicion, el ANOVA MR de dos vias indico
diferencias significativas determinadas soélo por el tiempo (F363=30.442, p<0.001). El
analisis posterior con ANOVA MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo
experimental (Tabla 2) mostré que las ratas viejas intactas (F333=19.349, p<0.001) y
castradas (F330=13.142, p<0.001) aumentaron significativamente la velocidad para
encontrar la camara de escape en la fase de adquisicion (dia 2, 3 y 4 p<0.05 vs dia 1, en
ambos casos). En el periodo de retencion no hubo diferencias significativas entre los
grupos.

En el analisis de la distancia el ANOVA MR de dos vias indicé diferencias significativas
determinadas sélo por el tiempo (F3,63=24.102, p<0.001). El analisis con ANOVA MR de
una via y la prueba Tukey para cada grupo experimental (Tabla 2), indicd que las ratas
viejas intactas (F3,33=16.541, p<0.001) y castradas (F3,30=8.521, p<0.001) disminuyeron la
distancia para encontrar la camara de escape en la fase de adquisicion (dia 2, 3 y 4
p<0.05 vs dia 1 en ambos grupos). En el periodo de retencidn la prueba t no reportd
diferencias significativas entre los grupos.

¢ El tratamiento con testosterona no afecta la velocidad y la distancia de los
animales jovenes y viejos castrados.

-Animales jovenes restituidos con T

En el andlisis de la velocidad el ANOVA MR de dos vias indicé diferencias significativas
determinadas sélo por el tiempo (F3,75=41.388, p<0.001). El analisis posterior con ANOVA
MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo, revelé que los animales jovenes
castrados (F336=22.75, p<0.001) y castrados restituidos con T (F339=19.229, p<0.001),
aumentaron significativamente la velocidad conforme avanzaron los dias de prueba en el
periodo de adquisiciéon (dia 2, 3 y 4 p<0.05 vs dia 1) (Tabla 2). En el periodo de retencién
no hubo diferencias significativas en las mediciones.

En la distancia el ANOVA MR de dos vias mostré una influencia significativa del tiempo
sobre este parametro (F375=11.474, p<0.001). El analisis posterior con ANOVA MR de
una via y la prueba Tukey para cada grupo experimental, indicé que las ratas jovenes
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castradas (F336=8.042, p<0.001) disminuyeron significativamente la distancia para
encontrar la camara de escape conforme avanzaron los dias de prueba (dia 2, 3 y 4
p<0.05 vs dia 1), mientras que las castradas restituidas con T (F339=3.822, p<0.05)
disminuyeron este parametro hasta el dia 4 (p<0.05) de la fase de adquisicion (Tabla 2).
En el periodo de retencion la prueba t no revel6 diferencias significativas entre los grupos.

-Animales viejos restituidos con T

En el analisis de la velocidad el ANOVA MR de dos vias reveld una influencia significativa
del tiempo sobre este parametro (F3,36=24.139, p<0.001). El analisis posterior con ANOVA
MR de una via y la prueba Tukey para cada grupo experimental (Tabla 2), mostré que los
animales viejos castrados (F330=13.142, p<0.001) y los castrados restituidos con T
(F3,33=11.325, p<0.001) aumentaron significativamente la velocidad para encontrar la
camara de escape al avanzar los dias del periodo de adquisicion (dia 2, 3 y 4 p<0.05 vs
dia 1 en ambos grupos). En el periodo de retencién no hubo diferencias significativas en
las mediciones.

En la distancia el ANOVA MR de dos vias indico diferencias significativas determinadas
sélo por el tiempo (F3,63=9.965, p<0.001). El analisis posterior con ANOVA MR de una via
y la prueba Tukey para cada grupo (Tabla 2), mostré6 que las ratas viejas castradas
(F3,30=8.521, p<0.001) disminuyeron significativamente la distancia para encontrar la
camara de escape conforme avanzaron los dias de prueba en la fase de adquisicién (dia
2, 3y 4 p<0.05 vs dia 1), mientras que en los animales restituidos con T (F3,33=3.782,
p<0.05) la disminucién en la distancia se hizo evidente en el dia 4 (p<0.05 vs dia 1). En el
periodo de retencion no hubo diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 2
Pardmetros de la velocidad y la distancia en el periodo de adquisicion del laberinto de Barnes.

Velocidad Jov-Int Viej-Int JORX VORX JORX+T VORX+T
Dia 1 12.12+0.56 9.54 +1.04 10.76 £ 0.54 9.04+0.73 10.30+£0.73 8.14 £ 0.86
Dia 2 19.26+1.80 * 1526 + 1.01 *& 1526+ 1.01 & 13.01+1.27* 13.75+0.95 * 11.37+1.02*
Dia 3 20.04+235* 1714+ 121*& 1714+1.21* 1543+0.97 * 16.87 +1.44* 12.39+1.19*
Dia 4 1763+1.317 19.98+1.71* 19.98+1.71* 15+£1.50* 1861+1.13* 13.71+1.24*

Distancia
Dia 1 597.12 £ 65.83 647.84 +79.98 512.51+£79.42 613.06 £ 69.73 425.1 £ 52.46 490.32 +60.93

Dia 2 24751+2248 * 35948 +3554*& 25057 +30.98* 374.07+6473% 34365:4549 48254 +6.58
Dia 3 192.71+2112% 27032+34.60* 23768 +£2887* 316.06+49.78* 27564+30.11 37543 +65.60
Dia 4 164.63+3548 % 21442+2681% 21314+30.75% 279.03+41.99* 25207+31.18% 255.42+4281%

Los datos se expresan como la media + EEM. Jov-Int: joven intacto, Viej-Int: viejo intacto, JORX: joven castrado,
VORX: viejo castrado, JORX+T: joven castrado restituido con testosterona, VORX+T: viejo castrado restituido con
testosterona. * p<0.05 vs dia 1, & p<0.05 vs joven intacto.
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e Los resultados de este apartado indican que el bajo rendimiento de los animales
viejos en el laberinto de Barnes no se debe a alteraciones en la locomocion, esto
porque disminuyeron la velocidad y la distancia para encontrar la camara de escape
en la adquisicion y retencion del laberinto. A pesar de ello, estos animales
envejecidos fueron menos veloces y recorrieron mayores distancias que los
animales jovenes, lo cual es consistente con el aumento en la latencia y en la
frecuencia de busqueda asi como una menor asertividad de estos animales
envejecidos en comparacion con los jovenes. Estos resultados respaldan el
supuesto de que el bajo desempefo que presentan los animales viejos en el
laberinto de Barnes se debe a un deterioro en la memoria espacial.

¢ Respecto a la eliminacion de T en animales jovenes, los resultados de velocidad y
distancia confirman que el bajo desempefio de los animales jovenes castrados en el
aprendizaje de la tarea espacial, se relaciona con alteraciones cognitivas y no a
problemas en la locomocion dado que no se observaron diferencias en la velocidad y
distancia respecto a los animales jovenes intactos.

e Al evaluar el efecto de la castracion en ratas viejas sobre los parametros de
locomocion, no se observaron diferencias en el rendimiento los animales, lo cual es
consistente con los resultados de la latencia, asertividad y frecuencia de busqueda,
en los cuales tampoco se observo efecto de la cirugia.

e El tratamiento con T en animales jovenes y viejos castrados no afecto la velocidad y
la distancia respecto a los animales que no recibieron el tratamiento hormonal.
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11.2 Curso temporal de liberacion de testosterona en implantes de 1 cm

En un estudio previo, se determiné el curso temporal de la liberacion de T en los
implantes utilizados para la restitucion hormonal; se demostré6 que en ratas macho
intactas de mas de 12 meses, la capsula de PT mantiene durante al menos cuatro
semanas una liberacién de T suficiente para alcanzar niveles séricos de esta hormona
semejantes a los encontrados en machos jovenes intactos (Herrera-Pérez et al., 2012)
(Fig. 21). De manera similar se demostré que el implante con T en ratas jovenes
castradas mantiene durante tres semanas niveles séricos de T semejantes a los
encontrados en machos jovenes intactos (Fig. 22). Con base en esta evidencia se
determind que los implantes de T se reemplazarian cada cuatro semanas en ratas viejas y
cada tres en animales jovenes.
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Figura 21. Curso temporal de liberacion de testosterona a partir del implante de 1cm colocado en ratas
viejas. Los datos se expresan como la media £ EEM. (Herrera-Pérez et al., 2012).
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Figura 22. Curso temporal de liberacion de testosterona a partir del implante de 1 cm colocado en ratas
jévenes castradas. Los datos se expresan como la media + EEM. (Herrera-Pérez et al.,, datos no
publicados).
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