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7 Resumen

La terapia con remplazo de estrégenos ha sido utilizada ampliamente para tratar los
sintomas causados por la menopausia natural o quirurgica. Dentro del espectro de sintomas
asociados a la pérdida de la funcion ovarica se encuentran los que afectan al sistema
nervioso, tales como la ansiedad y déficits en el proceso de aprendizaje y en la memoria. Sin
embargo, el remplazo de estrogenos conlleva posibles efectos secundarios, tales como el
aumento en el riesgo de un evento tromboembdlico y la proliferacidn celular no-deseada.
Estas situaciones y otros efectos indeseable asociados, han fomentado la busqueda de
estrategias terapéuticas alternas que produzcan los beneficios deseados y reduzcan el riesgo

de efectos secundarios.

El prolame es un aminoestrégeno sintetizado por primera vez por el grupo del Dr. J. M.
Fernandez en el Instituto de Quimica de la UNAM. Otros grupos de investigacion han
demostrado que este compuesto tiene efectos estrogénicos y proliferativos débiles, en el
utero. Sin embargo, tiene una funcién anti-coagulante y anti-plaquetaria alta, contrastando
el efecto negativo del estradiol en este aspecto. En este estudio, que es el contenido
principal de mi proyecto de tesis de la licenciatura, investigué, con la co-participacion de
otros colegas de mi laboratorio, los efectos de prolame en ratas jévenes ovarectomizadas
sobre conductas de ansiedad utilizando el laberinto elevado en cruz, y sobre el aprendizaje
espacial utilizando el laberinto acuatico de Morris. Posteriormente medi los cambios en la
expresion de la enzima oxido nitrico sintasa neuronal (nNOS) y la densidad de espinas

dendriticas en el hipocampo como indice de plasticidad.
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Los resultados muestran que prolame revierte el aumento de ansiedad y los
impedimentos en el aprendizaje posteriores a la ovarectomia, en una manera similar a la del
estradiol. El hipocampo de los sujetos tratados con prolame muestra un aumento en la
inmunoreactividad de la nNOS vy su distribucidon hacia los compartimentos dendriticos. La
recuperacion de la densidad de espinas dendriticas en las neuronas piramidales también fue

observada tras el suministro de prolame.

Los resultados encontrados en este estudio sobre los efectos de prolame en el sistema
nervioso central, sumados a los datos previamente reportados de menos proliferacion
celular en el utero y mayor efecto anticoagulante, sugieren que prolame puede ser una
mejor alternativa, que el estradiol para mejorar los sintomas neuroldégicos de la menopausia

con menores riesgos.

2 Marco Teorico

2.1 Estrogenos

2.1.1 Sintesisy secrecion

Los estrégenos son compuestos esteroideos sintetizados a partir del colesterol y de
la acetil coenzima A. La progesterona y la testosterona son precursores de los estrégenos.

Inclusive cantidades minimas de testosterona son sintetizadas por los ovarios.

Los estrégenos se producen principalmente en los ovarios para luego ser secretados a la
sangre. Se han logrado aislar seis diferentes tipos de estrégenos obtenidos del plasma
humano femenino, sin embargo solo tres de éstos se encuentran presentes de manera

significativa y son: el B-estradiol, las estronas y el estriol (Fig. 1). El B-estradiol y las estronas
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se encuentran presentes en la sangre, y el estriol es un producto oxidativo de las anteriores.
La potencia estrogénica del B-estradiol es 12 veces mayor que el de las estronas y 80 veces

mayor que la del estriol.

HO

HO Estrona Estradial

Figura 1. Tipos principales de estrégenos.

2.1.2 Funciones fisioldgicas generales

Los estrogenos promueven el desarrollo y mantenimiento de los caracteres
secundarios femeninos que comprenden la distribucién del tejido adiposo en las mamas,
abdomen, monte pubis, y las caderas asi como el tono de voz y el patrén de crecimiento del
pelo en la cabeza y el cuerpo. Incrementan el anabolismo proteico, incluyendo la formacion
de los huesos densos. Disminuyen los niveles sanguineos de colesterol, lo que disminuye el

riesgo de padecer enfermedad arterial coronaria.

2.1.3 Receptores de estrogenos

Los receptores de estrogenos (ERs) se identificaron alrededor del afio 1960 y fue

mas tarde que se descubrid que actuaban mediante su unién al DNA, promoviendo la
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asociacion del complejo de pre-iniciaciéon de los factores generales de transcripcion en los

promotores blanco (Tsai and O'Malley, 1994).

Existen varios tipos de ERs. Uno de estos es el ERq, caracterizado cémo un receptor
intracelular que funciona como factor de transcripcién regulado por ligando, por lo que se
localiza principalmente en el nucleo de la célula. Una vez unido a estrégenos, los dimeros de
ERa regulan la expresién génica por su accidon sobre fragmentos de DNA denominados
elementos de respuesta a estrégenos (ERE) (O'Malley and Tsai, 1992). Estos cambios
genéticos en la transcripcién, se conocen como: mecanismos clasicos de acciéon de los
estrégenos. Posteriormente se encontré otro receptor al que se le llamo ERPB, que funciona

de manera similar a ERo (Kuiper et al., 1996).

En estudios posteriores se observd que existen respuestas mas rdpidas en
comparacion con los mecanismos clasicos, a las que se les denomind efectos no clasicos de
los estrégenos. Uno de los primeros efectos no cldsicos reportados, fue el aumento de cAMP
en el tejido uterino. Se ha mostrado que las concentraciones de cAMP aumentan 15 s
después de la aplicacion de estrégenos (Szego and Davis, 1967). En neuronas, se ha visto que
en segundos, la hormona alteraba la actividad eléctrica de las neuronas predpticas septales
(Kelly et al., 1976), siendo esto mediado por receptores acoplados a proteinas G o a canales

ionicos.

Otro nombre utilizado para diferenciar mecanismos clasicos y no-cldsicos es
gendémico y no gendmico, sin embargo no se considera un buen nombre ya que hay efectos
no-cldsicos que también pueden causar modificaciones genéticas por medio del factor de
transcripcién CREB. También se intentd clasificar por el tiempo en el que se veian las
respuestas, pensando que los lentos serian gendmicos, sin embargo se ha visto que
mecanismos clasicos/ gendmicos tienen efectos en cuestion de minutos (Micevych and

Mermelstein, 2008).

Prolame: un 17b-aminoestréogeno 10



2.1.4 Funciones neurofisiologicas

La neuroendocrinologia es un campo en el cual los mecanismos quimicos detallados
se han ligado a conductas bioldgicas cruciales. El primer conjunto de mecanismos estudiados
fueron las conductas sexuales simples como la lordosis en ratas hembra. Esto se observa
como consecuencia de la unién de estrégenos a neuronas del hipotdlamo ventromedial
(Agmo and Pfaff, 1999). También se vio que son necesarias neuronas de la zona lateral del
drea predptica para la conducta de cortejo. Igualmente, existe una relacién de los efectos de

los estrogenos en la conducta materna (Numan and Sheehan, 1997).

Las relaciones entre el estradiol y las funciones no reproductivas del cerebro se han
demostrado ya, por los estudios conductuales sobre dimorfismo sexual y pruebas de
memoria y por la presencia de ERs a lo largo del cerebro. Por ejemplo, el aumento abrupto
de estradiol estd asociado a una deficiencia en el aprendizaje de aquellas tareas que
requieran el funcionamiento del hipocampo. Sin embargo, la administracién exdgena de
estradiol a largo plazo minimiza los déficits en dichas tareas. Se ha observado en estudios
anatémicos que las fluctuaciones de estrégenos o los tratamientos con estrégenos estan

asociados a cambios en la plasticidad del hipocampo (Walf et al., 2009).

ERa y ERP se expresan a lo largo del eje rostro caudal del cerebro y la médula
espinal y se mostrado que existe un traslape en sus patrones de expresién. Por ejemplo
ambos receptores se encuentran expresados en el hipocampo (Weiser et al., 2008). Ademas,
se sabe que los estrégenos en el hipocampo activan a la proteina serina/treonina cinasa Akt

via ERq, llevando a una cascada de sefializacion que regula el crecimiento de las espinas
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dendriticas de las neuronas piramidales en el proceso de aprendizaje (Phan et al., 2011;

Znamensky et al., 2003)

El hipocampo estd involucrado en el aprendizaje y la memoria: episddica,
declarativa, contextual y espacial. Uno de los procesos regulados por las hormonas ovaricas
es la formacién y ruptura ciclica de sinapsis excitadoras en el hipocampo (Woolley et al.,
1990). Algunas de estas sinapsis se dan sobre las espinas dendriticas, que son formaciones
especializadas de las dendritas, donde se acumulan receptores y otros complejos proteicos
que modulan la transmision sindptica. Se ha demostrado que los estrégenos aumentan la
densidad de espinas dendriticas de las neuronas piramidales de una regién del hipocampo
denominada CA1l (Woolley and McEwen, 1992), al igual que la densidad de receptores de
glutamato de tipo NMDA (por sus cifras en inglés, N-Methyl-D-aspartic acid). La activacién
del receptor NMDA por medio de glutamato es un factor esencial en el desarrollo de nuevas
sinapsis excitatorias (Woolley et al., 1997). Uno de los mecanismos que se disparan por la
activacidon de receptores NMDA es la sintesis de oxido nitrico (NO). Se ha mostrado que el
NO estd involucrado en la sefializacién neuronal y en procesos relacionados con plasticidad
celular, como la potenciacién a largo plazo (LTP) (Hawkins et al., 1998) (Zorumski and Izumi,
1998), que es considerada uno de los mecanismos celulares principales para los procesos de
aprendizaje y memoria (Bon and Garthwaite, 2003). De hecho, se ha demostrado que el NO
facilita la transmision sindptica en el hipocampo, contribuyendo a la LTP (O'Dell et al., 1991)
(Schuman and Madison, 1991). Ademas, trabajos previos han expuesto que los estrégenos
inducen la expresion de la NOS en el hipocampo de la rata ovarectomizada (d'Anglemont de
Tassigny et al., 2009). Se sabe que este proceso se lleva a cabo debido a que los receptores
de estrégenos facilitan la unién de la nNOS al complejo intracelular del receptor NMDA (Fig.

2) (Para una revision, ver (Panzica et al., 2006)).
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Fig. 2 Representacidon esquematica de los posibles cambios en interacciones proteicas,

mediados por estradiol (d'Anglemont de Tassigny et al., 2009).
2.2 Menopausia

La menopausia es un evento biolégico en el que la mujer deja de ovular y de
menstruar. En México segln el censo de poblacién y vivienda realizado por el Instituto
Nacional de Estadistica, Geografica e Informatica (INEGI), en el 2005 habia 103’'263,388
habitantes, de los cuales 53’013,433 eran mujeres (51.3%); del total de mujeres el 11.4%
(6'064,934) eran mayores de 55 afios, las cuales en su gran mayoria tuvieron ya su ultima
menstruacion; con una esperanza de vida de 28 afios, por lo que viven una tercera parte de
sus vidas sin funcién ovarica (Mendoza, D.A., 2007). Algunos cambios fisicos en las mujeres
menopausicas incluyen adelgazamiento del revestimiento vaginal, afecciones urinarias y
osteoporosis, al igual que dolor en las articulaciones, insomnio, mareos, estrefiimiento,
irritabilidad, ansiedad y depresion. Se ha observado que la osteoporosis y los problemas
cardiacos estan asociados al bajo nivel de estrégeno en la poblacién femenina después de la

menopausia. En la actualidad se pueden prescribir estrégenos sintéticos a las mujeres que lo

Prolame: un 17b-aminoestrégeno 13



necesiten (Papalia, 1997). La deficiencia de estrégenos debido a la menopausia natural o

quirdrgica se puede asociar con modificaciones emocionales y cognitivas (Walf et al., 2009).

2.3 Terapia de remplazo hormonal

Antes del Siglo XX, la menopausia era considerada como una crisis fisioldgica que,
bajo ciertas circunstancias, podia generar algin padecimiento (Bell, 1990). Ya desde finales
del Siglo XIX el Manual Merck listaba algunos tratamientos para la “climatérica”, uno de ellos
derivado de génadas animales. Otros productos fueron surgiendo, hasta que a finales de la
década de 1930 se introdujo el Premarin derivado de la orina de yeguas prefiadas. En 1966
Robert Wilson publicé un libro que se hizo muy popular titulado: Femenina Eternamente, en
donde sostenia que la menopausia era una enfermedad debida a la deficiencia de
estrégenos y que debia ser tratada con remplazo hormonal para prevenir lo que él
denomind “la decadencia de la vida”. Pero no pasé mucho tiempo para que la evidencia
cientifica delimitara los beneficios de un abordaje terapéutico universal con esta estrategia y
se tuviera que restaurar el estudio de las consecuencias de los medicamentos disponibles.En
el cuadro 1 se marcan algunas fechas y eventos que delinean el devenir de la terapia de

reemplazo hormonal desde los finales del Siglo XIX (Stefanick, 2005).

Diferentes esteroides sintéticos tienen actividad estrogénica, uno de los cuales, el
etinil estradiol, ha mostrado ser particularmente valioso desde el punto de vista terapéutico
porque, a diferencia de los estrégenos naturales, tienen la misma eficiencia administrados
de manera oral como en inyeccidn. La terapia de remplazo hormonal (TRH) ha probado ser
eficiente en prevenir y revertir algunas de estas condiciones incluyendo las deficiencias en
aprendizaje y memoria espacial (Talboom et al., 2008), debido a la pérdida de la densidad de
espinas dendriticas (Woolley and McEwen, 1992), al igual que las conductas similares a

ansiedad (Rachman et al.,, 1998; Walf and Frye, 2006). Asimismo, el estradiol puede
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influenciar los mecanismos de memoria, cognicién, equilibrio corporal, habilidades motoras

finas y control del estado de animo.

Cuadro 1. Hitos seleccionados en la terapia hormonal para la menopausia.

Aho Suceso

1889 Brown-Sequard se auto administra extracto testicular de perro para detener el
envejecimiento

1890s Se utiliza el Ovarin, derivado de ovario de vacas, para el tratamiento de la menopausia

1928 Searle® introduce un parche de estrégenos para aliviar los sintomas de la menopausia

1930s Se utilizan productos orales derivados de orina de mujer embarazada para el tratamiento

(inicio) de los sintomas

1930s Se utilizan productos orales derivados de la orina de yeguas embarazadas para el

(tardio) | tratamiento de los sintomas

1937 Se patenta el Etinil estradiol

1938 Dodds publica la férmula del DES

1941 La FDA aprueba la comercializacion del DES para el tratamiento de los sintomas de la
menopausia; Albright sugiere que el DES puede estimular la formacién de hueso

1942 La FDA aprueba el Premarin’ 1.25 mg para el tratamiento de la menopausia

1943 Pelletes de testosterona implantados bajo la piel mejoran el placer coital

1960s Se introducen los anticonceptivos orales para regular la menstruacién y prevenir
embarazos

1972 FDA: los estrégenos “pudieran ser efectivos” en casos seleccionados de osteoporosis

1970s El Proyecto de Drogas Coronarias aleatoriza sujetos masculinos con enfermedad coronaria
cardiaca: EEC (5.0 y 2.5 mg/dia) deteniendo los brazos debido a un exceso de coagulacién
y enfermedad cardiovascular; se reportan riesgos de embolismo y pardlisis en mujeres
jévenes que toman anticonceptivos orales (de alta dosis)

1975 Se reporta un incremento en el riesgo de cdncer endometrial en quienes utilizan
estrogenos: la FDA ordena cambios en las advertencias que declaren un riesgo alto

1978 Mandato de la FDA: desde abril, todos los productos con estrégenos deben contener
advertencias de que los estrogenos han demostrado efectividad solo en bochornos y
sequedad vaginal y que acarrean riesgos de cadncer y coagulacion de la sangre

1985 Se publican reportes controversiales en cuanto al riesgo vascular en quienes utilizan
estrogenos: el Estudio del Corazén de Framingham reporta un incremento en paralisis,
coagulacién y riesgo coronario; el Estudio de la Salud de las Enfermeras reporta reduccién
en el riesgo de enfermedad coronaria cardiaca

1986 La FDA considera que los estrogenos son “efectivos” para el tratamiento de la

osteoporosis

Prolame: un 17b-aminoestréogeno 15




1990 La FDA no aprueba el uso de estrégenos para la prevencion de enfermedad cardiaca

1994 Lineamientos de la FDA para la Osteoporosis: su prevencidn, requiere de estudios
controlados con placebo durante 2 afios con DMO independientemente de la DMO basal;
los tratamientos requieren reduccién de fracturas en mujeres con osteoporosis basal

1995 El estudid PEPI sugiere reduccidn del riesgo de enfermedad coronaria cardiaca para los
EEC con o sin uno de tres brazos con progestagenos; se introduce la primera pastilla
combinando estrégenos + progestagenos (Prempro ¢)

1998 El estudio HERS en mujeres con enfermedad coronaria cardiaca (con Utero intacto) no
reporta beneficios de EEC + MPA después de 4.1 aiflos de seguimiento; con exceso de
riesgo durante el primer afio

2002 El estudio WHI E + P reporta que los riesgos de EEC + MPA sobrepasan los beneficios
después de 5.2 afios

2003 Advertencia severa de la FDA en productos con estrégenos: los estrégenos y los
progestagenos no deben ser utilizados como prevencion de enfermedad cardiovascular; se
recomiendan las dosis mas bajas efectivas durante el periodo mds corto. La FDA evalua,
pero no aprueba la indicacidn para el tratamiento de la osteoporosis para la combinacion
de estrogenos + progestagenos

2004 El estudio WHI E-solos reporta que no hay beneficio global con EEC tan solo después de
6.8 afos

DMO = densidad mineral dsea; EEC = estrogenos equinos conjugados; DES = dietilestilbestrol; DESI =
Estudio de Implementacion de Eficacia de Medicamentos (por sus siglas en inglés: Drug Efficacy Study
Implementation); FDA = Agencia Norteamericana para el control de alimentos y medicamentos (por
sus siglas en inglés: Food and Drug Administration); HERS = Estudio del corazén y reemplazo de
estrogenos/progestagenos (por sus siglas en inglés: Heart and Estrogen/progestin Replacement

Study); MPA = acetato de medroxiprogesterona; PEPI = Intervenciones postmenopdausicas con
estrogenos/progestagenos (por sus siglas en inglés: Postmenopausal Estrogen-Progestin
Interventions); WHI = Iniciativa de salud femenina (por sus siglas en inglés: Women’s Health
Initiative).

mSearIe, Chicago, IL.

" Premarin (tabletas de estrégenos equinos conjugados; Wyeth Pharmaceuticals, Philadelphia, PA).

' Prempro (EEC = MPA; Wyeth Pharmaceuticals).

La TRH también tiene un efecto contra la neurodegeneracion y la lesidn cerebral, en
algunos modelos experimentales. Dicha substancia protege a las neuronas de la apoptosis la
cual es inducida por una variedad de estimulos como hipoxia, estrés oxidativo,
exitotoxicidad, deprivacién de la glucosa, exposicidn al péptido B-amiloide y otros agentes
neurotoxicos. Por otro lado, el estradiol aumenta la densidad de espinas dendriticas y
controla la capacidad de las neuronas para formar nuevas conexiones sindpticas a través de
estas espinas. El aumento en el flujo de calcio es indispensable para el aumento de espinas
dendriticas observadas en las neuronas del hipocampo, estructura relacionada con la

memoria. Ver (Maggi et al., 2004) para una revisién.
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Por otro lado en el endotelio vascular, los estrégenos y los progestdgenos influyen
en la agregacion del colageno, la sintesis de la elastina y en la liberacion de compuestos
vasoactivos asi como de factores que controlan la fibrindlisis. Ademas, aumentan la
distensién y la capacitancia de las venas disminuyendo el flujo sanguineo que puede llevar a
un estado estatico de las venas y a trombosis (Daly et al., 1996; Rosendaal et al., 2002). Se
sabe que el etinilestradiol promueve la coagulacién y fibrindlisis afectando las funciones
hepaticas y vasculares. Una dosis diaria de 10 mg de etinilestradiol aumenta
significativamente los factores de coagulaciéon VII, 1I-VII-X, VIl y von Willebrand, entre otros
(Mammen, 2000). Finalmente se le relaciona con el aumento en el riesgo de padecer cancer
de mama lo que ha causado que se deje de recomendar su uso en pacientes que tienen
riesgos de padecer estas patologias (Rozenberg et al., 2011) (Palmeri et al., 1987) y ha sido

una motivacion para encontrar nuevas estrategias terapéuticas surgiendo asi el prolame.

2.4 Prolame

El monoaminoestrégeno prolame (N-(3-hidroxi-1, 3, 5(10) estratien-17b-il)-3-
hidroxipropilamina) pertenece al grupo de los 17b-aminoestréogenos, andlogos de los
estrogenos que poseen una modificacion del nucleo esteroide en la posicion C17, en la cual
se sustituye un hidroxilo por un grupo amino (Figura 3). Desde que este compuesto se
sintetizé en 1985 por el Dr. Juan Manuel Fernandez, del Instituto de Quimica de la UNAM, se
ha demostrado que tiene efectos estrogénicos disminuidos (Jaimez et al., 2000) y efectos
anti-coagulantes y anti-plaquetarios prolongados (De la Pena et al.,, 1993; Lemini et al.,

1993).
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Estos efectos del prolame se han relacionado con el incremento en la produccién del
NO por las plaquetas y las células endoteliales, mayor al observado con 17b estradiol (E2)
(Gonzalez et al.,, 2010). Estad reportado que el prolame activa la expresién de genes
reporteros CAT dependientes de receptores de estrégenos. La induccidn de la transcripcion
por medio de este aminoestrogeno esta mediada preferentemente por el ERa, comparado a
lo observado con el ERB (Jaimez et al., 2000). Sin embargo, los efectos de prolame en el
sistema nervioso central no han sido evaluados adecuadamente, excepto por un articulo
reciente de Lemini y Canchola en el que se observé un aumento en la conducta sexual de

ratas jovenes ovarectomizadas por medio de la activacién de ER (Lemini and Canchola,

2009).
A. B.
OH
OH
HN
OH OH

Prolame 17 B-Estradiol

Figura 3. Comparacién de formulas estructurales. (A) N-(3-hydroxy-1, 3, 5(10) estratrien -

17b-yl)-3-hydroxypropylamine, prolame y (B) 17b-estradiol.
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3 Planteamiento del problema

La menopausia es el cese del ciclo menstrual y con ello, de la secrecién de las hormonas
producidas en el ovario. Esto tiene multiples efectos a nivel periférico, pero también afecta
al sistema nervioso central causando cambios emocionales, como el aumento en la
incidencia de depresién y la ansiedad patoldgica, asi como la disminucién marcada del

funcionamiento de procesos cognitivos, tales como la memoria y el aprendizaje.

Para disminuir estos sintomas, actualmente se utilizan terapias de remplazo hormonal
que consisten principalmente en la administracion de estrégenos. Esta terapia resulta
efectiva. Sin embargo, los efectos proliferativos en Utero y mama asi como el efecto
procoagulante hacen riesgoso el uso amplio y extensivo de esta terapia. Es por eso que se
estd trabajando para encontrar alternativas que tengan los mismos efectos benéficos del
remplazo con estrégenos, pero sin los riesgos mencionados. Para ello se han sintetizado
17b-aminoestrégenos, como el prolame, que tienen efectos periféricos similares al 17b-
estradiol, con menor potencia, pero con efectos anti-trombodticos relacionados con la
liberaciéon de éxido nitrico. Sin embargo, sus efectos en el sistema nervioso no han sido
evaluados, lo que hace necesario el estudio de este compuesto en procesos emocionales y

cognitivos.
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4 Objetivos
4.1 Objetivo General

Comparar el efecto del tratamiento de remplazo hormonal de 17b-estradiol con
prolame en la reversion de las alteraciones emocionales y cognitivas inducidas por

ovarectomia en ratas Wistar hembras jévenes.

4.2 Objetivos Particulares

Comparar los efectos de prolame con los de estradiol en ratas ovarectomizadas en:

1. Conductas de aprendizaje espacial

2. Conductas similares a ansiedad.

3. La expresién de la nNOS en neuronas piramidales del hipocampo
4, La recuperacion de la densidad de espinas dendriticas

5 Hipotesis

La administracién de prolame en ratas ovarectomizadas, aumenta la produccion de la
nNQS, y revirtiendo los efectos deletéreos en la densidad de espinas dendriticas producidos
por el descenso agudo de niveles de estrogeno en el cerebro, disminuyendo los efectos

adversos de ansiedad y la afectacién del aprendizaje espacial.

6 Justificacion
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Para el uso de prolame como terapia en circunstancias de ovariotomia, no se conocen
los efectos en el sistema nervioso central, principalmente en la recuperacién de la
plasticidad neuronal. Por ello se requiere estudiar sus efectos en pruebas conductuales y

cognitivas.

7 Materiales y Métodos

7.1 Sintesis de prolame

Se mantuvo una solucién de tolueno 3-hidroxilpropilamina y estrona en reflujo por
12h con una trampa Dean-Stark y posteriormente concentrada al vacio. El producto sélido
obtenido fue disuelto en metanol y se reacciond con brohidro de sodio. El producto
obtenido fue filtrado, lavado con agua y recristalizado de la solucién metanol-agua. La
estrona, 3-hidroxipropilamina, el tolueno, el metanol y el brohidro de sodio fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich Chemical Co. La férmula estructural se describe en la figura 1

(Férnandez-G., 1985).

7.2 Animales

Las ratas Wistar hembras fueron obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina.
Todos los procesos con animales fueron aprobados por el comité local de ética (Comision de
Investigacion y Etica de la Facultad de Medicina, UNAM, ID 044-2011) de acuerdo con los

principios expuestos en el manual para el uso de animales en investigacidn de neurociencias
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(de la Sociedad para las Neurociencias, Washington, DC 1991). Los animales fueron
almacenados en un esquema de luz artificial invertido de 12-horas (la luz se enciende a las
20:00) en un cuarto a una temperatura entre 20°C y 24°C con ventilacién y con acceso ad

libitum a comida (rat chow) y agua.

Cuarenta ratas hembra de 90 dias postnatales (PND90) se utilizaron. Los animales fueron

asignados a los siguientes grupos:

® Grupo de ratas con génadas intactas (Gl, n=10),
e Grupo de ratas ovarectomizadas (Ovx, n=10),
e Grupo de ratas ovarectomizadas tratadas con estradiol (OvxE, n=10) y

® Grupo de ratas ovarectomizadas tratadas con prolame (OvxP, n=10).

Las ratas fueron ovarectomizadas en el dia PND90 por remocién quirdrgica de ambos
ovarios (excepto al grupo Gl que solo recibié una operacién simulada) bajo anestesia intra-

peritoneal con ketamina (90 mg/kg) y xilazina (10 mg/kg).

7.3 Tratamiento de Prolame y Estradiol

Se aplicaron inyecciones subcutaneas diarias de 17b estradiol (50 pg/kg, usadas
clinicamente para terapia de remplazo hormonal) y una dosis equimolar de prolame (60
ug/kg) durante un mes a los grupos OvxE y OvxP respectivamente, comenzando cuatro
semanas después de la cirugia. Se ha observado que esta dosis eleva el estradiol a niveles
por arriba de los fisiolégicos en hembras ciclando normalmente, pero es necesario para

observar algunos efectos, como la formaciéon dendritica.

Las drogas se diluyen al 10% en un vehiculo que contiene glicerol y agua destilada en

una proporciéon 1:1. Gl y Ovx recibieron Unicamente vehiculo. El periodo de cuatro semanas
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entre la ovarectomia y la terapia de remplazo se encuentra dentro de la ventana de 2 a 8
semanas en la que se ha visto que la terapia tiene influencia efectiva en el comportamiento

(McLaughlin et al., 2005).

7.4 Laberinto elevado de cruz (EPM por sus siglas en inglés)

El EPM se realizé un mes después de empezar la terapia de remplazo hormonal para
evaluar el estado de ansiedad incondicionado. El laberinto de madera consiste en una
plataforma en forma de cruz elevada a 50 cm del piso, con dos brazos cerrados (50x10x40
cm) y dos brazos abiertos (50x10 cm), conectado por un cuadrado central de 10x10 cm. Los
brazos abiertos tienen una orilla de 0.5 cm. Este Ultimo impide que las ratas se caigan
accidentalmente sin comprometer las caracteristicas elementales del ajuste. El EPM fue
iluminado con una luz roja tenue y monitoreada por TV. El laberinto se limpié con agua y

detergente después de que cada rata realizara el ensayo.

Al comienzo de la prueba, las ratas se colocaron en el centro del laberinto, con la
cabeza hacia un brazo abierto y luego se les permitié la libre exploracién durante 5 min. El
tiempo total que pasaron en los brazos abiertos (con las cuatro extremidades fuera del
cuadro central) fue registrado como pardmetro operacional de la medida de ansiedad

incondicionada (exploracién contra evasion).
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7.5 Laberinto de agua de Morris (MWM por sus siglas en
inglés)

La prueba de MWM (Morris, 1984) se realizé un dia después de la prueba de EPM.
En esta prueba se evalla el aprendizaje espacial mediante la medicién del tiempo que le
toma a la rata encontrar una plataforma de escape, debiendo disminuir la latencia de escape
en cada prueba, lo que indica el aprendizaje de la localizacidn de la plataforma. Para esta
prueba se utilizé un tanque circular negro (156 cm de didmetro y 80 cm de altura) lleno con
agua tibia (25 °C £ 1 °C) hasta 30 cm de altura. Se colocaron algunas pistas visuales en las
paredes del tanque. Una plataforma de escape negra, cilindrica, de 12 cm de didmetro; fue

sumergida 2 cm bajo el nivel del agua.

Las ratas se habituaron las ratas al laberinto, con un entrenamiento de cinco
corridas un dia antes de la prueba. Estas pruebas siguieron el mismo protocolo mencionado
excepto por una distinta localizacién de la plataforma. La plataforma permanecié oculta en
el mismo sitio durante estas 5 corridas de prueba y el sitio de inicio fue en el cuadrante
opuesto a la plataforma. El dia de la prueba, se les dieron 60 segundos a las ratas en el agua
para localizar la plataforma de escape. Pasado este tiempo, si no localizaban la plataforma,
se les guiaba hacia ésta. Una vez en la plataforma se les dejaba alrededor de 15 segundos
para que pudieran observar su alrededor y ubicaran la plataforma. Se hicieron ocho pruebas
de adquisicion fueron hechas por cada rata, con un intervalo de 5 minutos entre cada
prueba. La plataforma se colocé en un cuadrante distinto del entrenamiento, para evaluar la
capacidad de aprendizaje nuevo. Se midid el tiempo que tardaron en encontrar la
plataforma (latencia de escape) (Crawley et al., 1997). Las velocidades de nado intra- e inter-

grupo no tuvieron diferencias significativas, por lo que no fueron presentadas.
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7.6 Inmunotincion de nNOS y tincion de Golgi

Un dia después del MWM, 5 ratas (seleccionadas de acuerdo al frotis vaginal, ver
adelante) fueron anestesiadas con Pentobarbital (2 ml/Kg. de peso) y perfundidas por el
corazén con soluciéon salina al 0.9%, seguida de fijador frio con 4% de paraformaldehido
diluido en buffer de fosfatos 0.1 M (PB) por 15 min. Los cerebros fueron separados,
enjuagados con PB y seccionados en dos bloques mediante un corte sagital. Una mitad del
cerebro se procesd para inmunohistoquimica y la otra para impregnaciéon de Golgi-Cox. Es
importante mencionar que las ratas del grupo Gl fueron examinadas para determinar su
ciclo estral mediante un raspado vaginal con un cotonete y tincion de Papanicolaou,
prefiriendo las ratas en estado de proestro. En el frotis vaginal se observan escasos
leucocitos (<10%), abundantes células epiteliales de nucleo redondo y voluminoso (>96%) y
escasas células cornificadas (<30%) de los estratos superiores.celulas parabasales, Estos
parametros se tomaron como criterio en la determinacién de la etapa de proestro, la fase
con mayor secrecién de estrégenos del ciclo menstrual (Becker et al., 2005). Todos los

reactivos fueron adquiridos en Sigma-Aldrich Co.

Las secciones utilizadas para inmunohistoquimica, consistieron en cortes coronales
de 50um de ancho. Se tomaron rebanadas alternadas (una si una no) de la seccién del
hipocampo dorsal. Posteriormente se bloquearon con suero, se incubaron con el anticuerpo
primario de ratén anti-nNOS (1:1000, Sigma Aldrich) y luego con el anticuerpo secundario
burro anti- IgG de raton acoplado a Alexa Fluor 488 (1:1000, Invitrogen). La densidad de
células que contienen nNOS se determind por medio del conteo de células positivas en un
area de 500 umz (Nikon ECLIPSE 50i Light microscope a 40X con una cabeza de cdmara DS-
5M), utilizando un rectangulo de 20 wm x 25 um, recorriendo todo el hipocampo con la

ayuda de un tubo de dibujo.
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Los bloques restantes se utilizaron para tefirlos con el protocolo de Golgi-Cox con el
fin de determinar las variaciones en la densidad de espinas dendriticas en las proyecciones
de las neuronas hipocampales. Se formaron tres bloques con cortes sagitales y se tomé el
bloque central y se corté en bloques mas pequeiios, de aproximadamente 5 pm. Se enjuagé
el tejido en PB y luego fue inmerso en las soluciones de impregnacion siguiendo las
indicaciones del fabricante (FD Rapid GolgiStain kit, FD Neuro Technologies, Ellicott City, MD,
USA) dejandolo reposar dos semanas en oscuridad. Se cortaron rebanadas de 150 pum
usando un vibratomo y posteriormente se montaron en laminillas cubiertas de gelatina. Las
secciones se secaron a temperatura ambiente y posteriormente fueron tefiidas con el tinte

del kit mencionado anteriormente.

Se determind la densidad de espinas de la rama basilar primaria, secundaria y
terciaria (derecha e izquierda) y en la rama apical. Se utilizaron neuronas piramidales de CA1
y de CA3, y neuronas granulares del giro dentado (GD). Las espinas se contaron en el
microscopio de luz a 100X con la ayuda de un tubo de dibujo, escogiendo aleatoriamente

segmentos de 10 um de largo, en las ramas dendriticas correspondientes.

7.7 Andlisis estadistico

Los resultados cuantitativos se expresaron como el promedio * el error estandar de la
media (ESM). Se realizaron comparaciones pareadas multiples con la prueba de Dunnett,
tras un ANOVA ordinario de una via, excepto en el MWM donde se utilizé un ANOVA de dos
vias (variables: nimero de corrida y grupo) y un andlisis post hoc de Bonferrioni. Las
diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con una p < 0.05. Los anlisis

se realizaron en el programa GraphPad Prism.
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8 Resultados

8.1 Laberinto elevado en cruz

Se efectud la prueba del laberinto elevado de cruz para analizar los efectos de
prolame en la conducta de tipo ansiosa. Las ratas con gdénadas intactas tuvieron un
promedio de alrededor del 30% del tiempo en los brazos abiertos mientras que las
ovarectomizadas, solo el 17%. Estos dos grupos sirvieron de control fisiolégico y patolégico,
respectivamente. Se comparo el efecto de prolame con estradiol y se observaron resultados
similares a los de las ratas con gdnadas intactas, 33% y 28%, respectivamente. (Fig. 1y

Apéndice I).
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FIGURA 1. Efecto de prolame en la conducta de tipo ansiosa en el laberinto elevado de
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cruz. Ratas con gonadas intactas (Gl), ovarectomizadas sin tratamiento (Ovx), con prolame
(OvxP) o con estradiol (OvxE). Los valores representan la media + ESM de los porcentajes de
tiempo que los animales pasaron en los brazos abiertos durante la prueba de 5 min. Los
datos fueron analizados con un ANOVA de una via (F (3, 47) = 5.174, p = 0.0036. **P<0.01,

*P<0.05, n=10), seguido de una prueba de Tukey.

8.2 Prueba del laberinto de Morris

Después del mes de tratamiento se realizé la prueba del MWM para evaluar el
aprendizaje espacial. Las ratas ovarectomizadas y tratadas con prolame (OvxP) exhibieron
una mejora significativa en los tiempos, de alrededor de 20 s en las corridas Ill, VIl y VIII
comparados con el grupo ovarectomizado sin tratamiento (Ovx). No se observaron
diferencias significativas con los grupos ovarectomizados y tratados con estradiol (OvxE) o
los de génadas intactas (Gl) (Fig. 2). Las diferencias observadas se muestran en la Tabla 1y

Apéndice I.
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FIGURA 2. Efecto de prolame en la memoria espacial durante la prueba del laberinto de

Morris. Ratas con gdnadas intactas (Gl), ovarectomizadas sin tratamiento (Ovx), con
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prolame (OvxP) o con estradiol (OvxE). Los valores representan la media £ ESM.

Tabla 1. Diferencias estadisticas en la Prueba Acuatica de Morris
Los datos fueron analizados con un ANOVA de dos vias, seguido de una prueba de Bonferrioni.
F tratamiento: (3, 252) = 13.13, p < 0.0001 . ** P <.01, ***P <.001, n = 10).
Corrida Gl/Ovx GI/OvxE GIl/OvxP OvxE/Ovx OvxE/OvxP OvxP/Ovx
| ns ns ns ns ns ns
1l ns ns ns ns ns ns
I} ** ns ns *x ns *x
\% ns ns ns ns ns ns
\Y ns ns ns ns ns ns
Vi * ns ns *x ns ns
VI *Ax ns ns * ns HAk
Vil ns ns ns ns ns *

Prolame: un 17b-aminoestrégeno

29



8.3 Inmunoreactividad de la nNOS

Se contaron en el hipocampo dorsal, las neuronas marcadas con nNOS de las
regiones CA1l, CA3 y GD. Se observaron diferencias significativas entre OvxP y Ovx, en todas
las regiones, siendo OvxP mayor por 7 neuronas/area en CA1l y CA3, y por 4 neuronas/area
en el giro dentado (Fig. 3A y Apéndice |). Ademas, el tratamiento con prolame aumento la
inmunoreactividad en las dendritas (Fig. 3B, flechas dobles), la cual se habia perdido con la

ovarectomia, expresandose sélo en el soma (Fig. 3B, flecha simple).
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FIGURA 3. Aumento de la densidad de neuronas nNOS inmunoreactivas y su patréon de
expresion en el hipocampo. Ratas con las génadas intactas (Gl), ovarectomizadas sin
tratamiento (Ovx), con prolame (OvxP) o con estradiol (OvxE). (A) Los valores representan la
media * ESM del nimero de neuronas inmunoreactivas en tres zonas del hipocampo: CAl,
CA2/CA3 vy giro dentado (GD). (B) Fotomicrografias representativas de las neuronas nNOS

positivas en el giro dentado del hipocampo. (Barras de escala: 250um para las fotos de baja

Prolame: un 17b-aminoestrégeno 31



magnificacién y 100pm para los insertos). Los datos fueron analizados con un ANOVA de dos
vias: F (3, 300) =90.81, p < 0.0001, seguido de una prueba de Bonferrioni. *** P<0.001, n=10

(Apéndice I).

8.4 Densidad de espinas dendriticas

El grupo Ovx mostré una disminucidn de espinas dendriticas con respecto al grupo
Gl en las neuronas piramidales hipocampales, excepto por las ramificaciones primarias
apicales. Prolame, al igual que estradiol, recuperd la densidad de espinas dendriticas en las
ramificaciones basilares, y apicales secundarias y terciarias (Fig. 4 y Apendice ). Estas
diferencias se mostraron en CA1 (Fig. 4A) y CA2/CA3 (Fig. 4B). El giro dentado no muestra

diferencias (Fig. 4C).
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FIGURA 4. Densidad de espinas dendriticas en el hipocampo. Histogramas del analisis de la
densidad de espinas dendriticas en neuronas piramidales de las capas CA1 (A), CA2/CA3 (B) y
Giro Dentado (C) del hipocampo. Se analizaron segmentos de 10 um de las ramas basilares
derecha e izquierda y segmentos de las ramificaciones primarias, secundarias y terciarias de
la rama apical. Los valores representan la media £+ ESM del nimero de espinas en cada uno
de estos segmentos. (D) fotomicrografias de las ramificaciones apicales primaria, secundaria
y terciaria de una neurona piramidal de CA1 contrastada con tinciéon de Golgi-Cox. Los datos
fueron analizados con un ANOVA de dos vias: F (3, 180), p < 0.0001, seguido de una prueba

de Bonferrioni. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; n = 10.
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9 Discusion

El presente estudio demuestra por primera vez que el prolame, un amino estrégeno
que ha probado tener efectos estrogénicos débiles en el Utero, de 22 a 36 veces menos
potente que el estradiol (Lemini et al., 2005) puede revertir la ansiogénesis y déficits en el
aprendizaje espacial, causados por la pérdida de hormonas tras ovarectomia en ratas
jévenes. Asimismo, el prolame es capaz de incrementar la expresion de la nNOS y recuperar
la localizaciéon de esta enzima en las dendritas del hipocampo de las ratas ovarectomizadas,
de forma similar al estradiol. Ademas la reduccién del nimero de espinas dendriticas en las
neuronas principales en ratas ovarectomizadas, también fue restaurada después del
tratamiento con prolame, emparejandose los numeros con los de las ratas de génadas

intactas, y las tratadas con estradiol.

Relacionado con la conducta similar a la ansiedad, hay estudios que han mostrado
disminuciones en las pruebas de ansiedad como el EPM y el nado forzado, en ratas
ovarectomizadas tratadas con estradiol (Rachman et al., 1998) (Walf and Frye, 2006). Los
resultados de este estudio muestran que el tratamiento con prolame concuerda con el
efecto producido por estradiol, en este aspecto. En la prueba de MWM, las latencias
observadas en las corridas 3, 7 y 8 fueron significativamente mas cortas que las de OvxP
comparadas con Ovx, y sin diferencias con los grupos OvxE y Gl. La mejora observada en el
MWM es comparable con la de estradiol reportada por Talboom (Talboom et al., 2008). La

inhibicién farmacolégica y genética de la nNOS ha probado causar dafios en el aprendizaje

Prolame: un 17b-aminoestréogeno 35



mediante la disminucion de los potenciales a largo plazo, que se requieren para el
aprendizaje espacial probado en MWM (para una revisidn vea (Zhou and Zhu, 2009). Las
evidencias anteriores junto con los resultados de la expresion de la nNOS presentados aqui,
confirman reportes previos en los que la deficiencia de estréogenos causada por la remocién
de los ovarios causa ansiedad y dificultades para el aprendizaje, relacionados con la pérdida
de la plasticidad sinaptica (Maggi et al., 2004) y la baja actividad de nNOS (Komsuoglu-
Celikyurt et al.). Ademas, también se ha visto que el estradiol promueve la formacién de
espinas dendriticas en las células piramidales del hipocampo, aumentando las
potenciaciones a largo plazo en esta region (Woolley and McEwen, 1992) (Roepke et al.,
2011)(Spencer et al., 2008). El aumento en la densidad de espinas por medio del estradiol ha
sido relacionado con la activacion de receptores NMDA (Spencer et al.,, 2008). Los
estrégenos promueven la formacion de complejos con el NMDA y la nNOS, aumentando su
activacién y expresion (d'Anglemont de Tassigny et al., 2009). Nuestros resultados con

prolame también concuerdan con la expresion de la nNOS.

Algo interesante es que a pesar de que se conoce que prolame tiene un efecto
estrogénico débil comparado con el 17b-estradiol (Lemini et al., 2005), los parametros
evaluados en el presente trabajo resultaron similares para ambos compuestos.
Experimentos in vitro han mostrado que, prolame es menos eficiente en desplazar al
estradiol unido al ER citosodlico y en activar la expresién del gen reportero CAT dependiente
de ER (Jaimez et al., 2000). Sin embargo es posible que la menor eficacia del prolame
observada en este estudio represente una subestimacion debido a las limitaciones de los
experimentos in vitro. Una opcidn puede ser que la estructura de prolame, altera la
interaccion con los ERs, modificando sus sitios de uniéon al promotor, activando la
transcripcién de genes responsivos a estrogenos de manera similar al estradiol. Otra
posibilidad podria ser que la regulaciéon negativa de los mecanismos clasicos y no-clasicos

inducidos por este aminoestrégeno se encuentran disminuidos en comparacién a los de
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estradiol, promoviendo una respuesta aumentada. Una tercera posibilidad podria ser que la
respuesta de prolame sea mas dependiente de mecanismos no clasicos, utilizando ERs
asociados a membrana o receptores a E2 acoplados a proteinas G (Ronnekleiv et al., 2007;
Vasudevan and Pfaff, 2008). Aunque se requieren mas estudios para dilucidar el mecanismo
preciso que subyace a nuestras observaciones, la Ultima opcidn parece ser la mas probable
para explicar los resultados presentados aqui, mediante una combinacidn de mecanismos

clasicos y no-clasicos.

El andlisis de los resultados obtenidos por cuantificacion de la densidad de las
espinas dendriticas mostré que prolame, al igual que el estradiol, revierte la pérdida de las
espinas dendriticas en el hipocampo. Esto se puede explicar por el hecho de que los
estrégenos, y probablemente el prolame, pueden activar la via de PI3K/Akt por medio del
receptor ERa (Belcher and Zsarnovszky, 2001; Malyala et al., 2005; Mendez et al., 2003). La
activacién de Akt ha sido observada en multiples regiones del cerebro y se ha asociado con
la formaciéon de espinas. Ademads, la via de Akt juega un papel bien conocido en la
supervivencia de las células, igualmente se ve implicado en actividades neuroprotectivas de
los estrégenos (para una revision leer (Spencer et al., 2008)). Akt tiene varios blancos,
incluyendo Bcl-2, un componente anti-apoptdtico, y nNOS, entre otros. Recientemente, se
ha mostrado que el receptor GABA A es sustrato de fosforilacion de Akt, por medio de la
cual aumenta su translocacion a la membrana celular, lo cual une la sefializacién de ERa

mediada por PI3K/Akt, con la regulacidn de la plasticidad sinaptica.

Otra observacion interesante de este estudio fue la diferencia en la distribucion
subcelular de la nNOS entre las ratas Ovx en comparacién con las tratadas con prolame o
estrogenos. La inmunoreactividad de la nNOS se restringiéo al soma en las ratas Ovx,
mientras que en los otros grupos se observa su presencia tanto en el soma como en las

dendritas. En otros estudios se ha observado que la enzima nNOS se localiza en las dendritas

Prolame: un 17b-aminoestréogeno 37



interactuando con un gran numero de proteinas. La distribucion observada mas
detalladamente, es similar a la de un reporte reciente, en donde la proteina que interactia
con NOS (NOSIP por sus siglas en inglés) modula la localizacién subcelular de la nNOS
(Dreyer et al., 2004). En este estudio también se observa que la nNOS se localiza
principalmente en el soma hasta que se evoca una respuesta por medio del receptor NMDA

de las neuronas hipocampales, regulando la produccién de NO.

10 Conclusiones

La inyeccién subcutanea de prolame en las ratas, con una dosis equimolar a la usada de
estradiol para la terapia de remplazo hormonal, tiene efectos importantes en el sistema
nervioso central, como se muestra en este estudio. Los efectos sobre la conducta incluyen:
la recuperacion del aprendizaje espacial y disminucién de la ansiedad causada por la
ovarectomia en ratas jovenes. A nivel anatdmico neurofarmacoldgico, se muestra que este
proceso se correlaciona con un incremento en la expresidon de la nNOS y la consecuente
restauracién de la densidad de espinas dendriticas en las neuronas principales de la
formacién hipocampal. En conjunto con sus efectos antitrombdticos y bajos efectos
estrogénicos en el Utero, prolame podria representar una opcidn terapéutica alternativa

para el sindrome de deficiencia de estrégenos.
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12 Apendice I: Analisis Estadistico

12.1 Laberinto Elevado en Cruz

One-way analysis of variance

P value 0.0036 Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic
*%
P value summary (corrected) 1.134
Are means signif. different?
(P <0.05) Yes P value 0.769
Number of groups 4 P value summary ns
Do the variances
F 5.174 differ signif. (P < No
0.05)
R square 0.2483
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between 1992 3 664.2
columns)
Residual (within columns) 6033 47 128.4
Total 8026 50
Tukey's Multiple . . o .
Comparison Test Mean Diff. q Sign Summary 95% CI of diff
GI vs Ovx 12.49 3.974 | Yes * 0.6340 to 24.34
GI vs OVXE 0.9949 0.3224 | No ns -10.64 t0 12.63
GI vs OvxP -4.781 1.457 | No ns -17.16 to 7.599
Ovx vs OvxE -11.49 3.724 | No ns -23.13 t0 0.1473
Ovx vs OvxP -17.27 5.261 | Yes *x -29.65 to -4.888
OvxE vs OvxP -5.776 1.789 | No ns -17.95 to 6.400

12.2 Prueba del Laberinto de Morris

Two-way ANOVA Matching by cols

o)

Source of Variation % OT tgtal P value
variation

Interaction 4.01 0.2607
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Time 33.85 <0.0001
Column factor 11.33 <0.0001
Subjects (matching) 10.3568 0.0055
Source of Variation P value Significant?
summary
Interaction ns No
Time Hork Yes
Column factor ok Yes
Subjects (matching) | ** Yes
Source of Variation Df Sum-of- Mean square F
squares
Interaction 21 4721 224.8 1.189
Time 39870 5696 30.13
Column factor 13346 4449 13.13
Subjects (matching) 36 12198 338.8 1.792
Residual 252 47645 189.1
Bonferroni posttests
Ovx vs Gl
Trial Ovx Gl Difference 95% Cl of diff.

I 51.1 44.9 -6.2 | -27.56 t0 15.16
Il 41.5 34.5 -7 | -28.36t0 14.36
1 40.8 19.3 -21.5 | -42.86t0-0.1441
v 28 12.2 -15.8 | -37.16t0 5.556
\ 25.8 10.9 -14.9 | -36.26t0 6.456
\ 30.9 10.8 -20.1 | -41.46t0 1.256
Vi 39.7 9.3 -30.4 | -51.76 t0-9.044
VIl 26.2 9.9 -16.3 | -37.66t0 5.056

Column factor Difference t P value Summary
I -6.2 0.9618 | P>0.05 ns
Il -7 1.086 | P>0.05 ns
1 -21.5 3.335 | P<0.01 *E
v -15.8 2.451 | P>0.05 ns
\ -14.9 2.311 | P>0.05 ns
\ -20.1 3.118 | P<0.05 *
Vi -30.4 4.716 | P<0.001 *okx
Vil -16.3 2.528 | P>0.05 ns
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Ovx vs OvxET

Column factor Ovx OvVXET Difference 95% Cl of diff.
I 51.1 51.4 0.3 | -21.06t0 21.66
Il 41.5 35.1 -6.4 | -27.76 t0 14.96
1 40.8 17 -23.8 | -45.16t0-2.444
v 28 21.6 -6.4 | -27.76 t0 14.96
\ 25.8 16.6 -9.2 | -30.56t0 12.16
\ 30.9 9.3 -21.6 | -42.96 t0 -0.2441
VI 39.7 18.7 -21 | -42.36t0 0.3559
VIl 26.2 9.2 -17 | -38.36t0 4.356

Column factor Difference t P value Summary
I 0.3 0.04654 | P>0.05 ns
Il -6.4 0.9928 | P>0.05 ns
1 -23.8 3.692 | P<0.01 *E
v -6.4 0.9928 | P>0.05 ns
\ -9.2 1.427 | P>0.05 ns
\ -21.6 3.351 | P<0.01 *E
Vi -21 3.258 | P<0.05 *
VIl -17 2.637 | P>0.05 ns

Ovx vs OvxPT

Column factor Ovx OvxPT Difference 95% Cl of diff.
I 51.1 49.8 -1.3 | -22.66 to 20.06
Il 41.5 28.8 -12.7 | -34.06 to 8.656
1 40.8 19.5 -21.3 | -42.66 t0 0.05589
v 28 18.8 -9.2 | -30.56t0 12.16
\ 25.8 16.2 -9.6 | -30.96t0 11.76
\ 30.9 16.5 -14.4 | -35.76 10 6.956
VI 39.7 11.8 -27.9 | -49.26 t0 -6.544
VIl 26.2 8.4 -17.8 | -39.16t0 3.556

Column factor Difference t P value Summary
I -1.3 0.2017 | P>0.05 ns
Il -12.7 197 | P>0.05 ns
1 -21.3 3.304 | P<0.01 *E
v -9.2 1.427 | P>0.05 ns
\ -9.6 1.489 | P>0.05 ns
\ -14.4 2.234 | P>0.05 ns
Vi -27.9 4.328 | P<0.001 *kx
Vil -17.8 2.761 | P<0.05 *

Gl vs OvXET

Column factor Gl OVXET Difference 95% Cl of diff.

I 44.9 51.4 6.5 | -14.86 t0 27.86
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Il 34.5 35.1 0.6 | -20.76t0 21.96
1 19.3 17 -2.3 | -23.66 t0 19.06
v 12.2 21.6 9.4 | -11.96 t0 30.76
\ 10.9 16.6 5.7 | -15.66 t0 27.06
\ 10.8 9.3 -1.5 | -22.86t0 19.86
Vi 9.3 18.7 9.4 | -11.96t0 30.76
VIl 9.9 9.2 -0.7 | -22.06 to 20.66

Column factor Difference t P value Summary
I 6.5 1.008 | P>0.05 ns
Il 0.6 0.09307 | P>0.05 ns
1 -2.3 0.3568 | P>0.05 ns
v 9.4 1.458 | P>0.05 ns
\ 5.7 0.8842 | P>0.05 ns
\ -1.5 0.2327 | P>0.05 ns
Vi 9.4 1.458 | P>0.05 ns
VIl -0.7 0.1086 | P>0.05 ns

Gl vs OvxPT

Column factor Gl OvxPT Difference 95% Cl of diff.
I 44.9 49.8 49 | -16.46 t0 26.26
Il 34.5 28.8 -5.7 | -27.06 to 15.66
1 19.3 19.5 0.2 | -21.16t0 21.56
v 12.2 18.8 6.6 | -14.76 t0 27.96
\ 10.9 16.2 5.3 | -16.06 to 26.66
\ 10.8 16.5 5.7 | -15.66 to0 27.06
Vi 9.3 11.8 2.5 | -18.86t0 23.86
VIl 9.9 8.4 -1.5 | -22.86t0 19.86

Column factor Difference t P value Summary
I 49 0.7601 | P>0.05 ns
Il -5.7 0.8842 | P>0.05 ns
1 0.2 0.03102 | P>0.05 ns
v 6.6 1.024 | P>0.05 ns
\ 5.3 0.8221 | P>0.05 ns
\ 5.7 0.8842 | P>0.05 ns
Vi 2.5 0.3878 | P>0.05 ns
Vil -1.5 0.2327 | P>0.05 ns

OvXET vs OvxPT

Column factor OvxET OvxPT Difference 95% Cl of diff.
I 514 49.8 -1.6 | -22.96t0 19.76
Il 35.1 28.8 -6.3 | -27.66 to 15.06
1 17 19.5 2.5 | -18.86 t0 23.86
v 21.6 18.8 -2.8 | -24.16t0 18.56
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\ 16.6 16.2 -0.4 | -21.76 t0 20.96
Vi 9.3 16.5 7.2 | -14.16 to 28.56
Vil 18.7 11.8 -6.9 | -28.26t0 14.46
Vil 9.2 8.4 -0.8 | -22.16 t0 20.56
Column factor Difference t P value Summary

I -1.6 0.2482 | P>0.05 ns

Il -6.3 0.9773 | P>0.05 ns

11 25 0.3878 | P>0.05 ns

v -2.8 0.4343 | P>0.05 ns

\ -0.4 0.06205 | P>0.05 ns

Vi 7.2 1.117 | P>0.05 ns

Vi -6.9 1.07 | P>0.05 ns

Vil -0.8 0.1241 | P>0.05 ns

12.3 Inmunoreactividad de la nNOS

Two-way ANOVA

% of total

Source of Variation L. P value
variation
Interaction 2.02 0.0588
TREATMENT 44.7 | <0.0001
AREA 3.43 | <0.0001
Source of Variation P value summary Significant?
Interaction ns No
TREATMENT ok Yes
AREA ok Yes

Source of Variation

Df

Sum-of-squares

Mean square

Interaction 6 85.38 14.23 2.052
TREATMENT 3 1889 629.8 90.81
AREA 2 144.9 72.45 10.45
Residual 300 2080 6.935

Bonferroni posttests

WT vs Ovx
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AREA WT Ovx Difference 95% CI of diff.
CA1 8.714 2.618 -6.097 | -8.124 to -4.070
CA2/CA3 5.952 0.7619 -5.19 | -7.642to0-2.739
DG 7.536 2.862 -4.674 | -6.778 to -2.569
AREA Difference t P value Summary
CA1 -6.097 9.072 | P<0.001 ok
CA2/CA3 -5.19 6.387 | P<0.001 oK
DG -4.674 6.699 | P<0.001 ok
WT vs OVXET
AREA WT OvxET Difference 95% CI of diff.
CA1 8.714 7.762 -0.9524 | -3.245t0 1.341
CA2/CA3 5.952 7.105 1.153 | -1.362 to 3.668
DG 7.536 7.036 -0.5 | -2.623 t0 1.623
AREA Difference t P value Summary
CA1 -0.9524 1.253 | P>0.05 ns
CA2/CA3 1.153 1.383 | P>0.05 ns
DG -0.5 0.7104 | P>0.05 ns
WT vs OvxPT
AREA WT OvxPT Difference 95% CI of diff.
CA1 8.714 9.485 0.7706 | -1.270 to 2.811
CA2/CA3 5.952 7.864 1.911 | -0.5120 to 4.335
DG 7.536 7.321 -0.2143 | -2.337 to 1.909
AREA Difference t P value Summary
CA1 0.7706 1.139 | P>0.05 ns
CA2/CA3 1911 2379 | P>0.05 ns
DG -0.2143 0.3045 | P>0.05 ns
Ovx vs OVXET
AREA Ovx OvxET Difference 95% CI of diff.
CA1 2.618 7.762 5.144 | 2.940 to 7.349
CA2/CA3 0.7619 7.105 6.343 | 3.8281t08.858
DG 2.862 7.036 4.174 | 2.069to 6.278
AREA Difference t P value Summary
CA1 5.144 7.038 | P<0.001 ok
CA2/CA3 6.343 7.608 | P<0.001 ok
DG 4174 5.982 | P<0.001 ok
Ovx vs OvxPT
AREA Ovx OvxPT Difference 95% CI of diff.
CA1 2.618 9.485 6.867 | 4.926to 8.808
CA2/CA3 0.7619 7.864 7.102 | 4.6781t09.525
DG 2.862 7.321 4.459 | 2.355t0 6.564
AREA Difference t P value Summary
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CA1 6.867 10.67 | P<0.001 ok
CA2/CA3 7.102 8.84 | P<0.001 ok
DG 4.459 6.391 | P<0.001 ok
OvVXET vs OvxPT
AREA OvxET OvxPT Difference 95% CI of diff.
CA1 7.762 9.485 1.723 | -0.4944 to 3.940
CA2/CA3 7.105 7.864 0.7584 | -1.729 to 3.246
DG 7.036 7.321 0.2857 | -1.837 to 2.409
AREA Difference t P value Summary
CA1 1.723 2.344 | P>0.05 ns
CA2/CA3 0.7584 0.9195 | P>0.05 ns
DG 0.2857 0.406 | P>0.05 ns
12.4 Densidad de Espinas Dendriticas: CA1
Two-way ANOVA
Source of Variation % of total variation P value
Interaction 6.22 | <0.0001
TREATMENT 16.62 | <0.0001
AREA 61.16 | <0.0001
Source of Variation P value summary Significant?
Interaction rkE Yes
TREATMENT HkE Yes
AREA rokE Yes
Source of Variation Df Sum-of-squares Mean square F
Interaction 12 141.1 11.76 5.83
TREATMENT 3 377.2 125.7 62.34
AREA 4 1387 346.9 172
Residual 180 363 2.017
Bonferroni posttests
Gl vs Ovx
AREA GI Oovx Difference 95% CI of diff.
basilar der 11.1 8.5 -2.6 | -4.627 t0 -0.5727
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basilar izq 11.6 7.8 -3.8 | -5.827 t0o-1.773
R1 4.6 4.1 -0.5 | -2.527 to 1.527
R2 9.2 5.1 -4.1 | -6.127 to -2.073
R3 14.2 8.1 -6.1 | -8.127 to -4.073
AREA Difference t P value Summary
basilar der -2.6 4.094 | P<0.001 Hokx
basilar izq -3.8 5.983 | P<0.001 ok
R1 -0.5 0.7873 | P>0.05 ns
R2 -4.1 6.456 | P<0.001 ok
R3 -6.1 9.605 | P<0.001 Hok

GI vs OvxE
AREA GI OvxE Difference 95% CI of diff.
basilar der 11.1 10.6 -0.5 | -2.527 to 1.527
basilar izq 11.6 10.4 -1.2 | -3.227t0 0.8273
R1 4.6 4.7 0.1 | -1.927 to 2.127
R2 9.2 8.5 -0.7 | -2.727 to 1.327
R3 14.2 14.2 0 | -2.027 to 2.027
AREA Difference t P value Summary
basilar der -0.5 0.7873 | P>0.05 ns
basilar izq -1.2 1.89 | P>0.05 ns
R1 0.1 0.1575 | P>0.05 ns
R2 -0.7 1.102 | P>0.05 ns
R3 0 0 | P>0.05 ns

GI vs OvxP
AREA GI OvxP Difference 95% CI of diff.
basilar der 11.1 9.5 -1.6 | -3.627 to0 0.4273
basilar izq 11.6 10.8 -0.8 | -2.827to 1.227
R1 4.6 5.6 1| -1.027 to 3.027
R2 9.2 8.9 -0.3 | -2.327t0 1.727
R3 14.2 14.1 -0.1 | -2.127t0 1.927
AREA Difference t P value Summary
basilar der -1.6 2.519 | P>0.05 ns
basilar izq -0.8 1.26 | P>0.05 ns
R1 1 1.575 | P>0.05 ns
R2 -0.3 0.4724 | P>0.05 ns
R3 -0.1 0.1575 | P>0.05 ns

Ovx vs OvxE

AREA Ovx OvxE Difference 95% CI of diff.
basilar der 8.5 10.6 2.1 | 0.07270 to 4.127
basilar izq 7.8 10.4 2.6 | 0.5727 to 4.627
R1 4.1 4.7 0.6 | -1.427 to 2.627
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R2 5.1 8.5 3.4 | 1.373 to 5.427
R3 8.1 14.2 6.1 | 4.073t08.127
AREA Difference t P value Summary
basilar der 2.1 3.307 | P<0.01 *k
basilar izq 2.6 4.094 | P<0.001 ok
R1 0.6 0.9448 | P>0.05 ns
R2 3.4 5.354 | P<0.001 Hokk
R3 6.1 9.605 | P<0.001 ok

Ovx vs OvxP
AREA Ovx OvxP Difference 95% CI of diff.
basilar der 8.5 9.5 1| -1.027 to 3.027
basilar izq 7.8 10.8 3 | 0.9727 to 5.027
R1 4.1 5.6 1.5 | -0.5273 to 3.527
R2 5.1 8.9 3.8 | 1.773 t0 5.827
R3 8.1 14.1 6 | 3.973t08.027
AREA Difference t P value Summary
basilar der 1 1.575 | P>0.05 ns
basilar izq 3 4.724 | P<0.001 ok
R1 1.5 2.362 | P>0.05 ns
R2 3.8 5.983 | P<0.001 Hok
R3 6 9.448 | P<0.001 oxk

OvxE vs OvxP
AREA OvxE OvxP Difference 95% CI of diff.
basilar der 10.6 9.5 -1.1 | -3.127t0 0.9273
basilar izq 10.4 10.8 0.4 | -1.627 to 2.427
R1 4.7 5.6 0.9 | -1.127 to 2.927
R2 8.5 8.9 0.4 | -1.627 to 2.427
R3 14.2 14.1 -0.1 | -2.127to0 1.927
AREA Difference t P value Summary
basilar der -1.1 1.732 | P>0.05 ns
basilar izq 0.4 0.6298 | P>0.05 ns
R1 0.9 1.417 | P>0.05 ns
R2 0.4 0.6298 | P>0.05 ns
R3 -0.1 0.1575 | P>0.05 ns
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12.5 Densidad de Espinas Dendriticas: CA3

Two-way ANOVA

Source of Variation % variation P value
Interaction 7.79 | <0.0001
TREATMENT 12.61 | <0.0001
AREA 68.3 | <0.0001
Source of Variation P value summary Significant?
Interaction ok Yes
TREATMENT ok Yes
AREA ok Yes
Source of Variation Df Sum-of-squares Mean square F
Interaction 12 139.4 11.62 10.35
TREATMENT 3 225.6 75.21 66.98
AREA 4 1222 305.4 272
Residual 180 202.1 1.123
Bonferroni posttests

GI vs Ovx
AREA GI Ovx Difference 95% CI of diff.
basilar der 10.4 8.1 -2.3 | -3.813t0-0.7873
basilar izq 10.8 7.7 -3.1 | -4.613t0-1.587
primaria 3.6 3.5 -0.1 | -1.613t0 1.413
secundaria 9.8 7.7 -2.1 | -3.613t0-0.5873
terciaria 14.7 7.9 -6.8 | -8.313 to -5.287
AREA Difference t P value Summary
basilar der -2.3 4.854 | P<0.001 ok
basilar izq -3.1 6.542 | P<0.001 ok
primaria -0.1 0.211 | P>0.05 ns
secundaria -2.1 4.432 | P<0.001 Hokx
terciaria -6.8 14.35 | P<0.001 ok

GI vs OvXE
AREA GI OvxE Difference 95% CI of diff.
basilar der 10.4 8.7 -1.7 | -3.213t0-0.1873
basilar izq 10.8 8.1 -2.7 | -4.213t0-1.187
primaria 3.6 3.2 -04 | -1.913t0 1.113
secundaria 9.8 8.6 -1.2 | -2.713t0 0.3127
terciaria 14.7 9.8 -4.9 | -6.413 to -3.387
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AREA Difference t P value Summary
basilar der -1.7 3.587 | P<0.01 Hok
basilar izq -2.7 5.698 | P<0.001 Rk
primaria -0.4 0.8441 | P>0.05 ns
secundaria -1.2 2.532 | P>0.05 ns
terciaria -4.9 10.34 | P<0.001 Hokx

GI vs OvxP
AREA GI OvxP Difference 95% CI of diff.
basilar der 10.4 9.7 -0.7 | -2.213t0 0.8127
basilar izq 10.8 8.9 -1.9 | -3.413t0-0.3873
primaria 3.6 3.3 -0.3 | -1.813t0 1.213
secundaria 9.8 9.1 -0.7 | -2.213t0 0.8127
terciaria 14.7 9.9 -4.8 | -6.313 to -3.287
AREA Difference t P value Summary
basilar der -0.7 1.477 | P>0.05 ns
basilar izq -1.9 4.01 | P<0.001 Rk
primaria -0.3 0.6331 | P>0.05 ns
secundaria -0.7 1.477 | P>0.05 ns
terciaria -4.8 10.13 | P<0.001 Hokx

Ovx vs OvxE
AREA Ovx OvxE Difference 95% CI of diff.
basilar der 8.1 8.7 0.6 | -0.9127 t0 2.113
basilar izq 7.7 8.1 04 | -1.113t01.913
primaria 3.5 3.2 -0.3 | -1.813t0 1.213
secundaria 7.7 8.6 0.9 | -0.6127 to 2.413
terciaria 7.9 9.8 1.9 | 0.3873 to 3.413
AREA Difference t P value Summary
basilar der 0.6 1.266 | P>0.05 ns
basilar izq 0.4 0.8441 | P>0.05 ns
primaria -0.3 0.6331 | P>0.05 ns
secundaria 0.9 1.899 | P>0.05 ns
terciaria 1.9 4.01 | P<0.001 Hokx

Ovx vs OvxP
AREA Ovx OvxP Difference 95% CI of diff.
basilar der 8.1 9.7 1.6 | 0.08732t03.113
basilar izq 7.7 8.9 1.2 | -0.3127 to 2.713
primaria 3.5 3.3 -0.2 | -1.713t0 1.313
secundaria 7.7 9.1 1.4 | -0.1127 to 2.913
terciaria 7.9 9.9 2 | 048731t03.513
AREA Difference t P value Summary
basilar der 1.6 3.376 | P<0.01 **
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basilar izq 1.2 2.532 | P>0.05 ns
primaria -0.2 0.4221 | P>0.05 ns
secundaria 1.4 2.954 | P<0.05 *
terciaria 2 4.221 | P<0.001 Hokx
OvxE vs OvxP

AREA OvxE OvxP Difference 95% CI of diff.
basilar der 8.7 9.7 1| -0.5127 to 2.513
basilar izq 8.1 8.9 0.8 | -0.7127 to 2.313
primaria 3.2 3.3 0.1 | -1.413t0 1.613
secundaria 8.6 9.1 0.5 | -1.013t0 2.013
terciaria 9.8 9.9 0.1 | -1.413t01.613
AREA Difference t P value Summary
basilar der 1 2.11 | P>0.05 ns
basilar izq 0.8 1.688 | P>0.05 ns
primaria 0.1 0.211 | P>0.05 ns
secundaria 0.5 1.055 | P>0.05 ns
terciaria 0.1 0.211 | P>0.05 ns

12.6 Densidad de Espinas Dendriticas: GD
Two-way ANOVA
Source of Variation % of total variation P value
Interaction 0.1 0.6166
TREATMENT 0.01 0.9158
AREA 97.35 | <0.0001
Source of Variation P value summary Significant?
Interaction ns No
TREATMENT ns No
AREA ok Yes
Source of Variation Df Sum-of-squares Mean square F
Interaction 6 2.371 0.3951 0.7425
TREATMENT 3 0.2729 0.09097 0.1709
AREA 2 2210 1105 2077
Residual 108 57.48 0.5322

Bonferroni posttests
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GI vs Ovx

AREA GI Ovx Difference 95% CI of diff.
primaria 3 2.9 -0.1 | -1.099 to 0.8989
secundaria 10.75 11.05 0.3 | -0.6989 to 1.299
terciaria 12.95 12.95 0 | -0.9989 to 0.9989
AREA Difference t P value Summary
primaria -0.1 0.3065 | P>0.05 ns
secundaria 0.3 0.9196 | P>0.05 ns
terciaria 0 0 | P>0.05 ns
GI vs OVXET
AREA GI OvxET Difference 95% CI of diff.
primaria 3 3 0 | -0.9989 to 0.9989
secundaria 10.75 10.55 -0.2 | -1.199 to0 0.7989
terciaria 12.95 12.95 0 | -0.9989 to 0.9989
AREA Difference t P value Summary
primaria 0 0 | P>0.05 ns
secundaria -0.2 0.613 | P>0.05 ns
terciaria 0 0 | P>0.05 ns
GIvs OvxPT

AREA GI OvxPT Difference 95% CI of diff.
primaria 3 3 0 | -0.9989 to 0.9989
secundaria 10.75 10.45 -0.3 | -1.299 to 0.6989
terciaria 12.95 13.2 0.25 | -0.7489 to 1.249
AREA Difference t P value Summary
primaria 0 0 | P>0.05 ns
secundaria -0.3 0.9196 | P>0.05 ns
terciaria 0.25 0.7663 | P>0.05 ns

Ovx vs OVXET
AREA Ovx OvxET Difference 95% CI of diff.
primaria 2.9 3 0.1 | -0.8989 to 1.099
secundaria 11.05 10.55 -0.5 | -1.499 to 0.4989
terciaria 12.95 12.95 0 | -0.9989 to 0.9989
AREA Difference t P value Summary
primaria 0.1 0.3065 | P>0.05 ns
secundaria -0.5 1.533 | P>0.05 ns
terciaria 0 0| P>0.05 ns

Ovx vs OvxPT
AREA Ovx OvxPT Difference 95% CI of diff.
primaria 2.9 3 0.1 | -0.8989 to 1.099
secundaria 11.05 10.45 -0.6 | -1.599 to0 0.3989
terciaria 12.95 13.2 0.25 | -0.7489 to 1.249
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AREA Difference t P value Summary
primaria 0.1 0.3065 | P>0.05 ns
secundaria -0.6 1.839 | P>0.05 ns
terciaria 0.25 0.7663 | P>0.05 ns

OvxET vs OvxPT
AREA OvxET OvxPT Difference 95% CI of diff.
primaria 3 3 0 | -0.9989 to 0.9989
secundaria 10.55 10.45 -0.1 | -1.099 to 0.8989
terciaria 12.95 13.2 0.25 | -0.7489 to 1.249
AREA Difference t P value Summary
primaria 0 0 | P>0.05 ns
secundaria -0.1 0.3065 | P>0.05 ns
terciaria 0.25 0.7663 | P>0.05 ns
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