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RESUMEN

El envejecimiento cerebral muestra cambios bioquimicos y morfolégicos en las
dendritas de las neuronas piramidales del sistema limbico asociados a la pérdida
de la memoria. Prolame (N- (3-hidroxi-1,3,5 (10) -estratrien-17B-il) -3-
hidroxipropil amina), es un amino estrégeno no feminizante con actividad
antitrombdética, que previene el deterioro neuronal, el estrés oxidativo y la
neuroinflamacién. Nuestro objetivo fue evaluar el efecto de prolame en procesos
motores y cognitivos, asi como su influencia en la morfologia dendritica de las
neuronas de las regiones CA1l y CA3 del hipocampo dorsal (DH), las células
granulares del giro dentado (DG), y neuronas espinosas medias del nucleo
accumbens (NAcc), de ratones de edad avanzada. La morfologia dendritica se
evalué con el procedimiento de tincién de Golgi-Cox seguido por el analisis de
Sholl. El Prolame (400 y M a 50 nM) se inyect6 diariamente por via subcutanea
durante 60 dias en ratones de 18 meses de edad. Inmediatamente después del
tratamiento, se evaluaron la actividad locomotora en un nuevo entorno y la
memoria de reconocimiento utilizando la tarea de reconocimiento de objetos
novedosos (NORT). Los ratones tratados con el prolame mostraron un aumento
significativo en el cociente de exploraciéon a largo plazo, pero la actividad
locomotora no se modific6 en comparacién con los animales de control. Los
ratones tratados con el prolame mostraron un aumento significativo en la
densidad de las espinas dendriticas y la longitud dendritica en las neuronas
piramidales de las regiones CA1l y CA3 de la DH, asi como la DG, mientras que
las dendritas de las neuronas en la NAcc permanecieron sin modificar. En
conclusién, la administracion de el prolame promueve procesos de plasticidad
del hipocampo, mejorando la memoria de reconocimiento a largo plazo. El
prolame podria convertirse en una alternativa farmacoldgica para prevenir o
retrasar el proceso de envejecimiento cerebral, y por lo tanto la aparicion de

enfermedades neurodegenerativas que afectan la memoria.



1.0 INTRODUCCION
1.1 El envejecimiento

El ciclo de vida es caracteristico de cada especie, incluye el paso por distintas
fases de crecimiento, desarrollo, maduracion y senescencia o0 envejecimiento.
La madurez o edad adulta se considera una etapa principal en la vida, en ella se
presenta una estabilidad y funcionalidad Optima en todos los sistemas del
organismo. La vejez se ha definido como la ultima etapa de la vida, ésta se ha
determinado como fase que sigue a la madurez hasta llegar a la muerte (Portera
y Schiller, 1993). El término envejecer hace referencia a un proceso, en el cual,
se presenta un deterioro continuo e irreversible en todo el organismo, que
determina una pérdida progresiva de la capacidad de adaptacion, asi como la
disminucién de la vitalidad asociado a un incremento en la probabilidad de morir.
La pérdida de la vitalidad que se presenta durante el envejecimiento se refleja
en un descenso de la capacidad funcional, de modo que un organismo es menos
eficaz para realizar sus actividades habituales (Tobaruela, 2006; Bernis, 2004).
Durante el envejecimiento la mayor parte de los 6rganos sufre un deterioro en
su capacidad funcional, que se manifiesta de manera distinta en los aparatos y
sistemas de cada individuo, de acuerdo a este deterioro, hay enfermedades que
son mucho mas frecuentes en el adulto mayor. Se ha descrito una mayor
incidencia de padecimientos cronicos en los ancianos, como hipertension
arterial, artrosis, osteoporosis, cardiopatias, diabetes, alteraciones cognitivas,
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson; ademas,
incrementa la incidencia de padecimientos infecciosos y enfermedades

autoinmunes (Alfaro y Ruiz, 2010).

El envejecimiento es un proceso que depende de una gran variedad de factores,
propios y externos del individuo, incluidas la programacion genética, estilo de
vida y entorno de la persona (Bernis, 2004). Se han propuesto muchas teorias
que intentan explicar los fendmenos ocurridos en el envejecimiento, sin
embargo, los mecanismos precisos que ocurren en esta etapa no son muy
claros. Una gran parte de las teorias sobre el envejecimiento se fundamentan
principalmente en la importancia de los factores genéticos (Jazwinski, 2000), en

alteraciones en las subestructuras celulares como la mitocondria o inclusive por



la interaccién de las células con factores externos que someten al organismo a

un constante estrés deteriorando lentamente su funcion.

Diversas teorias consideran que el envejecimiento es la consecuencia de un
programa genético que inicia junto con el desarrollo en la etapa prenatal,
continua en el adulto y termina en la vejez (Peinado y cols., 2000). Se han
descubierto una serie de genes denominados gerontogenes que tienen una
estrecha relacién con la esperanza de vida de una especie (Johnson, 1997:
Gregorio, 2000); ademas, se ha propuesto la existencia de un reloj biolégico, que
regula el numero de divisiones que puede tener la célula antes de su muerte
(Hayflick, 1980). EI nimero de divisiones mitéticas en cada célula depende de la
longitud de los telémeros, algunos genes como el de la telomerasa son activos
durante la mayor parte del ciclo celular, pero se reprimen al llegar a la vejez
(Harley, 1991).

Ademas de los mecanismos propios de la célula involucrados en su muerte o
supervivencia se ha determinado que el envejecimiento puede ser la
consecuencia del estrés generado por multiples agentes ambientales (Rattan y
Clark, 2005) , existen también evidencias de que los propios productos toxicos
generados en el metabolismo celular pueden lesionar algunas estructuras y
afectar la funcién y supervivencia de la célula ya que se ha observado que en el
envejecimiento hay un incremento en la produccion de metabolitos toxicos,
sumado al hecho de que los procesos de detoxificacion del organismo

disminuyen (Gavrilov y Gavrilova, 2001).

1.2. Envejecimiento cerebral

Si bien todo el organismo se ve afectado por el proceso de envejecimiento, es
sabido que el cerebro es uno de los principales 6rganos afectados al envejecer.
Muchos de los problemas o enfermedades relacionadas con la edad son debidas
a alteraciones propias del sistema nervioso central (SNC). En los afios 50 se
aceptd que, aun en ausencia de enfermedades neurodegenerativas, el nimero

de neuronas se veia disminuido en el envejecimiento. A partir de estudios



realizados en los afios 80 se demostré que el nimero de neuronas permanece
estable, sin embargo, la disminucién en el tamafio del cerebro en la vejez se

atribuye a un cambio en la estructura normal de la neurona (Tobaruela, 2006).

Uno de los cambios mas apreciables en los individuos viejos, es una disminucion
en el tamafo cerebral. Se calcula que el cerebro pierde de 2 a 3 g de peso al
afo, por lo que se estima que a los 80 afios de edad se ha perdido un 10% del
peso maximo alcanzado en la edad adulta. El volumen cerebral disminuye en un
2% cada década a partir de los 50 afios (Tobaruela, 2006), esta perdida de
tamafo en el envejecimiento esta directamente relacionado con una disminucion
de las funciones cerebrales. Ademas de las modificaciones en el peso y volumen
cerebral, en el envejecimiento se ha observado también una atrofia en las
circunvoluciones, agrandamiento de los ventriculos y ensanchamiento de los
surcos cerebrales (Anderton, 1997). Las meninges tienen mayor fibrosis y hay

acumulaciones de calcio y zonas de osificacion.

Existen reportes que han asociado la pérdida de volumen que se observa en el
cerebro con una disminucién neuronal; sin embargo, en la actualidad se sabe
que el envejecimiento no implica necesariamente una pérdida de neuronas, mas
bien se producen en las neuronas ciertos cambios estructurales como la
retraccion de su soma, disminucion de la longitud dendritica y disminucion de la
densidad de espinas (Peinado y cols., 2000) lo que conlleva a una disminucion
en el volumen cerebral. Ademas, no solamente las neuronas sufren alteraciones
estructurales debido al proceso de envejecimiento sino también otras células del
tejido nervioso como los astrocitos, oligodendrocitos, microglia y células sostén
(Peinado y cols., 1998); se ha mostrado también, un incremento en la hipertrofia

de astrocitos asociado al envejecimiento (Unger, 1998; Sandell, 2002).

Se ha observado una disminucion importante en la arborizacion y densidad de
espinas relacionada con la edad, en regiones como la corteza prefrontal (Duan
y cols., 2003; Dickstein y cols. 2007, Nakamura y cols., 1985); ademas,
resultados obtenidos del analisis de la densidad de espinas muestra una
significativa pérdida en la densidad de espinas, que disminuye aproximadamente
entre un 28 a 37% en neuronas de animales viejos en comparacion con animales

jovenes (Page y cols., 2002).



En el envejecimiento no solo se presentan cambios degenerativos en las
neuronas, alteraciones en la funcion sinaptica y la neurotransmision, también en
el intersticio de los cerebros de los ancianos, se encuentran lesiones,
acumulacion de pigmentos lipidicos, degeneracién neurofibrilar, placas
neuriticas y amiloideas (Anderton, 1997). El cerebro envejecido toma una
coloracién amarillenta, debido a la presencia de pigmentos relacionados con la
edad. La lipofuscina es un pigmento derivado de la lipoperoxidacion (Kato y cols.,
1998) que se acumula con el paso del tiempo. Es posible también encontrar en
los cerebros viejos, acumulacion de proteinas dafiadas, principalmente por el

incremento de especies reactivas de oxigeno (Floyd, 2002).

1.3 Hipocampo

El hipocampo forma parte de la region hipocampal, la cual esta constituida por
una serie de cortezas adyacentes que incluyen el giro dentado, el hipocampo,
complejo subicular y corteza entorrinal. Para su estudio, el hipocampo se divide
en una parte dorsal o septal y una parte ventral o temporal. La estructura del
hipocampo ha sido estudiada extensamente en roedores desde 1911 por Ramon
y Cajal, y por su discipulo Lorente de NO, esté ultimo observd una serie de
diferencias sutiles en la organizacion dendritica de las células piramidales, lo que
ayudd a describir claramente la estructura del hipocampo (Witter y Amaral,
2004). El hipocampo esta constituido principalmente por células piramidales. Las
células piramidales forman parte de un arbol dendritico basal, el cual se extiende
dentro del stratum oriens y un arbol dendritico apical, que se extiende hasta la
fisura hipocampal. De acuerdo a su organizacion dendritica el hipocampo se

divide en tres regiones: CAl, CA2 y CA3 (Figura A), en la zona mas distal se

Células
musgosas

| Interneurona

Figura A. Esquema de los circuitos en el hipocampo adulto. La tradicional via excitatoria
trisinaptica (Corteza entorrinal (CE)-giro dentado (GD)-CA3-CA1-CE).



encuentra la region CA1, mientras que en la zona proximal est4 conformado por
la region CA2 y CA3.

Con respecto a la neurotransmision hipocampal, estd ampliamente documentado
que el principal neurotransmisor es el glutamato. Las células piramidales de las
regiones CA1l, CA2 y CA3 son principalmente glutamatérgicas, ademas de las
células granulares del giro dentado. Sin embargo, existen otros
neurotransmisores que también ejercen su influencia en el funcionamiento
hipocampal, como en el caso de la acetilcolina proveniente del septum a traves
de la fimbria fornix, el acido gamma amino butirico liberado por los axones
provenientes del septum y por las interneuronas gabaérgicas residentes en el
hipocampo, la noradrenalina proveniente del locus coeruleus, la dopamina
proveniente de las proyecciones neuronales del area ventral tegmental y la

serotonina desde los ndcleos de Rafé (Rueda- Orozco y cols., 2006).

1.4 El Hipocampo y su relacion con el aprendizaje y memoria

El aprendizaje y la memoria son dos procesos cognitivos trascendentales para
la adaptacion y la supervivencia de los organismos. Ambas conductas son
procesadas en el sistema nervioso central y su regulacion requiere de la
participacion de diversas estructuras cerebrales. De manera interesante, el
hipocampo es una de las dos regiones del cerebro adulto dénde se producen
nuevas neuronas (Olivares, 2015). La generacion de nuevas neuronas en el
cerebro de los mamiferos, incluyendo el cerebro humano, es un fenédmeno
descrito desde hace ya varios afios. Dicho fendmeno se conoce como
neurogénesis y ocurre Unicamente en dos regiones del cerebro adulto; la pared
de los ventriculos laterales y el giro dentado del hipocampo. La presencia de
neurogénesis se ha asociado a multiples factores entre los que destaca el
aprendizaje y su respectiva consolidacion denominada memoria. Un nimero
considerable de trabajos realizados en roedores han mostrado que cuando se
aprende una tarea, el niumero de nuevas neuronas en el giro dentado del
hipocampo se incrementa de forma abundante, lo cual sugiere que el aprendizaje

es un factor que estimula la proliferacion de nuevas neuronas, muchas de las



cuales no sobreviven y pocas se integran al circuito cerebral para ser funcionales
(Roedinger & McDermont, 2013). Adaptativamente, el aprendizaje y la memoria
son procesos cognitivos vitales para los organismos que forman parte del reino
animal. El ambiente es un entorno cambiante, por lo que animales que viven en
ambientes que cambian continuamente necesitan de una plasticidad conductual.
La plasticidad es una propiedad de los sistemas biolégicos que les permite
adaptarse a los cambios del medio para sobrevivir, la cual depende de los
cambios fisiolégicos que ocurran al interior. Desde hace tiempo se sabe que el
aprendizaje y la memoria son eventos que favorecen la plasticidad, y entre mas
plastico es el sistema nervioso mayor es la capacidad de aprendizaje de los
organismos. El aprendizaje puede considerarse como una modificaciéon
estructural y funcional del sistema nervioso que da como resultado un cambio en
la conducta relativamente permanente. La informacion aprendida es retenida o
almacenada en los circuitos neuronales que forman el cerebro y constituye lo
gque denominamos memoria. La memoria es la consecuencia usual del
aprendizaje dificilmente nos referimos a alguno de estos términos de manera

independiente (Roediger & McDermont, 2013).

1.5 Estrés oxidativo en el cerebro envejecido

Se ha establecido claramente durante el envejecimiento normal, el cerebro sufre
modificaciones funcionales y morfoldgicas que afectan su arbol dendritico y
sinapsis, neurotransmision, circulacion y metabolismo, hay una afeccion de los
sistemas tanto motores como sensoriales, ciclos de suefio, memoria,
aprendizaje, asi como un incremento en la acumulacién de moléculas
relacionadas con la edad. Sin embargo, las causas precisas que llevan a estos

cambios no han sido descritas con claridad.

A pesar de la existencia de multiples teorias que intentan explicar los fenomenos
ocurridos en el proceso de envejecimiento, una de las mas aceptadas es la teoria
del estrés oxidativo, la cual postula que las mutaciones y los dafios acumulados
en diversas estructuras y moléculas celulares, como membranas, proteinas y
ADN, se relacionan con el aumento de la exposicion a radicales libres (Rodriguez
y Cespedes, 1999).



Los radicales libres son moléculas que presentan un electrén desapareado, lo
cual les confiere alta reactividad. Los radicales mas toxicos producidos por la
célula son el ion superoéxido (0O2-), el hidroxilo (OH-), el peréxido de hidrogeno
(H202), el 6xido nitrico (NO) y el peroxinitrito (ONOO-). Estas especies reactivas
pueden interaccionar con células y tejidos, oxidando directamente a moléculas
como lipidos de membrana, proteinas y acidos nucleicos. Ademas, pueden
inducir la activacibn de enzimas proteoliticas como las caspasas Yy

endonucleasas (Halliwel, 2006).

Normalmente la generacion de especies reactivas se lleva a cabo en la
mitocondria como consecuencia del metabolismo oxidativo de las células; tanto
la célula como la mitocondria son capaces de neutralizar estas sustancias, pero,
cuando la célula envejece, la mitocondria produce una mayor cantidad de
radicales libres y el equilibrio existente entre las especies reactivas y los
mecanismos de proteccion celular; como enzimas antioxidantes, se pierde, los
dafios son mas marcados y la reparacion celular se hace dificil. A este fenébmeno
en el cual, el equilibrio existente entre las especies oxidantes y los sistemas

antioxidantes se pierde, se le conoce como estrés oxidativo (Halliwell, 2007).

Se ha determinado que en las personas adultas el nivel de enzimas antioxidantes
como la superdxido dismutasa (SOD) y la glutation peroxidasa (GPx) se
encuentra disminuido (Rodriguez y Cespedes 1997). En modelos experimentales
de jerbos viejos se ha demostrado la disminucién de las enzimas antioxidantes,
ademas de la disminucién de estos sistemas de reparacién se observd un
incremento en el nimero de moléculas dafadas por oxidacién, sin embargo, al
administrarles antioxidantes exdgenos disminuyé el dafio oxidativo (Carney y

Floyd, 1994) acompafiado de una recuperacion en su destreza.

El proceso de oxidacién ocurre normalmente en todas las células del organismo,
sin embargo, existen rganos que son mas susceptibles a los dafios generados
por estos mecanismos de oxidacion. El cerebro es uno de los 6rganos mas
afectados con este proceso, sus caracteristicas intrinsecas le confieren una
mayor vulnerabilidad (Floyd y Hensley, 2002). Se ha reportado que el estrés
oxidativo se encuentra incrementado en el cerebro durante el envejecimiento
(Floyd y Hensley, 2002), este 6rgano tiene caracteristicas que le confieren una

mayor susceptibilidad. El cerebro posee una gran cantidad de acidos grasos
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facilmente oxidables, requiere altas cantidades de oxigeno por unidad de peso,
ademas es pobre en defensas antioxidantes. El nivel y velocidad de oxidacion
gue presenta el cerebro es mayor comparado con otros 6rganos, estudios en los
que se evalud la tasa de lipoperoxidacién demostraron que en el cerebro el
proceso de oxidacién de lipidos es mas r4pido que en otros tejidos como el
higado, rifidbn, o masculo (Zaleska y Floyd, 1985). El cerebro, ademas, es un
organo con un alto consumo de oxigeno, estudios realizados en mitocondria
aislada han mostrado que aproximadamente del 2 al 5% del oxigeno consumido
se transforma en especies reactivas de oxigeno (ERO), principalmente H202
(Papa y Skulachev, 1997).

Las especies reactivas formadas a partir del metabolismo celular estan
involucradas en el dafio de biomoléculas como proteinas, lipidos y éacidos
nucleicos. Muchos productos formados a partir de las reacciones de oxidacion,
tienen actividad oxidante (Floyd y Hensley, 2002), pudiendo reaccionar,
nuevamente, con otras moléculas bioldgicas, incrementando el dafio generado
en la célula. En el cerebro envejecido se han encontrado evidencias de
incremento de oxidacion de proteinas (Papa y Skulachev, 1997) principalmente
en el lI6bulo frontal y occipital de la corteza, asi como incremento en algunos
productos de lipoperoxidacién como el malonildialdehido, el 4-hidroxihexenal e
isoprostanos (Roberts 1l y cols., 1998; Roberts 1l y Morrow, 2000).

Ademas del dafio generado por las reacciones de oxidacion, el incremento de
las ERO se ve implicado en el mecanismo que generan procesos inflamatorios
(Floyd y Hensley, 2002) de bajo grado, probablemente inducida por estrés
oxidativo y mediada por el factor de trascripcion NF-kappa B. Los procesos
neuroinflamatorios han sido asociados a un incremento en la transduccion de
sefales que lleva a la induccion de genes como el de la sintasa del 6xido nitrico
inducible (iNOS), este gen es inducido tanto en la microglia como en astrocitos
por citocinas pro-inflamatorias como la IL-1 y peréxido de hidrogeno (Rozovsky
y cols., 1998). Una vez que se induce iNOS se incrementa la produccion de oxido
nitrico (NO), el NO y sus productos de oxidacion; como el peroxinitrito, son

mucho mas toxicos para la neurona (Floyd, 1999).
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Figura B. Eventos multifactoriales que conducen a la muerte neuronal

1.6 Terapia de estr6genos contra el envejecimiento

Los estrogenos tienen un impacto en la cognicién, el comportamiento y la
actividad cerebral modulando la expresion de enzimas, receptores y proteinas
estructurales implicadas en la plasticidad sinaptica (Murphy y Segal, 1996;
McEwen, 2002; Kramar et al., 2013). Se han propuesto estrogenos exdgenos
como una herramienta terapéutica alternativa en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas (Chakrabarti et al., 2014), ya que promueven la expresion
de neurotrofinas que desencadenan el crecimiento y la supervivencia de las
neuronas (Babayan y Kramér, 2013). Los estrégenos activan vias de
sefalizacion reguladas por el factor de transcripcion CREB, que desempefian un
papel importante en la plasticidad neuronal (Boulware et al., 2005; Boulware y
Mermelstein, 2009). Todos estos estrogenos considerados inducen efectos
positivos en el aprendizaje, la memoria y el comportamiento motor, a través del
receptor de estrogenos By el receptor de estrogenos G-acoplado a la proteina 1
(GPER1), ambos implicados en la mejora cognitiva (Boulware et al., 2005; Ervin

et al., 2013, Hawley et al., 2014). Ademas, hay evidencia que confirma que los
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estrogenos también aumentan la densidad de las espinas dendriticas y la
potenciacion a largo plazo (LTP) en las neuronas del hipocampo, promoviendo
una mayor sinapsis en la region CA3-CAl y el giro dentado del hipocampo
(Kramar et al, 2009; Smith y McMahon, 2005, Murakami et al, 2015).

1.7 Uso del Prolame como terapia hormonal sustitutiva

HO

El prolame (N- (3-hidroxi-1,3,5 (10) -estratrien-173-il) -3-hidroxipropilamina) es
un aminoestrégeno no feminizante con actividad antitrombotica, ansiolitica y
antidepresiva (Gonzalez et al., 2010; Lemini et al., 2005). También previene el
deterioro de la memoria espacial al reducir la muerte neuronal, la inflamacion y
el estrés oxidativo en el hipocampo, bajo diferentes condiciones de
neurodegeneracion (Limon et al., 2012; Hernandez-Reséndiz et al., 2015; Lemini
et al., 2015).

El Prolame es un compuesto esteroideo con efectos estrogénicos,
anticoagulantes y antiplaquetarios. El prolame inhibe el suero niveles de
hormona luteinizante y restaura la reduccion inducida por la castracion en el peso
uterino de ratas ovariectomizadas. Se activa principalmente el receptor
estrogénico alfa, aunque la activacion minima se produce el receptor estrogénico
beta.

El prolame no muestra propiedades antagdnicas con ninguno de los subtipos de
receptores de estrdgeno. Se han hecho muchos intentos para dilucidar el
mecanismo anticoagulante de prolame, pero hasta ahora los resultados no son

concluyentes.
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El prolame es un antioxidante, ya que poseen un anillo fenol, el cual puede actuar
como un barredor de radicales libres y, a la vez, le permite donar un atomo H+.
Esta propiedad le posibilita al prolame a intervenir en diferentes etapas de la
oxidacion lipidica. Estudios in vitro han evidenciado la capacidad antioxidativa
del prolame, al disminuir la oxidacion de H202 y el CuSO4, e inclusive se ha
mostrado una disminucién de lesiones inducidas por radicales libres en cadenas
de ADN. (Escalante, 2009)

2. JUSTIFICACION

El envejecimiento acelerado de la poblacion es un problema mundial de salud
actual (Allevato y Gaviria, 2008). Esta Ultima etapa de la vida se caracteriza por
una disminucién generalizada en las capacidades funcionales y cognitivas del
individuo, con un importante deterioro en el sistema nervioso central (Tobaruela,
2006). Si bien aun no se ha establecido con claridad las causas de este deterioro,
una de las principales propuestas es el incremento de los procesos de oxidacion
presentes en el cerebro, aunado a un declive en la capacidad antioxidante del
sistema (Gavrilov y Gavrilova, 2001).

Muchos de los cambios observados en esta etapa, atribuidos principalmente al
incremento de los procesos de oxidacion en el cerebro, son apreciados en la
neurona individual, siendo evidente que durante el envejecimiento hay una
disminucién tanto en el tamafio del soma neuronal, como la longitud dendritica,
ademas de una pérdida de la arborizacion y densidad de espinas dendriticas,
que repercute directamente en la funcionalidad del sistema (Page y cols., 2002).
Algunos estudios han mostrado que, aunque el proceso de deterioro debido al
envejecimiento afecta a todo el cerebro, este deterioro no se presenta de la
misma manera en todas las regiones cerebrales, se sabe que algunos de los
ndcleos mas afectados son la corteza cerebral, el hipocampo y el estriado,
particularmente el estriado dorsal (Mattson y Magnus, 2006).

Muchos estudios realizados tanto in-vivo como in-vitro, han demostrado que el
prolame tiene actividad antioxidante y como agente neuroprotector (Baur y
Sinclair 2006). Sin embargo, aunque ya se han evidenciado los efectos benéficos

de este compuesto, actualmente no se sabe cuales son los efectos que este
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amino estrogeno puede tener en la morfologia de las neuronas en un cerebro
envejecido. Es de gran importancia, poder evaluar cudl es el efecto que tiene la
administracion de prolame en el proceso de deterioro neuronal; ya que, la
pérdida de las funciones cerebrales se atribuye principalmente a las alteraciones

morfologicas que sufre la neurona durante el envejecimiento.

Hasta el momento no existe evidencia que demuestre que la capacidad
antioxidante del prolame, podré disminuir los cambios en la morfologia neuronal,
debidos a un incremento en los procesos de oxidacion en el cerebro;
principalmente en areas en las cuales el deterioro es mas notable, como es el
caso del hipocampo y nacleo accumbens. La evaluacion del efecto de este amino
estrogeno sobre los procesos de dafio por oxidacién, reflejados en las
caracteristicas morfologicas de la neurona, seria de gran ayuda para formular
nuevas estrategias terapéuticas, que permitan a las personas, mantener la
funcién cerebral, permitiendo con ello la calidad de vida en las personas de edad

avanzada.

3. HIPOTESIS

La administracién crénica del Prolame en ratones seniles aumenta la memoria
de reconocimiento, previene las alteraciones morfolégicas neuronales que se

presentan en el hipocampo y el ndcleo accumbens.

4. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar el efecto del prolame sobre la memoria de reconocimiento en relacion
con la morfologia neuronal en las regiones hipocampal y NAcc en ratones de

edad avanzada.
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Objetivos particulares

e Evaluar el efecto de la administracion cronica del prolame sobre la

actividad motora de ratones seniles.

e Evaluar el efecto de la administracion cronica de prolame sobre la
arborizacion y longitud dendritica de neuronas piramidales de Hipocampo
y neuronas espinosas medianas de Nuacleo Accumbens de ratones

seniles.

e Evaluar el efecto de la administracion crénica de prolame sobre la
densidad de espinas dendriticas en neuronas piramidales de neuronas
piramidales de Hipocampo y neuronas espinosas medianas de Nucleo

Accumbens de ratones seniles.

5. METODOLOGIA
5.1 Administracion del prolame en los animales

Veinte ratones machos CD1 (80-90 gr) de 18 meses de edad fueron obtenidos
del Vivarium de la Facultad de Medicina de la UNAM. Los animales se alojaron
en un ambiente controlado por temperatura y humedad en un ciclo de luz-

oscuridad de 12 horas con acceso libre a alimentos y agua.

Los animales se dividieron en dos grupos (n = 10 / grupo): vehiculo (control) y
grupo prolame. Todos los procedimientos descritos en el presente estudio fueron
de acuerdo a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del
Consejo Mexicano para el Cuidado de Animales NOM-062-ZO0O-1999 Y las
Directrices para el Uso de Animales en la Investigacién en Neurociencia de la
Sociedad de Neurociencias. Se hicieron esfuerzos para reducir al minimo el
namero de animales utilizados y para asegurar que el dolor y malestar en los
animales fue minimo. Se administré6 Prolame (400uM a 50nM x 60 dias) o
volimenes equivalentes de vehiculo (aceite de sésamo, 400 pl x 60 dias)
subcutaneamente (SC) por la mafiana (entre 8:00 am y 10:00 am). La dosis de
los tratamientos que utilizamos fue escogida o calculada sobre la base de

reportes anteriores (Limon et al., 2012; Gonzalez et al., 2010; Lemini et al., 2005).
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5.2 Actividad locomotora espontanea en un ambiente novedoso

Al final de la administracion de prolame, la actividad locomotora espontanea se
evaludé en un nuevo entorno para los ratones prolame y de control. Los ensayos
se realizaron como se ha descrito anteriormente (Flores et al., 1996, Lazcano et
al., 2015). La actividad locomotora fue monitoreada en 10 jaulas individuales (20
x 40 x 30 cm), cada una de las cuales estaba equipada con un detector de ocho
haces de luz conectado a un contador de computadoras (Technology Digital,
México). Los ratones no aclimatizados se colocaron en las cajas de actividad, y
se registraron los cruces de haz de luz durante 60 min. Todos los animales

fueron examinados entre las 8:00 y las 10:00 am

5.3 Tarea de reconocimiento de objetos novedosos (NORT)

La memoria fue evaluada por NORT, que se basa en la tendencia de los
animales a dedicar mas tiempo a explorar un objeto novedoso que un objeto
familiar (Antunes y Biala, 2012). Los animales se colocaron en un aparato de
campo abierto con dimensiones rectangulares (60 cm de ancho x 60 cm de
longitud x 50 cm de altura). En la primera etapa de la prueba, se permitio a los
animales explorar individualmente la arena durante 5 min. Veinticuatro horas
después (segunda etapa), los animales se colocaron en el aparato de campo
abierto con dos objetos equivalentes (Familiares) durante 5 min para medir el
tiempo que tomaban para examinar cada objeto. Para evaluar la memoria de
reconocimiento a corto plazo (STRM), dos horas después de la exposicion de los
dos objetos similares, uno de los objetos familiares fue intercambiado con un
nuevo objeto en la misma ubicacion de la arena. El animal se colocd nuevamente
en la caja y se le dejo explorar durante 5 min. Se registraron los tiempos de
exploracion para los objetos familiares y novedosos durante la prueba
STRM. Veinticuatro horas después, se evaludé la memoria de reconocimiento a
largo plazo (LTRM) con una metodologia ya descrita (Espinosa et al., 2013). Se
obtuvo el cociente de exploracion (EQ) = (TN - TF) / (TN + TF) (Antunes y Biala,
2012), donde TF y TN representan el tiempo explorando los objetos familiares y

novedosos, respectivamente. Para excluir la interferencia de olores, el aparato
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de campo abierto y los objetos se limpiaron con etanol al 70% después de cada

sesion.

5.4 Evaluacién morfolégica por la tincién de Golgi-Cox

Después de la prueba NORT, los ratones fueron anestesiados con pentobarbital
sédico (75 mg/ kg de peso corporal, ip) intracardialmente con una solucién salina
al 0,9%. Se retiraron los cerebros y se cortaron en secciones coronales de 200
pMm de espesor del hipocampo dorsal CA1 y CA3 (DH), giro dentado (GD) asi
como las regiones NAcc usando un vibratomo (Campden Instrument, MA752,
Leicester, UK). Estas secciones se recogieron en placas limpias recubiertas de
gelatina y se tifieron, utilizando el método de Golgi-Cox modificado como se

describio previamente (Flores et al., 2005).

La técnica de Golgi es un sencillo procedimiento histolégico que revela la
morfologia neuronal completa en tres dimensiones. Este método se fundamenta
en la formacién de depoésitos opacos intracelulares de cromato argéntico,
producto de la reaccion entre el bicromato de potasio y el nitrato de plata
(reaccidén negra). La impregnacién revela la morfologia neuronal completa en
tres dimensiones. La imagen que se observa de una neurona coloreada con el
método de Golgi equivale, en menor escala, a la que se obtiene de una neurona
reconstruida a partir de cortes seriados en microscopia electrénica de

transmission (Orlando Torres-Fernandez, 2006)

5.5 Observacion microscopicay analisis Sholl

Se seleccionaron células piramidales de CA1 y CA3 (DH), células granulares
(DG) y neuronas espinales medias (NAcc) para cada grupo de animales (Paxinos
y Watson 1998). Las neuronas de las areas izquierda y derecha del cerebro
fueron dibujadas usando camara lucida a una ampliacion de 250X (DMLS, Leica
Microscope) por un observador entrenado "ciego" a las condiciones

experimentales (Kolb et al., 1998). Se gener0 una reconstruccion secuencial
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bidimensional de todo el arbol dendritico para cada neurona y el trazado
dendritico se cuantific6 mediante el analisis de Sholl (Sholl, 1953) de la siguiente
manera: una reticula transparente con anillos concéntricos equidistantes (10 um)
se centrd sobre el trazado del arbol dendritico y el nimero de intersecciones
anulares se utilizaron para estimar la longitud dendritica total y la arborizacion
dendritica (Flores et al., 2005, Kolb et al., 1998, Martinez-Tellez et al., 2005,
Tendilla-Beltran Et al., 2016). El nUmero total de ramas dendriticas (ramificacion
indicada por bifurcado), otra estimacion de la arborizacién dendritica, se cont6
en cada orden alejada del cuerpo celular o eje dendritico. Para calcular la
densidad de la columna, se determind una longitud de dendrita (por lo menos>
10-um de longitud) a 1000X, se midio la longitud exacta del segmento dendritico
y se contd el numero de espinas a lo largo de la longitud (para dar espinas /10-
pum). Se analizaron la longitud dendritica y la densidad de la columna vertebral
para las células piramidales (n = 10 por cada animal, total de n = 1000 por grupo)

para las dendritas basilares.

5.6 Andlisis estadistico

Los valores medios de cada regién del cerebro por animal se trataron como una
sola medicion para el andlisis de los datos. Los datos de longitud dendritica,
namero de columna vertebral y actividad locomotora se analizaron por ANOVA
bidireccional, seguido de la prueba posthoc Newman-Keuls para comparaciones,
con Prolame y cada region analizada como factores independientes (P <0,05 se
consideré significativo). Los datos de longitud por orden de rama también se
analizaron con ANOVA bidireccional, seguido de la prueba posthoc Newman-
Keuls para comparaciones, con prolame y orden de rama como factores

independientes (siendo significativos p <0,05).
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6. RESULTADOS
6.1 Actividad motora en un entorno novedoso

La Figura 1 muestra el efecto de la administracion cronica de prolame sobre la
actividad motora en un entorno novedoso, en ratones de edad avanzada. Los
animales tratados con Prolame y su grupo de control respectivo inicialmente
mostraron un aumento en la locomocién en los primeros 10 minutos de la prueba,

lo que refleja una conducta exploratoria activa en un entorno novedoso.

Posteriormente, la actividad locomotora se redujo gradualmente a un nivel
estable hasta el final de la prueba. La comparaciéon del comportamiento motor
entre los grupos experimentales indic6 que no hubo diferencia significativa
(andlisis bidireccional ANOVA [efecto de intervalos de tiempo F 1,78 = 39.5, P <
0.001]) entre los intervalos de tiempo (0-20, 20, 20, 20, 20) -40 y 40-60 min). Los
resultados también mostraron que el tratamiento con prolame no modifica la
actividad motora en relacién con el grupo de control. Alternativamente, el analisis
estadistico de la actividad locomotora total en ratones tratados con prolame no
fue significativamente diferente en comparaciéon con los ratones de control (P
<0,05, Figura 1B).

6.2 Tarea de reconocimiento de objetos novedosos

Los resultados NORT se muestran en la Figura 1C. El andlisis del tiempo de
exploracion indicé que los ratones envejecidos de control y los tratados con
prolame no presentaron cambios significativos. Cuando la fase STRM se analizé
no hubo cambios significativos entre los grupos. Sin embargo, en el analisis de
LTRM, el grupo prolame presenté un aumento significativo en el cociente de
exploracion en comparaciéon con los ratones control durante las pruebas LTM
(ANOVA bidireccional, p <0,05). Esto sugiere que la administracién de prolame
mejora la memoria de reconocimiento a largo plazo en ratones de edad

avanzada.
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Figura 1. — El prolame no modifica la actividad locomotora inducida a un nuevo entorno (A, B) y
mejora la memoria de largo plazo (MLP) en la tarea de memoria de reconocimiento de objetos
novedosos en ratones de edad avanzada (C).

6.3 Analisis de la morfologia dendritica por tincion de Golgi-Cox

El procedimiento de impregnacion de Golgi-Cox llené claramente los ejes
dendriticos de las neuronas piramidales de las areas CA1 y CA3 del DH, células
granulares de las DG y neuronas espinosas medias del NAcc, como se muestra
en las Figs. 2A - 5A. El efecto del prolame sobre la morfologia dendritica de DH,
DG y NAcc en ratones envejecidos se ilustra en las Figs. 2B - 5B. Se midio la
ramificacion dendritica, la longitud dendritica total (TDL) y la densidad de las
espinas dendriticas de las neuronas en estas mismas regiones cerebrales
usando tincién de Golgi-Cox, como se informo anteriormente (Flores et al., 2005,
Lazcano et al., 2015, Tendilla Beltran et al., 2016). Para cada animal, se
seleccionaron 10 neuronas por region, con un total de 1000 neuronas

seleccionadas.
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6.4 Morfologia dendritica en CA1

La figura 2 C muestra el efecto del prolame en la morfologia dendritica CAl
(DH). El analisis de ANOVA bidireccional de la densidad de espinas dendriticas
correspondiente a las neuronas piramidales de esta region del hipocampo
mostré un aumento significativo en los animales tratados crénicamente con
prolame (F1, 42 = 3,27 p <0,0001) en comparacion con el grupo de control. El
andlisis TDL de CA1-DH revel6 que la administracion de prolame aumento la
longitud dendritica (ANOVA bidireccional, (F1, 42 = 3,52, p = 0,0931) (Fig. 2D).

El andlisis del orden de ramificacion de CA1 (ANOVA bidireccional, (F1, 82 =
12,78, p <0,0015), reveld que la longitud del tercer y cuarto orden de ramificacion
se incrementd significativamente en el grupo prolame en comparacion con el
grupo de control (P< 0.05) (Fig. 2E).
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Figura 2. Efecto del Prolame de la morfologia dendritica de las neuronas piramidales de CA1 del
DH de ratones de edad avanzada. A: Coloracion Golgi-Cox representativa. B: Esquemas
esquematicos representativos del arbol dendritico. C: Densidad de la columna dendritica. D:
Muestra la densidad de la columna dendritica. E: Longitud dendritica total. F: Longitud de la rama
dendritica del subcampo CA1l del HD de ratones envejecidos tratados con vehiculo y el
prolame. *P <0,05; ** P <0.01.
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6.5 Morfologia dendritica en CA3

El analisis estadistico del niumero de espinas dendriticas en las neuronas
piramidales CA3 del DH evidencié un aumento significativo en el grupo prolame
en relacién con los ratones de control (Fig. 3C) (F1, 43 = 2.523; p = 0.6622). El
andlisis de TDL de CA3 revel6 que prolame modificd positivamente la longitud
dendritica (ANOVA bidireccional, (F1, 43 = 4,37, p = 0,0835) (Fig. 3D). El analisis
de orden de ramificacion CA3 revel6 que la longitud del orden de la tercera y
cuarta rama aumento significativamente en animales tratados crénicamente con

el prolame en comparacion con el grupo de control (Fig. 3E).
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Figura 3. Efecto Prolame de la morfologia dendritica de las neuronas piramidales en CA3 del
DH de ratones de edad avanzada. A: Coloracion Golgi-Cox representativa. B: Dibujos
esquematicos representativos del arbol dendritico. C: Densidad de la columna dendritica. D:
Muestra la densidad de la columna dendritica. E: Longitud dendritica total. F: Longitud de la rama
dendritica del subcampo CA3 del HD a partir de ratones envejecidos tratados con vehiculo y

Prolame. *P <0,05; ** P <0.01.
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6.6 Morfologia dendritica en el DG

El efecto del prolame sobre la morfologia dendritica de las células granulares
(DG) en ratones viejos se muestra en la figura 4. El andlisis de ANOVA
bidireccional de la densidad dendritica de las células de granulares revel6 que la
administracion de prolame causé un aumento significativo comparado con el
control (Fig. 4C) (F1, 41 = 10,10; p = 0,0017). El andlisis TDL de las células
granulares no mostr6 cambios después de la administracion del prolame en
relacion con la longitud dendritica y el orden de ramificaciones en relacion con el
grupo de control (Fig. 4D-E).
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Figura 4. Efecto de la administracién de prolame en la morfologia dendritica de células
granulares de giro dentado (DG) de ratones de edad avanzada. A: Coloracién Golgi-Cox
representativa. B: Dibujos esqueméticos representativos del arbol dendritico. C: Densidad de la
columna dendritica. D: Longitud dendritica total. E: Longitud de la rama dendritica de células
granulares de Dentate Gyrus (DG) de ratones envejecidos tratados con vehiculo y Prolame a las
8 semanas. *P <0.05; ** P <0.01.
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6.7 Morfologia dendritica del Nucleo accumbens

No se observaron cambios significativos en la densidad de las espinas
dendriticas, la longitud dendritica y el orden de ramificacién dendritico en las
neuronas espinosas medianas del NAcc en ninguno de los grupos de animales
(Fig. 5C-E).
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Figura 5. El prolame no cambia en la morfologia dendritica de las neuronas espinosas medias
de NAcc de ratones de edad avanzada. A: Coloracion Golgi-Cox representativa. B: Dibujos
esquematicos representativos del arbol dendritico. C: Densidad de la columna dendritica. D:
Longitud dendritica total. E: Longitud del dendriticas de las neuronas espinosas medias de
NAcc de ratones de edad avanzada tratados con vehiculo y el prolame por 8 semanas. *P
<0.05; ** P <0.01.

7. DISCUSION

El envejecimiento humano se propone como un estado de deterioro funcional y
progresivo en el que las funciones fisiologicas se deterioran a través del tiempo
(Flatt, 2012). Esto provoca cambios bioquimicos, celulares y estructurales que
promueven la aparicion de enfermedades cronicas degenerativas. Durante el
envejecimiento, uno de los érganos afectados principalmente es el cerebro,
porque hay una reduccion en la neurogénesis y la densidad de las espinas

dendriticas (Burke y Barnes, 2006). En consecuencia, la neurotransmision y la
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neuroplasticidad se deterioran significativamente (Segovia et al., 2001), lo que
explica la aparicion de demencia o fallas en las habilidades motoras que
comprometen la calidad de vida de los seres humanos. Por lo tanto, es de suma
importancia el desarrollo de estrategias que ayuden a prevenir o retrasar las
consecuencias del envejecimiento y, por lo tanto, reducir la incidencia de
enfermedades neurodegenerativas que afectan a la poblacion de adultos

mayores en el mundo.

Los estrégenos estan implicados en el mantenimiento de la funcion
cerebral (Rossetti et al, 2016. Galea et al, 2016). Estas hormonas interactian
con diferentes receptores, incluyendo el estrégeno alfa y beta, que estan
presentes en el cerebro (Mikosha et al., 2015; Almey et al., 2016). Los
estrogenos pueden activar diferentes vias de sefalizaciébn para modular los
procesos de neuroplasticidad, y, ademas, inhibir el estrés oxidativo, la respuesta
inflamatoria y la apoptosis (muerte neuronal). El efecto neuroprotector inducido
por los estrégenos modula diferentes procesos fisiolégicos y de comportamiento
en mamiferos (Galea et al., 2016, Gatson et al., 2012). Sin embargo, se ha
informado, en condiciones de envejecimiento, que una disminucion significativa
en los niveles de estrégeno afecta drasticamente la funcion cerebral en la
plasticidad neuronal en las regiones limbicas y consecuentemente el desarrollo
del comportamiento cognitivo y motor; ademas de aumentar el riesgo de
enfermedades demenciales tales como la enfermedad de Alzheimer (AD)
(McGilvray, 2016; Shults et al, 2015).

Recientemente informamos que Prolame (N- (3-hidroxi-1,3,5 (10) -estratrien-
17B-yl) -3-hidroxipropilamina), un aminoestrégeno con efectos estrogénicos y
antitrombdticos (Gonzalez et al., 2010, Lemini et al., 2005), tiene un efecto
neuroprotector contra el estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria inducida por
la toxicidad amiloide-B en el hipocampo de roedores (Limon et al., 2012),
ademas, evit6 el deterioro de la memoria espacial. Prolame es un compuesto no
feminizante cuando se evalGa en ratas macho (Jaimez et al., 2001). En este
trabajo Prolame se empled como un tratamiento alternativo en ratones de edad
avanzada. Los resultados mostraron que la administracion de prolame durante 8
semanas mejoré la memoria de reconocimiento y promovio la hiperplasia

dendritica en el hipocampo y regiones DG, CAl1 y CA3, respectivamente.
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Una caracteristica del envejecimiento es la disminucion de las funciones
cognitivas y motoras, lo que probablemente se debe a la disminucion de la
funcidén-estructura de las neuronas del hipocampo y NAcc, respectivamente
(Hovens et al., 2015). Estas regiones cerebrales son vulnerables a la muerte
neuronal inducida por inflamacion o por radicales libres, asi como la disminucién
de factores neurotréficos tales como BDNF (Walsh et al., 2016). Nuestros
resultados indican que el tratamiento de prolame durante 8 semanas no modifico
el comportamiento motor, pero si mejor6 la tarea de desarrollo del
reconocimiento de objetos (NORT). Varios informes indican que los estrogenos
aumentan la neurotransmision excitatoria a lo largo del hipocampo y activan la
sefalizacion del BDNF (Balasubramanian et al.,, 2014), permitiendo la
modulacién de la potenciacién a largo plazo y la mejora de la memoria. Como
los estrogenos no alteran los niveles de dopamina en el cerebro (Wu et al., 2015,
Spencer-Segal et al., 2012), los animales tratados con prolame no mostraron
cambios en la actividad motora. Estudios con prolame indican que este
aminoestrogeno previene déficits en la memoria espacial, sin causar alteracion
en el comportamiento motor en roedores empleados para el estudio de la
ansiedad (Limon et al., 2012; Lemini et al., 2016). La inhibicion del estrés
oxidativo y la inflamacion, particularmente en el hipocampo de los roedores se
considera como un efecto neuroprotector. EI tratamiento Prolame reduce
significativamente los déficits de memoria en ratones y ratas ovariectomizados,
lo que demuestra un efecto estrogénico (Lemini et al.,, 2005, Nissen et al.,
2012). Nuestros resultados sugieren que la administracién de prolame durante 8
semanas previene el deterioro de la memoria de reconocimiento en ratones de

edad avanzada.

Para demostrar el efecto neuroprotector del prolame en la morfologia neuronal
utilizamos el método de impregnaciéon de Golgi-Cox y el andlisis de Sholl (Gibb
y Kolb, 1998, Flores et al., 2016) para evaluar la morfologia dendritica, el nimero
de espinas, la longitud dendritica y arborizacion de neuronas piramidales
correspondientes a DH-CA1 y DH-CAS, asi como células granulares de DG y
neuronas espinosas medias de NAcc. Los resultados indicaron que el
tratamiento prolame causé cambios en la morfologia dendritica de ratones

envejecidos, especialmente en las neuronas piramidales de los subcampos DH
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de CAl y CA3, asi como en células granulares de DG. Ambas regiones
cerebrales son de interés cognitivo y en modelos de envejecimiento muestran
una reduccion en la densidad dendritica de las espinas dendriticas y la longitud
dendritica, (Alcantara-Gonzalez et al., 2012; Hernandez-Hernandez et al., 2016),
porque son altamente susceptibles al estrés oxidativo, Respuesta inflamatoria y
apoptosis, que causan la muerte neuronal (Mattson y Magnus, 2006). La
administracion crénica de prolame produjo un efecto protector, disminuyendo la
pérdida de arborizacion, longitud dendritica y retraccion neuronal en las regiones
CA1ly CA3 de del hipocampo de los ratones de edad avanzada.

Los estrogenos aumentan las espinas dendriticas del hipocampo y la densidad
sinaptica (Tuscher et al., 2016, Hojo et al., 2015, Vierk et al., 2015). Existe una
fuerte correlacion entre los estrogenos, espinogéenesis y mejoras en la cognicion
(Lacreuse et al., 2015). Por lo tanto, los cambios crénicos en las concentraciones
circulantes de estradiol alteran la densidad de las espinas dendriticas de las
células piramidales en el hipocampo (Woolley et al., 1990 y Luine y Frankfurt,
2013).

En los roedores de edad avanzada (Luine, 2014, von Bohlen y Halbach et al.,
2006), que mostraron una disminucion en los niveles de estrégeno, hay una
reduccion en la densidad de espinas dendriticas en comparacion con los
animales jovenes. Las hembras mayores que muestran deterioro de la memoria,
asi como una reduccién de las concentraciones seéricas de estroégeno, tienen una
marcada disminucion en la densidad de las espinas dendriticas en las neuronas
piramidales CA1 y CA3 (Luine et al.,, 2011). Ademas, la administracion de
estradiol mejora las etapas de adquisicién, como se demuestra en la prueba de
laberinto de agua, y se correlaciona con aumentos en el nimero de espinas
dendriticas. (Markham et al., 2013). No hubo cambios en la morfologia dendritica
en las neuronas espinosas medias de NAcc responsables de modular el
comportamiento motor probablemente debido a que la densidad de receptores
de estrogenos en esta region cerebral es menor en comparacion con el

hipocampo.
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8. CONCLUSION

Nuestros resultados sugieren que el tratamiento con prolame mejora los

procesos de neuroplasticidad en el hipocampo durante el envejecimiento

promoviendo un aumento de la densidad de espinas dendriticas, asi como la

longitud dendritica de las regiones CA1 y CA3 del hipocampo dorsal y las células

granulares de la DG, lo que mejora la memoria de reconocimiento. Por lo tanto,

el prolame es un potente aminoestrégeno con un efecto especifico sobre la

plasticidad neuronal cerebral de ratones de edad avanzada que mejora el

comportamiento funcional y la memoria de reconocimiento.
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