
 

 

 

 

 

 

LABORATORIO DE BIOQUÍMICA NEUROENDÓCRINA 

INSTITUTO DE BIOLOGÍA Y MEDICINA EXPERIMENTAL – 

CONICET 

 

El fitoestrógeno genisteína como posible terapia neuroprotectora de 

la encefalopatía hipertensiva en ratas espontáneamente hipertensas 

(SHR) 

 

Tesis de Licenciatura 

Autor: Santiago Rubén Ronchetti 

Directora: Luciana Pietranera 

Año 2021 

Buenos Aires, Argentina 



2  
 

ÍNDICE 

 

RESUMEN          4 

PALABRAS CLAVES         5 

AGRADECIMIENTOS         5 

INTRODUCCIÓN         6 

 Hipertensión esencial        6 

 Ratas SHR         7 

 Neuroinflamación        8 

  Astrocitos y astrocitosis       8 

  Microglía y Microgliosis       9 

 Hipocampo         11 

  Estructura del hipocampo      11 

  Funciones del hipocampo      13 

 Neuropatología hipocampal en la hipertensión     15 

  Neurogénesis adulta       15 

 Deterioro cognitivo asociado a la hipertensión     18 

 Mecanismos de neuroprotección de los estrógenos    19 

  Protección asociada a los receptores de estrógenos   20 

   Rol de los receptores ER     20  

   Rol del receptor GPER      21  

  Neuroprotección por estradiol      21  

  Células involucradas en la neuroprotección    23  

  Estrógenos y neurogénesis      23  

 Genisteína         24  

ANTECEDENTES         26 

 Expectativas traslacionales del proyecto investigado en esta tesina de Lic. 27 

OBJETIVOS          28  

HIPÓTESIS          28  

MATERIALES Y MÉTODOS        29  

 Modelo experimental        29  

 Experimento         29  

 Medición de la presión arterial por método indirecto    30  

 Inmunohistoquímica de GFAP, DCX e IBA1     30  



3  
 

 Tests de comportamiento       32  

  Novel Object Recognition Test (NOR)     32 

  Test de laberinto en “Y” (Y-Maze)     33  

 Analisis estadístico        34  

RESULTADOS          34  

 Efectos de GEN en la presión arterial y en el peso de los tejidos   34  

 Efectos de GEN sobre las células DCX+     35  

 Efectos de GEN sobre la inmunoreactividad GFAP+ en el hipocampo  36  

 Efectos de GEN sobre la inmunoreactividad IBA+ en el hipocampo  38  

 Novel Object Recognition Test (NOR)      40  

 Test de laberinto en “Y” (Y-Maze)      41  

DISCUSIÓN          42  

CONCLUSIONES         45  

BIBLIOGRAFÍA          46  

  



4  
 

RESUMEN 

La hipertensión esencial es una enfermedad de gran prevalencia en la sociedad y de 

naturaleza poligénica que causa un aumento sostenido en el tiempo de la presión arterial. Los 

efectos de la hipertensión son muy variados en el cuerpo humano y por eso sus efectos no se 

ven delimitados a efermedades y órganos cardiovasculares solamente. Uno de estos órganos 

blanco es el cerebro, dentro del cual el hipocampo es especialmente vulnerable a los efectos 

de la enfermedad. La neuropatología hipocampal está asociada a la hipertensión esencial y es 

una característica descrita de nuestro modelo, la rata espontáneamente hipertensa (SHR). Esta 

neuropatología está caracterizada por ciertas alteraciones hipocampales como la disminución 

de la neurogénesis en el giro dentado y el aumento de la reactividad de astrocitos y microglía 

en todo el hipocampo. Además, la enfermedad está asociada al deterioro cognitivo temprano y 

es un factor de riesgo para distintos tipos de demencia como la vascular y la asociada a la 

enfermedad de Alzheimer.  

Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la administración exógena de 17-β 

estradiol logra revertir estas alteraciones pero al mismo tiempo tiene efectos no deseados tanto 

feminizantes como cancerígenos. Los estrógenos son neuroprotectores para distintos tipos de 

enfermedades y actúan principalmente a través de la modificación de la expresión génica 

asociada a los receptores clásicos ERα y ERβ y el receptor de estrógeno acoplado a proteína 

G (GPER). El receptor ERβ está relacionado a los efectos sistémicos no deseados mientras 

que el receptor ERβ y GPER están relacionados a los efectos neuroprotectores. La genisteina 

(GEN) es un fitoestrógeno encontrado en la soja que se une a los receptores ERβ y GPER. Es 

por esto que pensamos que tiene efectos neuroprotectores y el objetivo de este trabajo fue 

determinar si el tratamiento con genisteina es capaz de revertir la neurodegeneración 

producida por la hipertensión sin producir los efectos no deseados que acompañan al 17-β 

estradiol.  

Para estudiar el efecto de la genisteína (GEN) se analizaron parámetros hipocampales, 

sistémicos y cognitivos. Trabajamos con un grupo de ratas macho SHR de 5 meses de edad 

inyectándolas con una solución de genisteína suspendida en aceite de ricino diariamente por 2 

semanas. Además trabajamos con dos grupos control, uno normotenso Wistar-Kyoto (WKY) y 

otro grupo hipertenso de ratas SHR inyectadas con vehículo. Utilizando inmunohistoquímica 

determinamos el número de astrocitos GFAP+ en diferentes zonas del hipocampo, la 

morfología de la microglía IBA1+ en las mismas zonas y el número de progenitores neuronales 

doblecortina positivos (DCX+) en el GD. Además, registramos el peso de los testículos e 

hipófisis, la presión arterial media y finalmente se estudió la memoria dependiente de 

hipocampo a través de dos tests: el test de reconocimiento de objeto novedoso y el test de 

laberinto en “Y”. 

La genisteína tuvo efectos neuroprotectores revirtiendo las alteraciones hipocampales 

causadas por la hipertensión esencial, mejoró la memoria dependiente de hipocampo y redujo 

parcialmente la presión arterial media en las ratas tratadas. Además, no tuvo efecto feminizante 
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ni cancerígeno en las ratas tratadas ya que no se modificó el peso de la pituitaria ni el peso de 

los testículos. Nosotros creemos que este trabajo abre una puerta hacia una nueva posibilidad 

terapéutica. 
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Introducción  

 

Hipertensión esencial 

La hipertensión esencial o primaria es una enfermedad crónica de origen incierto que causa un 

aumento sostenido de la presión arterial. Es una enfermedad con una gran incidencia (25-35%) 

en la población adulta y constituye un factor de riesgo para enfermedades cardiovasculares y 

renales, accidentes cerebrovasculares, la demencia vascular y la demencia asociada a la 

enfermedad de Alzheimer (Messerli, 2007).  

Pese a que no se conocen las causas puntuales de la hipertensión esencial, la epidemiología 

de la enfermedad ha sido estudiada en gran detalle (Goodfriend, 2009). A partir de esto se han 

identificado factores de riesgo para la enfermedad como el sobrepeso, la edad (la prevalencia 

aumenta fuertemente a partir de los 60) y el sexo (menor prevalencia en mujeres 

premenopausicas, esta tendencia se nivela despues de los 45 años), entre otras. 

Los efectos nocivos de la hipertensión no están limitados solamente a patologías graves en 

casos de pacientes crónicos con hipertensión no tratada. Algunos daños más sutiles se 

producen en las etapas tempranas de la enfermedad: entre ellos se encuentran la hipertrofia 

del ventrículo cardíaco izquierdo, la microalbuminuria (señal de daño renal) y el deterioro 

cognitivo, entre otros (Messerli, 2007).  

Con respecto al deterioro cognitivo, numerosos estudios han observado que el rendimiento 

cognitivo en pacientes hipertensos es deficitario y que estos pacientes tienen una mayor 

probabilidad de sufrir demencia (Waldstein, 1991; Korf, 2004). Algunos estudios han 

encontrado que pacientes hipertensos con presión arterial regulada a partir de medicación 

hipotensora han logrado revertir aunque sea parcialmente este deterioro cognitivo (Cacciatore, 

1997; Richards, 2000; Hajjar, 2005; Obisesan, 2008) pero estos resultados se contrastan con 

otros estudios donde se ha observado que el tratamiento hipotensor no tiene efecto en el 

rendimiento cognitivo (Messerli, 2007) o que incluso los cambios a nivel encefálico 

característicos de la neuropatología hipertensiva están presentes tanto en pacientes 

hipertensos tratados como no tratados (van Dijk, 2004; Raz, 2006; Kraut, 2008). Estos trabajos 

demuestran no solo una clara relación entre la hipertensión no tratada y el deterioro cognitivo 

sino que además muestran la importancia de desarrollar nuevas terapias conjuntas que 

además de mantener controlada la presión arterial puedan proteger al cerebro del deterioro 

cognitivo y el envejecimiento temprano.   

La naturaleza heterogénea de la enfermedad requiere de una mayor integración de los campos 

científicos que la estudian. Ya que la enfermedad es causada por una combinación de factores 

genéticos y ambientales, resulta imperativa la concordancia de la investigación clínica, 

molecular, genética y epidemiológica para identificar combinaciones específicas  de los 

factores mencionados que aumenten la presión arterial y poder así diseñar terapias acorde 

(Staessen, 2003). 
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Ratas SHR 

La rata espontáneamente hipertensa (SHR) es un modelo genético de hipertensión esencial 

ampliamente utilizado para el estudio de enfermedades cardiovasculares. Fue desarrollada a 

partir de la cría endogámica de ratas Wistar-Kyoto (WKY) que manifestaban un fenotipo 

hipertenso hasta lograr que un 100% de la progenie presente hipertensión esencial. Los 

animales son normotensos al nacer y a los 6 meses de vida ya muestran hipertensión 

sostenida (Okamoto, 1969).  

La rata SHR ha sido el modelo más utilizado para el estudio de la hipertensión esencial dadas 

las similitudes en el desarrollo de la enfermedad en las ratas y en los humanos. Estas 

similitudes incluyen el desarrollo progresivo de la enfermedad con el paso del tiempo (Doggrell 

y Brown, 1998), la mayor incidencia de la enfermedad en machos y un aumento en el tono 

simpático en las etapas tempranas de la enfermedad.  

Numerosos estudios han demostrado un aumento en la actividad del sistema renina-

angiotensina en el tronco del encéfalo de ratas SHR al igual que un aumento en actividad en 

las vías de señalización mediadas por el receptor de angiotensina II tipo 1 (AT1R) (Haspula y 

Clark, 2017). La activación astroglial del sistema renina-angiotensina altera significativamente 

el balance de citoquinas pro y anti inflamatorias en el tronco del encéfalo y produce un aumento 

significativo de la actividad simpática vasomotora (Haspula, 2018). 

Wu (2012) demostró que la activación microglial relacionada a la inflamación sistémica lleva a 

un aumento de la presencia de estados tisulares inflamatorios y oxidativos que se 

correlacionaron con el desarrollo de la hipertensión en las ratas SHR. Mientras tanto, los 

astrocitos, quienes ven aumentada su reactividad en los procesos neuroinflamatorios, son 

claves en la formación de la barrera hematoencefálica. Esta barrera aumenta su permeabilidad 

durante la hipertensión y otras enfermedades cardiovasculares a partir de la inflamación 

vascular y la disfunción endotelial, lo que permite la entrada de angiotensina II presente en la 

circulación sanguínea (Abbot, 2002). 

Los hallazgos típicos en el hipocampo de SHR incluyen degeneración, necrosis y apoptosis 

neuronal, reducción de la neurogénesis en el giro dentado, aumento de la reactividad astroglial, 

una reducción del volumen del hipocampo, un aumento en la expresión de la proteína ácida 

fibrilar glial (GFAP) y una reducción del factor neurotrópico derivado del cerebro (BDNF) 

(Sabbatini, 2002; Pietranera, 2006; Pietranera, 2010).  
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Neuroinflamación 

La neuroinflamación se refiere a la repuesta inflamatoria del sistema inmune innato ubicada en 

el sistema nervioso central y en la médula espinal. Esta respuesta del tejido nervioso tiene 

como principal objetivo eliminar desechos celulares, limitar la infección del tejido por parte de 

patógenos externos y asistir en la reparación de tejidos dañados (Yang, 2018). Sin embargo, 

en enfermedades neurológicas crónicas, la persistencia en el tiempo de la neuroinflamación 

puede causar efectos adversos en el tejido nervioso. 

Este proceso se desencadena principalmente a partir de la activación de las principales células 

inmunes del sistema nervioso (astrocitos y microglías) que se activan en diferentes estados 

(Schain, 2017). La sobre estimulación de estas vías pro inflamatorias dentro del encéfalo se ha 

identificado como un factor de riesgo para varias enfermedades neurodegenerativas. El estado 

pro inflamatorio y las vías neuroinflamatorias pueden ser desencadenadas por distintos 

factores como los insultos inflamatorios, la edad, el background  genético y factores 

ambientales, entre otros (Shabab, 2016).  

El proceso neuroinflamatorio no es un proceso simple sino que depende de la interacción de 

las distintas células del sistema nervioso central con las variables del ambiente a las que 

responden de distintas formas. Según Schain (2017) las células gliales pueden adoptar roles 

pro o anti inflamatorios dependiendo de los escenarios puntuales a las que se enfrentan y la 

coordinación e interacción entre estas células va a definir el estado final del tejido. En 

condiciones normales estas células responden de manera organizada a los factores 

ambientales para mantener la homeostasis y para elaborar una respuesta inmune a amenazas 

puntuales en el sistema nervioso central (Yang, 2018).  

Las funciones pro inflamatorias de las células gliales incluyen la liberación de citoquinas y 

especies reactivas de oxígeno. Esto puede causar daño en neuronas sanas, disfunción 

sináptica, pérdida de sinapsis e incluso muerte neuronal. Por lo tanto, un desbalance 

prolongado entre los factores pro y anti inflamatorios en las células neuroinmunes puede llevar 

a causar daño tisular en el sistema nervioso central y puede contribuir a los cambios 

patológicos producidos por varias enfermedades neurodegenerativas (Schain, 2017).  

 

Astrocitos y astrogliosis 

Los astrocitos cumplen un rol muy importante en el funcionamiento del sistema nervioso 

central. Además de controlar el flujo sanguíneo nervioso, mantienen la barrera 

hematoencefálica, modulan el metabolismo y la excitabilidad neuronal y participan en algunas 

sinapsis llamadas sinapsis tripartitas (García Segura, 2019). Los astrocitos están involucrados 

también en la neurogénesis adulta, la sinaptogenesis, la formación de la mielina y en la 

reparación de tejido nervioso dañado (Sofroniew, 2010).  
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En condiciones neurodegenerativas o por respuesta a daño o isquemias, los astrocitos adoptan 

un fenotipo reactivo involucrándose así en la respuesta inflamatoria. Entran en un proceso de 

cambio morfológico y funcional caracterizado por la sobreexpresión de GFAP (proteína ácida 

fibrilar de la glia) que es el principal componente de los filamentos intermedios del citoesqueleto 

de las nuevas prolongaciones (Silver, 2016). Además, reducen los niveles de glutamato 

extracelular y liberan factores neurotróficos.   

 

 

Fig. 1: Niveles de Astrogliosis (Sofroniew, 2009) 

 

La astrogliosis no es una respuesta de “todo o nada” sino que se trata de un gradiente fino de 

cambios en la expresión génica y la morfología de los astrocitos. Estos cambios están 

regulados por mecanismos de señalización tanto inter como intracelulares (Sofroniew, 2009).   

Los astrocitos tienen la capacidad de sintetizar moléculas con una gran variedad de funciones y 

de alterar la expresión de moléculas involucradas en todos los aspectos de la actividad de la 

célula (Eddleston, 1993). Pueden afectar cambios en su estructura celular, su metabolismo 

energético, sus vías de señalización intracelular y en las bombas y proteínas transportadoras 

de su membrana plasmática. La astrogliosis es sinónimo de lesión cerebral y el aumento de la 

expresión de GFAP en astrocitos es una característica típica de las ratas SHR (Tomassoni 

2004). Los astrocitos pueden liberar mediadores pro inflamatorios y citoquinas que dañan a las 

neuronas y atraen a los macrófagos y microglia (Pekny and Nilsson, 2005; Chikanza, 2000).  

 

Microglia y microgliosis 

Las microglías son los principales actores en la iniciación y la resolución de la respuesta 

inmune en el SNC. En condiciones de descanso escanean el ambiente tisular y se activan en 

presencia de patógenos o de células dañadas. Las microglías migran hacia el sitio del daño 

para restaurar la homeostasis tisular a través de la liberación de moléculas pro y anti 

inflamatorias y de la fagocitación de agentes infecciosos, debris celular y células dañadas 

(García Segura, 2019).  
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Aunque el objetivo de la activación de la microglía (al igual que en los astrocitos) es el de 

reparar el tejido dañado, en enfermedades neurodegenerativas e inflamatorias la microglía 

puede presentar anormalidades funcionales que impidan el desarrollo de la función reparadora 

e incluso en estos casos pueden contribuir al daño tisular. La microglía al activarse secreta 

citoquinas, factores neurotrópicos, especies reactivas de oxígeno y factores de coagulación. 

La morfología y la función microglial están relacionadas íntimamente. Según su morfología, las 

microglías se han clasificado en tres subtipos distintos: inactivas, activadas y reactivas 

(Fernandéz-Arjona, 2017). Las microglías inactivas o de vigilancia están caracterizadas por una 

morfología ramificada con prolongaciones largas y angostas con un cuerpo celular reducido 

mientras que las microglías activadas presentan una morfología inflamatoria o fagocítica con un 

cuerpo celular hinchado y prolongaciones más cortas y anchas. Las microglías reactivas suelen 

ser chicas y esféricas.  

 

 

Fig. 2: Morfología de microglia (Fernandéz-Arjona, 2017) 

  

En condiciones normales, predomina el fenotipo inactivo aunque no se encuentran inactivas 

sino que escanean constantemente el tejido.  

Desde el punto de vista inflamatorio, se pueden distinguir dos fenotipos microgliales: el “tipo 

M1” y  el “tipo M2” (Orihuela, 2016). El tipo M1 corresponde a un fenotipo proinflamatorio donde 

predomina la secreción de las citoquinas proinflamatorias TNF-α y IL-1β y se relaciona con los 

daños producidos por los procesos neuroinflamatorios. El tipo M2 en cambio, corresponde a un 

fenotipo antiinflamatorio donde predomina la secreción de IL-10 y TGF-β y se relaciona con la 

remoción de desechos celulares y la reparación tisular.  
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Hipocampo 

Estructura 

El hipocampo es una estructura cerebral de gran importancia y una de las principales 

estructuras del sistema límbico. Tiene una estructura pareada con dos mitades especulares en 

cada hemisferio cerebral y se encuentra en la línea media de la corteza cerebral donde ésta se 

repliega sobre si misma en el lóbulo temporal medial (Nieuwenhuys, 2009).  

Las regiones del hipocampo que se pueden destacar son el giro dentado y el asta de Ammon o 

Cornus ammonis (CA) que a su vez se divide en tres campos (CA1-CA3) según el tamaño y 

densidad de las neuronas piramidales que los componen (Pinel, 2000). El campo CA1 se 

caracteriza por su capa de neuronas (Kahle, 2018) piramidales pequeñas mientras que CA2 

presenta una capa más estrecha y densa de neuronas piramidales grandes. La región CA3 

también exhibe una capa de piramidales grandes pero de menor densidad.  

 

 

 

 

Fig. 3: Formación del hipocampo: 1-3: regiones CA1-3; 4: tracto perforante; 6: neuronas 

granulares; 7: fibras musgosas; 8: alveus; 9: fimbria; 10: fibras colaterales de Schaffer. (Kahle, 

2018) 

Tanto el giro dentado como el Cornus ammonis son regiones corticales estratificadas (Puelles, 

2008). El giro dentado puede dividirse a su vez en tres capas: 
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1. Capa molecular superficial: escasas interneuronas, en su tercio interno 

abundan aferencias de asociación y comisurales mientras que en sus tercios 

externos llegan aferentes de la corteza entorrinal medial y lateral.  

2. Capa granular: distintas interneuronas entremezcladas con abundantes 

neuronas granulares cuyas espinas dendríticas entran a la capa molecular 

donde se ramifican extensamente. 

3. Capa polimórfica: interneuronas más grandes, que conectan entre si diversas 

partes del giro dentado a lo largo del eje. Esta capa recibe importante 

aferencias modulatorias del septum, el locus cerúleus, los núcleos de rafe y del 

núcleo tuberomamilar. La aferencia dopaminérgica que recibe del área 

tegmental ventral es más dispersa y afecta a todas las capas. 

El asta de Ammon o Cornu Ammonis está compuesto principalmente por somas de neuronas 

piramidales y se encuentra subdividido en tres estratos según las partes del árbol dendrítico a 

la que lleguen las aferencia (Puelles, 2008). La zona donde se ubican las dendritas apicales de 

estas neuronas se conoce como stratum radiatum  mientras que la parte donde se encuentran 

las terminales se conoce como stratum lacunosum o moleculare. Las dendritas basales en 

cambio se ramifican en el stratum oriens. Este estrato cubre sin límite claro a la sustancia 

blanca subyacente denominada alveus, la cual está formada por los axones de las neuronas 

piramidales.  

Inmediatamente después del sector CA1, se puede observar el subiculum, la principal 

estructura de salida del hipocampo. Es una estructura de tres capas similar a la región CA con 

las neuronas piramidales como principal componente. Sus proyecciones se dirigen hacia varias 

estructuras subcorticales como el hipotálamo, el nucleus accumbens y el tálamo. 

Las distintas subregiones paralelas del hipocampo se conectan a través de un circuito 

cooperativo del cual participan sus neuronas: el circuito intrínseco del hipocampo (Puelles, 

2008). Este circuito es trinsináptico, glutamatérgico y unidireccional. Este circuito se conecta 

con la corteza entorrinal ya que las neuronas piramidales del cortex entorrnial envían axones a 

las dendritas de las células granulares del giro dentado. Estas células granulares a su vez 

hacen sinapsis con las dendritas de las neuronas piramidales de CA3 a través de las llamadas 

fibras musgosas y las piramidales de CA3 emiten proyecciones hacia las neuronas de CA1 y 

CA2. Las células piramidales de CA1 se conectan a su vez con las piramidales del subiculo y 

estas finalmente envían proyecciones axonales hacia la corteza entorrial, cerrando asi el 

circuito interno.  

Las neuronas presentes en este circuito son glutamatérgicas, la regulación de este circuito es a 

través de interneuronas gabaérgicas que controlan la entrada y la salida de información y 

modulan la actividad de las neuronas granulares y piramidales del hipocampo.   
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Fig.4: Circuito intrínseco del hipocampo. (Purves, 2007)  

 

Función 

El sistema límbico es un circuito de estructuras de la línea media que rodean al tálamo y 

participa de la regulación de las conductas motivadas: la lucha, la huida, la ingesta y la 

reproducción (Kahle, 2018). Este sistema es muy importante para la regulación de la respuesta 

emocional y conductual, en la reactividad individualizada frente a estímulos sensitivos y en las 

funciones de memoria integradas. 

El hipocampo es un órgano de integración con un rol determinante en la vida emocional y las 

funciones endócrinas de las personas. Su función dentro del sistema límbico parece estar 

vinculada a la facultad de valorar las experiencias para poder seleccionar el contenido que se 

va a grabar en la memoria a largo plazo (Puelles, 2008). Además, tiene una función 

neuroendocrina muy importante ya que ejerce un rol inhibitorio sobre el hipotálamo lo cual 

repercute en el funcionamiento del eje hipotalámico-hipofisario-adrenal (Eje HPA).  

El hipocampo interviene también en procesos asociados al aprendizaje espacial y a la 

consolidación del aprendizaje en la memoria. Estos dos procesos cognitivos son vitales para 

los seres vivos porque les permiten adaptarse a sus entornos. Existen tres tipos de memoria 

distintas: la memoria de trabajo, la memoria implícita y la memoria explícita. El hipocampo está 

relacionado críticamente a una de ellas, la memoria explícita o declarativa (Purves, 2007)   

El circuito trisináptico es el circuito de procesamiento de la memoria declarativa. Este circuito 

permite relacionar diferentes aferencias sensitivas pertenecientes a distintos estímulos gracias 

al alto grado de interconexión que hay entre las neuronas piramidales del hipocampo (Zhang, 

2013).  
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La importancia del hipocampo en la memoria se conoce desde que Scover y Milner (1957) 

describieron la amnesia anterógrada grave y la amnesia retrógrada parcial de un paciente a 

quien se le había destruido quirúrgicamente el hipocampo por un tratamiento contra la 

epilepsia. Otros estudios han demostrado que la corteza parahipocampal se activa durante la 

presentación de escenas espaciales o durante la memorización de objetos relacionados a 

lugares específicos (Churchwell, 2010). 

La participación del hipocampo en la memoria explicita también puede estudiarse a través de la 

memoria espacial, la cual consiste en distintos mecanismos de recuperación, almacenamiento 

y codificación de información sobre espacios, rutas y ubicación espacial (Burgess, 2002). 

Experimentos de esta índole han demostrado que las lesiones hipocampales afectan 

negativamente la adquisición y retención del aprendizaje espacial (Astur, 2005) y que las 

afecciones en el aprendizaje espacial son proporcionales con el volumen de tejido dañado 

(Strange, 2014). O´Keefe (1971) logró identificar neuronas denominadas “de lugar” en el 

hipocampo de la rata. Estas células tienen una alta tasa de disparo en los momentos en los 

que las ratas reconocen lugares específicos que fueron previamente explorados.  

Estas evidencias dejan en claro que el hipocampo juega un rol clave en el aprendizaje espacial 

y que participa en la consolidación de la memoria a corto plazo para generar recuerdos a largo 

plazo.  

La memoria de trabajo es un sistema de almacenamiento y manipulación simultanea de 

información en el corto plazo necesario para la realización de operaciones cognitivas complejas 

como la comprensión del lenguaje, el aprendizaje y el razonamiento (Baddeley, 1992). Se cree 

que la corteza prefrontal es la estructura cerebral donde se almacena y se desarrolla la 

memoria de trabajo (Zanto, 2011). El hipocampo en cambio, es una estructura involucrada en 

la integración de los variados componentes de los recuerdos. El procesamiento no ocurre de 

forma aislada sino que involucra redes complejas y muy interconectadas que incluye distintas 

áreas cerebrales. El hipocampo no almacena recuerdos sino que codifica y recupera 

información de distintas áreas de la corteza cerebral. Cuando esta información almacenada en 

la corteza prefrontal se activa, pasa a formar parte de la memoria de trabajo.  
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Neuropatología hipocampal en la hipertensión 

La neuropatología hipocampal está asociada a la hipertensión esencial y es una característica 

descrita de nuestro modelo, la rata SHR. Esta neuropatología está caracterizada por ciertas 

alteraciones hipocampales como la disminución de la neurogénesis en el giro dentado, el 

aumento de la reactividad de los astrocitos (astrogliosis) y la microglía (microgliosis) en todo el 

hipocampo y un aumento de la degeneración, necrosis y apoptosis neuronal (Pietranera, 2016).  

La encefalopatía hipertensiva se caracteriza además por el aumento de la expresión de 

citoquinas proinflamatorias como TNF-α y IL-1β, Cox-2, un aumento en la permeabilidad de la 

barrera hematoencefálica y la inducción de la desmielinización axónica (Kaiser, 2014; Correa, 

2020).  

El hipocampo es altamente vulnerable a los efectos de la hipertensión y sus alteraciones son 

muy comunes en pacientes de edad avanzada. Estos pacientes presentan elevada incidencia 

de la reducción del volumen hipocampal y un aumento del riesgo de demencia (Wiseman, 

2004). Además, se pueden observar la atrofia y la reducción en cantidad de espinas dendríticas 

y disfunción mitocondrial (Brocca 2013, Pietranera 2015).  

En estos casos se puede decir que el hipocampo muestra un claro ambiente pro inflamatorio 

causado por la astrogliosis y la microgliosis, un aumento del nivel de estrés oxidativo, un nivel 

alto de expresión y activación del receptor de mineralocorticoides (MR) y una expresión 

prevalente de citoquinas proinflamatorias (Brocca 2019, Dinh 2016). 

   

Neurogénesis adulta 

En los vertebrados exceptuando a los mamíferos, la neurogénesis adulta es un proceso 

relativamente común que incluso puede ser abundante. En anfibios, reptiles y peces se puede 

observar la presencia de múltiples centros neurogénicos que durante toda la vida mantienen su 

capacidad proliferativa. En mamíferos en cambio, la gran mayoría del cerebro adulto no tiene 

esta capacidad neurogénica y esta se limita a solamente dos regiones del cerebro. 

La neurogénesis hipocampal adulta es un proceso complejo que consiste en la generación de 

neuronas granulares nuevas en la zona subgranular del giro dentado del hipocampo. Estas 

neuronas se convierten en células granulares maduras que van a modular la formación de los 

circuitos hipocampales. Este proceso se da casi exclusivamente en el giro dentado, ya que la 

única otra zona del cerebro que hace neurogénesis es la zona subventricular donde nacen las 

nuevas interneuronas que migran hacia el bulbo olfatorio (Bhat, 2017).  

La neurogénesis adulta cobra gran importancia porque está involucrada en varios procesos 

cognitivos, sobre todo en distintos tipos de memorias dependientes de hipocampo (Shih, 2016). 

Además, se cree que los astrocitos aledaños cumplen un rol importante en el desarrollo del 

proceso al promover la diferenciación de los precursores neuronales. 
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Fig. 5: Neurogénesis hipocampal (Purves 2004 (Nieuwenhuys, 2009) –3era edición-) 

El proceso puede dividirse en cuatro fases: 1) la fase de célula precursora, 2) la fase de 

supervivencia temprana, 3) la fase de maduración postmitótica y 4) la fase de supervivencia 

tardía. La fase de célula precursora se caracteriza por la expansión del pool celular de posibles 

futuras neuronas. La fase de supervivencia temprana marca la salida de la célula que va a 

seguir diferenciándose del ciclo celular mientras que el resto de los precursores que no 

avanzan se eliminan. En la fase de maduración postmitótica se establecen conexiones 

funcionales a partir del crecimiento del axón y las dendritas, formando así nuevas sinapsis. 

Finalmente, la fase de supervivencia tardía representa el periodo de coordinación para lograr la 

integración definitiva de la nueva célula granular (Kempermann, 2015). Teniendo en cuenta la 

morfología celular y las proteínas marcadoras se pueden distinguir seis estadios por los cuales 

pasan los precursores neuronales (Fig. 6)  
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Figura 6: Etapas de la Neurogénesis Adulta (Kempermann, 2015) 

Para identificar las células que intervienen en este proceso, se pueden marcar con 

bromodesoxiuridina (BrdU), un nucleótido sintético que se une a la timidina en células 

mitóticamente activas. También pueden utilizarse marcadores inmunohistoquímicos como Ki67, 

marcador de proliferación celular. Sin embargo, estos procesos no se consideran marcadores 

de neurogénesis porque ambas moléculas intervienen antes de la diferenciación de las células 

madres en neuronas y es necesario en estos casos colocalizar posteriormente a BrdU o a Ki67 

con algún marcador neuronal específico para marcar la neurogénesis.  

Debido a la expresión casi exclusiva de doblecortina (DCX) en el desarrollo de los precursores 

neuronales, esta proteína se utiliza como un marcador para la neurogénesis. Es una proteína 

asociada a microtúbulos, expresada por las células precursoras neuronales y neuronas 

inmaduras en estructuras corticales embrionarias y adultas. Las células precursoras neuronales 

comienzan a expresar DCX, mientras que se dividen activamente, y sus células hijas siguen 

expresando DCX durante 2-3 semanas a medida que las células maduran hasta convertirse en 

neuronas. Es por esto que se puede decir que la DCX si es un marcador de neurogénesis a 

diferencia de BrdU y Ki67. 
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Deterioro cognitivo asociado a la hipertensión 

Como ya se mencionó anteriormente, la hipertensión es un factor de riesgo para el deterioro 

cognitivo temprano. El deterioro cognitivo puede definirse como la disminución transitoria y 

progresiva de las operaciones cognitivas complejas como el razonamiento, la comprensión del 

lenguaje, la memoria, la capacidad de planificación y el aprendizaje, entre otras. En pacientes 

hipertensos crónicos, este deterioro se ve acompañado de evidencias morfológicas de 

remodelación de la pared de la microvasculatura, desmielinización, isquemia, edema citotóxico 

y atrofia del hipocampo y del lóbulo temporal. 

La relación entre la hipertensión y el deterioro cognitivo se conoce hace tiempo. Battersby 

(1993) encontró una diferencia importante en rendimiento cognitivo entre pacientes hipertensos 

y normotensos de una edad promedio de 63 años. Mori en 1995 demostró que ratas jóvenes 

(3/4 meses) SHR tardaron más tiempo en aprender un laberinto radial que los controles 

normotensos y que entre ratas de edad avanzada (16/17 meses) el grupo hipertenso tuvo un 

menor rendimiento en el aprendizaje de tareas que los controles WKY. Al mismo tiempo, 

Launer (1995) publicó un estudio donde se sometió en 1991 a un test cognitivo a pacientes 

cuyas presiones arteriales fueron medidas en los años 60 y encontró una relación entre la 

presión sistólica en la mediana edad y la reducción de las capacidades cognitivas en la edad 

avanzada.  

Este deterioro en las operaciones cognitivas dependientes del hipocampo se ha observado en 

distintos modelos animales para la hipertensión: tanto en ratas SHR (Togashi 1982, Sabbatini 

2002) como en ratones con hipertensión inducida por angiotensina II (Duchemin 2013, 

Foulquier 2018) y también en ratones con hipertensión inducida por el método 2K1C (“2 

kidneys, 1 clip”) (Shih, 2016).  

Algunos estudios han demostrado la importancia de la neurogénesis adulta en los procesos 

cognitivos dependientes de hipocampo (Akers, 2014; Kitamura, 2009). Además, Aimone (2009) 

ha demostrado que las nuevas neuronas granulares del giro dentado que se producen durante 

la neurogénesis modulan la potenciación a largo plazo de los circuitos hipocampales. 

Existe cierto debate sobre si la hipertensión afecta la neurogénesis adulta en el hipocampo. 

Distintos estudios han dado resultados contradictorios ya que Perfilieva (2001) encontró que el 

ritmo de proliferación de precursores neuronales era mayor en ratas SHR que en su control 

normotenso de ratas Sprague Dawley (SD) y Kronenberg (2007) encontró una mayor cantidad 

de células mitóticas y neuronas inmaduras en el hipocampo de las ratas SHR que en su control 

de ratas WKY. En contraposición a esto, tanto Hwang (2008) como Shih (2016) y Pietranera 

(2008; 2010) han encontrado que la hipertensión reduce la neurogénesis adulta en el 

hipocampo. Estas contradicciones podrían llegar a explicarse por la gran variedad genética que 

existe entre ratas SHR de distintos laboratorios después de décadas de reproducirse por 

métodos convencionales en sus respectivos bioterios (Meneses, 1998).  
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Mecanismos de neuroprotección de los estrógenos 

En un principio se pensaba que las hormonas sexuales solamente actuaban a nivel del SNC 

ejerciendo efectos asociados a la reproducción y el comportamiento sexual. Sin embargo, han 

surgido evidencias de que los estrógenos poseen acciones relacionadas a la neuroprotección y 

a la regeneración de tejido nerviosos debidas a la modulación de la expresión génica y de 

distintas vías de señalización intracelulares (Kuiper, 1997).  

Los estrógenos fueron las primeras hormonas consideradas neuroprotectoras, habiéndose 

empleado para retardar o impedir los cambios de memoria y la neurodegeneración asociados 

al envejecimiento, el stroke y la enfermedad de Alzheimer (McEwen, 2001). El efecto protector 

de los estrógenos se ha podido observar en procesos inflamatorios, traumáticos, isquémicos, 

neurodegenerativos e incluso cognitivos. Hoy en día existe un consenso unánime de que los 

estrógenos tienen efectos neuroprotectores en el hipocampo.  

Los estrógenos pueden, a través de sus receptores clásicos (ERs), actuar sobre la membrana, 

alterando su permeabilidad para precursores o modificando el funcionamiento de los mismos 

receptores (McEwen, 1981). También pueden alterar la excitabilidad celular (Kelly, 1977; 

Nabekura, 1986), participar en la activación de proteína quinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) (Kelly, 2001) y de la quinasa de fosfatidilinositol (PI3K) (Castoria, 2001), o en la 

modulación de receptores acoplados a proteína G (Kelly, 1999). Así mismo, también 

intervienen en la modulación del flujo de calcio y en la generación de nucleótidos cíclicos 

(Klinge, 2008). Pueden modular la actividad de enzimas mitocondriales clave implicados en la 

respiración celular y en el metabolismo oxidativo (Luine, 1974). 

Los estrógenos también pueden influir en tareas de aprendizaje y memoria relacionadas con la 

corteza cerebral y el hipocampo. Se ha observado que el tratamiento con estrógenos en ratas 

hembras ovariectomizadas mejora la adquisición en el laberinto radial (Daniel 1999) y en el 

laberinto en T (Fader, 1998). Tanto en corteza cerebral como en el hipocampo presentan una 

alta densidad de ERs (Montague, 2008; Shughrue, 1997) y juegan un papel indispensable en 

procesos cognitivos de gran importancia como el aprendizaje y la memoria (Conejo, 2007; Jo, 

2007). 

En el hipocampo, los estrógenos pueden inducir un aumento en el número de sinapsis en 

botones sinápticos múltiples entre neuronas que previamente no estaban conectadas 

(Yankova, 2001). Se ha observado también que los estrógenos y los progestágenos regulan la 

sinaptogénesis en el hipocampo durante el ciclo estral de la rata, lo que conlleva 

consecuencias funcionales que incluyen cambios en la neurotransmisión y en la memoria 

(McEwen, 2001). 
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Protección asociada a los receptores de estrógeno (ERs y GPER) 

Rol de los receptores ER 

La acción del estradiol en el cerebro está relacionada a la activación de distintos mecanismos 

de señalización complementarios, de los cuales el mejor caracterizado es la regulación de la 

transcripción de genes a través de los receptores intracelulares clásicos (ERs).  

Los receptores ER clásicos se llaman asi porque fueron los primeros en ser descubiertos y se 

pueden dividir en ERα y ERβ. ERα es codificado por el gen ESR1 en el cromosoma 6 y ERβ 

por el gen ESR2 en el cromosoma 14 (Green, 1986; Greene, 1986). Ambos receptores tienen 

estructuras similares con un dominio de unión al ligando y un dominio de unión a ADN.  

El estradiol se une al dominio de unión al ligando e induce la activación y la homodimerización 

o heterodimerización del ER. Luego, el ER se une a elementos respondedores de estrógeno 

(EREs) en la región promotora de los genes específicos a través del dominio de unión a ADN, 

dando como resultado el reclutamiento de activadores y represores transcripcionales (Shang, 

2000). Los ERs también pueden regular la transcripción actuando como factores en sitios no-

EREs, como los sitios de la proteína activadora AP1 (Safe and Kim, 2008).  

Además los receptores clásicos tienen dos dominios de activación, que les permiten ser 

regulados por las quinasas activadas por las vías de señalización de varios factores de 

crecimiento, tales como el factor de crecimiento insulínico tipo 1 (IGF1) (Ma, 1994; Mendez and 

Garcia-Segura, 2006). Los ERs también pueden asociarse a la membrana plasmática donde 

activan diferentes cascadas de señalización (Ramirez, 2009). 

El estradiol es capaz de mediar sus efectos neuroprotectores a partir de la regulación de las 

células gliales con efectos antiinflamatorios (Dhandapani & Brann, 2007). Los ERs están 

considerados como un punto de convergencia para la señalización de estradiol y de otros 

factores neuroprotectores. 

La caracterización fenotípica de ratones knock-out deficientes en ya sea la expresión de ERα o 

ERβ ha revelado diferencias entre las funciones fisiológicas de los dos subtipos de receptores. 

ERα tiene un efecto más profundo en el desarrollo y la función de la glándula mamaria y el 

útero; y en el mantenimiento de la homeostasis metabólica y esquelética. Este subtipo estaría 

involucrado en los efectos cancerígenos y feminizantes del estradiol (Shumaker, 2003). ERβ, 

sin embargo, tiene efectos más pronunciados sobre el sistema nervioso central y sobre las 

condiciones de hiperproliferación celular (Kuiper, 1997). Ambos receptores tienen un papel 

importante en el desarrollo y la función de los ovarios; y en la protección del sistema 

cardiovascular (Nilsson, 2011). 

Existen fármacos moduladores selectivos de los receptores de estrógeno o SERMs con la 

finalidad de ejercer efectos agonistas del estradiol a nivel cerebral pero evitar los efectos 

antagonistas en tejidos periféricos. Esto sugiere el posible potencial terapéutico de los SERMs 

en algunas de estas patologías (Dutertre & Smith, 2000; Arevalo, 2015) 
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Rol del receptor GPER 

El receptor de estrógeno acoplado a proteína G (GPER) es un miembro de la superfamilia de 

receptores acoplados a la proteína G ubicado en la membrana plasmática y el retículo 

endoplásmico tanto de las células del giro dentado y las regiones CA1 y CA3 del hipocampo 

como en otras partes del sistema nervioso central y de otros tejidos periféricos. (Prossnitz, 

2008; Brailoiu, 2007). La acción neuroprotectora de GPER en la encefalopatía hipertensiva de 

las ratas SHR es similar a la acción protectora del 17-β estradiol (Correa, 2020). 

Entre los efectos observados se puede destacar el potencial neuroprotector y antinflamatorio 

de GPER. La activación de este receptor reduce la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica, aumenta la neuritogénesis, estimula la liberación de BDNF y regula la 

actividad de las quinasas reguladas por señales extracelulares (ERK) y la vía de señalización 

de la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K), lo que a su vez permite la interacción con la señalización 

de otras moléculas neuroprotectoras (Ruiz, 2013; Briz, 2015; Lu, 2016). 

Además, GPER regula el tono vasomotor, retrasa el desarrollo de la hipertensión (Meyer, 

2011), desempeña una función protectora den el sistema cardiovascular de ratas SHR (De 

Francesco, 2013) y mejora la supervivencia neuronal después de accidentes isquémicos 

(Kosaka, 2012). También se ha descrito su rol en parámetros comportamentales regulando la 

ansiedad y el desarrollo de la memoria espacial (Hammond, 2009; Kim, 2016). 

Neuroprotección por estradiol 

El estradiol es una hormona esteroidea que se sintetiza a partir de la conversión de colesterol 

en pregnelonona en la mitocondria y finaliza con la conversión de testosterona en estradiol en 

una reacción catalizada por la enzima aromatasa (Gillies, 2014). Esta hormona se produce 

principalmente en el ovario y sus niveles en sangre varían tanto en el desarrollo, la pubertad, el 

ciclo estral y la menopausia. Algunos tejidos tienen la capacidad de sintetizar el estradiol de 

manera local, entre ellos el tejido óseo, el adiposo y el nervioso. 

El cerebro expresa las enzimas necesarias para la esteroidogénesis, entre ellas la enzima 

aromatasa. Esta enzima se ha encontrado en el hipocampo de ratones, ratas, peces, aves, 

monos y humanos (Yague, 2008). Parece altamente activa en el hipocampo, ya que en ratones 

el contenido de 17β-estradiol en este tejido es seis veces mayor que en el plasma (Hojo, 2009). 

La inmunoreactividad de aromatasa se ha localizado en el pericarion neuronal, dendritas, 

procesos axonales y en botones terminales (Naftolin, 1996). 

El papel de la aromatasa en el hipocampo involucra la plasticidad, el desarrollo sináptico y la 

regulación positiva de la neurogénesis (Rune, 2006). Estudios recientes han demostrado que la 

inhibición de la actividad de la aromatasa con letrozol disminuye la proliferación celular y 

aumenta la apoptosis celular en el hipocampo (Fester, 2006). 

El estradiol se sintetiza en el encéfalo de mamíferos adultos de ambos sexos donde, en 

condiciones fisiológicas, regula distintos procesos neurológicos como los comportamientos 
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agresivos y reproductores, la cognición, el procesamiento del dolor, la neurogénesis adulta y la 

plasticidad sináptica (Amantea, 2005). Además contribuye al mantenimiento de la homeostasis 

del sistema nervioso y tiene efectos neuroprotectores en casos de enfermedades 

neurodegenerativas y lesiones cerebrales (Arevalo, 2015). 

Tanto los receptores clásicos como los no clásicos participan en las acciones neuroprotectoras 

del estradiol. ERα, ERβ y GPER desencadenan mecanismos neuroprotectores paralelos en el 

cerebro, incluyendo la activación de quinasas reguladas por señal extracelular (ERK1-ERK2 

también conocidas como MAPK3-MAPK1) y la cascada de señalización de PI3K (Tang, 2014). 

ERα y ERβ median el aumento de la expresión de BLC-2 inducido por estradiol en neuronas 

hipocampales (Zhao, 2004). Así a través de varios mecanismos redundantes el estradiol 

previene la apoptosis en el cerebro 

Los mecanismos neuroprotectores de los ERs también implican la interacción con las vías de 

protección inducidas por otros factores neuroprotectores. Entre estos factores se encuentra el 

factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF). BDNF es un factor neuroprotector en 

trastornos neurodegenerativos y afectivos. Contribuye a las acciones homeostáticas y 

neuroprotectoras de estradiol en el hipocampo, cooperando con las acciones de la hormona en 

la plasticidad sináptica, la neurogénesis y la cognición (Jover-Mengual, 2007). El estradiol 

incrementa la fosforilación del elemento respondedor de AMPc (la proteína CREB), la 

expresión del gen de BDNF y la fosforilación del receptor de BDNF, TRKB, en la región CA1 

del hipocampo y en otras regiones del cerebro. Esta acción del estradiol está mediada, en 

parte, por las vías de ERK1-ERK2 y PI3K (Pietranera, 2010; Yang, 2010). Los estrógenos 

también aumentan la liberación de BDNF en el giro dentado del hipocampo, una de las zonas 

neurogénicas del cerebro adulto. La expresión de este factor neurotrófico está disminuida en la 

hipertensión e isquemia (Hennigan, 2009). La evidencia acumulada sugiere que la expresión de 

BDNF y la hipertensión están negativamente relacionadas. 

El control central de la presión arterial está regulado por diferentes factores, entre ellos los de 

origen endócrino. Los estrógenos disminuyen la presión arterial, favoreciendo a agentes 

vasodilatadores como el óxido nítrico (NO), el péptido natriurético atrial y el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF); mientras que los mecanismos hipertensivos incluyendo 

el sistema renina-angiotensina central y la actividad del sistema nervioso simpático son 

regulados negativamente (Belo, 2004). Esta regulación selectiva explica la reducción de la 

presión arterial y la atenuación del daño causado por la isquemia y accidente cerebrovascular 

en presencia de estrógenos. 

Otro factor neuroprotector es IGF1 (factor de crecimiento insulínico tipo 1). IGF 1 es una 

hormona neuroprotectora y un factor local que contribuye a mantener la homeostasis, 

incluyendo la regulación de la plasticidad y la función cerebral (Fernandez and Torres-Aleman, 

2012). Las acciones protectoras de estradiol e IGF1 tienen muchos puntos en común. Ambos 

factores interactúan en la regulación de la supervivencia neuronal, neuritogénesis, la 
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neurogénesis adulta, homeostasis del colesterol en el cerebro, el metabolismo de la glucosa, la 

neuroprotección y la cognición (Azcoitia, 1999; Jover-Mengual, 2007). 

El papel de los ERs en la activación de mecanismos neuroprotectores ha llevado a los 

investigadores a evaluar la potencia neuroprotectora de diferentes ligandos de ER, como los 

moduladores selectivos de ER (SERMs). Los SERMs pueden unirse al dominio de unión a 

ligando de los ERs y actúan como agonistas o antagonistas dependiendo del tejido. Se utilizan 

clínicamente ligandos sintéticos que tienen algunas ventajas sobre el estradiol como moléculas 

neuroprotectoras. El uso de estradiol como un neuroprotector está limitado por sus efectos 

feminizantes y por su posible papel en cánceres ER+ (Arevalo, 2015). 

 

Células involucradas en la neuroprotección 

Los mecanismos de señalización neuroprotectores mediados por estradiol se activan en 

diversos tipos de células en el cerebro. El estradiol actúa sobre células gliales y endoteliales 

para mantener la función de la unidad neurovascular, regula la respuesta inflamatoria de los 

astrocitos y microglia para controlar la neuroinflamación y actúa en neuronas, astrocitos y 

oligodendrocitos para mantener la función y las propiedades de propagación de los circuitos 

neuronales (Johann and Beyer, 2013).  

Las células gliales expresan los ERs, incluyendo ERα, ERβ y GPER (Arevalo, 2015). La lesión 

cerebral induce tanto la síntesis de estradiol en astrocitos reactivos como la expresión de ERs 

en estas células (Garcia-Ovejero, 2002). Esto sugiere que los astrocitos pueden desempeñar 

un papel importante en las acciones neuroprotectoras de estradiol. Los ERs en las células 

gliales activan varios mecanismos neuroprotectores en respuesta a estradiol, incluyendo la 

liberación de factores que tienen efectos tróficos sobre las neuronas y otros tipos de células y 

el control de la neuroinflamación, edema y los niveles de glutamato extracelular. Además, ERα 

y ERβ están implicados en las acciones antiinflamatorias de estradiol sobre la microglía y 

astrocitos (Liu, 2005; Vegeto, 2003) 

 

Estrógenos y neurogénesis  

Funcionalmente, los estrógenos desempeñan un papel importante en el hipocampo relacionado 

con los comportamientos asociados al sistema límbico, el aprendizaje y la memoria. Una forma 

en que los estrógenos modulan estos procesos es por aumento de la neurogénesis: la 

proliferación, migración y diferenciación de nuevas neuronas en el giro dentado de animales 

adultos (Kempermann, 2002).  

De las etapas de la neurogénesis adulta, se ha informado que los estrógenos aumentan la 

proliferación celular (Tanapat, 2005), mientras que progenitores neuronales etiquetados con 

DCX también son estimulados por el tratamiento con estrógenos en animales viejos (Saravia, 

2007). El efecto sobre la neurogénesis parece mediado en parte por los ERs, ya que el ARNm 
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de ERα y ERβ se encuentran en el 80% de las células que proliferan en el giro dentado que 

expresan Ki67, y en una importante proporción de células que muestran un fenotipo más 

maduro (Pietranera, 2015). 

Además de la protección asociada a los receptores clásicos, se ha demostrado que la 

activación del receptor de estrógeno acoplado a proteína G (GPER) a través de un agonista 

específico (G1) aumenta la cantidad de precursores neuronales DCX+ en el giro dentado de 

ratas SHR (Correa, 2020). 

 

Genisteína 

A partir de las complicaciones que acompañan al uso sistémico de hormonas como terapia 

neuroprotectora por sus consecuencias endócrinas y por los riesgos mencionados 

anteriormente es necesario desarrollar estrategias terapéuticas alternativas para un posible 

tratamiento neuroprotector (Veiga, 2005). La terapia convencional ha buscado en los últimos 

años profundizar la búsqueda de compuestos que puedan imitar los efectos beneficiosos de los 

estrógenos sin provocar los efectos no deseados asociados a su uso. En esta línea, existe un 

interés creciente en el estudio de terapias basadas en fitoestrógenos como las isoflavonas, 

siendo la genisteína el compuesto de mayor promesa dentro de este grupo (Bhathena, 2002). 

La genisteína es un fitoestrógeno que se encuentra en la soja y que posee una similitud 

estructural con el 17β-estradiol, lo que posibilita su unión a los receptores de estrógenos y el 

desencadenamiento de efectos estrogénicos y antiestrogénicos (Kuiper, 1998; Baker, 2000). 

De hecho, la genisteína está considerada como un SERM natural ya que tiene la capacidad de 

actuar como agonista o antagonista de ERs dependiendo del tejido (Beck, 2005). A pesar de 

que pueden unirse tanto a ERα como a ERβ, parecen tener mayor afinidad por ERβ (Kuiper, 

1997). La genisteína también se une al GPER  y no posee efectos feminizantes en machos 

(Thomas and Dong, 2006).  

Entre los efectos protectores de la genisteína se puede destacar su actividad antioxidante 

(Qian, 2012), sus propiedades anticarcinogénicas (Barnes, 1995) y cardioprotectoras (Park, 

2005), así como su papel en la homeostasis de lípidos y carbohidratos (Kreijkamp-Kaspers, 

2004). Las isoflavonas de la soja también parecen tener un papel protector relacionado con el 

metabolismo de la glucosa y la insulina (Wagner, 1997). Las isoflavonas pueden actuar sobre 

el metabolismo de la glucosa, bien sea regulando la liberación de insulina en las células β del 

páncreas o regulando los mecanismos de transporte de la glucosa desde la luz intestinal 

(Bhathena, 2002).  

En cuanto a sus efectos sobre el sistema nervioso, los fitoestrógenos parecen tener un papel 

importante en el mantenimiento de la homeostasis cerebral. Se ha comprobado que pueden 

actuar como agonistas o antagonistas (Patisaul, 2002) de los ERs, afectando al aprendizaje y a 
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la memoria o alterando la expresión de proteínas implicadas en la protección neuronal y en la 

inflamación (Lund, 2001). 

Además, gracias a su efecto inhibidor sobre ciertas enzimas, como las proteínas tirosin 

quinasas (Akiyama, 1987), pueden alterar eventos de fosforilación, los cuales pueden estar 

asociados con la modulación de la plasticidad sináptica (Sweatt, 2001). También se ha 

demostrado que la genisteína puede conferir neuroprotección gracias a sus propiedades 

antioxidantes, atenuando el estrés oxidativo en situaciones de neurodegeneración inducida por 

ovariectomía (Huang, 2010), así como después de daño isquémico en el hipocampo de la rata. 

  

Estudios en células en cultivo describen que la genisteina aumenta la producción de BDNF en 

astrocitos y neuronas hipocampales, disminuye la activación inflamatoria de células 

microgliales y astrocitos expuestos a la proteína β-amiloide (Valles, 2010) y protege neuronas 

expuestas a estrés oxidativo y citoquinas (Qian, 2015). In vivo la genisteina protege neuronas 

hipocampales de la excitotoxicidad (Azcoitia, 2006), disminuye la actividad de la 

acetilcolinesterasa favoreciendo la memoria y la disminución de movimientos anormales en un 

modelo de la enfermedad de Huntington (Menze, 2015), posee efectos antiinflamatorios 

centrales en modelos de isquemia cerebral y envejecimiento (Wang, 2020) aumenta la 

densidad de espinas dendríticas de la corteza somatosensorial y de las neuronas 

hipocampales mejorando el aprendizaje espacial en ratas viejas (Pisani, 2012, Wang, 2014), 

mejora la actividad serotoninérgica en el hipocampo en modelos de depresión y stress post-

traumatico (Lee, 2020) y mejora los déficits cognitivos y la neuropatología en corteza e 

hipocampo bajando la neuroinflamación en modelos de enfermedad metabólica 

neurodegenerativa, Alzheimer y diabetes tipo II (Malinowska et al., 2010; Li et al., 2020; Petry, 

2021). 
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Antecedentes 

 

Nuestro laboratorio ha realizado contribuciones que apoyan el efecto neuroprotector de los 

estrógenos en el hipocampo. Desde hace 15 años estudiamos las alteraciones del SNC en la 

encefalopatía hipertensiva utilizando el modelo de la SHR. En nuestro laboratorio hemos 

demostrado que: 

 La presión arterial basal fue de 180,4 +/- 4,7 mmHg en ratas SHR y 118 +/- 3,2 mmHg 

en ratas Wistar-Kyoto (WKY). En ambos grupos se redujo la presión arterial media 

después de un tratamiento con estradiol aunque las SHR continuaron siendo 

moderadamente hipertensas (Pietranera, 2006) 

 Los animales genéticamente hipertensos SHR poseen alteraciones en el cerebro que 

incluyen: disminución de neurogénesis en el GD del hipocampo, aumento del número 

de astrocitos que expresan GFAP, disminución del número de neuronas en el hilio del 

GD (Pietranera, 2006) 

 En las ratas SHR se registró una disminución en la neurogénesis tanto en 

comparación con las ratas WKY y esta situación se revirtió con el tratamiento con 17-β 

estradiol (Pietranera, 2008). La población de precursores neuronales DCX+ fue un 

50% menor en las ratas SHR que en las ratas WKY antes del tratamiento con estradiol 

(Pietranera, 2010).  

 El tratamiento con 17β-estradiol disminuyó la astrogliosis GFAP+ en distintas regiones 

del hipocampo (Pietranera, 2008). 

 La expresión de BDNF fue menor en el hipocampo de las ratas SHR y el tratamiento 

con estradiol aumenta los niveles a valores similares a los de las ratas WKY 

(Pietranera, 2010). 

 En ratas WKY se observó un árbol dendrítico bien desarrollado en contraste con el 

perfil atrófico de las ratas SHR en la región CA1 del hipocampo. El tratamiento con 

estradiol aumentó significativamente la densidad de espinas dendríticas apicales y 

basales en ratas SHR en comparación con las ratas tratadas (Brocca, 2013).  

 El 17-α estradiol, un compuesto no feminizante con baja afinidad por ER tiene efectos 

neuroprotectores en células de neuroblastoma y neuronas dopaminérgicas expuestas 

a tóxicos (Pietranera, 2014). Este compuesto no se une a los receptores clásicos de 

estrógeno sino que actúa a través de la inhibición de la peroxidasa lipídica y el daño 

oxidativo. Se pudo observar un aumento de la neurogénesis y de BDNF y una 

disminución de la astrogliosis GFAP+. El tratamiento con 17α-estradiol no modificó la 

tensión arterial de las ratas SHR.  

 El tratamiento con 17β-estradiol no está libre de efectos secundarios en útero, vagina y 

glándulas mamarias en las mujeres y no es posible utilizarlo en hombres por su efecto 

feminizante (Pietranera, 2015) 
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 Ambos receptores clásicos ERα y ERβ están involucrados en los mecanismos 

protectores del estradiol (Pietranera, 2016).  

 Un tratamiento con G1, un agonista del receptor GPER, aumentó la neurogénesis 

adulta, disminuyó la astrogliosis GFAP+ y favoreció un cambio fenotípico en la 

microglía de una morfología de tipo M1 (proinflamatoria) a una morfología tipo M2 

(antiinflamatoria) en ratas SHR tratadas (Correa, 2020). Además, se incrementaron los 

niveles del factor antiinflamatorio TGFβ y se redujo la expresión de los factores 

proinflamatorios IL1β y COX2 en el hipocampo.  

 

 

Expectativas traslacionales del proyecto investigado en esta tesina de Licenciatura 

La medicina traslacional tiene la intención de aplicar el conocimiento biomédico básico 

a la práctica clínica y aportar nuevas opciones terapéuticas. Dentro de este contexto, lo 

aprendido a partir de modelos animales podría alentar el uso de intervenciones farmacológicas 

adicionales para la encefalopatía hipertensiva. Los estrógenos controlan eventos reproductivos 

y no reproductivos en el cerebro; y se han empleado con éxito para prevenir o atenuar las 

anomalías funcionales neuroquímicas y cerebrales, en modelos de diabetes mellitus, 

enfermedades neurodegenerativas, envejecimiento, neuroinflamación, derrame cerebral e 

isquemia. Otras aplicaciones de la neuroprotección debida a los estrógenos pueden incluir 

enfermedades psiquiátricas, trastornos del estado de ánimo, y el deterioro cognitivo leve.  

 A pesar de que la administración exógena de estradiol logra revertir muchas de las 

alteraciones hipocampales asociadas a la hipertensión, los efectos no deseados del tratamiento 

con 17-β estradiol a nivel sistémico obligan a buscar nuevas opciones terapéuticas que los 

eviten.  

  



28  
 

Objetivos generales y específicos 

Teniendo en cuenta los efectos neuroprotectores del estradiol sobre la encefalopatía 

hipocampal asociada a la hipertensión, resulta imperativo desarrollar posible alternativas 

terapéuticas que logren proteger al encéfalo sin causar daño a nivel sistémico. La genisteína 

surge como una de estas posibles alternativas para revertir las alteraciones hipocampales y el 

deterioro cognitivo observado en la rata espontáneamente hipertensa (SHR). 

Objetivo General 

Estudiar los efectos de la genisteina sobre la encefalopatía hipocampal asociada a la 

hipertensión esencial.  

Objetivos Específicos 

a. Caracterizar la encefalopatía hipocampal y la disfunción cognitiva en las ratas 

espontáneamente hipertensas. 

b. Estudiar el efecto de la genisteina sobre el deterioro cognitivo en las ratas 

SHR. 

c. Estudiar los efectos de la genisteina sobre las alteraciones hipocampales 

asociadas a la hipertensión en las ratas SHR tratadas. 

 

Hipótesis 

 

Estudios previos han demostrado que la administración exógena de estradiol logra revertir las 

alteraciones hipocampales asociadas a la hipertensión pero al mismo tiempo presenta efectos 

no deseados a nivel sistémico tanto feminizantes como cancerígenos. Estos efectos no 

deseados están asociados al receptor ERα mientras que los efectos neuroprotectores están 

asociados a los receptores ERβ y el receptor de membrana GPER. La genisteina es un 

fitoestrógeno que se une al receptor ERβ y a GPER y por esto se cree que tiene efectos 

neuroprotectores y se está evaluando actualmente como una posible terapia para distintas 

enfermedades neurodegenerativas. Nuestra hipótesis de trabajo plantea que la genisteína 

tendrá efectos neuroprotectores similares a los del estradiol sobre la encefalopatía hipertensiva 

sin producir los efectos no deseados a nivel sistémico asociados a este. 
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Materiales y Métodos 

 

Modelo experimental 

Se utilizaron ratas macho espontáneamente hipertensas (SHR) y Wistar-Kyoto (WKY) 

normotensas de 5 meses de edad, criadas en el bioterio del Instituto de Biología y Medicina 

Experimental (IByME). Se utilizaron ratas macho porque las hembras SHR muestran 

niveles más bajos de la presión arterial (por debajo de 150 mm Hg) y además para evitar 

las variaciones de los niveles endógenos de estradiol que ocurre en el ciclo estral las 

hembras 

Los animales se mantuvieron a temperatura constante (22°C) y con ciclos de luz-oscuridad 

de 12 horas, con libre acceso al alimento y al agua corriente filtrada. Para realizar los 

experimentos, se procedió según las normas establecidas por el National Institute of Health 

de EEUU para el cuidado y uso de animales de laboratorio; así mismo, estos fueron 

aprobados por el comité de ética del Instituto de Biología y Medicina Experimental y el 

CICUAL de la Facultad de Medicina, UBA. 

Experimento 

Para evaluar el efecto de GEN la inyectamos ratas SHR y controles WKY con una dosis de 

10 mg/kg disuelta en 5% de DMSO en aceite vegetal por vía subcutánea todos los días 

durante 2 semanas. Se usó una dosis y un esquema de tratamiento que ha demostrado 

tener efectos neuroprotectores en varios otros sistemas (Azcoitia, 2006; Qian, 2012). Vale 

la pena aclarar que la GEN, en las dosis y tiempo estipulados, no posee efectos 

secundarios sistémicos adversos, ni posee efectos feminizantes en machos y además 

inhibe la progresión y previene el cáncer de próstata (Kang, 2016; Zhang, 2016).  

Se utilizaron tres grupos experimentales: animales controles normotensos WKY, animales 

SHR y animales SHR tratados con GEN. Las ratas normotensas no recibieron tratamiento 

debido a que en trabajos previos (Pietranera, 2008), no se encontraron efectos del 17β-

estradiol en el cerebro de ratas macho intactas WKY. Una vez finalizado el tratamiento, los 

animales fueron anestesiados con isoflurano y sacrificados; los cerebros fueron procesados 

según el parámetro a medir. Además se registró la tensión arterial y el peso de los 

testículos y la hipófisis para analizar posibles efectos secundarios del tratamiento. 
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Medición de la presión arterial por un método indirecto 

La tensión arterial fue medida por un método no invasivo en la cola (tail cuff), utilizando un 

equipo CODA Monitor de Kent Scientific Corporation. El método consiste en la colocación 

de un primer manguito cerca de la base de la cola que obstruye el flujo sanguíneo y de un 

segundo manguito ubicado en forma más distal que permite registrar los cambios en el 

volumen sanguíneo de la arteria de la cola, a través de un sensor que percibe los valores 

de cambios de presión sanguínea. Las mediciones fueron registradas siempre en el mismo 

momento del día para evitar variaciones por influencias del ritmo circadiano, en una sala 

aislada de ruidos y a una temperatura aproximada de 25-30 °C. Además los animales se 

colocaron en cepos apoyados sobre una plataforma térmica, alrededor de 10 a 15 minutos 

previos a la colocación del maguito y durante todo el proceso de medición, a fin de lograr 

mantener constante la temperatura de los animales. Fue necesario el registro de la tensión 

arterial bajo control térmico para obtener una dilatación óptima de la arteria caudal, lo cual 

permitió obtener una buena señal en el aparato empleado. 

Inmunohistoquímica para GFAP, DCX e IBA1 

Para estudiar por inmunohistoquímica la expresión de las proteínas GFAP, DCX e IBA1, se 

utilizaron 3 grupos de ratas: WKY, SHR y SHR-GEN. Luego de ser anestesiadas, las ratas 

fueron perfundidas por vía transcardíaca con solución salina 0,9% seguida de 

paraformaldehído (PFA) al 3% en buffer fosfato, pH: 7,4. Los cerebros fueron incubados 

durante una noche en PFA 3%; después se transfirieron a una solución de Tris salina 

(TBS), pH: 7,4, y se realizaron cortes coronales de 50 μm utilizando un vibrátomo, 

procesándolos para inmunohistoquímica por el método de “free-floating”. Las secciones se 

trataron durante 45 minutos con una solución de metanol (50%) y H2O2 (5%) en TBS para 

bloquear la actividad de peroxidasa endógena. Luego fueron incubadas con: 

1. un anticuerpo policlonal anti DCX hecho en cabra (1:250, sc-8066, Santa 

Cruz), para marcar progenitores neurales 

2. un anticuerpo policlonal anti GFAP hecho en conejo (1:1000, G-9269, 

Sigma), para teñir astrocitos quiescentes y reactivos 

3. un anticuerpo policlonal anti IBA1 hecho en conejo (1:1000, Wako Cat # 019-

19741) 

Los anticuerpos fueron diluidos en Triton X-100 TBS 0,5%, suero de cabra o conejo 1% 

durante 24 hs a 4°C. Luego de incubar con el anticuerpo primario, las secciones se 

expusieron a un segundo anticuerpo anti conejo IgG biotinilado hecho en cabra o a un 

anticuerpo anti cabra IgG biotinilado hecho en conejo (1:200, Vector, Burlingame, CA, 

USA); y se procesaron de acuerdo a las instrucciones del kit Vectastain ABC (Vector, 

Burlingame, CA, USA). La reacción inmunohistoquímica se reveló mediante 3, 3´- 
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diaminobenzidina (DAB) preparada en H2O2 0,01%. La tinción no específica se evaluó 

con la omisión de los anticuerpos primarios. Para que sea consistente la inmunotinción, 

las secciones de diferentes grupos experimentales fueron teñidas simultáneamente. 

Para contar las células DCX+, fueron analizadas una cada ocho secciones coronales a 

lo largo de toda la extensión retrocaudal del giro dentado (laminas 26-40 del atlas 

Paxinos and Watson (Watson, 1996)). La capa de células granulares interna tanto de 

las hojas superior e inferior del giro dentado fueron analizadas y el número de células 

DCX+ fueron estimadas de acuerdo a Howard and Reed (Reid, 1998) y a trabajos 

previos del laboratorio (Pietranera, 2010). El número de células contadas DCX+ se 

multiplicó por 8 para estimar el número total en el giro dentado. Así, cada animal 

individual (n = 6 por grupo) contribuye un único valor generado por la adición de todas 

las secciones recogidas del mismo animal. Para evaluar si las diferencias en el 

volumen del giro dentado podrían afectar el número total de células DCX+ estimadas, 

se midió el volumen del giro dentado usando el método de Cavalieri (Schmitz and Hof, 

2005); aunque no se obtuvieron diferencias dentro de los grupos (ratas WKY: 9.71 ± 

1.12 mm3; SHR: 9.05 ±0.33 mm3; NS). Los resultados fueron expresados como la 

media ± error estándar (E.S) de células DCX+ en el giro dentado.  

 

Para el análisis del número de los astrocitos GFAP+ se utilizó el programa Optimas de 

análisis de imágenes computarizado (Optimas Bioscan, Edmonton, WA, USA). El 

número de astrocitos se contó manualmente después de la determinación del umbral 

de escala de grises y la sustracción del fondo (background), en seis secciones 

anatómicamente coincidentes en el stratum radiatum de la region CA1 y en el hilio del 

giro dentado. Las imágenes digitalizadas de la secciones de tejido se procesaron 

simultáneamente bajo idénticas condiciones lumínicas, de longitud de onda y umbral de 

escala de grises. Los resultados fueron expresados como la media ± E.S de células 

GFAP+marcadas/mm3. 

 

Para el análisis del número total y de la morfología de la microglía IBA1 se utilizó el 

programa Optimas de análisis de imágenes computarizado (Optimas Bioscan, 

Edmonton, WA, USA). El número de células IBA1+ se contó a mano en un área 

previamente medida del stratum radiatum en la región CA1 del Cornus Ammonis y el 

hilio del giro dentado en cortes coronales seriados usando un método esterológico de  

(Schmitz and Hof, 2005). Los resultados fueron expresados como la media ± E.S de 

células IBA1+ marcadas/mm3. Las células IBA+ fueron sometidas a un análisis 

morfológico y fueron clasificadas en dos fenotipos: ramificadas y activadas. Las células 

ramificadas mostraron un soma pequeño y prolongaciones largas y finas. Las células 

activadas en cambio, mostraron un soma agrandado con prolongaciones más cortas y 

anchas. (Torres-Platas, 2014). 
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Tests de comportamiento 

Para evaluar la disfunción cognitiva en las ratas SHR y evaluar la posibilidad de que el 

tratamiento pueda revertirla se llevaron a cabo dos pruebas que evalúan la memoria 

dependiente de hipocampo en roedores: El test de objeto novedoso (NOR) y el test de laberinto 

en Y. 

NOR 

Esta prueba se fundamenta en la tendencia natural de los roedores a explorar nuevos 

objetos y compararlos con otros que les son familiares. Consiste en exponer a las ratas 

a un campo abierto en días consecutivos donde se introducen una serie de objetos que 

se espera que explore y recuerde.  

La prueba se realizó en un campo abierto que se situó en una habitación  

homogéneamente iluminada y con objetos de similar textura, color y tamaño, pero de 

distinta forma. En una primera fase de habituación, se colocó al animal en el campo 

abierto sin ningún objeto y se dejó transcurrir un tiempo variable (10 minutos) para que 

se familiarice con el entorno. A las 24 horas se realizó el entrenamiento, para lo cual se 

colocaron dos objetos idénticos (objetos A) en distintas posiciones (posición 1 y 

posición 2) y se dejó al animal en el interior de la caja durante 8 minutos, en los que se 

contabilizó el tiempo de exploración (T). En la siguiente fase (24 horas después) se 

dejó un objeto A (objeto familiar) y se colocó en la otra posición un objeto nuevo (objeto 

B) y se midió el tiempo de exploración de cada objeto de la misma forma que el día 

anterior. En cada uno de los ensayos, se situó al animal en el centro del campo abierto 

y se grabó cada sesión con ayuda de una videocámara digital. 

Se midió el tiempo de exploración, que se define como el período durante el cual el 

animal olisquea o toca el objeto con las patas delanteras a una distancia menor o igual 

a 1 cm. Se anotó el tiempo de exploración de los objetos familiar (TA) y nuevo (TB). Se 

obtuvo un índice de discriminación que indica el porcentaje de exploración del objeto 

nuevo sobre el tiempo total de exploración. El resultado esperado es que las ratas con 

alguna alteración en la función cognitiva exploren el mismo tiempo el objeto familiar y el 

nuevo ya que le parecerán igualmente novedosos y no habrá diferencia entre los 

tiempos de exploración (Gresack, 2007; Zhao, 2012).  

Y-maze 

El test de laberinto en Y de alternancia espontánea es una prueba de comportamiento 

para evaluar la memoria de trabajo espacial y se basa en la tendencia de los roedores 

a explorar nuevos ambientes. Consiste en una plataforma con forma de letra Y rodeada 

por paredes lo suficientemente altas para que no pueda salir el animal. Cada brazo se 

identifica con una letra A, B y C,  son exactamente iguales y cada uno forma con los 

otros un ángulo de 120º. El roedor es depositado en el centro de los brazos y se lo deja 

explorar libremente los tres brazos durante 10 minutos. (Sarnyai, 2000).  
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La rata explora en su totalidad el lugar desconocido, de tal forma que debería visitar los 

tres brazos del laberinto siguiendo un orden que le permita explorar todos ellos con una 

misma frecuencia. Si el ratón visita uno de los brazos, deberá memorizar su 

localización para poder explorar después a los otros dos que le quedan. Con el 

transcurso del tiempo los animales sin deterioro cognitivo deberían tener una tendencia 

a entrar menos al brazo recientemente visitado que los animales con deterioro.  

Por lo tanto se registró durante 10 minutos el orden en el que las ratas entraron a cada 

brazo (A, B o C) para calcular las alternancias  y el número total de entradas. Se 

consideró una entrada cuando las cuatro patas de la rata entren en el brazo. Una 

alternancia se considera cuando la rata entra a tres diferentes brazos 

consecutivamente. Se calculó el porcentaje de alternancia con la siguiente ecuación: 

alternancias *100 / n-2 siendo n el total de entradas. Si una rata logra un porcentaje de 

alternancia mayor a 50% esto indica una memoria de trabajo funcional (Baratz, 2010; 

Sierksma, 2014; Wu, 2014). 

 

Análisis estadístico 

Los resultados se expresaron como la media ± error estándar (E.S). Se utilizó un análisis de la 

varianza (ANOVA) de una vía, seguida de la prueba post-hoc de Newman-Keuls, para 

determinar las diferencias entre los grupos. El N para el análisis fue el número de animales. 

Los análisis estadísticos se realizaron con el software Prism 5 GraphPad (San Diego, CA, 

EE.UU.), tomando como criterio un valor de p<0,05 para la significancia estadística. 
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Resultados 

 

En este estudio se analizaron los efectos de la genisteina (GEN), que es un agonista para los 

receptores ERα, ERβ y GPER, sobre la encefalopatía hipertensiva de la rata espontá-neamente 

hipertensa (SHR); utilizando como control normotenso a la rata Wistar-Kyoto (WKY).  

 

 

Efectos de GEN en la presión arterial y en el peso de los tejidos 

 

En la tabla x se muestran los efectos de GEN sobre la presión arterial, el peso de los testículos 

y de la hipófisis. 

La presión medida en los animales SHR fue superior a 190 mm Hg (p<0,001 vs ratas WKY), tal 

como observamos habitualmente en nuestra colonia. Se observó una reducción parcial de la 

presión arterial media en las ratas tratadas con GEN (p<0,05 vs ratas SHR sin tratar).  

No se observaron diferencias significativas en el peso de los testículos entre las ratas SHR no 

tratadas y las ratas SHR tratadas con GEN y las WKY. Con respecto al peso de la hipófisis, 

tampoco se observó un efecto en el peso de la misma en los tres grupos estudiados. 

 

 

 

Tabla 1: Efectos de GEN en el peso de distintos tejidos y la presión arterial media (PAM) de las ratas 

Wistar Kyoto (WKY) y las espontáneamente hipertensas (SHR). Las comparaciones se realizaron 

mediante ANOVA de una vía, seguido del post test Newman-Keuls. * p<0,05 vs SHR, *** p<0,001 vs 

WKY.  
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Efectos de GEN sobre las células DCX+. 

La doblecortina (DCX) es una proteína asociada a microtúbulos, expresada por las células 

precursoras neuronales y neuronas inmaduras en estructuras corticales embrionarias y adultas. 

Las células precursoras neuronales comienzan a expresar DCX, mientras que se dividen 

activamente, y sus células hijas siguen expresando DCX durante 2-3 semanas a medida que 

las células maduran hasta convertirse en neuronas (Kempermann, 2015).  

A continuación medimos el número de células DCX+ en la capa de células granulares interna 

tanto de las hojas superior e inferior del giro dentado del hipocampo (Fig. 7). 

 

Figura 7: Efecto de GEN en el número de células DCX+ en la capa de células granulares interna del giro dentado. Las 
comparaciones se realizaron mediante ANOVA de una vía, seguido del post test Newman-Keuls. * p<0,05. Las 
microfotografías ilustran el menor número de células DCX+ en SHR, comparadas con WKY y SHR tratadas con GEN. 
Magnificación: 400x. 

  

WKY 

SHR 

SHR + GEN 
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Efectos de GEN sobre la inmunoreactividad GFAP+ en el hipocampo. 

Una de las características de las ratas SHR es la presencia de astrogliosis con una fuerte 

expresión de la proteína ácida fibrilar glial (GFAP), que se atenúa después del tratamiento con 

17β-estradiol (Pietranera, 2011). Para determinar la posibilidad de que este efecto se vea 

también con GEN, se determinó el número de astrocitos GFAP+/mm3 en el stratum radiatum 

debajo de la region CA1 del Cornus Ammonis y en el hilio del giro dentado del hipocampo. Las 

figuras 8 y 9 muestran la presencia de una astrogliosis pronunciada en las dos áreas 

examinadas en las ratas SHR no tratadas con respecto a los otros grupos examinados aunque 

en distintos grados. 

En el giro dentado, el tratamiento con GEN produjo un efecto negativo sobre la astrogliosis, 

llevando el número de astrocitos GFAP+/mm3 a niveles inferiores en las ratas tratadas (p<0,001 

vs ratas SHR) aunque el número de astrocitos GFAP+/mm3 se mantuvo superior al de las ratas 

WKY (p<0,001 vs ratas WKY). El efecto inhibitorio de GEN fue significativo tanto en la región 

CA1 como en el giro dentado (p<0,01 o menos vs ratas SHR). En resumen, GEN disminuye la 

astrogliosis GFAP+ en el giro dentado de manera significativa pero no logra revertir la situación 

de manera total ya que no llega a los niveles de los controles normotensos WKY. 

 

Figura 8: Efectos de GEN en el número de astrocitos GFAP+ en el giro dentado del hipocampo. Las comparaciones se 

realizaron mediante ANOVA de una vía, seguido del post test Newman-Keuls. *** p<0,001, °°° p<0.001. Las 

WKY SHR SHR + GEN 
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microfotografías ilustran la densidad normal de astrocitos en el giro dentado de WKY, astrogliosis en SHR y la 

disminución de la astrogliosis en las SHR tratadas con GEN. Magnificación: 400x 

 

 

En la región CA1 del Cornus Ammonis se observó una astrogliosis pronunciada en las ratas 

SHR no tratadas (p<0,05 vs WKY y ratas SHR tratadas con GEN). El tratamiento con GEN 

produjo una baja en la astrogliosis de las ratas SHR tratadas llevando el número de astrocitos 

GFAP+/mm3 al nivel de las ratas WKY.  

 

Figura 9: Efecto de GEN en el número de astrocitos GFAP+ en la región CA1 del hipocampo. Las comparaciones se 

realizaron mediante ANOVA de una vía, seguido del post test Newman-Keuls. * p<0,05. Las microfotografías ilustran la 

densidad normal de astrocitos en la región CA1 de WKY, astrogliosis en SHR y la disminución de la astrogliosis en las 

SHR tratadas con GEN. Magnificación: 400x. 

 

  

WKY SHR SHR + GEN 
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Efectos de GEN sobre la inmunoreactividad  IBA1+ en el hipocampo 

Para analizar la morfología y la cantidad de microglías presentes en la región CA1 del Cornus 

Ammonis y en el giro dentado del hipocampo se realizó una inmunohistoquímica IBA1+. IBA1 

se conoce como la molécula adaptadora de unión a calcio ionizado 1 y se expresa 

exclusivamente en microglía y macrófagos, por lo que se utiliza habitualmente como marcador 

de microglía (Chan 2017). La morfología ramificada con soma pequeño es característica de las 

microglías de vigilancia o reposo mientras que las microglías de soma grande y prolongaciones 

cortas son características de las microglías de morfología activada (Streit, 2000). En la figura 

10A se puede observar imágenes de los dos tipos de morfología analizadas, la ramificada y la 

activada.  

No se observó una diferencia significativa entre los tres grupos estudiados en cuanto al número 

total de microglías en la región CA1 del Cornnus Ammonis ni en el giro dentado del hipocampo. 

Sin embargo, se observó una gran diferencia en la distribución de los fenotipos en ambas 

regiones hipocampales. La morfología activada fue muy prevalente en las ratas SHR en 

comparación con los controles WKY (p<0,001 vs WKY) en ambas regiones mientras que la 

morfología ramificada fue prevalente en las ratas WKY (p<0,001 vs SHR). El tratamiento con 

GEN logró revertir esta situación a niveles similares a los de los controles normotensos como 

puede evidenciarse en la Figura 10B, 10C y 10D.  
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GD 
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A B 
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WKY 
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Figura 10: Efecto de GEN sobre la inmunoreactividad y la morfología de células IBA1+ en la región CA1 

del Cornnus Ammonis y el giro dentado del hipocampo. A: Morfología de los dos fenotipos morfológicos 

determinados. B: Microfotografía ilustrando los distintos tipos de microglía y la densidad de estas en las 

región CA1 del Cornnus Ammonis y el giro dentado del hipocampo. C y D: Cuantificación estereológica de 

la cantidad y distribución fenotípica de las microglías presentes en la región CA1 del Cornnus Ammonis y 

el giro dentado del hipocampo. Las comparaciones se realizaron mediante ANOVA de una vía, seguido 

del post test Newman-Keuls. ***p<0,001. Magnificación 400x 

  

C D 



40  
 

Novel Object Recognition Test (NOR) 

 

El novel object recognition test o NOR evalúa la capacidad de la rata de reconocer un objeto 

nuevo en un ambiente controlado. Al no usar refuerzos positivos ni negativos, el test se 

sustenta en la curiosidad natural de los roedores y su interés por los objetos nuevos (Antunes, 

2012). La prueba se desarrolló en tres etapas: la fase de habituación, la fase de familiarización 

o entrenamiento y finalmente la fase de testeo. 

La fase de habituación consiste en familiarizar al animal con el campo donde se realiza el test 

para descartar distracciones relacionadas a este en las siguientes fases. Pasadas las 24 horas, 

se vuelve a someter al animal al mismo campo que en lugar de estar vacío contiene ahora dos 

objetos iguales. En esta etapa de entrenamiento se expone al animal a dos objetos iguales 

(uno de estos será el objeto viejo en la última etapa) y se mide el tiempo de exploración de 

cada uno para verificar que los objetos fueron explorados. Finalmente, se procede al día 

siguiente a la fase de testeo donde se mide el tiempo de exploración de ambos objetos y se 

calcula el índice de discriminación que se calcula dividiendo el tiempo de exploración del objeto 

novedoso por el tiempo de exploración total. 

En la Figura 11 se puede observar el tiempo de exploración de los distintos grupos analizados 

evidenciado por los índices de discriminación de cada uno. Se observó que las ratas SHR 

tuvieron un índice de discriminación menor al de las ratas WKY (p<0,05) y cercano a 0,5, lo 

cual indicaría que exploraron ambos objetos por igual ya que no recordaban el objeto al que ya 

habían sido expuestas en la fase de entrenamiento. El tratamiento con GEN logró revertir esta 

situación por lo cual parecería ser efectivo a la hora de tratar este tipo de deterioro cognitivo.  

Figura 11: Efecto de GEN en los tiempos del objeto novedoso en los distintos grupos analizados. Gráfica 

del desarrollo del novel object recognition test (NOR) (Lueptow, 2017). 
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Y-MAZE 

El test de laberinto en Y de alternancia espontánea es una prueba de comportamiento que 

evalúa la memoria espacial en roedores. El test evalúa la memoria de trabajo espacial y se 

basa en la tendencia de los roedores a explorar nuevos ambientes. Consiste en colocar a la 

rata en el centro de un laberinto de tres brazos iguales equidistantes entre si (120° entre cada 

brazo) y se deja al animal explorar el laberinto libremente. Se toma nota de la secuencia de 

exploración de la rata y se tiene en cuenta la cantidad de alternancias de estas exploraciones. 

Se supone que la rata va a explorar el brazo que no visita hace más tiempo y una falta de 

alternancia en la exploración está relacionada a un mal desempeño cognitivo. 

No se observaron diferencias significativas en el desempeño de los tres grupos estudiados en 

esta prueba. Sin embargo, se pudo observar una leve tendencia hacia un mejor rendimiento en 

las ratas WKY en comparación con las ratas SHR y una leve mejora en el rendimiento de las 

ratas SHR tratadas con GEN. Creemos que esta tendencia, utilizando un n mayor y resolviendo 

algunas distracciones ambientales, podría resolverse sin problemas. 

 

 

Figura 12: Efecto de GEN en la cantidad de alternancias en la prueba del laberinto en Y en los distintos 

grupos analizados. Gráfica del desarrollo del test de laberinto en Y (Momeni, 2015).  
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Discusión 

 

En este trabajo, se evaluó la posibilidad de que el fitoestrógeno genisteína posea efectos 

neuroprotectores similares a los del estradiol en el hipocampo de ratas hipertensas. Como ya 

se mencionó en la introducción, estudios previos han demostrado que ciertas alteraciones 

hipocampales asociadas a la hipertensión esencial están bien descritas en las ratas SHR, un 

modelo experimental habitualmente empleado en los estudios de hipertension (Pietranera, 

2006). Esta neuropatología está caracterizada por ciertas alteraciones hipocampales como la 

disminución de la neurogénesis y el aumento de la reactividad de astrocitos y microglía en todo 

el hipocampo. El tratamiento con 17β-estradiol normaliza estos parámetros alterados pero al 

mismo tiempo tiene efectos no deseados tanto feminizantes como cancerígenos.  

La genisteína es un fitoestrógeno encontrado en la soja que posee una similitud estructural con 

el 17β-estradiol, lo que posibilita su unión a los receptores de estrógenos y el 

desencadenamiento de efectos estrogénicos y antiestrogénicos (Kuiper, 1998). A pesar de que 

pueden unirse tanto a ERα como a ERβ, tiene una mayor afinidad por ERβ (Kuiper, 1997) y 

también se une al GPER (Thomas and Dong, 2006). La genisteina tiene  efectos 

neuroprotectores (Azcoitia, 2006; Qian, 2012; Li, 2020; Petry, 2021; Menze, 2015), anti-

inflamatorios y beneficiosos para el comportamiento. Es por esto que creemos que podria tener 

efectos neuroprotectores en la encefalopatía hipertensiva sin producir los efectos no deseados 

que produce la administración exógena de estradiol. 

Nuestros resultados demostraron que la genisteína no tuvo efectos feminizantes sobre las ratas 

tratadas ya que no modificó el peso de la pituitaria ni el peso de los testículos de las ratas 

tratadas con genisteína. Además, pudimos observar un efecto hipotensor parcial de la 

genisteína ya que logró disminuir parcialmente la presión arterial media de las ratas SHR 

tratadas. Estos efectos pueden explicarse por la mayor afinidad de la genisteina por el receptor 

clásico ERβ, el cual está asociado a los efectos neuroprotectores del 17β-estradiol. La 

reducción de la presión arterial se puede deber a la presencia de ERβ en las células del 

endotelio.  

Asumimos que estos cambios se produjeron después de la unión de genisteína a los 

receptores mencionados anteriormente. Además de los receptores clásicos, la genisteína se 

une al receptor de membrana acoplado a proteína G (GPER), el cual es altamente expresado 

en el corazón de las ratas SHR, en el que produce efectos hipotensores y cardiotrópicos (De 

Francesco, 2013).  

Entre los parámetros hipocampales alterados de las ratas SHR se encuentra la reducción de la 

neurogénesis. Esto es relevante ya que las ratas SHR sufren deterioro cognitivo y son 

consideradas como un modelo de envejecimiento del cerebro (Paglieri, 2008). En condiciones 

normales los estrógenos son factores estimulantes de la neurogénesis hipocampal (Lee and 

Son, 2009) y ambos receptores clásicos se localizan en los progenitores neuronales en el 
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hipocampo (Isgor and Watson, 2005). También se ha descripto la participación de ERβ en 

muchos de los efectos del 17β -estradiol en el cerebro adulto, incluyendo la estimulación de la 

neurogénesis (Handa, 2012). En nuestro laboratorio demostramos que ambos receptores 

clásicos ER y ER están involucrados en los mecanismos protectores del estradiol  utilizando 

agonistas específicos administrados de manera sistémica (Pietranera, 2016). Demostramos 

que el ER está involucrado en el aumento de la neurogénesis y en la disminución de la 

astrogliosis (Pietranera, 2016). Recientemente demostramos que el receptor de membrana 

GPER también está involucrado en las acciones neuroprotectoras del estradiol en la SHR 

logrando revertir la reducción de la neurogenesis (Correa, 2020) 

La astrogliosis es sinónimo de lesión cerebral y el aumento de la expresión de GFAP en 

astrocitos es un hallazgo típico de la encefalopatía hipertensiva en el cerebro de las ratas SHR 

(Tomassoni, 2004). En este trabajo se observó un aumento de la densidad de astrocitos 

GFAP+ tanto en la region CA1 del Cornus Ammonis como en el giro dentado del hipocampo de 

las ratas SHR. Morfológicamente, los astrocitos GFAP+ de estas regiones mostraron un 

aumento de tamaño del cuerpo celular y procesos celulares más gruesos en las ratas SHR en 

comparación con las células de menor tamaño y prolongaciones más finas observados en las 

ratas WKY. El perfil de astrocitos más reactivos indica una respuesta de estas células gliales a 

sufrimiento neuronal, evidenciado por el menor número de células DCX+ en el giro dentado y la 

pérdida de neuronas piramidales como resultado de la apoptosis o necrosis en las SHR 

(Brocca, 2013). El tratamiento con genisteina redujo la cantidad de astrocitos GFAP+ en todo el 

hipocampo, siendo esta reversión total en la región CA1 pero solamente parcial en el giro 

dentado. Esta inhibición puede estar relacionada al mecanismo neuroprotector de los 

estrógenos, mediado por la unión del complejo ER a un elemento respondedor a estrógenos en 

el gen de la GFAP (Rozovsky, 2002). De esta forma, los estrógenos podrían evitar la liberación 

de mediadores pro inflamatorios y citoquinas que dañan las neuronas y atraen a los 

macrófagos y microglía (Sofroniew, 2009). Sin embargo, el tratamiento con G1, agonista del 

GPER también atenúa la astrogliosis en el hipocampo de SHR (Correa, 2020). Nuestros 

resultados sugieren que, en el cerebro de SHR, la unión de genisteina tanto a receptores 

clásicos como de membrana puede inhibir la astrogliosis GFAP+.  

En cuanto a la microglía, se pudo observar un cambio claro en la distribución de fenotipos tanto 

en la región CA1 como en el giro dentado de las ratas SHR. La reactividad microglial se puede 

discernir estudiando la distribución del fenotipo morfológico de las microglías presentes en las 

distintas regiones del hipocampo (Correa, 2020). En este contexto, la morfología ramificada con 

soma pequeño es característica de las microglías de vigilancia o reposo mientras que las 

microglías de soma grande y prolongaciones cortas y anchas son características de las 

microglías de morfología activada (Streit, 2000; Ekdahl, 2012; Torres-Platas, 2014). En nuestro 

trabajo, la morfología activada fue muy prevalente en las ratas SHR mientras que el fenotipo 

ramificado fue prevalente en los controles normotensos WKY. Estos resultados muestran un 
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cambio de fenotipo microglial en las ratas hipertensas que se revierte claramente con el 

tratamiento de genisteina tanto en CA1 como en el giro dentado del hipocampo.  

Las microglías tienen un rol protagónico en los procesos inflamatorios. Durante la activación las 

microglías pueden adquirir dos fenotipos: uno proinflamatorio en el que se liberan factores y 

citoquinas proinflamatorios que son perjudiciales para las neuronas y los procesos 

neurogénicos y otro fenotipo antiinflamatorio en el que se liberan factores reparadores y 

citoquinas antinflamatorias (Vallieres, 2002; Kuzumaki, 2010; Mathieu, 2010; Kiyota, 2012). 

Estudios previos de nuestro laboratorio (Correa, 2020) han demostrado que la activación del 

receptor de estrógenos GPER disminuye el ambiente inflamatorio característico del hipocampo 

de ratas SHR al revertir los fenotipos microgliales, reducir la liberación de factores 

proinflamatorios y aumentar la liberación de factores antiinflamatorios como TGFβ. Nuestros 

resultados apoyan la idea que la genisteina produce este mismo cambio en el fenotipo 

inflamatorio de las microglías al unirse al receptor GPER pero para poder confirmarlo es 

necesario analizar los niveles de factores pro y anti inflamatorios presentes en el hipocampo de 

las ratas estudiadas. Estos estudios todavía se encuentran en desarrollo por las demoras 

producidas por el contexto de pandemia que nos obligó a posponer casi todos los experimentos 

diagramados durante el 2020, pero es probable que los llevemos a cabo en el año 2021.  

El deterioro cognitivo y el envejecimiento cerebral temprano son características descritas de la 

encefalopatía hipertensiva en ratas SHR (Paglieri, 2008). La hipertensión en si es considerada 

como un factor de riesgo para el desarrollo de la demencia, al igual que otras enfermedades 

neurodegenerativas (Korf, 2004). La relación entre la hipertensión y el deterioro cognitivo ha 

cobrado especial importancia en los últimos años a causa del aumento general y sostenido del 

promedio de vida de la población mundial. Este aumento se ve acompañado de la necesidad 

de buscar factores predictores del deterioro cognitivo para poder intervenir de manera 

temprana y retrasar la aparición del mismo. En este contexto, resulta imperioso el desarrollo de 

terapias nuevas que no solo procuren mantener controlada la presión arterial sino que también 

procuren revertir la encefalopatía hipertensiva para evitar el deterioro cognitivo asociado a ella. 

El hipocampo es importante en la formación de la memoria de reconocimiento de objetos tanto 

en humanos como en animales (Lyon, 2012; Zhang, 2012; Barker, 2011) y es especialmente 

vulnerable a los efectos de la hipertensión. Para analizar el rendimiento cognitivo de las ratas 

SHR y las ratas WKY se llevaron a cabo dos experimentos que evalúan la memoria 

dependiente de hipocampo en roedores: el test de laberinto en “Y” (y-maze) y el test de 

reconocimiento de objeto novedoso (NOR).  

El NOR tiene dos grandes ventajas: en primer lugar es un test relativamente simple y ameno 

para los animales ya que no requiere de un entrenamiento complejo ni estímulos negativos que 

puedan aumentar el estrés al que se somete a los animales (que a su vez tiene un impacto 

negativo sobre los procesos de aprendizaje y memoria (Park, 2001; Duncko, 2009))  y además 

es un test que no requiere de demasiado tiempo, lo que permite testear a varios animales al 

mismo tiempo y bajo las mismas condiciones ambientales. El test de laberinto en Y al igual que 
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el NOR no requiere entrenamiento previo, ni refuerzos o castigos. Se considera que esta tarea 

tiene un componente de memoria de trabajo ya que los animales tienen que mantener en línea 

que brazos visitaron previamente para explorar aquellos brazos que aún no hayan explorado 

(Conrad, 2010).  

Nuestros resultados muestran que el tratamiento de ratas SHR con genisteina pudo no solo 

revertir la disminución de la neurogénesis y el aumento de la reactividad astrocitaria y microglial 

sino que también tuvo un efecto positivo sobre el rendimiento cognitivo de las ratas tratadas. 

En cuanto al NOR, se observó una diferencia significativa (p<0,05) entre las ratas SHR y las 

ratas WKY que fue revertida por el tratamiento con genisteina. En cuanto al laberinto en “Y”, se 

pudo observar una tendencia hacia la mejora del rendimiento en esta prueba de las ratas WKY 

y las ratas SHR tratadas con genisteina en comparación con los controles hipertensos SHR 

pero esta diferencia no llegó a ser significativa. Creemos que este test se vió comprometido en 

algún punto por la excitabilidad y sensibilidad de las ratas SHR, lo cual dificulta su 

entrenamiento y afecta claramente el rendimiento de las ratas en esta prueba. Es necesario 

repetir estos experimentos para poder trabajar con un número de individuos mayor y poder 

depejar estas dudas.   

 

Conclusión 

En conjunto nuestros resultados muestran que el tratamiento con genisteina fue capaz de 

ejercer efectos neuroprotectores en el hipocampo de los animales SHR similares a los 

producidos por el 17-β estradiol: aumentó la neurogénesis en el GD, atenuó la astrogliosis y 

revirtió el fenotipo microglial hacia un perfil más similar a los animales normotensos. Además, 

tuvo efectos beneficiosos sobre el déficit cognitivo presente en los animales hipertensos 

mejorando parámetros de memoria dependiente de hipocampo en el test de reconocimiento de 

objeto novedoso a niveles similares a los de los animales normotensos. Estos efectos 

beneficiosos además se dieron en un contexto en el cual no se observaron efectos adversos 

como consecuencia del tratamiento, lo que podría conducir hacia alguna alternativa terapéutica 

nueva y es por eso que los efectos de la genisteína se deben continuar estudiando en detalle 

ya que podría resultar beneficiosa también en el tratamiento de otras enfermedades. 

En conclusión, el estudio de estos mecanismos relacionados con la hipertensión en un modelo 

animal podría en un futuro permitir extrapolar estos resultados a la clínica humana y proponer 

un tratamiento coadyuvante para esta enfermedad que se enfoque en el tratamiento de la 

neuropatología de la hipertensión arterial. 
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