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RESUMEN

Introduccion: La esperanza de vida de la poblacion ha ido incrementidndose en el siglo xx en ambos sexos.
La supervivencia de las mujeres ha sido siempre mayor respecto a los hombres, aunque estas diferencias de
longevidad se reproducen en otras especies animales, como las ratas. Debe existir alguna base bioldgica
que sustente dichas diferencias entre sexos, las cuales pueden ser explicadas por la acciéon de los
estrogenos, ya que la ovariectomia (OVX) anula las ventajas en el sexo femenino asemejandolo al
masculino.
Objetivos: Nuestros objetivos fueron estudiar el consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas hembras
Wistar jovenes y viejas (V), ademas de evaluar el efecto de la OVX sobre dicha captacién cerebral de
glucosa.
Material y métodos: Usamos ratas hembras Wistar, divididas en grupos jovenes (4 -7 meses), jovenes
Control (Sham), ovariectomizadas (3 y 6 semanas) y V (22 - 24 meses). Tras la administracién intravenosa
de 18F-fluordeoxiglucosa se midi6 la captaciéon de glucosa cerebral in vivo mediante tomografia por
emision de positrones.
Resultados: Se produjo una disminucién significativa en el consumo cerebral de glucosa en las ratas V
respecto a las jovenes. Resultados similares hallamos en la captacion de glucosa entre las ratas Control y
ovariectomizadas de 3 y de 6 semanas.
Conclusiones: El envejecimiento produce una disminucioén en el metabolismo cerebral de glucosa. La OVX
reduce el consumo cerebral de glucosa significativamente respecto a las ratas Control de manera similar al
envejecimiento.

© 2009 SEGG. Publicado por Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.

Aging and ovariectomy cause a decrease in brain glucose consumption
in vivo in Wistar rats

ABSTRACT

Introduction: The life expectancy of the population has been increased steadily over the twentieth century
in both genders. The survival of women has always been higher compared to men and these differences in
longevity are reproduced in other animal species such as rats.

There must be some biological basis to support the differences in longevity between males and females.
Differences can be explained by the effects of estrogens because ovariectomy cancels out the benefits
shown in females compared to males.

Aim: Our aims were to study the cerebral glucose consumption in vivo in young and old female Wistar rats
and evaluate the effect of ovariectomy on the brain glucose uptake.
Material and methods: We used female Wistar rats, divided into young (4-7 months), young control
(Sham) and ovariectomized (3 or 6 weeks) and old (22-24 months) groups. After intravenous
administration of 18F-fluorodeoxyglucose (FDG) the cerebral glucose uptake was measured in vivo by
Positron Emission Tomography (PET).
Results: There was a significant decrease in cerebral glucose consumption in old rats compared with young
rats. Similar results were found in glucose uptake when comparing control rats with ovariectomized rats,
i.e., ovariectomy significantly reduces the brain glucose consumption.
Conclusions: Aging causes a decrease in cerebral glucose metabolism. Ovariectomy reduces cerebral
glucose consumption significantly compared to control rats and is similar to the old group.
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Introduccion

Es un hecho contrastado que las hembras viven mas que los
machos en muchas especies, incluida la humana'?. Nuestro
interés es estudiar los mecanismos por los cuales las hembras
de muchas especies viven un 10% mas que los machos!. Esto tiene
una gran importancia desde el punto de vista tedrico como
practico. Desde el punto de vista tedrico, el hecho de que en la
misma especie solo la diferencia de sexo determine una diferencia
de longevidad del 10%, nos permitird entender mecanismos
basicos de envejecimiento.

Por otro lado, el interés practico de estos estudios es encontrar
alguna sustancia que permita alargar la vida a la poblacién
masculina.

Basandonos en la accion favorable de los estrogenos y, en concreto,
a su interaccién con los receptores estrogénicos, las MAP kinasas, el
factor nuclear kappa B y la expresion de genes antioxidantes,
asociadas a la longevidad, podemos trazar una posible via'>~%,

En las Gltimas décadas, a través de los equipos de tomografia
de emision de positrones (PET) y los diferentes radiofarmacos
(como el analogo de la glucosa, la 18F-fluorodesoxiglucosa
[18F-FDG]) podemos realizar estudios in vivo, no invasivos, para
ver como afecta el envejecimiento al cerebro humano y al de
animales de experimentacién®~1".

De hecho, y por ser la glucosa (en esta técnica, la 18F-FDG) uno
de los principales sustratos energéticos del organismo, la 18F-FDG
ha sido y es la mas comiin entre los diferentes radiofarmacos, y es
aceptado para detectar y para valorar los procesos tumorales, asi
como la enfermedad de Alzheimer en humanos y otra multitud de
investigaciones en animales.

Esta tecnologia se basa en evaluar qué areas cerebrales se ven
afectadas en su funcién, tanto en estudios longitudinales!®!®
como valorando las pautas temporales de dichos cambios.

Han sido varios los estudios llevados a cabo en los que se ha
demostrado que la captacion de glucosa disminuye a medida que el
cerebro envejece’®?!, Ademas, también se ha observado que el
descenso en el consumo de glucosa se relaciona con un mayor estrés
oxidativo, como ha publicado nuestro grupo recientemente'”.

Incluso en aquellas poblaciones con una mayor longevidad
(japoneses) se ha confirmado este declinar de la funcion
metabédlica cerebral®?.

El estudio de aquellas areas cerebrales que se ven alteradas en
su funcionamiento con el paso de la edad?°~?? y en situaciones
patolégicas (enfermedad de Alzheimer, etc.)*>?* nos permite
conocer realmente como se modula la actividad cerebral en el
envejecimiento'>2°, Asimismo, resulta interesante el estudio del
metabolismo cerebral de la glucosa en una situacién como la
menopausia, a partir de la cual se incrementa la incidencia de
enfermedades en la mujer, como la enfermedad de Alzheimer,
sobre todo en el caso de que haya historia materna de dicha
enfermedad®>%5,

El objetivo, por tanto, de este estudio fue evaluar el efecto del
envejecimiento sobre la captacion cerebral de glucosa in vivo en
ratas y tras la induccién de la menopausia (por medio de la
ovariectomia [OVX]).

Material y métodos

Animales de experimentacion. Se emplearon ratas Wistar
hembras de edades comprendidas entre 4-7 meses para los
grupos Control (Sham) y OVX, y entre 22 — 24 meses para el grupo
de ratas viejas (V). El estudio se realiz6 de acuerdo con lo
establecido en el Real Decreto 1201/2005, del 10 de octubre, sobre
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y
otros fines cientificos (BOE, 21 de octubre de 2005).

Los animales se mantuvieron en el animalario de la Unidad
Central de Investigacion de la Facultad de Medicina, bajo
condiciones de temperatura (23 + 1 °C), humedad relativa (60%)
y ciclos de luz/oscuridad (12/12 h) constantes. Se alimentaron con
una dieta de laboratorio estindar (que contenia 590g de
carbohidratos, 30 g de lipidos y 160 g de proteinas por kilogramo
de dieta) y agua del grifo sin restriccion en la ingesta.

Los animales se dividieron en los siguientes grupos de
experimentacion: control (Sham), a los que se realiz6 la cirugia
de manera similar a los grupos de OVX, pero sin llegar a retirar los
ovarios. Los animales se sacrificaron tres semanas después de
realizar la OVX (grupo OVX 3, n = 5) o tras seis semanas (grupo
OVX 6, n = 5); ratas hembras viejas (grupo V, n = 5).

La OVX se llevo a cabo cuando las hembras tenian entre 4 y 7
meses de vida. Para ello, se anestesiaron mediante la adminis-
tracion de isoflurano vaporizado con oxigeno al 2% (Isoflo®,
Veterinaria Esteve).

Tras anestesiar a los animales se realizaron 2 pequeiias
incisiones longitudinales (8 mm) en el lomo de las ratas, a unos
2 cm de la linea media a través de la piel y la pared muscular. Una
vez localizados los ovarios, se at6 firmemente una sutura de seda
(Silkam®, Braun-Aesculap, Alemania) alrededor del oviducto y los
vasos sanguineos ovaricos, seccionando después el oviducto
distalmente a la sutura y extrayendo los ovarios. Al grupo control
(Sham) se le realiz6 el mismo procedimiento, pero sin llegar a
retirarle los ovarios.

A continuacion, se sutur6 la pared muscular con una sutura
sintética reabsorbible (Safil®, Braun-Aesculap, Alemania) y se
cerrd la piel con grapas metalicas (Medicon, Instrumente,
Alemania). Todos los animales recibieron analgesia postoperatoria
mediante 0,1 ml de ketoprofeno (Ketofen® al 1%, Merial, Francia)
durante la recuperacioén anestésica.

Imagen cerebral. Estudio del consumo de glucosa in vivo
mediante PET en ratas. Entre 3 - 5 dias antes del sacrificio de cada
grupo de animales, se procedi6 a realizar en cada uno de ellos un
estudio PET (Albira small animal PET, Oncovision, GEM-Imaging)
de cuerpo completo, utilizando como radiotrazador la 18F-FDG. La
18F-FDG fue sintetizada siguiendo el protocolo de Hamacher?’. Se
mantuvo a los animales entre 8-14h en ayuno antes de
anestesiarlos, inyectarles a través de la vena safena el radiotra-
zador (30-40MBq) e introducir al animal en la cdmara PET. Se
realizd un protocolo dinamico de adquisicion de eventos por
secuencias de 1, 2 y 5min hasta completar un periodo de
distribucién del radiotrazador por todo el cuerpo de 30 min.
Seguidamente, el escaner inicia automaticamente otra adquisicion
dindmica por secuencias, hasta completar 20 min, que sera la
medida tomada para cuantificar el consumo cerebral de glucosa
de cada animal estudiado.

Posteriormente, tras finalizar el estudio, los animales se
mantuvieron 12h en sus jaulas con comida y agua ad libitum
para eliminar cualquier traza de radiactividad residual, antes de
devolverlos a las jaulas con el resto de su grupo.

Andlisis de imagenes. El archivo de datos de cada adquisicion
es reconstruido por el software que proporciona la casa comercial
del aparato, mediante un algoritmo MLEM de 12 iteraciones en el
cual se hace una correccion por decaimiento (puesto que la FDG
tiene una vida media de 109,8 min). No se hizo correccion por
coincidencias aleatorias, dispersiéon y atenuacion.

Tras reconstruir el archivo de datos se genera un archivo
de imagen «img.hdr», que se utiliza para cuantificar las
regiones de interés o voliumenes de interés (VOI). En nuestro
estudio se ha analizado el volumen cerebral de cada rata
por completo, por lo que se realiz6 un VOI en el cual quedaba
excluida la parte correspondiente al cerebelo y el resto de las
regiones con hipercaptacion de la cabeza, como las glandulas de
Harder.
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El VOI construido para cada cerebro es analizado mediante el
software comercial PMOD 2.8 (2006, Suiza). La actividad cuanti-
ficada en cada uno de los VOI analizados es la suma de todos los
eventos captados por cada uno de ellos en ese periodo de tiempo
(20min) expresada en milicurios por unidad de volumen (cm?).
Esta captacion de FDG (standarized uptake value [SUV]) es
corregida por la dosis inyectada y el peso del animal (g) mediante
la siguiente formula:

_actividad captada en el volumen de interés (mCi /em?) x peso (g)

Suv ID (mCi)

VOI x Peso  (mCi/cm?) x g

SUV= D mCi

SUV: standarized uptake value. ID: injected dose. mCi: milicurio.

Analisis estadistico de los resultados. Para el analisis estadis-
tico de los resultados, primero se realizé un andlisis de la varianza.
La hipdtesis nula fue aceptada para todos los valores de aquellos
grupos en los cuales F no fue significativa para un valor p < 0,05.
Luego, el grupo de datos para los que F fue significativa fueron
analizados por el test de la t de Student. La simbologia empleada
en el presente trabajo es la siguiente: 'p<0,05; “p<0,01;
“p<0,001.

Resultados

En la figura 1 se muestra el consumo cerebral de glucosa in vivo
de ratas jovenes (4-7 meses) y V (22-24 meses) y, como se
puede comprobar, este disminuye significativamente con la edad
(3,9+1.43 vs. 1,99 + 1,66 SUV; p < 0,05). El cerebro de las ratas
jovenes consume alrededor del doble de glucosa en comparacion
con las ratas V. Por tanto, el envejecimiento interfiere con el
consumo cerebral de glucosa en las ratas.

La figura 2 muestra el consumo cerebral de glucosa in vivo del
grupo de ratas con OVX 3 y su disminucion respecto al grupo

-
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Figura 1. Consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas jévenes (4-7 meses) y
viejas (22-24 meses). Imagen coronal del cerebro (intensidad expresada como
«maxima captacion por corte». Metabolismo cerebral de glucosa (18F-FDG)
expresado como standarized uptake value (SUV). Valores expresados como
media + SD (n=6). La diferencia estadistica estd expresada como p<0,05 vs.
control.

Control (3,9 + 1,43 vs. 0,94 + 0,23 SUV; p < 0,01). Asi pues, la OVX
disminuye el consumo cerebral de glucosa.

A continuacion, cuando se compara el efecto de la OVX 3 con el
grupo de ratas V y el de ratas Control se puede observar (fig. 3)
como el consumo cerebral de glucosa in vivo esta disminuido en el
grupo de OVX 3 y de ratas V respecto al grupo control (3,9+ 1,43y
0,94+ 0,23 SUV [p<0,01] vs. 1,99+ 1,66 SUV [p<0,05]). Asi
pues, la OVX ejerce un efecto similar al envejecimiento.

SuUvV

Control OVX3

Figura 2. Consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas jévenes (4-7 meses) y OVX
3. Imagen coronal del cerebro (intensidad expresada como «maxima captacion por
corte»). Metabolismo cerebral de glucosa (18F-FDG) expresado como standarized
uptake value (SUV). Valores expresados como media +SD (n=6). La diferencia
estadistica esta expresada como “~p < 0,01 vs. control.
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Figura 3. Consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas jévenes (4-7 meses), OVX
3y viejas (22-24 meses). Imagen coronal del cerebro (intensidad expresada como
«maxima captaciéon por corte»). Metabolismo cerebral de glucosa (18F-FDG)
expresado como standarized uptake value (SUV). Valores expresados como
media +SD (n=6). La diferencia estadistica estd expresada como ~p<0,01;
"p < 0,05 vs. control.
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Figura 4. Consumo cerebral de glucosa in vivo en ratas jovenes (4-7 meses),
ovariectomizadas durante 3 y 6 semanas (OVX 3 y OVX 6). Imagen coronal del
cerebro (intensidad expresada como «maxima captacion por corte»). Metabolismo
cerebral de glucosa (18F-FDG) expresado como standarized uptake value. Valores
expresados como media + SD (n=6). La diferencia estadistica esta expresada como
“p<0,01; 'p<0,05 vs. control.

Con los anteriores resultados veiamos el efecto que producia la
OVX, es decir, la induccion de la menopausia en ratas a corto plazo
(3 semanas). Con los siguientes grupos (OVX 6) vemos que dicho
efecto negativo sobre el consumo cerebral de glucosa in vivo se
mantiene disminuido si este periodo de OVX se alarga en el
tiempo (6 semanas [fig. 4]).

En dichas graficas observamos que esta disminucion es
consistente y representa un cambio significativo del grupo de
OVX 6 respecto al grupo control (3,9 + 1,43 vs. 1,06 + 0,17 SUV;
p <0,05), al igual que con el grupo de OVX 3 (3,9+ 1,43 vs.
0,94 + 0,23 SUV; p < 0,01 con el grupo de OVX 6 (vs. 1,06 + 0,17
SUV; p<0,05); con el grupo de ratas V (vs. 1,99+ 1,66 SUV,
p < 0,05). Asi pues, tras 6 semanas de OVX no se produce ninguna
recuperacion del consumo cerebral de glucosa, por tanto, no hay
ninguna adaptacion.

Discusion

Desde hace mas de 2 décadas se estan llevando a cabo estudios
en los que se analiza y se evalGa el consumo metabdlico de
glucosa a nivel fisiologico y/o fisiopatologico con la técnica de
PET?82° sobre todo en los cambios que acontecen con el
envejecimiento®~ 14,

Los equipos de PET han ido evolucionando y perfeccionandose
cada vez mas, tanto en su tecnologia y programas informaticos
como en la planificacién de los estudios y el andlisis de sus
resultados. Sin embargo, hoy dia se plantean atin dudas respecto a
la metodologia que se usa para extraer los resultados®®3!, el
manejo de los animales en dichos estudios??3, etc.

Existen muchos estudios que relacionan el consumo cerebral
de glucosa con diversas enfermedades relacionadas con el
envejecimiento, especialmente la enfermedad de Alzheimer? 34,

Como publicoé recientemente nuestro grupo, se da una
correlacién en el envejecimiento entre un mayor estrés oxidativo
y una disminucién en el consumo cerebral de glucosa'’.

Nuestro objetivo en este estudio fue evaluar el consumo
cerebral de glucosa en ratas Wistar entre jovenes y V, para

corroborar ese dato publicado en ratones de un modelo de
envejecimiento acelerado. Pero también, analizar si la induccion
de la menopausia en ratas mediante la OVX provocaba un
descenso en el consumo cerebral de glucosa, puesto que son
bastantes los estudios que abogan por el uso de estrogenos en
mujeres posmenopausicas para revertir el efecto negativo de la
menopausia en el consumo cerebral de glucosa, especialmente
relacionado con aquellas areas afectadas en la enfermedad de
Alzheimer>>,

Como muestran nuestros resultados, en primer lugar hay un
descenso con el envejecimiento sobre el consumo cerebral de
glucosa en ratas hembra. Dato que confirma que el metabolismo
cerebral se ve afectado con el envejecimiento no sélo en
animales!’, sino también en humanos?2.

Ademas, se observa como la OVX de 3 y de 6 semanas en ratas
hembra produce un descenso global en el consumo cerebral de
glucosa, similar a las ratas V.

Estos datos parecen sefialar la menopausia como un periodo
critico en el cambio que se produce en el metabolismo cerebral de
las hembras.

Asi, actualmente estamos realizando estudios para ver el efecto
de la administracion de estrégenos y su efecto sobre ratas
ovariectomizadas, ya que se hacen necesarios estudios para
analizar si se revierte el efecto de la menopausia, se relaciona
con la longevidad, la aparicion de enfermedades neurodegenera-
tivas, tumores y otras patologias de alta prevalencia en el
organismo envejecido.
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