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RESUMEN (en español) 

 

 

Los estrógenos son hormonas imprescindibles para el buen funcionamiento de las funciones 

cerebrales, además de su conocido papel, a nivel hipotalámico, sobre el eje neuroendocrino-

reproductor. De este modo, los cambios cíclicos que se producen en sus niveles a lo largo de la 

vida sexual de la mujer pueden influir en la homeostasis cerebral. No obstante, es en el 

momento final de este periodo reproductivo cuando más evidente resulta su importancia, ya 

que la caída en los niveles de estrógenos, inherente a la menopausia, puede dar lugar a la 

aparición de diversos síntomas y patologías, tales como un incremento de la resistencia central 

a la acción de la insulina o un aumento en la incidencia de daño isquémico cerebral. A pesar de 

que la terapia de reemplazamiento hormonal con estrógenos puede resultar efectiva para paliar 

muchas patologías asociadas al envejecimiento, en ocasiones conlleva de forma implícita la 

aparición de efectos secundarios no deseados. Esto nos ha llevado a estudiar si los 

tratamientos con 17β-estradiol o genisteína, una isoflavona presente en ciertos tipos de 

plantas, podrían ejercer un papel neuroprotector frente a la resistencia a la insulina y el daño 

isquémico asociados al envejecimiento femenino. Así, mediante el empleo de modelos 

animales y celulares, en este trabajo observamos que las diferencias en los niveles de 

estrógenos que existen entre distintas fases del ciclo estral modulan el metabolismo oxidativo 

cerebral de una forma específica de región. Además, el tratamiento agudo con 17β-estradiol, 

pero no con genisteína, redujo el impacto negativo del envejecimiento sobre la sensibilidad a la 

acción de la insulina en el córtex cerebral de ratas hembra. Sin embargo, el hecho de que la 

genisteína provocara la activación de la proteína quinasa B (Akt), la cual está implicada en 

múltiples procesos celulares, sugiere la existencia de otros mecanismos implicados en la 

mediación de los efectos neuroprotectores de este fitoestrógeno durante el envejecimiento 

femenino. Por último, tanto el 17β-estradiol como la genisteína ejercieron un papel 

neuroprotector frente a un daño por isquemia/reperfusión recurrente en un estudio in vitro 

realizado con la línea neuronal de hipocampo de ratón HT22. Este efecto protector pareció ser 

mediado, al menos en parte, por una mejoría del metabolismo oxidativo neuronal, el cual se 

había visto comprometido como consecuencia del daño isquémico. En conjunto, todo ello 

apunta a que los estrógenos juegan un papel muy importante en la regulación de diversas 

patologías a nivel central que pueden tener lugar durante el envejecimiento femenino. A pesar 

de que la genisteína no haya sido capaz de mimetizar este papel protector del estradiol en 

todas las patologías estudiadas, los resultados positivos encontrados con este fitoestrógeno, 

tales como la activación de Akt en el córtex cerebral de ratas hembra viejas y su papel 

neuroprotector frente al daño isquémico recurrente, son esperanzadores y alientan a la  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 
RESUMEN (en Inglés) 

 

 

Estrogens are essential hormones for the proper performance of brain function, in addition to its 

known role at the hypothalamic level on the neuroendocrine-reproductive axis. Thus, cyclic 

changes occurring in their levels throughout woman’s sexual life can modulate brain 

homeostasis. However, it is at the end of the reproductive period when more obvious its 

importance become, since the decrease of estrogen levels following menopause can lead to 

several symptoms and pathologies, such as an increase of central insulin resistance or stroke 

incidence. In spite of the fact that hormone replacement therapy with estrogens can be effective 

to face many age-related diseases, sometimes it triggers undesired side effects. Taking this into 

account, we have studied whether treatments with 17β-estradiol or genistein, an isoflavone 

present in several plants, could exert a neuroprotective role against insulin resistance and 

ischemic damage associated with female aging. Thereby, by using both cellular and animal 

models, we have shown that the differences in estrogen levels along different stages of the 

estrous cycle modulate brain oxidative metabolism in a region-specific manner. Moreover, acute 

treatment with 17β-estradiol, but not with genistein, reduced the negative impact of aging on 

insulin sensitivity at the cerebral cortex of female rats. Nevertheless, the fact that genistein 

induced protein kinase B (Akt) activation, which is involved in multiple cellular processes, 

suggests that other possible mechanisms are involved in the neuroprotective effects of this 

phytoestrogen during female aging. Finally, both acute treatments with 17β-estradiol and 

genistein performed neuroprotective actions against a recurrent ischemic/reperfusion damage in 

an in vitro study carried out with the HT22 neuronal line of mouse hippocampus. This protective 

effect seemed to be mediated, at least partially, by an improvement of the neuronal oxidative 

metabolism, which had been compromised due to the ischemic damage. In conclusion, it seems 

that estrogens play an important role in the regulation of several brain pathologies which can 

occur during female aging. In spite of the fact that genistein has not been able to mimic this 

protective role of estradiol in all, the positive results found with this phytoestrogen, such as Akt 

activation in the cerebral cortex of aged female rats and its neuroprotective role against 

recurrent ischemic damage, are promising and encourage us to carry out further studies, either 

by using them as monotherapy or in combination therapies with other phytoestrogens. 
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realización de más estudios, bien sea utilizándolos como monoterapia o en terapias 

combinadas con otros fitoestrógenos.  

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“No te rindas, por favor no cedas. Aunque el frío queme, 

aunque el miedo muerda, aunque el sol se esconda y se calle el viento,  

aún hay fuego en tu alma, aún hay vida en tus sueños” 
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6-OHDA: 6-hidroxidopamina  

18F-FDG: 18F-fluorodesoxiglucosa 

ACV:  accidente cerebrovascular 

Akt: proteína quinasa B 
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Cb1: receptor cannabinoide de tipo 1 

CG: corteza cingulada 
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DAB:  diaminobencidina 

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  

DMSO: dimetilsulfóxido 

E: células expuestas a OGD u OGD/R y tratadas con estradiol 

ECL:  sustrato quimioluminiscente potenciado 

ER: receptor de estrógenos 

ERE: elemento de respuesta a esteroides 

FBS: suero bovino fetal 

FR2: corteza motora secundaria 

FSH: hormona folículo estimulante 

G: células expuestas a OGD u OGD/R y tratadas con genisteína 

GD: giro dentado 

GLUT:  transportador de glucosa 

GnRH:  hormona liberadora de gonadotropinas 

GPR30: receptor 30 unido a proteína G 

HIF:  factor inducible por la hipoxia 

HRE:  elemento de respuesta a hipoxia 
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Los estrógenos son hormonas imprescindibles para el buen funcionamiento de 

las funciones cerebrales, además de su conocido papel, a nivel hipotalámico, sobre el eje 

neuroendocrino-reproductor. De este modo, los cambios cíclicos que se producen en sus 

niveles a lo largo de la vida sexual de la mujer pueden influir en la homeostasis 

cerebral. No obstante, es en el momento final de este periodo reproductivo cuando más 

evidente resulta su importancia, ya que la caída en los niveles de estrógenos, inherente a 

la menopausia, puede dar lugar a la aparición de diversos síntomas y patologías, tales 

como un incremento de la resistencia central a la acción de la insulina o un aumento en 

la incidencia de daño isquémico cerebral. A pesar de que la terapia de reemplazamiento 

hormonal con estrógenos puede resultar efectiva para paliar muchas patologías 

asociadas al envejecimiento, en ocasiones conlleva de forma implícita la aparición de 

efectos secundarios no deseados. Esto nos ha llevado a estudiar si los tratamientos con 

17β-estradiol o genisteína, una isoflavona presente en ciertos tipos de plantas, podrían 

ejercer un papel neuroprotector frente a la resistencia a la insulina y el daño isquémico 

asociados al envejecimiento femenino. Así, mediante el empleo de modelos animales y 

celulares, en este trabajo observamos que las diferencias en los niveles de estrógenos 

que existen entre distintas fases del ciclo estral modulan el metabolismo oxidativo 

cerebral de una forma específica de región. Además, el tratamiento agudo con 17β-

estradiol, pero no con genisteína, redujo el impacto negativo del envejecimiento sobre la 

sensibilidad a la acción de la insulina en el córtex cerebral de ratas hembra. Sin 

embargo, el hecho de que la genisteína provocara la activación de la proteína quinasa B 

(Akt), la cual está implicada en múltiples procesos celulares, sugiere la existencia de 

otros mecanismos implicados en la mediación de los efectos neuroprotectores de este 

fitoestrógeno durante el envejecimiento femenino. Por último, tanto el 17β-estradiol 

como la genisteína ejercieron un papel neuroprotector frente a un daño por 

isquemia/reperfusión recurrente en un estudio in vitro realizado con la línea neuronal de 

hipocampo de ratón HT22. Este efecto protector pareció ser mediado, al menos en parte, 

por una mejoría del metabolismo oxidativo neuronal, el cual se había visto 

comprometido como consecuencia del daño isquémico. En conjunto, todo ello apunta a 

que los estrógenos juegan un papel muy importante en la regulación de diversas 

patologías a nivel central que pueden tener lugar durante el envejecimiento femenino. A 

pesar de que la genisteína no haya sido capaz de mimetizar este papel protector del 

estradiol en todas las patologías estudiadas, los resultados positivos encontrados con 

este fitoestrógeno, tales como la activación de Akt en el córtex cerebral de ratas hembra 
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viejas y su papel neuroprotector frente al daño isquémico recurrente, son esperanzadores 

y alientan a la realización de más estudios, bien sea utilizándolos como monoterapia o 

en terapias combinadas con otros fitoestrógenos.  
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Estrogens are essential hormones for the proper performance of brain function, 

in addition to its known role at the hypothalamic level on the neuroendocrine-

reproductive axis. Thus, cyclic changes occurring in their levels throughout woman’s 

sexual life can modulate brain homeostasis. However, it is at the end of the reproductive 

period when more obvious its importance become, since the decrease of estrogen levels 

following menopause can lead to several symptoms and pathologies, such as an increase 

of central insulin resistance or stroke incidence. In spite of the fact that hormone 

replacement therapy with estrogens can be effective to face many age-related diseases, 

sometimes it triggers undesired side effects. Taking this into account, we have studied 

whether treatments with 17β-estradiol or genistein, an isoflavone present in several 

plants, could exert a neuroprotective role against insulin resistance and ischemic 

damage associated with female aging. Thereby, by using both cellular and animal 

models, we have shown that the differences in estrogen levels along different stages of 

the estrous cycle modulate brain oxidative metabolism in a region-specific manner. 

Moreover, acute treatment with 17β-estradiol, but not with genistein, reduced the 

negative impact of aging on insulin sensitivity at the cerebral cortex of female rats. 

Nevertheless, the fact that genistein induced protein kinase B (Akt) activation, which is 

involved in multiple cellular processes, suggests that other possible mechanisms are 

involved in the neuroprotective effects of this phytoestrogen during female aging. 

Finally, both acute treatments with 17β-estradiol and genistein performed 

neuroprotective actions against a recurrent ischemic/reperfusion damage in an in vitro 

study carried out with the HT22 neuronal line of mouse hippocampus. This protective 

effect seemed to be mediated, at least partially, by an improvement of the neuronal 

oxidative metabolism, which had been compromised due to the ischemic damage. In 

conclusion, it seems that estrogens play an important role in the regulation of several 

brain pathologies which can occur during female aging. In spite of the fact that genistein 

has not been able to mimic this protective role of estradiol in all, the positive results 

found with this phytoestrogen, such as Akt activation in the cerebral cortex of aged 

female rats and its neuroprotective role against recurrent ischemic damage, are 

promising and encourage us to carry out further studies, either by using them as 

monotherapy or in combination therapies with other phytoestrogens.  
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1. Ciclo reproductivo femenino  

La actividad sexual de la mayor parte de las hembras de los mamíferos depende 

de la repetición de un ciclo reproductivo. Dicho ciclo se define como el conjunto de 

acontecimientos fisiológicos que se producen en el sistema reproductor femenino a 

intervalos de tiempo cíclicos, debido a variaciones en los niveles hormonales, y que 

concluyen con la capacidad de reproducirse (1).  

El ciclo reproductivo no puede considerarse como un hecho aislado, sino que 

depende de varios tejidos u órganos. En este sentido, el hipotálamo, la hipófisis y el 

tejido sexual son los responsables de la naturaleza repetitiva del ciclo, considerado en sí 

mismo como una integración neuroendocrina (2). 

 

1.1. Regulación del ciclo: eje Hipotálamo-Hipófisis-Ovario 

El ciclo reproductivo femenino está regulado por el “eje Neuroendocrino 

Reproductor”, que está constituido por tres sistemas perfectamente integrados: 

hipotálamo, adenohipófisis y ovario (1).  

El hipotálamo sintetiza y secreta de forma pulsátil la hormona liberadora de 

gonadotropinas (GnRH) que, a través del sistema porta hipofisario, alcanza a la 

adenohipófisis, donde promueve la secreción de las hormonas folículo estimulante 

(FSH) y luteinizante (LH), las cuales son liberadas a la circulación para, posteriormente, 

llevar a cabo sus acciones sobre el ovario (3). Las hormonas FSH y LH desencadenan el 

desarrollo de una serie de folículos dentro del ovario que comienzan a secretar 

estrógenos, los cuales a su vez retroalimentan el eje mediante un feedback positivo 

sobre hipotálamo e hipófisis, que da lugar al pico pre-ovulatorio de LH (4). La LH 

desencadena la ovulación de los ovocitos maduros, la luteinización de las células de la 

teca y de la granulosa y la formación del cuerpo lúteo (5).  

Posteriormente, las hormonas ováricas secretadas por el cuerpo lúteo, estrógenos 

y progesterona, ejercen un efecto de retroalimentación negativa inhibiendo la secreción 

de GnRH a nivel hipotalámico y de FSH y LH a nivel hipofisario (2) (Figura 1). 

Finalmente, el cuerpo lúteo degenera y las hormonas secretadas por el mismo 

disminuyen, dejando de ejercer esta acción inhibitoria y originando el inicio de un 

nuevo ciclo ovárico (2).  
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Figura 1. Esquema que muestra la regulación del ciclo ovárico por el eje Hipotálamo-Hipófisis-Ovario. 

GnRH=hormona liberadora de gonadotropinas; FSH=hormona folículo estimulante; LH=hormona 

luteinizante.   

 

1.2. Tipos de ciclo reproductivo: el ciclo estral en la rata 

Los cambios endocrinos regulares, o ciclos, controlan la reproducción sexual de 

muchas especies de mamíferos. Sin embargo, existen distintos tipos de ciclos 

hormonales femeninos, específicos de especie, que pueden regular la reproducción. 

Entre ellos, destacan: 

• Ciclo menstrual: característico de primates y humanos. Tiene una 

duración aproximada de 28 días, en los que se distinguen la fase folicular 

y luteínica (4).  

• Ciclo del estro: característico de roedores, en los que tiene una duración 

de 4-5 días. En él se distinguen las fases de diestro, proestro, estro y 

metaestro (6). 
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Centrándonos en el ciclo estral, éste supone una serie de cambios tanto en el 

sistema reproductor como en los niveles de hormonas esteroideas circulantes. En él se 

pueden distinguir cuatro fases con características distintas: diestro, proestro, estro y 

metaestro (Tabla 1). Como modelo animal, la rata presenta una gran ventaja a la hora de 

analizar fenómenos endocrinos, ya que el ciclo se completa en 4-5 días, siendo posible, 

por tanto, el análisis repetido de estos periodos sin una demora excesiva. Este ciclo sólo 

se da en animales sexualmente maduros, estando ausente, por tanto, en los animales que 

aún no hayan alcanzado la madurez sexual, que sean viejos o que hayan sufrido 

ovariectomía. 

En cuanto a los elementos que participan en el control del ciclo estral, el 17β-

estradiol, principal estrógeno secretado por el ovario, constituye uno de los factores 

básicos implicados en dicha regulación (2). Así, se ha demostrado que esta hormona 

aumenta la actividad espontánea del músculo uterino, favorece el desarrollo de los 

conductos finos de las glándulas mamarias y también interviene en el desarrollo y 

conservación del conducto genital (7). 

 

 

Tabla 1. Características principales de cada fase del ciclo estral en rata. 

 
 

ESTADIOS DURACIÓN  CARACTERÍSTICAS 
TIPOS CELULARES 

EN EPITELIO 
VAGINAL 

Diestro 6 horas 
Folículo de varios tamaños. El 
cuerpo lúteo continúa creciendo. 

Muy pocas células y sin 
una forma definida. 

Proestro  60 horas 

El folículo tiene un crecimiento 
rápido y el cuerpo lúteo se 
encuentra en fase de 
regeneración. 

Células nucleadas, que en 
ocasiones aparecen 
formando ramificaciones. 

Estro 20 horas 
Las células germinales sufren su 
maduración. Copulación. 

Células escamadas. 

Metaestro 8 horas 
Ovulación. Folículos muy 
pequeños. 

Abundante presencia de 
leucocitos que invaden el 
epitelio vaginal, 
acompañados de células 
nucleadas y mucus. 
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2. Estrógenos 

Los estrógenos son hormonas sexuales sintetizadas principalmente en los  

ovarios (1). Aunque en menor cantidad, también se sintetizan en la corteza suprarrenal y 

el tejido adiposo, así como en la placenta durante el embarazo (2). Su síntesis tiene 

lugar a partir del colesterol y, en menor medida, acetil-CoA (2). Se pueden distinguir 

distintos tipos de estrógenos en el plasma, tales como el estriol, la estrona y el 17β-

estradiol, siendo este último el principal estrógeno secretado como mencionamos 

anteriormente. Puesto que son hormonas esteroideas, los estrógenos son transportados 

en sangre unidos a albúmina y globulinas hasta alcanzar los tejidos diana, donde 

llevarán a cabo sus acciones fisiológicas. De este modo, tras la interacción específica 

con su receptor, pueden llevar a cabo acciones lentas o genómicas que suponen la 

regulación de la transcripción génica de determinados genes que se encuentran bajo su 

control. Además, los estrógenos también pueden ejercer acciones rápidas o no 

genómicas que, como veremos más adelante, abarcan distintas vías de actuación. En 

cuanto a su degradación, el hígado conjuga los estrógenos para formar glucurónidos y 

sulfatos, siendo estos productos posteriormente excretados por la bilis y la orina (2). 

A nivel funcional, estas hormonas llevan a cabo numerosas acciones, entre las 

que destacan: su importante papel en el crecimiento y diferenciación de los órganos 

sexuales (4), el mantenimiento de la materia ósea (8), la protección vascular (9) y la 

modulación del funcionamiento del sistema nervioso central (SNC) (10).  

 

2.1. Receptores de estrógenos 

Los receptores de estrógenos (ERs) pertenecen a la superfamilia de receptores 

nucleares de hormona esteroidea-tiroidea (11). En ellos se pueden distinguir varios 

dominios que difieren funcionalmente: el dominio amino-terminal de interacción con 

otras proteínas y activación de la transcripción (AF1), el dominio de unión al ADN 

(DBD), el dominio carboxilo-terminal de unión al ligando y transactivación 

(LBD/AF2), el dominio que contiene la señal de localización nuclear (D) y, finalmente, 

el dominio encargado de modular la actividad del receptor (F) (12) (Figura 2).  

Existen dos subtipos del receptor de estrógenos que están codificados por genes 

distintos y son conocidos como ERα y ERβ (13). Estos subtipos presentan una elevada 
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homología en el dominio de unión al ADN. Sin embargo, en los dominios restantes 

presentan una elevada variabilidad (14,15), lo que implica una distinta afinidad por el 

ligando (16) y la generación de efectos diversos, incluso opuestos, en función del tipo 

celular o del tejido en el que se encuentran (17). De hecho, ambos subtipos de ERs se 

expresan en distinta abundancia en varios tejidos y tipos celulares, lo que también 

contribuye a la posibilidad de que existan distintos genes bajo el control de cada subtipo 

dependiendo del tipo celular, así como modelos de acción que podrían incluir 

cooperación o bien competición entre ERα y ERβ (12).  

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de los dominios funcionales de los receptores de estrógenos α y β (ERα y ERβ). 

Modificado de Lanzino y cols. (12).  

 

En general, los receptores de estrógenos pueden unir gran variedad de ligandos, 

bien sean agonistas, antagonistas o los conocidos como moduladores selectivos del 

receptor de estrógenos (SERMs), que son un conjunto de moléculas que pueden actuar 

como agonistas o antagonistas del ER en función del tipo tisular (18). Tras ser activados 

por su ligando, ambos subtipos del ER forman un dímero con conformaciones diversas 

según el tipo de compuesto, originando la base estructural para la especificidad de 

ligando (19).  

La genómica ha permitido la identificación de variantes de procesamiento 

alternativo o splicing del receptor de estrógenos. Respecto a ERα, la primera isoforma 

descrita es aquella que posee un peso molecular de 67kDa (ERα67) (20). Cabe destacar 

también la existencia de otras isoformas acortadas, generadas por codones de inicio 

situados internamente en la secuencia génica, tales como la variante de splicing de 

46kDa (ERα46), que carece de la región AF-1 del extremo amino terminal (21), o la 

isoforma de 36kDa (ERα36), que carece de los dominios de activación de la 
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transcripción, por lo que su papel biológico está íntimamente ligado al desarrollo de 

señales rápidas a nivel citoplasmático (22). En relación a ERβ, existe más controversia 

en cuanto a las distintas formas de splicing, lo que conlleva un desconocimiento mayor 

de su papel sobre la función celular.  

 

2.2. Mecanismos de acción  

Los estrógenos pueden llevar a cabo sus funciones mediante los mecanismos de 

acción conocidos como “clásicos”, “genómicos” o “lentos”, o bien mediante acciones 

denominadas por contraposición “no clásicas”, “no genómicas” o “rápidas”: 

• Genómicos: Fueron los primeros en ser descubiertos. Su importancia reside en 

su capacidad para regular la expresión génica a través de receptores específicos 

situados en las proximidades del núcleo. El complejo esteroide-receptor entra en 

el núcleo y reconoce secuencias génicas específicas asociadas a la región 

promotora de genes regulados por estrógenos, a las que se une  mediante el 

dominio de unión al ADN. Estas secuencias se conocen como elementos de 

respuesta a esteroides (ERE) (23). A continuación, el complejo se ve expuesto a 

la acción de elementos remodeladores y modificadores de la cromatina, los 

cuales descompactan la cromatina facilitando el reclutamiento de la maquinaria 

de transcripción de forma coordinada, originando así el inicio de la transcripción 

de los genes regulados por estrógenos (12). 

• No genómicos: Estas acciones fueron descritas con posterioridad a los 

mecanismos genómicos, dando explicación a aquellos efectos de los estrógenos 

que ocurrían en intervalos de tiempo demasiado cortos como para ser originados 

por la modificación de la transcripción génica. Pueden generarse a partir de ERs 

localizados tanto en la membrana plasmática como en el citoplasma. Existen 

diferentes teorías acerca del origen de estos ERs, defendiendo algunos autores la 

posibilidad de que estos ERs se encuentren anclados a la cara interna de la 

membrana plasmática mediante proteínas de la caveola (24,25), así como en 

otros compartimentos no-caveola de la membrana (26). Sin embargo, basándose 

en la similitud estructural que existe entre ambas poblaciones de ERs (27), la 

teoría más aceptada hoy en día es que los receptores localizados en la membrana 

son la misma proteína que el receptor nuclear, el cual es transportado a las 
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proximidades de la membrana mediante mecanismos post-traduccionales, como 

la palmitoilación (28,29). Independientemente de cuál sea el origen de estos 

ERs, los estrógenos pueden, a través de ellos, actuar sobre la membrana, 

alterando su permeabilidad para precursores o modificando el funcionamiento de 

sus receptores (30). También pueden alterar la excitabilidad celular (31,32), 

participar en la activación de proteínas quinasas activadas por mitógenos 

(MAPK) (33) y de la quinasa de fosfatidilinositol (PI3K) (34), o en la 

modulación de receptores acoplados a proteínas G (35). Así mismo, también 

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

nucleótidos cíclicos (33). 

 

 

2.3. Funciones de los estrógenos a nivel del sistema nervioso central 

Los estrógenos tienen más funciones a nivel central además de las puramente 

reproductivas a través del hipotálamo. En este sentido, se sabe que ejercen una gran 

influencia en el desarrollo y en la plasticidad de circuitos del SNC, actuando sobre 

dendritas, axones y sinapsis (36). Por ejemplo, se ha observado que la eliminación de 

esteroides gonadales circulantes mediante ovariectomía en ratas hembra adultas produce 

una profunda disminución de la densidad de espinas dendríticas en las células 

piramidales del hipocampo. Sin embargo, cuando las ratas ovariectomizadas son 

tratadas con estradiol, este descenso es mucho menor (37). Además, se sabe que el 

cerebro es uno de los órganos que más sufre con la caída de estrógenos motivada por la 

menopausia, tanto natural como quirúrgica. Los daños producidos a consecuencia de los 

procesos neurodegenerativos en la demencia pueden ser retardados por la acción de los 

estrógenos (38), dejando entrever su potencial neuroprotector. En este sentido, los 

estrógenos son capaces de prevenir la muerte neuronal en modelos de daño cerebral (39) 

y mejorar procesos inflamatorios (40). Además, son capaces de ejercer efectos 

beneficiosos en modelos de enfermedad de Parkinson, por ejemplo mejorando ciertas 

alteraciones bioquímicas y conductuales inducidas por inyección estriatal de 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) en ratas hembra ovariectomizadas (41), y de proteger a las 

neuronas frente al daño oxidativo y la toxicidad β-amiloide, principal motivo 

subyacente a la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer (42).  
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Por otro lado, diversos estudios han demostrado la relación entre las hormonas 

esteroideas y el metabolismo cerebral mediante distintos parámetros, tales como 

consumo de oxígeno (43), captación de análogos de la glucosa (44) o tomografía por 

emisión de positrones (PET) (45). Así, se ha comprobado que los estrógenos pueden 

influir en el metabolismo cerebral, bien sea modificando la estructura o la función de 

varios componentes de la cadena de transporte de electrones (46,47). En concreto, se ha 

visto que pueden modular la actividad de enzimas mitocondriales clave implicados en la 

respiración celular y en el metabolismo oxidativo (46-48). En este sentido, la citocromo 

c oxidasa (CO) es un enzima de la membrana mitocondrial interna que cataliza el último 

paso de la cadena de transporte de electrones, permitiendo en último lugar la producción 

de energía celular en forma de ATP mediante el proceso de fosforilación oxidativa. Su 

papel crítico en el metabolismo energético, así como la dependencia del cerebro del 

metabolismo aeróbico para obtener energía, hacen que la CO sea considerada como un 

marcador endógeno fiable de actividad cerebral (49). 

Los estrógenos también influyen en tareas de aprendizaje y memoria 

relacionadas con la corteza cerebral y el hipocampo. Por ejemplo, se ha observado que 

el tratamiento con estrógenos en ratas hembra ovariectomizadas mejora la adquisición 

en el laberinto radial (50) y en el laberinto en T (51). En la misma línea, también se ha 

comprobado que la caída de estrógenos tras la menopausia puede comprometer la 

función cortical, pudiendo ser revertida por tratamiento hormonal exógeno (52). Cabe 

destacar que ambas regiones, corteza cerebral e hipocampo, presentan una alta densidad 

de ERs (10,53,54) y juegan un papel indispensable en procesos cognitivos clave, tales 

como aprendizaje y memoria (55,56). 

 

2.3.1. Corteza cerebral 

La corteza cerebral o neocorteza está considerada como una de las regiones 

cerebrales con una mayor dependencia funcional del estradiol (57). Esta idea se ha visto 

respaldada por estudios de inmunofluorescencia que evidenciaron la presencia de 

receptores intracelulares estrogénicos ERα y ERβ en esta región (54,58), así como por 

hallazgos previos realizados por otros autores que mostraron que las espinas dendríticas 

del córtex cerebral son moduladas cíclicamente durante el ciclo estral (52).  
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Desde la antigüedad, a la corteza cerebral se le ha atribuido un papel 

fundamental en la función motora (59). Sin embargo, hoy en día también es conocida su 

implicación en la percepción, audición, visión, lenguaje, control de emociones, 

aprendizaje y memoria (60). La corteza cerebral se corresponde con la parte superficial 

del cerebro. En humanos, primates y otras especies se caracteriza por poseer numerosos 

pliegues o circunvoluciones separados por hendiduras denominadas surcos y cisuras. 

Estructuralmente, la corteza se puede dividir en distintas áreas siguiendo estos surcos y 

cisuras, tales como la corteza temporal, parietal, occipital y frontal (4). Dentro del 

lóbulo frontal se encuentra la corteza prefrontal (PFC) (60), que a su vez se divide en 

corteza prefrontal medial (mPFC) y dorsolateral. La mPFC consta de varias regiones en 

base a un criterio citoarquitectónico (61), distinguiéndose así la corteza prefrontal 

ventromedial, que comprende las regiones infralímbica (IL) y prelímbica (PL), y la 

corteza prefrontal dorsomedial, que abarca la corteza cingulada (CG) y la corteza 

motora secundaria (FR2). Han sido halladas diferencias de conectividad en estas 

regiones (62), implicando, por tanto, también diferencias funcionales. 

De entre las funciones de la corteza prefrontal, destaca su importante papel en la 

memoria de trabajo, atención, iniciación de la respuesta, dirección del control 

autonómico y emoción (63). Algunos estudios se han centrado en los efectos que 

producen las terapias de reemplazamiento hormonal (HRT) sobre la función cortical 

deteriorada por ovariectomía. Así, se ha descubierto que el tratamiento exógeno con 

estradiol mejora la función cortical, bien sea mediante el incremento de la densidad de 

espinas dendríticas (52), o mediante la preservación de la morfología mitocondrial 

presináptica, que se correlaciona con una mejora de la memoria de trabajo (64).   

Por otro lado, algunos estudios también han demostrado que la corteza prefrontal 

recibe conexiones de estructuras subcorticales como el hipocampo (65-67) (Figura 3). 

Esta vía fue descrita por primera vez en la rata por Swanson en 1981 (67), quien 

observó inervaciones directas desde el hipocampo hacia la región infralímbica de la 

corteza prefrontal. Posteriormente, se descubrió que esta vía también inerva la región 

prelímbica (68,69). Concretamente, las fibras procedentes del hipocampo penetran en 

primer lugar en el área infralímbica y finalmente alcanzan el área prelímbica de la 

corteza prefrontal (66). 
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Figura 3. Esquema que resume las conexiones existentes entre distintas estructuras del sistema límbico. 

Modificado de Aggleton y Brown (70).  

 

2.3.2. Hipocampo 

El hipocampo, denominado también paleocorteza o corteza antigua, está 

considerado, junto con la neocorteza, como una de las estructuras diana por excelencia 

de los esteroides gonadales dentro del SNC. Por ejemplo, uno de los procesos regulados 

por hormonas ováricas en este área es la formación cíclica y la inactivación de sinapsis 

excitatorias (71). También se ha demostrado que los estrógenos pueden inducir un 

aumento en el número de sinapsis en botones sinápticos múltiples entre neuronas que 

previamente no estaban conectadas (72). En la misma línea, se ha observado que los 

estrógenos y los progestágenos regulan la sinaptogénesis en el hipocampo durante el 

ciclo estral en la rata, lo que conlleva consecuencias funcionales que incluyen cambios 

en la neurotransmisión y en la memoria (73). 

De entre las funciones del hipocampo, destaca su implicación en la memoria 

declarativa episódica, aprendizaje espacial, emoción y control de funciones vegetativas 

y autónomas (38). Estructuralmente, dentro del hipocampo se distingue el cuerno o asta 
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de Ammón (CA) y el giro dentado (GD). El cuerno de Ammón está formado 

principalmente por una gran capa de células piramidales, en la que se pueden establecer 

cuatro divisiones citoarquitectónicas según el tamaño, forma y distribución de las 

neuronas: CA1, CA2 y CA3 en la rata, hallándose además la región CA4 en el ser 

humano. Por su parte, el giro dentado está formado por neuronas granulares (74). 

Además, el hipocampo también se puede dividir en las regiones dorsal y ventral, 

poseyendo ambas las distintas áreas del cuerno de Ammón y el giro dentado. Sin 

embargo, dada la extensión del hipocampo y las diferentes proyecciones que reciben sus 

zonas dorsal y ventral, algunos autores sugieren que ambas regiones pueden 

diferenciarse funcionalmente (75,76). En este sentido, la distribución de los receptores 

de estrógenos en el hipocampo parece no ser homogénea, ya que estudios 

inmunocitoquímicos para ERα nuclear han mostrado mayor densidad de éste en el 

hipocampo ventral que en la zona dorsal (10). En la misma línea, técnicas de 

autorradiografía con 125I-estradiol para marcar a los ERs, evidenciaron sitios potenciales 

de actuación de estrógenos en células piramidales hipocampales, particularmente en la 

región ventral del hipocampo (38). Además, estudios de radioinmunocitoquímica han 

encontrado también diferencias en cuanto a los efectos llevados a cabo por los 

estrógenos, teniendo una mayor actuación sobre las sinapsis del hipocampo ventral que 

dorsal (77).       

 

3. Homeostasis de la glucosa y la insulina 

 La homeostasis de la glucosa es un proceso complejo que implica la 

comunicación entre varios tejidos (78). En condiciones de ayuno, los niveles de glucosa 

en sangre se mantienen bajos, al igual que los niveles de insulina. Sin embargo, al 

mismo tiempo se encuentran elevados los niveles de hormonas como el glucagón, la 

adrenalina y los corticoesteroides, promoviendo la producción de glucosa hepática. Por 

el contrario, en estado postprandial los niveles de glucosa en sangre aumentan, lo que 

conlleva la secreción de insulina por las células β-pancreáticas. La insulina es la única 

hormona capaz de disminuir la concentración de glucosa en sangre gracias a que 

estimula la captación de glucosa por los tejidos, inhibiendo a la vez la glucogenolisis y 

la gluconeogénesis a nivel hepático (79). 
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La captación de glucosa por los tejidos tiene lugar gracias a los transportadores 

de glucosa (GLUTs), los cuales permiten el transporte facilitado de glucosa a través de 

la membrana plasmática de las células. Hasta la fecha han sido identificados hasta trece 

miembros distintos de la familia de los GLUTs en los mamíferos (80). Cada uno de los 

transportadores de glucosa posee distintas afinidades para glucosa y otras hexosas como 

la fructosa. Por ejemplo, GLUT1, GLUT3 y GLUT4 tienen alta afinidad por la glucosa, 

permitiendo el transporte de la misma a alta tasa bajo condiciones fisiológicas   

normales (81,82).  

Teniendo en cuenta que la glucosa es la principal fuente de energía en el   

cerebro (83), la expresión de estos GLUTs es un determinante crítico para la correcta 

captación de glucosa a nivel central. En concreto, GLUT3 está ampliamente distribuido 

por el SNC y es, junto a GLUT1, el principal responsable de la captación y utilización 

de glucosa en el cerebro (84,85). Al contrario que GLUT1 y GLUT3, GLUT4 es un 

transportador de glucosa dependiente de insulina, sin embargo, también ha sido hallado 

en el tejido cerebral (57,86). Su exclusiva localización en sitios muy específicos podría 

indicar su implicación en tareas altamente especializadas en el SNC (85), y sugerir que 

en el cerebro también tiene lugar la captación de glucosa estimulada por insulina (86). 

GLUT4 se encuentra casi completamente secuestrado en compartimentos intracelulares 

en condiciones basales, siendo translocado a la membrana plasmática celular en 

respuesta a la acción de la insulina (87). 

Como mencionamos anteriormente, la insulina juega un papel fundamental en la 

regulación de la concentración de glucosa en sangre. Se trata de una hormona anabólica 

y anticatabólica esencial para el correcto crecimiento y desarrollo de los tejidos, así 

como para el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa (88). Esta hormona 

peptídica es sintetizada y secretada principalmente por las células β-pancreáticas de los 

islotes de Langerhans, y su gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 11 (89). 

Aún no se conocen al completo los mecanismos que regulan su síntesis, aunque se 

considera que la glucosa es el principal regulador de la misma (90), sin embargo, otros 

nutrientes como los ácidos grasos también intervienen en este proceso (91).  

Para ejercer su efecto regulador sobre la homeostasis de la glucosa, la insulina 

tiene como principales tejidos diana al hígado, al músculo y al tejido adiposo. A nivel 

hepático, destaca su acción inhibitoria sobre la gluconeogénesis y la glucogenolisis (79), 
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lo que conduce a un descenso en la producción de glucosa. En los tejidos muscular y 

adiposo, la insulina incrementa la tasa de captación de glucosa a través del transportador 

de glucosa dependiente de insulina (GLUT4), estimulando la entrada de glucosa desde 

el plasma hacia el interior celular (92). Sin embargo, también han sido identificados 

receptores de insulina (IRs) en células sanguíneas, intestinales y gonadales (93,94), lo 

que sugiere que los efectos de la insulina podrían ir más allá de sus órganos diana 

clásicos. En esta línea, durante un largo tiempo se ha considerado al cerebro como un 

órgano insensible a la acción de la insulina. No obstante, tanto la insulina como los IRs 

fueron encontrados a lo largo del tejido cerebral (95), sugiriendo la implicación de la 

insulina en la fisiología y patofisiología del cerebro (96).  

 

3.1. Cascada de señalización intracelular de la insulina 

Al igual que ocurre en los tejidos periféricos, la señalización de la insulina a 

nivel del SNC también está mediada por interacciones proteína a proteína. Como toda 

hormona peptídica, la insulina comienza su mecanismo de acción mediante la unión 

específica a su receptor de membrana (97), el cual pertenece a la familia de receptores 

con actividad tirosina quinasa intrínseca (98). La unión de la insulina produce la 

activación mediante autofosforilación del IR que, una vez activado, es capaz de 

reconocer y fosforilar varias proteínas adaptadoras, entre las que destacan la familia de 

sustratos del receptor de insulina (IRS), siendo el sustrato del receptor de insulina 1 

(IRS1) la mejor caracterizada (57). En este punto, las vías principales que surgen a 

partir de las proteínas IRS son la vía de la quinasa del fosfatidilinositol (PI3K) (99) y la 

vía de la proteína asociada a c-Cb1/receptor cannabinoide de tipo 1/miembro de la 

familia Rho de GTPasas (CAP/Cb1/TC10) (100), que están implicadas en las acciones 

metabólicas de la insulina. Así mismo, a partir de aquí también nace la vía de las 

MAPK, relacionada con las acciones mitogénicas de la hormona (101). 

Centrándonos en la vía de PI3K, éste es un enzima formado por una subunidad 

reguladora (p85α) que posee dominios SH2 mediante los que puede unirse a IRS1,  y 

una subunidad catalítica (p110α) con actividad lípido serín quinasa (102). En 

condiciones basales, p85α estabiliza a p110α y la mantiene con bajos niveles de 

actividad (103). Sin embargo, el estímulo de la insulina hace que p85α se una a IRS1, lo 

que provoca la eliminación de la inhibición ejercida sobre p110α y el reclutamiento de 
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PI3K desde el citosol hacia la membrana plasmática (104). Una vez en la membrana, 

PI3K cataliza la fosforilación del fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), originando 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (105). A continuación, el PIP3 activa a las 

quinasas dependientes de PIP3 (PDK1/2), que son serín/treonín quinasas que a su vez 

fosforilan y activan a la proteína quinasa B (Akt) (106). Esta activación de Akt sucede 

gracias a la fosforilación del residuo de serina 473 y, una vez activada, Akt está 

implicada en la translocación del transportador de glucosa sensible a la insulina 

(GLUT4) desde compartimentos intracelulares hacia la membrana plasmática, 

facilitando así la captación de glucosa por las células (107,108) (Figura 4). En estado 

basal, GLUT4 circula lentamente entre la membrana plasmática y los compartimentos 

intracelulares en los que se almacena, tales como el sistema endosómico, elementos 

túbulo-vesiculares citoplásmicos y la red trans-Golgi (109). Sin embargo, la unión de la 

insulina al IR aumenta la tasa de exocitosis del transportador, al mismo tiempo que 

disminuye su internalización mediante endocitosis, lo que conduce a un incremento neto 

de los niveles de GLUT4 en la membrana plasmática y al consiguiente aumento de la 

glucosa captada hacia el interior celular (110). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representación de la vía se señalización intracelular de la insulina. IR=receptor de insulina; 

IRS1=sustrato del receptor de insulina 1; PI3K=quinasa del fosfatidilinositol; PIP2=fosfatidilinositol-4,5-

bifosfato; PIP3=fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato; PDK1/2=quinasas dependientes de PIP3; 

AKT=proteína quinasa B; GLUT4=transportador de glucosa 4. Modificado de Ren y cols. (111).      
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Por último, se cree que la insulina y los IRs pueden tener más funciones en el 

cerebro a parte de su papel metabólico relacionado con la regulación de la captación de 

glucosa. Por ejemplo, también están implicados en la regulación central de la 

homeostasis corporal, en la modulación de la plasticidad sináptica, en la supervivencia 

neuronal o en el aprendizaje y la memoria (112-114). 

          

4. Envejecimiento femenino y cese de la función ovárica 

El envejecimiento se define como la acumulación progresiva de cambios con el 

tiempo que reducen la capacidad del individuo para enfrentarse a situaciones de estrés, 

disminuyendo así sus posibilidades de supervivencia (115). En 1982, Strehler (116) 

definió los cuatro pilares básicos del proceso de envejecimiento, según los cuales éste es 

un fenómeno: 

• Universal: los fenómenos asociados al proceso de envejecimiento deben 

darse, en menor o mayor medida, en todos los individuos de una especie. 

• Intrínseco: las causas que lo provocan deben ser de origen endógeno, es 

decir, no depender de factores externos. 

• Progresivo: los cambios que conducen al envejecimiento deben suceder 

de manera paulatina a lo largo de la vida. 

• Deletéreo: un determinado fenómeno sólo se considerará parte del 

proceso de envejecimiento si es dañino. 

En las mujeres, el envejecimiento conlleva un periodo durante el cual se 

producen importantes alteraciones endocrinas, somáticas y psicológicas, y que culmina 

finalmente con la aparición de la menopausia. La menopausia es el cese permanente de 

las menstruaciones como consecuencia de una pérdida irreversible de determinadas 

funciones ováricas, incluyendo la ovulación y la producción de estrógenos (1)     

(Figura 5). La edad media de la menopausia se sitúa en torno a los 51 años (4,117), 

aunque puede variar debido tanto a factores genéticos (118) como ambientales (117).  

Asociados a la disminución de la producción estrogénica que se produce durante 

la menopausia, pueden aparecer distintos síntomas, tales como inestabilidad 

vasomotora, sofocos, alteraciones metabólicas y atrofia urogenital (1). Así mismo, tanto 

el envejecimiento per se como la deficiencia estrogénica aumentan el riesgo de padecer 
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osteoporosis, enfermedades cardio- y cerebrovasculares y enfermedades 

neurodegenerativas asociadas a déficit cognitivo (4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Secreción de estrógenos durante la vida sexual de la mujer. Modificado de Guyton y Hall (2). 

 

4.1. Desequilibrio de la homeostasis de la glucosa y la sensibilidad a la insulina 

El envejecimiento se caracteriza por la pérdida de la capacidad para mantener 

estable el medio interno del individuo (pérdida de la homeostasis), lo que conduce a una 

alteración de las funciones metabólicas (119). El mantenimiento de los niveles 

sanguíneos de glucosa dentro de unos límites fisiológicos es imprescindible para el 

desarrollo de la vida, ya que constituye uno de los principales sustratos energéticos del 

organismo (120). Debido a su alta dependencia del consumo de glucosa, el cerebro es 

uno de los órganos que más sufre con este decaimiento metabólico, tanto en roedores 

(121) como en humanos (122). De hecho, estudios de PET utilizando radiofármacos 

como la 18F-fluorodesoxiglucosa (18F-FDG), han mostrado un descenso del consumo 

cerebral de glucosa en ratas hembra asociado no sólo al envejecimiento, sino también a 

la ovariectomía temprana (120). Estos datos parecen indicar que el decaimiento de los 

niveles hormonales inherente a la menopausia también influye en el desequilibrio de la 

homeostasis cerebral. 
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Dado que la insulina es la principal hormona que regula el metabolismo de los 

hidratos de carbono, la disminución en la sensibilidad de los tejidos a la acción de la 

insulina, inherente al fenómeno de envejecimiento, puede ser considerada como el sello 

de este empeoramiento metabólico (123). Esta resistencia de los tejidos a la acción de la 

insulina ha sido contrastada tanto en humanos como en roedores (124-126), y se define 

como un estado en el que las células diana fracasan en su respuesta a los niveles 

normales circulantes de insulina, lo que provoca una incapacidad de la hormona para 

mantener la homeostasis de carbohidratos y lípidos (127). Sin embargo, debido a que la 

insulina es una hormona multifuncional, el fenómeno de resistencia a la insulina no sólo 

afecta a la regulación de la homeostasis energética, sino que se trata de un síndrome 

complejo que afecta a diferentes tejidos con diversas consecuencias patológicas (128). 

Esta circunstancia puede condicionar la calidad de vida de las mujeres post-

menopaúsicas, ya que hay evidencias que muestran que la resistencia a la insulina y la 

hiperinsulinemia asociada están en la base de varias enfermedades relacionadas con la 

edad, tales como diabetes mellitus tipo II (129), patologías cardio-circulatorias (130) o 

enfermedades neurodegenerativas (131). Adicionalmente, se piensa que la resistencia a 

la acción de la insulina es la causa principal del desarrollo del síndrome metabólico, que 

se caracteriza por dislipidemia, hipertensión y obesidad visceral (132), y que se ha 

convertido en un importante problema de salud en nuestros días. 

Existe un amplio debate acerca de los mecanismos mediante los cuales el 

envejecimiento disminuye la sensibilidad a la acción de la insulina. Algunos autores 

defienden que se debe al incremento en la captación de ácidos grasos y a una alteración 

en su almacenaje (133). Sin embargo, otros autores señalan a los altos niveles de leptina 

(134) y al aumento del estrés oxidativo (135) como posibles causas. Así mismo, parece 

que en las mujeres la caída de estrógenos durante la menopausia también influye 

notablemente en la disminución tanto de la sensibilidad a la insulina como de la 

captación de glucosa estimulada por esta hormona (136). Esta idea se deriva de varios 

estudios que demuestran el efecto regulador que pueden ejercer las hormonas sexuales 

sobre el estado de sensibilidad a la insulina. Por ejemplo, se ha observado que 

variaciones en los niveles plasmáticos de esteroides sexuales durante el ciclo ovárico, la 

gestación o la menopausia, se corresponden con variaciones en la sensibilidad a la 

acción de la insulina de los tejidos diana (124,137,138). En la misma línea, 

experimentos de anclaje euglicémico hiperinsulinémico para cuantificar la sensibilidad 
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general a la acción de la insulina, también han encontrado un incremento de la 

resistencia a la acción de esta hormona después de ovariectomía que, sin embargo, 

disminuye en respuesta al tratamiento exógeno con estradiol, el cual restituye 

nuevamente una sensibilidad normal a la acción de la insulina (123). 

La resistencia a la acción de la insulina no puede ser considerada únicamente 

como una alteración sistémica uniforme, sino que más bien se cree que existe además 

un componente específico de tejido (139). En este sentido, se han postulado varias 

explicaciones posibles al descenso de la sensibilidad a la insulina inherente al proceso 

de envejecimiento a nivel central. Por una parte, dado que no se ha encontrado síntesis 

significativa de insulina en el SNC (140), se cree que los transcritos de esta hormona 

hallados en neuronas acceden al cerebro a través de un sistema de transporte saturable 

basado en receptor que les permite atravesar la barrera hematoencefálica (141). Sin 

embargo, este sistema de transporte podría deteriorarse debido a la hiperglucemia 

asociada al envejecimiento (142), sugiriendo que al menos parte de la resistencia central 

a la insulina podría ser causada por un deterioro en el sistema de transporte que permite 

la entrada de insulina en el cerebro (141). Por otro lado, cada vez cobra más fuerza la 

teoría que propone posibles alteraciones en algunos pasos de la ruta de señalización 

intracelular de esta hormona para explicar el aumento de la resistencia central a la 

insulina (57). En este sentido, existen varios trabajos que demuestran los efectos 

neuroprotectores de los estrógenos en el SNC (143-145), los cuales podrían ser 

mediados, entre otras rutas, a través de la vía de señalización de PI3K (144). Además, el 

tratamiento con estradiol podría modificar algunos pasos de la cascada de señalización 

intracelular de la insulina (57), así como la utilización de glucosa en el cerebro (44,146), 

lo que deja entrever el posible efecto regulador de los estrógenos en cuanto a la 

sensibilidad a la insulina también en el SNC.  

 

4.2. Daño cerebral isquémico 

El accidente cerebrovascular (ACV) o ictus consiste en un daño neurológico 

debido a una reducción importante del flujo sanguíneo cerebral. En la mayoría de los 

casos se debe a una interrupción súbita e inmediata del flujo sanguíneo por oclusión de 

alguna de las arterias que irrigan la masa encefálica como consecuencia de la formación 

de coágulos o placas de ateroesclerosis, lo que se conoce como “ictus isquémico”. De 
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manera menos frecuente, también puede darse por la rotura de un vaso sanguíneo 

intracerebral o de las envolturas cerebrales, denominándose en este caso “ictus 

hemorrágico” (147) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 6. Esquema de ambos tipos de ictus y su incidencia. Modificado de Sabín y Vallejo (147). 

 

En cuanto a su incidencia, el ictus es una de las principales causas de muerte en 

todo el mundo (148) y, lo que es aún más preocupante, se estima que el número de 

casos será incluso superior en las próximas décadas (149), debido principalmente al 

estilo de vida de la sociedad moderna. La falta de aporte de oxígeno y nutrientes que se 

produce durante un daño isquémico conduce a la necrosis y a la muerte celular por 

apoptosis (150-152). La necrosis es un proceso de muerte celular generalmente rápido 

como consecuencia de un evento patológico. En cambio, la apoptosis generalmente 

constituye una forma de muerte celular más lenta como resultado de la activación de un 

programa determinado genéticamente para mantener la homeostasis del organismo. Sin 

embargo, la apoptosis también puede jugar un papel importante en condiciones 

patológicas, como por ejemplo en el daño cerebral isquémico para eliminar las células 

dañadas de una forma ordenada sin inducir una excesiva respuesta inflamatoria (153). 

La reperfusión que sigue al período de hipoxia en un daño isquémico es crítica para la 

supervivencia del tejido, pero también puede contribuir al daño generado debido al 
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mantenimiento de una alta producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y de una 

elevada respuesta inflamatoria (154). Durante el daño provocado por la 

isquemia/reperfusion (I/R), se produce un fallo en el sistema de transporte activo de 

iones y, en consecuencia, un aumento del Ca2+ intracelular que conduce al deterioro y a 

la muerte celular (154). Además, se produce un malfuncionamiento de la cadena de 

transporte de electrones que provoca una producción excesiva de ROS, lo que puede 

conducir a la muerte celular a través de la privación de energía o la apoptosis 

desencadenada por las propias ROS (155). De hecho, se conoce que estas ROS 

generadas durante la I/R inducen la fragmentación del ADN, lo que lleva a la 

sobreactivación del enzima nuclear polimerasa poli (ADP-ribosa) (PARP), siendo 

PARP-1 el primer miembro descubierto de esta familia de polimerasas (154). Esta 

proteína está implicada en tareas de reparación del ADN en respuesta al estrés 

ambiental (156). Su sobreactivación resulta en un rápido descenso de su sustrato, el 

NAD+. La resíntesis de este NAD+ requiere ATP y, por tanto, supone una excesiva 

demanda del metabolismo energético que finalmente puede conducir a la muerte celular 

(154). Es conocido que las caspasas 3 y 7 pueden generar la escisión e inactivación de 

PARP durante el proceso de apoptosis (157), en un intento de proteger el almacenaje de 

estos sustratos energéticos contra este uso excesivo llevado a cabo por PARP en esta 

situación, dejando así la suficiente energía para finalizar correctamente el proceso 

apoptótico (158). Por este motivo, la escisión de PARP suele utilizarse como un 

marcador de células que sufren apoptosis (159).  

Por otro lado, ante la situación de hipoxia y escasez de nutrientes que se produce 

durante un ictus, las células necesitan activar sistemas de supervivencia que les 

permitan sobreponerse a estas condiciones extremadamente adversas. En este marco, los 

factores inducibles por la hipoxia (HIFs) juegan un papel muy importante. Dentro de la 

familia de los HIF, HIF-1 es un factor de transcripción altamente conservado que 

constituye un heterodímero compuesto por subunidades α y β (160). La expresión de 

HIF-1β es constitutiva, mientras que la expresión y la estabilidad de HIF-1α están 

negativamente reguladas por los niveles de oxígeno (161). En una situación de 

normoxia, las subunidades α de HIF son hidroxiladas en residuos de prolina por prolil 

hidroxilasas (PHs), permitiendo así su reconocimiento y ubiquitinación por ubiquitín 

ligasas, que las etiquetan para su posterior degradación por el proteasoma (162). Sin 

embargo, en condiciones hipóxicas las HIF prolil hidroxilasas son inhibidas, ya que 
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necesitan el oxígeno para llevar a cabo su acción (163). Por lo tanto, el heterodímero se 

estabiliza en condiciones de baja concentración de oxígeno y es translocado al núcleo 

donde se une a elementos de respuesta a hipoxia (HRE) en las regiones promotoras e 

induce la transcripción de varios genes que contrarrestan los efectos de la hipoxia (161). 

De este modo, varias proteínas tales como la eritropoyetina, el factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF), algunos transportadores de glucosa y varios enzimas 

glucolíticos están bajo el control de HIF-1 (164). Mediante la regulación de estas 

proteínas las células tratan de adaptarse a la situación de baja disponibilidad de oxígeno. 

Al mismo tiempo, ante una situación de daño isquémico se pueden activar 

mecanismos de autofagia (165,166). La autofagia es un proceso altamente conservado 

que permite a las células reciclar el contenido citoplasmático. Por ello, participa en la 

regulación de múltiples procesos celulares, incluyendo supervivencia ante una situación 

de estrés (167). Aunque el término autofagia se utiliza en general para hablar de la 

macroautofagia, hay que tener en cuenta que existen también otros tipos de autofagia, 

tales como la microautofagia, la autofagia mediada por chaperonas o la crinofagia. No 

obstante, el mecanismo más conocido de todos ellos es el de la macroautofagia, la cual 

consiste en la digestión de componentes citoplasmáticos mediante un proceso de 

proteólisis dentro de estructuras de doble membrana, denominadas autofagosomas, que 

a continuación se fusionan con un lisosoma que digiere el contenido por hidrólisis 

(168). La compleja maquinaria molecular responsable de la macroautofagia, de aquí en 

adelante referida simplemente como autofagia, conduce a la lipidación de la cadena 

ligera 3 de la proteína asociada a los microtúbulos 1A/1B (LC3) (167). Durante la 

formación de las membranas del autofagosoma, la LC3 citosólica (LC3-I) es conjugada 

con fosfatidiletanolamina dando lugar a la forma lipidada de LC3 (LC3-II), que 

constituye un elemento específico de la membrana autofagosomal (169), y cuyo 

incremento se corresponde con un aumento de la actividad autofágica (170). Además, 

existen otros marcadores moleculares del proceso de autofagia, tales como p62 (171) y 

beclin-1 (172), aunque su mecanismo de actuación es menos conocido. Mediante este 

proceso, las células inmersas en un estado de utilización de mínima energía debido a 

condiciones desfavorables, obtienen fuentes de energía alternativas y pueden eliminar 

proteínas alteradas o desechos moleculares (173). Así, la activación de la autofagia 

resulta en un incremento en la disponibilidad de nutrientes dentro del citoplasma en 
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condiciones de estrés nutricional. No obstante, hay evidencias que apuntan a que un 

exceso de la actividad autofágica podría conducir también a la muerte celular (174). 

 

4.2.1. Etiología del ictus: el papel protector de los estrógenos  

Existen varios factores de riesgo a tener en cuenta en la patología del daño 

isquémico cerebral, de entre ellos caben destacar: la edad, la raza/etnia, el sexo, la 

hipertensión, el tabaquismo y el alcoholismo (147). Atendiendo a las diferencias por 

sexo, las mujeres tienen una menor probabilidad de sufrir un ictus que los hombres 

hasta la llegada de la menopausia (175). Sin embargo, a lo largo de la vejez se invierte 

esta incidencia, siendo las mujeres más propensas que los hombres a padecer un ACV 

(176). Este incremento marcado en la mujer, que coincide con la disminución de la 

producción de estrógenos durante la menopausia, ha llevado a muchos investigadores a 

centrarse en los efectos beneficiosos potenciales de esta hormona para reducir el daño 

cerebral isquémico. Siguiendo esta línea, algunos estudios con roedores han demostrado 

que la protección contra el daño cerebral isquémico y su baja mortalidad asociada en 

ratas hembra intactas, desaparecen después de una ovariectomía, pudiendo ser 

nuevamente revertidas con reemplazamiento estrogénico (177). Así mismo, el 

reemplazamiento con dosis fisiológicas de estradiol promueve neuroprotección en ratas 

ovariectomizadas expuestas a un daño isquémico, a través de una mejoría en la 

capacidad de vasodilación y un aumento en la tasa de flujo sanguíneo cerebral (9).  

Complementando los estudios anteriormente mencionados, también se cree que 

los estrógenos pueden mediar neuroprotección en situaciones de ictus por otras vías, por 

ejemplo regulando directamente la transcripción de moléculas pro- y anti-apoptóticas a 

través de los ERs clásicos (178), así como bloqueando vías apoptóticas y promoviendo 

la supervivencia celular mediante efectos rápidos, como la activación de la cascada de 

PI3K/Akt (179). Además, también se ha comprobado que los estrógenos pueden 

conferir neuroprotección mediante una reducción de la excitotoxicidad (180) o bien a 

través de factores de crecimiento, como por ejemplo mediante la interacción con el 

receptor del factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF1-R) (181). Por otro lado, 

también se ha observado que el tratamiento con estrógenos en ratas hembra 

ovariectomizadas sometidas a un daño isquémico, mejoraba algunas funciones 



INTRODUCCIÓN 

37 
 

cognitivas, tales como pruebas de memoria de trabajo espacial y de memoria          

visual (182).  

Por último, hay muchas evidencias en la literatura acerca de los efectos del 

tratamiento con estrógenos, administrados tanto pre- como post-isquemia, sobre 

distintos mecanismos dañados a consecuencia del ictus. Sin embargo, cabe tener en 

cuenta que en ocasiones los ictus pueden repetirse y presentarse como recurrentes, 

especialmente poco tiempo después de haberse producido el primero (147,183). En este 

sentido, el tratamiento con estrógenos parece no reducir la frecuencia de aparición de un 

segundo ictus (184), aunque poco se sabe acerca de si los estrógenos administrados tras 

un primer daño isquémico podrían proteger frente al deterioro ocasionado por ictus 

posteriores. 

 

4.3. Alternativas a las terapias clásicas de reemplazamiento hormonal: Los 

fitoestrógenos 

Es un hecho contrastado que la esperanza de vida ha aumentado en las últimas 

décadas gracias a la mejora del sistema sanitario y la alimentación, especialmente en los 

países desarrollados. Sin embargo, esta situación conlleva que las mujeres pasen más de 

un tercio de sus vidas en una situación post-menopaúsica (185), lo que ha llevado a la 

medicina moderna a centrarse en el desarrollo de terapias que ayuden a paliar las 

consecuencias derivadas del estado hipoestrogénico característico de la menopausia. En 

este sentido, como se ha argumentado anteriormente, la terapia de reemplazamiento 

clásica, compuesta por estrógenos en monoterapia o bien asociados a la progesterona, 

resulta efectiva para paliar muchas de las consecuencias inherentes a la menopausia. Sin 

embargo, a medio y largo plazo el tratamiento con estrógenos puede actuar en ocasiones 

como promotor del cáncer de mama (186,187), de hiperplasia y cáncer endometrial (4), 

así como de tromboembolismo venoso (188), aceptándose en estos momentos su 

prescripción sólo en casos de síntomas que alteren la calidad de vida de la paciente, a la 

dosis mínima efectiva y durante el tiempo más corto posible. Al mismo tiempo, la dosis, 

la vía de administración y el tipo de estrógenos utilizados parecen determinar tanto la 

eficacia como los riesgos de la terapia, por lo que la cuestión más importante que se 

plantea antes de la prescripción de una HRT es si ésta es realmente una herramienta 

imprescindible contra las inexorables consecuencias del envejecimiento femenino de 
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acuerdo al ratio ventajas/riesgo (124). Otro factor a tener en cuenta debe ser la 

“personalización” de la terapia, ya que cada mujer tiene unos síntomas y riesgos 

específicos. Por tanto, las dosis utilizadas deben ser individualizadas para cada mujer y 

de acuerdo con la duración del tratamiento (4).  

Teniendo en cuenta los riesgos asociados que conlleva la terapia convencional, 

en los últimos años se ha profundizado en la búsqueda de compuestos que pudieran 

imitar los efectos beneficiosos de los estrógenos sin provocar los efectos no deseados 

que conlleva su uso. En esta línea, existe un interés creciente en el estudio de terapias 

basadas en fitoestrógenos, tales como los lignanos, los cumestanos o las isoflavonas, 

siendo la genisteína uno de los representantes más importantes de este último grupo 

(189). Los fitoestrógenos son compuestos no esteroideos derivados de plantas como la 

alfalfa, el trébol o la soja, que poseen una similitud estructural con el 17β-estradiol 

(Figura 7), lo que les dota de la capacidad para unirse a los receptores de estrógenos y 

desencadenar efectos estrogénicos o antiestrogénicos (190). De hecho, los 

fitoestrógenos están considerados como SERMs naturales (191), debido a que son 

capaces de actuar como agonistas o antagonistas del ER dependiendo del tejido (18).  

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estructura molecular del 17β-estradiol y de la genisteína. Modificado de Quian y cols. (192). 

 

En cuanto a su mecanismo de acción, los fitoestrógenos pueden actuar como un 

competidor débil del 17β-estradiol para unirse a los ERs y desencadenar sus acciones 

(193,194). A pesar de que pueden unirse tanto a ERα como a ERβ, parecen tener mayor 

afinidad por ERβ (195). No obstante, los fitoestrógenos también pueden llevar a cabo 

sus efectos biológicos a través de mecanismos no mediados por ERs. Por ejemplo, 



INTRODUCCIÓN 

39 
 

inhibiendo la actividad de varios enzimas, incluyendo proteínas tirosín quinasas (196). 

Además, también pueden producir la inhibición de DNA topoisomerasas (197), las 

cuales están implicadas en mecanismos de señalización celular y eventos nucleares 

como la diferenciación y la proliferación celular (189).  

Desde hace varios años existen evidencias que sugieren que las isoflavonas 

podrían tener un papel positivo frente a los síntomas derivados de la menopausia. Por 

ejemplo, en un estudio realizado con mujeres japonesas se ha visto que los síntomas 

vasomotores asociados al déficit de estrógenos presentaban una frecuencia menor, lo 

que se asoció con la dieta realizada en los países orientales. De hecho, se comprobó que 

las mujeres post-menopáusicas japonesas que realizaban una dieta tradicional, 

mostraban unos niveles de fitoestrógenos en la orina entre 100 y 1000 veces más 

elevados que los que se excretaban en la orina de mujeres americanas o finlandesas con 

las dietas propias de estas latitudes (198). En esa dieta existía una proporción mayor de 

derivados de la soja con cierta actividad estrogénica. En los alimentos, las isoflavonas 

suelen encontrarse en sus formas glicosiladas, como la genistina. Estas formas son 

menos activas que sus formas libres y para ejercer su acción biológica necesitan la 

acción de la flora bacteriana del intestino, que las hidrolizan liberando la forma aglicona 

activa, la genisteína (189). Debido a su potencial estrogénico, las isoflavonas se han 

perfilado como un agente importante en el mantenimiento de un estatus saludable. Entre 

sus efectos protectores, destacan su actividad antioxidante (192), sus propiedades 

anticarcinogénicas (199) y cardioprotectoras (200), así como su papel en la regulación 

de la homeostasis de lípidos y carbohidratos (201,202). Al igual que los estrógenos, las 

isoflavonas de soja también parecen tener un papel protector relacionado con el 

metabolismo de la glucosa y la insulina. Como muestra, estudios en primates 

ovariectomizados y en roedores mostraron un efecto positivo de las proteínas de soja de 

la dieta en la sensibilidad periférica a la acción de la insulina y en la tolerancia a la 

glucosa (202,203). Son varios los mecanismos descritos por los que las isoflavonas 

pueden actuar sobre el metabolismo de la glucosa, bien sea regulando la liberación de 

insulina en las células β del páncreas, actuando sobre el aclaramiento de la insulina en el 

hígado o regulando los mecanismos de transporte de la glucosa desde la luz       

intestinal (189).  

Centrándonos en sus efectos sobre el sistema nervioso, los fitoestrógenos 

también parecen tener un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis 
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cerebral. De este modo, se ha comprobado que pueden actuar como agonistas (204) o 

antagonistas (205) del ER, afectando al aprendizaje y a la memoria o alterando la 

expresión de proteínas implicadas en la protección neuronal y en la inflamación (206). 

Además, gracias a su efecto inhibidor sobre ciertos enzimas, como las proteínas tirosín 

quinasas (196), pueden alterar eventos de fosforilación, los cuales pueden estar 

asociados con la modulación de la plasticidad sináptica (207). Finalmente, 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 (208), así como después de daño 

isquémico (209) en el hipocampo de rata. En este sentido, no sólo las propiedades 

antioxidantes, sino también su efecto sobre la función circulatoria (149) y sus acciones 

antiapoptóticas (210), sitúan a la genisteína como un posible tratamiento frente al ictus 

isquémico. 
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Los estrógenos son hormonas imprescindibles para el buen funcionamiento de 

las funciones cerebrales, además de su conocido papel, a nivel hipotalámico, sobre el eje 

neuroendocrino-reproductor. Así, los cambios cíclicos que se producen en sus niveles 

durante la vida sexual de la mujer pueden influir en la homeostasis cerebral. Sin 

embargo, es en el momento final de este periodo reproductivo cuando más evidente 

resulta su importancia, ya que la caída en los niveles de estrógenos inherente a la 

menopausia puede dar lugar a la aparición de diversos síntomas y patologías. Esto invita 

al estudio de los mecanismos moleculares que subyacen en tales causas, así como a la 

búsqueda de posibles tratamientos tanto con estrógenos como con análogos que puedan 

generar menos efectos secundarios no deseados que estas hormonas.  

En base a lo expuesto anteriormente, en el presente trabajo nos planteamos como 

hipótesis si el 17β-estradiol y la genisteína pueden ejercer un papel neuroprotector 

durante el envejecimiento femenino, a través de la mejoría de la homeostasis cerebral y 

de la cascada de señalización intracelular de la insulina, así como confiriendo 

protección frente a un daño isquémico recurrente.  

Para ello, nos hemos planteado los siguientes objetivos: 

1. Estudiar la influencia de las diferencias en los niveles de estrógenos, que 

existen entre distintas fases del ciclo estral, sobre el metabolismo 

oxidativo en la corteza prefrontal e hipocampo de ratas hembra adultas. 

2. Evaluar si los tratamientos agudos con 17β-estradiol o genisteína son 

capaces de mejorar la homeostasis cortical y los pasos clave de la vía de 

señalización intracelular de la insulina en la corteza cerebral de ratas 

hembra viejas. 

3. Comprobar si los tratamientos agudos con 17β-estradiol o genisteína 

ejercen un papel neuroprotector frente a un daño por 

isquemia/reperfusión recurrente en un estudio in vitro con la línea 

neuronal de hipocampo de ratón HT22.  

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 



MATERIAL Y MÉTODOS 

47 
 

1. Animales 

Para estudiar la influencia de los niveles de estrógenos en distintas fases del 

ciclo estral sobre el metabolismo oxidativo cerebral, se emplearon 16 ratas hembra 

adultas de la cepa Wistar, con peso comprendido entre 225-275g.  

Por otro lado, para estudiar los efectos del envejecimiento femenino, así como 

de los tratamientos con estradiol o genisteína, sobre diferentes aspectos de la 

homeostasis cerebral y de la vía de señalización intracelular de la insulina, se utilizaron 

50 ratas hembra de la cepa Wistar con peso comprendido entre 130-150g (6-8 semanas 

de edad, grupo joven, J) y 500-600g (90-96 semanas, grupo viejo, V). 

En ambos casos, los animales fueron suministrados por el Bioterio de la 

Universidad de Oviedo. Los sujetos fueron expuestos durante todo el experimento a 

ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (periodo de luz: 08:00-20:00h), temperatura de 

23±2ºC, humedad absoluta de 65±5%, y acceso a comida y bebida ad libitum. Todos los 

procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética de la 

Universidad de Oviedo. El uso y la manipulación de los animales se realizaron en todo 

momento de acuerdo con la Directiva del Consejo de las Comunidades Europeas del 22 

de septiembre de 2010 (2010/63/UE) y la legislación española (R.D. 53/2013) en 

cuidado y uso de animales de experimentación. 

 

2. Pruebas neurológicas 

Los animales fueron en primer lugar manipulados durante aproximadamente     

5-10 minutos. Posteriormente, fueron sometidos a una batería de pruebas neurológicas 

para descartar alguna posible alteración. 

La batería de pruebas mencionada comenzó con la evaluación de la abducción 

de las patas traseras. Para ello se sujetó a la rata con sus cuatro patas orientadas hacia el 

suelo y se soltó al animal desde una altura de unos 30 cm, colocando en la base una 

superficie acolchada para amortiguar la caída. En condiciones normales la rata balancea 

su cuerpo para caer sobre sus cuatro patas. En caso de existir alguna alteración, el 

animal se balancearía exageradamente durante el descenso y, como consecuencia, la 

distancia entre sus patas traseras se haría mayor. 
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Posteriormente se evaluó el asimiento, sujetando a la rata en una posición 

vertical y poniendo en contacto sus patas delanteras con un alambre o varilla fina en 

posición horizontal. Se observó la fuerza con la que el animal se agarra a la barra 

intentando separarlo del alambre. 

El reflejo de extensión se estudió mediante las dos siguientes pruebas: en la 

primera de ellas se suspendió verticalmente a la rata, acercando sus patas traseras a la 

superficie de una mesa. El animal extiende sus patas para soportar el peso de su cuerpo 

tan pronto como éstas rocen la superficie. La segunda prueba consistió en coger al 

animal y acercar su cabeza a la superficie de una mesa; la rata tiende a extender 

rápidamente sus patas delanteras hacia la mesa. 

Dos pruebas adicionales permitieron evaluar el reflejo de flexión. En una de 

ellas, se elevó a la rata sujetándola por la piel colgante del cuello y se pellizcaron las 

patas con una pinza. La rata retira su pata inmediatamente, manteniéndose la flexión 

brevemente. La otra prueba consistió en colocar al animal sobre el extremo de una 

mesa, dejando una de sus patas traseras fuera de la superficie; éste la flexiona y la apoya 

sobre la mesa. 

Por otro lado, también se estudió la respuesta vestibular/auditiva. Para ello, se 

soltó al animal boca arriba desde una altura de 30 cm al suelo, colocando, como se 

explicó anteriormente, una superficie acolchada para amortiguar el impacto. La rata 

hace uso de su cola para girar el cuerpo durante la bajada y caer sobre sus cuatro patas. 

Adicionalmente, también se colocó a la rata en una plataforma y, cuando el animal dejó 

de moverse, se aplicó un estímulo auditivo fuerte (aplauso). La rata reacciona con una 

extensión súbita de los miembros posteriores, flexión de las patas anteriores y arqueo 

del cuerpo; asimismo, cierra los ojos y baja las orejas. 

A continuación, se estudió la sacudida de la cabeza (head shaking). Para ello, se 

aplicó un soplo de aire cerca de uno de los oídos de la rata mediante un tubo de goma. 

El animal responde con una agitación brusca de la cabeza según el eje antero-posterior 

de su cuerpo. 

Dos pruebas más permitieron evaluar la respuesta geotáctica negativa. Primero, 

se situó al animal en posición descendente sobre una plataforma inclinada 30º. El 
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animal gira 180º para subir por la rampa. En segundo lugar, se colocó a la rata en una 

barra horizontal y se evaluó su habilidad para mantenerse sobre ella. 

Por último, se comprobó el reflejo de enderezamiento. Cuando se coloca a la rata 

boca arriba en una superficie plana, aprisionando su zona ventral, ésta inmediatamente 

intenta girarse y volver a colocarse sobre sus cuatro patas.   

 

3. Estudio de la influencia de los niveles de estrógenos en distintas fases del ciclo 

estral sobre el metabolismo oxidativo cerebral 

 

3.1. Determinación del ciclo estral y diseño experimental 

El análisis de las distintas fases del ciclo estral se inició una semana después de 

haberse realizado las citadas pruebas neurológicas, para asegurarnos de que éstas no 

influían en los niveles de actividad de los animales y evitar así un posible sesgo en los 

resultados. Para diferenciar las distintas fases del ciclo estral se realizaron frotis 

vaginales. La observación de la población celular del epitelio vaginal es el método más 

eficaz para identificar los distintos estadios del ciclo, ya que las poblaciones de distintos 

tipos celulares están controladas por los niveles de hormonas sexuales circulantes.  

Para realizar los frotis vaginales se utilizó una solución salina (NaCl 0,9% p/v). 

Posteriormente, las células del epitelio vaginal se observaron a 10X al microscopio 

óptico (modelo BH-2, Olympus, Tokio, Japón). Se tomaron muestras una vez al día, 

entre las 11:00-12:00 horas. 

El patrón seguido para la identificación de cada fase del ciclo estral fue el 

siguiente: se considera diestro cuando el frotis presenta muy pocas células y sin una 

forma definida (Figura 8A). La fase de proestro viene determinada por la presencia de 

células nucleadas, que en ocasiones aparecen formando ramificaciones. En la fase de 

estro sólo aparecen células escamadas sin núcleo (Figura 8B). Por último, la fase de 

metaestro se identifica gracias a la abundante presencia de leucocitos que invaden el 

epitelio vaginal, acompañados de células nucleadas y mucus.  
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Figura 8. Fotografías de las células del epitelio vaginal características de la fase de diestro (A), donde se 

observan muy pocas células y sin una forma definida, y de la fase de estro (B), donde se observan células 

escamadas sin núcleo.  

 

En el presente estudio utilizamos 2 grupos distintos de hembras, aquellas que se 

encontraban en la fase de estro (n=8) y diestro (n=8). Seleccionamos estas dos fases del 

ciclo puesto que difieren en los niveles de estrógenos circulantes, siendo más elevados 

en la fase diestro. Al mismo tiempo, en dichas fases sólo hay niveles circulantes 

significativos de estrógenos, estando el resto de hormonas sexuales en niveles mínimos 

(Figura 9). Estas características las convierte en las fases ideales para estudiar 

fenómenos relacionados con la variación de estrógenos en ratas intactas, ya que nos 

permiten asignar los resultados observados a la diferencia en los niveles de estrógenos 

con mayor certeza que comparando ninguna otra fase del ciclo.  
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Figura 9. Perfil hormonal a lo largo del ciclo estral en rata. Modificado de Maeda y cols. (211). 
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3.2. Procesamiento del tejido cerebral  

Cuando las hembras se encontraban en la fase del ciclo deseada fueron 

sacrificadas por decapitación, dentro del rango horario comprendido entre las 11:00-

12:00 horas. Sus cerebros fueron rápidamente extraídos y los encéfalos se congelaron 

por inmersión en isopentano (VWR International S.A.S, Fontenay-sous-Bois, Francia) a      

-80ºC durante 2 minutos, y se conservaron en un congelador a -80ºC. Posteriormente, 

los cerebros fueron embebidos en un gel crioprotector (OCT Compound, Miles, EEUU) 

y se realizaron secciones coronales de 30µm de espesor utilizando un criostato (modelo 

HM-505E, Microm, Heidelberg, Alemania), que fueron montadas en portaobjetos y 

conservadas a -40ºC hasta ser utilizadas para llevar a cabo la tinción histoquímica de la 

citocromo c oxidasa. Para realizar un muestreo completo y sistemático de las distintas 

áreas cerebrales, se seleccionaron las regiones a analizar utilizando el atlas histológico 

de Paxinos y Watson (212).  

 

3.3. Tinción histoquímica de la citocromo c oxidasa 

El procedimiento seguido fue el descrito por Wong-Riley (213), con las 

modificaciones propuestas por Gonzalez-Lima y Jones (214). Con el fin de corregir las 

posibles variaciones de tinción entre los distintos baños de incubación, se incluyeron en 

cada set junto a las muestras una serie de secciones coronales de diferentes grosores (10, 

30, 50 y 70 µm) obtenidas de homogeneizados cerebrales de rata, que fueron utilizados 

como estándares. Los portaobjetos fueron fijados durante 5 minutos por inmersión en 

tampón fosfato (0,1M, pH 7,6) con sacarosa (10% p/v) y glutaraldehido (0,5% v/v).  A 

continuación, se realizaron 3 lavados de 5 minutos con tampón fosfato (0,1M, pH 7,6) 

con sacarosa (10% p/v). Posteriormente, se aumentó la sensibilidad de la reacción de 

tinción mediante incubación durante 4 minutos en tampón TRIS-HCL (50mM, pH 7,6) 

con dimetilsulfóxido (DMSO) (0,5% v/v), trizma base (0,6% p/v), sacarosa (10% p/v) y 

cloruro de cobalto (CoCl2) (0,03% p/v). Las secciones fueron nuevamente lavadas con 

tampón fosfato (0,1M, pH 7,6) e incubadas a 37ºC durante 1 hora y en agitación en la 

solución de tinción compuesta por tampón fosfato (0,1M, pH 7,6) con citocromo c 

(7,5x10-3 % p/v), catalasa (2x10-3 % p/v), sacarosa (5% p/v), DMSO (0,25% v/v) y 

diaminobencidina (DAB) (0,05% p/v). La DAB actúa como un cromógeno que, tras 

haber sido oxidada por la citocromo c oxidasa endógena, se fija a la membrana 
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mitocondrial. Esta incubación se llevó a cabo en oscuridad, ya que la presencia de luz 

da lugar a una tinción inespecífica consecuencia de la oxidación espontánea de la DAB. 

La reacción se detuvo por fijación del tejido en tampón fosfato (0,1M) con sacarosa 

(10% p/v) y formaldehido (4% p/v) durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

Finalmente, las secciones fueron deshidratadas en una cadena creciente de alcoholes 

(30%, 50%, 70%, 96%, 100%) durante 5 minutos en cada uno, inmersas en xileno 

durante 10 minutos, y montadas con Entellán (Merck, Darmstadt, Alemania) mediante 

la colocación de un cubreobjetos para su conservación en medio hidrófobo. 

La tinción histoquímica de la citocromo c oxidasa fue analizada mediante 

densitometría óptica, utilizando un sistema de análisis de imágenes informatizado 

(MCID Core Interfocus, Linton, Inglaterra), compuesto por una lámpara de alta 

precisión, una cámara digital y un ordenador con software específico para el análisis de 

imágenes. Cada región cerebral fue cuantificada bilateralmente. La densidad óptica 

media de cada región fue hallada tras medir 3 secciones consecutivas en cada sujeto, 

dentro de las cuales se realizaron 4 medidas no solapantes. Por tanto, doce muestras 

fueron tomadas por hemisferio para cada animal, hallándose finalmente la media para 

obtener un valor por región para cada animal. Las regiones de estudio fueron:  

• Corteza prefrontal (PFC): área infralímbica (IL), área prelímbica (PL), 

corteza cingulada (CG) y corteza motora secundaria (FR2) (Figura 10A). 

• Hipocampo dorsal y ventral: áreas del cuerno de Ammón 1 (CA1) y 3 (CA3) 

y giro dentado (GD) (Figuras 10B y 10C). 

La distancia en mm de las regiones desde el punto Bregma fue: +3,24mm para la 

PFC, -3,36mm para el hipocampo dorsal y -4,80mm para el hipocampo ventral. La 

corteza prefrontal y el hipocampo fueron las regiones escogidas en nuestro trabajo por 

su implicación en funciones cerebrales básicas como el aprendizaje y la memoria 

(215,216), así como por la amplia presencia de ERs existente en ambas regiones 

(10,53). Además, se ha realizado una distinción entre la región dorsal y ventral del 

hipocampo, ya que se han encontrado diferencias, tanto en la distribución de los ERs 

(38) como en los efectos de los estrógenos (77) entre ambas zonas. 

Para poder realizar comparaciones entre los distintos baños de tinción, se 

realizaron curvas de regresión entre los distintos espesores de los estándares y la 
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actividad citocromo c oxidasa en cada set de muestras. Finalmente, la densidad óptica 

media medida en cada región cerebral fue convertida en unidades de actividad 

citocromo c oxidasa (µmol de citocromo c oxidado/minuto/g de tejido húmedo), 

utilizando para ello la curva de regresión anteriormente calculada en cada baño de 

incubación.  
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Figura 10. Regiones cerebrales analizadas (derecha) y su representación esquemática correspondiente 

(izquierda) del Atlas histológico de Paxinos y Watson (212). A: Corteza prefrontal. B: Hipocampo dorsal.                

C: Hipocampo ventral. En la esquina superior izquierda se muestra el cerebro esquematizado de rata y en 

la esquina inferior izquierda la distancia al punto Bregma a la que fue realizado el corte. IL=infralímbico; 

PL=prelímbico; CG=corteza cingulada; FR2=corteza motora secundaria; CA1 y CA3=cuerno de Ammón 

1 y 3, respectivamente; GD=giro dentado. 
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4. Estudio de los efectos del envejecimiento femenino sobre la homeostasis 

cerebral y la vía de señalización intracelular de la insulina 

 

4.1. Diseño experimental 

Las ratas fueron ovariectomizadas al comienzo de la madurez sexual en el caso 

de los animales jóvenes y al final del período reproductivo en el caso de los animales 

viejos. La madurez sexual en las ratas jóvenes fue identificada por la presencia de ciclos 

estrales normales, mientras que los animales viejos mostraron una fase diestro 

persistente en lugar de ciclos estrales repetitivos, caracterizando así el final del período 

reproductivo. La ovariectomía fue llevada a cabo a través de una incisión en la línea 

media abdominal bajo ligera anestesia por inhalación de halotano. Tanto los animales 

jóvenes (J) como los viejos (V) fueron divididos al azar en cinco grupos para cada edad 

(n=5 por grupo): animales ovariectomizados inyectados con 17β-estradiol (1,4µg/kg 

peso corporal en aceite de oliva/etanol 3:2 v/v; Sigma Chemical Co, St. Louis, EEUU) 

(JE y VE), animales ovariectomizados tratados con dos dosis diferentes de genisteína 

(G1=10mg/kg peso corporal; G2=40mg/kg peso corporal en aceite de oliva/etanol 3:2 

v/v; LC Laboratories, Wobum, EEUU) (JG1, VG1, JG2 y VG2), y animales 

ovariectomizados tratados con vehículo (aceite de oliva/etanol 3:2 v/v) (JV y VV). 

Además, animales pseudooperados y tratados con vehículo (JC y VC) han sido 

utilizados como grupo control.   

La dosis de 17β-estradiol empleada permite reproducir niveles fisiológicos de 

esta hormona (57), y se ha demostrado previamente que mejora la sensibilidad a la 

insulina (124) y que tiene efectos neuroprotectores en ratas (57). Por su parte, la 

genisteína es capaz de ejercer acciones estrogénicas a las dosis propuestas (123). Sin 

embargo, se emplearon dos dosis distintas, puesto que los fitoestrógenos activan 

diferentes mecanismos celulares en función de la concentración (217,218).  

Todos los tratamientos experimentales comenzaron una semana después de la 

operación para asegurar un periodo uniforme de declive de los niveles de estrógenos 

antes del reemplazamiento, así como para permitir la recuperación completa del estrés 

quirúrgico. Con el fin de analizar los efectos de un tratamiento agudo, los animales 

fueron inyectados con los distintos tratamientos una hora antes del sacrificio. 
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4.2. Preparación del extracto crudo cerebral y cuantificación de proteína 

 Una hora después de la administración de los tratamientos, los animales fueron 

sacrificados por exanguinación y sus cerebros congelados con isopentano (VWR 

International S.A.S, Fontenay-sous-Bois, Francia) a -80º C, durante 2 minutos, y 

conservados en un congelador a -80º C. A continuación, la región del córtex cerebral 

fue diseccionada y homogeneizada a 4ºC en un tampón de lisis compuesto de TRIS-

HCL (50mM, pH 7,5), NaCl (150mM), Nonidet P-40 (1% v/v), desoxicolato sódico 

(0,05% p/v), ortovanadato sódico (1mM) y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 

(1mM). El homogeneizado fue centrifugado a 3500 rpm a 4ºC durante 15 minutos, y el 

sobrenadante fue almacenado a -20ºC hasta la realización de estudios posteriores. 

El siguiente paso fue cuantificar el contenido de proteína de este sobrenadante 

mediante el método descrito por Bradford (219), utilizando el reactivo con el mismo 

nombre (Bradford Reagent, B6916, Sigma-Aldrich, St. Louis, EEUU) y albúmina de 

suero bovino (BSA) como estándar ( Merck, Darmstadt, Alemania). 

 En este estudio, se ha seleccionado la región del córtex cerebral debido a que, 

como ya mencionamos anteriormente, juega un papel clave en procesos cognitivos 

(55,56), siendo al mismo tiempo una región cerebral con una amplia presencia de ERs 

(10,53) y una fuerte dependencia funcional del estradiol (57). 

 

4.3. Análisis de Western blot 

 Los niveles de expresión de distintas proteínas, así como de sus estados de 

fosforilación, fueron evaluados mediante la técnica de Western blot. En primer lugar, 

cantidades equivalentes de proteína (entre 15-30µg según la proteína de estudio) fueron 

combinadas con tampón de carga conteniendo TRIS-HCL (12mM, pH 6,8), 

dodecilsulfato sódico (SDS) (0,4% p/v), glicerol (0,5% v/v), β-mercaptoetanol (0,5% 

v/v) y azul de bromofenol (0,02% v/v). Este combinado fue hervido a 100ºC durante 2,5 

minutos, para desnaturalizar las proteínas, y sometido a electroforesis vertical en geles 

de poliacrilamida (8-13% acrilamida según el peso molecular de la proteína de estudio) 

en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Finalizada la electroforesis, las 

proteínas fueron electro-transferidas desde el gel a una membrana de polifluoruro de 

vinilideno (PVDF) (Immobilon-P Transfer Membrane, Millipore, Billerica, EEUU) 
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siguiendo el método descrito por Towbin y cols. (220). A continuación, para el análisis 

de proteína total se redujo la unión inespecífica de proteínas a la membrana de PVDF 

mediante incubación durante 1 hora a temperatura ambiente con una solución de 

bloqueo compuesta por leche desnatada en polvo (7,5% p/v) disuelta en TRIS-HCL 

(20mM, pH 7,5), NaCl (150mM) y Tween-20 (0,1% v/v) (TBS-T). En el caso del 

estudio de los estados de fosforilación de las proteínas, la solución de bloqueo contenía 

BSA (3% p/v) (Merck, Darmstadt, Alemania) disuelta en TBS-T, evitando así la posible 

existencia de fosfatasas presentes en la leche. Pasados 60 minutos, la membrana fue 

lavada durante 5 minutos con TBS-T e incubada durante toda la noche a 4ºC con el 

anticuerpo primario específico contra la proteína de estudio [GLUT3, GLUT4, ERα, 

ERβ, subunidad 1 de la CO (CO-1), p-Aktser473, Akt] (Tabla 2) diluido en una solución 

compuesta por BSA (0,01% p/v), azida sódica (0,01% p/v) y TBS-T. La concentración 

del anticuerpo primario utilizada varió en cada caso de acuerdo con las 

recomendaciones del fabricante (Tabla 2). 

 Al día siguiente, se realizaron 3 lavados con TBS-T de 10 minutos a temperatura 

ambiente y, seguidamente, se incubaron con su respectivo anticuerpo  secundario (Tabla 

2) conjugado con peroxidasa y disuelto en leche desnatada en polvo (5% p/v) y TBS-T 

(para el análisis de la proteína total) o solamente TBS-T (para los estudios de las 

fosforilaciones), durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurridos los 60 minutos, 

se realizaron 3 lavados con TBS-T de 10 minutos. Finalmente, las proteínas se 

visualizaron mediante quimioluminiscencia utilizando un sustrato quimioluminiscente 

potenciado  (ECL) (Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore, 

Billerica, EEUU) y un dispositivo de revelado por quimioluminiscencia (Chemic Doc-It 

Imaging System, UVP, Upland, EEUU). La intensidad de cada banda fue cuantificada 

mediante densitometría con el programa de análisis y procesamiento de imágenes 

Quantity One 4.6.6 (Bio-Rad, Hercules, EEUU).  

 Para proceder a la normalización de los valores, la membrana fue, en primer 

lugar, incubada durante 35 minutos a 65ºC con solución Stripping (pH 2,5) conteniendo 

glicina (1,5% p/v), Tween 20 (0,5% p/v) y SDS (0,1% p/v). De esta forma, se 

eliminaron los restos de la señal luminiscente producida por la detección anterior. A 

continuación, la membrana fue nuevamente bloqueada con leche desnatada en polvo 

(5% p/v) y TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente y, seguidamente, incubada 

con un anticuerpo anti β-actina conjugado con peroxidasa (Tabla 2). Los valores de 
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cada banda fueron entonces normalizados por su respectivo control de carga (β-actina), 

divididos por el valor del grupo joven control (JC) para estandarizar así todos los 

resultados, y representados como el porcentaje relativo del valor del grupo JC. En el 

caso del estudio del estado de fosforilación de una proteína, los valores fueron también 

normalizados por el valor de la proteína total con el fin de estudiar el ratio de 

fosforilación relativa. 

 

4.4. Inmunoprecipitación de proteínas 

Para determinar posibles interacciones entre distintas proteínas de la vía de 

señalización intracelular de la insulina, se incubaron alícuotas con 500µg de proteína 

durante 2 horas a 4ºC con 2µg del anticuerpo primario correspondiente (p85α o IRS-1) 

(Tabla 2) y 25µl de proteína G-agarosa (sc-2002, Santa Cruz, Dallas, EEUU). A 

continuación, las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 1 minuto a 4ºC, de 

manera que los complejos proteína-anticuerpo-proteína G agarosa quedasen depositados 

en el fondo. El pellet se lavó 3 veces con tampón fosfato salino (pH 7,2) [NaCl (0,8% 

p/v),  KCl (0,02% p/v), fosfato de disodio (Na2HPO4) (0,14% p/v), fosfato de dipotasio 

(K2HPO4) (0,02% p/v)] y Tween-20 (0,1% v/v) (PBS-T). Seguidamente, se realizó otro 

lavado con tampón fosfato salino (PBS), en condiciones menos astringentes, y el 

precipitado fue re-suspendido en tampón de carga. La proteína G-agarosa fue separada 

del complejo proteína-anticuerpo mediante desnaturalización a 99ºC durante 5 minutos. 

Posteriormente, se realizó una centrifugación a temperatura ambiente a 13000 rpm 

durante 2 minutos para precipitar la proteína G. Se recogió el sobrenadante, donde se 

encontraba la proteína inmunoprecipitada, y se evaluaron sus posibles interacciones con 

otras proteínas mediante análisis Western blot, como ya explicamos anteriormente. En 

la inmunoprecipitación de p85α, se estudiaron sus interacciones con  p-IRS1tyr612, ERα y 

ERβ (Tabla 2). Por su parte, en los inmunoprecipitados de IRS-1 se realizaron análisis 

Western blot contra ERα y ERβ (Tabla 2). En el caso de las inmunoprecipitaciones, el 

valor que se utilizó para la normalización de los resultados fue el de la proteína 

inmunoprecipitada.  
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4.5. Extracción de membranas plasmáticas 

Para evaluar la translocación de GLUT4 a la membrana plasmática se utilizó un 

kit comercial diseñado para la extracción específica de proteínas de membrana 

plasmática (#K268-50, BioVision, Milpitas, EEUU), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. En primer lugar, la región del córtex cerebral fue diseccionada y 

homogeneizada en (1X) Homogenize Buffer. El homogeneizado fue centrifugado a 700g 

durante 10 minutos a 4ºC y el sobrenadante fue recogido y centrifugado nuevamente a 

10000g durante 30 minutos a 4ºC. Se descartó el sobrenadante y el pellet (proteínas de 

membrana celular total) fue posteriormente re-suspendido en 200µl de Upper Phase 

Solution. Al mismo tiempo, se preparó otra solución sin muestra que contenía 120µl de 

Upper Phase Solution y 120µl de Lower Phase Solution. Ambos tubos fueron 

centrifugados a 3500 rpm durante 5 minutos a 4ºC y se transfirieron las fases superior e 

intermedia del tubo que contenía la muestra a un nuevo tubo, del cual se extrajeron 

nuevamente las fases superior e intermedia mediante la adicción de 100µl de Lower 

Phase Solution del tubo sin muestra y posterior centrifugación a 3500 rpm durante 5 

minutos a 4ºC. A continuación, el producto obtenido fue diluido (1:5) en agua 

bidestilada y centrifugado a 13000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. Por último, se 

descartó el sobrenadante y se re-suspendió el pellet (proteínas de membrana plasmática) 

en 20µl de PBS con Tritón X-100 (0,5% v/v). De esta forma quedaron aisladas las 

proteínas de membrana plasmática, de las cuáles se cuantificó el contenido de proteína, 

como ya se explicó anteriormente, y se realizaron también ensayos de Western blot 

contra GLUT4 (Tabla 2) utilizando 15µg de proteína por cada muestra. En este caso, la 

proteína utilizada para normalizar los resultados fue una proteína específica de 

membrana plasmática como es la Na+/K+ ATPasa (Tabla 2). 

 

5. Estudio de un modelo in vitro de daño por isquemia/reperfusión recurrente 

 

5.1. Cultivo celular 

Para este estudio se utilizó la línea neuronal de hipocampo de ratón HT22, 

gentilmente cedida por el Dr. Juan Carlos Mayo del Departamento de Morfología y 

Biología Celular de la Universidad de Oviedo. Las células HT22 fueron mantenidas en 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplementado con suero bovino fetal 
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(FBS) (10% v/v), glucosa (4,5g/l), glutamina (0,86g/l), piruvato (0,11g/l), penicilina 

(100UI/ml) y estreptomicina (100µg/ml), a una temperatura constante de 37ºC en una 

atmósfera plenamente humidificada con una concentración del 5% de CO2. El medio de 

cultivo se renovó cada tres días. La densidad inicial a la que fueron sembradas las 

células se especifica en cada experimento. 

 

5.2. Protocolo de privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación 

La privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R) es un modelo bien 

establecido para estudiar la patología del daño isquémico, ya que permite mimetizar in 

vitro las condiciones que se dan en un daño por isquemia/reperfusión (221,222). Para 

generar dos situaciones consecutivas de OGD/R, en primer lugar las células fueron 

lavadas tres veces con Dulbecco’s PBS (Gentaur, Kampenhout, Bélgica). A 

continuación, las células fueron inmersas en un medio de cultivo sin suero y con baja 

concentración de glucosa [DMEM suplementado con baja concentración de glucosa 

(1g/l), glutamina (2mM), piruvato (0,11g/l), penicilina (100UI/ml) y estreptomicina 

(100µg/ml)] e incubadas en una cámara hipóxica (TEB1000 Flow Bioreactor, EBERS 

Medical Technology, Zaragoza, España) al 1% O2, 5% CO2 y 37ºC durante 18 horas. 

Finalizado el período de privación de oxígeno y glucosa (OGD), las células fueron 

lavadas nuevamente tres veces con PBS e incubadas con medio de cultivo completo en 

condiciones de normoxia durante 24 horas. Una vez terminado el período de 

reoxigenación, las células que sobrevivieron fueron sometidas a un nuevo ciclo de 

OGD/R en las mismas condiciones. Los tiempos del protocolo de OGD/R se escogieron 

de acuerdo a la literatura (221). Las células fueron tratadas con 17β-estradiol (10nM), 

genisteína (1µM) o vehículo (DMSO) desde 1 hora después de comenzar el primer 

período de OGD hasta el final de la primera reoxigenación. Durante esta primera 

reoxigenación, el FBS fue sustituido por FBS tratado con carbón activo para así 

eliminar las hormonas sexuales presentes en el suero y evitar posibles interferencias con 

los tratamientos. La concentración utilizada de 17β-estradiol está considerada como una 

dosis fisiológica (223) y ha sido utilizada previamente por otros autores en este modelo 

celular (224). Por su parte, la concentración de genisteína se corresponde con 

concentraciones circulantes de este fitoestrógeno en humanos y se ha revelado 

previamente como neuroprotectora en modelos de daño isquémico in vitro (210). 
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Paralelamente, durante todo el experimento un grupo de células ha sido sujeto de 

los mismos lavados y cambios de medio, pero siempre mantenido en medio de cultivo 

completo y normoxia. Estas células también han sido tratadas durante el mismo tiempo 

con vehículo (DMSO). Por tanto, el experimento en total constó de 4 grupos de 

tratamiento: células cultivadas en medio completo y normoxia, y que fueron tratadas 

con DMSO (N); y células que han sido sometidas a dos ciclos de OGD/R y han sido 

tratadas con DMSO (V), 17β-estradiol (E) o genisteína (G).  

 

5.3. Ensayo de viabilidad celular 

Para valorar la viabilidad celular se utilizó el ensayo de reducción del 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium (MTT) (222). El MTT es reducido por las 

enzimas oxidorreductasas dependientes de NAD(P)H citosólicas (225) a su forma 

insoluble, que adquiere un color púrpura, reflejando así el número de células viables 

presentes en cada ensayo. Para ello, las células fueron sembradas en placas de 96 

pocillos, a una densidad inicial de 5x103 células/pocillo y en un volumen de 100µl de 

medio de cultivo. Para estimar el número de células viables, se añadió el reactivo MTT 

(0,5mg/ml) (Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU) al medio de cultivo y se incubó durante 4 

horas en condiciones normales de crecimiento (37ºC, 5% CO2). Una vez transcurrido el 

periodo de incubación, las células fueron lisadas a temperatura ambiente mediante la 

adición de una disolución con SDS (20% p/v) y N-N-dimetilformamida (50% v/v)  

durante 24 horas. A continuación, la cantidad de reactivo reducido fue cuantificado 

mediante densidad óptica en un lector de microplacas (KC junior, BioTek, Winooski, 

EEUU) a una longitud de onda de 540nm. Cada tratamiento se ensayó por octuplicado y 

los datos fueron representados como el porcentaje del valor medio del grupo normóxico.  

Los ensayos de viabilidad celular fueron realizados a dos tiempos, tras la 

primera y la segunda reoxigenación.  

 

5.4. Análisis de Western blot  

Para llevar a cabo el análisis de proteínas mediante Western blot, las células 

fueron sembradas en placas de 6 pocillos, a una densidad inicial de 2x105 
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células/pocillo y en un volumen de 2500µl de medio de cultivo. Se obtuvieron lisados 

celulares a dos tiempos, al finalizar la segunda OGD y al finalizar la segunda 

reoxigenación. Para ello, se lavaron las células 3 veces con PBS y, posteriormente, se 

añadió 10µl/cm2 de buffer de lisis RIPA [TRIS-HCl (50mM; pH 7,4); NaCl (150mM), 

Nonidet P-40 (0,5% v/v), desoxicolato sódico (0,5% p/v), SDS (0,1% p/v), EDTA 

(1mM), PMSF (1mM), ortovanadato sódico (1mM), glicerofosfato sódico (1mM), 

pirofosfato (1mM)]. A continuación, las muestras fueron tratadas con una sonda de 

ultrasonidos para completar su lisis y solubilizar las proteínas, y centrifugadas  a 

12000g durante 30 minutos a 4ºC para eliminar las fracciones no solubles. 

Seguidamente, se cuantificó el contenido de proteína, como se explicó anteriormente, y 

se realizaron ensayos de Western blot contra las proteínas de estudio (PARP-1, LC3, 

CO-1, HIF-1α, GLUT3 y GLUT1) (Tabla 2), utilizando cantidades equivalentes de 

proteína. Los valores de cada banda fueron normalizados por su respectivo control de 

carga (β-actina) (Tabla 2), y representados como el porcentaje del valor del grupo 

normóxico para estandarizar todos los resultados. Cada tratamiento se ensayó por 

triplicado en 2 experimentos independientes. 

El siguiente esquema (Figura 11) resume las distintas intervenciones realizadas 

en el modelo in vitro de daño por isquemia/reperfusión recurrente:  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Esquema representativo del diseño experimental llevado a cabo en un modelo in vitro de dos 

situaciones consecutivas de isquemia/reperfusión en células HT22. OGD=privación de oxígeno y glucosa; 

E=estradiol; G=genisteína; V=vehículo; MTT=ensayo de reducción del 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium; EC WB=extracción de extractos crudos para estudios de Western blot. 
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Tabla 2. Lista de anticuerpos y concentraciones empleadas en los análisis de Western blot. 

 

ANTICUERPO 
PRIMARIO DILUCIÓN  ANTICUERPO 

SECUNDARIO DILUCIÓN  

GLUT3 (sc-7582, Santa Cruz, 
Dallas, EEUU) 1:2000 rabbit anti-goat (sc-2768, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:40000 

GLUT4 (07-1404, Millipore, 
Billerica, EEUU) 1:1000 goat anti-rabbit (sc-2004, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:10000 

ERα (sc-542, Santa Cruz, 
Dallas, EEUU) 1:1000 goat anti-rabbit (sc-2004, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:20000 

ERβ (sc-8974, Santa Cruz, 
Dallas, EEUU) 1:1000 goat anti-rabbit (sc-2004, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:30000 

CO-1 (Invitrogen Carlsbad, 
EEUU) 1:3000 goat anti-mouse (sc-2005, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:40000 

p-Akt ser473 (sc-101629, Santa 
Cruz, Dallas, EEUU) 1:500 goat anti-rabbit (sc-2004, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:5000 

Akt (sc- 7126, Santa Cruz, 
Dallas, EEUU) 1:5000 rabbit anti-goat (sc-2768, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:30000 

β-actina (sc-1616 Santa Cruz, 
Dallas, EEUU) 1:15000   

p85α (sc-1637, Santa Cruz, 
Dallas, EEUU) 1:500 goat anti-mouse (sc-2005, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:15000 

IRS-1 (sc-559, Santa Cruz, 
Dallas, EEUU) 1:1000 goat anti-rabbit (sc-2004, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:20000 

p-IRS1tyr612 (sc-17195, Santa 
Cruz, Dallas, EEUU) 1:1000 rabbit anti-goat (sc-2768, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:20000 

Na+/K + ATPasa (sc-28800, 
Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:5000 goat anti-rabbit (sc-2004, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:40000 

PARP-1 (#9542, Cell 
Signaling, Danvers, EEUU) 1:1000 goat anti-rabbit (sc-2004, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:10000 

LC3 (0260S, Nanotools, 
Teningen, Alemania) 1:200 goat anti-mouse (sc-2005, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:10000 

HIF-1α (AF1935, R&D 
Systems, Minneapolis, EEUU) 1:2000 rabbit anti-goat (sc-2768, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:20000 

GLUT1 (sc-7903, Santa Cruz, 
Dallas, EEUU) 1:1000 goat anti-rabbit (sc-2004, 

Santa Cruz, Dallas, EEUU) 1:20000 
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6. Análisis estadístico 

En el estudio sobre la influencia de los niveles de estrógenos en distintas fases 

del ciclo estral sobre el metabolismo oxidativo cerebral, se utilizó la prueba para grupos 

independientes T de Student para comparar la actividad cerebral entre los grupos estro y 

diestro. En los casos en los que la variable no seguía una distribución normal y/o no se 

cumplía la igualdad de varianzas, se utilizó la prueba no paramétrica para muestras 

independientes U de Mann-Whitney. La distribución normal de los datos fue 

comprobada mediante el test de Kolmogorov-Smirnov, mientras que la igualdad de 

varianzas fue estudiada con la prueba de Levene. 

Por otro lado, los efectos del envejecimiento femenino, así como de los 

tratamientos con estradiol o genisteína, sobre diferentes aspectos de la homeostasis 

cerebral y de la vía de señalización intracelular de la insulina, se analizaron mediante el 

análisis de la varianza (ANOVA) de una vía y la prueba para grupos independientes T 

de Student. El ANOVA fue utilizado para comparar los distintos grupos de tratamiento 

dentro de la misma edad. Además, la prueba a posteriori Test de Tukey permitió realizar 

la comparación múltiple de todos los pares de muestra. El test no paramétrico de 

Kruskal Wallis y el método de Dunn fueron llevados a cabo cuando no se cumplía la 

normalidad y/o igualdad de varianzas. Por otro lado, una T de Student no pareada 

permitió comparar los animales jóvenes y viejos que recibieron el mismo tratamiento. 

En los casos en los que la variable no seguía una distribución normal y/o no se cumplía 

la igualdad de varianzas, el estadístico U de Mann-Whitney fue utilizado para el análisis 

de los datos. 

Asimismo, para el estudio del modelo in vitro de dos situaciones consecutivas de 

isquemia/reperfusión, se utilizó un ANOVA de una vía para comparar los distintos 

grupos de tratamiento. Además, se realizó la prueba a posteriori Test de Tukey para la 

comparación múltiple de todos los pares de muestra. El test no paramétrico de Kruskal 

Wallis y el método de Dunn fueron llevados a cabo cuando no se cumplía la normalidad 

y/o igualdad de varianzas. 

En todos los casos, los valores fueron representados como la media ± error 

estándar de la media (SEM) y se estableció un nivel de significación (α) del 5%, 

considerando, por tanto, la existencia de diferencias estadísticamente significativas entre 

aquellos valores en los que el grado de significación o nivel crítico (p) fue menor a 0,05.  
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Para el análisis y representación de los datos se utilizaron los programas 

SigmaStat 3.5 (Systat Software, Chicago, USA), SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, 

EEUU), SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Chicago, USA) y GraphPad Prism 5.03 

(GraphPad Software Inc., San Diego, EEUU). 
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1. Pruebas neurológicas 

Todos los animales pasaron con éxito la batería de pruebas neurológicas, por lo 

que ningún sujeto fue excluido del estudio debido a déficits sensoriales o motores. 

 

2. Niveles de actividad citocromo c oxidasa en las fases estro y diestro  

En la corteza prefrontal, los niveles de actividad citocromo c oxidasa del grupo 

diestro fueron significativamente superiores a los del grupo grupo estro en el área 

prelímbica (Figura 12A y Tabla 3). Sin embargo, en el resto de áreas de esta región 

cerebral no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre ambos 

grupos (Tabla 3). 

En cuanto al hipocampo dorsal, no se encontraron diferencias entre las distintas 

áreas de esta región (Tabla 3). Mientras que en la porción ventral, el grupo estro mostró 

unos valores de actividad CO significativamente mayores que los del grupo diestro en el 

área CA3 (Figura 12B y Tabla 3).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Valores de actividad CO (µmol de citocromo c oxidado/minuto/g de tejido húmedo) en la 

región prelímbica de la corteza prefrontal (A) y área CA3 del hipocampo ventral (B) en los grupos estro 

(n=8) y diestro (n=8). Los valores representan la media ± SEM. p<0,05 estro vs diestro (*). 

CO=citocromo c oxidasa. 
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Tabla 3. Actividad citocromo c oxidasa (µmol de citocromo c oxidado/minuto/g de tejido húmedo) en las 

distintas regiones cerebrales de estudio en los grupos estro  (n=8) y diestro (n=8). Los valores representan 

la media ± SEM. p<0,05 estro vs diestro (*). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

REGIÓN CEREBRAL ESTRO DIESTRO 

Corteza prefrontal   

 Infralímbico 21,1±0,8 23,5±0,3 

 Prelímbico 20,7±0,7 23,2±0,6*  

 Corteza cingulada 21,1±0,5 22,3±0,8 

 Corteza motora secundaria 22,3±0,6 24,2±0,7 

Hipocampo dorsal   

             Área CA1 27,9±0,9 28,6±1,5 

             Área CA3 25,9±1,0 25,5±1,1 

             Giro dentado 40,9±1,6 40,7±1,8 

Hipocampo ventral   

             Área CA1 30±1,2 27,7±0,9 

             Área CA3 30,5±1,1*  27,5±0,7 

             Giro dentado 23,7±0,9 22,5±1,6 
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3. Niveles de GLUT3 y GLUT4 en los animales jóvenes y viejos 

Los niveles de GLUT3, principal transportador de glucosa en cerebro, no se han 

visto influenciados por el envejecimiento. Al analizar los resultados por rango de edad,  

observamos que la cantidad de GLUT3 fue significativamente menor en los grupos JV y 

VV que en el resto de grupos de la misma edad, excepto en relación con el grupo JE en 

el caso de los animales jóvenes, y con el grupo VG1 en el caso de los animales viejos, 

donde no se alcanzó la significación estadística (Figura 13A).  

Sin embargo, en el caso de GLUT4 sí que se produjo un descenso 

estadísticamente significativo asociado al envejecimiento, excepto en los grupos 

ovariectomizados tratados con la dosis alta de genisteína. Al analizar este transportador 

por rango de edad observamos que los grupos JC y JE presentaron cantidades superiores 

que el resto de grupos de animales jóvenes, si bien las diferencias sólo alcanzaron 

significación estadística al comparar al grupo pseudooperado con los grupos JV, JG1 y 

JG2, y al comparar al grupo ovariectomizado tratado con estradiol con el grupo JV. Por 

su parte, los animales viejos con mayores niveles de GLUT4 fueron los 

ovariectomizados tratados con la dosis alta de genisteína, los cuales presentaron 

diferencias estadísticamente significativas con respecto a los grupos VV y VE     

(Figura 13B).  
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Figura 13. Niveles de proteína GLUT3 (A) y GLUT4 (B) en los animales jóvenes y viejos. El histograma 

muestra el análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por 

grupo). Los valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor 

del grupo joven control (JC). p<0,05 jóvenes vs viejas (*), con respecto al grupo V (b), E (c), G1 (d), G2 

(e). GLUT3 y GLUT4=transportadores de glucosa 3 y 4, respectivamente; JC=animales jóvenes control; 

JV, JE, JG1 y JG2=animales jóvenes ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta 

de genisteína, respectivamente; VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos 

ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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4. Niveles de CO-1 en los animales jóvenes y viejos 

Una vez cuantificados los niveles de la subunidad catalítica y principal 

(subunidad 1) de la citocromo c oxidasa (CO-1), encontramos un descenso 

estadísticamente significativo relacionado con la edad en la expresión de esta proteína, 

tanto en el grupo pseudooperado (JC vs VC) como en el ovariectomizado tratado con 

vehículo (JV vs VV). En los animales jóvenes, el grupo JE mostró unos niveles de esta 

proteína significativamente superiores en relación a los grupos ovariectomizados 

tratados con genisteína y vehículo. Por su parte, en los animales viejos el grupo VE 

mostró mayores niveles que el resto de grupos, aunque sólo se alcanzaron diferencias 

estadísticamente significativas con el grupo VC y VV (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14. Niveles de la subunidad 1 de la citocromo c oxidasa (CO-1) en los animales jóvenes y viejos. 

El histograma muestra el análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot 

(n=5 por grupo). Los valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo 

del valor del grupo joven control (JC). p<0,05 jóvenes vs viejas (*), con respecto al grupo C (a), V (b), 

G1 (d), G2 (e). JC=animales jóvenes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales jóvenes ovariectomizados y 

tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente; VC=animales viejos 

control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis 

baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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5. Niveles de ERα67 y ERα46 en los animales jóvenes y viejos 

También analizamos la influencia del envejecimiento y los tratamientos 

empleados sobre las isoformas de 67 y 46kDa del receptor de estrógenos α (ERα67 y 

ERα46 respectivamente), habiendo encontrado un incremento estadísticamente 

significativo asociado al envejecimiento en el grupo pseudooperado (JC vs VC) y en los 

grupos ovariectomizados tratados con estradiol (JE vs VE) y dosis baja de genisteína 

(JG1 vs VG1) en los niveles de ERα67 (Figura 15A), así como en los animales 

pseudooperados (JC vs VC) y ovariectomizados tratados con dosis baja de genisteína 

(JG1 vs VG1)  en la abundancia de ERα46 (Figura 15B).  

Por otro lado, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

los distintos tratamientos ni en los niveles de ERα67 (Figura 15A), ni en los de ERα46 

(Figura 15B), en los animales jóvenes. Sin embargo, sí se han encontrado diferencias 

entre los grupos de animales viejos, mostrando los grupos VC, VE y VG1 cantidades 

mayores tanto de ERα67 como de ERα46, si bien las diferencias solo alcanzaron 

significación estadística al comparar VV respecto a VC y VE en el caso de ERα67 

(Figura 15A) y VV respecto a VC y VG1 en el caso de ERα46 (Figura 15B). 
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Figura 15. Niveles de ERα67 (A) y ERα46 (B) en los animales jóvenes y viejos. El histograma muestra 

el análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por grupo). Los 

valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor del grupo 

joven control (JC). p<0,05 jóvenes vs viejas (*), con respecto al grupo V (b). ERα67 y ERα46=isoformas 

de 67 y 46kDa del receptor de estrógenos α, respectivamente; JC=animales jóvenes control; JV, JE, JG1 y 

JG2=animales jóvenes ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, 

respectivamente; VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y 

tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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6. Niveles de ERβ y ratio ERα67/ERβ en los animales jóvenes y viejos 

Los niveles del otro subtipo del receptor de estrógenos, ERβ, también fueron 

cuantificados. La comparación entre edades mostró una caída en los niveles de esta 

proteína asociada al envejecimiento, llegando a ser estadísticamente significativa en el 

grupo pseudooperado. En relación a los posibles efectos de los tratamientos, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas ni entre los grupos de animales 

jóvenes ni entre los de animales viejos (Figura 16A).  

Además, se estudió el ratio entre ambos subtipos del receptor de estrógenos. 

Para ello, calculamos el cociente resultante de dividir la cantidad de ERα67 entre la de 

ERβ de cada animal. El balance se mantuvo en un ratio cercano a 1 en las ratas jóvenes, 

es decir, abundancia similar de ambos subtipos del receptor de estrógenos. Sin embargo, 

esta relación sufrió un desplazamiento significativo con el envejecimiento hacia ERα67, 

con una clara predominancia de este subtipo sobre ERβ en todos los grupos de 

tratamiento. En cuanto a los efectos de los tratamientos, no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos jóvenes. Sin embargo, una alteración de 

este ratio fue evidenciada en el grupo VV, siendo significativamente menor que en los 

grupos VC y VE (Figura 16B). 
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Figura 16. Niveles de ERβ (A) y ratio ERα67/ERβ (B) en los animales jóvenes y viejos. El histograma 

muestra el análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por 

grupo). Los valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor 

del grupo joven control (JC) (A), o bien como los datos brutos (B). p<0,05 jóvenes vs viejas (*), con 

respecto al grupo V (b). ERβ=receptor de estrógenos β; ERα67=isoforma de 67kDa del receptor de 

estrógenos α; JC=animales jóvenes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales jóvenes ovariectomizados y 

tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente; VC=animales viejos 

control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis 

baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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7. Interacción p-IRS1tyr612  - p85α en los animales jóvenes y viejos 

La interacción entre la forma activa de IRS1 (p-IRS1tyr612) y la subunidad 

reguladora de PI3K (p85α) disminuyó significativamente con la edad, tanto en los 

animales pseudooperados (JC vs VC) como en los ovariectomizados tratados con 

estradiol (JE vs VE) y dosis alta de genisteína (JG2 vs VG2). En los animales jóvenes, 

el grupo JV mostró una interacción menor entre estas dos proteínas que el resto de los 

grupos, alcanzándose significación estadística con respecto a los grupos JE y JG2. 

Además, el grupo JG2 mostró una interacción significativamente mayor que el grupo 

JC. Por el contrario, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre 

los distintos tratamientos en los animales viejos (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Interacción entre p-IRStyr612 y p85α en los animales jóvenes y viejos. El histograma muestra el 

análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por grupo). Los 

valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor del grupo 

joven control (JC). p<0,05 jóvenes vs viejas (*), con respecto al grupo C (a), V (b). p-IRS1tyr612=forma 

activa de IRS1; p85α=subunidad reguladora de PI3K; IgG=inmunoglobulinas G; 

IP=inmunoprecipitación; IB=inmunoblot; JC=animales jóvenes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales 

jóvenes ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, 

respectivamente; VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y 

tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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8. Interacción ERα-IRS1 en los animales jóvenes y viejos 

No se encontraron diferencias relacionadas con la edad en la interacción entre 

IRS1 y ambas isoformas de ERα,  ERα67 (Figura 18A) y ERα46 (Figura 18B). 

Además, también se evaluó el ratio entre ambas interacciones dividiendo la unión 

ERα46-IRS1 entre ERα67-IRS1 en cada animal (Figura 18C). Calculando este cociente 

fue posible comprobar qué isoforma de ERα se unió con más fuerza a IRS1. El ratio fue 

menor de 1 en ambas edades, indicando que la isoforma de 67kDa se unió con mayor 

afinidad a IRS1 a cualquier edad. Sin embargo, hubo un incremento relacionado con la 

edad en este ratio en los grupos ovariectomizados tratados con estradiol (JE vs VE)  y 

dosis baja de genisteína (JG1 vs VG1) (Figura 18C). 

En lo relativo a la comparación entre los distintos grupos de tratamiento por 

rango de edad, el grupo JG2 mostró una interacción ERα67-IRS1 significativamente 

mayor que los grupos JV, JE y JG1 (Figura 18A). Por el contrario, no se encontraron 

diferencias entre los grupos de animales jóvenes, ni en cuanto a la interacción ERα46-

IRS1 (Figura 18B), ni en lo relativo al ratio ERα46-IRS1 / ERα67-IRS1 (Figura 18C). 

Además, en los animales viejos no se encontraron diferencias entre grupos de 

tratamiento, ni en lo referente a las interacciones entre IRS1 y ambas isoformas de ERα 

(Figura 18A y Figura 18B), ni en el ratio ERα46-IRS1 / ERα67-IRS1 (Figura 18C). 
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Figura 18. Interacción ERα67-IRS1 (A), interacción ERα46-IRS1 (B), ratio ERα46-IRS1/ERα67-IRS1 

(C) y bandas representativas de estas proteínas (D) en los animales jóvenes y viejos. El histograma 

muestra el análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por 

grupo). Los valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor 

del grupo joven control (JC) (A, B), o bien como los datos brutos (C). p<0,05 jóvenes vs viejas (*), con 

respecto al grupo V (b), E (c), G1 (d). ERα67 y ERα46=isoformas de 67 y 46kDa del receptor de 

estrógenos α; IRS1=sustrato del receptor de insulina 1; IgG=inmunoglobulinas G; 

IP=inmunoprecipitación; IB=inmunoblot; JC=animales jóvenes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales 

jóvenes ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, 

respectivamente; VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y 

tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente. 

 

 



RESULTADOS 

81 
 

9. Interacción ERβ-IRS1 en los animales jóvenes y viejos 

La interacción entre IRS1 y el otro subtipo del receptor de estrógenos, ERβ, 

también fue analizada (Figura 19). La comparación entre edades mostró un incremento 

estadísticamente significativo con el envejecimiento de la interacción en el grupo 

ovariectomizado tratado con dosis baja de genisteína (JG1 vs VG1). Por otro lado, no se 

encontraron diferencias significativas entre los distintos grupos de tratamiento en los 

animales jóvenes. Sin embargo, en los animales viejos, el grupo VG1 exhibió una unión 

entre estas dos proteínas significativamente mayor que los grupos VC y VV        

(Figura 19).   

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 19. Interacción entre ERβ e IRS1 en los animales jóvenes y viejos. El histograma muestra el 

análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por grupo). Los 

valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor del grupo 

joven control (JC). p<0,05 jóvenes vs viejas (*), con respecto al grupo C (a), V (b). ERβ=receptor de 

estrógenos β; IRS1=sustrato del receptor de insulina 1; IgG=inmunoglobulinas G; 

IP=inmunoprecipitación; IB=inmunoblot; JC=animales jóvenes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales 

jóvenes ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, 

respectivamente; VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y 

tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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10. Interacción ERα-p85α en los animales jóvenes y viejos 

No se encontraron cambios significativos asociados a la edad en cuanto a la 

interacción entre ERα67 y la subunidad reguladora de PI3K, p85α (Figura 20A). Sin 

embargo, hallamos un descenso estadísticamente significativo relacionado con el 

envejecimiento en la interacción de p85α con ERα46 en los grupos pseudooperados (JC 

vs VC) y en los grupos ovariectomizados tratados con vehículo (JV vs VV) y dosis alta 

de genisteína (JG2 vs VG2) (Figura 20B). Además, tal como hicimos con IRS1, 

calculamos el ratio entre las interacciones ERα46-p85α / ERα67-p85α para averiguar 

qué isoforma de ERα se unía con más fuerza a p85α. El cociente de este ratio fue mayor 

de 1 en ambos grupos de edad, indicando que la isoforma de 46kDa se unió con mayor 

potencia a p85α a cualquier edad. Sin embargo, el ratio experimentó una caída 

estadísticamente significativa con el envejecimiento en todos los grupos, excepto en el 

ovariectomizado y tratado con alta dosis de genisteína (Figura 20C). 

En cuanto a la comparación entre tratamientos en los distintos grupos de edad, 

no se han visto diferencias estadísticamente significativas ni en las interacciones entre 

ambas isoformas de ERα y p85α (Figuras 20A y 20B), ni en el ratio                      

ERα46-p85α / ERα67-p85α (Figura 20C). 
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Figura 20. Interacción ERα67-p85α (A), interacción ERα46-p85α (B), ratio ERα46-p85α/ERα67-p85α 

(C) y bandas representativas de estas proteínas (D) en los animales jóvenes y viejos. El histograma 

muestra el análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por 

grupo). Los valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor 

del grupo joven control (JC) (A, B), o bien como los datos brutos (C). p<0,05 jóvenes vs viejas (*). 

ERα67 y ERα46=isoformas de 67 y 46 kDa del receptor de estrógenos α; p85α=subunidad reguladora de 

PI3K; IgG=inmunoglobulinas G; IP=inmunoprecipitación; IB=inmunoblot; JC=animales jóvenes control; 

JV, JE, JG1 y JG2=animales jóvenes ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta 

de genisteína, respectivamente; VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos 

ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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11. Interacción ERβ-p85α en los animales jóvenes y viejos 

La comparación entre edades no mostró diferencias estadísticamente 

significativas relacionadas con el envejecimiento en esta interacción (Figura 21). En 

relación al estudio de los efectos de los tratamientos en los distintos grupos de edad, los 

grupos JE y JG2 experimentaron un aumento estadísticamente significativo de esta 

interacción comparado con el grupo JG1. En los animales viejos observamos que el 

grupo VG2 mostró el valor más alto de unión entre estas dos proteínas, siendo 

significativamente mayor que los valores de los grupos VV, VE y VG1 (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Interacción entre ERβ y p85α en los animales jóvenes y viejos. El histograma muestra el 

análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por grupo). Los 

valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor del grupo 

joven control (JC). p<0,05 con respecto al grupo V (b), E (c), G1 (d). ERβ=receptor de estrógenos β; 

p85α=subunidad reguladora de PI3K; IgG=inmunoglobulinas G; IP=inmunoprecipitación; 

IB=inmunoblot; JC=animales jóvenes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales jóvenes ovariectomizados y 

tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente; VC=animales viejos 

control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis 

baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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12. Fosforilación de Aktser473  en los animales jóvenes y viejos 

La forma activa de Akt no se vio afectada por el envejecimiento. Sin embargo, sí 

se observaron diferencias estadísticamente significativas dentro de cada grupo de edad. 

En lo concerniente a las ratas jóvenes, el grupo JE mostró los niveles más altos de 

fosforilación, alcanzando significación estadística respecto a los grupos JV, JG1 y JG2. 

Por otra parte, en los animales viejos los grupos VE y VG2 mostraron una fosforilación 

de Aktser473 significativamente mayor que los grupos VV y VG1 (Figura 22).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22. Fosforilación de Aktser473 en los animales jóvenes y viejos. El histograma muestra el análisis 

densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por grupo). Los valores 

representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor del grupo joven 

control (JC). p<0,05 con respecto al grupo V (b), G1 (d), G2 (e). p-Aktser473=forma activa de la proteína 

quinasa B; Akt=proteína quinasa B; JC=animales jóvenes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales jóvenes 

ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente; 

VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y tratados con 

vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente.   
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13. Niveles de GLUT4 en membrana plasmática en los animales jóvenes y viejos 

La translocación de GLUT4 hacia la membrana plasmática sufrió un descenso 

con la edad en los animales pseudooperados, así como en los ovariectomizados y 

tratados con genisteína. En cuanto a la comparativa dentro de cada edad, en las ratas 

jóvenes todos los grupos de tratamiento mostraron unos niveles de GLUT4 en 

membrana plasmática significativamente más altos que el grupo JV. Sin embargo, en 

los animales viejos sólo destacó por encima del resto el grupo VE, el cual presentó 

niveles significativamente mayores de GLUT4 en membrana plasmática que el resto de 

grupos de tratamiento (Figura 23).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Niveles de GLUT4 en membrana plasmática en los animales jóvenes y viejos. El histograma 

muestra el análisis densitométrico de cinco experimentos independientes de Western blot (n=5 por 

grupo). Los valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor 

del grupo joven control (JC). p<0,05 jóvenes vs viejas (*), con respecto al grupo C (a), V (b), G1 (d), G2 

(e). GLUT4m=transportador de glucosa 4 en membrana plasmática; JC=animales jóvenes control; JV, JE, 

JG1 y JG2=animales jóvenes ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de 

genisteína, respectivamente; VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos 

ovariectomizados y tratados con vehículo, estradiol, dosis baja y alta de genisteína, respectivamente.  
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14. Ensayo de viabilidad celular en las células HT22  

La viabilidad celular se vio fuertemente reducida en todos los grupos como 

consecuencia de un ciclo de privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R) en 

comparación con el grupo normóxico (N). Sin embargo, el grupo expuesto a OGD/R 

tratado con estradiol (E), presentó unos valores de viabilidad celular significativamente 

más altos que el grupo tratado con DMSO (V) (Figura 24A). 

Por su parte, los grupos sometidos a dos ciclos consecutivos de OGD/R sufrieron 

una reducción de la viabilidad celular aun mayor respecto al grupo N. En este caso, 

dentro de los grupos expuestos a los dos ciclos de OGD/R, tanto las células tratadas con 

estradiol (E) como con genisteína (G) presentaron unos valores de viabilidad 

significativamente superiores al del grupo V (Figura 24B). 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 24. Ensayo MTT de viabilidad celular en las células HT22 expuestas a un ciclo (A) o dos ciclos 

consecutivos (B) de privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R). Los valores representan la 

media ± SEM de cada uno de los grupos (n=8 por grupo) y son mostrados como el porcentaje relativo del 

valor medio del grupo normóxico (N). p<0,05 respecto al grupo normóxico (*), respecto al grupo 

vehículo (#). N=células cultivadas en medio completo y normoxia; V, E y G=células expuestas a 

privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R) y tratadas con vehículo, estradiol o genisteína, 

respectivamente. 
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15. Evaluación del procesamiento de PARP-1 en las células HT22 

El procesamiento de PARP-1 se evaluó como un marcador de células que están 

sufriendo procesos de apoptosis. El procesamiento de PARP-1 fue significativamente 

más alto en todos los grupos que en el grupo N tras la segunda OGD. Sin embargo, 

cuando las células fueron reoxigenadas nuevamente tras esta segunda OGD, el 

procesamiento de PARP-1 descendió a los niveles del grupo normóxico en todos los 

casos (Figura 25). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Procesamiento de PARP-1 en las células HT22 expuestas a dos ciclos consecutivos de 

privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R). El histograma muestra el análisis densitométrico 

del Western blot en dos experimentos independientes ensayados por triplicado (n=6 por grupo). Los 

valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor del grupo 

normóxico (N). p<0,05 respecto al grupo normóxico (*). PARP-1=polimerasa poli (ADP-ribosa) 1; 

N=células cultivadas en medio completo y normoxia; V, E y G=células expuestas a privación de oxígeno 

y glucosa (OGD) o privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R) y tratadas con vehículo, 

estradiol o genisteína, respectivamente. 
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16. Evaluación del ratio de LC3 en las células HT22 

Por otra parte, también se estudió el ratio entre LC3-II y LC3-I como un 

marcador de células que hayan activado el mecanismo de autofagia. De la misma forma, 

también se vio un aumento significativo del ratio LC3-II/LC3-I en respuesta a un 

segundo ciclo de OGD en todos los grupos con respecto a la situación de normoxia. Sin 

embargo, se produjo una reducción de este ratio con la segunda reoxigenación, llegando 

a descender a valores cercanos a los del grupo normóxico en todos los casos        

(Figura 26). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 26. Ratio LC3-II/LC3-I en las células HT22 expuestas a dos ciclos consecutivos de privación de 

oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R). El histograma muestra el análisis densitométrico del Western 

blot en dos experimentos independientes ensayados por triplicado (n=6 por grupo). Los valores 

representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor del grupo normóxico 

(N). p<0,05 respecto al grupo normóxico (*). LC3-I, LC3-II=formas citosólica y lipidada de la cadena 

ligera 3 de la proteína asociada a los microtúbulos 1A/1B, respectivamente; N=células cultivadas en 

medio completo y normoxia; V, E y G=células expuestas a privación de oxígeno y glucosa (OGD) o 

privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R) y tratadas con vehículo, estradiol o genisteína, 

respectivamente.  
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17. Niveles de CO-1 en las células HT22 

Con el objetivo de estudiar posibles variaciones del metabolismo oxidativo 

neuronal en respuesta a las dos situaciones consecutivas de OGD/R generadas, se 

evaluó la subunidad catalítica y principal de la citocromo c oxidasa (CO-1). Los niveles 

de esta proteína descendieron significativamente por debajo del grupo N en todos los 

grupos expuestos a esta segunda OGD. Sin embargo, los tratamientos con estradiol y 

genisteína previnieron parcialmente este descenso de forma significativa respecto al 

grupo V. La reoxigenación posterior a esta segunda OGD supuso un nuevo incremento 

de la expresión de CO-1, la cual alcanzó los valores del grupo normóxico en todos los 

casos (Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Niveles de la subunidad 1 de la citocromo c oxidasa (CO-1) en las células HT22 expuestas a 

dos ciclos consecutivos de privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R). El histograma 

muestra el análisis densitométrico del Western blot en dos experimentos independientes ensayados por 

triplicado (n=6 por grupo). Los valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje 

relativo del valor del grupo normóxico (N). p<0,05 respecto al grupo normóxico (*), respecto al grupo 

vehículo (#). N=células cultivadas en medio completo y normoxia; V, E y G=células expuestas a 

privación de oxígeno y glucosa (OGD) o privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R) y 

tratadas con vehículo, estradiol o genisteína, respectivamente. 
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18. Niveles de HIF-1α en las células HT22 

Se analizó HIF-1α como un marcador de células que atraviesan una situación de 

hipoxia. Esta proteína se sobreexpresó de forma significativa en todos los grupos 

respecto al grupo normóxico tras la exposición a una segunda OGD. Además, los 

valores de esta proteína también se mantuvieron significativamente más altos en todos 

los grupos comparado con el grupo N durante el segundo periodo de reoxigenación 

(Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28. Niveles de HIF-1α en las células HT22 expuestas a dos ciclos consecutivos de privación de 

oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R). El histograma muestra el análisis densitométrico del Western 

blot en dos experimentos independientes ensayados por triplicado (n=6 por grupo). Los valores 

representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje del valor medio del grupo normóxico 

(N). p<0,05 respecto al grupo normóxico (*).  HIF-1α=subunidad α del factor inducible por la hipoxia 1; 

N=células cultivadas en medio completo y normoxia; V, E y G=células expuestas a privación de oxígeno 

y glucosa (OGD) o privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R) y tratadas con vehículo, 

estradiol o genisteína, respectivamente. 
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19. Niveles de los transportadores de glucosa GLUT3 y GLUT1 en las células 

HT22 

En último lugar, se estudió la influencia del experimento de dos OGD/R 

consecutivas sobre los niveles de expresión de GLUT3, transportador de glucosa 

mayoritario en las neuronas. No obstante, esta proteína se mantuvo constante a lo largo 

de todo el experimento, no encontrándose diferencias estadísticamente significativas 

respecto al grupo N, ni en los grupos sometidos a una segunda OGD ni en aquellos que 

fueron posteriormente reoxigenados. Tampoco se hallaron diferencias entre ninguno de 

los tratamientos ensayados en ninguna de las dos situaciones evaluadas (Figura 29A). 

De manera adicional se evaluaron los niveles de proteína del otro transportador 

de glucosa mayoritario en el SNC, GLUT1. Este transportador se encuentra 

mayoritariamente en la glía. No obstante, tal como reflejaron los datos del grupo 

normóxico, también se expresa en las neuronas, aunque en muy baja cantidad. Sin 

embargo, la exposición a la segunda OGD provocó una regulación al alza 

estadísticamente significativa de este transportador de glucosa en todos los grupos. 

Durante la fase de reoxigenación, los niveles de GLUT1 disminuyeron en todos los 

casos, aunque continuaron siendo significativamente más altos que los del grupo 

normóxico en todos los grupos (Figura 29B). 
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Figura 29. Niveles de GLUT3 (A) y GLUT1 (B) en las células HT22 expuestas a dos ciclos consecutivos 

de privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación (OGD/R). El histograma muestra el análisis 

densitométrico del Western blot en dos experimentos independientes ensayados por triplicado (n=6 por 

grupo). Los valores representan la media ± SEM y son mostrados como el porcentaje relativo del valor 

del grupo normóxico (N). p<0,05 respecto al grupo normóxico (*). GLUT3 y GLUT1=transportadores de 

glucosa 3 y 1, respectivamente; N=células cultivadas en medio completo y normoxia; V, E y G=células 

expuestas a privación de oxígeno y glucosa (OGD) o privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación 

(OGD/R) y tratadas con vehículo, estradiol o genisteína, respectivamente. 
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 La actividad sexual de la mayor parte de las hembras de los mamíferos depende 

de la repetición de un ciclo reproductivo. Dicho ciclo está sujeto a un control preciso en 

el que intervienen diversos factores, entre los cuales los estrógenos juegan un papel 

fundamental (7). La importancia de estas hormonas, afectando al hipotálamo, para el 

buen funcionamiento de las funciones reproductivas es de sobra conocida. Sin embargo, 

menos conocidas, pero no menos importantes, resultan las funciones que éstas ejercen 

para el mantenimiento de la homeostasis cerebral, principalmente participando en la 

regulación de eventos metabólicos (46,47). Por este motivo, el primer objetivo 

propuesto en este trabajo fue estudiar la posible influencia que tienen las diferencias en 

los niveles de estrógenos sobre el metabolismo oxidativo en la corteza prefrontal e 

hipocampo de ratas hembra adultas. Para ello, utilizamos dos fases distintas del ciclo 

estral, estro y diestro, que se caracterizan tanto por diferir en los niveles de estrógenos 

circulantes como por no presentar niveles significativos de otras hormonas ováricas 

(211), lo que las convierte en las fases ideales para estudiar fenómenos relacionados con 

la variación de estrógenos en ratas intactas. Cabe destacar que las regiones de la corteza 

prefrontal e hipocampo fueron escogidas por su implicación en funciones cerebrales 

básicas como el aprendizaje y la memoria (215,216), así como por la amplia presencia 

de receptores de estrógenos en ambas regiones (10,53). Además, estudios previos en los 

que se utilizó la técnica de PET y el trazador metabólico 18F-FDG evidenciaron en 

primates la influencia de las fluctuaciones de hormonas ováricas a lo largo del ciclo en 

el metabolismo de áreas cerebrales implicadas en la emoción (45), cualidad que se le 

atribuye, entre otras, a nuestras regiones de estudio.  

Como ya mencionamos anteriormente, la citocromo c oxidasa es un enzima 

mitocondrial clave implicado en la respiración celular y en el metabolismo oxidativo. 

La actividad CO es crítica para la producción de ATP, ya que se ubica en la membrana 

mitocondrial interna catalizando el último paso de la cadena de transporte de electrones, 

la cual está acoplada, en último término, al proceso de fosforilación oxidativa. Dado que 

en el cerebro la producción de ATP está altamente ligada a la demanda energética, la 

actividad CO se considera un marcador fiable de actividad metabólica cerebral (49). En 

referencia a este estudio, los datos mostraron una gran homogeneidad en los niveles de 

actividad citocromo c oxidasa entre las fases estro y diestro en las distintas regiones 

cerebrales estudiadas (Tabla 3). Esto puede sugerir que pequeñas diferencias en los 

niveles fisiológicos de estrógenos no son suficientes para modificar significativamente 
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la actividad metabólica de áreas específicas del SNC. Sin embargo, hallamos un 

incremento significativo de actividad CO en la región prelímbica de la corteza 

prefrontal en la fase de diestro, en la cual los niveles de estrógenos son más elevados 

(Figura 12A). Este hallazgo iría en la misma línea que otros trabajos que muestran un 

aumento en la actividad metabólica cerebral inducido por estradiol (44,226), así como 

un incremento del consumo de oxígeno en las mitocondrias cerebrales (47). En cambio, 

el área CA3 del hipocampo ventral mostró una mayor actividad CO durante la fase de 

estro, cuando los niveles de estrógenos son menores (Figura 12B). Este último resultado 

parece señalar que la relación entre los niveles de estrógenos y la actividad metabólica 

cerebral no es directamente proporcional en todas las regiones cerebrales. Por tanto, la 

influencia de las diferencias en los niveles de estrógenos durante el ciclo estral sobre el 

metabolismo oxidativo cerebral parece ser específica de región. En este sentido, 

distintos factores como la abundancia de receptores de estrógenos y de distintos 

neurotransmisores en cada área, así como los tipos de sinapsis predominantes y las 

conexiones funcionales con otras áreas, podrían explicar este resultado divergente.  

Es necesario tener en cuenta que el estudio en ratas hembra a lo largo del ciclo 

estral resulta una aproximación cercana para intentar esclarecer los cambios moleculares 

que ocurren durante el ciclo menstrual en mujeres. Sin embargo, el mayor inconveniente 

de trabajar con ratas intactas reside en que no se pueden controlar fielmente los niveles 

hormonales. A pesar de haber escogido dos fases en las que los estrógenos predominan 

claramente sobre el resto de hormonas implicadas en el control del ciclo (211), no se 

puede descartar la posibilidad de que los niveles mínimos de otras hormonas, presentes 

en la rata hembra adulta, puedan tener cierta influencia sobre las regiones de estudio. 

Así, hormonas como la progesterona, la prolactina, la LH o la FSH podrían estar 

ejerciendo acciones directas o indirectas potenciando o antagonizando los efectos 

atribuidos a los estrógenos a pesar de estar en niveles mínimos. Por este motivo, 

decidimos continuar nuestro estudio sobre los efectos de los estrógenos en el SNC de 

una forma más controlada. Para ello, ratas jóvenes y sexualmente maduras fueron 

sometidas a una ovariectomía, operación que reduce drásticamente la producción 

endógena de hormonas femeninas mediante la extirpación de los ovarios. Estas ratas 

fueron posteriormente tratadas con 17β-estradiol, principal estrógeno secretado a nivel   

ovárico (2). Teniendo en cuenta que la caída en los niveles de estrógenos inherente a la 

menopausia puede dar lugar a la aparición de diversos síntomas y patologías, decidimos 
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estudiar también tales efectos en ratas viejas, las cuales han llegado al final de su 

periodo reproductivo. De forma complementaria, analizamos también los efectos de un 

fitoestrógeno como la genisteína, en la búsqueda de una terapia de reemplazamiento 

hormonal eficaz con menos efectos secundarios no deseados que los estrógenos. 

Con el citado diseño experimental, lo primero que nos propusimos evaluar 

fueron varios marcadores de la homeostasis cerebral. La reducción drástica de varias 

funciones metabólicas y el desarrollo de resistencia a la acción de la insulina, inherentes 

al envejecimiento, parecen ser dos de las principales bases que subyacen el desarrollo de 

enfermedades neurodegenerativas (57). En hembras, dicha reducción de la sensibilidad 

a la insulina está fuertemente asociada con la disminución en la producción de 

estrógenos que sigue a la menopausia (136). Por tanto, escogimos la región de la corteza 

cerebral para llevar a cabo este estudio, ya que es una de las regiones con una mayor 

dependencia funcional del estradiol (57). En primer lugar, evaluamos tanto la influencia 

del envejecimiento como de los tratamientos con estradiol y genisteína, sobre proteínas 

implicadas en la homeostasis de la glucosa, principal sustrato energético del         

cerebro (83). Al igual que en los tejidos periféricos, la captación de glucosa en el SNC 

se produce a través de los GLUTs (227). Específicamente, se conoce que GLUT3 está 

ampliamente distribuido por el SNC y es, junto con GLUT1, responsable de la mayoría 

de la captación y utilización de glucosa en el cerebro (84,85). Nuestros resultados 

mostraron unos niveles de GLUT3 en la corteza cerebral significativamente más bajos 

después de la ovariectomía, tanto en los animales jóvenes como en los viejos (Figura 

13A), indicando que la pérdida de la función gonadal deteriora el transporte de glucosa 

cerebral independientemente de la edad. Sin embargo, la genisteína en las ratas jóvenes, 

así como el estradiol y la genisteína en las ratas viejas, restauraron los niveles de este 

transportador de glucosa en tan sólo una hora después de la administración del 

tratamiento. Por tanto, nuestros datos coinciden con estudios previos e indican que no 

sólo un tratamiento crónico (57), sino también un tratamiento agudo con estradiol 

aumenta los niveles de GLUT3 después de la pérdida de función gonadal, sugiriendo 

una mejoría en el transporte de glucosa. En la misma línea, otros trabajos muestran 

además que distintos tratamientos con estrógenos provocan un incremento en la 

utilización de la glucosa cerebral (44,146).    

Siguiendo con los transportadores de glucosa, GLUT4 también ha sido 

previamente hallado en tejido cerebral (86), aunque su localización específica parece 
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sugerir una implicación en tareas altamente especializadas en el SNC (85). GLUT4 es 

un transportador de glucosa dependiente de insulina, lo que ha llevado a creer que en el 

cerebro también tiene lugar la captación de glucosa estimulada por insulina (57). Al 

contrario de lo sucedido con los niveles de GLUT3, la expresión de GLUT4 

experimentó una fuerte reducción con el envejecimiento (Figura 13B). Por tanto, 

nuestros datos sugieren la posible implicación de la resistencia a la acción de la insulina 

en el déficit cognitivo inherente al fenómeno de envejecimiento. Además, los niveles de 

GLUT4 disminuyeron tras la ovariectomía en las ratas jóvenes pero no en las viejas, 

probablemente porque las ratas viejas pseudooperadas ya poseían bajos niveles de 

GLUT4 a causa del envejecimiento. 

En lo concerniente a los efectos provocados por los tratamientos, cabe destacar 

que los cambios en la expresión de GLUT4 tras el tratamiento con estradiol y genisteína 

resultaron claramente dependientes de la edad. De este modo, sólo el tratamiento con 

estradiol restableció los niveles de GLUT4 en las ratas jóvenes ovariectomizadas, sin 

embargo, el tratamiento con genisteína fue más eficaz en las ratas viejas. Estos 

resultados nos permiten deducir que el tratamiento con genisteína podría ser más 

adecuado para restaurar la homeostasis de la glucosa deteriorada con la edad, puesto que 

fue el único tratamiento capaz de incrementar los niveles de ambos tipos de 

transportadores de glucosa (GLUT3 y GLUT4) en los animales viejos. No obstante, en 

estudios previos habíamos hallado un incremento en la expresión de GLUT4 en la 

misma región cerebral de ratas viejas ovariectomizadas tratadas crónicamente con 

estradiol (57), por lo que es posible que la dosis de estradiol no haya sido suficiente para 

potenciar la expresión de GLUT4 dentro del marco de tiempo utilizado en este 

experimento (una hora). Por lo tanto, en lo concerniente a la homeostasis de la glucosa, 

serían necesarios estudios adicionales para elucidar los mecanismos que subyacen a los 

distintos efectos encontrados con los tratamientos con estradiol o genisteína en la 

corteza cerebral de ratas viejas. 

Posteriormente, analizamos nuevamente la CO como un marcador de 

metabolismo cerebral complementario a los GLUTs. En esta ocasión, analizamos 

mediante Western blot la expresión de la subunidad catalítica y principal (subunidad 1) 

de la CO (Figura 14). Dicha subunidad sufrió un importante descenso con la edad en la 

corteza cerebral, lo que concuerda con estudios previos realizados por otros autores que 

señalan un descenso de actividad cerebral causado por el envejecimiento en otras 
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regiones cerebrales, tales como los cuerpos mamilares (228). De hecho, se ha 

comprobado que en el sexo opuesto el envejecimiento también causa cambios 

bioquímicos, implicando un deterioro en la actividad de varios enzimas de la membrana 

mitocondrial y comprometiendo la producción energética en el córtex cerebral de ratas 

macho (229). Si nos centramos en los efectos de los tratamientos en ambos grupos de 

edad, sólo el estradiol fue capaz de aumentar los niveles de la subunidad 1 de la CO 

tanto en las ratas jóvenes como en las viejas, no existiendo un efecto aparente del 

tratamiento con genisteína sobre este parámetro. Este dato iría en la misma línea que el 

resultado obtenido con la tinción histoquímica de la CO en la región prelímbica de la 

corteza prefrontal (Figura 12A), reforzando nuestra teoría de que el estradiol parece 

aumentar el metabolismo oxidativo en la corteza de ratas hembra. Sin embargo, a la 

vista del inaparente efecto obtenido en los grupos tratados con genisteína, podemos 

decir que a pesar de que la genisteína tiene potencial estrogénico (123), los mecanismos 

y los efectos funcionales que lleva a cabo deben ser distintos de los desencadenados por 

los estrógenos. Además, puede ser posible que la genisteína y el estradiol empleen vías 

moleculares similares pero con distinta dependencia de la dosis. De hecho, hemos 

obtenido algunos resultados distintos en cuanto a las dos dosis de genisteína 

administradas, no en el análisis de la citocromo c oxidasa pero sí en cuanto a los niveles 

de los GLUTs. Así, a pesar de que no existían diferencias significativas entre ambas, la 

dosis alta potenció en mayor medida los niveles de GLUT3 y GLUT4 en los animales 

viejos (Figuras 13A y 13B). Este hecho sugiere que la dosis alta de genisteína podría ser 

un tratamiento más adecuado para incrementar los niveles de los transportadores de 

glucosa y, por lo tanto, el transporte de glucosa en el córtex cerebral envejecido. Estos 

resultados concuerdan con otros estudios que muestran que los fitoestrógenos activan 

distintos mecanismos celulares dependiendo de la concentración utilizada (217,218).  

Por otro lado, se ha demostrado que la genisteína puede ejercer acciones 

neuroprotectoras mediadas a través de los receptores de estrógenos (230-232). Sin 

embargo, a pesar de que existen evidencias que muestran que el tratamiento con 

estradiol puede alterar la expresión de sus receptores (57), poco se sabe acerca de la 

posible capacidad de la genisteína para modificar los niveles de estos ERs en el SNC. 

Nuestros datos mostraron un fuerte declive causado por ovariectomía de ambas 

isoformas de splicing de ERα, ERα67 y ERα46, en la corteza cerebral de ratas viejas, 

siendo ERα67 regulada al alza por estradiol, mientras que la expresión de ERα46 se vio 
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potenciada por el tratamiento con baja dosis de genisteína (Figuras 15A y 15B). Este 

resultado evidencia la existencia de una regulación diferente de ambas isoformas de 

ERα y muestra que la genisteína puede ser capaz de regular también a ERα a pesar de 

tener una mayor afinidad por ERβ (195). No obstante, se cree que los efectos 

neuroprotectores del estradiol y de la genisteína dependen no sólo de los cambios 

absolutos en la expresión de ERs, sino también en el ratio ERα67/ERα46, así como en 

sus interacciones con diversas proteínas de la vía de PI3K (57). Debido a esta 

circunstancia, la mayoría de los estudios realizados con estrógenos se centraban en ERα, 

ya que es el subtipo de ER más fuertemente implicado en la activación de la vía de 

PI3K (233). Sin embargo, estudios más recientes han demostrado la importancia de la 

activación de la vía PI3K mediada por ERβ en la retina (234) y en neuronas 

hipocampales (235), sugiriendo que ambos ERs están implicados en la mediación de los 

efectos neuroprotectores de estrógenos y fitoestrógenos. A pesar de que, como hemos 

mencionado anteriormente, la genisteína muestra una mayor fuerza de unión a ERβ que 

a ERα, ni la genisteína ni el estradiol fueron capaces de alterar la expresión de ERβ en 

la corteza cerebral (Figura 16A). Por tanto, serían necesarios estudios adicionales para 

esclarecer la influencia del estradiol y la genisteína sobre ERβ en esta región. 

En lo que respecta a la modulación de ambos subtipos del ER por la edad, 

nuestros resultados indicaron un aumento de ambas isoformas de ERα, que contrasta 

con el declive que experimentó ERβ con el envejecimiento (Figuras 15A, 15B y 16A). 

Estos datos confirman los hallazgos obtenidos previamente con estudios de hibridación 

in situ, los cuales mostraron una expresión disminuida del ARNm de ERβ, pero no de 

ERα, en algunas regiones cerebrales de ratas viejas (236). Así mismo, apoyan la teoría 

propuesta por estos autores que postula una modulación diferencial de ambos subtipos 

del ER en el cerebro. En relación a este hallazgo, cabe destacar que en un trabajo previo 

realizado por nuestro grupo utilizando el mismo diseño experimental (123), construimos 

la hipótesis de que un declive de ERβ relacionado con la edad en regiones clave para el 

aprendizaje y la memoria, tales como el hipocampo y la corteza cerebral, podría 

contribuir a explicar la falta de efecto observado en respuesta a los tratamientos con 

estradiol y genisteína en las ratas viejas, a la hora de realizar una tarea de memoria 

espacial en un laberinto acuático de Morris. Por tanto, este declive relacionado a la edad 

en los niveles de ERβ en el córtex podría estar en la raíz de tal causa, dando a ERβ un 

papel clave en la mediación de las acciones rápidas de los estrógenos y los 
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fitoestrógenos en la corteza cerebral. Sin embargo, sería conveniente la realización de 

más estudios para elucidar la importancia de este ER en esta región cerebral. 

Por otro lado, para verificar el efecto del envejecimiento sobre ambos ERs, se 

evaluó el ratio entre la primera isoforma descrita de ERα, ERα67, y ERβ. En este 

sentido, es conocido que no sólo los niveles de ambos subtipos por separado, sino 

también el mantenimiento de un determinado balance entre ellos, resultan importantes 

para que se produzcan las acciones protectoras de los estrógenos. Así, se ha 

comprobado que el ratio ERα/ERβ modula la acción de los estrógenos sobre el estrés 

oxidativo y la expresión de enzimas antioxidantes (237,238), pudiendo ser dicho estrés 

oxidativo un evento crucial en la etiopatología de varias enfermedades 

neurodegenerativas (239). Además, otros autores han demostrado que el envejecimiento 

desplaza el balance ERα/ERβ, afectando a la protección vascular mediada por 

estrógenos (240). Los resultados de nuestro estudio sobre el balance de ERs en la 

corteza cerebral mostraron un ratio cercano a 1 en los animales jóvenes, es decir, 

cantidades similares de proteína de ERα y ERβ, el cual fue desplazado a favor de ERα 

con el envejecimiento (Figura 16B). La modificación de este ratio podría tener 

consecuencias negativas en cuanto a la protección vascular y a las defensas 

antioxidantes, tal y como se ha comprobado en otros tejidos (237,238,240). No obstante, 

serían necesarios estudios complementarios para corroborar tal hipótesis. 

Como expusimos anteriormente, se observó que tanto la edad como los 

tratamientos con estradiol y genisteína pueden modificar la homeostasis cortical de la 

glucosa a través de la expresión de los GLUTs. Siguiendo esta línea, es conocido que la 

insulina juega un papel imprescindible en la regulación del metabolismo de los hidratos 

de carbono, así como que la resistencia a la acción de la insulina inherente al 

envejecimiento subyace en varias enfermedades ligadas al envejecimiento, tales como 

diabetes mellitus tipo 2 (129), patologías cardio-circulatorias (241) o algunas 

enfermedades neurodegenerativas (131). En las mujeres, este incremento en la 

resistencia a la acción de la insulina está asociado con el descenso en la producción de 

estrógenos durante la menopausia (136). Se han propuesto varias teorías para explicar 

cuáles son los mecanismos moleculares implicados en este descenso en la sensibilidad a 

la insulina, incluyendo entre ellos modificaciones en varios pasos de la cascada de 

señalización intracelular de la insulina (108). Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue 

estudiar cómo el envejecimiento influye en los principales elementos de esta vía de 
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señalización en el córtex cerebral, así como los efectos de los tratamientos agudos con 

estradiol y genisteína en la búsqueda de estrategias neuroprotectoras contra el 

incremento de resistencia central a la acción de la insulina. 

En primer lugar, evaluamos la interacción entre la forma activa de IRS1 (p-

IRS1tyr612) y p85α, como un paso fundamental de la vía de señalización de la insulina 

(104). Cuando IRS1 se fosforila en residuos de tirosina, puede unirse a los dominios 

SH2 de la subunidad reguladora de PI3K, p85α. Nuestros resultados mostraron un 

descenso en la unión entre estas dos proteínas asociado al envejecimiento (Figura 17), 

lo que concuerda con nuestros estudios previos llevados a cabo tanto en tejidos 

dependientes (108) como independientes de insulina (57). El deterioro con la edad de 

este paso crucial en la vía de señalización de la insulina podría ser una de las razones 

que expliquen el incremento de la resistencia central a la insulina inherente al 

envejecimiento. Además, tanto el tratamiento con estradiol como con genisteína 

potenciaron la unión entre estas dos proteínas en los animales jóvenes, pero no en los 

viejos, sugiriendo una distinta eficacia de los tratamientos a este nivel en función de la 

edad.  

A continuación, comprobamos si los tratamientos con estradiol y genisteína eran 

capaces de estimular la unión entre IRS1 y los ERs (Figuras 18 y 19), como un punto 

alternativo de control de la vía de señalización intracelular de la insulina en la corteza 

cerebral, y así compensar el descenso relacionado con el envejecimiento en la 

interacción entre la forma activa de IRS1 y p85α. La dosis alta de genisteína, pero no el 

tratamiento con estradiol, incrementó la interacción entre ERα67 e IRS1 en 

comparación con el grupo vehículo en las ratas jóvenes. Sin embargo, a pesar de que en 

estudios previos habíamos encontrado que el tratamiento crónico con estradiol 

potenciaba la unión entre ERα46 e IRS1 (57) en el córtex de ratas hembra viejas, ni la 

genisteína ni el estradiol fueron capaces de aumentar esta interacción, a ninguna de las 

dos edades de estudio, en la administración aguda realizada en el presente experimento. 

Quizás esta isoforma de ERα no sea un buen mediador de los efectos rápidos del 

estradiol y la genisteína a este nivel, y tal vez serían necesarios estudios adicionales 

sobre la activación de IRS1 por estradiol a través del receptor 30 unido a proteína G 

(GPR30), un receptor de estrógenos transmembrana con alta afinidad por esta hormona 

(242), que parece estar implicado en la mediación de las acciones rápidas o no 

genómicas del estradiol (243). De los resultados obtenidos podemos inferir que la 
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genisteína parece ser una mejor opción que el estradiol para potenciar esta interacción 

entre IRS1 y ERα, al menos al nivel de ERα67. Además, el ratio de unión de ambas 

isoformas a IRS1 evidenció que ERα67 está más implicada en la regulación de esta 

proteína, ya que presentó una mayor unión con IRS1 tanto en las ratas jóvenes como en 

las viejas. No obstante, el tratamiento con estradiol o genisteína desplazó el ratio hacia 

ERα46 con el envejecimiento, resaltando diferencias funcionales de ambas isoformas 

con la edad. Además, la unión entre el otro subtipo del ER, ERβ, e IRS1 aumentó en 

respuesta al tratamiento con dosis baja de genisteína en los animales viejos, sugiriendo 

que en la vejez la genisteína podría promover sus efectos neuroprotectores a este nivel a 

través de este subtipo del ER por el que presenta una mayor afinidad (195). 

El siguiente paso fue evaluar la interacción entre los ERs y p85α (Figuras 20 y 

21), ya que el potenciamiento de esta interacción podría ser otro mecanismo 

compensatorio para la posterior activación de Akt (223,244). En contraste con nuestros 

estudios previos llevados a cabo en cerebro (57) y células MCF-7 de cáncer de mama 

(223), el estradiol no afectó a la interacción de p85α con el subtipo ERα, tal vez como 

consecuencia de diferencias en las dosis o en los lapsos de tiempo empleados en cada 

experimento. Además, al contrario que en el caso de IRS1, los datos derivados del ratio 

de unión de ambas isoformas denotaron una mayor implicación de ERα46 en la 

regulación de p85α, sugiriendo que esta isoforma de ERα puede tener un papel 

importante en la mediación de los efectos neuroprotectores del estradiol a través de 

PI3K en el córtex cerebral. Adicionalmente, el estradiol en las ratas jóvenes y la 

genisteína tanto en las jóvenes como en las viejas, potenciaron la unión entre p85α y 

ERβ. Este resultado reafirma nuevamente la hipótesis de que ERβ podría jugar un papel 

clave en la mediación de los efectos a corto plazo de los estrógenos y los fitoestrógenos 

en el tejido cerebral.  

Siguiendo el análisis en dirección descendente en la cascada de señalización 

intracelular de la insulina, nuestro siguiente objetivo fue evaluar la activación de Akt 

(Figura 22). Esta quinasa puede ser activada a través de la fosforilación del residuo de 

serina 473 (245), mediando su forma activa la mayoría de las acciones celulares de 

PI3K, como por ejemplo la translocación de GLUT4 a la membrana plasmática 

(244,246). Nuestros resultados mostraron un incremento de esta fosforilación 

desencadenado por estradiol en ambas edades de estudio. En este sentido, otros autores 

han encontrado también una actividad de Akt potenciada por estradiol en otros tejidos y 
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tipos celulares, tales como el músculo esquelético (108), los adipocitos 3T3-L1 (243), el 

corazón (247) y las células MCF-7 de cáncer de mama (223). Sin embargo, resulta 

interesante el hecho de que la genisteína sólo fuese capaz de incrementar la 

fosforilación de Akt en los animales viejos, posiblemente mediado por la potenciación 

cascada arriba de la interacción ERβ-p85α. Este último resultado iría en la misma línea 

que otros trabajos que resaltan una eficacia distinta de los fitoestrógenos en función de 

la edad (123).  

Posteriormente, estudiamos el último paso de la cascada de señalización 

intracelular de la insulina, que consiste en la translocación de GLUT4 desde 

compartimentos intracelulares hacia la membrana plasmática, con el fin de facilitar la 

captación de glucosa hacia el interior celular (92,248). Es sobradamente conocido que el 

tratamiento con estrógenos incrementa tanto la actividad metabólica (249) como la 

utilización de glucosa en el SNC (44,146). Los transportadores de glucosa GLUT1 y 

GLUT3 son los principales encargados de mediar el transporte de este sustrato 

energético esencial para el cerebro (84,85). No obstante, GLUT4 también se encuentra 

distribuido en distintas regiones cerebrales y su presencia parece indicar que la insulina 

también media el transporte de glucosa en este órgano (86). Como ya mencionamos 

anteriormente, la expresión total de GLUT4 en la corteza cerebral había sido disminuida 

con la edad (Figura 13B), apoyando la implicación de la resistencia a la insulina en la 

disfunción cognitiva inherente al envejecimiento. Además, los niveles de GLUT4, 

localizados específicamente en la membrana plasmática, también fueron inferiores en 

los animales viejos (Figura 23), lo que indica que el envejecimiento interrumpe uno de 

los pasos más importantes para la captación de glucosa estimulada por insulina y, por 

tanto, posiciona al malfuncionamiento de la vía de señalización intracelular de la 

insulina como uno de los grandes responsables del incremento de la resistencia central a 

la acción de esta hormona con la edad. A pesar de que tanto el estradiol como la 

genisteína potenciaron la translocación de GLUT4 a la membrana plasmática en ratas 

jóvenes, el estradiol fue el único tratamiento capaz de mejorar este paso de la 

señalización de la insulina en las ratas viejas, como también ha sido demostrado en 

tejidos dependientes de insulina como el músculo esquelético (108). Este resultado 

resulta intrigante, ya que la genisteína había aumentado los niveles totales de GLUT4 en 

las ratas viejas (Figura 13B), pareciendo, por tanto, ser un tratamiento potencialmente 

adecuado para combatir el incremento de resistencia central a la insulina asociado a la 
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vejez. Sin embargo, a pesar del incremento en la fosforilación de Akt provocado por la 

genisteína en los animales viejos (Figura 22), ésta no fue capaz de estimular el último 

paso de la vía de señalización de la insulina incrementando la translocación de GLUT4 

a la membrana plasmática y favoreciendo entonces la captación de glucosa hacia el 

interior celular (Figura 23). Este resultado podría indicar, por lo tanto, que durante el 

proceso de envejecimiento la genisteína activa la vía PI3K/Akt con un propósito distinto 

al de potenciar la captación de glucosa. En línea con esta idea, además de su función 

reguladora sobre el metabolismo, la vía de señalización PI3K/Akt también se conoce 

por jugar un papel importante en la regulación de la proliferación (250), la progresión 

del ciclo (251) y la supervivencia celular (252). En este sentido, se sabe que Akt 

promueve la supervivencia neuronal mediante la inhibición de la maquinaria pro-

apoptótica (96). Además, la genisteína muestra acciones neuroprotectoras en ratas que 

padecen un incremento en la neurodegeneración inducido por ovariectomía, modulando 

la vía apoptótica dependiente de la mitocondria (208). Por lo tanto, es posible que la 

genisteína pudiera activar la vía PI3K/Akt para promover la supervivencia celular en el 

cerebro envejecido, aunque la evaluación tanto de la viabilidad celular como de varios 

marcadores pro- y anti-apoptóticos serían necesarios para probar esta hipótesis. 

Por el contrario, el tratamiento con 17β-estradiol sí redujo el impacto negativo 

del envejecimiento sobre la sensibilidad central a la insulina, favoreciendo la 

localización de GLUT4 en la membrana plasmática (Figura 23). Este hecho resulta 

especialmente importante si tenemos en cuenta que la regulación de los transportadores 

de glucosa en el cerebro juega un papel fundamental en la homeostasis neuronal, ya que 

la glucosa es la principal fuente energética del cerebro (83). A pesar de que GLUT4 no 

es el principal transportador de glucosa en el tejido cerebral, podría proporcionar una 

captación adicional de glucosa o estar implicado en mecanismos que actúen de sensores 

de glucosa en el SNC (57). Sin embargo, aún queda otra pregunta sin resolver, la cual 

guarda relación con los pasos que sigue el estradiol hasta estimular la translocación de 

GLUT4 a la membrana. En los animales jóvenes parece bastante claro que el estradiol 

promovió la captación de glucosa a través de GLUT4 activando la vía de señalización 

clásica de la insulina, es decir, potenciando en primer lugar la interacción entre la forma 

activa de IRS1 y p85α, activando después Akt mediante fosforilación en serina 473 y, 

finalmente, estimulando la translocación de GLUT4 a la membrana plasmática. En 

cambio, el estradiol pareció actuar de una forma distinta en las ratas viejas para 
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estimular la captación de glucosa mediada por insulina, ya que sólo fue capaz de activar 

los últimos pasos de la vía, promoviendo la activación de Akt y la translocación de 

GLUT4 a la membrana plasmática, pero no así los pasos iniciales de la cascada. Esto 

podría evidenciar la existencia de rutas adicionales que medien los efectos del estradiol 

por encima de la fosforilación de Akt, distintas de la vía clásica. De acuerdo con esta 

hipótesis, se ha observado que la activación de Akt puede ser estimulada en las células 

musculares por la sirtuína-1 deacetilasa dependiente de NAD (SIRT1) (253), la cual 

puede ser regulada al alza por estradiol en otros tejidos como la médula ósea (254). 

Cabría por tanto la realización de experimentos adicionales, que permitiesen estudiar 

distintas vías de activación de Akt por estradiol en el córtex cerebral envejecido, para 

poder esclarecer esta cuestión.  

Por otro lado, al igual que sucedió con los niveles totales de GLUT3 y GLUT4, 

parece que la dosis alta de genisteína fue más eficaz que la dosis baja para estimular 

algunos de los pasos clave de la cascada de señalización intracelular de la insulina en el 

córtex cerebral envejecido aunque, como ya mencionamos anteriormente, los efectos 

neuroprotectores de la genisteína durante el envejecimiento parecen ser distintos a la 

estimulación de la captación de glucosa mediada por insulina. Por lo tanto, el 

tratamiento con estradiol parece ser una mejor estrategia para combatir este incremento 

de resistencia central a la insulina inherente al envejecimiento, así como las 

enfermedades neurodegenerativas que pudieran derivarse del mismo. Además, teniendo 

en cuenta que el cerebro es un tejido completamente dependiente de la glucosa (83), la 

translocación de GLUT4 a la membrana plasmática, favorecida por estradiol, podría 

potenciar la captación de glucosa hacia el interior de estas células que, posiblemente, 

tengan los mecanismos de captación de glucosa deteriorados por el envejecimiento, 

ayudándolas así a satisfacer la alta demanda energética del tejido cerebral. No obstante, 

trabajos complementarios con protocolos de tratamiento crónico serían precisos para 

comprobar si esta mejoría metabólica podría mantenerse a lo largo del tiempo. 

Además de la relación existente con un deterioro de la homeostasis de la glucosa 

y de la sensibilidad central a la acción de la insulina, el descenso de los niveles de 

estrógenos circulantes, inherente al envejecimiento femenino, también se relaciona con 

un incremento en la incidencia de otras patologías como el daño isquémico cerebral. Las 

mujeres tienen una menor probabilidad de sufrir un ictus que los hombres durante la 

edad adulta (175), sin embargo, esta incidencia se invierte después de la menopausia 
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(176). De ahí que nuestro siguiente objetivo fuera estudiar el posible papel 

neuroprotector del 17β-estradiol y la genisteína en este tipo de situaciones. En concreto, 

nos centramos en el estudio de una situación de un doble daño isquémico, ya que en 

ocasiones los ictus pueden repetirse y presentarse como recurrentes, especialmente poco 

tiempo después de haberse producido el primero (147,183). Para llevar a cabo este 

estudio utilizamos la línea neuronal de células HT22 de hipocampo de ratón, la cual fue 

sometida a dos ciclos consecutivos de privación de oxígeno y glucosa/reoxigenación 

(OGD/R), modelo bien contrastado para estudiar in vitro la patología del daño por 

isquemia/reperfusión (221,222). Para estudiar los posibles efectos protectores de los 

tratamientos en una situación de daño isquémico recurrente, estos fueron administrados 

desde una hora después de comenzar el primer período de OGD hasta el final de la 

primera reoxigenación. De modo coincidente con los resultados mostrados por otros 

autores que han empleado distintos protocolos in vitro de isquemia/reperfusión 

(255,256), observamos que un ciclo de OGD/R supuso un descenso de la viabilidad 

celular (Figura 24A). La cascada de eventos que conducen al daño y muerte neuronal 

durante una situación de isquemia/reperfusión podrían incluir la liberación de citoquinas 

y radicales libres, así como un incremento de procesos inflamatorios, apoptosis y 

excitotoxicidad (257). Esta disminución en la viabilidad se vio aún más incrementada 

cuando las células fueron expuestas a un segundo ciclo consecutivo de OGD/R   

(Figura 24B). Este hecho sugiere que una parte de las células que sobrevivieron a un 

daño isquémico fueron incapaces de hacer frente a una situación similar consecutiva, 

quizás porque estas células hayan quedado parcialmente dañadas, lo que reduciría sus 

posibilidades de combatir a un nuevo daño isquémico. Cabe resaltar que sólo el 

tratamiento con estradiol, a diferencia del tratamiento con genisteína, fue capaz de 

aumentar la viabilidad celular tras el primer ciclo de OGD/R. En concordancia con este 

resultado, otros autores han encontrado un incremento de la supervivencia celular en 

respuesta al tratamiento agudo con estradiol administrado poco tiempo después de 

generar una situación de isquemia en ratas hembra ovariectomizadas (182). En este 

sentido, se ha demostrado que los estrógenos pueden ejercer acciones neuroprotectoras a 

través de la inhibición o activación de vías pro- o anti-apoptóticas (258,259), 

respectivamente, reduciendo la excitotoxicidad (180), interactuando con factores de 

crecimiento (181) o reduciendo parámetros inflamatorios (260). Resulta también 

interesante que, en cambio, tras la generación de dos ciclos consecutivos de OGD/R 

tanto el estradiol como la genisteína fueron capaces de aumentar la viabilidad celular. 
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En la misma línea, otros autores han encontrado también un papel beneficioso de la 

genisteína frente al daño isquémico (192,261). Sin embargo, es sorprendente que la 

genisteína sólo consiga reducir la muerte neuronal tras dos ciclos de OGD/R. Este dato, 

junto con el hecho de que durante la segunda OGD y posterior reoxigenación ya no 

estaban presentes los tratamientos en el medio, podría indicar que la genisteína 

desencadenó acciones protectoras mediante mecanismos de acción genómicos o lentos a 

través de ERs situados en la cercanía del núcleo. No obstante, serían necesarios 

experimentos adicionales para probar esta hipótesis. 

Por otro lado, obtuvimos extractos crudos de las células al final de la segunda 

OGD, así como de la reoxigenación posterior, con el fin de analizar algunos de los 

parámetros moleculares que cursan con una situación de daño isquémico recurrente. En 

primer lugar, evaluamos el procesamiento de PARP-1 como un marcador apoptótico 

fiable, ya que es conocido que las caspasas 3 y 7 pueden generar la escisión e 

inactivación de PARP durante el proceso de apoptosis (157). El procesamiento de 

PARP-1 aumentó durante la exposición de las células a una segunda OGD (Figura 25). 

Sin embargo, este procesamiento disminuyó de nuevo a los valores del grupo 

normóxico durante la fase de reoxigenación posterior. Por tanto, nuestros datos 

concuerdan con estudios previos que demuestran una inducción de fenómenos  

apoptóticos en neuronas corticales en respuesta a la privación de oxígeno y glucosa 

(262). No obstante, a pesar de que la fase de reoxigenación también podría contribuir al 

daño generado mediante un aumento de las ROS y de la respuesta inflamatoria (154), 

ésta no se caracterizó por un aumento de la apoptosis, al menos a nivel de PARP-1. 

Estudios adicionales que evalúen otros marcadores apoptóticos serían necesarios para 

esclarecer si durante la fase de reoxigenación se siguen generando eventos de muerte 

celular. Por otra parte, a pesar de que tras la segunda OGD se pudo apreciar un descenso 

en el procesamiento de PARP-1 en las células tratadas con estradiol y genisteína 

respecto al vehículo, la diferencia no llegó a ser estadísticamente significativa. Esto 

podría indicar que ambos tratamientos utilizan otros mecanismos para favorecer la 

viabilidad celular o bien ejercer sus efectos a través de otras moléculas implicadas en el 

fenómeno de apoptosis, ya que han sido probadas anteriormente las acciones anti-

apoptóticas de ambos en situaciones de daño isquémico (209,258).    

A continuación, analizamos el ratio entre la forma lipidada y citosólica de LC3 

(LC3-II/LC3-I) como un marcador de autofagia. Cuando la célula pone en marcha este 
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mecanismo, la LC3 citosólica (LC3-I) se conjuga con fosfatidiletanolamina originando 

la forma lipidada de LC3 (LC3-II), que constituye un elemento específico de la 

membrana autofagosomal (169), y cuyo incremento se corresponde con un aumento de 

la actividad autofágica (170). Al igual que ocurría con el procesamiento de PARP-1, el 

ratio LC3-II/LC3-I aumentó durante este segundo período de OGD (Figura 26), para 

posteriormente disminuir hasta los valores del grupo normóxico durante la fase de 

reoxigenación. Además, ni el estradiol ni la genisteína parecieron estar implicados en la 

activación/desactivación de la autofagia en ninguna de estas dos fases. Este resultado 

apoya a trabajos previos que muestran una activación de la autofagia ante una situación 

de daño isquémico (165,166). En general, la autofagia está considerada como un 

mecanismo de supervivencia, ya que proporciona fuentes de energía alternativas a las 

células en condiciones de escasez de nutrientes y las ayuda a eliminar proteínas 

alteradas o desechos moleculares (173). Sin embargo, también hay autores que 

defienden que la autofagia podría promover la muerte celular mediante la excesiva auto-

digestión y degradación de componentes celulares esenciales (263), así como aluden a 

que un incremento excesivo en la actividad autofágica podría estar implicado en el 

aumento de la muerte neuronal que sigue a un daño isquémico cerebral (264). Esta 

teoría estaría acorde con nuestros resultados que mostraron un patrón idéntico en cuanto 

a la actividad apoptótica y autofágica, evidenciadas por el procesamiento de PARP-1 

(Figura 25) y el ratio LC3-II/LC3-I (Figura 26), respectivamente. En la misma línea, 

hay estudios que demuestran una alta superposición entre la autofagia y la muerte 

celular por apoptosis, las cuales podrían sucederse la una a la otra o incluso coexistir en 

la misma célula (265,266). Por tanto, el papel de la autofagia en situaciones de daño 

isquémico cerebral parece ambiguo y aún está por esclarecer si tiene un papel pro-

supervivencia o pro-muerte celular. 

El siguiente paso fue analizar nuevamente la CO-1 como un marcador de 

metabolismo oxidativo. En condiciones normales, el cerebro consume gran cantidad de 

oxígeno y glucosa para el mantenimiento de la actividad neuronal (267). Este oxígeno y 

glucosa son utilizados, principalmente, mediante el metabolismo energético aeróbico 

para satisfacer la mayor parte de la demanda energética del cerebro (268). De hecho, las 

neuronas contienen una elevada cantidad de mitocondrias, lo que da idea de la alta 

actividad de la fosforilación oxidativa que tiene lugar, y presentan una habilidad 

limitada para metabolizar sustratos distintos a la glucosa (269). Esto sugiere la gran 
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importancia que tiene para las neuronas el mantenimiento del metabolismo oxidativo y 

explica, en gran medida, la muerte neuronal que sigue a un daño isquémico. Nuestros 

datos reflejaron una fuerte caída en los niveles de expresión de la CO-1 tras la segunda 

OGD (Figura 27), lo que sugiere un descenso del metabolismo oxidativo neuronal. Sin 

embargo, en esta ocasión tanto el estradiol como la genisteína fueron capaces de 

prevenir parcialmente este descenso, lo que podría permitir a las células optimizar la 

pequeña cantidad de oxígeno que aun reciben para ser utilizado por el metabolismo 

oxidativo para la obtención de energía. Esto permitiría a las neuronas obtener un 

pequeño aporte energético que podría estar reflejándose en el aumento de viabilidad 

celular observado (Figura 24B). Para complementar estos resultados, se podrían llevar a 

cabo estudios de producción de lactato por células gliales en esta condición de escasez 

de oxígeno, ya que ha sido mostrado que el lactato también puede ser importante para 

determinados procesos de las neuronas como la diferenciación neuronal, lo que requiere 

un cambio del metabolismo oxidativo al fermentativo (269). De hecho, el lactato 

producido principalmente en las células gliales podría ser importante en periodos de 

privación de oxígeno, según la hipótesis que aboga por la existencia de un servicio de 

transporte de lactato entre las células gliales y las neuronas y que podría ser vital para la 

supervivencia post-isquemia de las neuronas (268). 

Por otro lado, también analizamos la expresión de HIF-1α, factor inducible por 

la hipoxia que se une a las regiones promotoras de genes que contrarrestan los efectos 

de la privación de oxígeno, promoviendo de esta forma la supervivencia celular en 

condiciones hipóxicas (270). Los niveles de HIF-1α se mantuvieron bajos en la 

condición de normoxia (Figura 28), probablemente gracias a la acción de prolil 

hidroxilasas, ya que ha sido demostrado que su acción permite el reconocimiento y 

ubiquitinación de HIF-1α por ubiquitin ligasas para su posterior degradación por el 

proteasoma (162). Sin embargo, ante la situación de privación de oxígeno y glucosa 

aumentó la expresión de HIF-1α, en concordancia con el papel inductor de la hipoxia 

sobre este factor previamente descrito (271). No obstante, resulta interesante que 

durante la fase de reoxigenación, en la que los niveles de oxígeno vuelven a ser 

normales, HIF-1α se mantuvo en un estado más elevado que en condiciones de 

normoxia. Este resultado es realmente llamativo, dado que se ha descrito que la 

presencia de oxígeno regula negativamente la expresión de HIF-1α (162). Esto nos 

llevaría a la importante cuestión de si otros factores distintos al oxígeno podrían estar 
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interviniendo en la estabilización de HIF-1α durante la fase de reoxigenación. Como 

posibles alternativas, se ha sugerido que la vía de señalización PI3K/Akt puede activar 

HIF-1α mediante fosforilación, o bien a través de la inhibición de la prolil hidroxilasa 2 

(PH2) que participa en la degradación de HIF-1α en presencia de niveles normales de 

oxígeno (272,273). De esta forma, como se ha sugerido previamente por otros autores, 

vías de señalización que inhiban la actividad de las PHs podrían regular al alza HIF-1α a 

pesar de la presencia de oxígeno (274). Serían necesarios estudios adicionales sobre la 

implicación de la vía PI3K/Akt durante la reoxigenación que sigue a un periodo de 

OGD para entender mejor su potencial papel regulador sobre HIF-1α. 

En último lugar, estudiamos el papel de los principales transportadores de 

glucosa en el SNC, GLUT3 y GLUT1, ante la situación de privación de oxígeno y 

glucosa. Ambos transportadores han sido detectados tanto en procesos neuronales como 

en el cuerpo celular de la neurona (275), aunque parece que GLUT3 es el principal 

encargado de mediar el transporte de glucosa en las células neuronales, mientras que 

GLUT1 parece adquirir un papel más importante en las células de glía (276). A pesar de 

que la expresión de GLUT3 puede ser incrementada en respuesta a la hipoxia e 

hipoglucemia (277), nuestros datos mostraron una gran homogeneidad en los niveles de 

este transportador de glucosa durante todo el experimento, no viéndose alterados ni por 

la privación de oxígeno y glucosa, ni por la reoxigenación posterior (Figura 29A). Por 

el contrario, los niveles de GLUT1 en la situación de normoxia fueron muy bajos 

(Figura 29B), lo que concuerda con los resultados obtenidos por otros autores que 

indican que este transportador cobra más importancia en las células gliales, mientras 

que el transporte de glucosa en neuronas es mediado principalmente por GLUT3 (275). 

Sin embargo, tanto en la OGD como en la fase de reoxigenación, la expresión de 

GLUT1 se vio fuertemente incrementada, lo que sugiere que estas neuronas podrían 

estar sobreexpresando transportadores de glucosa, que en condiciones normales tienen 

un papel secundario, con el fin de optimizar el escaso aporte que reciben de glucosa. 

Entre los mecanismos que podrían estar mediando esta regulación al alza de GLUT1, se 

sabe que su expresión puede ser regulada positivamente por HIF-1α (271), lo que 

concuerda perfectamente con nuestros resultados en relación al patrón de expresión de 

estas dos proteínas (Figuras 28 y 29B). De hecho, es conocido que, además de a la 

hipoxia, HIF-1α es capaz de responder a los niveles de glucosa. Así, se ha observado 

que la hiperglucemia produce una disminución tanto de los niveles de esta proteína 
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como de su actividad transcripcional (278), del mismo modo que la falta de glucosa 

conduce a la transcripción de varios genes controlados por HIF-1α (279). No obstante, 

también ha sido demostrada una regulación positiva de GLUT3 por HIF-1α frente al 

daño por isquemia/reperfusión (280), lo que podría sugerir que las células presentan 

mecanismos complejos de regulación para hacer frente a un daño isquémico recurrente 

que no son exactamente iguales que aquellos desencadenados por un solo daño 

isquémico.  

A pesar de la evidente importancia de los resultados descritos, no debemos 

olvidar que los cultivos in vitro presentan ciertas limitaciones. Por ejemplo, un daño 

isquémico repetitivo no afecta sólo selectivamente a las neuronas, ni tiene porque 

producirse específicamente en la misma zona cerebral. Por tanto, estudios con líneas 

gliales así como estudios en modelos animales in vivo ayudarían a arrojar luz sobre los 

mecanismos moleculares que intervienen en una situación de daño isquémico repetitivo. 

Para finalizar, nuestros resultados apuntan hacia un papel protector del 17β-estradiol y 

la genisteína frente al daño isquémico, preservando parcialmente un componente 

importante de la cadena de transporte de electrones como la CO y, por tanto, el 

metabolismo oxidativo neuronal. Sin embargo, sería aconsejable evaluar el posible 

efecto de nuestros tratamientos sobre otros marcadores relacionados con procesos de 

estrés oxidativo e inflamación, los cuales son también dos componentes importantes del 

daño generado por isquemia/reperfusión (154). 

En resumen, a lo largo de este trabajo de investigación observamos en primer 

lugar que las diferencias en los niveles de estrógenos que existen entre distintas fases 

del ciclo estral parecen modular el metabolismo oxidativo cerebral de una forma 

específica de región. Además, hallamos un deterioro asociado al envejecimiento en 

algunos aspectos relacionados con la homeostasis cortical, principalmente en la cascada 

de señalización intracelular de la insulina. A pesar de que el tratamiento con genisteína 

fue capaz de mejorar algunos pasos de esta vía, el tratamiento con estradiol resultó ser 

una alternativa más sólida para mejorar este deterioro inherente al envejecimiento de la 

cascada de señalización de la insulina. No obstante, la mejoría de algunos pasos de esta 

vía, que además participan en la regulación de otros procesos importantes, sugiere que 

la genisteína podría llevar a cabo otros mecanismos neuroprotectores en el córtex 

cerebral envejecido. Finalmente, tanto el estradiol como la genisteína mostraron un 

papel neuroprotector en una situación repetitiva de privación de oxígeno y 
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glucosa/reoxigenación mediado, al menos en parte, por una mejoría del metabolismo 

oxidativo neuronal deteriorado por el daño isquémico. En conjunto, todo ello apunta a 

que los estrógenos juegan un papel muy importante en la regulación de diversos 

procesos a nivel central relacionados con el envejecimiento femenino. A pesar de que la 

genisteína no ha sido capaz de mimetizar este papel protector del estradiol en todas las 

patologías estudiadas, los resultados positivos encontrados con este fitoestrógeno, tales 

como la activación de Akt en el córtex cerebral de ratas hembra viejas y su papel 

neuroprotector frente al daño isquémico recurrente, son esperanzadores y alientan a la 

realización de más estudios, bien sea utilizándolos como monoterapia o en terapias 

combinadas con otros fitoestrógenos. Por último, no debemos olvidar que estos 

resultados fueron hallados en modelos animales y celulares, por lo que su comprobación 

en el ser humano sería imperativa antes de confirmar rotundamente el atribuido papel 

neuroprotector del estradiol y de la genisteína. 
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1. Las diferencias en los niveles de estrógenos, que existen entre distintas fases del 

ciclo estral, intervienen en la modulación del metabolismo oxidativo cerebral de 

una forma específica de región en ratas hembra adultas. 

2. El tratamiento agudo con 17β-estradiol, pero no con genisteína, reduce el 

impacto negativo del envejecimiento sobre la sensibilidad a la acción de la 

insulina en el córtex cerebral de ratas hembra. Sin embargo, el hecho de que la 

genisteína provoque la activación de Akt, una proteína quinasa implicada en 

múltiples procesos celulares, sugiere la existencia de otros mecanismos 

implicados en la mediación de los efectos neuroprotectores de este fitoestrógeno 

durante el envejecimiento femenino. 

3. Los tratamientos agudos con 17β-estradiol y genisteína ejercen acciones 

neuroprotectoras frente a un daño por isquemia/reperfusión recurrente en un 

estudio in vitro realizado con la línea neuronal de hipocampo de ratón HT22. 

Este efecto protector parece ser mediado, al menos en parte, por una mejoría del 

metabolismo oxidativo neuronal.  
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1. The differences in estrogen levels between different stages of the estrous cycle 

are involved in modulating brain oxidative metabolism in a region-specific 

manner in adult female rats. 

2. Acute treatment with 17β-estradiol, but not with genistein, reduces the negative 

impact of aging on insulin sensitivity in the cerebral cortex of female rats. 

However, the fact that genistein induces Akt activation, which is a protein 

kinase involved in multiple cellular processes, suggests that other possible 

mechanisms are involved in the neuroprotective effects of this phytoestrogen 

during female aging. 

3. Acute treatments with 17β-estradiol and genistein exert neuroprotective actions 

in an in vitro study carried out with the HT22 neuronal line of mouse 

hippocampus. This protective effect seems to be mediated, at least partially, by 

an improvement of the neuronal oxidative metabolism.  
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