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RESUMEN (en espaifiol)

Los estrogenos son hormonas imprescindibles para el buen funcionamiento de las funciones
cerebrales, ademés de su conocido papel, a nivel hipotaldmico, sobre el eje neuroendocrino-
reproductor. De este modo, los cambios ciclicos 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 mas evidente resulta su importancia, ya
que la caida en los niveles de estrégenos, inherente a la menopausia, puede dar lugar a la
apariciéon de diversos sintomas y patologias, tales como un incremento de la resistencia central
a la accion de la insulina 0 un aumento en la incidencia de dafio isquémico cerebral. A pesar de
que la terapia de reemplazamiento hormonal con estrogenos puede resultar efectiva para paliar
muchas patologias asociadas al envejecimiento, en ocasiones conlleva de forma implicita la
apariciéon de efectos secundarios no deseados. Esto nos ha llevado a estudiar si los
tratamientos con 17(3-estradiol o genisteina, una isoflavona presente en ciertos tipos de
plantas, podrian ejercer un papel neuroprotector frente a la resistencia a la insulina y el dafo
isquémico asociados al envejecimiento femenino. Asi, mediante el empleo de modelos
animales y celulares, en este trabajo observamos que las diferencias en los niveles de
estrogenos que existen entre distintas fases del ciclo estral modulan el metabolismo oxidativo
cerebral de una forma especifica de region. Ademas, el tratamiento agudo con 173-estradiol,
pero no con genisteina, redujo el impacto negativo del envejecimiento sobre la sensibilidad a la
accion de la insulina en el cértex cerebral de ratas hembra. Sin embargo, el hecho de que la
genisteina provocara la activacién de la proteina quinasa B (Akt), la cual esta implicada en
multiples procesos celulares, sugiere la existencia de otros mecanismos implicados en la
mediacién de los efectos neuroprotectores de este fitoestrégeno durante el envejecimiento
femenino. Por ultimo, tanto el 17B-estradiol como la genisteina ejercieron un papel
neuroprotector frente a un dafio por isquemia/reperfusién recurrente en un estudio in vitro
realizado con la linea neuronal de hipocampo de ratén HT22. Este efecto protector parecio ser
mediado, al menos en parte, por una mejoria del metabolismo oxidativo neuronal, el cual se
habia visto comprometido como consecuencia del dafio isquémico. En conjunto, todo ello
apunta a que los estrégenos juegan un papel muy importante en la regulaciéon de diversas
patologias a nivel central que pueden tener lugar durante el envejecimiento femenino. A pesar
de que la genisteina no haya sido capaz de mimetizar este papel protector del estradiol en
todas las patologias estudiadas, los resultados positivos encontrados con este fitoestrogeno,
tales como la activacién de Akt en el cortex cerebral de ratas hembra viejas y su papel
neuroprotector frente al dafio isquémico recurrente, son esperanzadores y alientan a la







realizacion de mas estudios, bien sea utilizandolos como monoterapia o en terapias
combinadas con otros fitoestrégenos.

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 17B-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 17B-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 17@-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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RESUMEN - ABSTRACT

Los estrogenos son hormonas imprescindibles pabaexi funcionamiento de
las funciones cerebrales, ademas de su conocidd, papivel hipotalamico, sobre el eje
neuroendocrino-reproductor. De este modo, los cagnticlicos que se producen en sus
niveles a lo largo de la vida sexual de la mujeedam influir en la homeostasis
cerebral. No obstante, es en el momento final teepesiodo reproductivo cuando mas
evidente resulta su importancia, ya que la caidasniveles de estrégenos, inherente a
la menopausia, puede dar lugar a la aparicion derstis sintomas y patologias, tales
como un incremento de la resistencia central @daa de la insulina o un aumento en
la incidencia de dafio isquémico cerebral. A pesague la terapia de reemplazamiento
hormonal con estrégenos puede resultar efectiva peliar muchas patologias
asociadas al envejecimiento, en ocasiones contleviorma implicita la aparicion de
efectos secundarios no deseados. Esto nos hadlevadtudiar dbs tratamientos con
17B-estradiol o genisteina, una isoflavona presenteientos tipos de plantas, podrian
ejercer un papel neuroprotector frente a la rasisdea la insulina y el dafio isquémico
asociados al envejecimiento femenino. Asi, mediahtampleo de modelos animales y
celulares, en este trabajo observamos que laseddes en los niveles de estrogenos
que existen entre distintas fases del ciclo estratlulan el metabolismo oxidativo
cerebral de una forma especifica de region. Ademlagatamiento agudo con (-7
estradiol, pero no con genisteina, redujo el inpaegativo del envejecimiento sobre la
sensibilidad a la accion de la insulina en el corterebral de ratas hembra. Sin
embargo, el hecho de que la genisteina provocaetikacion de la proteina quinasa B
(Akt), la cual estd implicada en mdultiples procesehilares, sugiere la existencia de
otros mecanismos implicados en la mediacion desfestos neuroprotectores de este
fitoestrogeno durante el envejecimiento femeninar. #timo, tanto el 1f-estradiol
como la genisteina ejercieron un papel neuropmateftente a un dafio por
isquemia/reperfusion recurrente en un estudiatro realizado con la linea neuronal de
hipocampo de raton HT22. Este efecto protectorgi@aer mediado, al menos en parte,
por una mejoria del metabolismo oxidativo neuronal, cual se habia visto
comprometido como consecuencia del dafio isquéritaonjunto, todo ello apunta a
que los estrégenos juegan un papel muy importantéaeregulacion de diversas
patologias a nivel central que pueden tener lugearde el envejecimiento femenino. A
pesar de que la genisteina no haya sido capaz metirér este papel protector del
estradiol en todas las patologias estudiadas,esltados positivos encontrados con

este fitoestrégeno, tales como la activacion deehkel cortex cerebral de ratas hembra
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viejas y su papel neuroprotector frente al dafioésgco recurrente, son esperanzadores
y alientan a la realizacion de mas estudios, béenuilizdndolos como monoterapia o

en terapias combinadas con otros fitoestrogenos.
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RESUMEN - ABSTRACT

Estrogens are essential hormones for the propéosrpence of brain function,
in addition to its known role at the hypothalameveél on the neuroendocrine-
reproductive axis. Thus, cyclic changes occurrimghieir levels throughout woman'’s
sexual life can modulate brain homeostasis. Howetwir at the end of the reproductive
period when more obvious its importance becomegesihe decrease of estrogen levels
following menopause can lead to several symptordgpathologies, such as an increase
of central insulin resistance or stroke incidente.spite of the fact that hormone
replacement therapy with estrogens can be effetbiface many age-related diseases,
sometimes it triggers undesired side effects. Tgakins into account, we have studied
whether treatments with f+estradiol or genistein, an isoflavone present amesal
plants, could exert a neuroprotective role againsulin resistance and ischemic
damage associated with female aging. Thereby, loygusoth cellular and animal
models, we have shown that the differences in gsirdevels along different stages of
the estrous cycle modulate brain oxidative metabolin a region-specific manner.
Moreover, acute treatment with féstradiol, but not with genistein, reduced the
negative impact of aging on insulin sensitivitytae cerebral cortex of female rats.
Nevertheless, the fact that genistein induced prdi@ase B (Akt) activation, which is
involved in multiple cellular processes, suggestst tother possible mechanisms are
involved in the neuroprotective effects of this fdestrogen during female aging.
Finally, both acute treatments with [t@&stradiol and genistein performed
neuroprotective actions against a recurrent isctieeperfusion damage in am vitro
study carried out with the HT22 neuronal line ofuse hippocampus. This protective
effect seemed to be mediated, at least partialtyam improvement of the neuronal
oxidative metabolismwhich had been compromised due to the ischemic gamia
conclusion, it seems that estrogens play an importae in the regulation of several
brain pathologies which can occur during femal@@gin spite of the fact that genistein
has not been able to mimic this protective roleesiradiol in all, the positive results
found with this phytoestrogen, such as Akt actosatin the cerebral cortex of aged
female rats and its neuroprotective role againsurrent ischemic damage, are
promising and encourage us to carry out furthedief) either by using them as

monotherapy or in combination therapies with ofbigytoestrogens.
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1. Ciclo reproductivo femenino

La actividad sexual de la mayor parte de las hesnibealos mamiferos depende
de la repeticion de un ciclo reproductivo. Dichol@ise define como el conjunto de
acontecimientos fisioldgicos que se producen esistéma reproductor femenino a
intervalos de tiempo ciclicos, debido a variaciomaslos niveles hormonales, y que

concluyen con la capacidad de reproducirse (1).

El ciclo reproductivo no puede considerarse comdecho aislado, sino que
depende de varios tejidos u organos. En este semichipotalamo, la hipdfisis y el
tejido sexual son los responsables de la naturadgmsitiva del ciclo, considerado en si

mismo como una integracion neuroendocrina (2).

1.1. Regulacién del ciclo: eje Hipotalamo-Hipofisivario

El ciclo reproductivo femenino estad regulado por“eje Neuroendocrino
Reproductor”, que est&onstituido por tres sistemas perfectamente intega
hipotalamo, adenohipofisis y ovario (1).

El hipotdlamo sintetiza y secreta de forma puldatihormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) que, a través del sistemda poipofisario, alcanza a la
adenohipofisis, donde promueve la secrecion dehtasmonas foliculo estimulante
(FSH) y luteinizante (LH), las cuales son liberadda circulacién para, posteriormente,
llevar a cabo sus acciones sobre el ovario (3) hbasionas FSH y LH desencadenan el
desarrollo de una serie de foliculos dentro delriovgque comienzan a secretar
estrogenos, los cuales a su vez retroalimentaneemediante urfeedbackpositivo
sobre hipotalamo e hipdfisis, que da lugar al pece-ovulatorio de LH (4). La LH
desencadena la ovulacion de los ovocitos maduadsidinizacion de las células de la

teca y de la granulosa y la formacion del cuerpeol{5).

Posteriormente, las hormonas ovaricas secretadas poerpo IUteo, estrogenos
y progesterona, ejercen un efecto de retroalimemtasegativa inhibiendo la secrecion
de GnRH a nivel hipotalamico y de FSH y LH a nivgbofisario (2) Figura 1).
Finalmente, el cuerpo luteo degenera y las horm@wsetadas por el mismo
disminuyen, dejando de ejercer esta accion inhibitg originando el inicio de un

nuevo ciclo ovarico (2).
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+ —_
~> HIPOTALAMO —
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GnRH
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— HIPOFISIS —
Estrégenos / LH Estrégenos
FSH Progesterona
A.../ vt +
+
»r
FOLicULOS OVULACION CUERPO LUTEO
Fase folicular —) Fase lutea

Figura 1. Esquema que muestra la regulacion del ciclo ovgrar el eje Hipotalamo-Hipofisis-Ovario.
GnRH=hormona liberadora de gonadotropinas; FSH=bpamfoliculo estimulante; LH=hormona

luteinizante.

1.2. Tipos de ciclo reproductivo: el ciclo estralrela rata

Los cambios endocrinos regulares, o ciclos, coamréd reproduccion sexual de
muchas especies de mamiferos. Sin embargo, exdimtos tipos de ciclos
hormonales femeninos, especificos de especie, gadep regular la reproduccion.

Entre ellos, destacan:

» Ciclo menstrual: caracteristico de primates y huwsanTiene una
duraciéon aproximada de 28 dias, en los que saglign la fase folicular
y luteinica (4).

» Ciclo del estro: caracteristico de roedores, erglastiene una duracion
de 4-5 dias. En él se distinguen las fases deraligstoestro, estro y
metaestro (6).
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Centrandonos en el ciclo estral, éste supone uia de cambios tanto en el
sistema reproductor como en los niveles de hormestEsoideas circulantes. En él se
pueden distinguir cuatro fases con caracteristiistintas: diestrq proestrq estroy
metaestrqTabla J). Como modelo animal, la rata presenta una gratajeea la hora de
analizar fendbmenos endocrinos, ya que el cicloosapteta en 4-5 dias, siendo posible,
por tanto, el analisis repetido de estos periodoarsa demora excesiva. Este ciclo sélo
se da en animales sexualmente maduros, estandugyser tanto, en los animales que
aun no hayan alcanzado la madurez sexual, que \8ems 0 que hayan sufrido

ovariectomia.

En cuanto a los elementos que participan en eraodel ciclo estral, el 1
estradiol, principal estrogeno secretado por ekioyaonstituye uno de los factores
basicos implicados en dicha regulacion (2). Asihaedemostrado que esta hormona
aumenta la actividad espontanea del musculo utefavmrece el desarrollo de los
conductos finos de las glandulas mamarias y taminitarviene en el desarrollo y

conservacion del conducto genital (7).

Tabla 1. Caracteristicas principales de cada fase del esti@l en rata.

TIPOS CELULARES

ESTADIOS | DURACION CARACTERISTICAS EN EPITELIO
VAGINAL

Diestro 6 horas Foliculo de varios tamafios. El | Muy pocas células y sin
cuerpo lateo contindia creciendg.una forma definida.
El foliculo tiene un crecimiento | ~ .

. . Células nucleadas, que en

rapido y el cuerpo luteo se .

Proestro 60 horas ocasiones aparecen
encuentra en fase de .

7 formando ramificaciones.

regeneracion.

Estro 20 horas Las células germinales sufren SYcélulas escamadas.

maduracién. Copulacion.

Abundante presencia de
leucocitos que invaden el
epitelio vaginal,
acompafiados de células
nucleadas y mucus.

Ovulacion. Foliculos muy

Metaestro 8 horas pequefios.
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2. Estrégenos

Los estrogenos son hormonas sexuales sintetizadasipplmente en los
ovarios (1). Aunque en menor cantidad, tambiénrgetezan en la corteza suprarrenal y
el tejido adiposo, asi como en la placenta durehtembarazo (2). Su sintesis tiene
lugar a partir del colesterol y, en menor medidzticCoA (2). Se pueden distinguir
distintos tipos de estrogenos en el plasma, talesocel estriol, la estrona y el -7
estradiol, siendo este ultimo el principal estr@gesecretado como mencionamos
anteriormente. Puesto que son hormonas esteroidsasstrogenos son transportados
en sangre unidos a albumina y globulinas hastanzdcalos tejidos diana, donde
llevaran a cabo sus acciones fisioldgicas. De msteo, tras la interaccion especifica
con su receptor, pueden llevar a cabo accioneademtgendmicas que suponen la
regulacion de la transcripcién génica de deternugagkenes que se encuentran bajo su
control. Ademas, los estrogenos también puederncegjeacciones rapidas o no
genomicas que, como veremos mas adelante, abaistariad vias de actuacion. En
cuanto a su degradacion, el higado conjuga loégestos para formar glucurénidos y

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

A nivel funcional, estas hormonas llevan a cabo enaisas acciones, entre las
gue destacan: su importante papel en el crecimigrdiderenciaciéon de los érganos
sexuales (4), el mantenimiento de la materia 68gald proteccion vascular (9) y la

modulacion del funcionamiento del sistema nerviosaral (SNC) (10).

2.1. Receptores de estrégenos

Los receptores de estrogenos (ERs) pertenecersaptafamilia de receptores
nucleares de hormona esteroidea-tiroidea (11). IB&)s se pueden distinguir varios
dominios que difieren funcionalmente: el dominioimoaterminal de interaccidon con
otras proteinas y activacion de la transcripciof 1A el dominio de union al ADN
(DBD), el dominio carboxilo-terminal de union algdindo y transactivacion
(LBD/AF2), el dominio que contiene la sefal de l@zion nuclear (D) y, finalmente,

el dominio encargado de modular la actividad det¢péor (F) (12) Figura 2).

Existen dos subtipos del receptor de estrogenoesfaa codificados por genes

distintos y son conocidos como &R ERB (13). Estos subtipos presentan una elevada
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homologia en el dominio de unién al ADN. Sin emlbargn los dominios restantes
presentan una elevada variabilidad (14,15), loigu®ica una distinta afinidad por el
ligando (16) y la generacion de efectos diversodugso opuestos, en funcion del tipo
celular o del tejido en el que se encuentran (@é&)hecho, ambos subtipos de ERs se
expresan en distinta abundancia en varios tejidéipos celulares, o que también
contribuye a la posibilidad de que existan dis8rgenes bajo el control de cada subtipo
dependiendo del tipo celular, asi como modelos dada que podrian incluir

cooperacion o bien competicion entrecBRERS (12).

1 180 263 302 554 595
| — B —
ERa | NH2-( AF1 DBD_ D[ LBDIAF2 ﬁ-COOH
1 144 227 255 504 530
| ._J
ERB NH2-( AF1 DBD [D[T LBD/AFZ" | F )-COOH

Figura 2. Esquema de los dominios funcionales de los receptde estrogenasy B (ERa y ERB).

Modificado de Lanzino y cols. (12).

En general, los receptores de estrégenos puedegrani variedad de ligandos,
bien sean agonistas, antagonistas o los conociolm® enoduladores selectivos del
receptor de estrégenos (SERMs), que son un confletooléculas que pueden actuar
como agonistas o antagonistas del ER en funciotiptetisular (18). Tras ser activados
por su ligando, ambos subtipos del ER forman ureddncon conformaciones diversas
segun el tipo de compuesto, originando la baseiastal para la especificidad de
ligando (19).

La gendmica ha permitido la identificacion de wvai@es de procesamiento
alternativo osplicing del receptor de estrogenos. Respecto a, ERprimera isoforma
descrita es aquella que posee un peso molecurkiza (ER67) (20). Cabe destacar
también la existencia de otras isoformas acortagixseradas por codones de inicio
situados internamente en la secuencia génica, tale® la variante deplicing de
46kDa (ER46), que carece de la region AF-1 del extremo artenminal (21), o la

isoforma de 36kDa (E&36), que carece de los dominios de activacion de la
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transcripcion, por lo que su papel bioldgico estémamente ligado al desarrollo de
sefales rapidas a nivel citoplasmatico (22). Eaciéh a ER, existe mas controversia
en cuanto a las distintas formasgidicing, o que conlleva un desconocimiento mayor

de su papel sobre la funcion celular.

2.2. Mecanismos de accién

Los estrogenos pueden llevar a cabo sus funcioeésante los mecanismos de
accion conocidos como “clasicos”, “genémicos” ontles”, o bien mediante acciones

denominadas por contraposicion “no clasicas”, “endnicas” o “rapidas”:

* GenodmicosFueron los primeros en ser descubiertos. Su impugaeside en
su capacidad para regular la expresion génicavadrde receptores especificos
situados en las proximidades del nucleo. El corapsjeroide-receptor entra en
el ndcleo y reconoce secuencias génicas especifisasiadas a la region
promotora de genes regulados por estrégenos, qukase une mediante el
dominio de unién al ADN. Estas secuencias se conaoeno elementos de
respuesta a esteroidd@sRE) (23). A continuacion, el complejo se ve exgoa
la accion de elementos remodeladores y modificaddee la cromatina, los
cuales descompactan la cromatina facilitando @lt@miento de la maquinaria
de transcripcion de forma coordinada, originandaebmicio de la transcripcion

de los genes regulados por estrogenos (12).

« No genomicos: Estas acciones fueron descritas costeqoridad a los
mecanismos genomicos, dando explicacion a aquelézsos de los estrogenos
gue ocurrian en intervalos de tiempo demasiadoadmo para ser originados
por la modificacion de la transcripcién génica. daregenerarse a partir de ERs
localizados tanto en la membrana plasmatica comel aitoplasma. Existen
diferentes teorias acerca del origen de estos d&Rsndiendo algunos autores la
posibilidad de que estos ERs se encuentren anckadascara interna de la
membrana plasmatica mediante proteinas de la @\dl25), asi como en
otros compartimentos no-caveola de la membrana §6)embargo, basandose
en la similitud estructural que existe entre ampaislaciones de ERs (27), la
teoria mas aceptada hoy en dia es que los recetordizados en la membrana

son la misma proteina que el receptor nuclear,ual es transportado a las
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proximidades de la membrana mediante mecanismagrpdsiccionales, como
la palmitoilacion (28,29). Independientemente dél @ea el origen de estos
ERs, los estrogenos pueden, a través de ellosarastbre la membrana,
alterando su permeabilidad para precursores o moaddo el funcionamiento de
sus receptores (30). También pueden alterar laadxoiad celular (31,32),
participar en la activacidon de proteinas quinasetivaalas por mitdgenos
(MAPK) (33) y de la quinasa de fosfatidilinositoPIBK) (34), o en la
modulacion de receptores acoplados a proteinasbiz £A3i mismo, también
intervienen en la modulacion del flujo de calcioen la generacion de

nucledtidos ciclicos (33).

2.3. Funciones de los estrégenos a nivel del sisterrervioso central

Los estrogenos tienen mas funciones a nivel ceattainas de las puramente
reproductivas a través del hipotalamo. En esteidsense sabe que ejercen una gran
influencia en el desarrollo y en la plasticidad aieuitos del SNC, actuando sobre
dendritas, axones y sinapsis (36). Por ejempldyasebservado que la eliminacién de
esteroides gonadales circulantes mediante ovaméaten ratas hembra adultas produce
una profunda disminucion de la densidad de espoewdriticas en las células
piramidales del hipocampo. Sin embargo, cuandorésas ovariectomizadas son
tratadas con estradiol, este descenso es muchor rf&fo Ademas, se sabe que el
cerebro es uno de los érganos que mas sufre @aida de estrogenos motivada por la
menopausia, tanto natural como quirdrgica. Los sig@fioducidos a consecuencia de los
procesos neurodegenerativos en la demencia puedeetardados por la accion de los
estrogenos (38), dejando entrever su potencialopeatector. En este sentido, los
estrogenos son capaces de prevenir la muerte reé@mmodelos de dafio cerebral (39)
y mejorar procesos inflamatorios (40). Ademas, sapaces de ejercer efectos
beneficiosos en modelos de enfermedad de Parkipswngjemplo mejorando ciertas
alteraciones bioquimicas y conductuales inducides ipyeccién estriatal de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) en ratas hembra ovariedtaias (41), y de proteger a las
neuronas frente al dafio oxidativo y la toxicid@eamiloide, principal motivo

subyacente a la patogénesis de la enfermedad teifler (42).
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Por otro lado, diversos estudios han demostradeld&ion entre las hormonas
esteroideas y el metabolismo cerebral mediantanttist parametros, tales como
consumo de oxigeno (43), captacion de analogos dgutosa (44) o tomografia por
emision de positrones (PET) (45). Asi, se ha cobgmo que los estrogenos pueden
influir en el metabolismo cerebral, bien sea madifido la estructura o la funcion de
varios componentes de la cadena de transportedeagles (46,47). En concreto, se ha
visto que pueden modular la actividad de enzimasaomndriales clave implicados en la
respiracion celular y en el metabolismo oxidat#¥6-88). En este sentido, la citocromo
c oxidasa (CO) es un enzima de la membrana mito@bmoterna que cataliza el ultimo
paso de la cadena de transporte de electronesitipado en ultimo lugar la produccién
de energia celular en forma de ATP mediante elgsmde fosforilacién oxidativa. Su
papel critico en el metabolismo energético, asiatendependencia del cerebro del
metabolismo aerobico para obtener energia, hacetaq@O sea considerada como un

marcador enddgeno fiable de actividad cerebral (49)

Los estrégenos también influyen en tareas de ajaed y memoria
relacionadas con la corteza cerebral y el hipocaBpo ejemplo, se ha observado que
el tratamiento con estrogenos en ratas hembraeatamizadas mejora la adquisicion
en el laberinto radial (50) y en el laberinto e(6I). En la misma linea, también se ha
comprobado que la caida de estrogenos tras la mesi@ppuede comprometer la
funcién cortical, pudiendo ser revertida por tratato hormonal exégeno (52). Cabe
destacar que ambas regiones, corteza cerebrabeanipo, presentan una alta densidad
de ERs (10,53,54) y juegan un papel indispensablerecesos cognitivos clave, tales

como aprendizaje y memoria (55,56).

2.3.1. Corteza cerebral

La corteza cerebral o neocorteza esta consideragi® @ina de las regiones
cerebrales con una mayor dependencia funcionasteddiol (57)Esta idea se ha visto
respaldada por estudios de inmunofluorescencia eyigenciaron la presencia de
receptores intracelulares estrogénicosiyRERB en esta region (54,58), asi como por
hallazgos previos realizados por otros autoresngpgraron que las espinas dendriticas

del cortex cerebral son moduladas ciclicamententdei@ ciclo estral (52).

22



INTRODUCCION

Desde la antigiedad, a la corteza cerebral se leathbuido un papel
fundamental en la funcién motora (59). Sin embahgy, en dia también es conocida su
implicacion en la percepcion, audicidn, vision, deaje, control de emociones,
aprendizaje y memoria (60). La corteza cerebraloseesponde con la parte superficial
del cerebro. En humanos, primates y otras espseiearacteriza por poseer numerosos
pliegues o circunvoluciones separados por hendiddemominadas surcos y cisuras.
Estructuralmente, la corteza se puede dividir stirdas areas siguiendo estos surcos y
cisuras, tales como la corteza temporal, parieetjpital y frontal (4). Dentro del
I6bulo frontal se encuentra la corteza prefrond @) (60), que a su vez se divide en
corteza prefrontal medi@nPFC)y dorsolateral. La mPFC consta de varias regiones e
base a un criterio citoarquitectonico (61), digstiégpdose asi la corteza prefrontal
ventromedial que comprende las regiones infralimbica (JL)prelimbica(PL), y la
corteza prefrontal dorsomediajue abarca la corteza cingulaflaG) y la corteza
motora secundarigFR2). Han sido halladas diferencias de conectid/iéa estas
regiones (62), implicando, por tanto, también déifeias funcionales.

De entre las funciones de la corteza prefrontatada su importante papel en la
memoria de trabajo, atencion, iniciacion de la wespa, direccion del control
autondmico y emociéon (63). Algunos estudios se bamtrado en los efectos que
producen las terapias de reemplazamiento horm&fRT) sobre la funcidn cortical
deteriorada por ovariectomia. Asi, se ha descubiue el tratamiento exégeno con
estradiol mejora la funcion cortical, bien sea raeth el incremento de la densidad de
espinas dendriticas (52), o mediante la presemad& la morfologia mitocondrial

presinaptica, que se correlaciona con una mejola gemoria de trabajo (64).

Por otro lado, algunos estudios también han deadstjue la corteza prefrontal
recibe conexiones de estructuras subcorticales @rhgpocampo (65-67)Fgura 3).
Esta via fue descrita por primera vez en la rata $w@anson en 1981 (67), quien
observé inervaciones directas desde el hipocampia ha region infralimbica de la
corteza prefrontal. Posteriormente, se descubr@egtia via también inerva la region
prelimbica (68,69). Concretamente, las fibras ptentes del hipocampo penetran en
primer lugar en el &rea infralimbica y finalmenteaazan el &rea prelimbica de la

corteza prefrontal (66).
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Figura 3. Esquema que resume las conexiones existentesdistirdas estructuras del sistema limbico.

Modificado de Aggleton y Brown (70).

2.3.2. Hipocampo

El hipocampo, denominado también paleocorteza dezar antigua, esta
considerado, junto con la neocorteza, como unasledtructuras diana por excelencia
de los esteroides gonadales dentro del SNC. Pap&ye uno de los procesos regulados
por hormonas ovaricas en este area es la forma@@boa y la inactivacion de sinapsis
excitatorias (71). También se ha demostrado quessétdgenos pueden inducir un
aumento en el nimero de sinapsis en botones siogptilltiples entre neuronas que
previamente no estaban conectadas (72). En la nlises se ha observado que los
estrogenos y los progestagenos regulan la sinapegeen el hipocampo durante el
ciclo estral en la rata, lo que conlleva conseciasnitincionales que incluyen cambios

en la neurotransmision y en la memoria (73).

De entre las funciones del hipocampo, destaca slicawion en la memoria
declarativa episédica, aprendizaje espacial, emogidontrol de funciones vegetativas
y auténomas (38). Estructuralmente, dentro deldapgpo se distingue el cuerno o asta
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de Ammén (CA) y el giro dentad¢GD). El cuerno de Ammoén esta formado
principalmente por una gran capa de células piralesd en la que se pueden establecer
cuatro divisiones citoarquitectonicas segun el feondorma y distribucién de las
neuronas: CAl, CA2 y CA3 en la rata, hallandosarddela region CA4 en el ser
humano. Por su parte, el giro dentado esta fornpmoneuronas granulares (74).
Ademas, el hipocampo también se puede dividir enréagiones dorsal y ventral,
poseyendo ambas las distintas areas del cuernontedA y el giro dentado. Sin
embargo, dada la extension del hipocampo y lasetlifes proyecciones que reciben sus
zonas dorsal y ventral, algunos autores sugierea gmbas regiones pueden
diferenciarse funcionalmente (75,76). En este denta distribucién de los receptores
de estr6genos en el hipocampo parece no ser hoeengéya que estudios
inmunocitoquimicospara ER nuclear han mostrado mayor densidad de éste en el
hipocampo ventral que en la zona dorsal (10). Emmiama linea, técnicas de
autorradiografia coffl-estradiol para marcar a los ERs, evidenciardassjiotenciales

de actuacién de estrogenos en células piramidgyesdmpales, particularmente en la
region ventral del hipocampo (38). Ademas, estud®gadioinmunocitoquimica han
encontrado también diferencias en cuanto a lostasfellevados a cabo por los
estrogenos, teniendo una mayor actuacion sobrlapsis del hipocampo ventral que
dorsal (77).

3. Homeostasis de la glucosa y la insulina

La homeostasis de la glucosa es un proceso campgeg implica la
comunicacién entre varios tejidos (78). En condie®de ayuno, los niveles de glucosa
en sangre se mantienen bajos, al igual que lodesivi#e insulina. Sin embargo, al
mismo tiempo se encuentran elevados los nivelesod®onas como el glucagon, la
adrenalina y los corticoesteroides, promoviendprtaluccién de glucosa hepatica. Por
el contrario, en estado postprandial los nivelegldeosa en sangre aumentan, lo que
conlleva la secrecion de insulina por las célflgmncreaticas. La insulina es la Gnica
hormona capaz de disminuir la concentracion deoglucen sangre gracias a que
estimula la captacion de glucosa por los tejidasibiendo a la vez la glucogenolisis y

la gluconeogénesis a nivel hepatico (79).
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La captacion de glucosa por los tejidos tiene lygacias a los transportadores
de glucosa (GLUTS), los cuales permiten el trartepiacilitado de glucosa a través de
la membrana plasmatica de las células. Hasta e flean sido identificados hasta trece
miembros distintos de la familia de los GLUTs es meamiferos (80). Cada uno de los
transportadores de glucosa posee distintas afiegdpdra glucosa y otras hexosas como
la fructosa. Por ejemplo, GLUT1, GLUT3 y GLUT4 temalta afinidad por la glucosa,
permitiendo el transporte de la misma a alta tag@ ltondiciones fisioldgicas
normales (81,82).

Teniendo en cuenta que la glucosa es la principahté de energia en el
cerebro (83), la expresion de estos GLUTs es uerm@tante critico para la correcta
captacion de glucosa a nivel central. En conc@td)T3 esta ampliamente distribuido
por el SNC y es, junto a GLUTL1, el principal respaivle de la captacion y utilizacion
de glucosa en el cerebro (84,85). Al contrario Gi&JT1 y GLUT3, GLUT4 es un
transportador de glucosa dependiente de insulimansbargo, también ha sido hallado
en el tejido cerebral (57,86). Su exclusiva lo@ian en sitios muy especificos podria
indicar su implicacién en tareas altamente espeaidds en el SNC (85), y sugerir que
en el cerebro también tiene lugar la captacionldeoga estimulada por insulina (86).
GLUT4 se encuentra casi completamente secuestradomepartimentos intracelulares
en condiciones basales, siendo translocado a labraea plasmatica celular en

respuesta a la accion de la insulina (87).

Como mencionamos anteriormente, la insulina juegpapel fundamental en la
regulacion de la concentraciéon de glucosa en saBgré&rata de una hormona anabdlica
y anticatabolica esencial para el correcto crecitoigy desarrollo de los tejidos, asi
como para el mantenimiento de la homeostasis dglukeosa (88). Esta hormona
peptidica es sintetizada y secretada principalmentdas célulag-pancreaticas de los
islotes de Langerhans, y su gen se localiza emagbbcorto del cromosoma 11 (89).
AlUn no se conocen al completo los mecanismos ggelale su sintesis, aunque se
considera que la glucosa es el principal reguldeéola misma (90), sin embargo, otros

nutrientes como los acidos grasos también inteeviem este proceso (91).

Para ejercer su efecto regulador sobre la homé®stada glucosa, la insulina
tiene como principales tejidos diana al higadanasculo y al tejido adiposo. A nivel
hepatico, destaca su accion inhibitoria sobredaagieogénesis y la glucogenolisis (79),
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lo que conduce a un descenso en la producciéonubesg. En los tejidos muscular y
adiposo, la insulina incrementa la tasa de captatédglucosa a través del transportador
de glucosa dependiente de insulina (GLUT4), esamd la entrada de glucosa desde
el plasma hacia el interior celular (92). Sin engbartambién han sido identificados
receptores de insulina (IRs) en células sanguineg&stinales y gonadales (93,94), lo
qgue sugiere que los efectos de la insulina podrianas alla de sus érganos diana
clasicos. En esta linea, durante un largo tiempleaseonsiderado al cerebro como un
organo insensible a la accion de la insulina. Nstasiie, tanto la insulina como los IRs
fueron encontrados a lo largo del tejido cerel®a),(sugiriendo la implicacién de la

insulina en la fisiologia y patofisiologia del dere (96).

3.1. Cascada de sefalizacion intracelular de la inlsna

Al igual que ocurre en los tejidos periféricos,skfializacion de la insulina a
nivel del SNC también esta mediada por interacsigeteina a proteina. Como toda
hormona peptidica, la insulina comienza su mecanidm accidon mediante la unién
especifica a su receptor de membrana (97), elparégénece a la familia de receptores
con actividad tirosina quinasa intrinseca (98). uradén de la insulina produce la
activacion mediante autofosforilacion del IR queauvez activado, es capaz de
reconocer y fosforilar varias proteinas adaptadaatse las que destacan la familia de
sustratos del receptor de insulina (IRS), siendeustrato del receptor de insulina 1
(IRS1) la mejor caracterizada (57). En este pula®,vias principales que surgen a
partir de las proteinas IRS son la via de la gainke fosfatidilinositol (PI3K) (99) y la
via de la proteina asociada a c-Cbl/receptor camoidb de tipo 1/miembro de la
familia Rho de GTPasas (CAP/Cb1/TC10) (100), quéresnplicadas en las acciones
metabolicas de la insulina. Asi mismo, a partiradglii también nace la via de las

MAPK, relacionada con las acciones mitogénicaadwimona (101).

Centrandonos en la via de PI3K, éste es un enamaatlo por una subunidad
reguladora (p8o que posee dominios SH2 mediante los que puedseuailRS1, y
una subunidad catalitica (plidO con actividad lipido serin quinasa (102). En
condiciones basales, p8%estabiliza a pll0 y la mantiene con bajos niveles de
actividad (103). Sin embargo, el estimulo de lalina hace que p&5se una a IRS1, lo

gue provoca la eliminacion de la inhibicion ejeeckbbre pl1®y el reclutamiento de
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PI3K desde el citosol hacia la membrana plasm#fi6d). Una vez en la membrana,
PI3K cataliza la fosforilacion del fosfatidilinosit4,5-bifosfato (PIP2), originando
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) (105). Aontinuaciéon, el PIP3 activa a las
guinasas dependientes de PIP3 (PDK1/2), que simtesonin quinasas que a su vez
fosforilan y activan a la proteina quinasa B (Alt)6). Esta activacion de Akt sucede
gracias a la fosforilacion del residuo de serin® 47 una vez activada, Akt esta
implicada en la translocacion del transportador gliecosa sensible a la insulina
(GLUT4) desde compartimentos intracelulares haaa nhembrana plasmatica,
facilitando asi la captacion de glucosa por laslaél(107,108)Kigura 4). En estado
basal, GLUT4 circula lentamente entre la membrdaanpatica y los compartimentos
intracelulares en los que se almacena, tales cdrmsstema endosémico, elementos
tubulo-vesiculares citoplasmicos y la red transgi5(109). Sin embargo, la union de la
insulina al IR aumenta la tasa de exocitosis deisjportador, al mismo tiempo que
disminuye su internalizacidon mediante endocitdsigue conduce a un incremento neto
de los niveles de GLUT4 en la membrana plasmatiahgpnsiguiente aumento de la

glucosa captada hacia el interior celular (110).

Insulina Glucosa
© 0

° (6}
PIP2 PIP3 ccc

&

qirs1[PI3K (PoK 112) o : b
X Glut4
JakT

Figura 4. Representacién de la via se sefializacién intrecetie la insulina. IR=receptor de insulina;
IRS1=sustrato del receptor de insulina 1; PI3K=asindel fosfatidilinositol; PIP2=fosfatidilinositd|5-
bifosfato;  PIP3=fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato PDK1/2=quinasas dependientes de PIP3;
AKT=proteina quinasa B; GLUT4=transportador de gha&c4. Modificado de Ren y cols. (111).
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Por udltimo, se cree que la insulina y los IRs pued®er mas funciones en el
cerebro a parte de su papel metabdlico relacionadda regulacion de la captacién de
glucosa. Por ejemplo, también estan implicados anrelgulacién central de la
homeostasis corporal, en la modulacion de la gldsil sinaptica, en la supervivencia

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

4. Envejecimiento femenino y cese de la funcién ovadc

El envejecimiento se define como la acumulaciéorgmsiva de cambios con el
tiempo que reducen la capacidad del individuo pafeentarse a situaciones de estrés,
disminuyendo asi sus posibilidades de supervive(iia). En 1982, Strehler (116)
definio los cuatro pilares basicos del procesomejecimiento, segun los cuales éste es

un fendmeno:

» Universal: los fendmenos asociados al proceso dejesimiento deben
darse, en menor o mayor medida, en todos los ohatdg de una especie.

» Intrinseco: las causas que lo provocan deben serigkn enddgeno, es
decir, no depender de factores externos.

» Progresivo: los cambios que conducen al envejenimideben suceder
de manera paulatina a lo largo de la vida.

* Deletéreo: un determinado fenomeno sélo se cors#eparte del

proceso de envejecimiento si es dafiino.

En las mujeres, el envejecimiento conlleva un perialurante el cual se
producen importantes alteraciones endocrinas, $oas& psicoldgicas, y que culmina
finalmente con la aparicién de la menopausia. Laapausia es el cese permanente de
las menstruaciones como consecuencia de una pérdidarsible de determinadas
funciones ovaricas, incluyendo la ovulacion y leoduccion de estrogenos (1)
(Figura 5). La edad media de la menopausia se sitia en totag Bl afios (4,117),

aungue puede variar debido tanto a factores gesdtld 8) como ambientales (117).

Asociados a la disminucién de la produccién estimgéque se produce durante
la menopausia, pueden aparecer distintos sintornteles como inestabilidad
vasomotora, sofocos, alteraciones metabolicasojiaurogenital (1). Asi mismo, tanto

el envejecimient@er secomo la deficiencia estrogénica aumentan el rieigpadecer
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osteoporosis, enfermedades cardio- y cerebrovassulay enfermedades

neurodegenerativas asociadas a déficit cognitiyo (4

(3]
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Figura 5. Secrecion de estrégenos durante la vida sexdal miejer. Modificado de Guyton y Hall (2).

4.1. Desequilibrio de la homeostasis de la glucog#a sensibilidad a la insulina

El envejecimiento se caracteriza por la pérdiddadeapacidad para mantener
estable el medio interno del individuo (pérdiddalbomeostasis), lo que conduce a una
alteracion de las funciones metabdlicas (119). Entenimiento de los niveles
sanguineos de glucosa dentro de unos limites dgitis es imprescindible para el
desarrollo de la vida, ya que constituye uno deploscipales sustratos energéticos del
organismo (120). Debido a su alta dependencia aedwmo de glucosa, el cerebro es
uno de los 6rganos que mas sufre con este decainetabdlico, tanto en roedores
(121) como en humanos (122). De hecho, estudioBEle utilizando radiofarmacos
como la'®F-fluorodesoxiglucosa'{F-FDG), han mostrado un descenso del consumo
cerebral de glucosa en ratas hembra asociado o@kéhvejecimiento, sino también a
la ovariectomia temprana (120). Estos datos pareckear que el decaimiento de los
niveles hormonales inherente a la menopausia tanbielye en el desequilibrio de la

homeostasis cerebral.
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Dado que la insulina es la principal hormona quilee el metabolismo de los
hidratos de carbono, la disminucion en la sendinilide los tejidos a la accién de la
insulina, inherente al fendmeno de envejecimiemiede ser considerada como el sello
de este empeoramiento metabdlico (123). Esta eesist de los tejidos a la accion de la
insulina ha sido contrastada tanto en humanos @mnroedores (124-126), y se define
como un estado en el que las células diana fracesasu respuesta a los niveles
normales circulantes de insulina, lo que provoca imcapacidad de la hormona para
mantener la homeostasis de carbohidratos y lifitl»g). Sin embargo, debido a que la
insulina es una hormona multifuncional, el fenomdaagesistencia a la insulina no solo
afecta a la regulacion de la homeostasis energdiica que se trata de un sindrome
complejo que afecta a diferentes tejidos con dasgronsecuencias patologicas (128).
Esta circunstancia puede condicionar la calidad vatla de las mujeres post-
menopadusicas, ya que hay evidencias que muestealtagasistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia asociada estan en la base desvanfermedades relacionadas con la
edad, tales como diabetes mellitus tipo Il (129)pfwgias cardio-circulatorias (130) o
enfermedades neurodegenerativas (131). Adicionaénea piensa que la resistencia a
la accion de la insulina es la causa principadésiarrollo del sindrome metabdlico, que
se caracteriza por dislipidemia, hipertensién ysats visceral (132), y que se ha

convertido en un importante problema de salud @stnos dias.

Existe un amplio debate acerca de los mecanismalianie los cuales el
envejecimiento disminuye la sensibilidad a la atdi@ la insulina. Algunos autores
defienden que se debe al incremento en la captdei@tidos grasos y a una alteracion
en su almacenaje (133). Sin embargo, otros ausef@san a los altos niveles de leptina
(134) y al aumento del estrés oxidativo (135) cqrosibles causas. Asi mismo, parece
qgue en las mujeres la caida de estrogenos duranteehopausia también influye
notablemente en la disminucion tanto de la seidail a la insulina como de la
captacion de glucosa estimulada por esta horm@®).(Esta idea se deriva de varios
estudios que demuestran el efecto regulador queepueiercer las hormonas sexuales
sobre el estado de sensibilidad a la insulina. &emplo, se ha observado que
variaciones en los niveles plasmaticos de estes@druales durante el ciclo ovarico, la
gestacion o la menopausia, se corresponden coaciares en la sensibilidad a la
accion de la insulina de los tejidos diana (124133). En la misma linea,

experimentos de anclaje euglicémico hiperinsulicénpara cuantificar la sensibilidad
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general a la accion de la insulina, también hanomnado un incremento de la
resistencia a la accién de esta hormona despué@wat@ectomia que, sin embargo,
disminuye en respuesta al tratamiento exdégeno iradéol, el cual restituye

nuevamente una sensibilidad normal a la accida desulina (123).

La resistencia a la accion de la insulina no pusteconsiderada unicamente
como una alteracion sistémica uniforme, sino que mén se cree que existe ademas
un componente especifico de tejido (139). En estaido, se han postulado varias
explicaciones posibles al descenso de la sensitliledla insulina inherente al proceso
de envejecimiento a nivel central. Por una pareodjue no se ha encontrado sintesis
significativa de insulina en el SNC (140), se cgele los transcritos de esta hormona
hallados en neuronas acceden al cerebro a través distema de transporte saturable
basado en receptor que les permite atravesar ftar@anematoencefalica (141). Sin
embargo, este sistema de transporte podria detex@ordebido a la hiperglucemia
asociada al envejecimiento (142), sugiriendo queeos parte de la resistencia central
a la insulina podria ser causada por un deteriorel sistema de transporte que permite
la entrada de insulina en el cerebro (141). Par lailo, cada vez cobra mas fuerza la
teoria que propone posibles alteraciones en algpasss de la ruta de sefializacion
intracelular de esta hormona para explicar el atonde la resistencia central a la
insulina (57). En este sentido, existen varios dj@b que demuestran los efectos
neuroprotectores de los estrogenos en el SNC (488-los cuales podrian ser
mediados, entre otras rutas, a través de la véefildizacion de PI3K (144). Ademas, el
tratamiento con estradiol podria modificar algupasos de la cascada de sefializacion
intracelular de la insulina (57), asi como la m#tion de glucosa en el cerebro (44,146),
lo que deja entrever el posible efecto reguladoriade estrogenos en cuanto a la
sensibilidad a la insulina también en el SNC.

4.2. Dafo cerebral isquémico

El accidente cerebrovascular (ACV) o ictus cons@&teun dafio neurolégico
debido a una reduccion importante del flujo sangmiicerebral. En la mayoria de los
casos se debe a una interrupcion subita e inmedightiéujo sanguineo por oclusion de
alguna de las arterias que irrigan la masa encafé@bmo consecuencia de la formacion

de coagulos o placas de ateroesclerosis, o qa@ersse como “ictus isquémico”. De
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manera menos frecuente, también puede darse patuea de un vaso sanguineo
intracerebral o de las envolturas cerebrales, deromose en este caso ‘“ictus

hemorragico” (147)Kigura 6).

Ictus hemorragico Ictus isquémico
(15%) (85%)

Figura 6. Esquema de ambos tipos de ictus y su incidenaigifidado de Sabin y Vallejo (147).

En cuanto a su incidencia, el ictus es una deriasipales causas de muerte en
todo el mundo (148) y, lo que es aun mas preocapaet estima que el numero de
casos serd incluso superior en las proximas déedqdd&3, debido principalmente al
estilo de vida de la sociedad moderna. La faltapete de oxigeno y nutrientes que se
produce durante un dafio isquémico conduce a laosiscy a la muerte celular por
apoptosis (150-152). La necrosis es un proceso wrtencelular generalmente rapido
como consecuencia de un evento patolégico. En cgnibiapoptosis generalmente
constituye una forma de muerte celular mas lemtaoc@esultado de la activacion de un
programa determinado genéticamente para mantehemaostasis del organismo. Sin
embargo, la apoptosis también puede jugar un pappbrtante en condiciones
patologicas, como por ejemplo en el dafio cerebrplémico para eliminar las células
dafiadas de una forma ordenada sin inducir una iggacesspuesta inflamatoria (153).
La reperfusion que sigue al periodo de hipoxia remlafio isquémico es critica para la

supervivencia del tejido, pero también puede couitrial dafio generado debido al

33



INTRODUCCION

mantenimiento de una alta produccion de especaesivas de oxigeno (ROS) y de una
elevada respuesta inflamatoria (154). Durante eRodgprovocado por la
isquemia/reperfusion (I/R), se produce un falloet¢rsistema de transporte activo de
iones y, en consecuencia, un aumento dél id&acelular que conduce al deterioro y a
la muerte celular (154). Ademas, se produce unumailbnamiento de la cadena de
transporte de electrones que provoca una produesidéesiva de ROS, lo que puede
conducir a la muerte celular a través de la prévacide energia o la apoptosis
desencadenada por las propias ROS (155). De hesha@onoce que estas ROS
generadas durante la I/R inducen la fragmentaciéh ADN, lo que lleva a la
sobreactivacion del enzima nuclear polimerasa pabP-ribosa) (PARP), siendo
PARP-1 el primer miembro descubierto de esta fande polimerasas (154). Esta
proteina esta implicada en tareas de reparacionA@® en respuesta al estrés
ambiental (156). Su sobreactivacion resulta enamdo descenso de su sustrato, el
NAD®. La resintesis de este NABequiere ATP y, por tanto, supone una excesiva
demanda del metabolismo energético que finalmamteg conducir a la muerte celular
(154). Es conocido que las caspasas 3 y 7 puedenagda escision e inactivacion de
PARP durante el proceso de apoptosis (157), entantd de proteger el almacenaje de
estos sustratos energéticos contra este uso eadésrado a cabo por PARP en esta
situacion, dejando asi la suficiente energia paraliZar correctamente el proceso
apoptotico (158). Por este motivo, la escision @RP suele utilizarse como un

marcador de células que sufren apoptosis (159).

Por otro lado, ante la situacién de hipoxia y esza® nutrientes que se produce
durante un ictus, las células necesitan activaterags de supervivencia que les
permitan sobreponerse a estas condiciones extremeatia adversas. En este marco, los
factores inducibles por la hipoxia (HIFs) jueganpapel muy importante. Dentro de la
familia de los HIF, HIF-1 es un factor de transcigm altamente conservado que
constituye un heterodimero compuesto por subungdadef (160). La expresion de
HIF-1B es constitutiva, mientras que la expresion y kab#idad de HIF-& estan
negativamente reguladas por los niveles de oxigd®d). En una situacion de
normoxia, las subunidadesde HIF son hidroxiladas en residuos de prolinapyotil
hidroxilasas (PHs), permitiendo asi su reconocitoignubiquitinacion por ubiquitin
ligasas, que las etiquetan para su posterior dagiad por el proteasoma (162). Sin
embargo, en condiciones hipéxicas las HIF proldréxilasas son inhibidas, ya que
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necesitan el oxigeno para llevar a cabo su aci®d)( Por lo tanto, el heterodimero se
estabiliza en condiciones de baja concentraciéoxigeno y es translocado al ndcleo
donde se une a elementos de respuesta a hipoxia) (efRlas regiones promotoras e
induce la transcripcion de varios genes que caestn los efectos de la hipoxia (161).
De este modo, varias proteinas tales como la poyetina, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), algunos transportadatesglucosa y varios enzimas
glucoliticos estan bajo el control de HIF-1 (16M)ediante la regulacién de estas

proteinas las células tratan de adaptarse a Ecgitude baja disponibilidad de oxigeno.

Al mismo tiempo, ante una situacion de dafo isquénse pueden activar
mecanismos de autofagia (165,166). La autofagianesroceso altamente conservado
que permite a las células reciclar el contenidoptitsmatico. Por ello, participa en la
regulacion de multiples procesos celulares, incldgesupervivencia ante una situacion
de estrés (167). Aunque el término autofagia deaiten general para hablar de la
macroautofagia, hay que tener en cuenta que exatebién otros tipos de autofagia,
tales como la microautofagia, la autofagia medpmiachaperonas o la crinofagia. No
obstante, el mecanismo més conocido de todos edlet de la macroautofagia, la cual
consiste en la digestion de componentes citoplasosatmediante un proceso de
protedlisis dentro de estructuras de doble membdergominadas autofagosomas, que
a continuacion se fusionan con un lisosoma quecidigel contenido por hidrolisis
(168). La compleja maquinaria molecular responsdbléa macroautofagia, de aqui en
adelante referida simplemente como autofagia, amaula lipidacion de la cadena
ligera 3 de la proteina asociada a los microtubdldslB (LC3) (167). Durante la
formacion de las membranas del autofagosoma, ladiiG86lica (LC3-I) es conjugada
con fosfatidiletanolamina dando lugar a la formpidiada de LC3 (LC3-Il), que
constituye un elemento especifico de la membranafagosomal (169), y cuyo
incremento se corresponde con un aumento de Mdacti autofagica (170). Ademas,
existen otros marcadores moleculares del procesmuidéagia, tales como p62 (171) y
beclin-1 (172), aunque su mecanismo de actuaciGnez®s conocido. Mediante este
proceso, las células inmersas en un estado deagtdn de minima energia debido a
condiciones desfavorables, obtienen fuentes deyienatternativas y pueden eliminar
proteinas alteradas o desechos moleculares (183).l8A activacion de la autofagia

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

exceso de la actividad autofagica podria condaaibién a la muerte celular (174).

4.2.1. Etiologia del ictus: el papel protector de los esfigenos

Existen varios factores de riesgo a tener en cuentda patologia del dafio
isquémico cerebral, de entre ellos caben destémagdad, la raza/etnia, el sexo, la
hipertension, el tabaquismo y el alcoholismo (14Mgndiendo a las diferencias por
sexo, las mujeres tienen una menor probabilidadufier un ictus que los hombres
hasta la llegada de la menopausia (175). Sin emapartp largo de la vejez se invierte
esta incidencia, siendo las mujeres mas propensasog hombres a padecer un ACV
(176). Este incremento marcado en la mujer, quacate con la disminucion de la
produccion de estrégenos durante la menopausiéevaalo a muchos investigadores a
centrarse en los efectos beneficiosos potenciaessth hormona para reducir el dafio
cerebral isquémico. Siguiendo esta linea, algustgl®s con roedores han demostrado
qgue la proteccién contra el dafio cerebral isquémisa baja mortalidad asociada en
ratas hembra intactas, desaparecen después de vamgctmmia, pudiendo ser
nuevamente revertidas con reemplazamiento estrwmeé(il77). Asi mismo, el
reemplazamiento con dosis fisiol6gicas de estrgatimnueve neuroproteccidon en ratas
ovariectomizadas expuestas a un dafo isquémicoavést de una mejoria en la

capacidad de vasodilacion y un aumento en la @as$ajd sanguineo cerebral (9).

Complementando los estudios anteriormente mencaosddmbién se cree que
los estrogenos pueden mediar neuroproteccion @acgines de ictus por otras vias, por
ejemplo regulando directamente la transcripciomadéculas pro- y anti-apoptoticas a
través de los ERs clasicos (178), asi como blogleeaias apoptéticas y promoviendo
la supervivencia celular mediante efectos rapidoso la activacion de la cascada de
PI3K/Akt (179). Ademas, también se ha comprobade tps estrogenos pueden
conferir neuroproteccion mediante una reduccioradexcitotoxicidad (180) o bien a
través de factores de crecimiento, como por ejempddiante la interaccién con el
receptor del factor de crecimiento similar a laulma 1 (IGF1-R) (181). Por otro lado,
también se ha observado que el tratamiento comgestos en ratas hembra

ovariectomizadas sometidas a un dafio isquémicoporaig algunas funciones
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cognitivas, tales como pruebas de memoria de waleapacial y de memoria
visual (182).

Por ultimo, hay muchas evidencias en la literatararca de los efectos del
tratamiento con estrogenos, administrados tante poeno post-isquemia, sobre
distintos mecanismos dafiados a consecuencia del i§in embargo, cabe tener en
cuenta que en ocasiones los ictus pueden repgti®sentarse como recurrentes,
especialmente poco tiempo después de haberse mroddi@rimero (147,183). En este
sentido, el tratamiento con estrégenos parecedwxirela frecuencia de aparicion de un
segundo ictus (184), aunque poco se sabe acesidadeestrogenos administrados tras
un primer dafio isquémico podrian proteger frenteletkrioro ocasionado por ictus

posteriores.

4.3. Alternativas a las terapias clasicas de reengdamiento hormonal: Los

fitoestrogenos

Es un hecho contrastado que la esperanza de vidarhantado en las ultimas
décadas gracias a la mejora del sistema sanitdai@alymentacion, especialmente en los
paises desarrollados. Sin embargo, esta situaoidfeea que las mujeres pasen mas de
un tercio de sus vidas en una situacion post-mersige (185), lo que ha llevado a la
medicina moderna a centrarse en el desarrollo @piés que ayuden a paliar las
consecuencias derivadas del estado hipoestrogéaiaoteristico de la menopausia. En
este sentido, como se ha argumentado anteriormi@nterapia de reemplazamiento
clasica, compuesta por estrogenos en monoterapianoasociados a la progesterona,
resulta efectiva para paliar muchas de las conse@geinherentes a la menopausia. Sin
embargo, a medio y largo plazo el tratamiento @rbgenos puede actuar en ocasiones
como promotor del cAncer de mama (186,187), deigma y cancer endometrial (4),
asi como de tromboembolismo venoso (188), aceps&n@m estos momentos su
prescripcion solo en casos de sintomas que ali@ielidad de vida de la paciente, a la
dosis minima efectiva y durante el tiempo mas cpoible. Al mismo tiempo, la dosis,
la via de administracion y el tipo de estrogendizatios parecen determinar tanto la
eficacia como los riesgos de la terapia, por lo lqgueuestion mas importante que se
plantea antes de la prescripcion de una HRT estaieés realmente una herramienta

imprescindible contra las inexorables consecuend&senvejecimiento femenino de
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acuerdo al ratio ventajas/riesgo (124). Otro facotener en cuenta debe ser la
“personalizacion” de la terapia, ya que cada mti@ne unos sintomas y riesgos
especificos. Por tanto, las dosis utilizadas deleenndividualizadas para cada mujer y

de acuerdo con la duracion del tratamiento (4).

Teniendo en cuenta los riesgos asociados que earieterapia convencional,
en los ultimos afios se ha profundizado en la buakgde compuestos que pudieran
imitar los efectos beneficiosos de los estrogemogmvocar los efectos no deseados
gue conlleva su uso. En esta linea, existe unésitereciente en el estudio de terapias
basadas en fitoestrogenos, tales como los ligndoessumestanos o las isoflavonas,
siendo la genisteina uno de los representantesimpgstantes de este Ultimo grupo
(189). Los fitoestrégenos son compuestos no edewesiderivados de plantas como la
alfalfa, el trébol o la soja, que poseen una dSiudliestructural con el Bfestradiol
(Figura 7), lo que les dota de la capacidad para unirse aclceptores de estrégenos y
desencadenar efectos estrogénicos o0 antiestrogén{@®0). De hecho, los
fitoestrogenos estan considerados como SERMs hegu(@91), debido a que son

capaces de actuar como agonistas o antagonisteRdipendiendo del tejido (18).

H
cH, § HO I 0
b

OH 0

OH

17B-estradiol Genisteina

Figura 7. Estructura molecular del p#stradiol y de la genisteina. Modificado de Qujamls. (192).

En cuanto a su mecanismo de accion, los fitoestasypueden actuar como un
competidor débil del J¥estradiol para unirse a los ERs y desencadenaacaisnes
(193,194). A pesar de que pueden unirse tantocadéRio a ER, parecen tener mayor
afinidad por ER (195). No obstante, los fitoestrogenos tambiérdendlevar a cabo

sus efectos biologicos a través de mecanismos rbadwes por ERs. Por ejemplo,
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inhibiendo la actividad de varios enzimas, inclld@mproteinas tirosin quinasas (196).
Ademas, también pueden producir la inhibicion deADfdpoisomerasas (197), las
cuales estan implicadas en mecanismos de sefélizaelular y eventos nucleares

como la diferenciacion y la proliferacion celulaB®).

Desde hace varios afios existen evidencias quersagge las isoflavonas
podrian tener un papel positivo frente a los siamlerivados de la menopausia. Por
ejemplo, en un estudio realizado con mujeres jagamse ha visto que los sintomas
vasomotores asociados al déficit de estrégeno®mtasan una frecuencia menor, lo
gue se asoci6 con la dieta realizada en los pargagales. De hecho, se comprobo que
las mujeres post-menopausicas japonesas que bealizana dieta tradicional,
mostraban unos niveles de fitoestr6genos en laacgimre 100 y 1000 veces mas
elevados que los que se excretaban en la orinaupggas americanas o finlandesas con
las dietas propias de estas latitudes (198). Ewmliesa existia una proporcion mayor de
derivados de la soja con cierta actividad estrageritn los alimentos, las isoflavonas
suelen encontrarse en sus formas glicosiladas, dangenistina. Estas formas son
menos activas que sus formas libres y para ejeceaccion biolégica necesitan la
accion de la flora bacteriana del intestino, qgehidrolizan liberando la forma aglicona
activa, la genisteina (189). Debido a su poteresatogénico, las isoflavonas se han
perfilado como un agente importante en el mantemtoide un estatus saludable. Entre
sus efectos protectores, destacan su actividadxatdnte (192), sus propiedades
anticarcinogénicas (199) y cardioprotectoras (286j),como su papel en la regulacion
de la homeostasis de lipidos y carbohidratos (2@),2\l igual que los estrogenos, las
isoflavonas de soja también parecen tener un ppyoector relacionado con el
metabolismo de la glucosa y la insulina. Como nragsestudios en primates
ovariectomizados y en roedores mostraron un efemsdivo de las proteinas de soja de
la dieta en la sensibilidad periférica a la acail@énla insulina y en la tolerancia a la
glucosa (202,203). Son varios los mecanismos descpor los que las isoflavonas
pueden actuar sobre el metabolismo de la glucasa,dea regulando la liberacion de
insulina en las célulgsdel pancreas, actuando sobre el aclaramientoideubina en el
higado o regulando los mecanismos de transportdadglucosa desde la luz
intestinal (189).

Centrandonos en sus efectos sobre el sistema seyvios fitoestrogenos

también parecen tener un papel importante en eltemamiento de la homeostasis
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cerebral. De este modo, se ha comprobado que puetiegsr como agonistas (204) o
antagonistas (205) del ER, afectando al aprendigzagela memoria o alterando la
expresion de proteinas implicadas en la proteccgmonal y en la inflamacion (206).

Ademas, gracias a su efecto inhibidor sobre ciest@émas, como las proteinas tirosin
quinasas (196), pueden alterar eventos de fosfmila los cuales pueden estar
asociados con la modulacion de la plasticidad sicef207). Finalmente, también se
ha demostrado que la genisteina puede conferiropmieccion gracias a sus
propiedades antioxidantes, atenuando el estrés atowod en situaciones de

neurodegeneracion inducida por ovariectomia (2@8), como después de dafo
isquémico (209) en el hipocampo de rata. En estédse no solo las propiedades
antioxidantes, sino también su efecto sobre laifuncirculatoria (149) y sus acciones
antiapoptoticas (210), situan a la genisteina camgosible tratamiento frente al ictus

isquémico.
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Los estrogenos son hormonas imprescindibles pabaexi funcionamiento de
las funciones cerebrales, ademas de su conocidd, papivel hipotalamico, sobre el eje
neuroendocrino-reproductor. Asi, los cambios adslique se producen en sus niveles
durante la vida sexual de la mujer pueden influirl@ homeostasis cerebral. Sin
embargo, es en el momento final de este periodmdeaptivo cuando mas evidente
resulta su importancia, ya que la caida en loslesvde estrogenos inherente a la
menopausia puede dar lugar a la aparicién de diseisitomas y patologias. Esto invita
al estudio de los mecanismos moleculares que sabyat tales causas, asi como a la
busqueda de posibles tratamientos tanto con eswég®mo con analogos que puedan

generar menos efectos secundarios no deseadostgadnermonas.

En base a lo expuesto anteriormente, en el presab&o nos planteamos como
hipotesis si el 1B-estradiol y la genisteina pueden ejercer un papekoprotector
durante el envejecimiento femenino, a través dedppria de la homeostasis cerebral y
de la cascada de sefalizacion intracelular de $alima, asi como confiriendo

proteccion frente a un dafio isquémico recurrente.
Para ello, nos hemos planteado los siguienibgstivos:

1. Estudiar la influencia de las diferencias en lo&la@is de estrogenos, que
existen entre distintas fases del ciclo estral,resofl metabolismo
oxidativo en la corteza prefrontal e hipocampoatas hembra adultas.

2. Evaluar si los tratamientos agudos corg-&gtradiol o genisteina son
capaces de mejorar la homeostasis cortical y lssspelave de la via de
sefializacion intracelular de la insulina en la exat cerebral de ratas
hembra viejas.

3. Comprobar si los tratamientos agudos coffi-&3tradiol o genisteina
ejercen un papel neuroprotector frente a un dafior po
isquemial/reperfusion recurrente en un estudiovitro con la linea

neuronal de hipocampo de raton HT22.
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1. Animales

Para estudiar la influencia de los niveles de gsttdos en distintas fases del
ciclo estral sobre el metabolismo oxidativo cerebsa emplearon 16 ratas hembra

adultas de la cepa Wistar, con peso comprendide 886-275g.

Por otro lado, para estudiar los efectos del egirmjento femenino, asi como
de los tratamientos con estradiol o genisteinaresaliferentes aspectos de la
homeostasis cerebral y de la via de sefalizaciéacilular de la insulina, se utilizaron
50 ratas hembra de la cepa Wistar con peso comdeendtre 130-150g (6-8 semanas

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

En ambos casos, los animales fueron suministradosep Bioterio de la
Universidad de Oviedo. Los sujetos fueron expuedtosnte todo el experimento a
ciclos de luz/oscuridad de 12 horas (periodo de 0800-20:00h), temperatura de
23+2°C, humedad absoluta de 65+5%, y acceso a agnbebidaad libitum Todos los
procedimientos experimentales fueron aprobados golComité de FEtica de la
Universidad de Oviedo. El uso y la manipulaciérageanimales se realizaron en todo
momento de acuerdo con la Directiva del Consejmsi€omunidades Europeas del 22
de septiembre de 2010 (2010/63/UE) y la legisla@8parnola (R.D. 53/2013) en

cuidado y uso de animales de experimentacion.

2. Pruebas neuroldgicas

Los animales fueron en primer lugar manipuladosamher aproximadamente
5-10 minutos. Posteriormente, fueron sometidosaahateria de pruebas neuroldgicas

para descartar alguna posible alteracion.

La bateria de pruebas mencionada comenzo con laaei@ de la abduccion
de las patas traseras. Para ello se sujetd alaoatsus cuatro patas orientadas hacia el
suelo y se soltd al animal desde una altura de @Aasm, colocando en la base una
superficie acolchada para amortiguar la caida.dawliciones normales la rata balancea
Su cuerpo para caer sobre sus cuatro patas. Endeasaistir alguna alteracion, el
animal se balancearia exageradamente durante edrdesy, como consecuencia, la

distancia entre sus patas traseras se haria mayor.
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Posteriormente se evalué el asimiento, sujetanda eta en una posicion
vertical y poniendo en contacto sus patas delamtsra un alambre o varilla fina en
posicién horizontal. Se observé la fuerza con la gl animal se agarra a la barra

intentando separarlo del alambre.

El reflejo de extension se estudi0 mediante las sigsientes pruebas: en la
primera de ellas se suspendié verticalmente atéa agercando sus patas traseras a la
superficie de una mesa. El animal extiende sus [patea soportar el peso de su cuerpo
tan pronto como éstas rocen la superficie. La s#murueba consistié en coger al
animal y acercar su cabeza a la superficie de uesayla rata tiende a extender

rapidamente sus patas delanteras hacia la mesa.

Dos pruebas adicionales permitieron evaluar ekjeftle flexion. En una de
ellas, se elevo a la rata sujetandola por la mkjante del cuello y se pellizcaron las
patas con una pinza. La rata retira su pata inregdente, manteniéndose la flexién
brevemente. La otra prueba consisti6 en colocanahal sobre el extremo de una
mesa, dejando una de sus patas traseras fueraueeldicie; éste la flexiona y la apoya

sobre la mesa.

Por otro lado, también se estudio la respuestabwéat/auditiva. Para ello, se
soltd al animal boca arriba desde una altura dem3(al suelo, colocando, como se
explicd anteriormente, una superficie acolchada @anortiguar el impacto. La rata
hace uso de su cola para girar el cuerpo durariajséala y caer sobre sus cuatro patas.
Adicionalmente, también se coloco a la rata enplat@aforma y, cuando el animal dejo
de moverse, se aplicd un estimulo auditivo fueapdaliso). La rata reacciona con una
extension subita de los miembros posteriores, dtexie las patas anteriores y arqueo

del cuerpo; asimismo, cierra los ojos y baja l&pas:

A continuacion, se estudio la sacudida de la catiezad shaking Para ello, se
aplicé un soplo de aire cerca de uno de los oidds data mediante un tubo de goma.
El animal responde con una agitacion brusca dabbeza segun el eje antero-posterior

de su cuerpo.

Dos pruebas mas permitieron evaluar la respuesta@ag&a negativa. Primero,
se situdé al animal en posicion descendente sobeeplataforma inclinada 30°. El
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animal gira 180° para subir por la rampa. En segungar, se coloco a la rata en una

barra horizontal y se evalu6 su habilidad para ererse sobre ella.

Por ultimo, se comprobd el reflejo de enderezamiddtiando se coloca a la rata
boca arriba en una superficie plana, aprisionandposa ventral, ésta inmediatamente

intenta girarse y volver a colocarse sobre sugcyatas.

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

estral sobre el metabolismo oxidativo cerebral

3.1. Determinacion del ciclo estral y disefio expeniental

El analisis de las distintas fases del ciclo esteainicié una semana después de
haberse realizado las citadas pruebas neurolégieas, asegurarnos de que éstas no
influian en los niveles de actividad de los animalesvitar asi un posible sesgo en los
resultados. Para diferenciar las distintas fasdscidto estral se realizaron frotis
vaginales. La observacion de la poblacion celudregitelio vaginal es el método mas
eficaz para identificar los distintos estadiosaelo, ya que las poblaciones de distintos

tipos celulares estan controladas por los niveddsaiimonas sexuales circulantes.

Para realizar los frotis vaginales se utilizé6 uolgon salina (NaCl 0,9% p/v).
Posteriormente, las células del epitelio vaginalbbservaron a 10X al microscopio
optico (modelo BH-2, Olympus, Tokio, Japon). Se @aoom muestras una vez al dia,
entre las 11:00-12:00 horas.

El patron seguido para la identificacion de cadse fdel ciclo estral fue el
siguiente: se considera diesttoando el frotis presenta muy pocas células y s u
forma definida Figura 8A). La fase de proestro viene determinada por lagm@a de
células nucleadas, que en ocasiones aparecen fdommamificaciones. En la fase de
estrosolo aparecen células escamadas sin nUéligmrga 8B). Por dltimo, la fase de
metaestro se identifica gracias a la abundantespces de leucocitos que invaden el

epitelio vaginal, acompafados de células nucleadascus.
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Figura 8. Fotografias de las células del epitelio vaginahcgristicas de la fase de diestro @9nde se
observan muy pocas células y sin una forma definidte la fase de est(B), donde se observan células

escamadas sin nucleo.

En el presente estudio utilizamos 2 grupos distini® hembras, aquellas que se
encontraban en la fase de estro (n=8) y diestr8)(rBeleccionamos estas dos fases del
ciclo puesto que difieren en los niveles de estiogecirculantes, siendo mas elevados
en la fase diestro. Al mismo tiempo, en dichas dasélo hay niveles circulantes
significativos de estrégenos, estando el restoodmbnas sexuales en niveles minimos
(Figura 9). Estas caracteristicas las convierte en las fadesles para estudiar
fendmenos relacionados con la variacion de esto¥yen ratas intactas, ya que nos
permiten asignar los resultados observados a ¢aedi€ia en los niveles de estrogenos
con mayor certeza que comparando ninguna otraltdszclo.
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Figura 9. Perfil hormonal a lo largo del ciclo estral erard¥lodificado de Maeda y cols. (211).
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3.2. Procesamiento del tejido cerebral

Cuando las hembras se encontraban en la fase del d@eseada fueron
sacrificadas por decapitacion, dentro del rang@fmrcomprendido entre las 11:00-
12:00 horas. Sus cerebros fueron rapidamente éatraji los encéfalos se congelaron
por inmersion en isopentano (VWR International S,Azontenay-sous-Bois, Francia) a
-80°C durante 2 minutos, y se conservaron en ugetador a -80°C. Posteriormente,
los cerebros fueron embebidos en un gel crioprat€é€iCT Compound, Miles, EEUU)
y se realizaron secciones coronales de 30um deaspiizando un criostato (modelo
HM-505E, Microm, Heidelberg, Alemania), que fuerorontadas en portaobjetos y
conservadas a -40°C hasta ser utilizadas para kewabo la tincién histoquimica de la
citocromo c¢ oxidasa. Para realizar un muestreo t@mpy sistematico de las distintas
areas cerebrales, se seleccionaron las regionealiaaa utilizando el atlas histolégico
de Paxinos y Watson (212).

3.3. Tincidén histoquimica de la citocromo ¢ oxidasa

El procedimiento seguido fue el descrito por WonigyR (213), con las
modificaciones propuestas por Gonzalez-Lima y J¢a&4). Con el fin de corregir las
posibles variaciones de tincion entre los distifta8os de incubacién, se incluyeron en
cada set junto a las muestras una serie de sesaorenales de diferentes grosores (10,
30, 50 y 70 um) obtenidas de homogeneizados céeslda rata, que fueron utilizados
como estandares. Los portaobjetos fueron fijadeantde 5 minutos por inmersion en
tampodn fosfato (0,1M, pH 7,6) con sacarosa (10% pMglutaraldehido (0,5% v/iv). A
continuacion, se realizaron 3 lavados de 5 minatwstampoén fosfato (0,1M, pH 7,6)
con sacarosa (10% p/v). Posteriormente, se auntergénsibilidad de la reaccion de
tincion mediante incubacion durante 4 minutos emptan TRIS-HCL (50mM, pH 7,6)
con dimetilsulféxido (DMSO) (0,5% v/v), trizma bag&6% p/v), sacarosa (10% p/v) y
cloruro de cobalto (CoClI2) (0,03% p/v). Las secemfueron nuevamente lavadas con
tampon fosfato (0,1M, pH 7,6) e incubadas a 37°@rite 1 hora y en agitacion en la
solucion de tincidbn compuesta por tampén fosfatdMQ pH 7,6) con citocromo ¢
(7,5x10° % plv), catalasa (2x10% plv), sacarosa (5% p/v), DMSO (0,25% V/v) y
diaminobencidina (DAB) (0,05% p/v). La DAB actuanom un cromégeno que, tras

haber sido oxidada por la citocromo ¢ oxidasa eedagse fija a la membrana
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mitocondrial. Esta incubacion se llevo a cabo esundad, ya que la presencia de luz
da lugar a una tincion inespecifica consecuencia d&idacion espontanea de la DAB.
La reaccion se detuvo por fijacion del tejido empan fosfato (0,1M) con sacarosa
(10% pl/v) y formaldehido (4% p/v) durante 30 mirsuta temperatura ambiente.
Finalmente, las secciones fueron deshidratadasnancadena creciente de alcoholes
(30%, 50%, 70%, 96%, 100%) durante 5 minutos era aawb, inmersas en xileno
durante 10 minutos, y montadas con Entellan (Mebaemstadt, Alemania) mediante

la colocaciéon de un cubreobjetos para su consénvati medio hidrofobo.

La tincidn histoquimica de la citocromo c oxidasee fanalizada mediante
densitometria Optica, utilizando un sistema de isisdde imagenes informatizado
(MCID Core Interfocus, Linton, Inglaterra), compteespor una lampara de alta
precision, una camara digital y un ordenador cdtwsoe especifico para el analisis de
imagenes. Cada region cerebral fue cuantificadatebdlmente. La densidad optica
media de cada region fue hallada tras medir 3 @eesiconsecutivas en cada sujeto,
dentro de las cuales se realizaron 4 medidas rapaaies. Por tanto, doce muestras
fueron tomadas por hemisferio para cada animaiariddse finalmente la media para

obtener un valor por region para cada animal. egenes de estudio fueron:

» Corteza prefrontal (PFC): area infralimbica (ILyea prelimbica (PL),

corteza cingulada (CG) y corteza motora secun@@R&) Figura 10A.

» Hipocampo dorsal y ventral: areas del cuerno de Amfin(CAl) y 3 (CA3)
y giro dentado (GD)Riguras10B y 10Q.

La distancia en mm de las regiones desde el purgnia fue: +3,24mm para la
PFC, -3,36mm para el hipocampo dorsal y -4,80mna ghrhipocampo ventral. La
corteza prefrontal y el hipocampo fueron las reggoascogidas en nuestro trabajo por
su implicacién en funciones cerebrales basicas cemaprendizaje y la memoria
(215,216), asi como por la amplia presencia de ERstente en ambas regiones
(10,53). Ademas, se ha realizado una distinciomeelat region dorsal y ventral del
hipocampo, ya que se han encontrado diferenciat) t&n la distribucién de los ERs

(38) como en los efectos de los estrégenos (77¢ entbas zonas.

Para poder realizar comparaciones entre los dstitiafios de tincion, se

realizaron curvas de regresion entre los distirgggesores de los estandares y la
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actividad citocromo c oxidasa en cada set de magedfinalmente, la densidad Optica
media medida en cada regién cerebral fue convemidaunidades de actividad
citocromo c oxidasa (umol de citocromo c oxidadalnd/g de tejido humedo),
utilizando para ello la curva de regresion antemsmte calculada en cada bafio de

incubacion.
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Figura 10. Regiones cerebrales analizadas (derecha) y sesepacién esquematica correspondiente
(izquierda) del Atlas histol6gico de Paxinos y Vdat$212). A: Corteza prefrontal. B: Hipocampo dérsa
C: Hipocampo ventral. En la esquina superior izgqiiese muestra el cerebro esquematizado de ratay e
la esquina inferior izquierda la distancia al puBtegma a la que fue realizado el corte. |IL=infrddico;
PL=prelimbico; CG=corteza cingulada; FR2=cortezdomsecundaria; CA1 y CA3=cuerno de Ammon

1y 3, respectivamente; GD=giro dentado.
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4. Estudio de los efectos del envejecimiento femenisobre la homeostasis

cerebral y la via de sefalizacion intracelular deal insulina

4.1. Disefio experimental

Las ratas fueron ovariectomizadas al comienzo daeaddurez sexual en el caso
de los animales jovenes y al final del periodo adpctivo en el caso de los animales
viejos. La madurez sexual en las ratas joveneglfrdificada por la presencia de ciclos
estrales normales, mientras que los animales viajostraron una fase diestro
persistente en lugar de ciclos estrales repetitv@scterizando asi el final del periodo
reproductivo. La ovariectomia fue llevada a cakivagés de una incision en la linea
media abdominal bajo ligera anestesia por inhatad® halotano. Tanto los animales
jévenes (J) como los viejos (V) fueron divididosaahr en cinco grupos para cada edad
(n=5 por grupo): animales ovariectomizados inyemsadon 1B-estradiol (1,4png/kg
peso corporal en aceite de oliva/etanol 3:2 v/gntsi Chemical Co, St. Louis, EEUU)
(JE y VE), animales ovariectomizados tratados o dbsis diferentes de genisteina
(G1=10mg/kg peso corporal; G2=40mg/kg peso corpemnahceite de oliva/etanol 3:2
viv; LC Laboratories, Wobum, EEUU) (JG1, VG1, JG2 UG2), y animales
ovariectomizados tratados con vehiculo (aceite ld@/etanol 3:2 v/v) (JV y VV).
Ademas, animales pseudooperados y tratados cortweh{JC y VC) han sido

utilizados como grupo control.

La dosis de 1ff-estradiol empleada permite reproducir nivelesliigjicos de
esta hormona (57), y se ha demostrado previamerdgentgjora la sensibilidad a la
insulina (124) y que tiene efectos neuroprotectaesratas (57). Por su parte, la
genisteina es capaz de ejercer acciones estrogémilzes dosis propuestas (123). Sin
embargo, se emplearon dos dosis distintas, puastolas fitoestrogenos activan
diferentes mecanismos celulares en funcion derdaesuracion (217,218).

Todos los tratamientos experimentales comenzaransemana después de la
operacion para asegurar un periodo uniforme deveedke los niveles de estrogenos
antes del reemplazamiento, asi como para permitieduperacion completa del estrés
quirdrgico. Con el fin de analizar los efectos detratamiento agudo, los animales

fueron inyectados con los distintos tratamientas luora antes del sacrificio.
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4.2. Preparacion del extracto crudo cerebral y cudificacion de proteina

Una hora después de la administracion de los trataos, los animales fueron
sacrificados por exanguinacién y sus cerebros dadge con isopentano (VWR
International S.A.S, Fontenay-sous-Bois, Francia)8@® C, durante 2 minutos, Yy
conservados en un congelador a -80° C. A contidnada region del cortex cerebral
fue diseccionada y homogeneizada a 4°C en un tam@disis compuesto de TRIS-
HCL (50mM, pH 7,5), NaCl (150mM), Nonidet P-40 (1%v), desoxicolato sédico
(0,05% plv), ortovanadato sédico (ImM) y fluorure tenilmetilsulfonilo (PMSF)
(ImM). El homogeneizado fue centrifugado a 3500 g#?C durante 15 minutos, y el

sobrenadante fue almacenado a -20°C hasta laa@alizde estudios posteriores.

El siguiente paso fue cuantificar el contenido detgina de este sobrenadante
mediante el método descrito por Bradford (219)jzaido el reactivo con el mismo
nombre (Bradford Reagent, B6916, Sigma-Aldrich, lSuis, EEUU) y albumina de
suero bovino (BSA) como estandar (Merck, Darmstaldimania).

En este estudio, se ha seleccionado la regidrdtadx cerebral debido a que,
como ya mencionamos anteriormente, juega un pdpee &n procesos cognitivos
(55,56), siendo al mismo tiempo una region ceretwal una amplia presencia de ERs

(10,53) y una fuerte dependencia funcional dehdstt (57).

4.3. Andlisis de Western blot

Los niveles de expresion de distintas proteinascasmo de sus estados de
fosforilacidn, fueron evaluados mediante la técreaWestern blot. En primer lugar,
cantidades equivalentes de proteina (entre 15-88ggn la proteina de estudio) fueron
combinadas con tampon de carga conteniendo TRIS-HC2mM, pH 6,8),
dodecilsulfato sodico (SDS) (0,4% p/v), glicerol5@ v/v), B-mercaptoetanol (0,5%
v/v) y azul de bromofenol (0,02% v/v). Este combindue hervido a 100°C durante 2,5
minutos, para desnaturalizar las proteinas, y sdmet electroforesis vertical en geles
de poliacrilamida (8-13% acrilamida segun el pestecular de la proteina de estudio)
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Emddé la electroforesis, las
proteinas fueron electro-transferidas desde ekhga&ha membrana de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) (Immobilon-P Transfer Membrane,illjpore, Billerica, EEUU)
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siguiendo el método descrito por Towbin y cols.0)2A continuacion, para el analisis
de proteina total se redujo la unién inespecifiegbteinas a la membrana de PVDF
mediante incubacion durante 1 hora a temperaturhieate con una solucién de
bloqueo compuesta por leche desnatada en polvéo(p/8) disuelta en TRIS-HCL
(20mM, pH 7,5), NaCl (150mM) y Tween-20 (0,1% v/MBS-T). En el caso del
estudio de los estados de fosforilacion de lasefmas, la solucion de bloqueo contenia
BSA (3% p/v) (Merck, Darmstadt, Alemania) disuataTBS-T, evitando asi la posible
existencia de fosfatasas presentes en la lechad®#a$0 minutos, la membrana fue
lavada durante 5 minutos con TBS-T e incubada dertoda la noche a 4°C con el
anticuerpo primario especifico contra la proteieaedtudio [GLUT3, GLUT4, E®
ERB, subunidad 1 de la CO (CO-1), p-Akis Akt] (Tabla 2 diluido en una solucién
compuesta por BSA (0,01% p/v), azida sodica (0,@1¢py TBS-T. La concentracion
del anticuerpo primario utilizada vari6 en cada ocade acuerdo con las

recomendaciones del fabricantabla 2.

Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con TB& 10 minutos a temperatura
ambiente y, seguidamente, se incubaron con suategpanticuerpo secundariddbla
2) conjugado con peroxidasa y disuelto en lecheatada en polvo (5% p/v) y TBS-T
(para el andlisis de la proteina total) o solamérB&-T (para los estudios de las
fosforilaciones), durante 1 hora a temperatura antbi Transcurridos los 60 minutos,
se realizaron 3 lavados con TBS-T de 10 minutosalfiente, las proteinas se
visualizaron mediante quimioluminiscencia utilizandn sustrato quimioluminiscente
potenciado (ECL) (Immobilon Western ChemiluminesddRP Substrate, Millipore,
Billerica, EEUU) y un dispositivo de revelado parimioluminiscencia (Chemic Doc-It
Imaging System, UVPJpland, EEUU). La intensidad de cada banda fue tdieata
mediante densitometria con el programa de andjispgocesamiento de imagenes
Quantity One 4.6.€Bio-Rad, Hercules, EEUU).

Para proceder a la normalizacion de los valogesnémbrana fue, en primer
lugar, incubada durante 35 minutos a 65°C con gwi&tripping(pH 2,5) conteniendo
glicina (1,5% p/v), Tween 20 (0,5% p/v) y SDS (0,184). De esta forma, se
eliminaron los restos de la sefial luminiscente yemth por la deteccion anterior. A
continuacion, la membrana fue nuevamente bloqueadaleche desnatada en polvo
(5% p/v) y TBS-T durante 1 hora a temperatura anibig, seguidamente, incubada

con un anticuerpo anfl-actina conjugado con peroxidasBabla 2. Los valores de
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cada banda fueron entonces normalizados por saatésp control de cargg{actina),
divididos por el valor del grupo joven control (JGara estandarizar asi todos los
resultados, y representados como el porcentajevieldel valor del grupo JC. En el
caso del estudio del estado de fosforilacion depwoteina, los valores fueron también
normalizados por el valor de la proteina total @nfin de estudiar el ratio de

fosforilacion relativa.

4.4. Inmunoprecipitacion de proteinas

Para determinar posibles interacciones entre thstiproteinas de la via de
sefalizacion intracelular de la insulina, se incabaalicuotas con 500ug de proteina
durante 2 horas a 4°C con 2jg del anticuerpo pioncarrespondiente (p850 IRS-1)
(Tabla 2 y 25ul de proteina G-agarosa (sc-2002, Santa,dadas, EEUU). A
continuacion, las muestras fueron centrifugada30®Q rpm durante 1 minuto a 4°C, de
manera que los complejos proteina-anticuerpo-pratéi agarosa quedasen depositados
en el fondo. El pellet se lavd 3 veces con tamp&fato salino (pH 7,2) [NaCl (0,8%
p/v), KCI (0,02% p/v), fosfato de disodio (MPOy,) (0,14% p/v), fosfato de dipotasio
(KoHPGy) (0,02% p/v)] y Tween-20 (0,1% v/v) (PBS-T). Setamente, se realizo otro
lavado con tampoén fosfato salino (PBS), en cond&somenos astringentes, y el
precipitado fue re-suspendido en tampon de cargarateina G-agarosa fue separada
del complejo proteina-anticuerpo mediante desnl@acaon a 99°C durante 5 minutos.
Posteriormente, se realizd una centrifugacion apésatura ambiente a 13000 rpm
durante 2 minutos para precipitar la proteina Gre8egio el sobrenadante, donde se
encontraba la proteina inmunoprecipitada, y seuavah sus posibles interacciones con
otras proteinas mediante analisis Western blot,ocganexplicamos anteriormente. En
la inmunoprecipitacion de p85se estudiaron sus interacciones con p-§R%LERxy
ERB (Tabla 2. Por su parte, en los inmunoprecipitados de IR8-tealizaron analisis
Western blot contra Ry ERB (Tabla 2. En el caso de las inmunoprecipitaciones, el
valor que se utilizé para la normalizacion de lesuftados fue el de la proteina

inmunoprecipitada.
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4.5. Extraccion de membranas plasmaticas

Para evaluar la translocacion de GLUT4 a la mensbp@smatica se utilizé un
kit comercial disefiado para la extraccion espexifite proteinas de membrana
plasmatica (#K268-50, BioVision, Milpitas, EEUU)igsiendo las instrucciones del
fabricante. En primer lugar, la region del cortegrebral fue diseccionada y
homogeneizada giiX) Homogenize BuffeEl homogeneizado fue centrifugado a 700g
durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante fueggi@cqy centrifugado nuevamente a
10000g durante 30 minutos a 4°C. Se descart6 ebsathante y el pellet (proteinas de
membrana celular total) fue posteriormente re-sudide en 200ul d&Jpper Phase
Solution Al mismo tiempo, se prepard otra solucion sin stiaeque contenia 120ul de
Upper Phase Solutiory 120ul de Lower Phase SolutionAmbos tubos fueron
centrifugados a 3500 rpm durante 5 minutos a 48€ tyansfirieron las fases superior e
intermedia del tubo que contenia la muestra a wvodubo, del cual se extrajeron
nuevamente las fases superior e intermedia mediaradiccion de 100ul deower
Phase Solutiordel tubo sin muestra y posterior centrifugacions@@Brpm durante 5
minutos a 4°C. A continuacion, el producto obtenfde diluido (1:5) en agua
bidestilada y centrifugado a 13000 rpm durante Ifiutas a 4°C. Por ultimo, se
descart6 el sobrenadante y se re-suspendio et (witdeinas de membrana plasmatica)
en 20ul de PBS con Triton X-100 (0,5% v/v). De dstana quedaron aisladas las
proteinas de membrana plasmatica, de las cualasaséfico el contenido de proteina,
como ya se explicé anteriormente, y se realizaeonbtén ensayos de Western blot
contra GLUT4 Tabla 2 utilizando 15ug de proteina por cada muestreedta caso, la
proteina utilizada para normalizar los resultadae fina proteina especifica de

membrana plasmatica como es la/M4 ATPasa Tabla 2.

5. Estudio de un modelan vitro de dafio por isquemia/reperfusion recurrente

5.1. Cultivo celular

Para este estudio se utilizé la linea neuronal igecampo de raton HT22,
gentilmente cedida por el Dr. Juan Carlos Mayo Diepartamento de Morfologia y
Biologia Celular de la Universidad de Oviedo. Lakilas HT22 fueron mantenidas en

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) suplemadb con suero bovino fetal
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(FBS) (10% vl/v), glucosa (4,5g/l), glutamina (0,8Bgpiruvato (0,11g/l), penicilina
(100Ul/ml) y estreptomicina (100ug/ml), a una ternapgra constante de 37°C en una
atmosfera plenamente humidificada con una conazatralel 5% de C® El medio de
cultivo se renovo cada tres dias. La densidadainizila que fueron sembradas las

células se especifica en cada experimento.

5.2. Protocolo de privacion de oxigeno y glucosafneigenacion

La privacion de oxigeno y glucosa/reoxigenacion DR es un modelo bien
establecido para estudiar la patologia del dafieérsipo, ya que permite mimetiziar
vitro las condiciones que se dan en un dafio por isglrepéafusion (221,222). Para
generar dos situaciones consecutivas de OGD/R rieremplugar las células fueron
lavadas tres veces con Dulbecco’'s PBS (Gent&ampenhout, Bélgica). A
continuacion, las células fueron inmersas en uniongel cultivo sin suero y con baja
concentraciéon de glucosa [DMEM suplementado com locapcentracion de glucosa
(1g/l), glutamina (2mM), piruvato (0,11g/l), perica (100Ul/ml) y estreptomicina
(100ug/mlb)] e incubadas en una camara hipéxica (BB Flow Bioreactor, EBERS
Medical Technology, Zaragoza, Espafia) al 1% %9 CQy 37°C durante 18 horas.
Finalizado el periodo de privacion de oxigeno ycgha (OGD), las células fueron
lavadas nuevamente tres veces con PBS e incubadasezlio de cultivo completo en
condiciones de normoxia durante 24 horas. Una wwminado el periodo de
reoxigenacion, las células que sobrevivieron fuesometidas a un nuevo ciclo de
OGDI/R en las mismas condiciones. Los tiempos debpolo de OGD/R se escogieron
de acuerdo a la literatura (221). Las células fudratadas con PBfestradiol (10nM),
genisteina (1uM) o vehiculo (DMSO) desde 1 horgués de comenzar el primer
periodo de OGD hasta el final de la primera reaxageén. Durante esta primera
reoxigenacion, el FBS fue sustituido por FBS tratamn carbén activo para asi
eliminar las hormonas sexuales presentes en & gumritar posibles interferencias con
los tratamientos. La concentracion utilizada d@-é&Stradiol esta considerada como una
dosis fisiologica (223) y ha sido utilizada prevente por otros autores en este modelo
celular (224). Por su parte, la concentracion deistgina se corresponde con
concentraciones circulantes de este fitoestrogamoh#emanos y se ha revelado

previamente como neuroprotectora en modelos deidgfiémican vitro (210).
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Paralelamente, durante todo el experimento un gilepélulas ha sido sujeto de
los mismos lavados y cambios de medio, pero siemmargenido en medio de cultivo
completo y normoxia. Estas células también han satadas durante el mismo tiempo
con vehiculo (DMSO). Por tanto, el experimento etaltconsté de 4 grupos de
tratamiento: células cultivadas en medio completwogmoxia, y que fueron tratadas
con DMSO (N); y células que han sido sometidas faidos de OGD/R y han sido
tratadas con DMSO (V), Bfestradiol (E) o genisteina (G).

5.3. Ensayo de viabilidad celular

Para valorar la viabilidad celular se utiliz6 esayo de reduccion d&-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliuf TT) (222). EI MTT es reducido por las
enzimas oxidorreductasas dependientes de NAD(Pdsdticas (225) a su forma
insoluble, que adquiere un color purpura, reflegaadi el nUmero de células viables
presentes en cada ensayo. Para ello, las célubmenfilsembradas en placas de 96
pocillos, a una densidad inicial de 5%Xlulas/pocillo y en un volumen de 10@e
medio de cultivo. Para estimar el numero de célilasles, se afiadio el reactivo MTT
(0,5mg/ml) (Sigma-Aldrich, Missouri, EEUU) al medie cultivo y se incub6 durante 4
horas en condiciones normales de crecimiento (H%€CQ). Una vez transcurrido el
periodo de incubacion, las células fueron lisaddésngperatura ambiente mediante la
adicion de una disolucion con SDS (20% p/v) y NiMatilformamida (50% v/v)
durante 24 horas. A continuacion, la cantidad detieo reducido fue cuantificado
mediante densidad 6ptica en un lector de microplé&& junior, BioTek, Winooski,
EEUU) a una longitud de onda de 540nm. Cada trat@mise ensayo por octuplicado y

los datos fueron representados como el porcenghjgatbr medio del grupo normoxico.

Los ensayos de viabilidad celular fueron realizadoslos tiempos, tras la

primera y la segunda reoxigenacion.

5.4. Andlisis de Western blot

Para llevar a cabo el andlisis de proteinas meadidrgstern blot, las células

fueron sembradas en placas de 6 pocillos, a unasidéeh inicial de 2x10
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células/pocillo y en un volumen de 250@e medio de cultivo. Se obtuvieron lisados
celulares a dos tiempos, al finalizar la segundaDO al finalizar la segunda
reoxigenacion. Para ello, se lavaron las célulascgs con PBS vy, posteriormente, se
afiadi6 10pl/crhde buffer de lisis RIPA [TRIS-HCI (50mM:; pH 7,4):a8€1 (150mM),
Nonidet P-40 (0,5% v/v), desoxicolato sédico (0,p%), SDS (0,1% p/v), EDTA
(ImM), PMSF (1mM), ortovanadato soédico (1mM), glafesfato sodico (1mM),
pirofosfato (1ImM)]. A continuacion, las muestragron tratadas con una sonda de
ultrasonidos para completar su lisis y solubilif@s proteinas, y centrifugadas a
12000g durante 30 minutos a 4°Q@ara eliminar las fracciones no solubles.
Seguidamente, se cuantifico el contenido de prajeiomo se explicd anteriormente, y
se realizaron ensayos de Western blot contra leteipas de estudio (PARP-1, LC3,
CO-1, HIF-X, GLUT3 y GLUT1) {Tabla 2, utilizando cantidades equivalentes de
proteina. Los valores de cada banda fueron noratkli por su respectivo control de
carga B-actina) Tabla 2, y representados como el porcentaje del valorgiepo
normoéxico para estandarizar todos los resultad@slaCratamiento se ensayO por

triplicado en 2 experimentos independientes.

El siguiente esquem#&igura 11) resume las distintas intervenciones realizadas

enel modeloin vitro de dafio por isquemia/reperfusion recurrente:

OGD REOXIGENACION  OGD REOXIGENACION

Horas 01 18 42 60 84
l ]
Tratamientos: E, G, V T T T
MTT ECWB MTT
EC WB

Figura 11. Esquema representativo del disefio experimentaldie a cabo en un modeélovitro de dos
situaciones consecutivas de isquemia/reperfusid@eleas HT22. OGD=privacién de oxigeno y glucosa;
E=estradiol; G=genisteina; V=vehiculo; MTT=ensagordduccion deB-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumEC WB=extraccion de extractos crudos para essudioWestern blot.
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Tabla 2. Lista de anticuerpos y concentraciones empleauésseanalisis de Western blot.

“PRIMARIG  |DLUCION | GEilNpario | DILUCION
GLUTS (51502, Samta Gz 2000 | [OBA-a0stee 2168, | o000
CLUTA Or-108 Wlpore | g0y | SOAATLTANGIA008 | so000
R e ey T | 12000 | G oAty 120000
SRP(oSOSaCE | 000 | goslambrabbiiee 2008 | 0000
COHIMETHER S | e | 0y 14000
" e Dalas, EEUL) | TS9O | Sarta Cruy. Dalls, EEULy| 15000
A allas 00y | 18000 | e Dallas, £eU)| 130000
B-actinaDSI(ia-i,GégSS?ta Cruz 1:15000
PO (SOAG ST CHE | g0 | goAtabmoseoa0S, | asooo
" s, BEQL) | 11000 | e Dallas, EEU)| 1120000
Rt oo | SIMELTTIy | o000
o A ra, | s | gumemicenos | oo
T Gy | o | g | s
C3 (02605 Neroto, | 00 | goaemimouseee 2 |0
e | vamo | mermecse | Lo,
GLUT1 (sc-7903, Santa Cruz, 1:1000 goatanti-rabbit (sc-2004, 1:20000

Dallas, EEUU)

Santa Cruz, Dallas, EEUU)
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6. Analisis estadistico

En el estudio sobre la influencia de los nivelesestedgenos en distintas fases
del ciclo estral sobre el metabolismo oxidativaebeal, se utilizé la prueba para grupos
independientes T de Student para comparar la dativierebral entre los grupos estro y
diestro. En los casos en los que la variable naiaagna distribuciéon normal y/o no se
cumplia la igualdad de varianzas, se utilizé laepeuno paramétrica para muestras
independientes U de Mann-Whitney. La distribuciébarnmal de los datos fue
comprobada mediante el test de Kolmogorov-Smirmoigntras que la igualdad de

varianzas fue estudiada con la prueba de Levene.

Por otro lado, los efectos del envejecimiento fammnasi como de los
tratamientos con estradiol o genisteina, sobreratifes aspectos de la homeostasis
cerebral y de la via de sefalizacion intraceluéaladinsulina, se analizaron mediante el
analisis de la varianza (ANOVA) de una via y laglra para grupos independientes T
de Student. EI ANOVA fue utilizado para comparas thistintos grupos de tratamiento
dentro de la misma edad. Ademas, la prueba a pwsieest de Tukey permitié realizar
la comparacion mdultiple de todos los pares de mames&l test no paramétrico de
Kruskal Wallis y el método de Dunn fueron llevadgosabo cuando no se cumplia la
normalidad y/o igualdad de varianzas. Por otro Jadma T de Student no pareada
permitid6 comparar los animales jovenes y viejos @agbieron el mismo tratamiento.
En los casos en los que la variable no seguia istrébdcion normal y/o no se cumplia
la igualdad de varianzas, el estadistico U de Mafhitney fue utilizado para el analisis
de los datos.

Asimismo, para el estudio del mod@hovitro de dos situaciones consecutivas de
isquemia/reperfusion, se utiliz6 un ANOVA de una yara comparar los distintos
grupos de tratamiento. Ademas, se realizo la pragbasteriori Test de Tukey para la
comparacion multiple de todos los pares de muestraest no paramétrico de Kruskal
Wallis y el método de Dunn fueron llevados a calendo no se cumplia la normalidad

y/o igualdad de varianzas.

En todos los casos, los valores fueron represemtadmo la media + error
estandar de la media (SEM) y se establecido un rdeekignificacion «) del 5%,
considerando, por tanto, la existencia de difeemnestadisticamente significativas entre

aquellos valores en los que el grado de signifieaoinivel critico (p) fue menor a 0,05.
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Para el andlisis y representacion de los datostifizaton los programas
SigmaStat 3.5 (Systat Software, Chicago, USA), SBS® (SPSS Inc., Chicago,
EEUU), SigmaPlot 11.0 (Systat Software, ChicagoAJ$ GraphPad Prism 5.03
(GraphPad Software Inc., San Diego, EEUU).
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RESULTADOS

1. Pruebas neurologicas

Todos los animales pasaron con éxito la baterijaraebas neuroldgicas, por lo

gue ningun sujeto fue excluido del estudio debidéfecits sensoriales o motores.

2. Niveles de actividad citocromo ¢ oxidasa en las s estro y diestro

En la corteza prefrontal, los niveles de actividddcromo ¢ oxidasa del grupo
diestro fueron significativamente superiores a des grupo grupo estro en el area
prelimbica Figura 12A y Tabla B Sin embargo, en el resto de areas de esta region
cerebral no se encontraron diferencias estadisticEmsignificativas entre ambos
grupos Tabla 3.

En cuanto al hipocampo dorsal, no se encontrar@nedicias entre las distintas
areas de esta regiongbla 3. Mientras que en la porcion ventral, el grupocestostrd
unos valores de actividad CO significativamente on@y que los del grupo diestro en el
area CA3 Figura 12B y Tabla B

40 40
*

8 301 8 30-
0 * 0
< <
Q 204 Q 204
> >
0 10 0 10
< <

0- 0-

ESTRO DIESTRO ESTRO DIESTRO
FASE DEL CICLO FASE DEL CICLO

Figura 12. Valores de actividad CO (umol de citocromo c odmaninuto/g de tejido himedo) en la
region prelimbica de la corteza prefrontal (A) gaaCA3 del hipocampo ventral (B) en los gruposoestr
(n=8) y diestro(n=8). Los valores representan la media + SEM. @0Oestro vs diestro (*).

CO=citocromo c oxidasa.
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Tabla 3. Actividad citocromo ¢ oxidasa (umol de citocromoxidado/minuto/g de tejido himedo) en las
distintas regiones cerebrales de estudio en Igsograstro (n=8) y diest(@=8). Los valores representan

la media £ SEM. p<0,05 estro vs diestro (*).

REGION CEREBRAL ESTRO DIESTRO

Corteza prefrontal

Infralimbico 21,1+0,8 23,5+0,3
Prelimbico 20,7£0,7 23,240,6
Corteza cingulada 21,1+0,5 22,3+0,8

Corteza motora secundaria 22,3+0,6 24,2+0,7

Hipocampo dorsal

Area CA1 27,9+0,9 28,6+1,5
Area CA3 25,9+1,0 25,5+1,1
Giro dentado 40,9+1,6 40,7+1,8

Hipocampo ventral

Area CA1 30+1,2 27,7+0,9
Area CA3 30,5+#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 joveneswejos

Los niveles de GLUTS3, principal transportador decgka en cerebro, no se han
visto influenciados por el envejecimiento. Al amatli los resultados por rango de edad,
observamos que la cantidad de GLUT3 fue signifteatiente menor en los grupos JV y
VV que en el resto de grupos de la misma edad péx@n relacion con el grupo JE en
el caso de los animales jovenes, y con el grupo ¥&&l caso de los animales viejos,

donde no se alcanzo la significacion estadiskgguta 13A.

Sin embargo, en el caso de GLUT4 si que se produjodescenso
estadisticamente significativo asociado al envejexito, excepto en los grupos
ovariectomizados tratados con la dosis alta destgina. Al analizar este transportador
por rango de edad observamos que los grupos J(se3Entaron cantidades superiores
que el resto de grupos de animales jovenes, si lagerdiferencias solo alcanzaron
significacién estadistica al comparar al grupo geeperado con los grupos JV, JG1y
JG2, y al comparar al grupo ovariectomizado tratamoestradiol con el grupo JV. Por
su parte, los animales viejos con mayores niveles GLUT4 fueron los
ovariectomizados tratados con la dosis alta destEngm, los cuales presentaron
diferencias estadisticamente significativas corpeet® a los grupos VV y VE
(Figura 13B.

71



RESULTADOS

A

GLUT3 (% CONTROL)

GLUT4 (% CONTROL)

- — — W W e e W GLUT3

W - — - W W e w»  B-actina

JC JV JE JG1 JG2 VC VV VE VG1 VG2

150-

| o
o
o
o
o
o

100-

e

504

'

et e

e e e e

ALIMHIHIHIMIWY

AOUIHHIHIMISNIINY

e

JC JV JEJG1JG2 VC VV VEVG1VG2

JOVENES VIEJAS

- R e e " GLUT4

W R o - - G — - B'a‘:tina

JC JV JE JG1 JG2 VvC VV VE VG1 VG2

150+

1004

g
ANMMIMIMNINNL
ALMIHHITHIIMIWNW

JC JV JEJG1JG2 VC VV VEVG1VG2
JOVENES VIEJAS

Figura 13. Niveles de proteina GLUT3 (A) y GLUT4 (B) en lasimales jovenes y viejos. El histograma

muestra el analisis

densitométrico de cinco expamos independientes de Western blot (n=5 por

grupo). Los valores representan la media + SEMryrmostrados como el porcentaje relativo del valor

del grupo joven control (JC). p<0,05 jovenes vgagd*), con respecto al grupo V (b), E (c), G1, @2

(e). GLUT3 y GLUT4=transportadores de glucosa 3 yedpectivamente; JC=animales jovenes control;

JV, JE, JG1 y JG2=animales jévenes ovariectomizgdiztados con vehiculo, estradiol, dosis bajliay a

de genisteina, respectivamente; VC=animales vie@grol; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos

ovariectomizados y tratados con vehiculo, estradmsis baja y alta de genisteina, respectivamente.
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4. Niveles de CO-1 en los animales jovenes y viejos

Una vez cuantificados los niveles de la subunidathlitica y principal
(subunidad 1) de la citocromo c¢ oxidasa (CO-1), oatramos un descenso
estadisticamente significativo relacionado condadeen la expresion de esta proteina,
tanto en el grupo pseudooperado (JC vs VC) comel ewvariectomizado tratado con
vehiculo (JV vs VV). En los animales jovenes, elpgr JE mostré unos niveles de esta
proteina significativamente superiores en relac&®ros grupos ovariectomizados
tratados con genisteina y vehiculo. Por su partdp® animales viejos el grupo VE
mostré mayores niveles que el resto de grupos,usueg@lo se alcanzaron diferencias

estadisticamente significativas con el grupo VCW(¥igura 14).
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Figura 14. Niveles de la subunidad 1 de la citocromo ¢ oxad&0-1) en los animales jévenes y viejos.
El histograma muestra el analisis densitométriceideo experimentos independientes de Western blot
(n=5 por grupo). Los valores representan la med&EM y son mostrados como el porcentaje relativo
del valor del grupo joven control (JC). p<0,05 jdee vs viejas (*), con respecto al grupo C (a)by/ (
G1 (d), G2 (e). JC=animales jévenes control; JV,,J&l y JG2=animales jévenes ovariectomizados y
tratados con vehiculo, estradiol, dosis baja y d#tagenisteina, respectivamente; VC=animales viejos
control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovarieatizados y tratados con vehiculo, estradiol, dosis

baja y alta de genisteina, respectivamente.
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5. Niveles de ERiI67 y ERu46 en los animales jovenes y viejos

También analizamos la influencia del envejecimientolos tratamientos
empleados sobre las isoformas de 67 y 46kDa deptecde estrogenas (ERu67 y
ERo46 respectivamente), habiendo encontrado un inecremeestadisticamente
significativo asociado al envejecimiento en el grgggeudooperado (JC vs VC) y en los
grupos ovariectomizados tratados con estradiolveIE) y dosis baja de genisteina
(JG1 vs VG1) en los niveles de &¥ (Figura 15A, asi como en los animales
pseudooperados (JC vs VC) y ovariectomizados watadn dosis baja de genisteina
(JG1 vs VG1) en la abundancia dec#R (Figura 15B.

Por otro lado, no se encontraron diferencias edttadinente significativas entre
los distintos tratamientos ni en los niveles dex&R(Figura 15A, ni en los de ER46
(Figura 15B, en los animales jovenes. Sin embargo, si seehaantrado diferencias
entre los grupos de animales viejos, mostrandaiopos VC, VE y VG1 cantidades
mayores tanto de EB®7 como de EBR46, si bien las diferencias solo alcanzaron
significacion estadistica al comparar VV respectd@y VE en el caso de ER7
(Figura 15A y VV respecto a VC y VG1 en el caso dec#R (Figura 15B.
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los animales jévenes y viejos. El histoge muestra

el analisis densitométrico de cinco experimentaependientes de Western blot (n=5 por grupo). Los

valores representan la media + SEM y son mostrado® el porcentaje relativo del valor del grupo

joven control (JC). p<0,05 jovenes vs viejas (Hn

de 67 y 46kDa del receptor de estrogemazspecti

e¢especto al grupo V (b). BR7 y ERi46=isoformas

vamente; JC=animales jovenes controlJEY,JG1 y

JG2=animales jovenes ovariectomizados y tratadowebiculo, estradiol, dosis baja y alta de gefmate

respectivamente; VC=animales viejos control; VV,, W1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y

tratados con vehiculo, estradiol, dosis baja yddtgenisteina, respectivamente.
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RESULTADOS

6. Niveles de ER y ratio ERa67/ERp en los animales jovenes y viejos

Los niveles del otro subtipo del receptor de estnog, ER, también fueron
cuantificados. La comparacion entre edades mostedcaida en los niveles de esta
proteina asociada al envejecimiento, llegando @&s@disticamente significativa en el
grupo pseudooperado. En relacion a los posiblestasfede los tratamientos, no se
encontraron diferencias estadisticamente signiigatni entre los grupos de animales

jovenes ni entre los de animales viejpg(ra 16A.

Ademas, se estudio el ratio entre ambos subtipbsedeptor de estrogenos.
Para ello, calculamos el cociente resultante delidila cantidad de E&67 entre la de
ERB de cada animal. El balance se mantuvo en uncgat@ano a 1 en las ratas jovenes,
es decir, abundancia similar de ambos subtiposedeptor de estrogenos. Sin embargo,
esta relacion sufrié un desplazamiento significaten el envejecimiento hacia &6¥,
con una clara predominancia de este subtipo soRf énh todos los grupos de
tratamiento. En cuanto a los efectos de los traatos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupesrjés. Sin embargo, una alteracion de
este ratio fue evidenciada en el grupo VV, siendnificativamente menor que en los
grupos VC y VE Figura 16B.
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Figura 16. Niveles de ER (A) y ratio ERi67/ERB (B) en los animales jovenes y viejos. El histoggam

muestra el andlisis densitométrico de cinco exparos independientes de Western blot (n=5 por

grupo). Los valores representan la media + SEMryrmostrados como el porcentaje relativo del valor

del grupo joven control (JC) (A), o bien como lagtab brutos (B). p<0,05 jovenes vs viejas (*¥), con

respecto al grupo V (b). BRreceptor de estrogends ERu67=isoforma de 67kDa del receptor de

estrogenosy; JC=animales jovenes control; JV, JE, JG1 y JGiPmales jovenes ovariectomizados y

tratados con vehiculo, estradiol, dosis baja y déiagenisteina, respectivamente; VC=animales viejos

control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovarieatizados y tratados con vehiculo, estradiol, dosis

baja y alta de genisteina, respectivamente.
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RESULTADOS

7. Interaccion p-IRS1ye12 - p85a en los animales jovenes y viejos

La interaccion entre la forma activa de IRS1 (pAR&2) y la subunidad
reguladora de PI3K (p8% disminuyd significativamente con la edad, tanto les
animales pseudooperados (JC vs VC) como en losieot@mizados tratados con
estradiol (JE vs VE) y dosis alta de genistein®2(¥&VG2). En los animales jovenes,
el grupo JV mostré una interaccidon menor entresedts proteinas que el resto de los
grupos, alcanzandose significacion estadistica respecto a los grupos JE y JG2.
Ademas, el grupo JG2 mostré una interaccion sigatifamente mayor que el grupo
JC. Por el contrario, no se encontraron diferenesiadisticamente significativas entre

los distintos tratamientos en los animales viefogura 17).
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Figura 17. Interaccion entre p-IRg:2 Y p85n en los animales jovenes y viejos. El histogramastra el
analisis densitométrico de cinco experimentos irddentes de Western blot (n=5 por grupo). Los
valores representan la media + SEM y son mostrado® el porcentaje relativo del valor del grupo
joven control (JC). p<0,05 jovenes vs viejas (Ynaespecto al grupo C (a), V (b). p-IRgl~=forma
activa de IRS1; p8Bsubunidad reguladora de PI3K; IgG=inmunoglobulinas;
IP=inmunoprecipitacién; IB=inmunoblot; JC=animal@venes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales
jovenes ovariectomizados y tratados con vehiculktradiol, dosis baja y alta de genisteina,
respectivamente; VC=animales viejos control; VV,, W1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y

tratados con vehiculo, estradiol, dosis baja ydstgenisteina, respectivamente.
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8. Interaccién ERa-IRS1 en los animales jovenes y viejos

No se encontraron diferencias relacionadas comlda en la interaccion entre
IRS1 y ambas isoformas de &R ERu67 (Figura 18A y ERu46 (Figura 18B.
Ademés, también se evalud el ratio entre ambasast®nes dividiendo la unién
ER046-IRS1 entre EBG7-IRS1 en cada animdfigura 18Q. Calculando este cociente
fue posible comprobar qué isoforma deoEd® unié con mas fuerza a IRS1. El ratio fue
menor de 1 en ambas edades, indicando que lansafde 67kDa se unié con mayor
afinidad a IRS1 a cualquier edad. Sin embargo, hwbmcremento relacionado con la
edad en este ratio en los grupos ovariectomizadtasdbs con estradiol (JE vs VE) y
dosis baja de genisteina (JG1 vs VGAyQra 180.

En lo relativo a la comparacion entre los distingpgpos de tratamiento por
rango de edad, el grupo JG2 mostré una interadeRu67-IRS1 significativamente
mayor que los grupos JV, JE y JGdigura 18A. Por el contrario, no se encontraron
diferencias entre los grupos de animales jéveriesn cuanto a la interaccion &&6-
IRS1 Figura 18B, ni en lo relativo al ratio Eé16-IRS1 / ER67-IRS1 Figura 180Q.
Ademas, en los animales viejos no se encontraréeredicias entre grupos de
tratamiento, ni en lo referente a las interacciamdse IRS1 y ambas isoformas decER
(Figura 18A y Figura 18 ni en el ratio ER46-IRS1 / ER67-IRS1 Figura 180.
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Figura 18. Interaccién ER67-IRS1 (A), interaccién E&I6-IRS1 (B), ratio ER46-IRS1/ER67-IRS1

(C) y bandas representativas de estas proteinagn(Dys animales jovenes y viejos. El histograma
muestra el analisis densitométrico de cinco expmrtos independientes de Western blot (n=5 por
grupo). Los valores representan la media + SEMryrmostrados como el porcentaje relativo del valor
del grupo joven control (JC) (A, B), o bien coms ldatos brutos (C). p<0,05 jévenes vs viejas @) ¢
respecto al grupo V (b), E (c), G1 (d). &Y y ERud6=isoformas de 67 y 46kDa del receptor de
estrogenos o; IRSl=sustrato del receptor de insulina 1; IgGainoglobulinas G;
IP=inmunoprecipitacién; IB=inmunoblot; JC=animal@senes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales
jovenes ovariectomizados y tratados con vehiculktradiol, dosis baja y alta de genisteina,
respectivamente; VC=animales viejos control; VV,, W1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y

tratados con vehiculo, estradiol, dosis baja ydstgenisteina, respectivamente.
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RESULTADOS

9. Interaccion ERB-IRS1 en los animales jévenes y viejos

La interaccion entre IRS1 y el otro subtipo delepor de estrogenos, BR
también fue analizad#&igura 19. La comparacién entre edades mostré un incremento
estadisticamente significativo con el envejecintede la interaccion en el grupo
ovariectomizado tratado con dosis baja de genasi@@1 vs VG1). Por otro lado, no se
encontraron diferencias significativas entre lostidios grupos de tratamiento en los
animales jévenes. Sin embargo, en los animalessyie] grupo VG1 exhibié una unién
entre estas dos proteinas significativamente mayeoe los grupos VC y VV

(Figura 19.
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Figura 19. Interaccion entre ERe IRS1 en los animales jovenes y viejos. El histom muestra el
analisis densitométrico de cinco experimentos irddentes de Western blot (n=5 por grupo). Los
valores representan la media + SEM y son mostrado® el porcentaje relativo del valor del grupo
joven control (JC). p<0,05 jovenes vs viejas (Ynaespecto al grupo C (a), V (b). [EReceptor de
estrogenos B; [IRS1=sustrato del receptor de insulina 1; IgGainoglobulinas G;
IP=inmunoprecipitacién; IB=inmunoblot; JC=animal@venes control; JV, JE, JG1 y JG2=animales
jévenes ovariectomizados y tratados con vehicultradiol, dosis baja y alta de genisteina,
respectivamente; VC=animales viejos control; VV, WK1 y VG2=animales viejos ovariectomizados y

tratados con vehiculo, estradiol, dosis baja ydstgenisteina, respectivamente.
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10. Interaccion ERa-p85a en los animales jovenes y viejos

No se encontraron cambios significativos asociaalda edad en cuanto a la
interaccion entre E&67 y la subunidad reguladora de PI3K, @&bigura 20A. Sin
embargo, hallamos un descenso estadisticamentdicsiino relacionado con el
envejecimiento en la interaccion de p&®n ER46 en los grupos pseudooperados (JC
vs VC) y en los grupos ovariectomizados tratadesvahiculo (JV vs VV) y dosis alta
de genisteina (JG2 vs VG2Figura 20B. Ademas, tal como hicimos con IRS1,
calculamos el ratio entre las interaccionesudERp8m / ERu67-p8%w para averiguar
gué isoforma de EdrRse unia con mas fuerza a p8kl cociente de este ratio fue mayor
de 1 en ambos grupos de edad, indicando que larmsafde 46kDa se unié con mayor
potencia a p8b a cualquier edad. Sin embargo, el ratio experilhama caida
estadisticamente significativa con el envejecinuieant todos los grupos, excepto en el

ovariectomizado y tratado con alta dosis de geinst€igura 20Q.

En cuanto a la comparacion entre tratamientos ®mlikiintos grupos de edad,
no se han visto diferencias estadisticamente ggtiifas ni en las interacciones entre
ambas isoformas de EBRYy p8% (Figuras 20A y 20B ni en el rato
ERa46-p85 / ERn67-p85m (Figura 200.
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Figura 20. Interaccién ER67-p8m (A), interaccién ER46-p8: (B), ratio ERi46-p8m/ERa67-p85m

(C) y bandas representativas de estas proteinagr(Dds animales jévenes y viejos. El histograma
muestra el andlisis densitométrico de cinco exparos independientes de Western blot (n=5 por
grupo). Los valores representan la media + SEMryrmostrados como el porcentaje relativo del valor
del grupo joven control (JC) (A, B), o bien coma Idatos brutos (C). p<0,05 jovenes vs viejas (*).
ERu67 y ERi46=isoformas de 67 y 46 kDa del receptor de estrdgie p8Su=subunidad reguladora de
PI3K; IgG=inmunoglobulinas G; IP=inmunoprecipitagidB=inmunoblot; JC=animales jévenes control;
JV, JE, JG1 y JG2=animales joévenes ovariectomizadiztados con vehiculo, estradiol, dosis bajliay a
de genisteina, respectivamente; VC=animales vie@#rol; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos

ovariectomizados y tratados con vehiculo, estradmsis baja y alta de genisteina, respectivamente.
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11.Interaccion ERB-p85a en los animales jévenes y viejos

La comparacion entre edades no mostré diferenciamdisticamente
significativas relacionadas con el envejecimientoesta interaccionF{gura 21). En
relacion al estudio de los efectos de los tratatogean los distintos grupos de edad, los
grupos JE y JG2 experimentaron un aumento estalistnte significativo de esta
interaccion comparado con el grupo JG1. En los alesnviejos observamos que el
grupo VG2 mostré el valor mas alto de unién entstae dos proteinas, siendo
significativamente mayor que los valores de lopgsuvV, VE y VG1 Figura 21).
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Figura 21. Interaccion entre Ry p85x en los animales jovenes y viejos. El histogramagira el
analisis densitométrico de cinco experimentos irddentes de Western blot (n=5 por grupo). Los
valores representan la media + SEM y son mostrado® el porcentaje relativo del valor del grupo
joven control (JC). p<0,05 con respecto al grupgb)y, E (c), G1 (d). ER=receptor de estrogen@s
p85u=subunidad reguladora de PI3K; IgG=inmunoglobulina8; IP=inmunoprecipitacion;
IB=inmunoblot; JC=animales jévenes control; JV, J&1 y JG2=animales jévenes ovariectomizados y
tratados con vehiculo, estradiol, dosis baja y d#tagenisteina, respectivamente; VC=animales viejos
control; VV, VE, VG1 y VG2=animales viejos ovarientizados y tratados con vehiculo, estradiol, dosis

baja y alta de genisteina, respectivamente.

84



RESULTADOS

12. Fosforilacion de Aktsers73 €N l0S animales jovenes y viejos

La forma activa de Akt no se vio afectada por eegcimiento. Sin embargo, si
se observaron diferencias estadisticamente sigtiifecs dentro de cada grupo de edad.
En lo concerniente a las ratas jovenes, el grupandBkiro los niveles mas altos de
fosforilacion, alcanzando significacion estadistiespecto a los grupos JV, JG1 y JG2.
Por otra parte, en los animales viejos los grupgsyWG2 mostraron una fosforilacién
de Aktes7sSignificativamente mayor que los grupos VV y V@glra 22).
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Figura 22. Fosforilacion de Akts7zen los animales jovenes y viejos. El histogramasira el andlisis
densitométrico de cinco experimentos independiedesNestern blot (n=5 por grupo). Los valores
representan la media + SEM y son mostrados conmomentaje relativo del valor del grupo joven
control (JC). p<0,05 con respecto al grupo V (k, (@), G2 (e). p-Akts75=forma activa de la proteina
quinasa B; Akt=proteina quinasa B; JC=animalesrjésecontrol; JV, JE, JG1 y JG2=animales jovenes
ovariectomizados y tratados con vehiculo, estradiokis baja y alta de genisteina, respectivamente;
VC=animales viejos control; VV, VE, VG1 y VG2=anilaa viejos ovariectomizados y tratados con

vehiculo, estradiol, dosis baja y alta de genistai@spectivamente.
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13.Niveles de GLUT4 en membrana plasmatica en los anates jovenes y viejos

La translocacion de GLUT4 hacia la membrana plasa&ufri6 un descenso
con la edad en los animales pseudooperados, agh eonlos ovariectomizados y
tratados con genisteina. En cuanto a la compardéw&ro de cada edad, en las ratas
jovenes todos los grupos de tratamiento mostranoos niveles de GLUT4 en
membrana plasmatica significativamente mas alt@s ejugrupo JV. Sin embargo, en
los animales viejos s6lo destacOd por encima débresgrupo VE, el cual presento
niveles significativamente mayores de GLUT4 en nramd plasmatica que el resto de

grupos de tratamientéigura 23.
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Figura 23. Niveles de GLUT4 en membrana plasmatica en losiaes jovenes y viejos. El histograma
muestra el analisis densitométrico de cinco expmrtos independientes de Western blot (n=5 por
grupo). Los valores representan la media £+ SEMryrmostrados como el porcentaje relativo del valor
del grupo joven control (JC). p<0,05 jévenes v§agd*), con respecto al grupo C (a), V (b), G1, @2

(e). GLUT4m=transportador de glucosa 4 en membptasmatica; JC=animales jovenes control; JV, JE,
JG1 y JG2=animales joévenes ovariectomizados ydwataon vehiculo, estradiol, dosis baja y alta de
genisteina, respectivamente; VC=animales viejostrabnVV, VE, VG1 y VG2=animales viejos

ovariectomizados y tratados con vehiculo, estradmgis baja y alta de genisteina, respectivamente.
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14.Ensayo de viabilidad celular en las células HT22

La viabilidad celular se vio fuertemente reducidatedos los grupos como
consecuencia de un ciclo de privacion de oxigeglugosa/reoxigenacion (OGD/R) en
comparacion con el grupo normoxico (N). Sin embaejogrupo expuesto a OGD/R
tratado con estradiol (E), presenté unos valoregatelidad celular significativamente

mas altos que el grupo tratado con DMSO {y(ra 24A.

Por su parte, los grupos sometidos a dos ciclosemoivos de OGD/R sufrieron
una reduccion de la viabilidad celular aun may@peeto al grupo N. En este caso,
dentro de los grupos expuestos a los dos cicl@3@B/R, tanto las células tratadas con
estradiol (E) como con genisteina (G) presentaroosuvalores de viabilidad

significativamente superiores al del grupoRglura 24B.
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Figura 24. Ensayo MTT de viabilidad celular en las células2BExpuestas a un ciclo (A) o dos ciclos
consecutivos (B) de privacion de oxigeno y gluaesigenacion (OGD/R). Los valores representan la
media £ SEM de cada uno de los grupos (n=8 porajryson mostrados como el porcentaje relativo del
valor medio del grupo normoéxico (N). p<0,05 respeat grupo normoéxico (*), respecto al grupo
vehiculo (#). N=células cultivadas en medio conmtplgt normoxia; V, E y G=células expuestas a
privacién de oxigeno y glucosa/reoxigenacion (OGD/Rratadas con vehiculo, estradiol o genisteina,

respectivamente.
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15. Evaluacién del procesamiento de PARP-1 en las céglHT22

El procesamiento de PARP-1 se evalu6 como un maracicélulas que estan
sufriendo procesos de apoptosis. El procesamiemtBARP-1 fue significativamente
mas alto en todos los grupos que en el grupo Nlaraggunda OGD. Sin embargo,
cuando las células fueron reoxigenadas nuevameate dsta segunda OGD, el
procesamiento de PARP-1 descendi6é a los nivelegrd@lo normoéxico en todos los

casos Figura 25).
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Figura 25. Procesamiento de PARP-1 en las células HT22 etqmies dos ciclos consecutivos de

privacion de oxigeno y glucosa/reoxigenacion (OGDHR histograma muestra el andlisis densitométrico
del Western blot en dos experimentos independiestssayados por triplicado (n=6 por grupo). Los
valores representan la media + SEM y son mostrado® el porcentaje relativo del valor del grupo
normoxico (N). p<0,05 respecto al grupo norméxith PARP-1=polimerasa poli (ADP-ribosa) 1;

N=células cultivadas en medio completo y normo¥iak y G=células expuestas a privacién de oxigeno
y glucosa (OGD) o privacion de oxigeno y glucosafigenacion (OGD/R) y tratadas con vehiculo,

estradiol o genisteina, respectivamente.
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16.Evaluacion del ratio de LC3 en las células HT22

Por otra parte, también se estudio el ratio ent@3-U y LC3-I como un
marcador de células que hayan activado el mecardsnaoitofagia. De la misma forma,
también se vio un aumento significativo del rati@3tll/LC3-1 en respuesta a un
segundo ciclo de OGD en todos los grupos con réspela situacion de normoxia. Sin
embargo, se produjo una reduccion de este ratidaceegunda reoxigenacion, llegando

a descender a valores cercanos a los del grupoommonen todos los casos

(Figura 26).
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Figura 26. Ratio LC3-1I/LC3-I en las células HT22 expuestados ciclos consecutivos de privacion de
oxigeno y glucosa/reoxigenacion (OGD/R). El hisamga muestra el analisis densitométrico del Western
blot en dos experimentos independientes ensayadostriplicado (n=6 por grupo). Los valores
representan la media £+ SEM y son mostrados comorekntaje relativo del valor del grupo normaéxico
(N). p<0,05 respecto al grupo normoéxico (*). LC3:=IC3-II=formas citosdlica y lipidada de la cadena
ligera 3 de la proteina asociada a los microtubdldALB, respectivamente; N=células cultivadas en
medio completo y normoxia; V, E y G=células expassi privaciéon de oxigeno y glucosa (OGD) o
privacion de oxigeno y glucosa/reoxigenacion (OGQD/Rratadas con vehiculo, estradiol o genisteina,

respectivamente.
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17.Niveles de CO-1 en las células HT22

Con el objetivo de estudiar posibles variacionek rdetabolismo oxidativo
neuronal en respuesta a las dos situaciones cdivescule OGD/R generadas, se
evaluo la subunidad catalitica y principal de taaiomo ¢ oxidasa (CO-1). Los niveles
de esta proteina descendieron significativamentedpbajo del grupo N en todos los
grupos expuestos a esta segunda OGD. Sin embagytratamientos con estradiol y
genisteina previnieron parcialmente este desceastortha significativa respecto al
grupo V. La reoxigenacion posterior a esta seg@@® supuso un nuevo incremento

de la expresion de CO-1, la cual alcanzoé los valded grupo normoxico en todos los

casos igura 27).
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Figura 27. Niveles de la subunidad 1 de la citocromo ¢ 0xad@0-1) en las células HT22 expuestas a
dos ciclos consecutivos de privacion de oxigenolucaga/reoxigenacién (OGD/R). El histograma
muestra el andlisis densitométrico del Western dlotlos experimentos independientes ensayados por
triplicado (n=6 por grupo). Los valores represerdtamedia + SEM y son mostrados como el porcentaje
relativo del valor del grupo norméxico (N). p<0,Bspecto al grupo norméxico (*), respecto al grupo
vehiculo (#). N=células cultivadas en medio complgt normoxia; V, E y G=células expuestas a
privacion de oxigeno y glucosa (OGD) o privacion aiégeno y glucosa/reoxigenacion (OGD/R) y

tratadas con vehiculo, estradiol o genisteinae@s@mente.
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18.Niveles de HIF-1o. en las células HT22

Se analiz6 HIF-& como un marcador de células que atraviesan wmcsin de
hipoxia. Esta proteina se sobreexpres6é de formaifisgtiva en todos los grupos
respecto al grupo normoxico tras la exposicion a segunda OGD. Ademas, los
valores de esta proteina también se mantuvieraifisegfivamente mas altos en todos
los grupos comparado con el grupo N durante elrslgyeriodo de reoxigenacion
(Figura 28.
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Figura 28. Niveles de HIF-& en las células HT22 expuestas a dos ciclos cotigeside privacion de
oxigeno y glucosa/reoxigenacion (OGD/R). El hisamga muestra el analisis densitométrico del Western
blot en dos experimentos independientes ensayadostriplicado (n=6 por grupo). Los valores
representan la media £ SEM y son mostrados conporekentaje del valor medio del grupo normoéxico
(N). p<0,05 respecto al grupo normoéxico (*). Hl&=subunidadx del factor inducible por la hipoxia 1;
N=células cultivadas en medio completo y normo¥iak y G=células expuestas a privacién de oxigeno
y glucosa (OGD) o privacion de oxigeno y glucosafigenacion (OGD/R) y tratadas con vehiculo,

estradiol o genisteina, respectivamente.
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19. Niveles de los transportadores de glucosa GLUT3 yl®T1 en las células
HT22

En dltimo lugar, se estudid la influencia del expento de dos OGD/R
consecutivas sobre los niveles de expresion de @Gl.Umansportador de glucosa
mayoritario en las neuronas. No obstante, est@imese mantuvo constante a lo largo
de todo el experimento, no encontrandose diferenesadisticamente significativas
respecto al grupo N, ni en los grupos sometidosaasegunda OGD ni en aquellos que
fueron posteriormente reoxigenados. Tampoco sarballdiferencias entre ninguno de

los tratamientos ensayados en ninguna de las lesisines evaluadaBigura 29A.

De manera adicional se evaluaron los niveles d&jma del otro transportador
de glucosa mayoritario en el SNC, GLUT1. Este tansdor se encuentra
mayoritariamente en la glia. No obstante, tal camftejaron los datos del grupo
normoxico, también se expresa en las neuronas,uaueq muy baja cantidad. Sin
embargo, la exposicion a la segunda OGD provocd tegulacion al alza
estadisticamente significativa de este transporta@oglucosa en todos los grupos.
Durante la fase de reoxigenacion, los niveles d&TdL disminuyeron en todos los
casos, aungue continuaron siendo significativamenés altos que los del grupo
normoxico en todos los grupdsigura 29B8.
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Figura 29. Niveles de GLUT3 (A) y GLUT1 (B) en las células Pexpuestas a dos ciclos consecutivos
de privacibn de oxigeno y glucosal/reoxigenacion OR3. El histograma muestra el analisis
densitométrico del Western blot en dos experimemmtdspendientes ensayados por triplicado (n=6 por
grupo). Los valores representan la media £+ SEMryrmostrados como el porcentaje relativo del valor
del grupo norméxico (N). p<0,05 respecto al grupomoxico (*). GLUT3 y GLUT1=transportadores de
glucosa 3 y 1, respectivamente; N=células cultisasta medio completo y normoxia; V, E y G=células
expuestas a privacion de oxigeno y glucosa (OG[yiwacion de oxigeno y glucosa/reoxigenacion

(OGD/R) y tratadas con vehiculo, estradiol o] geifst, respectivamente.
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DISCUSION

La actividad sexual de la mayor parte de las hambe los mamiferos depende
de la repeticion de un ciclo reproductivo. Dichdaiesta sujeto a un control preciso en
el que intervienen diversos factores, entre lodesubps estr6genos juegan un papel
fundamental (7). La importancia de estas hormoatstando al hipotalamo, para el
buen funcionamiento de las funciones reproducisade sobra conocida. Sin embargo,
menos conocidas, pero no menos importantes, radalkafunciones que éstas ejercen
para el mantenimiento de la homeostasis cerebralcipalmente participando en la
regulacion de eventos metabolicos (46,47). Por estéivo, el primer objetivo
propuesto en este trabajo fue estudiar la pogilfiigencia que tienen las diferencias en
los niveles de estrogenos sobre el metabolismoatix@ en la corteza prefrontal e
hipocampo de ratas hembra adultas. Para ellozartibs dos fases distintas del ciclo
estral, estro y diestro, que se caracterizan tpotaliferir en los niveles de estrogenos
circulantes como por no presentar niveles signifioa de otras hormonas ovaricas
(211), lo que las convierte en las fases ideales gstudiar fenomenos relacionados con
la variacion de estrogenos en ratas intactas. @adtacar que las regiones de la corteza
prefrontal e hipocampo fueron escogidas por suiga@ibn en funciones cerebrales
basicas como el aprendizaje y la memoria (215,24%)como por la amplia presencia
de receptores de estrégenos en ambas regione8)(18¢emas, estudios previos en los
que se utilizé la técnica de PET y el trazador bidteo **F-FDG evidenciaron en
primates la influencia de las fluctuaciones de lwras ovaricas a lo largo del ciclo en
el metabolismo de areas cerebrales implicadas emtzion (45), cualidad que se le

atribuye, entre otras, a nuestras regiones deiestud

Como ya mencionamos anteriormente, la citocromxidasa es un enzima
mitocondrial clave implicado en la respiracion taiwy en el metabolismo oxidativo.
La actividad CO es critica para la produccién dd’?Aja que se ubica en la membrana
mitocondrial interna catalizando el ultimo pasdaleadena de transporte de electrones,
la cual esta acoplada, en ultimo término, al prodesfosforilacién oxidativa. Dado que
en el cerebro la produccion de ATP esta altamegéeld a la demanda energética, la
actividad CO se considera un marcador fiable deidatl metabdlica cerebral (49). En
referencia a este estudio, los datos mostrarorgtarehomogeneidad en los niveles de
actividad citocromo ¢ oxidasa entre las fases egtdiestro en las distintas regiones
cerebrales estudiada$apla 3. Esto puede sugerir que pequefias diferencia®en |
niveles fisiolégicos de estrogenos no son sufieemara modificar significativamente
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la actividad metabdlica de areas especificas deC.S8in embargo, hallamos un
incremento significativo de actividad CO en la éegiprelimbica de la corteza
prefrontal en la fase de diestro, en la cual logles de estrdgenos son mas elevados
(Figura 12A. Este hallazgo iria en la misma linea que otralsajos que muestran un
aumento en la actividad metabdlica cerebral indugdr estradiol (44,226), asi como
un incremento del consumo de oxigeno en las mithéas cerebrales (47). En cambio,
el area CA3 del hipocampo ventral mostré una magtiwidad CO durante la fase de
estro, cuando los niveles de estrégenos son meftogesa 12B. Este ultimo resultado
parece sefialar que la relacion entre los nivelessttégenos y la actividad metabdlica
cerebral no es directamente proporcional en taakselgiones cerebrales. Por tanto, la
influencia de las diferencias en los niveles dedgsnhos durante el ciclo estral sobre el
metabolismo oxidativo cerebral parece ser espeacifie region. En este sentido,
distintos factores como la abundancia de receptdeesestrogenos y de distintos
neurotransmisores en cada area, asi como los dipasinapsis predominantes y las

conexiones funcionales con otras areas, podridicaxpste resultado divergente.

Es necesario tener en cuenta que el estudio enhratabra a lo largo del ciclo
estral resulta una aproximacion cercana para ente@sclarecer los cambios moleculares
qgue ocurren durante el ciclo menstrual en muj@gsembargo, el mayor inconveniente
de trabajar con ratas intactas reside en que poaeen controlar fielmente los niveles
hormonales. A pesar de haber escogido dos faskes gue los estrogenos predominan
claramente sobre el resto de hormonas implicadad eantrol del ciclo (211), no se
puede descartar la posibilidad de que los nivelesnmos de otras hormonas, presentes
en la rata hembra adulta, puedan tener ciertaeinlia sobre las regiones de estudio.
Asi, hormonas como la progesterona, la prolactiaal.H o la FSH podrian estar
ejerciendo acciones directas o indirectas potedoiam antagonizando los efectos
atribuidos a los estrogenos a pesar de estar ezlesivminimos. Por este motivo,
decidimos continuar nuestro estudio sobre los e$ede los estrégenos en el SNC de
una forma mas controlada. Para ello, ratas jovgnesxualmente maduras fueron
sometidas a una ovariectomia, operacion que redug@sticamente la produccion
endogena de hormonas femeninas mediante la exéirpde los ovarios. Estas ratas
fueron posteriormente tratadas corg-Estradiol, principal estrogeno secretado a nivel
ovarico (2). Teniendo en cuenta que la caida enilades de estrégenos inherente a la
menopausia puede dar lugar a la aparicién de diseintomas y patologias, decidimos
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estudiar también tales efectos en ratas viejascuates han llegado al final de su
periodo reproductivo. De forma complementaria, iaaetos también los efectos de un
fitoestrogeno como la genisteina, en la busquedandeterapia de reemplazamiento

hormonal eficaz con menos efectos secundarios seades que los estrogenos.

Con el citado disefio experimental, lo primero qus propusimos evaluar
fueron varios marcadores de la homeostasis cerdlaaleduccion drastica de varias
funciones metabdlicas y el desarrollo de resisteada accion de la insulina, inherentes
al envejecimiento, parecen ser dos de las priresdadses que subyacen el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas (57). En hembchs, educcion de la sensibilidad
a la insulina esta fuertemente asociada con la idisnidn en la produccion de
estrdgenos que sigue a la menopausia (136). Por tatogimos la region de la corteza
cerebral para llevar a cabo este estudio, ya quen&sle las regiones con una mayor
dependencia funcional del estradiol (57). En pritagar, evaluamos tanto la influencia
del envejecimiento como de los tratamientos coraéstl y genisteina, sobre proteinas
implicadas en la homeostasis de la glucosa, pahcgustrato energético del
cerebro (83). Al igual que en los tejidos perifésicla captacion de glucosa en el SNC
se produce a través de los GLUTs (227). Especiodéen se conoce que GLUT3 esta
ampliamente distribuido por el SNC y es, junto GirtlUT1, responsable de la mayoria
de la captacion y utilizacion de glucosa en el lmerg84,85). Nuestros resultados
mostraron unos niveles de GLUT3 en la corteza cafalignificativamente mas bajos
después de la ovariectomia, tanto en los animélengs como en los viejoBigura
13A), indicando que la pérdida de la funcion gona@ééidora el transporte de glucosa
cerebral independientemente de la edad. Sin empblargenisteina en las ratas jovenes,
asi como el estradiol y la genisteina en las natgas, restauraron los niveles de este
transportador de glucosa en tan sélo una hora déssgde la administracion del
tratamiento. Por tanto, nuestros datos coincidenestudios previos e indican que no
s6lo un tratamiento cronico (57), sino también tataimiento agudo con estradiol
aumenta los niveles de GLUT3 después de la péakdncion gonadal, sugiriendo
una mejoria en el transporte de glucosa. En la eniknea, otros trabajos muestran
ademas que distintos tratamientos con estrégenogogan un incremento en la

utilizacion de la glucosa cerebral (44,146).

Siguiendo con los transportadores de glucosa, GLUWd@hbién ha sido

previamente hallado en tejido cerebral (86), aurngudocalizacién especifica parece
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sugerir una implicacién en tareas altamente edpsdas en el SNC (85). GLUT4 es
un transportador de glucosa dependiente de insidirgue ha llevado a creer que en el
cerebro también tiene lugar la captacion de gluassenulada por insulina (57). Al
contrario de lo sucedido con los niveles de GLUTS, expresion de GLUT4
experimentd una fuerte reduccion con el envejecitoigFigura 13B. Por tanto,
nuestros datos sugieren la posible implicacioradedistencia a la accion de la insulina
en el déficit cognitivo inherente al fendmeno deegecimiento. Ademas, los niveles de
GLUT4 disminuyeron tras la ovariectomia en lasgafawenes pero no en las viejas,
probablemente porque las ratas viejas pseudooperggoseian bajos niveles de

GLUT4 a causa del envejecimiento.

En lo concerniente a los efectos provocados potrédamientos, cabe destacar
que los cambios en la expresién de GLUT4 trasagdrmiento con estradiol y genisteina
resultaron claramente dependientes de la edadsteen®do, solo el tratamiento con
estradiol restablecio los niveles de GLUT4 en kag jovenes ovariectomizadas, sin
embargo, el tratamiento con genisteina fue masazfen las ratas viejas. Estos
resultados nos permiten deducir que el tratamiemio genisteina podria ser mas
adecuado para restaurar la homeostasis de la gldetsriorada con la edad, puesto que
fue el Unico tratamiento capaz de incrementar logles de ambos tipos de
transportadores de glucosa (GLUT3 y GLUT4) en lusnales viejos. No obstante, en
estudios previos habiamos hallado un incrementéaegxpresion de GLUT4 en la
misma region cerebral de ratas viejas ovariectaaizatratadas cronicamente con
estradiol (57), por lo que es posible que la ddsisstradiol no haya sido suficiente para
potenciar la expresion de GLUT4 dentro del marcotidenpo utilizado en este
experimento (una hora). Por lo tanto, en lo coneata a la homeostasis de la glucosa,
serian necesarios estudios adicionales para etloslanecanismos que subyacen a los
distintos efectos encontrados con los tratamiectws estradiol o genisteina en la

corteza cerebral de ratas viejas.

Posteriormente, analizamos nuevamente la CO como mamcador de
metabolismo cerebral complementario a los GLUTs. ésta ocasioén, analizamos
mediante Western blot la expresion de la subunidéalitica y principal (subunidad 1)
de la CO Figura 14). Dicha subunidad sufrié un importante descensola@dad en la
corteza cerebral, lo que concuerda con estudiaggsreealizados por otros autores que

sefialan un descenso de actividad cerebral causade!penvejecimiento en otras
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regiones cerebrales, tales como los cuerpos mawil§228). De hecho, se ha
comprobado que en el sexo opuesto el envejecimi¢antabién causa cambios
bioquimicos, implicando un deterioro en la actididie varios enzimas de la membrana
mitocondrial y comprometiendo la produccion enacgéeén el cortex cerebral de ratas
macho (229). Si nos centramos en los efectos dedtmmientos en ambos grupos de
edad, solo el estradiol fue capaz de aumentarilades de la subunidad 1 de la CO
tanto en las ratas jévenes como en las viejas,xigtiendo un efecto aparente del
tratamiento con genisteina sobre este paramette.daso iria en la misma linea que el
resultado obtenido con la tincién histoquimica @e€CD en la region prelimbica de la
corteza prefrontalRigura 12A, reforzando nuestra teoria de que el estradicdcea
aumentar el metabolismo oxidativo en la cortezaadas hembra. Sin embargo, a la
vista del inaparente efecto obtenido en los grupatsdos con genisteina, podemos
decir que a pesar de que la genisteina tiene patestrogénico (123), los mecanismos
y los efectos funcionales que lleva a cabo debedistntos de los desencadenados por
los estrégenos. Ademas, puede ser posible quanistgima y el estradiol empleen vias
moleculares similares pero con distinta dependedeida dosis. De hecho, hemos
obtenido algunos resultados distintos en cuantoasa dos dosis de genisteina
administradas, no en el analisis de la citocrorogidasa pero si en cuanto a los niveles
de los GLUTSs. Asi, a pesar de que no existiandtifgas significativas entre ambas, la
dosis alta potencido en mayor medida los nivele&dET3 y GLUT4 en los animales
viejos (Figuras 13A y 13B Este hecho sugiere que la dosis alta de geméspaidria ser
un tratamiento mas adecuado para incrementar l@desi de los transportadores de
glucosa vy, por lo tanto, el transporte de glucasalecértex cerebral envejecido. Estos
resultados concuerdan con otros estudios que ranegtre los fitoestrogenos activan

distintos mecanismos celulares dependiendo denleeodracion utilizada (217,218).

Por otro lado, se ha demostrado que la genisteimaep ejercer acciones
neuroprotectoras mediadas a través de los receptimeestrogenos (230-232). Sin
embargo, a pesar de que existen evidencias quetramuague el tratamiento con
estradiol puede alterar la expresion de sus reapi(®7), poco se sabe acerca de la
posible capacidad de la genisteina para modifainiveles de estos ERs en el SNC.
Nuestros datos mostraron un fuerte declive caugamlo ovariectomia de ambas
isoformas desplicing de ERy, ERu67 y ERi46, en la corteza cerebral de ratas viejas,
siendo ER67 regulada al alza por estradiol, mientras quexpaesion de E&6 se vio
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potenciada por el tratamiento con baja dosis désggna Figuras 15Ay 15B). Este
resultado evidencia la existencia de una reguladiferente de ambas isoformas de
ERo y muestra que la genisteina puede ser capaz dieregmbién a EiRa pesar de
tener una mayor afinidad por BR(195). No obstante, se cree que los efectos
neuroprotectores del estradiol y de la genistei@enden no so6lo de los cambios
absolutos en la expresion de ERs, sino también mtie ERi67/ERi46, asi como en
sus interacciones con diversas proteinas de ladeiaPI3K (57). Debido a esta
circunstancia, la mayoria de los estudios realigadn estrogenos se centraban en,ER
ya que es el subtipo de ER mas fuertemente imgliead|a activacion de la via de
PI3K (233). Sin embargo, estudios mas recientesdeamostrado la importancia de la
activacion de la via PI3K mediada por [ERNn la retina (234) y en neuronas
hipocampales (235), sugiriendo que ambos ERs esgditados en la mediacion de los
efectos neuroprotectores de estrégenos y fitoestasy A pesar de que, como hemos
mencionado anteriormente, la genisteina muestranayar fuerza de union a BRjue

a ERy, ni la genisteina ni el estradiol fueron capaaeslterar la expresion de ERn

la corteza cerebraF{gura 16A. Por tanto, serian necesarios estudios adicienaea

esclarecer la influencia del estradiol y la gefstesobre ER en esta region.

En lo que respecta a la modulaciéon de ambos subtieb ER por la edad,
nuestros resultados indicaron un aumento de anséarinas de E&® que contrasta
con el declive que experimentd ERon el envejecimientd-{guras 15A 15By 16A).
Estos datos confirman los hallazgos obtenidos gnesinte con estudios de hibridaciéon
in sity, los cuales mostraron una expresion disminuidaA&RNmM de ER, pero no de
ERa, en algunas regiones cerebrales de ratas vied&3. (Bsi mismo, apoyan la teoria
propuesta por estos autores que postula una maatuldiferencial de ambos subtipos
del ER en el cerebro. En relacién a este hallazajoe destacar que en un trabajo previo
realizado por nuestro grupo utilizando el mismeidesexperimental (123), construimos
la hipotesis de que un declive defERlacionado con la edad en regiones clave para el
aprendizaje y la memoria, tales como el hipocampla gorteza cerebral, podria
contribuir a explicar la falta de efecto observatorespuesta a los tratamientos con
estradiol y genisteina en las ratas viejas, a ta ke realizar una tarea de memoria
espacial en un laberinto acuatico de Morris. Paiotaeste declive relacionado a la edad
en los niveles de BRen el cortex podria estar en la raiz de tal cadesago a ER un

papel clave en la mediacion de las acciones rapakaslos estrégenos y los
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fitoestrogenos en la corteza cerebral. Sin embagda conveniente la realizacion de

mas estudios para elucidar la importancia de eRterEesta region cerebral.

Por otro lado, para verificar el efecto del enviepgento sobre ambos ERs, se
evaluo el ratio entre la primera isoforma descdéaER:, ERn67, y ERB. En este
sentido, es conocido que no solo los niveles deoansoibtipos por separado, sino
también el mantenimiento de un determinado balante ellos, resultan importantes
para que se produzcan las acciones protectorasosleedtrégenos. Asi, se ha
comprobado que el ratio EFERB modula la accion de los estrogenos sobre el estrés
oxidativo y la expresion de enzimas antioxidang3¥(238), pudiendo ser dicho estrés
oxidativo un evento crucial en la etiopatologia dearias enfermedades
neurodegenerativas (239). Ademas, otros autoreslidraostrado que el envejecimiento
desplaza el balance BFERJ, afectando a la proteccién vascular mediada por
estrogenos (240). Los resultados de nuestro estaahoe el balance de ERs en la
corteza cerebral mostraron un ratio cercano a logmanimales jévenes, es decir,
cantidades similares de proteina denBRERB, el cual fue desplazado a favor decdER
con el envejecimientoF{gura 16B. La modificacion de este ratio podria tener
consecuencias negativas en cuanto a la proteccastular y a las defensas
antioxidantes, tal y como se ha comprobado en tdjmkos (237,238,240). No obstante,

serian necesarios estudios complementarios pai@booar tal hipotesis.

Como expusimos anteriormente, se observé que thntedad como los
tratamientos con estradiol y genisteina pueden finadila homeostasis cortical de la
glucosa a través de la expresion de los GLUTs.i&igo esta linea, es conocido que la
insulina juega un papel imprescindible en la regaladel metabolismo de los hidratos
de carbono, asi como que la resistencia a la acd@ria insulina inherente al
envejecimiento subyace en varias enfermedadesalgaldenvejecimiento, tales como
diabetes mellitus tipo 2 (129), patologias -cardioutatorias (241) o algunas
enfermedades neurodegenerativas (131). En las esyjerste incremento en la
resistencia a la accion de la insulina esta asoaad el descenso en la producciéon de
estrogenos durante la menopausia (136). Se hamgstupvarias teorias para explicar
cudles son los mecanismos moleculares implicadestendescenso en la sensibilidad a
la insulina, incluyendo entre ellos modificacioress varios pasos de la cascada de
sefalizacion intracelular de la insulina (108). Rorto, nuestro siguiente objetivo fue

estudiar como el envejecimiento influye en los @pales elementos de esta via de
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sefalizacion en el cortex cerebral, asi como leste$ de los tratamientos agudos con
estradiol y genisteina en la busqueda de estrateg@uroprotectoras contra el
incremento de resistencia central a la accion desldina.

En primer lugar, evaluamos la interaccion entrdolana activa de IRS1 (p-
IRS1Ly612) Y P85, como un paso fundamental de la via de sefializad@dla insulina
(104). Cuando IRS1 se fosforila en residuos desitiay puede unirse a los dominios
SH2 de la subunidad reguladora de PI3K, gp88uestros resultados mostraron un
descenso en la unién entre estas dos proteinag@s@t envejecimienta-{gura 17),
lo que concuerda con nuestros estudios previoadiEy a cabo tanto en tejidos
dependientes (108) como independientes de ins(Bina El deterioro con la edad de
este paso crucial en la via de sefalizacion deskalina podria ser una de las razones
gue expliqguen el incremento de la resistencia akrdr la insulina inherente al
envejecimiento. Ademas, tanto el tratamiento cotraé®l como con genisteina
potenciaron la union entre estas dos proteinagsariimales jovenes, pero no en los
viejos, sugiriendo una distinta eficacia de losatrdentos a este nivel en funcion de la
edad.

A continuacion, comprobamos si los tratamientosestradiol y genisteina eran
capaces de estimular la union entre IRS1 y los ERgiras 18 y 19 como un punto
alternativo de control de la via de sefalizaciGragelular de la insulina en la corteza
cerebral, y asi compensar el descenso relacionado et envejecimiento en la
interaccion entre la forma activa de IRS1 y @85 dosis alta de genisteina, pero no el
tratamiento con estradiol, incrementd la interacciéntre ER67 e IRS1 en
comparacion con el grupo vehiculo en las ratasn@seSin embargo, a pesar de que en
estudios previos habiamos encontrado que el tratdmicronico con estradiol
potenciaba la unién entre &6 e IRS1 (57) en el cértex de ratas hembra viejas,
genisteina ni el estradiol fueron capaces de awnesta interaccion, a ninguna de las
dos edades de estudio, en la administracion agadiaada en el presente experimento.
Quizas esta isoforma de ERM0 sea un buen mediador de los efectos rapidos del
estradiol y la genisteina a este nivel, y tal vedas necesarios estudios adicionales
sobre la activacion de IRS1 por estradiol a trad&sreceptor 30 unido a proteina G
(GPR30), un receptor de estrégenos transmembramaltzoafinidad por esta hormona
(242), que parece estar implicado en la mediaciénlag acciones rapidas o no

genomicas del estradiol (243). De los resultadoemtbos podemos inferir que la
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genisteina parece ser una mejor opcion que eldesitigara potenciar esta interaccion
entre IRS1 y ER, al menos al nivel de 7. Ademas, el ratio de union de ambas
isoformas a IRS1 evidencid que &¥ estd mas implicada en la regulacién de esta
proteina, ya que presentd una mayor union con &b en las ratas jovenes como en
las viejas. No obstante, el tratamiento con egitazlgenisteina desplazo el ratio hacia
ER046 con el envejecimiento, resaltando diferenciagibinales de ambas isoformas
con la edad. Ademas, la union entre el otro suldgloER, ER, e IRS1 aumento en
respuesta al tratamiento con dosis baja de gamistsi los animales viejos, sugiriendo
que en la vejez la genisteina podria promover f&e$os neuroprotectores a este nivel a

través de este subtipo del ER por el que preseatanayor afinidad (195).

El siguiente paso fue evaluar la interaccion eluseERs y p8a (Figuras 20 y
21), ya que el potenciamiento de esta interaccionripoder otro mecanismo
compensatorio para la posterior activacion de 2RB8(244). En contraste con nuestros
estudios previos llevados a cabo en cerebro ((8lylas MCF-7 de cancer de mama
(223), el estradiol no afect6 a la interaccion 8Bapcon el subtipo ER tal vez como
consecuencia de diferencias en las dosis o eraps®$ de tiempo empleados en cada
experimento. Ademas, al contrario que en el cad&8&, los datos derivados del ratio
de union de ambas isoformas denotaron una mayolicanpn de ER46 en la
regulacion de p8&p sugiriendo que esta isoforma de ocERuede tener un papel
importante en la mediacion de los efectos neureptotes del estradiol a través de
PI3K en el cortex cerebral. Adicionalmente, el adisl en las ratas jévenes y la
genisteina tanto en las jovenes como en las vipfsnciaron la unién entre p8%y
ERB. Este resultado reafirma nuevamente la hipétesigueé ER podria jugar un papel
clave en la mediacién de los efectos a corto pizlos estrégenos y los fitoestrégenos
en el tejido cerebral.

Siguiendo el andlisis en direccion descendenteaecascada de sefalizacion
intracelular de la insulina, nuestro siguiente tbpefue evaluar la activacion de Akt
(Figura 22. Esta quinasa puede ser activada a través asflarifacion del residuo de
serina 473 (245), mediando su forma activa la mayde las acciones celulares de
PI3K, como por ejemplo la translocacion de GLUT4laamembrana plasmatica
(244,246). Nuestros resultados mostraron un inaneanede esta fosforilacion
desencadenado por estradiol en ambas edades dmeEiu este sentido, otros autores

han encontrado también una actividad de Akt poaetacpor estradiol en otros tejidos y
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tipos celulares, tales como el musculo esqueléti@8), los adipocitos 3T3-L1 (243), el
corazén (247) y las células MCF-7 de cancer de m@&fa). Sin embargo, resulta
interesante el hecho de que la genisteina séloe fupaz de incrementar la
fosforilacion de Akt en los animales viejos, posibente mediado por la potenciacion
cascada arriba de la interaccion=h8%u. Este ultimo resultado iria en la misma linea
gue otros trabajos que resaltan una eficacia thstia los fitoestrégenos en funcién de
la edad (123).

Posteriormente, estudiamos el Ultimo paso de laadas de sefalizacion
intracelular de la insulina, que consiste en landi@cacion de GLUT4 desde
compartimentos intracelulares hacia la membransnéica, con el fin de facilitar la
captacion de glucosa hacia el interior celulard88). Es sobradamente conocido que el
tratamiento con estrégenos incrementa tanto lavidai metabdlica (249) como la
utilizacion de glucosa en el SNC (44,146). Los spamtadores de glucosa GLUT1 y
GLUT3 son los principales encargados de mediarrabsporte de este sustrato
energético esencial para el cerebro (84,85). Ntaotess GLUT4 también se encuentra
distribuido en distintas regiones cerebrales yreggncia parece indicar que la insulina
también media el transporte de glucosa en esten@r(f6). Como ya mencionamos
anteriormente, la expresion total de GLUT4 en kdeza cerebral habia sido disminuida
con la edadKigura 13B, apoyando la implicacion de la resistencia anfailina en la
disfuncion cognitiva inherente al envejecimientadefds, los niveles de GLUT4,
localizados especificamente en la membrana plasmatmbién fueron inferiores en
los animales viejosHigura 23, lo que indica que el envejecimiento interrumpe de
los pasos mas importantes para la captacion desfuestimulada por insulina y, por
tanto, posiciona al malfuncionamiento de la via sééializacion intracelular de la
insulina como uno de los grandes responsablesid@mento de la resistencia central a
la accion de esta hormona con la edad. A pesarudetanto el estradiol como la
genisteina potenciaron la translocacion de GLUTd4 membrana plasmatica en ratas
jovenes, el estradiol fue el Unico tratamiento zap@ mejorar este paso de la
sefalizacion de la insulina en las ratas viejaspactambién ha sido demostrado en
tejidos dependientes de insulina como el muscutpedético (108). Este resultado
resulta intrigante, ya que la genisteina habia atade los niveles totales de GLUT4 en
las ratas viejasHigura 13B, pareciendo, por tanto, ser un tratamiento padénente
adecuado para combatir el incremento de resisteecittal a la insulina asociado a la
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vejez. Sin embargo, a pesar del incremento enskaritacion de Akt provocado por la
genisteina en los animales viejésdglra 22, ésta no fue capaz de estimular el Gltimo
paso de la via de sefalizaciéon de la insulina mergando la translocacién de GLUT4
a la membrana plasmatica y favoreciendo entoncespéacion de glucosa hacia el
interior celular Figura 23. Este resultado podria indicar, por lo tanto, dueante el
proceso de envejecimiento la genisteina activad@i8K/Akt con un propdsito distinto
al de potenciar la captacion de glucosa. En limeaesta idea, ademés de su funcion
reguladora sobre el metabolismo, la via de seftabinaPI3K/Akt también se conoce
por jugar un papel importante en la regulacionalprbliferacion (250), la progresion
del ciclo (251) y la supervivencia celular (252n Este sentido, se sabe que Akt
promueve la supervivencia neuronal mediante labioidin de la maquinaria pro-
apoptatica (96). Ademas, la genisteina muestrabaesi neuroprotectoras en ratas que
padecen un incremento en la neurodegeneracionidapor ovariectomia, modulando
la via apoptoética dependiente de la mitocondria)2Por lo tanto, es posible que la
genisteina pudiera activar la via PI3K/Akt paranpower la supervivencia celular en el
cerebro envejecido, aunque la evaluacion tant@deabilidad celular como de varios

marcadores pro- y anti-apoptoticos serian necespar probar esta hipotesis.

Por el contrario, el tratamiento conpi&stradiol si redujo el impacto negativo
del envejecimiento sobre la sensibilidad centrallaainsulina, favoreciendo la
localizacion de GLUT4 en la membrana plasmatiegura 23. Este hecho resulta
especialmente importante si tenemos en cuentaagugylilacion de los transportadores
de glucosa en el cerebro juega un papel fundamenta homeostasis neuronal, ya que
la glucosa es la principal fuente energética dedlme (83). A pesar de que GLUT4 no
es el principal transportador de glucosa en elldefierebral, podria proporcionar una
captacion adicional de glucosa o estar implicadmeoanismos que actien de sensores
de glucosa en el SNC (57). Sin embargo, aun quedapregunta sin resolver, la cual
guarda relacion con los pasos que sigue el estrad#ta estimular la translocacion de
GLUT4 a la membrana. En los animales jévenes pdrastante claro que el estradiol
promovié la captacién de glucosa a través de GLHEGt#ando la via de sefializaciéon
clasica de la insulina, es decir, potenciando angarlugar la interaccion entre la forma
activa de IRS1 y p8f activando después Akt mediante fosforilacion emna 473 vy,
finalmente, estimulando la translocacion de GLUT4aamembrana plasmatica. En
cambio, el estradiol parecié actuar de una fornsinda en las ratas viejas para
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estimular la captacion de glucosa mediada porimsuya que solo fue capaz de activar
los ultimos pasos de la via, promoviendo la actbracdle Akt y la translocacién de
GLUT4 a la membrana plasmaética, pero no asi loespasciales de la cascada. Esto
podria evidenciar la existencia de rutas adiciangles medien los efectos del estradiol
por encima de la fosforilacion de Akt, distintasldevia clasica. De acuerdo con esta
hipétesis, se ha observado que la activacion deph&tle ser estimulada en las células
musculares por la sirtuina-1 deacetilasa deperadiéatNAD (SIRT1) (253), la cual
puede ser regulada al alza por estradiol en otjados como la médula 6sea (254).
Cabria por tanto la realizacion de experimentosi@adfales, que permitiesen estudiar
distintas vias de activacion de Akt por estradivleé cortex cerebral envejecido, para
poder esclarecer esta cuestion.

Por otro lado, al igual que sucedié con los nivéiésles de GLUT3 y GLUT4,
parece que la dosis alta de genisteina fue maazefjge la dosis baja para estimular
algunos de los pasos clave de la cascada de safi@tizntracelular de la insulina en el
cortex cerebral envejecido aunque, como ya mengiosaanteriormente, los efectos
neuroprotectores de la genisteina durante el eciv@gnto parecen ser distintos a la
estimulacion de la captacion de glucosa mediada ipsulina. Por lo tanto, el
tratamiento con estradiol parece ser una mejoategiia para combatir este incremento
de resistencia central a la insulina inherente m@ejcimiento, asi como las
enfermedades neurodegenerativas que pudieran berigal mismo. Ademas, teniendo
en cuenta que el cerebro es un tejido completantauendiente de la glucosa (83), la
translocacion de GLUT4 a la membrana plasméaticagréida por estradiol, podria
potenciar la captacion de glucosa hacia el intet@®estas células que, posiblemente,
tengan los mecanismos de captacién de glucosaiatathys por el envejecimiento,
ayudandolas asi a satisfacer la alta demanda ¢icardél tejido cerebral. No obstante,
trabajos complementarios con protocolos de tratamieronico serian precisos para

comprobar si esta mejoria metabdlica podria mardergelo largo del tiempo.

Ademas de la relacion existente con un deteriora d@meostasis de la glucosa
y de la sensibilidad central a la accion de lalinay el descenso de los niveles de
estrogenos circulantes, inherente al envejecimiteenino, también se relaciona con
un incremento en la incidencia de otras patologpaso el dafio isquémico cerebral. Las
mujeres tienen una menor probabilidad de sufriictus que los hombres durante la

edad adulta (175), sin embargo, esta incidencim\serte después de la menopausia
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(176). De ahi que nuestro siguiente objetivo fuestudiar el posible papel
neuroprotector del PBrestradiol y la genisteina en este tipo de situesoEn concreto,
nos centramos en el estudio de una situacion ddéohle dafio isquémico, ya que en
ocasiones los ictus pueden repetirse y presertarnse recurrentes, especialmente poco
tiempo después de haberse producido el primero,X83Y. Para llevar a cabo este
estudio utilizamos la linea neuronal de células Hd@ hipocampo de ratén, la cual fue
sometida a dos ciclos consecutivos de privaciomxdgeno y glucosa/reoxigenacion
(OGD/R), modelo bien contrastado para estudiavitro la patologia del dafio por
isquemial/reperfusion (221,222). Para estudiar losibtes efectos protectores de los
tratamientos en una situacion de dafio isquémiaonextte, estos fueron administrados
desde una hora después de comenzar el primer pal®dGD hasta el final de la
primera reoxigenacion. De modo coincidente conré&siltados mostrados por otros
autores que han empleado distintos protocatosvitro de isquemia/reperfusion
(255,256), observamos que un ciclo de OGD/R supusdescenso de la viabilidad
celular Figura 24A. La cascada de eventos que conducen al dafio sgtemeuronal
durante una situacion de isquemia/reperfusion padricluir la liberacion de citoquinas
y radicales libres, asi como un incremento de paxdnflamatorios, apoptosis y
excitotoxicidad (257). Esta disminucion en la viaaid se vio ain més incrementada
cuando las células fueron expuestas a un segurao cbnsecutivo de OGD/R
(Figura 24B. Este hecho sugiere que una parte de las c@ukasobrevivieron a un
dafio isquémico fueron incapaces de hacer frenteaasituacion similar consecutiva,
quizas porque estas células hayan quedado paroigrdafiadas, lo que reduciria sus
posibilidades de combatir a un nuevo dafio isquém@Babe resaltar que sélo el
tratamiento con estradiol, a diferencia del tratartw con genisteina, fue capaz de
aumentar la viabilidad celular tras el primer cid® OGD/R. En concordancia con este
resultado, otros autores han encontrado un increndn la supervivencia celular en
respuesta al tratamiento agudo con estradiol adtradio poco tiempo después de
generar una situacion de isquemia en ratas hemiaaeoctomizadas (182). En este
sentido, se ha demostrado que los estrogenos pegear acciones neuroprotectoras a
través de la inhibicion o activacion de vias pro-anoti-apoptoticas (258,259),
respectivamente, reduciendo la excitotoxicidad (1&@eractuando con factores de
crecimiento (181) o reduciendo parametros inflam@$o (260). Resulta también
interesante que, en cambio, tras la generacionodecidlos consecutivos de OGD/R

tanto el estradiol como la genisteina fueron capaecaumentar la viabilidad celular.
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En la misma linea, otros autores han encontradbiémun papel beneficioso de la
genisteina frente al dafio isquémico (192,261). édibargo, es sorprendente que la
genisteina solo consiga reducir la muerte neurnaaldos ciclos de OGD/R. Este dato,
junto con el hecho de que durante la segunda O@Dsterior reoxigenacion ya no
estaban presentes los tratamientos en el mediajapaadicar que la genisteina
desencadend acciones protectoras mediante mecanikrazcion gendmicos o lentos a
través de ERs situados en la cercania del nucleo.olbstante, serian necesarios

experimentos adicionales para probar esta hipétesis

Por otro lado, obtuvimos extractos crudos de laslag al final de la segunda
OGD, asi como de la reoxigenacion posterior, cofinebe analizar algunos de los
parametros moleculares que cursan con una situdei@afio isquémico recurrente. En
primer lugar, evaluamos el procesamiento de PAR®Bfio un marcador apoptotico
fiable, ya que es conocido que las caspasas 3 yedep generar la escision e
inactivacion de PARP durante el proceso de apaptdh7). EI procesamiento de
PARP-1 aument6 durante la exposicion de las célulasa segunda OGPifura 25).
Sin embargo, este procesamiento disminuyé de nuwevies valores del grupo
normoéxico durante la fase de reoxigenacion postefRor tanto, nuestros datos
concuerdan con estudios previos que demuestran inohaccion de fendmenos
apoptoticos en neuronas corticales en respuestapaviacion de oxigeno y glucosa
(262). No obstante, a pesar de que la fase degemation también podria contribuir al
dafio generado mediante un aumento de las ROS & mspuesta inflamatoria (154),
ésta no se caracterizé por un aumento de la apsptdsmenos a nivel de PARP-1.
Estudios adicionales que evallen otros marcadgegt@icos serian necesarios para
esclarecer si durante la fase de reoxigenaciornigsers generando eventos de muerte
celular. Por otra parte, a pesar de que tras lanslegOGD se pudo apreciar un descenso
en el procesamiento de PARP-1 en las células &stadn estradiol y genisteina
respecto al vehiculo, la diferencia no llego a estadisticamente significativa. Esto
podria indicar que ambos tratamientos utilizan otneecanismos para favorecer la
viabilidad celular o bien ejercer sus efectos @ésade otras moléculas implicadas en el
fendmeno de apoptosis, ya que han sido probadasicantente las acciones anti-

apoptoticas de ambos en situaciones de dafo isqoéatl9,258).

A continuacion, analizamos el ratio entre la folipalada y citosélica de LC3

(LC3-II/LC3-I) como un marcador de autofagia. Cuaha célula pone en marcha este
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mecanismo, la LC3 citosolica (LC3-I) se conjuga tusfatidiletanolamina originando
la forma lipidada de LC3 (LC3-Il), que constituy@ elemento especifico de la
membrana autofagosomal (169), y cuyo incrementme@sponde con un aumento de
la actividad autofagica (170). Al igual que ocurcén el procesamiento de PARP-1, el
ratio LC3-1lI/LC3-1 aumentd durante este segunddquer de OGD Figura 26), para
posteriormente disminuir hasta los valores del graprmoxico durante la fase de
reoxigenacion. Ademas, ni el estradiol ni la geiist parecieron estar implicados en la
activacion/desactivacion de la autofagia en ningmastas dos fases. Este resultado
apoya a trabajos previos que muestran una activaleda autofagia ante una situacion
de dafio isquémico (165,166). En general, la autfagta considerada como un
mecanismo de supervivencia, ya que proporcionatdgette energia alternativas a las
células en condiciones de escasez de nutrientess yayuda a eliminar proteinas
alteradas o desechos moleculares (173). Sin embaagobién hay autores que
defienden que la autofagia podria promover la reusglular mediante la excesiva auto-
digestion y degradacion de componentes celulamsciedes (263), asi como aluden a
que un incremento excesivo en la actividad autofagiodria estar implicado en el
aumento de la muerte neuronal que sigue a un daEfieemico cerebral (264). Esta
teoria estaria acorde con nuestros resultados gsaron un patrén idéntico en cuanto
a la actividad apoptética y autofagica, eviden@apar el procesamiento de PARP-1
(Figura 25 vy el ratio LC3-1l/LC3-I Figura 26), respectivamente. En la misma linea,
hay estudios que demuestran una alta superposiitre la autofagia y la muerte
celular por apoptosis, las cuales podrian sucedirsea a la otra o incluso coexistir en
la misma célula (265,266). Por tanto, el papeladadtofagia en situaciones de dafio
isquémico cerebral parece ambiguo y aun esta pareser si tiene un papel pro-

supervivencia o pro-muerte celular.

El siguiente paso fue analizar nuevamente la C@hocun marcador de
metabolismo oxidativo. En condiciones normalesseeébro consume gran cantidad de
oxigeno y glucosa para el mantenimiento de la idetivneuronal (267). Este oxigeno y
glucosa son utilizados, principalmente, mediantenetabolismo energético aerdbico
para satisfacer la mayor parte de la demanda drergiel cerebro (268). De hecho, las
neuronas contienen una elevada cantidad de mitdesndo que da idea de la alta
actividad de la fosforilacibn oxidativa que tienggar, y presentan una habilidad
limitada para metabolizar sustratos distintos gllecosa (269). Esto sugiere la gran
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importancia que tiene para las neuronas el manieniondel metabolismo oxidativo y
explica, en gran medida, la muerte neuronal queesigun dafio isquémico. Nuestros
datos reflejaron una fuerte caida en los nivelesxgeesion de la CO-1 tras la segunda
OGD (Figura 27), lo que sugiere un descenso del metabolismo tixalaeuronal. Sin
embargo, en esta ocasion tanto el estradiol comgetasteina fueron capaces de
prevenir parcialmente este descenso, lo que ppéraitir a las células optimizar la
pequefia cantidad de oxigeno que aun reciben panatikeado por el metabolismo
oxidativo para la obtencidn de energia. Esto p@imitt las neuronas obtener un
pequefio aporte energético que podria estar refleg@nen el aumento de viabilidad
celular observadd{gura 24B. Para complementar estos resultados, se podiiar b
cabo estudios de produccion de lactato por célyllakes en esta condicién de escasez
de oxigeno, ya que ha sido mostrado que el lataatbién puede ser importante para
determinados procesos de las neuronas como l@mitiacion neuronal, o que requiere
un cambio del metabolismo oxidativo al fermentati@$9). De hecho, el lactato
producido principalmente en las células glialesrigoder importante en periodos de
privacion de oxigeno, segun la hipotesis que alpogda existencia de un servicio de
transporte de lactato entre las células glialesynkeuronas y que podria ser vital para la

supervivencia post-isquemia de las neuronas (268).

Por otro lado, también analizamos la expresion teld, factor inducible por
la hipoxia que se une a las regiones promotoragedes que contrarrestan los efectos
de la privacién de oxigeno, promoviendo de estendota supervivencia celular en
condiciones hipoxicas (270). Los niveles de HéFde mantuvieron bajos en la
condicion de normoxiaFgura 28, probablemente gracias a la accion de prolil
hidroxilasas, ya que ha sido demostrado que swraqmrmite el reconocimiento y
ubiquitinacién de HIF-d@ por ubiquitin ligasas para su posterior degradagior el
proteasoma (162). Sin embargo, ante la situaciopri¥acion de oxigeno y glucosa
aumento la expresion de Hlkslen concordancia con el papel inductor de la hgox
sobre este factor previamente descrito (271). Nstamibe, resulta interesante que
durante la fase de reoxigenacién, en la que loslggvde oxigeno vuelven a ser
normales, HIF-& se mantuvo en un estado mas elevado que en camelcide
normoxia. Este resultado es realmente llamativalodque se ha descrito que la
presencia de oxigeno regula negativamente la egprele HIF-Iu (162). Esto nos

llevaria a la importante cuestion de si otros feastalistintos al oxigeno podrian estar
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interviniendo en la estabilizacion de HIk-tlurante la fase de reoxigenacion. Como
posibles alternativas, se ha sugerido que la visedalizacion PI3K/Akt puede activar
HIF-1a mediante fosforilacién, o bien a través de labididn de la prolil hidroxilasa 2
(PH2) que participa en la degradacion de HiFeh presencia de niveles normales de
oxigeno (272,273). De esta forma, como se ha sigereviamente por otros autores,
vias de sefializaciéon que inhiban la actividad ddé’lds podrian regular al alza HIEk-4
pesar de la presencia de oxigeno (274). Seriarsaméae estudios adicionales sobre la
implicacién de la via PI3K/Akt durante la reoxiger@am que sigue a un periodo de

OGD para entender mejor su potencial papel regulsalore HIF-i.

En dltimo lugar, estudiamos el papel de los prialgp transportadores de
glucosa en el SNC, GLUT3 y GLUT1, ante la situacd® privacion de oxigeno y
glucosa. Ambos transportadores han sido detectadts en procesos neuronales como
en el cuerpo celular de la neurona (275), aunquecpaque GLUT3 es el principal
encargado de mediar el transporte de glucosa ecélaks neuronales, mientras que
GLUT1 parece adquirir un papel mas importante srcédulas de glia (276). A pesar de
qgue la expresion de GLUT3 puede ser incrementadaespuesta a la hipoxia e
hipoglucemia (277), nuestros datos mostraron uaa lgomogeneidad en los niveles de
este transportador de glucosa durante todo el iex@eto, no viendose alterados ni por
la privacién de oxigeno y glucosa, ni por la reexigcion posteriorHigura 29A. Por
el contrario, los niveles de GLUT1 en la situacida normoxia fueron muy bajos
(Figura 29B, lo que concuerda con los resultados obtenidosopros autores que
indican que este transportador cobra mas impogdagilas células gliales, mientras
que el transporte de glucosa en neuronas es megligabgpalmente por GLUT3 (275).
Sin embargo, tanto en la OGD como en la fase deigewacion, la expresion de
GLUT1 se vio fuertemente incrementada, lo que sagipie estas neuronas podrian
estar sobreexpresando transportadores de gluaesargcondiciones normales tienen
un papel secundario, con el fin de optimizar elescaporte que reciben de glucosa.
Entre los mecanismos que podrian estar mediandoegailacion al alza de GLUTL, se
sabe que su expresion puede ser regulada positvanper HIF-1 (271), lo que
concuerda perfectamente con nuestros resultadosliaion al patron de expresion de
estas dos proteinakiguras 28 y 29B De hecho, es conocido que, ademas de a la
hipoxia, HIF-X. es capaz de responder a los niveles de glucosasé$ia observado
qgue la hiperglucemia produce una disminucion tatgolos niveles de esta proteina

113



DISCUSION

como de su actividad transcripcional (278), delrmismodo que la falta de glucosa
conduce a la transcripcion de varios genes coutosipor HIF-& (279). No obstante,
también ha sido demostrada una regulacion positev&LUT3 por HIF-& frente al
dafio por isquemia/reperfusion (280), lo que podtigerir que las células presentan
mecanismos complejos de regulacion para hacerefeenin dafio isquémico recurrente
gue no son exactamente iguales que aquellos dekstacbos por un solo dafio

isquémico.

A pesar de la evidente importancia de los resuftadiscritos, no debemos
olvidar que los cultivosn vitro presentan ciertas limitaciones. Por ejemplo, uioda
isquémico repetitivo no afecta sélo selectivamemti&as neuronas, ni tiene porque
producirse especificamente en la misma zona cérdboa tanto, estudios con lineas
gliales asi como estudios en modelos animale$vo ayudarian a arrojar luz sobre los
mecanismos moleculares que intervienen en unagitude dafio isquémico repetitivo.
Para finalizar, nuestros resultados apuntan hacipapel protector del Bfestradiol y
la genisteina frente al dafio isquémico, preservapaeialmente un componente
importante de la cadena de transporte de electroae® la CO y, por tanto, el
metabolismo oxidativo neuronal. Sin embargo, sedansejable evaluar el posible
efecto de nuestros tratamientos sobre otros mamesdelacionados con procesos de
estrés oxidativo e inflamacién, los cuales son tambdos componentes importantes del

dafo generado por isquemia/reperfusion (154).

En resumen, a lo largo de este trabajo de invesfigaobservamos en primer
lugar que las diferencias en los niveles de estidgeue existen entre distintas fases
del ciclo estral parecen modular el metabolismodato cerebral de una forma
especifica de region. Ademas, hallamos un detedsariado al envejecimiento en
algunos aspectos relacionados con la homeostasisatgprincipalmente en la cascada
de sefializacion intracelular de la insulina. A pekaque el tratamiento con genisteina
fue capaz de mejorar algunos pasos de esta Miatainiento con estradiol resulto ser
una alternativa mas solida para mejorar este debeinherente al envejecimiento de la
cascada de sefializacion de la insulina. No obstenteejoria de algunos pasos de esta
via, que ademas participan en la regulacion des girocesos importantes, sugiere que
la genisteina podria llevar a cabo otros mecanisnesoprotectores en el coértex
cerebral envejecido. Finalmente, tanto el estradavho la genisteina mostraron un

papel neuroprotector en una situacién repetitiva pievacion de oxigeno y
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glucosal/reoxigenacion mediado, al menos en paoteupa mejoria del metabolismo
oxidativo neuronal deteriorado por el dafio isquémien conjunto, todo ello apunta a
que los estrégenos juegan un papel muy importantdéaeregulacion de diversos
procesos a nivel central relacionados con el enwejento femenino. A pesar de que la
genisteina no ha sido capaz de mimetizar este papector del estradiol en todas las
patologias estudiadas, los resultados positivosrgrados con este fitoestrégeno, tales
como la activacion de Akt en el cértex cerebralraias hembra viejas y su papel
neuroprotector frente al dafio isquémico recurresda, esperanzadores y alientan a la
realizacion de mas estudios, bien sea utilizando®ao monoterapia 0 en terapias
combinadas con otros fitoestrégenos. Por Ultimo, debemos olvidar que estos
resultados fueron hallados en modelos animaletulaces, por lo que su comprobacién
en el ser humano seria imperativa antes de confiralandamente el atribuido papel

neuroprotector del estradiol y de la genisteina.
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1. Las diferencias en los niveles de estrogenos, xiséea entre distintas fases del
ciclo estral, intervienen en la modulacion del rhetsmo oxidativo cerebral de
una forma especifica de region en ratas hembraaasdul

2. El tratamiento agudo con f-&stradiol, pero no con genisteina, reduce el
impacto negativo del envejecimiento sobre la sdidad a la accion de la
insulina en el cortex cerebral de ratas hembrae8ibargo, el hecho de que la
genisteina provoque la activacion de Akt, una pmatequinasa implicada en
multiples procesos celulares, sugiere la existeraga otros mecanismos
implicados en la mediacion de los efectos neureptotes de este fitoestrogeno
durante el envejecimiento femenino.

3. Los tratamientos agudos con pigstradiol y genisteina ejercen acciones
neuroprotectoras frente a un dafio por isquemiaftepén recurrente en un
estudioin vitro realizado con la linea neuronal de hipocampo tEnreiT22.
Este efecto protector parece ser mediado, al mem@sarte, por una mejoria del

metabolismo oxidativo neuronal.
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1.

2.

3.

The differences in estrogen levels between diffestaiges of the estrous cycle
are involved in modulating brain oxidative metabwli in a region-specific
manner in adult female rats.

Acute treatment with 13#estradiol, but not with genistein, reduces theatieg
impact of aging on insulin sensitivity in the cerabcortex of female rats.
However, the fact that genistein induces Akt adtbrg which is a protein
kinase involved in multiple cellular processes, grgis that other possible
mechanisms are involved in the neuroprotectiveceffef this phytoestrogen
during female aging.

Acute treatments with Bfestradiol and genistein exert neuroprotectiveoasti
in an in vitro study carried out with the HT22 neuronal line obuse
hippocampus. This protective effect seems to belatext] at least partially, by

an improvement of the neuronal oxidative metabalism
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