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1. INTRODUCCION

Actualmente, los humanos tenemos una expectativa de vida
considerablemente mayor que hace cien afios. En México, la esperanza de
vida es de 76 afnos (INEGI, 2011) y a nivel mundial, se espera que el numero
de individuos de 65 afilos 0 mas aumente en los proximos afos (WHO, 2011).
Esto resulta en una poblacion mundial compuesta por un gran numero de
personas de la tercera edad. Por esto, es importante conocer los
mecanismos que llevan a un envejecimiento “sano” (evitar el inicio y la
progresion de enfermedades neurodegenerativas, cuyo principal factor de
riesgo es la edad). En la medida en la que se conozcan los elementos
involucrados en los procesos del envejecimiento se podran implementar
estrategias de prevencion y tratamiento para mejorar la calidad de vida de
este sector de la poblacion.

Con el envejecimiento, el cerebro sufre cambios estructurales y
metabdlicos que, en conjunto, pueden llevar a un déficit en ciertos tipos de
memoria y aprendizaje, e.g., memoria declarativa episddica y aprendizaje
espacial (Erickson y Barnes 2003). Estos cambios son particularmente
evidentes en las mujeres, que con la menopausia sufren una disminucién en
la concentracion de estrogenos. Ademas, mientras la esperanza de vida
aumenta, la edad promedio de la pre-menopausia es la misma, lo que resulta
en un aumento del numero de mujeres que viven en este estado post-
menopausico.

Existe evidencia que sugiere que el cese de las fluctuaciones ciclicas
de estrogenos es una de las causas importantes del déficit cognoscitivo
observado en mujeres postmenopausicas (Boulware et al. 2011).

Las alteraciones funcionales y estructurales del cerebro envejecido
tienen un componente molecular que, en muchos casos, incide en la funcion
mitocondrial. Por ejemplo, se ha demostrado que, en varios modelos, las
neuronas de individuos viejos presentan una mayor produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), una disminucion de la sintesis de ATP, una
disminucién de la actividad de los complejos respiratorios mitocondriales
(Boveris y Navarro 2008), deficiencias en la transferencia de electrones
(Nilsen y Diaz Brinton 2003) y desregulaciones en las concentraciones de
calcio intracelular (Nilsen y Diaz Brinton 2003).



Muchas de estas alteraciones mitocondriales pueden ser prevenidas
con estradiol (E2) (Simpkins y Dykens 2008), que actua principalmente a
través de dos receptores a estrégenos (ERs).

Los receptores a estrogenos (ER) son proteinas que inicialmente se
describieron como factores de transcripcion nucleares y como mediadores de
los efectos del E;. Aunque en un principio se les asocid con procesos
meramente reproductivos (e.g., regulacién de la proliferacion y la muerte
celular en el utero; aparicion de la conducta reproductiva), recientemente se
ha establecido que sus funciones van mas alla de los procesos asociados a
la reproduccion (Weiser et al. 2008).

Una de las nuevas funciones que se les ha atribuido a los ERs es su
participacion en el mantenimiento de la funcidn mitocondrial. Varios
investigadores han reportado el efecto benéfico del E, sobre la actividad
mitocondrial en el cerebro (Chen et al. 2009). Estos resultados concuerdan
con la deteccion de receptores a estrogenos dentro de las mitocondrias
(mtERs) de diversos tejidos y tipos celulares (Chen et al. 2005). Incluso se ha
llegado a sugerir que los efectos estrogénicos en la mitocondria son
regulados por los mtERs.

En el presente trabajo hemos abordado el tema de los mtERs en un
contexto fisiologico y farmacologico de envejecimiento del cerebro in vivo. Por
primera vez se cuantificaron los niveles de acumulacién de estos receptores
mitocondriales en areas del cerebro importantes en los procesos
cognoscitivos (hipocampo y corteza cerebral) y reproductivos (hipotalamo).
Ademas, se estudid a los mtERs desde un punto de vista funcional,
demostrando las asociaciones de estos receptores con la ATP sintasa, una
de las enzimas fundamentales de la respiracién celular.

Los resultados de este trabajo apoyan la idea de que los ERs
participan en la regulacion de la actividad mitocondrial a través del E; a lo
largo de la vida. Como en otros estudios, se sugiere que los mtERs modulan
los efectos estrogénicos directamente dentro de la mitocondria.



RESUMEN

Generalmente, el envejecimiento del cerebro esta asociado a la
disminucién de la capacidad cognitiva. Esta disminucion es particularmente
notable en hembras que han llegado a la senescencia reproductiva, que se
caracteriza por el cese de la secrecion de hormonas esteroides, como el
estradiol (E2). El E, tiene efectos neuroprotectores bien establecidos. La
relacion entre el envejecimiento del cerebro y la disminucion de las
concentraciones de E; se puede explicar en parte por la disfuncion
mitocondrial, que también esta asociada al envejecimiento. La mayoria de los
efectos neuroprotectores del E; son mediados por los receptores a
estrogenos (ERa y ERp) y muchos investigadores han reportado que estos
efectos convergen en la mitocondria. Recientemente, ambos receptores se
han localizado en las mitocondrias de diversos tejidos y tipos celulares y se
ha propuesto que participan en el mantenimiento de la estructura y funcion
mitocondriales.

En este estudio, se analizaron la localizacién subcelular, las variantes,
los niveles de expresion e interacciones proteina-proteina de los receptores a
estrogenos mitocondriales (mtERs) en el cerebro de ratas jovenes y viejas.
Mediante experimentos de Western blot y co-inmunoprecipitacion en dos
modelos, fisioldgico y farmacologico, se demostréo que: 1) ERa y ERf se
localizan en las mitocondrias del hipocampo, la corteza y el hipotalamo de
ratas de 3 y 18 meses de edad; 2) los mtERs se expresan como variantes en
las tres areas estudiadas; 3) el nivel de acumulacién de los mtERs no se
altera con la edad; 4) ERp, pero no ERa, forma complejos con la ATP sintasa
mitocondrial independientemente de la edad y de las concentraciones de Es.
Estos resultados sugieren que mtERa y mtERp tienen funciones especificas
en diferentes areas del cerebro y que ambos son necesarios para mantener

la funcidén mitocondrial a lo largo de la vida.



ABSTRACT

The aging process in the brain is generally associated with a decline of
cognitive function that is particularly evident in reproductively senescent
females which have essentially ceased to produce and secrete steroid
hormones, mainly estradiol (Ez). E2 has well established neuroprotective
effects; the link between brain aging and the decrease of E» concentrations
can be explained, in part, in the context of mitochondrial dysfunction, which
has also been consistently associated with aging. Most of the neuroprotective
effects of E, are mediated by estrogen receptors, mainly ERa and ERf; and
many of these effects converge on the mitochondrion. Recently, both ERs
have been detected in the mitochondria of a myriad of tissues and cells and it
has been suggested that these mitochondrial ERs (mtERs) may be
associated with the conservation of the mitochondrion’s structure and
function.

In the present thesis we analyzed the subcellular localization, variants,
protein content and protein-protein interactions of mtERs in young and aged
rat brains. By Western blot and co-immunoprecipitation experiments we
demonstrated that 1) ERa and ERp are localized in hippocampal, cortical and
hypothalamic mitochondria of young (3 months old) and aged (18 months old)
rats; 2) both mtERs are expressed as variants in the three brain areas
studied; 3) the protein content of both mtERs is not significantly altered by
aging; 4) ERp and mtERp, but not ERa, were detected as protein complexes
with the mitochondrial ATP synthase (complex V), in an age- and Ej-
independent manner.

These results suggest that mtERa and mtERp have important and
specific functions in different brain areas and that both may be necessary

elements of the mitochondrial structure and function throughout life.



2. ANTECEDENTES
2.1 ENVEJECIMIENTO, ESTROGENOS Y FUNCION MITOCONDRIAL

Generalmente, el envejecimiento normal del cerebro esta asociado a
cambios estructurales, funcionales y neuroquimicos (Thakur y Sharma 2006).
Por ejemplo, se ha reportado un aumento del 20% en la cantidad de células
de la microglia (astrocitos) en el CA1 del hipocampo de ratones hembra
adultas (13-14 meses de edad) y viejas (20-24 meses de edad) en
comparacion con ratones hembra jovenes (3-4 meses de edad) (Mouton et al.
2002). En esta misma region del hipocampo, se reporté una disminucién en la
densidad de espinas dendriticas de ratas macho viejas (20-24 meses de
edad) en comparacion con ratas jévenes (3-5 meses de edad) (Markham et
al. 2005). En otras areas del cerebro también se pueden observar cambios
asociados al envejecimiento: en macacos viejos (19 afios de edad) se detecto
un decremento en las corrientes post-sinapticas de la corteza pre-frontal
cuando se compararon con las corrientes post-sinapticas en la corteza de
macacos jovenes (12 anos de edad) (Luebke et al. 2004). En esta misma
area y modelo se reportd que, aunque no existe una pérdida de neuronas, si
hay una disminucién dependiente de la edad en el numero de sinapsis.
(Peters et al. 2008).

Estas cambios no son iguales en las diferentes areas del cerebro, i.e.,
los procesos de la memoria y el aprendizaje mediados por el hipocampo y la
corteza son particularmente susceptibles a alterarse con la edad (Conrad y
Bimonte-Nelson 2010).

Algunos de estos cambios en el cerebro pueden ser regulados por
hormonas esteroides, como el estradiol (Ez), producidas tanto en las gdnadas
como en el cerebro (Zwain y Yen 1999, Adams et al. 2001, Adams y Morrison
2003). ElI E2 puede regular la funcién cerebral a través de diferentes
aspectos. Entre los efectos del E; sobre el cerebro se encuentran: 1) El
aumento de la expresion de los transportadores de glucosa (GLUT-3 y GLUT-
4), lo que se relaciona con la eficiencia metabdlica (Alonso et al. 2008); 2) el
aumento de la expresion de la triptofano hidroxilasa (TPH2) y la disminucion
de la expresion de la enzima que degrada a la serotonina (MAO-A), lo que se
asocia a una mejor funcién de las neuronas serotoninérgicas (Bethea et al.

2009); 3) el mantenimiento de la homeostasis del calcio intracelular, lo que se



ha relacionado con la sobrevivencia neuronal (Brewer et al. 2006) y el
aumento en el numero de sinapsis y dendritas en el hipocampo (Zhao et al.
2005).

Actualmente se considera que el E; es un factor neuroprotector
(Garcia-Segura y Balthazart 2009) porque puede proteger al cerebro contra el
dafo, e.g., excitotoxico (Brewer et al. 2006) e isquémico (Dubal et al. 1999).
Ademas, se le considera un factor neurotrofico porque promueve la
sobrevivencia neuronal a través de diversos mecanismos, por ejemplo,
regulando el metabolismo de la glucosa (Brinton 2008), las concentraciones
intracelulares de calcio (Zhao y Brinton 2007b) e induciendo la activacion de
CREB (Zhao et al. 2005).

Un aspecto importante que se debe tomar en cuenta es que la sintesis
de estrogenos disminuye con el envejecimiento (Foster 2011). Esta
disminucién en la concentracion sérica de estrogenos participa en la
disfuncién hipotalamica que provoca el cese de los ciclos reproductivos en las
hembras y se ha relacionado con la progresion de algunas afecciones
neurodegenerativas como las enfermedades de Parkinson y Alzheimer
(Azcoitia et al. 2005). La baja concentracion de estrogenos también se asocia
a cambios funcionales en el cerebro, como la disminucion de la actividad
metabdlica (Alonso et al. 2008) y el decaimiento de ciertos tipos de memoria
(e.g., declarativa) (Foster 2011).

Por otra parte, el envejecimiento se asocia a cambios en la funcion
mitocondrial, como la disminucién de la produccion de ATP (Navarro y
Boveris 2007) y del transporte de electrones a través de la cadena de
transporte mitocondrial (Boveris y Navarro 2008); la disminucién del potencial
de membrana (Boveris y Navarro 2008); la pérdida de la regulacion de las
concentraciones intracelulares de calcio (Brown et al. 2004) y la disminucion
de la capacidad de reparar el dafio al DNA mitocondrial (mtDNA) (Gredilla et
al. 2010). Ademas, en algunos casos de neurodegeneracion, la funcion
mitocondrial también se ve afectada, como en el caso del las mitocondrias
hipocampales de personas con Alzheimer que presentan una actividad de la
citocromo c oxidasa (COX) significativamente menor que sujetos sanos de la
misma edad (Bosetti et al. 2002). Por lo anterior, se puede considerar a la

mitocondria como un organelo que participa ampliamente en los procesos de



envejecimiento y neurodegeneracion (Singh et al. 2006, Simpkins y Dykens
2008).

2.2 RECEPTORES A ESTROGENOS

La mayoria de los efectos del E; son mediados por los receptores a
estrogenos (ER). Estas proteinas pertenecen a la superfamilia de los
receptores nucleares y su mecanismo de accion clasico (genémico), como
factores de transcripcidn, se ha descrito ampliamente. En mamiferos, se han
caracterizado dos subtipos de ERs que estan codificados en diferentes genes
nucleares: Esr1 codifica al subtipo ERa (~61-67 KDa) y Esr2 a ERp (~50-56
KDa) (Shughrue et al. 1997, Kumar et al. 2010) (Fig. 1). La estructura de las
proteinas ERa y ERpP estda muy bien conservada entre los mamiferos, e.g.,
los ERa y ERpB de humano (hERa y hERp) tienen 87% y 88% de identidad
con los ERa y ERp de la rata (datos obtenidos de un alineamiento de la

secuencia de aminoacidos).

- BISAGRA -
" AF-1 :|DBD|: SAG I LBD T AF 2|

Figura 1. Representacion esquematica de las estructuras proteinicas de ERa y ERf de humano. Las
letras (A-F) indican los diferentes dominios funcionales de las proteinas. A/B: Funcion de activacion 1
(AF-1); C: Dominio de unién al DNA (DBD); D: region tipo bisagra; E: dominio de union al ligando
(LBD); F: Funcion de activacion 2 (AF-2). Los porcentajes indican el grado de identidad de cada
dominio entre ERa y ER.

El analisis de la distribucidon y niveles de expresion de los ERs en el
cerebro es de particular interés ya que se ha establecido que el E; tiene
propiedades neuroprotectoras en el sistema nervioso central y la mayoria de



estos efectos son mediados por ERa y/o ERf (De Nicola et al. 2009, Garcia-
Segura y Balthazart 2009).

A pesar de que los ERs se describieron inicialmente como factores de
transcripcion nucleares, estudios recientes han demostrado que los dos
receptores también participan en procesos celulares fuera del nucleo.
Ademas de localizarse en el nucleo, ambos ERs se han encontrado en las
membranas celulares de oligodendrocitos (Hirahara et al. 2009) y de células
tumorales de pituitaria (Norfleet et al. 1999). Al unirse a su ligando, estos
receptores membranales pueden iniciar cascadas de sefnalizacion
estrogénica que incluyen las vias de las cinasas MAPK y PI3K, entre otras
(Hirahara et al. 2009); de esta manera, los ERs membranales contribuyen a
la regulacion de los efectos no gendmicos del E; en el cerebro.

Mas recientemente, tanto ERa como ERp se han detectado en las
mitocondrias de diferentes tejidos y tipos celulares como ovario y utero de
conejo (Monje y Boland 2001); células de carcinoma mamario HCC-1569 y
MCF-7 y células de hepatocarcinoma HepG2 (Chen y Yager 2004, Chen et
al. 2004a); cardiomiocitos y neuronas de rata, células hipocampales HT-22 y
corazdén humano (Yang et al. 2004); células de cristalino humano HLE-B3
(Cammarata et al. 2004); hipocampo y capilares cerebrales de rata (Milner et
al. 2005, Stirone et al. 2005); cristalino humano (Flynn et al. 2008); la linea
celular de musculo esquelético murino C2C12 (Milanesi et al. 2009) y células
bronquiales de humano (lvanova et al. 2009).

La aportacion de estos mtERs a la sefializacion estrogénica es un area
de investigacion reciente y aun no se ha establecido inequivocamente cual es
su funcion dentro de la mitocondria. En las secciones 2.4 y 2.5 de los
antecedentes de este trabajo se describen algunas de las evidencias que
apoyan la importancia de los mtERs en la funcidn mitocondrial.

Los ERs son proteinas reguladas en gran medida por su ligando.
Tanto la localizacién subcelular como la expresiéon de los ERs puede ser
regulada por el E; (Sharma y Thakur 2006). De hecho, se ha demostrado que
algunos ERs pueden translocarse a diferentes sitios subcelulares ante el
estimulo del E,. Por ejemplo, el E; induce la translocacion de ERa a la

membrana celular (Song et al. 2004) y tanto ERa como ERp se localizan en



las mitocondrias de células MCF-7 de manera Ez-dependiente (Chen y Yager
2004).

El nivel de expresion de los ERs y su afinidad por el E; cambian a lo
largo de la vida. Esto puede provocar que la sensibilidad al E» disminuya
conforme avanza la edad (Yamaguchi-Shima y Yuri 2007). Dado que se ha
establecido que los ERs participan en la neuroproteccidn, existe un gran
interés en describir detalladamente los patrones y niveles de expresion de
estas proteinas en el cerebro (Thakur y Sharma 2006).

Los estudios acerca de la expresion de los ERs datan desde la década
de 1970, cuando se describid su disminucion en el cerebro de ratas viejas
(Kanungo et al. 1975). A partir de entonces se han realizado muchas
investigaciones enfocadas al estudio de los cambios de expresion de los ERs
a lo largo del envejecimiento. De manera general se puede decir que durante
el envejecimiento en el cerebro de los roedores hay alteraciones en la
expresion de los ERs, tanto a nivel del mRNA como de la proteina
(Funabashi et al. 2000, Adams et al. 2002, Wilson et al. 2002, Adams y
Morrison 2003, Chakraborty et al. 2003a, Chakraborty et al. 2003b, Mehra et
al. 2005, Sharma y Thakur 2006). Estos cambios se pueden asociar a la
disfuncion de ciertas areas del cerebro involucradas en la memoria y la
cognicion (Garcia-Segura y Balthazart 2009). Los trabajos en los que se
analizan estos cambios muestran resultados muy diversos que dependen del
modelo, los nucleos cerebrales y el tipo de molécula (MRNA o proteina) en
los que se estudien.

Entre el hipocampo (CA1) de ratas de ~4 (jovenes) y ~23 meses
(viejas) se demostro que hay una reduccion del 50% de espinas dendriticas
ERa-positivas en las ratas viejas (Adams et al. 2002). En las areas CA1y
CA3 del hipocampo se comprob6 que el numero de células ERa- y ERp-
positivas disminuye de los 10 a los ~24 meses y que en el hipocampo total la
expresion de ambos ERs disminuye entre ratas de 10 y ~24 meses (Mehra et
al. 2005).

En la corteza cerebral total de ratones de 6 y 16 meses se demostro
que la expresion de ERp disminuye significativamente con la edad, pero la

expresion de ERa se mantiene esencialmente igual (Sharma y Thakur 2006).



En contraste con lo anterior, en la corteza (isocortex; estrato piramidal 1V-VI)
de ratas de 3, 11 y 19 meses se encontré que los niveles de mRNA de ERp
no cambian con la edad (Wilson et al. 2002).

Por ultimo, en el hipotalamo de ratas de ~4, ~12 y ~26 meses, se
encontré que el numero de células ERp-positivas disminuye, y el numero de
células ERa-positivas aumenta en el nucleo paraventricular anteroventral
(AVPV). En el nucleo principal de la stria terminalis (pBST), el numero de
células ERp-inmunoreactivas se mantiene igual (Chakraborty et al. 2003a,
Chakraborty et al. 2003b). Otros investigadores demostraron que en el nucleo
preoptico periventricular (POA) el mMRNA de ERa disminuye en ratas viejas
(~24 meses) en comparacion con ratas adultas (~12 meses) y jévenes (~4
meses). En el mismo estudio se comprob6 que el mMRNA de ERp disminuye
en el nucleo supradptico (SON) de ratas adultas (~12 meses) y viejas (~26
meses) al compararlo con el de ratas jovenes (~4 meses) (Wilson et al.
2002).

Como se puede ver, la informacion sobre los cambios en la expresion
de los ERs durante el envejecimiento se limita a describir, cualitativa o
cuantitativamente, la expresion “global” de los ERs, es decir, no existe
informacion acerca de como cambian los niveles y patrones de expresion de
los receptores a estrogenos mitocondriales (mtERs), que podrian participan
directamente en la respuesta de la mitocondria al E2. En la seccion 2.4 de
este trabajo se describe la evidencia que existe sobre los efectos del E» sobre
la mitocondria y la posible participacién de los mtERs en estos efectos.

2.3 ISOFORMAS DE ERs EN EL CEREBRO DE LA RATA

Los dos subtipos de ERs descritos tienen una distribucion tisular
particular. La funcidén de estos receptores también es diferencial: a ERa se le
ha atribuido un papel mas enfocado a la reproduccién (e.g., proliferacion de
los tejidos uterinos), mientras que a ERP se le atribuyen mas funciones
asociadas al sistema nervioso central (e.g., ansiolitico) (Weiser et al. 2008).

ERpP se encuentra ampliamente expresado en el cerebro de la rata
(Gustafsson 1999, Chung et al. 2007). Aunque ERa y ERB son muy similares

estructuralmente en el dominio de unién al DNA (DBD, 96% de identidad),



sus diferentes afinidades por el ligando (56%) los hacen tener respuestas
muy variadas ante el E> (Weiser et al. 2008).

La gran variedad de efectos del E> también depende de la expresion
de isoformas que resultan de la edicion alternativa del pre-mRNA de ERa y
ERp. La expresion diferencial y localizacion subcelular de estas isoformas es
muy importante en la respuesta al E; dado que cada isoforma tiene diferente
estructura, patron de translocacion, actividad transcripcional y afinidad por el
E, (Petersen et al. 1998, Chung et al. 2007, Irwin et al. 2008, Weiser et al.
2008, Ishii et al. 2010).

Las isoformas de ERB son particularmente interesantes en la
sefalizacion por E; en el cerebro, dado que es el subtipo que mas se expresa
en este tejido. Hasta la fecha se han descrito 5 isoformas de ERp en el
cerebro de la rata: ERB+1, ERB2, ERB103, ERB104 Y ERP203 (Weiser et al. 2008,
Ishii et al. 2010). Los cDNAs de ERp. y ERf203 tienen una insercion de 54 pb
entre los exones 5y 6 que se traduce en 18 aminoacidos extras en el dominio
de union al ligando (LBD) (Maruyama et al. 1998). ERB1d3 y ERB203 presentan
una ablacion de 39 aminoacidos en el exon 3 que corresponde al extremo
carboxilo del DBD. ERf104 no tiene el exon 4 que es parte del LBD y contiene
la secuencia de localizacion nuclear (NLS), por lo que esta isoforma no se
une al E»y se localiza en el citoplasma (Price et al. 2000).

El mRNA para la isoforma ERp4 es el mas abundante de las cinco
isoformas en el cerebro de rata. En general, los mRNAs de las isoformas f,
se expresan menos que las 4. Sin embargo, el nivel de expresion de las
isoformas también es dependiente del tejido y el modelo de estudio, e.g., la
isoforma ERfB104 es muy abundante en el hipocampo de la rata, donde las

otras isoformas se expresan poco (Price et al. 2000, Weiser et al. 2008).

2.4 EFECTOS ESTROGENICOS SOBRE LA MITOCONDRIA

Las mitocondrias son organelos que participan en los procesos de
envejecimiento y neurodegeneracion (Razmara et al. 2007) y pueden ser
consideradas como blancos importantes en la neuroproteccién dependiente
de hormonas. La preservacion de la funcién mitocondrial es un aspecto

importante en la neuroproteccion dependiente de hormonas y se ha



propuesto que la respuesta de la mitocondria al E» podria estar directamente
regulada por mtERs y no necesariamente implicar un mecanismo de
transcripcion nuclear (Borras et al. 2010).

Varios grupos de investigacion han reportado que algunos efectos del
E> convergen en diferentes puntos de la funcion mitocondrial, e.g., la
expresion de Bcl-2 y la capacidad de secuestrar calcio (Harms et al. 2001,
Nilsen y Diaz Brinton 2003), la eficiencia respiratoria (Jones y Brewer 2009) y
la capacidad antioxidante (Borras et al. 2010). Desde entonces, el efecto
directo de las hormonas esteroides sobre estos diferentes aspectos de la
funcién mitocondrial se ha estudiado mas a fondo (Jones y Brewer 2009). Por
ejemplo, se sabe que en neuronas corticales e hipocampales algunas rutas
de transduccion de sefales activadas por estrégenos inciden directamente en
la mitocondria promoviendo la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP
(Brinton 2008). Ademas, recientemente se comprobd que el E; es protector
en mitocondrias aisladas, libres de componentes citoplasmaticos, y que esta
proteccion es dependiente de la dosis, lo que sugiere que el E; actua a través
de mtERs (Borras et al. 2010).

Diversos estudios indican que tanto la actividad de la COX como la
expresion del mRNA de sus subunidades I, Il y Ill son reguladas
positivamente por el E; (Bettini y Maggi 1992, Hsieh et al. 2006a, Yager y
Chen 2007). Ademas, en estudios in vivo se ha demostrado que la
progesterona (P4) y el E> incrementan la capacidad oxidativa de las
mitocondrias de cerebro al promover la actividad de COX, inducir la expresion
de la subunidad o del complejo V (FoFi-ATPasa, FoF+-ATP sintasa o ATP
sintasa), reducir la produccion de peroxidos y regular los niveles de
antioxidantes en la célula (Nilsen et al. 2007, Irwin et al. 2008, Shi y Xu 2008).

Los efectos del E, y la P4 sobre la ATP sintasa son particularmente
interesantes dado que esta enzima es la fuente principal de energia de la
célula y también tiene la capacidad de hidrolizar ATP, regulando el balance
energético general (Oster y Wang 1999, 2000). De acuerdo con lo anterior, se
ha demostrado que el E; inhibe la actividad de hidrélisis de ATP de la FoF1-
ATPasa (Zheng y Ramirez 1999b).

Los efectos del E, sobre la ATP sintasa son importantes porque

afectan directamente el metabolismo energético de la célula y pueden ser



parcialmente explicados por la unién de hormonas a la proteina que confiere
sensibilidad a la oligomicina (OSCP). Esta pequefia proteina es parte de la
ATP sintasa y se requiere para que el gradiente de protones y la sintesis de
ATP estén perfectamente acoplados (Zheng y Ramirez 1999a). La union del
E, a la OSCP podria participar en la inhibicion de la actividad de ATPasa de
la FoFi-ATPasa y ayudar a mantener las concentraciones de ATP en la
célula.

Por otra parte, la funcion mitocondrial no so6lo se define por la
composicién enzimatica, sino que también depende de la estructura
supramolecular de la cadena respiratoria mitocondrial (MRC) en
supercomplejos llamados respirosomas. En este contexto, se ha sugerido
que la eficiencia respiratoria de las mitocondrias se ve favorecida cuando se
forman estos complejos multienzimaticos (D'Aurelio et al. 2006).

Por otro lado, el estado monomeérico, dimérico u oligomérico de la ATP
sintasa participa directamente en la estructura de las crestas mitocondriales y
en la eficiencia respiratoria (Seelert et al. 2009, Wagner et al. 2009).

Los estrégenos también tienen efectos positivos sobre la
ultraestructura mitocondrial, e.g., se ha comprobado que el E, favorece la
formacion de crestas bien definidas; el aumento del numero de mitocondrias
por ceélula; la preservacion de las membranas internas (MIM) y las
membranas externas (MEM) mitocondriales; la preservacion del area de la
matriz mitocondrial y la actividad de la MRC (complejos | y IV) (Chen et al.
2005).

Estos antecedentes hacen evidente que existe una relacion entre la
arquitectura mitocondrial y la eficiencia respiratoria. Sin embargo, aunque se
ha sugerido en algunos trabajos (Chen et al. 2005), no se ha comprobado si
esta relacion es mediada por mtERSs.

2.5 RECEPTORES A ESTROGENOS MITOCONDRIALES

Varios reportes indican que la disminucion de la eficiencia mitocondrial
observada en individuos viejos (Sas et al. 2007) puede prevenirse con E;
(Nilsen y Brinton 2004, Duckles et al. 2006, Simpkins y Dykens 2008). Por lo
anterior resulta de gran importancia estudiar la expresién de los mtERs en
tejido nervioso de individuos de diferentes edades.



Aunque ambos ERs regulan los efectos del E,, sus diferencias
estructurales les confieren actividades biolégicas diferentes (Gustafsson
1999). Ademas, se ha demostrado que los ERs tienen diferente localizacion
subcelular, i.e., ERB, a diferencia de ERa, es una proteina principalmente
extranuclear (e.g., mitocondrial) (Yang et al. 2004, Yang et al. 2009) por lo
que se ha sugerido que puede tener funciones mas alla de la activacion de la
transcripcion nuclear.

Especificamente, ERP se ha detectado en las mitocondrias de
diferentes tipos celulares (Yang et al. 2004, Chen et al. 2004a, Herrick et al.
2006) y se ha encontrado que el subtipo humano de ERf (hERp) tiene una
secuencia interna (aminoacidos 220-270) que podria funcionar como una
sefal interna de localizacién mitocondrial (Chen et al. 2004a). Es por esto
que los estudios sobre los efectos estrogénicos en la mitocondria mediados
por ERs se han enfocado mas en ERp que en ERo.

Se ha sugerido que ERp puede funcionar como un componente
estructural de la mitocondria, con la capacidad de modular la transcripcién de
genes codificados en el mtDNA y modificar el potencial de membrana
mitocondrial (Chen et al. 2005, Yang et al. 2009).

Hasta la fecha, existen muchos datos experimentales que ubican tanto
a ERa como a ERf en la mitocondria y que sugieren la participacion de ERf
en la conservacion de la estructura mitocondrial. Sin embargo, aun no existen
pruebas de los mecanismos por los cuales los ERs son transportados a este
organelo.

Uno de los mecanismos mejor descritos para la importacidon de
proteinas hacia la mitocondria es en el que las pre-proteinas citoplasmaticas
son reconocidas mediante una pre-secuencia en el NH-terminal. Estas pre-
secuencias son péptidos (10-80 aminoacidos con la capacidad de formar
hélices anfipaticas) que funcionan como sefales de importacion (mTPS);
también se les llama “sefiales de importacion a la matriz” (MTS) porque, en
ausencia de otras sefales de importacion (e.g., sefiales para el ensamblaje
en la MIM) pueden dirigir a las pre-proteinas hacia la matriz mitocondrial

(Neupert y Herrmann 2007).



En general, las mTPSs son reconocidas por los receptores de las
translocasas de la MEM (complejos TOM) que participan en la translocacion
de las proteinas a través de la MEM y hacia el espacio intermembranal (IMS).
El ensamblaje de las proteinas dentro de la mitocondria es facilitado por dos
translocasas de la MIM: TIM22 y TIM23.

TIM23 participa en el transporte de todos los precursores que se
localizan en la matriz mitocondrial y también en la relocalizacion de muchas
pre-proteinas del IMS y la MIM. Los receptores de TIM23 reconocen pre-
proteinas con mTPSs (Ahmed y Fisher 2009).

TIM22 participa en la translocacidn de pre-proteinas con senales de
localizacion internas y las dirige hacia la MIM para su ensamblaje como
proteinas transmembranales (Lithgow 2000, Baker et al. 2007, Neupert y
Herrmann 2007, Ahmed y Fisher 2009).

Sin embargo, este esquema clasico de importacion no explica la
translocacidon de muchas otras proteinas mitocondriales. Aproximadamente
30% de las proteinas que se localizan en la mitocondria no contienen sehales
clasicas para su transporte hacia la mitocondria (Diekert et al. 1999,
Mokranjac y Neupert 2009). Para este tipo de proteinas se han propuesto
mecanismos alternativos o combinados de localizacién mitocondrial. Por
ejemplo, se ha demostrado que las chaperonas Heat-shock protein-70 y -90
(HSP70 y HSP90) pueden formar complejos citoplasmaticos con pre-
proteinas que después se unen a la subunidad Tom70 del complejo TOM,
formando un supercomplejo proteinico (chaperonas/TOM) que participa en la
translocacion de las pre-proteinas hacia la mitocondria (Young et al. 2003, Li
et al. 2009) y otros compartimentos subcelulares (Ngosuwan et al. 2003).

Otros mecanismos alternativos o complementarios de translocacion
incluyen a las modificaciones post-traduccionales (e.g., fosforilaciéon y
miristoilacion), que marcan a las pre-proteinas para su relocalizacion
subcelular (Zha et al. 2000); y a la importacién co-traduccional (Ahmed et al.
2006, Ahmed y Fisher 2009). En este ultimo mecanismo, el mRNA
traduccionalmente activo debe aproximarse a la MEM e interactuar con
factores citoplasmaticos como el complejo asociado al polipéptido naciente
(NAC). En la importacion co-traduccional también son importantes los
llamados “cddigos postales” en el mMRNA, que son secuencias en el extremo



3-UTR del mRNA que forman estructuras tipo horquilla (Ahmed y Fisher
20009).

A pesar de que los mecanismos de importacién mitocondrial se han
estudiado por mas de tres décadas, no existe una regla general para todas
las proteinas que deben integrarse a la mitocondria y nuevos mecanismos se

siguen descubriendo hasta la fecha.



3. JUSTIFICACION

Una caracteristica importante del envejecimiento del cerebro es que en
muchos casos la funcion y morfologia mitocondrial en las neuronas disminuye
con la edad. Esta disfuncion se debe en parte a la disminucién de la actividad
de los complejos | y IV respiratorios, la disipacion del potencial de membrana
mitocondrial, la disminucion de la sintesis de ATP y a alteraciones en la
cadena de transporte de electrones (Navarro y Boveris 2004, Boveris y
Navarro 2008).

Se ha reportado que el E; puede prevenir algunos de los cambios
estructurales, funcionales y neuroquimicos que el cerebro sufre durante el
envejecimiento (Thakur y Sharma 2006). Ademas de las vias clasicas
activadas por E; (e.g., MAPK, PI3K), esta hormona puede mejorar la funcion
mitocondrial y, por lo tanto, actuar como un factor neuroprotector en el
cerebro (Brinton 2008).

La mayoria de los efectos benéficos del E; son mediados por los ERs
(ERa y ERB), cuya expresion también se modifica durante el envejecimiento.
Sin embargo, los estudios en los que se cuantifica la expresion de los ERs
arrojan resultados diferentes: en algunos casos se reportan aumentos
(Chakraborty et al. 2003a), en otros decrementos (Mehra et al. 2005) y en
otros estudios no se detectan cambios (Chakraborty et al. 2003b) en la
expresion de estos receptores.

Por otra parte, la reciente localizacién mitocondrial de ambos ERs ha
llevado a varios grupos de investigacion a buscar vias de sefalizacion
estrogénica dentro de la mitocondria, para explicar los efectos del E; a nivel
mitocondrial. Existen reportes en lo que se demuestra que los mtERs
participan en la transcripcidon de genes mitocondriales (Chen et al. 2005) y
otros trabajos en los que se sugiere que los efectos antioxidantes del E;
podrian estar mediados por mtERs (Borras et al. 2010). Sin embargo, la
participacion directa y la funcion de los mtERs en el cerebro aun no se
esclarecen.

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios sobre la expresion y
localizacion subcelular de los ERs se han llevado a cabo en modelos in vitro y

soélo existe un trabajo previo en el que se explora la localizacion subcelular de



ERp en tejido cerebral in vivo (Milner et al. 2005). Ademas de su localizacion
subcelular, es importante determinar si la acumulacion de los mtERs se
modifica con el envejecimiento, lo que podria afectar la capacidad de
respuesta al E; en individuos de edad avanzada. Los resultados de este
estudio seran los primeros en aportar informacion sobre los niveles de
acumulacion y el patron de localizacion de los ERs en la mitocondria de
animales de diferentes edades.

Los antecedentes sugieren que podria existir una relacion entre el
envejecimiento en el cerebro y 1) la localizacion de ERs en la mitocondria; 2)
el nivel de acumulacion de los mtERs y 3) la capacidad de estos receptores
mitocondriales de regular la sefializacion estrogénica. En este estudio, se
determinara la existencia de interacciones entre los ERs y proteinas
mitocondriales, lo que representa una primera aproximacion a la

funcionalidad de estos receptores dentro de la mitocondria.



4. HIPOTESIS

El envejecimiento del cerebro se ha asociado a la disfuncion
mitocondrial, asi como a alteraciones en el nivel total de expresion de los
ERs. La disfuncion mitocondrial puede prevenirse con el E, a través de
mecanismos mediados por los ERs y algunos aspectos de la funcion
mitocondrial son regulados directamente por los mtERs. Dado que la funcion
mitocondrial y el contenido total de los ERs se modifican con la edad, se
espera que el nivel de expresion y la funcionalidad de los mtERs también

cambien durante el envejecimiento.



5. OBJETIVOS
5.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el tipo de variantes, el nivel de expresion e interacciones

proteinicas de los mtERs en el cerebro de la rata durante el envejecimiento.
5.2 OBJETIVOS PARTICULARES
5.2.1 En un modelo fisiolégico de envejecimiento del cerebro (corteza,

de edad:

hipocampo e hipotalamo) con ratas hembras de 3 y 18 meses

Estudiar la localizacion subcelular (mitocondria y citoplasma) de
ERa y ER.

Cuantificar los niveles de acumulacion de las proteinas mtERa
y mtERp.

Analizar la expresion de variantes de mtERa y mtERp.
Comparar los niveles de expresion de las variantes de mtERa. y
MtERP.

5.2.2 En un modelo fisiolégico de envejecimiento (cerebro completo y

mitocondrias de cerebro completo) con ratas hembras de 3, 5y 18

meses de edad:

Demostrar las interacciones entre los ERs totales y la ATP
sintasa mitocondrial y/o las interacciones entre los mtERs vy la
ATP sintasa mitocondrial.

Comparar las interacciones ERs-ATP sintasa y mtERs-ATP
sintasa en las diferentes edades.

5.2.3 En el modelo fisiolégico de envejecimiento y en un modelo

farmacoldgico (ratas de 3 meses OVX 'y OVX-tratadas con Ey; ratas de

18 meses OVX desde los 3 meses de edad):

Demostrar el efecto del E, en las interacciones ERs-ATP

sintasa.



6. MATERIAL Y METODOS
6.1 ANIMALES

Para el modelo fisiologico de envejecimiento se utilizaron ratas hembra
Wistar de dos edades: adultas jovenes (3-4 meses) y adultas viejas (16-18
meses). Para el modelo farmacologico en individuos jovenes se utilizaron
ratas ovariectomizadas bilateralmente (OVX) a los 3 meses de edad a las que
se les administro E; (30 ug/Kg) via subcutanea, 2 semanas post-ovariectomia
y 24 horas antes de ser sacrificadas. Para el modelo farmacologico en
animales viejos, se utilizaron ratas de 18 meses (OVX a los 3 meses de
edad). Las ratas jovenes fueron sacrificadas en la etapa de diestro 1 (D1)
después de haber presentado al menos 4 ciclos regulares de 4 dias (el ciclo
estral se monitored mediante el analisis de los frotis vaginales tomados
diariamente). Las ratas viejas presentaron irregularidades en el ciclo, i.e.,
citologia vaginal tipica de la etapa del diestro, por minimo 10 dias
consecutivos y fueron sacrificadas en dicha etapa. Las ratas OVX jovenes se
sacrificaron 24 horas después del tratamiento con E, y las ratas OVX viejas
se sacrificaron a los 18 meses de edad (15 meses post-ovariectomia).

Para todos los modelos, las ratas jévenes se mantuvieron en grupos
de cinco ratas por caja, mientras que las viejas se alojaron en grupos de dos
ratas por caja. Todas las ratas se mantuvieron con agua y alimento ad libitum
con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. Para el sacrificio, todos los animales
fueron anestesiados profundamente con éter y decapitados rapidamente.
Inmediatamente después se disecaron los tejidos de interés sobre una cama

de hielo.

6.2 FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR.

Todos los pasos del fraccionamiento subcelular y centrifugaciones se
efectuaron a 4°C, siguiendo un protocolo modificado para el aislamiento de
mitocondrias de cerebro (Bosetti et al. 2002). El hipocampo, la corteza y el
hipotalamo de 3-4 ratas se procesaron juntos. El tejido se homogenizé en 1
ml de amortiguador de aislamiento para mitocondrias (manitol 210 mM,
sacarosa 70 mM, EDTA 1 mM, HEPES 10 mM, 0.5 mg/ml de albumina
deslipidada e inhibidores de proteasas de Roche; pH 7.5) en un



homogenizador Kontes (pistilo 22) con 20 pases lentos. EI homogenizado se
centrifugé a 1000 g por 10 min. El sobrenadante se desechd y la pastilla se
volvio a resuspender en 1 ml de amortiguador de aislamiento mediante 10
pases lentos en el homogenizador. La suspension se volvio a centrifugar a
1000 g por 10 min. El sobrenadante se descarté y la pastilla se resuspendié
con micropipeta en 1 ml de amortiguador de aislamiento. El homogenizado se
centrifugo una ultima vez a 1000 g por 10 min. El sobrenadante se centrifugd
a 15,000 g por 32 min para obtener la fraccidon mitocondrial (pastilla) y la
fraccion citosdlica (sobrenadante). La pastilla mitocondrial se lavo en
amortiguador de lavado para mitocondrias (Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM,
sacarosa 250 mM e inhibidores de proteasas de Roche; pH 7.5) mediante
resuspension con micropipeta. La suspension se centrifugd a 15,000 g por 32
min. La pastilla mitocondrial se resuspendio en 150-200 ul de amortiguador

de lavado. Ambas fracciones se guardaron a -70°C para su analisis posterior.

6.3 CO-INMUNOPRECIPITACION (ColP) DE PROTEINAS

Todos los pasos y centrifugaciones de la ColP se realizaron a 4°C.
Todos los anticuerpos y la proteina A/G-Agarosa utilizados en la ColP fueron
de la marca Santa Cruz. Se utilizaron ratas en diestro de 3, 5 y 18 meses de
edad; ratas OVX de 3 y 18 meses y ratas OVX de 3 meses tratadas con 30
ug/Kg de E,. El cerebro completo (sin cerebelo) se procesdé en 2 ml de
amortiguador de precipitacion NP-40 (Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM, NP-40
1% vlv, inhibidores de proteasas de Roche) o RIPA (PBS IX, NP-40 1% vl/v,
desoxicolato de sodio 0.5%, SDS 0.1%, inhibidores de proteasas de Roche)
en un homogenizador de vidrio (Kontes) y posteriormente con una jeringa
21G. Se consideraron controles de expresion de ERa y ERp (utero, ovario y
cerebro completos homogenizados en un Polytron con 1 ml de amortiguador
NP-40 o RIPA). Adicionalmente, se aislaron las mitocondrias de cerebro
completo de ratas de 3 y 18 meses de edad como se indica en la seccion 6.2.
La proteina de cerebro completo se obtuvo por centrifugacion a 12,500 rpm
por 15 min a 4°C. Se disolvieron 0.5-1 mg de proteina total o mitocondrial de
cerebro en RIPA, se agregaron 2 ug de anticuerpo anti-F1-ATP sintasa (A-8),

anti-ERp (1531) o anti-ERa (MC-20) y las muestras se dejaron agitando a



4°C por 2 h. En este punto se consideraron controles negativos de ColP (0.5-
1 mg de proteina sin los anticuerpos correspondientes). Posteriormente, se
agregaron 20 ul de Proteina A/G-Agarosa-PLUS a todas las muestras y se
dejaron toda la noche en agitacion a 4°C. Las muestras se centrifugaron a
1000 g por 2-5 min y se retird el sobrenadante. La pastilla se lavo 4 veces
con 500 ul de RIPA y los inmunocomplejos se desnaturalizaron en 40 ul de
amortiguador Laemmli 2x (SDS 4%, azul de bromofenol 0.2%, -
mercaptoetanol 10%, glicerol 20% y Tris HCI 150 mM; pH 6.8). Las muestras
se conservaron a -20°C hasta su analisis por Western blot.

6.4 WESTERN BLOT

Para los experimentos de expresion con inmunoprecipitados, se
cargaron 10-20 ul de inmunocomplejos de cada grupo y 10-20 ug de los
controles de expresidn (utero, ovario, cerebro). Para las muestras de
fraccionamiento subcelular se cargaron 10 ug de las fracciones mitocondrial
(MIT) y citosolica (CIT) y 10 ug de los controles de expresién (utero, ovario,
corteza cerebral, hipocampo o hipotalamo de rata en diestro). Las proteinas y
los inmunocomplejos se transfirieron con una camara de transferencia semi-
humeda (BioRad) a una membrana de PVDF (Millipore); las membranas se
bloquearon por 30 min con leche 10% w/v en TBS-Tween 0.1% v/v y el
Western blot se realizé con los anticuerpos de Santa Cruz anti-ERa (MC-20;
0.8 ug/ml), anti-ERp (1531; 0.4 ug/ml), anti-F1-ATP sintasa (A-8; 0.2 ug/ml),
cabra anti-raton IgG-HRP (sc-2005; 0.05 ug/ml) y cabra anti-conejo IgG-HRP
(sc-2004; 0.04 ug/ml). Los anticuerpos anti-mHSP70 (Affinity BioReagents.
MAS3-028; 2.32 ug/ml) y anti-NeuN (Millipore. MAB-377; 5 ug/ml) se utilizaron
como marcadores mitocondriales y nucleares, respectivamente. Las bandas
de expresion se visualizaron con un sistema ECL quimioluminiscente
(Millipore). El analisis de la intensidad de bandas se hizo con el programa
para densitometria Kodak ID 3.6.1.

6.5 ANALISIS ESTADISTICO
Los valores de intensidad de banda se expresaron como el promedio *

el error estandar. Las diferencias estadisticamente significativas entre grupos



se analizaron utilizando las pruebas t de Student no pareada y ANOVA de
una via con analisis post hoc de Tukey. Los analisis se realizaron en el

programa Prism 4.0 (GraphPad).



7. RESULTADOS

71 ERa Y ERp SE DETECTARON COMO VARIANTES CON UNA
DISTRIBUCION SUBCELULAR ESPECIFICA EN EL HIPOCAMPO, LA
CORTEZA Y EL HIPOTALAMO DE RATAS DE 3 Y 18 MESES

La expresién de las proteinas ERa y ERf se analizé en las fracciones
mitocondriales y citosdlicas del hipocampo, la corteza y el hipotalamo de
ratas de 3 y 18 meses para comparar los patrones de expresion de proteina y
detectar los posibles cambios asociados con la edad. Las areas cerebrales
fueron elegidas con base en sus alteraciones asociadas al envejecimiento
reportadas previamente (Wilson et al. 2002, Chakraborty et al. 2003b, Boveris
y Navarro 2008).

En la fraccion mitocondrial de todas las areas cerebrales, ERa se
detecté como dos variantes de 55 y 61 KDa en los dos grupos de edad (Fig. 2
A-C, paneles superiores, carriles 4-5). ERf se encontré como dos variantes
mitocondriales de 52 y 63 KDa en la corteza y el hipotalamo, mientras que en
el hipocampo so6lo se detectd la variante de 52 KDa (Fig. 2 A-C, paneles
centrales, carriles 4-5).

En el mismo modelo se analizaron las variantes citosélicas de ambos
ERs. Estas variantes se distribuyen de manera diferente a los mtERs. El ERa
citosolico se detectd principalmente como una proteina de ~55 KDa en las
tres areas cerebrales estudiadas. En el citosol del hipocampo, ERfp se
encontré como una proteina de ~63 KDa, aparentemente menos abundante
que la forma mitocondrial de 52 KDa. La variante citosolica de ERp en la
corteza y el hipotalamo se detectd6 a ~63 KDa y aparentemente es mas
abundante que las variantes mitocondriales (Fig. 2 A-C, paneles superiores y
centrales, carriles 6-7).

En la Tabla | se hace una comparacion de las masas moleculares
entre areas, edades y subtipos de los ERs detectados en las mitocondrias y
el citosol. Como se puede ver, las mismas variantes se expresan entre los

dos grupos de edad.



Mitocondria  Citosol

NeuNEER | <46-48 kDa
ATPsit S| 51 KDa

CEL MIT

Figura 2. Localizacion subcelular y patron de expresion de las variantes de ERa y ERP en el
cerebro de rata. Expresion de proteina analizada por Western blot en el hipocampo (A), la corteza (B)
y el hipotalamo (C) de ratas jévenes (3 m) y viejas (18 m). A-C. (todos los paneles): Carriles 1y 2 son
controles positivos de expresion para ERa y ERB, respectivamente. Se cargaron 10 ug de proteina total
de utero (UT) u ovario (OV). El carril 3 es un control positivo para la presencia de ERs en cada area
cerebral. Se cargaron 10 ug de proteina de hipocampo (HIP), corteza (CTX) o hipotalamo (HYP). A-C:
Expresion de ERa (panel superior) y ERp (panel central) en las fracciones mitocondrial (carriles 4y 5) y
citosolica (carriles 6 y 7). Para estas fracciones se cargaron 20 ng de proteina. A-C. (paneles
inferiores): Heat-Shock Protein-70 mitocondrial (HSP70) o F4-ATP sintasa (ATPsin) se utilizaron como
marcadores de aislamiento y carga mitocondrial. La edad de las ratas se indica en la parte superior de
la figura: 3 = 3 meses, 18 = 18 meses. La masa molecular de los mtERs se indica con flechas. La figura
representa el resultado de 4 experimentos independientes. D. Control de aislamiento de mitocondrias
de cerebro. Se muestra la ausencia del marcador nuclear (NeuN) en la fracciéon mitocondrial (MIT) y su
presencia en el lisado total de cerebro (CEL).

Todos los controles positivos se tomaron de una rata joven en D1.



Tabla I. Masas moleculares de los ERs

MITOCONDRIAS CITOSOL
EDAD | AREA | mtERa (KDa) | mtERp (KDa) | ERa (KDa) | ERp (KDa)
3m HIP 61y 55 52 55 63
18m HIP 61y55 52 55 63
3m CTX 61y 55 63y 52 55 63
18m CTX 61y 55 63y 52 55 63
3m HYP 61y 55 63y 52 55 63
18m HYP 61y 55 63y 52 55 63

En la Tabla | se comparan las masas moleculares calculadas de las variantes mitocondriales y
citosolicas de ERa y ERp detectadas en diferentes areas del cerebro de ratas de 3 y 18 meses de

edad.

7.2 LAS VARIANTES DE mtERa Y mtERS PRESENTAN UNA
DISTRIBUCION AREA-ESPECIFICA Y SU NIVEL DE ACUMULACION EN
LA MITOCONDRIA NO CAMBIA DURANTE EL ENVEJECIMIENTO

Los niveles de expresion y la distribucion de las dos variantes
detectadas para mtERa y mtERpB se compararon entre los dos grupos de
edad con el fin de evidenciar los cambios relacionados con el envejecimiento.
Se encontré que los niveles de acumulacion de proteina de las variantes de
los mtERs permanecen esencialmente iguales entre los dos grupos de edad,
en las tres areas cerebrales estudiadas (Fig. 2 A-C, paneles superior y
central, carriles 4 vs. 5y Fig. 3 A-D).

Ademas, se analizé la distribucion por area de las variantes de ambos
mtERs. Se encontraron diferencias significativas en la expresiéon de la
variante de 55 KDa de mtERa y de la variante de 63 KDa de mtERp, entre
areas cerebrales de ratas de la misma edad (Fig. 3 B y C). La variante de 63
KDa de mtERp es practicamente indetectable en el hipocampo (Fig. 2 A,
panel central y Fig. 3 C).

Para visualizar claramente las diferencias en el nivel de acumulacion
de los mtERs entre las areas cerebrales se hizo un analisis de los mtERs
totales, sumando la acumulacion relativa de las dos variantes de cada
subtipo. Este analisis demuestra que mtERa total se localiza a niveles
significativamente mas altos que mtERp total en el hipocampo y la corteza de

ratas de 3 meses y en la corteza de ratas de 18 meses (Fig. 4 Ay B). En



cambio, los niveles de acumulacion

de mtERa y mtERP totales son

esencialmente iguales en el hipotalamo de ratas de las dos edades (Fig. 4 C).
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Figura 3. Nivel de acumulacion y distribucion por area y por edad de las variantes de mtERa y

mtERB. Las graficas representan los resultados del analisis densitométrico de las variantes

mitocondriales de ERa y ERp y su nivel de acumulacion en el hipocampo (HIP), la corteza (CTX) y el

hipotalamo (HYP) de ratas jovenes y viejas (3 m y 18 m). La expresion relativa (eje Y) de cada variante

se calculé como la proporcién entre el nivel de acumulacion de las variantes de mtERs y su respectivo

marcador mitocondrial (HSP70 o ATPsin). Las diferencias significativas entre areas se indican con

asteriscos (* P < 0.05; ** P < 0.005; *** P < 0.0005). Los datos son el promedio de 4 experimentos

independientes.
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Figura 4. Comparacion entre los niveles de acumulacion de mtERa y mtERf totales en
diferentes areas cerebrales. Las graficas representan los resultados de la suma del analisis
densitométrico de las dos variantes de cada mtER (mtERa total y mtERp total). En el eje Y se muestra
la expresion relativa, calculada como la suma de la acumulacion de las variantes entre la expresion de
los controles de carga (HSP70 o ATPsin). Las diferencias significativas en el nivel de acumulacion entre
mtERs se indican con asteriscos (* P < 0.05; ** P < 0.005). Los datos son el promedio de 4

experimentos independientes.

7.3 ERB Y LA ATP SINTASA FORMAN COMPLEJOS EN EL CEREBRO
DE LA RATA DE MANERA E;-Y EDAD-INDEPENDIENTE

Con el fin de comenzar a explorar las funciones de los mtERs en el
cerebro, se disefaron experimentos de ColP en los que se analizaron las
interacciones de estos receptores con la ATP sintasa. Se eligi6 comenzar a
trabajar con esta enzima dado que su expresion y actividad son reguladas
por el E> (Nilsen et al. 2007, Irwin et al. 2008). Ademas, se sabe que una de
las proteinas que forman a la ATP sintasa, la OSCP, tiene capacidad de
unirse al E,, por lo que pensamos que esta unién podria darse a través de los
MtERs (Zheng y Ramirez 1999a).

Se encontré que ERp, pero no ERa, coprecipita con la ATP sintasa en
el cerebro de ratas jovenes (3 y 5 meses) y viejas (18 meses) intactas (Fig. 5
y Fig. 6 A y B). Ademas, el complejo ERB-ATP sintasa también se detecto
cuando se hicieron los experimentos de ColP con proteina mitocondrial de
cerebro de ratas de 3 y 18 meses. Esto indica que la interaccién con la ATP
sintasa se localiza especificamente en la mitocondria (Fig. 6 C).

Posteriormente, para investigar si la interaccion entre ERf y ATP
sintasa depende de la presencia de E;, se realizé la ColP en dos modelos

farmacoldgicos: 1) ratas jovenes OVX y ratas OVX tratadas por 24 h con 30




ug/Kg de Ey; 2) ratas de 18 meses OVX a las 3 meses de edad (OVXigm). LOs
resultados muestran que el complejo entre ERf y ATP sintasa esta presente
tanto en las ratas OVX como en las tratadas con E; (Fig. 7 A, panel superior).
Los valores de intensidad de banda se analizaron entre las ratas jovenes
OVX y las tratadas con E, y se encontré que la cantidad de complejo ERf-
ATP sintasa es esencialmente igual entre los dos grupos (valores de
intensidad neta de 211 y 222 para OVXy Ey, respectivamente).

Adicionalmente, el complejo ERB-ATP sintasa también se detecto en el
cerebro de ratas OVX de 18 meses (Fig. 7 B, panel superior).

Para corroborar que las interacciones entre ERp- y mtERB-ATP
sintasa son especificas, en todos los modelos se realizaron Western blots
para la deteccion de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH),
una proteina principalmente citoplasmatica con escasas probabilidades de
interactuar con la ATP sintasa mitocondrial (Figs. 6 B-C y 7 A-B, paneles
inferiores). Como se muestra en las figuras 6 y 7, la GAPDH solo se detecta
en los controles positivos de expresion (Figs. 6 B-C y 7 A-B, paneles

inferiores, carriles 1-3) y no en complejo con la ATP sintasa.

IP: ERa

UT OVCER '3m 18m C-

ATPsin =

ERa — ~. *

Figura 5. Interacciones entre ERa y ATP sintasa. Ausencia del complejo ERo-ATP sintasa en ratas
de 3 (3m) y 18 (18m) meses de edad. IP ERa: inmunoprecipitacion de ERa en 500 ug de proteina total
de cerebro. C-: control negativo (sin anticuerpo). ATPsin y ERa: deteccion de la expresion de ATP
sintasa y ERa por Western blot. La imagen es el resultado representativo de tres experimentos

independientes.
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Figura 6. Interacciones entre ERpB y ATP sintasa. Todas las ColPs se realizaron con 0.5-1 mg de
proteina total o mitocondrial de cerebro completo. La figura representa los resultados de al menos tres
experimentos independientes. A. Ratas de 5 meses. C-: control negativo (sin proteina).
Inmunoprecipitacion (IP) ATPsin: IP de ATP sintasa. Se muestran las cadenas pesada (IgG CP) y ligera
(IgG CL) del anticuerpo anti-ATPsin. B. IP ERp: IP de ERp total. C: Panel superior, carril 1: control
positivo de inmunoprecipitacion (ERp). Carriles 2 y 3: IP de mtERpB. A-C. Carriles 1-3. Controles de
expresion (UT= atero, OV= ovario, CER= cerebro; 10-20 ug de proteina). ATPsin y ERp: deteccion de
ATP sintasa y ER por Western blot. B y C: Ratas de 3 (3m) y 18 (18m) meses de edad. Panel superior.
ATPsin indica el complejo entre ERB o mtERpB y ATP sintasa. C-: control negativo (sin anticuerpo).
Paneles inferiores. Control de especificidad de la interaccion ERB- y mtERB-ATPsin. GAPDH: Western

blot para deteccion de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
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Figura 7. Efecto del E; en la formacion de complejos entre ERf y ATP sintasa. La figura
representa 3 experimentos independientes de ColP entre ERp y ATP-sintasa en lisados de proteina
total de cerebro (0.5-1 mg de proteina). A: ratas jovenes (3 meses) OVX u OVXy tratadas con 30 ug/Kg
de E». B: ratas viejas (18m = 18 meses de edad) OVX desde los 3 meses de edad. Ay B: carriles 1y 2
son controles de expresion para ERa y ERB, respectivamente (UT y OVA, 10-20 ug). Carril 3: proteina
de cerebro (10-20 ug). C-: control negativo (sin anticuerpo). IP:ERp: inmunoprecipitacion de ERp y
deteccion de ATP sintasa (ATPsin). Paneles inferiores: control de especificidad de la interaccion ERp-

ATPsin. GAPDH: Western blot para deteccion de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.



7.4 ANALISIS COMPUTACIONAL PARA LA IDENTIFICACION DE
SECUENCIAS DE LOCALIZACION MITOCONDRIAL Y ANALISIS DE LOS
PERFILES DE HIDROFOBICIDAD DE ERa Y ERp

Los resultados de este trabajo indican que ERa y ERp se localizan en
el citoplasma y las mitocondrias del cerebro. Ademas, mtERp forma
complejos con la ATP sintasa mitocondrial, que es una enzima con una parte
transmembranal (Fo) de la MIM y una parte catalitica (F1) localizada en la
matriz mitocondrial. Para comenzar a explorar el mecanismo por el cual los
MtERs se translocan a la mitocondria se utilizaron programas de prediccion
de secuencias de localizacion mitocondrial y programas para el calculo de
perfiles de hidrofobicidad y probabilidad de formacion de a-hélices.

Para ERp de rata (NP036886.1) se encontr6 una posible pre-
secuencia en el NH-terminal (MTFYSPAVMNYSVPGSTSNLDGGPVRL),
utilizando el programa MitoProt |lI-v1.101 (Claros y Vincens 1996). Sin
embargo, la probabilidad de exportacion hacia la mitocondria es baja (0.1594)
cuando se compara con la probabilidad de otras proteinas codificadas en
genes nucleares y que se ftranslocan a la mitocondria e.g., AtpSb
(NP599191.1) con una probabilidad de exportacion de 0.9192 (Tabla II). Sin
embargo, con el programa SignalP 3.0 (Bendtsen et al. 2004) no se encontrd
ninguna posible pre-secuencia en ERp (Tabla II).

Para ERa de rata (NP036821.1) no se encontraron posibles pre-secuencias
con ninguno de los dos programas (Tabla Il).

Para el calculo de los perfiles de hidrofobicidad y la prediccion de las
estructuras secundarias se utilizaron los programas SOSUI (Hirokawa et al.
1998) y TopPred (von Heijne 1992), respectivamente.

Los perfiles de hidrofobicidad (<H>) en TopPred se basan en la
escala de hidrofobicidad de Goldman-Engelman-Steitz (GES). Esta escala
considera a los segmentos con <H>2 1.5 como “muy hidrofébicos” y a los
segmentos con <H>< 0.7 como “muy hidrofilicos”. La escala GES considera
el rango de 0.8 < <H>< 1.4. como una “hidrofobicidad intermedia”, ya que en
este intervalo se encuentran los picos de hidrofobicidad tanto de proteinas
solubles como intermembranales (Gavel y von Heijne 1992).



La hidrofobicidad promedio calculada con el programa SOSUI se basa
en el “indice de Hidropatia de Kyte y Doolitle”, en el que se considera a los
aminoacidos o regiones con valores positivos como hidrofébicos y a los
negativos como hidrofilicos (Kyte y Doolittle 1982).

El analisis in silico de las secuencias de aminoacidos de ERa y ERf
muestra que ambas son proteinas con una hidrofobicidad promedio baja
(<H>=< 0.7) (Tabla Il) y que no tienen altas probabilidades de formar hélices
transmembranales (Fig. 8). Los datos de hidrofobicidad y probabilidad de
formacion de hélices de ERa y ERf se compararon con los de la proteina
Atp6, una proteina que forma parte de la porcion transmembranal (Fo) de la
ATP sintasa. Atp6 presenta una hidrofobicidad promedio alta (<H>= 1.5) y 5
hélices transmembranales (Fig. 8).

Este analisis in silico en conjunto sugiere que tanto ERa como ERp
son proteinas solubles, sin probabilidades de formar estructuras hidrofébicas

que pudieran insertarse en las membranas mitocondriales.



Tabla Il. Comparacién de las predicciones estructurales para los ERs y
subunidades de la ATP sintasa

ERa ERB Atp5b
MLSLVGRVASASASGALR
. . MTFYSPAVMNYSVP
MitoProt Pre-secuencia NP GLNPLAAPQAHLLLRTAPA
GSTSNLDGGPVRL

GVHPARDY

Sitio de corte NP 28 47

Probabilidad de

) 0.042 0.159 0.919
exportacion

. Probabilidad de
SignalP 0.064 0.002 0.911
péptido senal

Atp6

SOSUI Hidrofobicidad® | -0.362 -0.242 0.969

TopPred No. de helices® | 1 0 5

En la Tabla Il se muestran las probabilidades de la presencia de pre-secuencias, sitios de corte y
péptidos-sefales, asi como la probabilidad de exportacién hacia la mitocondria, calculadas con los
programas MitoProt 1I-v1.101 y SignalP 3.0. También se muestra el promedio de hidrofobicidad y el
nimero de hélices transmembranales calculados con los programas SOSUl y TopPred,
respectivamente. Los resultados de MitoProt y SignalP se compararon con la proteina Atp5b de rata
(subunidad B de la F-ATP sintasa), que tiene una pre-secuencia bien conocida y se sabe que es
exportada a la mitocondria. Los calculos de SOSUIl y TopPred se compararon con los valores de
hidrofobicidad y nimero de hélices transmembranales de la proteina Atp6 de rata (subunidad 6 de la
Fo-ATP sintasa), que tiene hélices transmembranales y se localiza en la MIM. ®Valores de
hidrofobicidad promedio calculados con base en la escala de Kyte-Doolittle (valores positivos =
segmentos hidrofébicos; valores negativos = segmentos hidrofilicos). ®Numero de hélices

transmembranales calculado con base en la escala de hidrofobicidad de GES descrita en el texto.
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Figura 8. Perfiles de hidrofobicidad. En las graficas se muestran los valores de hidrofobicidad
calculados con el programa TopPred, basandose en la escala de GES descrita en el texto. Cuando los
valores de hidrofobicidad sobrepasan el umbral inferior, se considera que se podria formar una hélice;

si se encuentran o sobrepasan el umbral superior, se considera que con certeza existe una hélice
transmembranal.



8. DISCUSION

Desde hace mas de una década, existen evidencias sobre los
efectos estrogénicos en la estructura y funcién mitocondrial (Chen et al.
2005). A partir de entonces, muchos grupos de investigacion han reportado la
localizacion mitocondrial de ERa y ERf en diversos tejidos y tipos celulares
(Monje y Boland 2001, Chen y Yager 2004, Yang et al. 2004, Chen et al.
2004a, Milner et al. 2005, Stirone et al. 2005, Duckles et al. 2006, Pedram et
al. 2006, Milner et al. 2008, Ivanova et al. 2009, Milanesi et al. 2009, Yang et
al. 2009).

En este estudio se demostroé que tanto ERa como ERp se localizan
en las mitocondrias del hipocampo, la corteza y el hipotalamo de ratas
jovenes y viejas, lo que concuerda con los reportes previos en tejido nervioso
(Milner et al. 2005). Sin embargo, la mayoria de los reportes anteriores se
realizaron en modelos celulares y, hasta la fecha, los mtERs han sido poco
estudiados in vivo (Monje y Boland 2001, Milner et al. 2005, Stirone et al.
2005). El presente estudio es el primero en el cual se demuestra la presencia
de ambos mtERs en la corteza cerebral y el hipotalamo en tejido obtenido in
vivo. Ademas, los resultados de este trabajo confirman los trabajos anteriores
en los que se reporta la presencia de mtERs en el hipocampo de rata (Milner
et al. 2005).

Los mtERs de las tres areas cerebrales estudiadas se detectaron
como variantes, con masas moleculares diferentes. En otros estudios, ambos
ERs se han detectado como isoformas en el cerebro y otros tejidos, como
utero y ovario, tanto en humano como en roedores. Estas isoformas son el
producto de la edicion alternativa del pre-mRNA de los genes Esr1y Esr2. En
el cerebro de la rata se ha demostrado que existen cinco isoformas para ERf.
Para ERa, son pocos los estudios que han reportado la presencia de
isoformas en el cerebro de la rata (Ishii et al. 2010). Sin embargo, se han
reportado multiples isoformas de ERa en el cerebro y otros tejidos humanos
(Ishunina et al. 2007, Ishunina y Swaab 2008, Weiser et al. 2008, Taylor et al.
2010).

Es probable que las variantes de los ERs detectadas en este estudio
sean isoformas con la capacidad de translocarse a la mitocondria. Reportes



previos muestran que las isoformas tienen una distribucién diferencial tanto
dentro de la célula como en distintos tejidos. Por ejemplo, ERp1 y ERp2 se
expresan casi al mismo nivel en el hipocampo, donde la isoforma ERB104 es
particularmente abundante (Price et al. 2000).

La masa molecular calculada para las variantes que se detectaron
en este estudio se aproxima a la masa molecular esperada para las
isoformas de los ERs. Entre estas variantes destacan las proteinas mtER(-52
KDa y mtERa-55 y 61 KDa del hipocampo. La primera se detecté como una
proteina de ~52 KDa (Tabla |) que se aproxima a la masa molecular
esperada para la isoforma ERp4 (485 aminoacidos, ~53 KDa). Para mtERa
se calcularon masas moleculares aproximadas de 55 y 61 KDa para las dos
variantes encontradas (Tabla 1); estas masas corresponden a las de otras
proteinas (~55-60 KDa) con capacidad de unién al E; que han sido
reportadas previamente en experimentos de fraccionamiento subcelular en
utero de conejo (Monje y Boland 2001).

En este trabajo también se demostré la presencia de una variante de
ERpP de ~63 KDa que es aparentemente mas abundante en el citosol que en
las mitocondrias de las tres areas cerebrales estudiadas y fue la variante de
ERpP con mayor masa molecular detectada (Fig. 2). La variante ERpB-63 KDa
no se detectd en las mitocondrias del hipocampo, pero si en las de la corteza
y el hipotalamo (Fig. 2 y Tabla |). La masa molecular calculada para esta
variante no corresponde a la masa esperada para la isoforma ERp2, que es la
isoforma con mayor masa molecular (~55 KDa) que se ha reportado hasta la
fecha en el cerebro (Weiser et al. 2008). Sin embargo, existen dos estudios
en los que se encontraron variantes de ERp de 63.9 KDa (Xia et al. 2000) y
60 KDa (Yang et al. 2004), en una biblioteca de cDNA de ovario de pez gato
y en mitocondrias de corazdn humano, respectivamente. Esto sugiere que la
variante ERB-63 KDa podria ser otra isoforma de ERp no descrita aun en el
cerebro.

Evidentemente, son necesarios experimentos con mMRNA para
confirmar la presencia de las isoformas de ERa y ERP en las mitocondrias
del cerebro. El estudio de la expresion de estas isoformas ayudaria a explicar

algunas de las diferencias en el dafio observado entre distintas areas



cerebrales durante el envejecimiento y también a entender mejor los
mecanismos de neuroproteccion por E, (Chung et al. 2007, Garcia-Segura y
Balthazart 2009).

El efecto del nivel de acumulacion de los mtERs en la mitocondria
durante el envejecimiento no se ha descrito. El presente trabajo es el primer
reporte en el que se estudian estos niveles en el contexto de la edad. En él,
se demostrd que el nivel de acumulacion de los mtERs se mantiene durante
el envejecimiento (Fig. 3). Los reportes previos sobre la expresion global (en
toda la célula) de los ERs en diferentes areas cerebrales muestran resultados
muy diversos. Mientras que en ciertas areas (AVPV del hipotalamo e
hipocampo) se observa una disminucion en ERa y/o ERp, en otras areas
(VMN del hipotalamo) se detecta un aumento y en algunas otras (pBST, MPN
y ARH del hipotalamo; corteza) no se observan cambios (Adams et al. 2002,
Wilson et al. 2002, Chakraborty et al. 2003a, Chakraborty et al. 2003b, Mehra
et al. 2005, Sharma y Thakur 2006). Estos antecedentes muestran que la
regulacion estrogénica a través de los ERs es especifica de cada area
cerebral. Los datos presentados en este estudio apoyan esta nocion, ya que
los niveles de mtERs, aunque se mantuvieron esencialmente constantes con
la edad, si presentaron variaciones con respecto al area del cerebro en la que
se detectaron (Fig. 4).

Estudios previos han demostrado que en muchos casos el
envejecimiento en el cerebro se traduce en una disminucion de las
capacidades cognitivas. En este contexto, se ha sugerido que el tratamiento
con E; podria revertir muchos de los efectos del envejecimiento sobre las
capacidades cerebrales (Wilson et al. 2002). Sin embargo, si el E, tuviera
este efecto en todos los casos, la terapia de reemplazo hormonal resolveria
gran parte de los estragos de la edad sobre el cerebro, y se sabe que este no
es siempre el caso (Brinton 2004, Zhao y Brinton 2007a).

La idea general con respecto a la capacidad de respuesta al E, a lo
largo de la vida es que el cerebro de individuos viejos no responde igual al E;
porque no se expresan la misma cantidad de ERs y porque los mecanismos
compensatorios que protegen la funcion mitocondrial se ven atenuados con el
envejecimiento (Adams et al. 2002, Adams y Morrison 2003, Shi y Xu 2008).
Con respecto a esto, en el presente estudio se detectaron mtERs en



animales jovenes y viejos, lo que podria sugerir que son elementos
necesarios para la funcion mitocondrial y que no soélo funcionan como
receptores de E, y mediadores en la neuroproteccion por hormonas (Dubal et
al. 1999, Dubal et al. 2006).

En el contexto de la regulacion de la funcion mitocondrial por E;
(Chen y Yager 2004, Hsieh et al. 2006a, Nilsen et al. 2007, Irwin et al. 2008),
los mtERs podrian ser proteinas importantes que modulan la respuesta al E;
a lo largo de la vida.

En este trabajo también se demostré que las variantes de ambos
MtERs se distribuyen diferencialmente en las tres areas cerebrales
estudiadas. Especificamente, para mtERa-55 KDa y mtERp-63 KDa existen
diferencias significativas en los niveles de acumulacion por area (Fig. 4).

Con respecto a los mtERs totales, los datos sugieren que los subtipos
podrian participar en funciones cerebrales diferentes, ya que se demostro
que en las ratas jovenes mtERa es el subtipo mas abundante en el
hipocampo y la corteza, asi como en la corteza de las ratas viejas. Es
interesante que en este estudio se detectara a mtERa como la variante mas
abundante en la corteza (ratas de 3 y 18 meses) y en el hipocampo (3
meses) (Fig. 4). Esto contrasta con datos previos que muestran la
predominancia de ERp-total sobre ERa-total en la corteza (Gustafsson 1999).
Es posible que esto se deba a un efecto de enmascaramiento de la presencia
de ERs en la mitocondria, dado que se ha reportado que mtERa y mtERp
representan el 10% y el 18% de la cantidad de ERs totales, respectivamente
(Chen et al. 2004a).

Por otra parte, se ha demostrado que la funcion y la estructura
mitocondrial estan relacionadas con la estabilidad de los supercomplejos de
la MRC (Schéafer et al. 2006). La arquitectura mitocondrial también se ve
alterada en el envejecimiento. De hecho, hay una disminucién en la
proporcion de supercomplejos y de ATP sintasa intacta en mitocondrias
corticales de ratas viejas. Sin embargo, se ha demostrado que el decremento
en el monomero de la ATP sintasa coincide con un aumento en la cantidad
de oligobmeros de la misma enzima (Seelert et al. 2009, Frenzel et al. 2010).
El hecho de que la estructura mitocondrial también se altere con la edad



correlaciona con los fallos en la funcion mitocondrial asociados al
envejecimiento (Navarro y Boveris 2007, Sas et al. 2007, Jones y Brewer
2009).

En un estudio reciente, Borras, et al. (2010) reportaron que los efectos
antioxidantes y protectores del E; sobre la mitocondria no necesariamente
son dependientes de la presencia de factores citoplasmaticos, e.g., en
mitocondrias aisladas y purificadas de cerebro de rata, el tratamiento con E;
(0.2 nM) tiene un efecto antioxidante y previene la salida del citocromo c de la
mitocondria. Los mismos autores sugieren que los efectos del E; actuan de
manera directa sobre la mitocondria, posiblemente a través de mtERs (Borras
et al. 2010).

Se ha demostrado que el estado de oligomerizacion de la ATP sintasa
es otro de los aspectos importantes para mantener la eficiencia respiratoria
(Frenzel et al. 2010) y se ha sugerido que los mtERs podrian ser los
mediadores directos de los efectos estrogénicos sobre la mitocondria (Borras
et al. 2010). En este contexto, nuestros resultados sobre la formacion del
complejo mtERB-ATP sintasa (Fig. 6) son importantes ya que sugieren otra
via posible por la cual el E; podria modular la actividad de la ATP sintasa,
i.e., a través de la union E>-mtERB-ATP sintasa. Sin embargo, es necesario
comprobar la capacidad de unién al E; de los mtERs descritos en este
estudio.

También se demostr6 que la ATP sintasa forma complejos
especificamente con ERp, pero no con ERa, en ratas de 3 y 18 meses (Figs.
5 y 6). Lo anterior coincide con otros estudios en los que se detectd ERp,
pero no ERa, en las mitocondrias de diversos tipos celulares (Psarra y
Sekeris 2008). De hecho, mtERo se ha detectado en pocos tejidos en
comparacion con los que presentan mtERp, e.g., utero y ovario de conejo,
células MCF-7 y tejido vascular cerebral de rata (Monje y Boland 2001,
Stirone et al. 2005, Klinge 2008). Es importante destacar que en este estudio
se demostroé la localizacion de ERa en tejido nervioso por primera vez en un
modelo in vivo. A pesar de su clara localizacion mitocondrial, mtERa no
interactua con la ATP sintasa, lo que sugiere que ambos mMtERs tienen

funciones distintas dentro de la mitocondria.



La demostraciéon de que mtERP forma complejos con la ATP sintasa
de ratas jovenes y viejas sugiere que este receptor podria regular la
estabilidad y/o funcidon de la ATP sintasa y concuerda con la nocién de que
este receptor participa en el mantenimiento de la funcion mitocondrial durante
toda la vida. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que otros factores
mitocondriales se alteran con la edad (Frenzel et al. 2010) y la funcionalidad
del complejo también dependera del estado general de la mitocondria.

Para evidenciar el efecto del E; sobre los complejos ERB-ATP sintasa,
se hicieron experimentos de ColP en ratas jovenes OVX tratadas con 30
ug/Kg de E, y en ratas viejas OVX. Previamente se ha demostrado que este
esquema de tratamiento con E, induce diferentes aspectos de la funcion
mitocondrial, e.g., la expresion de las subunidades a y § de la ATP sintasa y
el aumento de la actividad respiratoria mitocondrial (Nilsen et al. 2007, Irwin
et al. 2008). Con estos experimentos se demostré que los complejos ERf-
ATP sintasa no son dependientes de la presencia de E; y se detectan aun en
ratas privadas de E; por 15 meses (Fig. 7).

El presente es el primer trabajo en el que se demuestra la asociacion
entre ERp y la ATP sintasa. El hecho de que ERp, pero no ERa, co-precipita
con esta enzima puede tomarse como una evidencia de la diferencia de
funciones entre mtERa y mtERB. Aunque aun no se sabe cual es
exactamente la funcidn de la asociacion ERpB-ATP sintasa, nuestros
resultados concuerdan con esta nueva idea en la que ERP es un factor
importante en la mitocondria, independientemente de su papel como receptor
a estrogenos (Yang et al. 2009).

Con respecto a la localizacion intramitocondrial de los mtERs, se ha
demostrado que muchas proteinas mitocondriales tienen sefiales de
localizacion mitocondrial en el NH-terminal (pre-secuencias; mTPS) o
secuencias internas que las dirigen a la mitocondria donde son reconocidas
por el complejo TOM de la MEM. En general, las pre-proteinas mitocondriales
son sintetizadas en el citoplasma; aquéllas con mTPSs son reconocidas por
el receptor Tom20 y aquéllas con secuencias internas son reconocidas por el
receptor Tom70 (Baker et al. 2007, Li et al. 2009). Sin embargo,
aproximadamente la mitad de las proteinas mitocondriales no tienen mTPSs



escindibles y tienen secuencias internas de localizacion las cuales hasta la
fecha han sido poco caracterizadas (Mokranjac y Neupert 2009).

El presente trabajo y estudios previos han demostrado que tanto ERa
como ERp se encuentran en las mitocondrias de diversos tejidos y tipos
celulares. Sin embargo, solo un reporte demuestra experimentalmente que
ambos mtERs se localizan especificamente en la matriz mitocondrial de
células MCF-7 y que el hERp tiene una region interna de aminoacidos
basicos (aminoacidos 220-270) que podria funcionar como una mTPS (Chen
et al. 2004a).

Contrario a lo reportado por Chen, et al. (2004a), al someter las
secuencias completas de ERa y ERf a diferentes programas de prediccion
no se encontrd suficiente evidencia que indique la presencia de mTPSs, a-
hélices o pre-secuencias que sugieran un mecanismo clasico de importacion
mitocondrial. Sin embargo, se conocen otras proteinas mitocondriales que no
son importadas de la manera clasica, i.e., no tienen pre-secuencias o tienen
mTPSs atipicas (Lithgow 2000). Por ejemplo, se sabe que ademas de
participar en la estabilidad y plegamiento correcto de muchas proteinas, las
HSP-70 y -90 estan involucradas en la translocaciéon de pre-proteinas
mitocondriales mediante la interaccion con Tom70/71 (Aumais et al. 1997,
Bouhouche-Chatelier et al. 2001, Li et al. 2009).

Los datos del presente trabajo sugieren que mtERa y mtERpP son
proteinas solubles de la matriz mitocondrial que se translocan a la
mitocondria por un mecanismo que no involucra mTPSs. Tomando en cuenta
los reportes en los que las HSP70/90 facilitan la translocacion de pre-
proteinas mitocondriales (Young et al. 2003, Li et al. 2009), se propone que la
poza citosélica de ERs no unidos a ligando se encuentran en complejos con
HSP70/90. Posteriormente, este complejo ER-HSP70/90 podria reubicarse
en la MEM, ser reconocido por Tom70 e iniciar el proceso de internacion en
la mitocondria. Una vez dentro de la mitocondria, los mtERs tendrian que ser
translocados a la matriz mitocondrial (asumiendo que son proteinas solubles).
La ruta clasica para proteinas de la matriz mitocondrial es mediada por
TIM23. El otro translocador de la MIM, TIM22, se asocia a la importacion de
proteinas que se insertan en la MIM (Schmidt et al. 2010). Aunque



generalmente se ha aceptado que TIM23 transloca pre-proteinas con mTPSs
(Neupert y Herrmann 2007), se propone que esta translocasa podria ser la
que regula la entrada de los mtERs a la matriz mitocondrial, dado que se
piensa que estos receptores no son proteinas transmembranales de la MIM
(Fig. 9).

Por otra parte, previamente se ha demostrado que ERa y ERf pueden
existir como proteinas asociadas a la membrana celular (MERs). Estos mERs
se originan de los mismos genes que los ERs nucleares (Esr1 y Esr2)
(Razandi et al. 1999), por lo que se piensa que las caracteristicas
estructurales de las proteinas deben ser iguales a las de los ERs encontrados
en el nucleo. Aun asi, sélo una parte de estos ERs se transloca a la
membrana celular. Se ha demostrado que una de las caracteristicas
estructurales determinantes para que ERa se transloque a la membrana
celular es la presencia de una serina en la posicion 522 dentro del LBD que le
permite asociarse a la caveolina 1 (Razandi et al. 2003). En un trabajo mas
reciente de los mismos autores, se comprobd que la Hsp27, otra chaperona
citoplasmatica, es necesaria para que ERa se transloque a la membrana
celular (Razandi et al. 2010). Estos antecedentes indican que la asociacion
con proteinas citoplasmaticas es una forma de regular el transito de ERs
dentro de la célula.

Tomando en cuenta lo anterior, es posible que la asociacion de los
mtERs a proteinas citoplasmaticas (e.g., HSP-70/90) les confiera la
capacidad de translocarse a la mitocondria. Sin embargo, la localizacion
intramitocondrial de los mtERs en el cerebro debera estudiarse
experimentalmente para comprobar estas hipétesis.
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Figura 9. Modelo de importacion mitocondrial para mtERa y mtERB. A. En presencia de Ej, los
complejos de chaperonas citosolicas HSP70/90 se disocian de los ERs y éstos se activan y regulan la
transcripciéon de genes blanco. B. En ausencia de E», 1) el complejo de chaperonas-ERs se mantiene y
se relocaliza en la membrana externa mitocondrial (MEM); 2) el complejo HSP70/90 transfiere los ERs
al receptor Tom70; 3) los ERs son translocados a través del poro Tom40 y entran al espacio
intermembranal (IMS). 4) Los ERs son transportados por TIM23 a través de la MIM y hacia la matriz
mitocondrial. 5) Una vez en la matriz, ERP se asocia a la ATP sintasa. ? = Procesos no descritos hasta
la fecha. Imagen del complejo TOM70 modificada de Mokranjac y Neupert, 2009. Imagen del complejo
TIM23 modificada de Neupert y Herrmann, 2007. La imagen de la mitocondria fue modificada a partir
de “Mitochondria in action”, por Odra Noel.



En este estudio se demostro que la edad no tiene efectos significativos
sobre la cantidad de mtERs en el cerebro. Ademas, el complejo mtERB-ATP
sintasa se forma independientemente de la presencia del E, y de la edad.
Estos resultados sugieren que la cantidad de ERs que se transloca a la
mitocondria no depende totalmente del ligando y que posiblemente la poza
de ERs destinada a translocarse a la mitocondria sea constante y dependa
de otros factores.

Estos resultados contrastan con el trabajo de Chen y Yager (2004) en
el que se demuestra que la presencia de mtERa y mtERf en la mitocondria
es dependiente de la concentracion de E;. Sin embargo, las diferencias entre
los datos se pueden deber a que ellos utilizan células tumorales (MCF-7 y
HepG2) para sus estudios y los datos de este estudio fueron obtenidos a
partir de muestras de tejidos de animales durante la vida y en condiciones
fisiologicas.



9. CONCLUSION

Se demostro que diferentes variantes de ERa y ERp se localizan en
las mitocondrias del hipocampo, la corteza y el hipotalamo de la rata. El nivel
de expresion de estas variantes no se altera significativamente con la edad.
Ademas, se encontro que ERpB y mtERf, pero no ERa, forman complejos con
la ATP sintasa mitocondrial independientemente de la edad y de la presencia
del Ea.



10. PERSPECTIVAS

El estudio de los efectos de la senalizacion estrogénica sobre la
mitocondria es un tema relativamente nuevo en el que se ha reportado
consistentemente la localizacion mitocondrial de los receptores a estrégenos;
pero aun se desconocen sus funciones como elemento estructural en la
mitocondria.

No se conocen los mecanismos por los cuales los ERs son
transportados a las mitocondrias del cerebro, por o que en un futuro sera
necesario estudiar su localizacion intramitocondrial y determinar los
mecanismos involucrados en la translocacion.

Mediante ColP se puede comenzar a explorar la presencia de los
mtERs en la matriz mitocondrial, por ejemplo, coprecipitando a los ERs con
proteinas especificas de este compartimento (e.g., mHSP-70). Después, la
acumulacion de mtERs en la matriz se puede confirmar mediante
microscopia electronica e inmunogold (Chen et al. 2004a).

La disposicion de los mtERs dentro de la mitocondria también se puede
estudiar mediante el tratamiento de los aislados mitocondriales con sales y
carbonato de sodio. Posteriormente, por centrifugacion diferencial, los
componentes proteinicos de las membranas internas y externas de la
mitocondria se pueden separar y diferenciar por Western blot (Pon 2007).

Es importante saber cuales son los elementos estructurales esenciales
para la translocacion de los ERs a la mitocondria. Una manera de estudiarlos
es la mutagénesis dirigida para identificar la relacion entre la estructura y la
capacidad de translocacion. Se comenzaria por sustituir aminoacidos
importantes para la translocacion a la membrana celular (Razandi et al. 2003)
y después estos ERs mutantes se podrian subclonar a vectores que
expresen proteina verde fluorescente, con el fin de observar cuales mutantes
tienen la capacidad de translocarse a la mitocondria y cuales la pierden.

En este estudio se demostr6 que mtERp, pero no mtERa, forma un
complejo con la ATP sintasa. Es importante determinar las caracteristicas
estructurales que le permiten a mtERB unirse a esta enzima y cuales
subunidades (reguladora o catalitica) estan participando directamente en el
complejo. Para esto se podria purificar el ERf de cerebro y posteriormente



realizar experimentos de entrecruzamiento (“cross-linking”) que permitieran
visualizar las interacciones entre ERf y las diferentes subunidades de la ATP
sintasa. Esta técnica ya se ha utilizado para estudiar las interacciones entre
las diferentes subunidades de la ATP sintasa (Cano-Estrada et al. 2010).

Por ultimo, se sabe que la mitocondria esta directamente involucrada
con el inicio y progresion de muchas enfermedades humanas del
metabolismo (e.g., diabetes) y neurodegenerativas (e.g., enfermedad de
Alzheimer y de Parkinson). Si la actividad mitocondrial es hormonalmente
regulada a través de los mtERs, sera necesario estudiar a los mtERs en
humanos con diferentes patologias metabdlicas y neurodegenerativas y
empezar a establecer una relacion entre los niveles de acumulacion de los
MtERs y la incidencia de estas enfermedades. Para comenzar a estudiar la
importancia de los mtERs en humano, primero se debe analizar el contenido
de los mtERs por Western blot en tejidos humanos (post mortem). Se
empezaria por analizar la acumulacion de mtERs en tejidos que son
directamente afectados por enfermedades metabdlicas y neurodegenerativas

(e.g., higado, cerebro, pancreas).
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ABREVIATURAS

ARH: nucleo arcuato del hipotalamo

AVPV: nucleo paraventricular anteroventral del hipotalamo
CA1y CA3: cornu ammonis 1y 3 del hipocampo

COX: citocromo c oxidasa

DBD: dominio de unién al DNA

ERa y ERB: receptor a estrogenos alfa y beta

FOF1-ATP sintasa: complejo V de la fosforilacion oxidativa; ATPasa
mitocondrial

HSP70/90: proteinas de choque térmico 70 o 90

IMS: espacio intermembranal de la mitocondria

LBD: dominio de union al ligando

MEM: membrana externa mitocondrial

mHSP70: proteina mitocondrial de choque térmico 70
MIM: membrana interna mitocondrial

MPN: nucleo preoptico medial del hipotalamo

MRC: cadena respiratoria mitocondrial

MtER: receptor a estrégenos mitocondrial

mTPS: secuencia peptidica de localizacion mitocondrial
NLS: secuencia de localizacidén nuclear

OSCP: proteina que confiere sensibilidad a la oligomicina
pBST: nucleo principal de la estria terminal

POA: area predptica del hipotalamo

SON: nucleo supradptico del hipotalamo

TIM: translocasa de la membrana interna mitocondrial
TOM: translocasa de la membrana externa mitocondrial
VMN: nucleo ventromedial del hipotalamo
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Alvarez-Delgado C. y Cerbon MA.

RESUMEN

El estradiol (E2) es una hormona esteroide cuyos efectos van mas
alla de la reproduccién. Especificamente, se ha demostrado que esta
hormona participa en procesos tan variados que van desde la regulacion
de la funcién cardiaca hasta la neuroproteccién. El E; ejerce la mayoria
de sus efectos a través de los receptores a estrégenos (ER) ey g (ERa y
ERB). Los ERs se localizan en el nicleo, la membrana celular y la
mitocondria (mtER). Su reciente localizacién mitocondrial ha sido de gran
importancia ya que concuerda con las observaciones previas de que
muchos efectos del E; inciden en la mitocondria, manteniendo su
estructura y funcién. El estudio de los mtERs es importante en el contexto
fisiol6égico, ya que ahora se sabe que son indispensables para mantener
la estructura y funcién de la mitocondria y para regular los efectos
protectores del E, sobre este organelo. Ademas, muchas enfermedades
(i.e., enfermedades mitocondriales) se caracterizan por una disfuncién
mitocondrial heredada, por lo que es evidente que el estudio de los
mtERs también aportara nuevas estrategias para su tratamiento.
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Ke}'words" . munoprecipitation assays. The results show that mtERo and mtERB are present in young and aged
Mitochondrial estrogen receptors . . . . . ;
Rat brain brain mitochondria. We also demonstrate that mtERs are expressed as variants and have a brain region
Aging specific distribution. The predominant mtER variants detected were of 61 and 55 KDa for mtERa and of
Complex V 63 and 52 KDa for mtERB. However, we did not observe differences in the mtERa or B content between
Neuroprotection the two age groups studied. Additionally, we show that mtERR interacts with complex V.

mtERo The overall results demonstrate that there is a differential expression of mtERa and mtERB variants in
mtERB different brain areas, indicating that they may participate in different functions in the brain during aging.

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Steroid hormones have long been recognized as positive regula-
tors of brain function (De Nicola et al., 2009; Garcia-Segura and
Balthazart, 2009). Specifically, estradiol (E,) has been found to ex-
ert profound neurotrophic and neuroprotective effects in the brain
(Rev. in Bethea et al., 2009; Jones and Brewer, 2009) through the
action of two estrogen receptor (ER) subtypes: ERa and ERp (Dubal
et al., 1999, 2006). These ERs are encoded in different genes and
have been described in the nucleus (nERs), cell membrane (mERs)
and, recently, in the mitochondria (mtERs) of different cell types
(Monje and Boland, 2001; Chen and Yager, 2004; Yang et al.,
2004, 2009; Milner et al., 2005; Stirone et al.,, 2005; Duckles
et al., 2006; Ivanova et al., 2009; Milanesi et al., 2009).

Adding to the complexity of E,-signaling, each ER subtype has
different isoforms that result from alternative exon splicing. These
variants have been found in various rodent and human tissues and
cell lines (Petersen et al., 1998; Cammarata et al., 2004; Leung
et al., 2006; Chung et al., 2007; Flynn et al., 2008; Ishunina and
Swaab, 2008, 2009). The differential expression and subcellular

* Corresponding author. Address: Universidad Nacional Auténoma de México,
Facultad de Quimica, Ciudad Universitaria, Circuito interior s/n, Coyoacidn 04510,
México D.F., México. Tel./fax: +52 55 5622 3820.

E-mail address: mcerbon85@yahoo.com.mx (M. Cerbén).

0531-5565/$ - see front matter © 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.exger.2010.01.015

localization of these splicing variants is highly significant in the
E,-signaling diversity given that each isoform has a different struc-
ture, trafficking patterns, transactivation capacities and E, binding
affinities (Chung et al., 2007; Irwin et al., 2008; Rev. in Weiser
et al., 2008).

During normal female aging, the brain undergoes many struc-
tural and chemical changes that are linked to the reduction of cir-
culating levels of endogenous E,, decreased sensitivity to E; and
changes in the synthesis of neurosteroids (Yamaguchi-Shima and
Yuri, 2007; De Nicola et al., 2009; Pawluski et al., 2009). Accumu-
lating evidence shows that aging also alters ER expression in the
rodent brain (Adams et al., 2002; Wilson et al., 2002; Chakraborty
et al.,, 2003a, 2003b; Mehra et al., 2005; Sharma and Thakur, 2006).
These changes in ER expression are thought to be associated with
the impaired function of important brain areas governing memory
and cognition (Garcia-Segura and Balthazart, 2009). The neuronal
damage upon these brain regions is characterized by an age depen-
dent programmed cell death that is exacerbated in different neuro-
pathologies (Portera-Cailliau et al., 1995; Cregan et al., 2002).

It has been reported that the susceptibility to neuronal damage
increases with age (Brewer et al., 2006) and has been related to the
neurons’ bioenergetic status, which is directly linked to the mito-
chondrial function (Sas et al., 2007). Mitochondrial function can be
defined as the mitochondrion’s capacity to manage intracellular cal-
cium concentrations, produce energy by oxidative phosphorylation,
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regulate reactive oxygen species and control the fate of the cell. Fur-
thermore, mitochondrial function depends on the supramolecular
architecture of the mitochondrial respiratory chain (MRC), e.g., com-
plex V can form dimers and oligomers (Seelert et al., 2009). It is not
surprising that mitochondrial function also declines with age (Sas
et al., 2007; Navarro et al., 2008; Jones and Brewer, 2009) and that
mitochondrial failure is directly associated to the onset and progres-
sion of neurodegenerative diseases such as Alzheimer’s and Parkin-
son’s (Brinton, 2004; Sas et al., 2007). Thus, an altered mitochondrial
function could be one of the main causes for the susceptibility of the
aged brain.

Since mitochondria are key elements in aging and neurodegen-
eration (Krause et al., 2004; Razmara et al., 2007), these organelles
can be considered important targets in the neuroprotection by ste-
roid hormones. Indeed, many studies have reported in vitro and
in vivo neuroprotective effects of E, that converge upon different
aspects of the mitochondrial function (Dubal et al., 1999; Harms
et al., 2001; Nilsen et al., 2007; Zhao and Brinton, 2007). The direct
effects of steroid hormones on mitochondrial function have since
been further studied (Jones and Brewer, 2009). For example, it
has been reported that, in vitro, the mRNA expression of mitochon-
drial DNA encoded cytochrome c oxidase subunit Il (COX III) is
stimulated by E, (Bettini and Maggi, 1992). Additionally, the tran-
scription of mitochondrial DNA encoded COX I and COX II, and the
activity of the COX holoenzyme are also positively regulated by E;
(Chen and Yager, 2004; Hsieh et al., 2006). In vivo, progesterone
(P4) and E; enhance the overall oxidative capacity of whole brain
mitochondria by increasing COX activity, promoting the expression
of the nuclear DNA encoded alpha subunit of complex V, reducing
peroxide production and balancing the antioxidant levels in the
cell (Nilsen et al., 2007; Irwin et al., 2008). Also, it has been re-
ported that E, inhibits the ATPase (ATP hydrolysis) of complex V
(Zheng and Ramirez, 1999).

The effects of P4 and E, on the expression and activity of com-
plex V are particularly interesting given that this enzyme repre-
sents the principal source of energy in the cell and directly
impacts mitochondrial function and cellular energy metabolism
(Rev. in Oster and Wang, 1999, 2000). Interestingly, recent evi-
dence suggests that the hormonal effects on mitochondria could
be mediated by steroid receptor signaling initiated directly in the
mitochondria or by the mtERs (Chen and Yager, 2004; Yang
et al., 2004; Stirone et al., 2005; Garcia-Segura and Balthazart,
2009). In spite of all these important findings, the exact molecular
mechanism underlying the participation of mtERs in the preserva-
tion of mitochondrial function remains unknown.

The aim of this study was to analyze the mitochondrial content
of ERa and ERP variants in different brain regions of both young
and aged female rats, with focus in the interaction of these variants
with mitochondrial respiratory complexes.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Young adult (3-5 months old) and aged (18 months old) female
Wistar rats were maintained in a 12 h light, 12 h dark cycle with
access to food and water ad libitum. Young adult rats were kept
in groups of five and aged rats were housed in pairs. The estrous
cycle was monitored daily by the microscopic analysis of vaginal
smears. Young rats that had at least four regular cycles of 4 days
were sacrificed in metestrus stage (D1). Aged rats that had irregu-
lar cycles for more than ten consecutive days were sacrificed when
the vaginal cytology was diestrus like.

The Institutional Animal Care and Use Committees of the Fac-
ulty of Chemistry at the National Autonomous University of Mex-

ico approved all experimental protocols. Animals were handled
in accordance with the National Institutes of Health Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals and the Official Mexican
Guide of the Ministry of Agriculture (SAGARPA NOM-062-Z00-
1999) published in 2001. All efforts were made to minimize the
number of animals used and their suffering.

2.2. Brain tissue preparation

Rats were deeply anesthetized with ether and decapitated be-
tween 10 and 13 h. The hippocampus, cortex and hypothalamus
were quickly dissected out over ice and tissue from 3 to 4 animals
was pooled in cold isotonic buffer for mitochondria (pH 7.5)
(210 mM mannitol, 70 mM sucrose, 1 mM EDTA, 10 mM HEPES,
0.5 mg/mL lipid-free albumin and complete protease inhibitor
cocktail (Roche, Basel, Switzerland)) for subcellular fractionation.

2.3. Subcellular fractionation of rat brain tissues

All steps of the subcellular fractionation procedure and centrif-
ugations were performed at 4°C. All centrifugation steps were
made in a GS-15R centrifuge with a F2402H rotor (Beckman Coul-
ter, Fullerton, USA). Hippocampal, cortical and hypothalamic pools
were homogenized in 1 mL of isotonic buffer for mitochondria
with 20 strokes of a tissue grinder (Pestle 22) (Kontes, Diisseldorf,
Germany). The homogenate was centrifuged for 10 min at 1000g.
The supernatant was discarded and the pellet was re-homogenized
with 10 strokes of the tissue grinder in 1 mL of isotonic buffer for
mitochondria. This suspension was centrifuged for 10 min at
1000g, the supernatant was discarded and the pellet was resus-
pended in isotonic buffer for mitochondria. The homogenate was
centrifuged for a third time for 10 min at 1000g and the remaining
supernatant was centrifuged for 32 min at 15,000g. This last centri-
fugation yielded a mitochondrial pellet and a cytosolic superna-
tant. The mitochondrial pellet was washed in mitochondrial
washing buffer (pH 7.5) (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 250 mM
sucrose and complete protease inhibitor cocktail (Roche)) and cen-
trifuged for 32 min at 15,000g. Finally, the mitochondrial pellet
was resuspended in 150-200 pL of mitochondrial washing buffer.
The mitochondrial and cytosolic fractions were stored at —70 °C
until they were used for Western blot.

2.4. Protein coimmunoprecipitation

All coimmunoprecipitation (ColP) steps and centrifugations
were performed at 4°C in a GS-15R centrifuge with a F2402H
rotor (Beckman Coulter). All primary and secondary antibodies
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA). For ColP,
3, 5 and 18 months old rats were used in Diestrus. Whole brain
(except cerebellum, which has a unique cellular structure) was
quickly dissected out and homogenized with a tissue grinder
(Kontes) in 2 mL of immunoprecipitation buffer NP-40 (50 mM
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1% (v/v) NP-40 and complete protease
inhibitor cocktail (Roche)) or RIPA (1x PBS pH 7.4, 1% (v/v)
NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS and protease inhibi-
tor cocktail (Roche)). The suspension was further homogenized
with a 21G syringe. Whole cell brain protein was obtained by
centrifugation at 12,500 rpm for 15 min. In parallel, whole brain
mitochondria were isolated from 3 to 18 months old rats and
mitochondrial protein was obtained as described in Section 2.3.
Five-hundred microgram of mitochondrial protein were used
for the ColP experiments described below and 1 mg of whole cell
brain protein was diluted in RIPA and precleared with 0.25 pg of
normal mouse IgG (Dako, Carpinteria, USA). ColP was performed
as described by the antibodies manufacturer (Santa Cruz Bio-
technology). Briefly, whole cell or mitochondrial protein was
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incubated for 2 h with 2 pg of primary antibody for F;-ATPase
(A-8; sc-74549) or ERB (1531; sc-53494). Twenty microliter of
Protein A/G-Agarose (Santa Cruz Biotechnology) was added and
samples were incubated overnight in a rotating device. The
pellet was recovered by centrifugation at 3000 rpm for 2 min
and washed 3-4 times with RIPA buffer. After the final wash,
immune complexes were denatured by boiling in 40 pL 2x Lae-
mmli sample buffer (4% SDS, 20% glycerol, 10% B-mercap-
toethanol, 0.004% bromophenol blue, 125 mM Tris-HCl) and
resolved in 8% or 10% polyacrylamide gels. Electrotransference
and Western blot were performed as described in Section 2.5
with 0.1 pg/mL anti-ERB (1531; sc-53494).

2.5. Protein expression (Western blot)

Whole cell, cytosolic and mitochondrial protein concentration
was determined by the Bradford method (Bradford, 1976). Western
blot analysis was performed as previously described (Towbin et al.,
1979). Briefly, whole cell, mitochondrial and cytosolic proteins
were separated in 8% or 10% polyacrylamide gels, electrotrans-
ferred to a PVDF membrane (Immobilon-P, Millipore, Billerica,
USA) and probed with the following primary antibodies from Santa
Cruz Biotechnology: 0.8 pg/mL anti-ERa (MC-20; sc-542), 0.4 ng/
mL anti-ERpB (1531; sc-53494) and 0.2 pg/mL anti-F;-ATP-synthase
(F1-ATPase or F;-ATPsyn) (A-8; sc-74549). Anti-HSP70 (MA3-028)
(Affinity BioReagents, Golden, USA) was used at 2.32 pg/mL for
the detection of the mitochondrial heat-shock protein-70. The
detection of HSP70 and F;-ATPsyn was used as a subcellular frac-
tionation control. NeuN (MAB-377) (Millipore, Billerica, USA) was
used at 5 pg/mL as a nuclear marker. The secondary antibody used
was 0.00005 pg/mL goat-anti-mouse IgG-HRP (sc-2005, Santa Cruz
Biotechnology). All antibodies were diluted in TBS-0.1% Tween
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Protein bands were detected by
the ECL chemiluminiscent kit (Amersham Biosciences, Fairfield,
USA).

2.6. Statistical analysis

Values were expressed as means + standard error. Statistically
significant differences (P < 0.05) between groups were evaluated
using Student’s t-test. (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA).

3. Results

3.1. ERo and ERp are present in young and aged rat brain mitochon-
dria and have different subcellular distributions and variant
expression

ERo and ERB protein expression was analyzed in hippocampal,
cortical and hypothalamic mitochondria and cytosol from the
two age groups to compare the patterns of protein expression
and detect the possible changes associated with age. In mitochon-
dria, ERa was detected as two variants of 55 and 61 KDa in young
and aged brains (Fig. 1A-C, upper panel, lanes 4-5). ERB was pres-
ent as two mitochondrial variants of 52 and 63 KDa in cortex and
hypothalamus, while in hippocampal mitochondria only the
52 KDa variant was detected (Fig. 1A-C, middle panel, lanes 4-5).

In parallel with mtERs we assessed the cytosolic variants for
both ERs. These were distributed differently than their mitochon-
drial counterparts. Cytosolic ERa was present as a ~55 KDa variant
in the three brain areas studied. Cytosolic ERp was detected as a
~52 KDa variant in the hippocampus and appeared to be less abun-
dant than the mitochondrial form. The cytosolic variant for ERB
found in cortex and hypothalamus was a ~63 KDa protein that
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Fig. 1. ERs are expressed as different variants in the mitochondria of distinct brain
areas. Protein expression was analyzed by Western blot in the (A) hippocampus, (B)
cortex and (C) hypothalamus of young adult (3 months) and aged (18 months)
female Wistar Rats. (A-C, all panels) Lanes 1 and 2 are positive controls for ERoc and
ERB expression, respectively. 10 g of total uterine (U) or ovaric (OV) protein of a
young rat in D1 were loaded. Lane 3: positive control for ER presence. 10 pg of
hippocampal (HIP), cortical (CTX) or hypothalamic (HYP) protein of a D1 rat were
loaded. (A-C) ERa (upper panel) and ERB (middle panel) protein expression in the
mitochondrial (lanes 4 and 5) and cytosolic (lanes 6 and 7) fractions. For these
fractions, 20 pg of protein were loaded. Molecular weight for mtERs is shown in the
right side of each panel. (A-C, lower panels) HSP70 (A and C) and F;-ATPsyn (B)
were used as mitochondrial loading and isolation markers. Age of rats in months is
indicated by the numbers on top: 3 =3 months; 18 =18 months. Images are
representative of four independent experiments. D: Isolation controls for brain
mitochondria. Whole brain cell lysate (whole cell) and isolated brain mitochondria
(Mit) from a representative experiment are shown. NeuN: nuclear DNA binding
protein. ATPsyn: ATP synthase.

was apparently more abundant than the mitochondrial variants
(Fig. 1A-C, upper and middle panel, lanes 6-7).

3.2. mtERo and mtERp variants are unaltered during aging

mtERo and mtERP variants from young and aged rats were com-
pared to detect possible age related changes in the quantity of pro-
tein. The levels of mtER variants remained the same between the
young and aged groups in the three brain areas studied (Fig. 1A-
C, upper and middle panels, lanes 4 vs. 5 and Fig. 2A-F).

It is interesting to mention that the 63 KDa mtERP variant was
detected at low levels in the hippocampus (Fig. 1A, middle panel
and Fig. 2B) and that mtERo was present at higher levels than
mtERB in the cortex (Fig. 2C and D).
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Fig. 2. Densitometric analysis of the mitochondrial variants of ERo and ERp in young and aged rats. The relative expression of mtERa and mtERp were calculated as the ratio
between mtER expression and their respective mitochondrial marker expression (HSP70 or F;-ATPsyn). No statistically significant differences in the protein expression of
mtERa or B were found between the two age groups tested. (A and B) hippocampus; (C and D) cortex; (E and F) hypothalamus. Data are the mean of four independent

experiments.

3.3. Mitochondrial ERB is associated with respiratory complex V
throughout aging

To investigate the association of mtERB with MRC proteins, we
performed a series of coimmunoprecipitation studies with whole
cell and mitochondrial proteins obtained from young adult (3
and 5 months old) and aged (18 months old) rats. Data from these
experiments can be observed in Fig. 3A-C, where it is evident that
complex V coimmunoprecipitates with ERB. Whole brain protein
from a 5 month old rat was used to precipitate ATP synthase and
show its association with ERB. We also show the expected band
sizes for ERB in the positive controls obtained from uterine, ovaric
and brain protein from a 5 month old rat (Fig. 3A).

To corroborate the presence of the ERB/ATP synthase complexes
in the context of aging, we used whole brain protein from 3 to
18 months old rats to precipitate ERB and detect ATP synthase by
Western blot. Fig. 3B shows that the immunocomplex of ERB and
ATP synthase does not change during aging.

Finally, we performed the immunoprecipitation with isolated
mitochondrial protein from 3 to 18 months old rats. As can be seen
in Fig. 3C, the mtERB/ATP synthase complex was detected in both

the young adult and the aged rats. These data further confirm that
mtERp is interacting with ATP synthase.

4. Discussion

The main findings from this study were: (1) ERa and ERB were
found in the mitochondria of hippocampus, cortex and hypothala-
mus. (2) The levels of mtER expression were sustained throughout
aging. (3) The mtERs were detected as different variants in both
age groups. (4) mtERp interacts with respiratory complex V in
young adult and aged rats.

The observation that both ERs were found in the mitochondria
of hippocampus, cortex and hypothalamus is in line with previous
reports of their localization in mitochondria of a wide variety of
cancer cell lines and primary cultures. Nevertheless, mtERs have
been scarcely studied in vivo (Monje and Boland, 2001; Rev. in
Chen et al., 2009). To our knowledge, this is the first report in
which mitochondrial ERs have been localized in brain tissue.

The content of mtERs was sustained throughout aging (Fig. 2).
Previous reports of whole cell ER expression in different brain
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Fig. 3. Mitochondrial ERB associates with complex V in young adult and aged rats.
The interaction between mtERB and complex V was studied in three age groups by
immunoprecipitation (IP) of complex V (ATPsyn) or ERB and protein detection of
ERB or complex V by Western blot (WB). (A) Whole cell protein from young adult
rats (5 months old) was used for IP of complex V and detection of ERp (IP: ATPsyn).
Positive controls for ER expression are indicated as uterus (U), ovary (OV), and
whole brain (BRA). Bands corresponding to ERB and Heavy (IgG HC) or Light (IgG LC)
Chains for the ATPsyn antibody are indicated by arrows. (B) Whole cell protein from
young adult and aged rats (3 and 18 months old, respectively) was used for IP of ERB
and detection of complex V (IP: ERB). (C) Brain mitochondrial protein from young
adult and aged rats (3 and 18 months old) was used for IP of mtERp and detection of
complex V (IP: mtERB, lanes 2-3). A positive control for the IP in whole cell protein
is shown (IP: ERB, lane 1). For B and C, detection of complex V is indicated by arrows
(ATPsyn). Negative controls (without antibody) are shown (C) for all experiments.
The results are representative of three independent experiments.

areas yielded diverse results. While in some brain areas (antero-
ventral periventricular nucleus (AVPN) of the hypothalamus and
whole hippocampus) a decrease in ERa and/or ERB is observed
during aging, in other areas an increase is observed (ventromedial
nucleus (VMN) of the hypothalamus), and in others no differences
are detected (bed nucleus of the stria terminalis (BST), medial
preoptic nucleus (MPN) and the arcuate nucleus (ARH) of the
hypothalamus; cortex) (Adams et al., 2002; Wilson et al., 2002;
Chakraborty et al., 2003a,b; Mehra et al., 2005; Sharma and Thakur,
2006). The present data support the notion of a complex regulation
of ERs during aging in different brain areas. The finding that mtERs
are present in mitochondria regardless of age suggests that they
are necessary elements for correct mitochondrial function and
not only as receptors for E;-signaling and mediators of hormonal
neuroprotection (Dubal et al., 1999, 2006). In the context of E,
modulation of mitochondrial enzymes and overall mitochondrial
function (Chen and Yager, 2004; Hsieh et al., 2006; Nilsen et al.,
2007; Irwin et al., 2008), mtERs appear to be key proteins as
suggested by their sustained expression in both age groups.

We found different protein variants for both mtERs in the brain
areas studied. These variants may be the result of alternative exon
splicing (Rev. in Weiser et al., 2008). In this line, it has been re-
ported that differential isoform expression can alter the ER medi-
ated transcriptional regulation (Chung et al., 2007). Also, it has
been demonstrated that E, affinity varies with different isoform
expression (Rev. in Weiser et al., 2008) and this can modulate
the E, responsiveness of different tissues. In this study, we demon-
strated that mtERa and mtERR variants are expressed at different
levels in a region specific manner (Figs. 1 and 2). If the mtER vari-

ants are in fact ER isoforms, these results could help explain the
differential regional damage observed in brain aging and provide
a better understanding of the mechanisms of neuroprotection by
E, (Garcia-Segura and Balthazart, 2009). mtER isoforms and their
function remain unclear and experiments at our laboratory are
currently assessing this question.

It has been demonstrated that mitochondrial structure and
function are related to the stability of MRC supercomplexes
(Schafer et al., 2006), that have been shown to be altered during
aging (Seelert et al., 2009). Additionally, the decline in the propor-
tion of supramolecular complexes and the reduction of the intact
form of complex V in rat cortical mitochondria have also been
demonstrated (Seelert et al., 2009) along with the well established
age related mitochondrial failure in rodent models (Sas et al., 2007;
Jones and Brewer, 2009; Navarro et al., 2008). Data from this study
provides information on the subcellular localization of ERa and
ERPB in the context of non pathologic aging and show that mtERs
are present in the mitochondria of both young and aged animals.
Importantly, in the present study we demonstrated that mtERB
interacts with complex V in young adult and aged rats. This sup-
ports the notion for the participation of mtERs in the maintenance
of mitochondrial structure and stability throughout aging. How-
ever, the exact molecular mechanism by which mtERs are involved
in E; mediated mitochondrial pathways remains an important field
of study and needs further investigations.

In conclusion, we demonstrated that ERo and ERP variants are
differentially localized in the mitochondria of different brain areas.
Interestingly, their expression is not altered with aging. Finally, the
interaction of mtERB with complex V supports a new notion for
estrogenic participation in the mitochondrial energetic balance
during aging.

Acknowledgments

This work was supported by grants from PAPIIT, PAIP, UNAM,
CONACyT, COFAA and SIP-IPN. CAD has a fellowship from
CONACyT.

References

Adams, M.M., Fink, S.E., Shah, R.A,, Janssen, W.G., Hayashi, S., Milner, T.A., McEwen,
B.S., Morrison, J.H., 2002. Estrogen and aging affect the subcellular distribution
of estrogen receptor-o. in the hippocampus of female rats. J. Neurosci. 22 (9),
3608-3614.

Bethea, C.L., Reddy, A.P., Tokuyama, Y., Henderson, J.A., Lima, F.B., 2009. Protective
actions of ovarian hormones in the serotonin system of macaques: review
article. Front. Neuroendocrinol. 30 (2), 212-238.

Bettini, E., Maggi, A., 1992. Estrogen induction of cytochrome c oxidase subunit Il in
rat hippocampus. J. Neurochem. 58 (5), 1923-1929.

Bradford, M.M., 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal. Biochem. 72, 248-254.

Brewer, G.J., Reichensperger, ].D., Brinton, R.D., 2006. Prevention of age-related
dysregulation of calcium dynamics by estrogen in neurons. Neurobiol. Aging 27
(2), 306-317.

Brinton, R.D., 2004. Requirements of a brain selective estrogen: advances and
remaining challenges for developing a NeuroSERM. J. Alzheimers Dis. 6 (Suppl.
6), S27-S35.

Cammarata, P.R., Chu, S., Moor, A.,, Wang, Z., Yang, S.H., Simpkins, J.W., 2004.
Subcellular distribution of native estrogen receptor alpha and beta subtypes in
cultured human lens epithelial cells. Exp. Eye Res. 78 (4), 861-871.

Chakraborty, T.R,, Ng, L., Gore, A.C., 2003a. Age-related changes in estrogen receptor
beta in rat hypothalamus: a quantitative analysis. Endocrinology 144 (9), 4164-
4171.

Chakraborty, T.R., Hof, P.R., Ng, L., Gore, A.C., 2003b. Stereologic analysis of estrogen
receptor alpha (ERo) expression in rat hypothalamus and its regulation by aging
and estrogen. J. Comp. Neurol. 466 (3), 409-421.

Chen, J.-Q., Yager, ].D., 2004. Estrogen’s effects on mitochondrial gene expression:
mechanisms and potential contributions to estrogen carcinogenesis. Ann. N. Y.
Acad. Sci. 1028, 258-272.

Chen, J.-Q., Cammarata, P.R, Baines, C.P., Yager, ].D., 2009. Regulation of
mitochondrial respiratory chain biogenesis by estrogens/estrogen receptors
and physiological, pathological and pharmacological implications. Biochim.
Biophys. Acta 1793, 1540-1570.



C. Alvarez-Delgado et al./ Experimental Gerontology 45 (2010) 580-585 585

Chung, W.C,, Pak, T.R., Suzuki, S., Pouliot, W.A., Andersen, M.E., Handa, RJ., 2007.
Detection and localization of an estrogen receptor beta splice variant protein
(ERbeta2) in the adult female rat forebrain and. Midbrain Regions 505 (3), 249-
267.

Cregan, S.P., Fortin, A., MacLaurin, J.G., Callaghan, S.M., Cecconi, F., Yu, S.W., Dawson,
T.M., Dawson, V.L., Park, D.F., Kroemer, G., Slack, R.S., 2002. Apoptosis-inducing
factor is involved in the regulation of caspase-independent neuronal cell death.
J. Cell Biol. 158 (3), 507-517.

De Nicola, AF., Pietranera, L., Beauquis, J., Ferrini, M.G., Saravia, F.E., 2009. Steroid
protection in aging and age-associated diseases. Exp. Gerontol. 44, 34-40.
Dubal, D.B., Shughrue, PJ., Wilson, M.E., Merchenthaler, I., Wise, P.M., 1999.
Estradiol modulates bcl-2 in cerebral ischemia: a potential role for estrogen

receptors. J. Neurosci. 19 (15), 6385-6393.

Dubal, D.B., Rau, S.W., Shughrue, P.J., Zhu, H., Yu, J., Cashion, A.B., Suzuki, S., Gerhold,
L.M., Bottner, M.B., Dubal, S.B., Merchenthaler, I., Kindy, M.S., Wise, P.M., 2006.
Differential modulation of estrogen receptors (ERs) in ischemic brain injury: a
role for ERalpha in estradiol-mediated protection against delayed cell death.
Endocrinology 147 (6), 3076-3084.

Duckles, S.P., Krause, D.N., Stirone, C., Procaccio, V., 2006. Estrogen and
mitochondria: a new paradigm for vascular protection? Mol. Interv. 6 (1), 26—
35.

Flynn, .M., Dimitrijevich, S.D., Younes, M., Skliris, G., Murphy, L.C., Cammarata, P.R,,
2008. Role of wild-type estrogen receptor-f in mitochondrial cytoprotection of
cultured normal male and female human lens epithelial cells. Am. ]. Physiol.
Endocrinol. Metab. 295 (3), E637-E647.

Garcia-Segura, L.M., Balthazart, J., 2009. Steroids and neuroprotection: new
advances. Front. Neuroendocrinol. 30 (2), v-ix.

Harms, C., Lautenschlager, M., Bergk, A., Katchanov, ]J., Freyer, D., Kapinya, K.,
Herwig, U., Megow, D., Dirnagl, U., Weber, J.R., Hortnagl, H., 2001. Differential
mechanisms of neuroprotection by 17 beta-estradiol in apoptotic versus
necrotic neurodegeneration. J. Neurosci. 21 (8), 2600-2609.

Hsieh, Y.C., Yu, H.P., Suzuki, T., Choudhry, M.A., Schwacha, M.G., Bland, K.I, Chaudry,
L.H., 2006. Upregulation of mitochondrial respiratory complex IV by estrogen
receptor-beta is critical for inhibiting mitochondrial apoptotic signaling and
restoring cardiac functions following trauma-hemorrhage. J. Mol. Cell. Cardiol.
41 (3), 511-521.

Irwin, RW,, Yao, ., Hamilton, RT., Cadenas, E. Brinton, RD., Nilsen, J., 2008.
Progesterone and estrogen regulate oxidative metabolism in brain
mitochondria. Endocrinology 149 (6), 3167-3175.

Ishunina, T.A., Swaab, D.F.,, 2008. Age-dependent ERalpha MB1 splice variant
expression in discrete areas of the human brain. Neurobiol. Aging 29 (8), 1177-
1189.

Ishunina, T.A., Swaab, D.F., 2009. Hippocampal estrogen receptor-alpha splice
variant TADDI in the human brain in aging and Alzheimer’'s disease.
Neuroendocrinology 89 (2), 187-199.

Ivanova, M.M., Mazhawidza, W., Dougherty, S.M., Minna, ].D., Klinge, C.M., 2009.
Activity and intracellular location of estrogen receptors alpha and beta in
human bronchial epithelial cells. Mol. Cell. Endocrinol. 305 (1-2), 12-21.

Jones, T.T., Brewer, G.J., 2009. Critical age-related loss of cofactors of neuron
cytochrome C oxidase reversed by estrogen. Exp. Neurol. 215 (2), 212-219.

Krause, F., Scheckhuber, C.Q., Werner, A., Rexroth, S., Reifschneider, N.H., Dencher,
N.A., Osiewacz, H., 2004. Supramolecular organization of cytochrome c oxidase-
and alternative oxidase-dependent respiratory chains in the filamentous fungus
Podospera anserina. ]. Biol. Chem. 279 (25), 26453-26461.

Leung, Y.K., Mak, P., Hassan, S., Ho, S.M., 2006. Estrogen receptor (ER)-beta isoforms:
a key to understanding ER-beta signaling. Proc. Natl. Acad. Sci. 103 (35), 13162-
13167.

Mehra, R.D., Sharma, K., Nyakas, C., Vij, U., 2005. Estrogen receptor alpha and beta
immunoreactive neurons in normal adult and aged female rat hippocampus: a
qualitative and quantitative study. Brain Res. 1056 (1), 22-35.

Milanesi, L., Vasconsuelo, A., de Boland, A.R., Boland, R., 2009. Expression and
subcellular distribution of native estrogen receptor beta in murine C2C12 cells
and skeletal muscle tissue. Steroids 74 (6), 489-497.

Milner, T.A., Ayoola, K., Drake, C.T., Herrick, S.P., Tabori, N.E., McEwen, B.S., Warrier,
S., Alves, S.E., 2005. Ultrastructural localization of estrogen receptor beta
immunoreactivity in the rat hippocampal formation. J. Comp. Neurol. 491 (2),
81-95.

Monje, P., Boland, R, 2001. Subcellular distribution of native estrogen
receptor o and B isoforms in rabbit uterus and ovary. J. Cell. Biochem.
82, 467-479.

Navarro, A., Lopez-Cepero, ].M., Baindez, M J., Sanchez-Pino, M., Gémez, C., Cadenas,
E., Boveris, A., 2008. Hippocampal mitochondrial dysfunction in rat aging. Am. J.
Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 294 (2), R501-R509.

Nilsen, ]., Irwin, R.W., Gallaher, T.K., Brinton, R.D., 2007. Estradiol in vivo regulation
of brain mitochondrial proteome. J. Neurosci. 27 (51), 14069-14077.

Oster, G., Wang, H., 1999. ATP synthase: two motors, two fuels: minireview.
Structure 7 (4), R67-R72.

Oster, G., Wang, H., 2000. Reverse engineering a protein: the mechanochemis-
try of ATP synthase: review article. Biochim. Biophys. Acta 1458 (2-3), 482-510.

Pawluski, J.L., Brummelte, S., Barha, C.K,, Crozier, T.M., Galea, L.A., 2009. Effects of
steroid hormones on neurogenesis in the hippocampus of the adult female
rodent during the estrous cycle, pregnancy, lactation and aging. Front.
Neuroendocrinol. 30 (3), 343-357.

Petersen, D.N., Tkalcevic, G.T., Koza-Taylor, P.H., Turi, T.G., Brown, T.A.,, 1998.
Identification of estrogen receptor B, a functional variant of estrogen receptor
expressed in normal rat tissues. Endocrinology 139 (3), 1082-1092.

Portera-Cailliau, C., Hedreen, J.C., Price, D.L., Koliatsos, V.E., 1995. Evidence for
apoptotic cell death in Huntington disease and excitotoxic animal models. ].
Neurosci. 15 (5 Pt 2), 3775-3787.

Razmara, A., Duckles, S.P., Krause, D.N., Procaccio, V., 2007. Estrogen suppresses
brain mitochondrial oxidative stress in female and male rats. Brain Res. 1176,
71-81.

Sas, K., Robotka, H., Toldi, J., Vécsei, L., 2007. Mitochondria, metabolic disturbances,
oxidative stress and the kynurenine system, with focus on neurodegenerative
disorders. J. Neurol. Sci. 257 (1-2), 221-239.

Schéfer, E., Seelert, H., Reifschneider, N.H., Krause, F., Dencher, N.A., Vonk, ]., 2006.
Architecture of active mammalian respiratory chain supercomplexes. J. Biol.
Chem. 281 (22), 15370-15375.

Seelert, H., Dani, D.N., Dante, S., HauB, T., Krause, F., Schéfer, E., Frenzel, M., Poetsch,
A., Rexroth, S., Shwapmann, HJ., Suhai, T., Vonck, J., Dencher, N.A., 2009. From
protons to OXPHOS supercomplexes and Alzheimer’'s disease: structure-
dynamics-function relationships of energy-transducing membranes. Biochim.
Biophys. Acta 1787, 657-671.

Sharma, P.K., Thakur, M.K., 2006. Expression of estrogen receptor (ER) alpha and
beta in mouse cerebral cortex: effect of age, sex and gonadal steroids.
Neurobiol. Aging 27 (6), 880-887.

Stirone, C., Duckles, S.P., Krause, D.N., Procaccio, V., 2005. Estrogen increases
mitochondrial efficiency and reduces oxidative stress in cerebral blood vessels.
Mol. Pharmacol. 68 (4), 959-965.

Towbin, H., Staehelin, T., Gordon, J., 1979. Electrophoretic transfer of proteins from
polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: Procedure and some applications.
Proc. Natl. Acad. Sci. 76, 4350-4354.

Weiser, M.J., Foradori, C.D., Handa, RJ., 2008. Estrogen receptor beta in the brain:
from form to function: review article. Brain Res. 57, 309-320.

Wilson, MLE., Rosewell, K.L., Kashon, M.L., Shughrue, P.J., Merchenthaler, I., Wise,
P.M., 2002. Age differentially influences estrogen receptor-alpha (ERalpha) and
estrogen receptor-beta (ERbeta) gene expression in specific regions of the rat
brain. Mech. Ageing Dev 123 (6), 593-601.

Yamaguchi-Shima, N., Yuri, K., 2007. Age-related changes in the expression of ER-
beta mRNA in the female rat brain. Brain Res. 1155, 34-41.

Yang, S.H., Liy, R,, Perez, EJ., Wen, Y., Stevens Jr., S.M., Valencia, T., Brun-Zinkernagel,
AM., Prokai, L, Will, Y., Dykens, ], Koulen, P., Simpkins, JW., 2004.
Mitochondrial localization of estrogen receptor beta. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
101 (12), 4130-4135.

Yang, S.H., Sarkar, S.N,, Liu, R,, Perez, E.J., Wang, X., Wen, Y., Yan, L.J., Simpkins, ].W.,
2009. Estrogen receptor beta as a mitochondrial vulnerability factor. J. Biol.
Chem. 284 (14), 9540-9548.

Zhao, L., Brinton, R.D., 2007. Estrogen receptor alpha and beta differentially regulate
intracellular Ca(2+) dynamics leading to ERK phosphorylation and estrogen
neuroprotection in hippocampal neurons. Brain Res. 1172, 48-59.

Zheng, J., Ramirez, V.D., 1999. Rapid inhibition of rat brain mitochondrial proton
FOF1-ATPase activity by estrogens: comparison with Na*, K*-ATPase of porcine
cortex. Eur. J. Pharmacol. 368 (1), 95-102.



Alvarez-Delgado C y Cerbon MA 1

Receptores a estrogenos mitocondriales: la

senalizacion hormonal mas alla del nucleo
Alvarez-Delgado C. y Cerb6on MA.

RESUMEN

El estradiol (E;) es una hormona esteroide cuyos efectos van mas
alla de la reproduccion. Especificamente, se ha demostrado que esta
hormona participa en procesos tan variados que van desde la regulacién
de la funciéon cardiaca hasta la neuroproteccion. El E, ejerce la mayoria
de sus efectos a través de los receptores a estrogenos (ER) a y p (ERa y
ERB). Los ERs se localizan en el nucleo, la membrana celular y la
mitocondria (mtER). Su reciente localizacion mitocondrial ha sido de gran
importancia ya que concuerda con las observaciones previas de que
muchos efectos del E, inciden en la mitocondria, manteniendo su
estructura y funcién. El estudio de los mtERs es importante en el contexto
fisiologico, ya que ahora se sabe que son indispensables para mantener
la estructura y funciéon de la mitocondria y para regular los efectos
protectores del E, sobre este organelo. Ademas, muchas enfermedades
(i.e., enfermedades mitocondriales) se caracterizan por una disfuncion
mitocondrial heredada, por lo que es evidente que el estudio de los
mtERs también aportara nuevas estrategias para su tratamiento.

INTRODUCCION

Las ultimas décadas en el estudio de las hormonas esteroides han
dejado claro que éstas son moléculas pleiotrépicas y participan no sélo
en la regulacion de la reproduccion, sino en diversos procesos
fisiologicos. Gran parte de la investigacion sobre los efectos no
reproductivos de las hormonas esteroides se ha enfocado en el estradiol
(E2). En general, varios grupos de investigacion han demostrado que el
E, tiene un efecto positivo sobre la estructura y/o funcién ésea, cardiaca,
muscular, endotelial, vascular y cerebral (Wise, et al., 2001; Stirone, et
al., 2005; Hsieh, et al.,, 2006a, 2006b; Hertrampf, et al., 2008;
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Vasconsuelo, et al., 2008; Bethea, et al., 2009; Garcia-Segura y
Balthazart, 2009), entre otros tejidos.

Los efectos del E, sobre el cerebro han sido de especial interés en
el contexto fisiologico y patoldgico, e.g., su participacion y capacidad
neuroprotectora en procesos como el envejecimiento, la lactancia y las
enfermedades neurodegenerativas.

Los mecanismos exactos por los cuales el E, ejerce sus efectos
neuroprotectores aun no se han descrito en su totalidad. Sin embargo,
ahora se sabe que el E, es una sefial intracelular importante con la
capacidad de activar cascadas de sefializacion (via de las cinasas MAPK,
la ruta PI3K y vias asociadas a los receptores acoplados a proteinas G,
entre otras) (Brinton, 2008); regular las concentraciones intracelulares de
calcio (Brewer, et al., 2006); modular el balance de proteinas pro- y anti-
apoptoticas (Nilsen y Brinton, 2003; Zhao y Brinton, 2007); mejorar el
estatus de oxidacion celular (Borras, et al., 2003) e incluso influir en el
metabolismo de la glucosa (Brinton, 2008 y Simpkins, et al., 2009). Estos
efectos son particularmente importantes en el cerebro, que esta
constituido por tejido postmitético y de alto gasto energético (20% de la
glucosa y el oxigeno totales se consumen en este 6rgano) en el que la
regulacion de las concentraciones de calcio es esencial para la
neurotransmision y el balance entre sobrevivencia y muerte (Bolafios, et
al., 2009).

La mayoria de los efectos bioldgicos del E; son mediados por dos
subtipos de receptores a estrégenos (ER) codificados en diferentes
genes: el receptor a estrégenos alfa y el beta (ERa y ERB). Ambos
receptores se han localizado en el nacleo, membranas celulares (Moore y
Evans, 1999) y, mas recientemente, se han detectado en las
mitocondrias (mtER) de diferentes tejidos y tipos celulares (Monje y
Boland, 2001; Chen y Yager, 2004; Chen, et al. 2004a; Yang, et al., 2004;
Milner, et al., 2005; Stirone, et al., 2005; Duckles, et al., 2006; Pedram, et
al., 2006; Ivanova, et al., 2009; Milanesi, et al., 2009; Yang, et al., 2009;
Alvarez-Delgado, et al., 2010).

Mas recientemente, ha llamado la atencién el hecho de que varios
de los efectos neuroprotectores del E, inciden en la mitocondria. Este
organelo esta implicado en muchos de los eventos celulares: produce la
mayoria del ATP mediante la fosforilacion oxidativa (Chen, et al., 2009);
funciona como un regulador de calcio intracelular (Brewer, et al., 2006);
controla el balance de la muerte celular a través de la permeabilizacion
de su membrana externa y del balance de diferentes proteinas pro- y
anti-apoptéticas (Pradelli, et al., 2010); es el sitio donde se produce la
mayor cantidad de especies reactivas de oxigeno (Lee y Wei, 2007) y
donde se lleva a cabo la esteroidogénesis (Hu, et al., 2010). Ademas, la
mitocondria tiene su propio DNA (mtDNA) en el que se encuentran
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codificadas trece proteinas que forman parte de los complejos de la
cadena respiratoria mitocondrial (CRM); dos moléculas de rRNA y 22
moléculas de tRNA. Sin embargo, para la estructura funcional de la CRM
son necesarios diversos factores y proteinas, la mayoria de los cuales
estan codificados en el DNA nuclear (nDNA) (Falkenberg, et al. 2007).
Teniendo en cuenta lo anterior, podemos pensar en la mitocondria y el
ndcleo como organelos interdependientes de cuya cooperacion resulta el
ensamblaje final de la CRM, indispensable para todas las funciones
celulares.

Existe una clara relacién entre los efectos estrogénicos a nivel
celular y el estatus mitocondrial. Basicamente, se ha comprobado que el
E, promueve la funciéon mitocondrial en todos sus aspectos: produccion
de ATP, sintesis de proteinas de la CRM y capacidad de tolerar
diferentes dafios (Chen, et al., 2005). La reciente localizacion de los ERs
en la mitocondria de diferentes tejidos y tipos celulares apoya esta nueva
idea de que los efectos estrogénicos en la mitocondria pueden estar
modulados por los mtERs y se suma al complejo mapa de la sefalizacién
hormonal.

A lo largo de este capitulo, se presentan las evidencias y avances
de la investigaciéon sobre los mtERs en diferentes modelos tanto in vivo
como in vitro, asi como los datos experimentales que llevaron a su
descubrimiento.

EL E; Y SUS EFECTOS SOBRE LA MITOCONDRIA

En general, se ha demostrado que tanto en modelos in vivo como
en aislados mitocondriales, el E, induce la eficiencia respiratoria y el
balance antioxidante. En muchos casos, la actividad del E, es mediada
por ERs (Chen, et al., 2004b).

Con respecto al balance antioxidante, la participacion del E, tomé
mucha importancia después de la observaciéon de que, cominmente, las
hembras viven mas que los machos. Esta diferencia en la expectativa de
vida llevo a distintos grupos de investigacion a estudiar la participacion de
las hormonas sexuales en la longevidad. En modelos in vivo se ha
demostrado que las mitocondrias de macho producen casi el doble de
H,O, y a la vez tienen menos defensas antioxidantes, i.e., menor
actividad de la glutation-peroxidasa y la Mn-superoxido-dismutasa. Estas
diferencias en el estatus de oxidacién se deben en parte a la presencia
del E,, lo que explicaria el mejor balance antioxidante en las hembras.
Ademas, se comprobd que el E, actia directamente a nivel mitocondrial,
promoviendo las defensas antioxidantes, sin la participacion de
componentes citoplasmaticos (Borras, et al., 2003, 2009; Nilsen, et al.,
2007). Con respecto a los efectos del E, sobre la mitocondria, muchos
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estudios sugieren que son los propios mtERs los que pueden mediar la
respuesta a la hormona, lo que explicaria sus efectos aun en aislados
puros mitocondriales libres de citosol (Psarra y Sekeris, 2008).

La eficiencia respiratoria resulta del acoplamiento de diferentes
factores y actividades, e.g., la expresion y ensamblaje de proteinas de la
CRM, la actividad de las enzimas respiratorias (complejos I, I, I, IVy V 6
ATP sintasa), el acoplamiento del gradiente de protones con la actividad
de la ATP sintasa y la arquitectura supramolecular de los complejos
respiratorios. Los resultados de diferentes estudios indican que el E,
puede mejorar la funciéon mitocondrial en estos diferentes aspectos,
indicando la importancia de esta hormona en el mantenimiento del
balance bioenergético de la célula (Chen, et al., 2009).

BLANCOS MITOCONDRIALES DEL E,

El E, es capaz de inducir efectos sobre la morfologia y funcién
mitocondrial actuando sobre las proteinas de la CRM, el mtDNA vy las
membranas mitocondriales.

Uno de los blancos estrogénicos mas importantes es la ATP
sintasa. El E; tiene un efecto positivo sobre la sintesis de ATP mediante
la induccién de la expresion y actividad de esta enzima. Especificamente,
se demostré que en mitocondrias de cerebro de rata tratadas con E,
aumenta la expresion de las subunidades o, B y y de la porcién catalitica
(F1-ATP sintasa) de la holoenzima (Nilsen, et al., 2007; Irwin, et al.,
2008). De esta manera, el E, puede influenciar la capacidad de sintesis
de la ATP sintasa y promover el balance energético de la célula. La
actividad de la holoenzima resulta de la coordinacion entre la sintesis e
hidrolisis de ATP, es por esto que la ATP sintasa tiene proteinas
reguladoras. Una de ellas, la proteina de sensibilidad a la oligomicina
(OSCP), forma parte del brazo periférico de la ATP sintasa. El E, puede
unirse a esta proteina y modular la actividad de hidrolisis de la ATP
sintasa, lo que se traduciria en mayores concentraciones de ATP, que es
necesario para la mayoria de las funciones celulares (Zheng y Ramirez,
1999a,b).

La arquitectura supramolecular y estabilidad de los complejos
respiratorios son aspectos muy importantes en la eficiencia de la CRM.
De hecho, ahora se sabe que en las mitocondrias de organismos y de
tejidos muy diversos (cerebro, higado, musculo cardiaco y esquelético)
las formas funcionales de la mayoria de los complejos de la CRM
(complejos I-V) son dimeros u oligdmeros (e.g., supercomplejos |y, I41ll,,
[111121Vo4, y dimeros/oligomeros de la ATP sintasa) que facilitan la
transferencia de electrones y, por lo tanto, la sintesis de ATP (Schéfer, et
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al., 2006; Dencher, et al.,, 2007; Seelert, et al., 2009; Frenzel, et al.,
2010).

Las alteraciones de los supercomplejos se han relacionado con el
envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas (Seelert, et al., 2009;
Frenzel, et al., 2010). Ademas, se ha demostrado que la morfologia
mitocondrial (area de la matriz, estructura de las crestas) puede ser
modificada por el E, (Zhai, et al., 2000, 2001; Chen, et al., 2004b). De
acuerdo con los reportes en los que el E, potencia la funcidon mitocondrial,
en estos estudios se observé que la ovariectomia y la ausencia de E,
tienen un efecto negativo en la morfologia mitocondrial. Sin embargo, no
existen trabajos en los que se describa como afecta el E; en la estructura
supramolecular de la CRM, lo que ayudaria a entender con mayor detalle
por qué y como la presencia o ausencia del E; modifica la morfologia
mitocondrial.

LSPO,

|:] Region reguladora

CADENA PESADA (CP)
[ mRNA

CADENA LIGERA (CL)
[[] mRNA

[JtRNA

H1 gHZ,: inicio de transcripcion CP
LSP: inicio de transcripcion CL

OwH: Inicio de replicacion CP

OL: inicio de replicacion CL

Figura 1. Estructura del mtDNA. Se muestran los genes de la CP y la CL, el
origen de replicacion y transcripcion de ambas cadenas y la secuencia de los
mtEREs descritos en el D Loop del mtDNA de mamifero. Figura modificada de
Falkenberg, et al., 2007.
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Otro de los blancos mitocondriales del E, es el mitDNA. La
modulacién de la transcripcion y traducciéon del mtDNA por E; se ha
observado in vivo e in vitro, lo que indica que es un mecanismo activo en
condiciones fisiologicas. La regulacién estrogénica del mtDNA es un
punto importante ya que la expresion de los genes mitocondriales es
indispensable para el ensamblaje de la CRM. De los trece genes
mitocondriales que codifican proteinas, se ha demostrado que el E; (1-
300 nM) induce la transcripcion de ND1 (subunidad | de la
NADH:ubiquinona oxidorreductasa, complejo 1), COI, COIl y COlll
(subunidades I, Il y Il de la citocromo ¢ oxidasa, complejo V) (Figura 1)
(Bettini y Maggi, 1992; Chen, et al., 2004, 2007; Hsieh, et al., 20063a;
Chen, et al.,, 2005). Ademas, algunos de los efectos del E, sobre la
transcripcion del mtDNA son inhibidos por el compuesto anti-estrogénico
ICI 182 780 (Fulvestrant), lo que indica que estan regulados por los ERs
(Chen y Yager, 2004). El anti-estrogeno Fulvestrant actia como un
antagonista puro, bloqueando la actividad transcripcional de ambos ERs,
impidiendo su translocaciéon al nucleo y promoviendo su degradacion
(Howell, 2006). En este sentido, es interesante que el Fulvestrant también
bloquee los efectos estrogénicos sobre el miDNA, lo que sugiere un
mecanismo de acciéon similar al de la transcripcion nuclear. De acuerdo
con lo anterior y basandose en los estudios de transcripcion del mtDNA,
se demostro la presencia de elementos de respuesta a estrogenos (ERE)
en la region reguladora (D-loop) del mtDNA de humano y de roedor
(mtERE) (Figura 1); ademas de la union de ERa y ERf a estos mtEREs
(Demonacos, et al., 1996; Chen, et al., 2004).

El mtDNA se transcribe y produce un mRNA policistrénico que
tiene toda la informacién para producir las trece subunidades
mitocondriales de la CRM, ademas de los rRNAs y tRNAs mitocondriales.
La transcripcion del mtDNA parte de un origen para la cadena pesada y
otro origen para la cadena ligera, ambos localizados en el D-loop (Figura
1) (Falkenberg, et al., 2007). Teniendo en cuenta lo anterior, podriamos
pensar que el E; tiene la capacidad de activar la transcripcion de todos
los genes mitocondriales, mediante la uniéon de los ERs al mtDNA. Sin
embargo, al parecer éste no es el caso: al menos se conoce un trabajo
en el que tanto el E, como un agonista especifico de ERf
(diarilpropionitrilo; DPN) inducen la transcripcion de COIl y COIl, pero no
de ND2 (subunidad Il de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa, complejo
I) (Hsieh, et al., 2006a), lo que indica que la regulacion de la transcripcion
del mtDNA no sélo se da a través de los mtEREs. Ademas, una vez que
el mRNA mitocondrial se ha producido, existen mecanismos de
regulacion de la traduccion mitocondrial que determinan qué tanto se
expresara como proteina funcional cada uno de los genes, por lo que los
efectos del E, sobre el mtDNA son sélo el inicio de la serie de



Alvarez-Delgado C y Cerbon MA 7

modificaciones que podemos ver en la morfologia y funcién
mitocondriales.

Por otra parte, los efectos del E, sobre el mtDNA no explican todas
las modificaciones mitocondriales observadas ante el tratamiento con la
hormona, i.e., los efectos sobre el balance antioxidante, regulados en
parte por genes codificados en el nDNA, que también son regulados
positivamente por el E; (Stirone, et al., 2005; O’Lone, et al., 2007).

Por lo tanto, para entender de una manera global los efectos
estrogénicos sobre la mitocondria, es necesario tomar en cuenta que
tanto la morfologia como la funcién mitocondriales son el resultado de la
coordinacién nucleo-mitocondria y que ambos organelos son blancos
reconocidos del E,.

LOS RECEPTORES A ESTROGENOS MITOCONDRIALES (mtER) SE ENCUENTRAN
EN DIVERSOS TEJIDOS Y MEDIAN LOS EFECTOS DEL E; SOBRE LA MITOCONDRIA

La participacion del E; sobre la morfologia y funcién mitocondrial
se ha demostrado consistentemente en diferentes modelos y los
resultados sugieren que la hormona podria actuar directamente en la
mitocondria, independientemente de factores nucleares o citoplasmicos.
De acuerdo con esto, se han localizado ambos subtipos de ER en las
mitocondrias de diferentes tejidos y tipos celulares (Tabla 1).

Los primeros indicios de la accién estrogénica sobre la mitocondria
se encuentran en experimentos en los que se muestra la unién del E, a
membranas y proteinas mitocondriales (Grossman, et al., 1989; Zheng y
Ramirez, 1999a; Monje y Boland, 2001). Estos estudios llevaron a la
basqueda de mtERs y proteinas mitocondriales con unién al E,. Desde
entonces, el descubrimiento y la caracterizacién de los mtERs por
diversas técnicas (immunogold, inmunocitoquimica, microscopia confocal
y electronica, fraccionamiento subcelular y Western blot) han ido en
aumento.

El primer reporte sobre la localizacién de los ERs en mitocondria lo
presentaron Monje y Boland (2001) en un modelo in vivo, al demostrar
que ERa y ERp se encuentran en las mitocondrias de utero y ovario de
conejo y se distribuyen de manera diferencial en otros compartimentos
subcelulares, i.e., se detectdé mayor cantidad de mtERa y mtERp en utero
en comparacion con ovario, donde la localizacién subcelular de ambos
ERs es predominantemente citosoélica o nuclear.

Posteriormente, Chen, et al. profundizaron en la investigacion de
los mtERSs y su relacion con los efectos estrogénicos sobre la mitocondria
en las lineas tumorales MCF-7 (carcinoma mamario) y HepG2
(hepatocarcinoma). A partir de los reportes del grupo de Chen, la mayoria
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de los estudios sobre mtERs se han enfocado en diferentes modelos de
cancer, sobre todo en células tumorales dependientes de estrogenos.

Tabla 1: Localizacion mitocondrial de ERa y ERP

Autores Ao Tejido/Tipo Celular mtERo. mtERB Técnicas
Monje y 2001 Uteroy O\{arlo de X X FS. WB
Boland conejo
Chen, et al; FS, WB,
Chen y Yager 2004 MCF-7 y HepG2 X X MC, IG
FS, WB,
Cardiomiocitos y MC, MF,
Yang, et al. 2004 neuronas de rata; HT- X ICQ,
22 MALDI-
TOF/MS
Cammarata, et 2004 HLE-B3 X FS, WB,
al. MC
Milner, et al. 2005 Hipocampo de rata X lC?A’EIG’
Stirone, et al. 2005 Capilares cerebrales X FS, WB,
de rata MC
Pedram, etal. 2006  MCF-7: HCC-1569 X X FSM\Q’B'
Flynn, et al. 2007 Cristalino humano X MC
. . FS, WB,
Milanesi, et al. 2008 C2C12 X X MC
lvanova, etal. 2009  Ceélulas bronquiales X X MC
de humano
Alvarez- Hipocampo, corteza e FS, WB,
Delgado, et al. 2010 hipotalamo de rata X X P

Tabla 1. Se resume la evidencia de la localizacion mitocondrial de ERa y ERp en
diversos tejidos y lineas celulares. FS: Fraccionamiento subcelular; WB: Western
blot; MC: microscopia confocal; ME: microscopia electrénica; MF; microscopia de
fluorescencia; 1G: Immunogold; ICQ: inmunocitoquimica; MALDI-TOF/MS:
desercion/ionizacion laser asistida por matriz/espectrometria de masas; IP:
inmunoprecipitacién. Las lineas celulares se describen en el texto. X= mtER
localizado en cada caso.

En MCF-7 y HepG2 se demostro la presencia de mtERa y mtERp
en la matriz mitocondrial (Chen, et al., 2004a), donde también se
encuentra el mtDNA. Ademas, se comprobd que tanto las proteinas
mitocondriales de MCF-7 como los ERs recombinantes de humano
pueden unirse especificamente a mtEREs (Chen, et al., 2004b; Chen y
Yager, 2004). La localizacion intramitocondrial de los mtERs y la union
especifica a los mtEREs concuerdan con la nociéon de que los propios
mtERs podrian regular la transcripcion del mtDNA y muchos de los
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efectos estrogénicos sobre la mitocondria. Adicionalmente, se comprobdo
que en las lineas de carcinoma mamario MCF-7 y HCC-1569, mtERa y
mtERpB son receptores funcionales y median los efectos protectores del
E, sobre la mitocondria (Pedram, et al., 2006).

Hasta la fecha, también se ha reportado la localizacién mitocondrial
de ERa y ERp en la linea celular de musculo esquelético murino C2C12 y
en la linea de células epiteliales bronquiales de humano HBEC2-KT
(Milanesi, et al., 2008, 2009; Ivanova, et al., 2009).

De acuerdo con la localizacién predominantemente mitocondrial de
ERp en utero de conejo (Monje y Boland, 2001), diferentes grupos han
detectado a ERp en las mitocondrias de neuronas y cardiomiocitos de
rata, y las lineas celulares HT-22 (hipocampo murino) y HLE-B3
(cristalino humano) (Cammarata, et al., 2004; Yang, et al., 2004).
Ademas, se ha comprobado que la localizacion subcelular de ERp
depende de la isoforma expresada (Cammarata, et al., 2005; Flynn, et al.,
2008). Esto significa que la distribucion subcelular de ERf puede estar
regulada desde el nivel de la edicion del pre-mRNA.

A pesar de todas estas investigaciones que demuestran la
presencia de mtERs en diferentes lineas celulares y tumorales, existen
pocos estudios en los que se comprueba la localizacion mitocondrial de
los receptores en condiciones fisiolégicas e in vivo. Ademas del reporte
inicial de Monje y Boland (2001), se ha localizado a mtERa en capilares
cerebrales de rata (Stirone, et al, 2005) y a mtERp en el hipocampo de
rata (Milner, et al., 2005, 2008), asi como a ambos mtERs en el
hipocampo, corteza e hipotalamo de ratas de diferentes edades (Alvarez-
Delgado, et al., 2010).

ERp Y SU PARTICIPACION EN LA FUNCION Y ESTRUCTURA MITOCONDRIAL

ERa y ERp tienen funciones bioldgicas especificas, e.g., a ERp se
le asocia con la modulacion de la respuesta estrogénica durante la
depresién y la ansiedad, la respuesta al E;, en tejidos ERa-negativos y la
regulacion de la actividad de ERa (Kuiper, et al., 1996; Gustafsson, 1999;
Wang, et al., 2001; O’Lone, et al., 2007; Morani, et al., 2008).

Aunque ambos receptores se han detectado en las mitocondrias de
diversos tejidos, la distribucion y cantidad de los mtERs es variable
(Monje y Boland, 2001; Alvarez-Delgado, et al., 2010), por lo que podrian
regular de manera diferencial la funcién mitocondrial de manera tejido-
especifica. Ademas, los ERs comparten poca homologia (18%) en el
dominio de interaccion A/B, por lo que pueden asociarse a diferentes
proteinas y producir respuestas muy distintas (Morani, et al., 2008). Todo
esto indica que los mtERs participan en diferentes procesos dentro de la
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mitocondria. De acuerdo con esta idea, y dado que generalmente el ER
que se asocia a la mitocondria es ERp, muchos de los trabajos sobre
mtERs se han enfocado en estudiar solamente a mtERp.

ERp tiene efectos especificos sobre el potencial de membrana
mitocondrial y la resistencia al estrés oxidativo. Por ejemplo, el
knockdown (siERf) de ERpB en células hipocampales resulta en una
mayor tolerancia al dafio por H,O, y en la disminucion del potencial de
membrana mitocondrial (Ayr). Es interesante que el fenotipo que resulta
del siERpP es similar al cambio observado cuando las células wild type
(wt) son tratadas con Ej, e.g., hay un aumento del 50% en la actividad de
la citocromo-c oxidasa (COX) en las células wt tratadas con E, y en las
células siERp (Yang, et al., 2009). Esto podria significar que ERp tiene
una funcioén que es “bloqueada” al unirse a su ligando.

En plaquetas de ratones knock-out para ERp (BERKO), se observé
una disminucién en el potencial energético al compararse con las
plaquetas de ratones wt (Jayachandran, et al., 2010). Estos trabajos
demuestran que ERp participa en el mantenimiento del Ay, vy, por lo
tanto, también esta involucrado en el metabolismo energético
mitocondrial. Ademas, recientemente se demostr6 que mtERp forma
complejos con la ATP-sintasa mitocondrial (Alvarez-Delgado, et al., 2010)
de manera E,-independiente (Alvarez-Delgado, et al., en preparacién), lo
que sugiere que este receptor también podria modular la estabilidad o la
actividad de la enzima.

La informacion acerca de los efectos directos de mtERpB en la
funcién mitocondrial es escasa, pero a partir de estos Ultimos estudios se
puede concluir que ERp, independientemente de su union al E,, esta
involucrado en la regulacién de la funcion mitocondrial y podria ser una
proteina estructural, ademas de un receptor de E,.

IMPLICACIONES FISIOPATOLOGICAS DE LOS mtERS

Las enfermedades mitocondriales son aquéllas que resultan de la
disfuncién mitocondrial. La disfuncidn mitocondrial estd asociada a
enfermedades tan variadas como cancer, infertilidad, diabetes, fallos
hepaticos y renales, sordera, ceguera y afecciones crénico-degenerativas
como el Parkinson y el Alzheimer. Ademas, a la mitocondria se le ha
atribuido un papel principal en procesos fisiolégicos como el
envejecimiento (i.e., la mitocondria es el “reloj del envejecimiento”), la
muerte celular programada y la regulacion de la tasa metabdlica
(Mitochondria Research Society, E.U. http://mitoresearch.org). Estas
enfermedades generalmente son transmitidas genéticamente por
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herencia materna, pero la sintomatologia también puede ser esporadica o
inducida por el ambiente. El mtDNA tiene una tasa de mutaciéon muy alta
que resulta en tres tipos de alteraciones: mutaciones recientes de la linea
germinal que producen enfermedades mitocondriales; mutaciones
evolutivamente antiguas que producen adaptaciones a las diferentes
demandas energéticas; mutaciones somaticas que se acumulan con la
edad y son la base del envejecimiento (Wallace, 2010). En general, el
conjunto de enfermedades mitocondriales tienen en comun el fallo
bioenergético que con frecuencia resulta ser letal (Wallace y Fan, 2010),
por lo que representan un problema de salud importante.

Especificamente, se ha visto que muchas enfermedades
transmitidas  genéticamente comparten mutaciones en genes
mitocondriales que codifican diferentes componentes de la CRM. Por
ejemplo, diferentes mutaciones en los genes que codifican las
subunidades de la enzima COX estan relacionadas con diversos
fenotipos clinicos, e.g., miopatias, cardiomiopatias, acidosis lactica
infantil y fallo multisistémico. EI mtDNA codifica las tres subunidades
cataliticas de COX (Cox I, Cox Il y Cox lll) (Shoubridge, 2001) y su
transcripcion puede ser regulada a través de los mtERs (Chen, et al.,
2005). Por lo tanto, la actividad de los mtERs tiene implicaciones en la
progresion de estas enfermedades.

La idea de que el E; mantiene la funciéon mitocondrial actuando a
través de los mtERs se apoya en los estudios descritos en este capitulo;
de éstos, los trabajos de Flynn (2007) y Chen (2004 y 2005) representan
la evidencia mas clara de que los efectos del E, sobre la mitocondria son
mediados necesariamente por los mtERs. En este contexto, la
caracterizacion de los mtERs sera indispensable para entender las
enfermedades mitocondriales y proponer nuevas estrategias para su
tratamiento.

CONCLUSIONES

Los mtERs son elementos esenciales en las vias de sefalizacién
del E,. Estos receptores son ubicuos y su presencia es indispensable
para mantener la estructura y funcién mitocondrial. Ademas, su actividad
es imprescindible en la regulacién de los efectos protectores del E; en la
mitocondria.

El estudio de los mtERs ha avanzado mucho en los diez afios
desde su descubrimiento. Sin embargo, para poder caracterizarlos como
componentes mitocondriales quedan muchas preguntas por contestar,
por ejemplo: 1) como se translocan los ERs a la mitocondria?; 2) s como
se regulan los niveles de ERs en los diferentes compartimentos
subcelulares?; 3) ¢ qué funcioén tiene el complejo de mtERpB-ATP sintasa?;
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4) jcémo se regula la transcripcion de los genes mitocondriales a través
de los mtEREs? (Figura 2). La informacion que resulte de estos estudios
ayudara a formular nuevas estrategias para el tratamiento de muchas
enfermedades (e.g. cancer, y afecciones mitocondriales) y para
establecer con detalle las bases moleculares del envejecimiento y la
neurodegeneracion.

nDNA

I |
ERB ERa:

Ndufs8 Gpx3
Ndufa7 Cyp2e1
Qcr9
Cox8
ATP50

ERB *

mtERB

ERB/ATPsin
¢ Estabilidad?

Cox |
MERAMIERB . Sox il Eficiencia

mtERE Cox Il respiratoria
Nd1

Figura 2. Resumen grafico de las funciones y efectos de los mtERs. nDNA:
genes nucleares regulados por E; a través de los ERs y que promueven la
funcion mitocondrial. Ndufa7 y Ndufs8: subunidades 7 y 8 de la NADH:ubiquinona
oxidorreductasa; Qcr9: subunidad 9 de la ubiquinol:citocromo ¢ reductasa; Cox8:
subunidad 8 de la citocromo ¢ oxidasa; ATP5,: subunidad O de la F1-ATP sintasa
mitocondrial; Gpx3, glutatién-peroxidasa 3; Cyp2e1, polipéptido del citocromo
P450. En el mtDNA: Cox I-lll, subunidades I-lll de la citocromo c¢ oxidasa
(mtDNA); Nd1: subunidad 1 de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa.
ERB/ATPsin: complejo formado entre ERP y la ATP sintasa mitocondrial. Los
signos de interrogacion indican procesos incompletamente descritos hasta la
fecha.
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