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1. INTRODUCCIÓN 
 Actualmente, los humanos tenemos una expectativa de vida 

considerablemente mayor que hace cien años. En México, la esperanza de 

vida es de 76 años (INEGI, 2011) y a nivel mundial, se espera que el número 

de individuos de 65 años o más aumente en los próximos años (WHO, 2011). 

Esto resulta en una población mundial compuesta por un gran número de 

personas de la tercera edad. Por esto, es importante conocer los 

mecanismos que llevan a un envejecimiento “sano” (evitar el inicio y la 

progresión 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 podrán implementar 

estrategias de prevención y tratamiento para mejorar la calidad de vida de 

este sector de la población. 

 Con el envejecimiento, el cerebro sufre cambios estructurales y 

metabólicos que, en conjunto, pueden llevar a un déficit en ciertos tipos de 

memoria y aprendizaje, e.g., memoria declarativa episódica y aprendizaje 

espacial (Erickson y Barnes 2003). Estos cambios son particularmente 

evidentes en las mujeres, que con la menopausia sufren una disminución en 

la concentración de estrógenos. Además, mientras la esperanza de vida 

aumenta, la edad promedio de la pre-menopausia es la misma, lo que resulta 

en un aumento del número de mujeres que viven en este estado post-

menopáusico. 

 Existe evidencia que sugiere que el cese de las fluctuaciones cíclicas 

de estrógenos es una de las causas importantes del déficit cognoscitivo 

observado en mujeres postmenopáusicas (Boulware et al. 2011). 

 Las alteraciones funcionales y estructurales del cerebro envejecido 

tienen un componente molecular que, en muchos casos, incide en la función 

mitocondrial. Por ejemplo, se ha demostrado que, en varios modelos, las 

neuronas de individuos viejos presentan una mayor producción de especies 

reactivas de oxígeno (ROS), una disminución de la síntesis de ATP, una 

disminución 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 actúa principalmente a 

través de dos receptores a estrógenos (ERs). 

 Los receptores a estrógenos (ER) son proteínas que inicialmente se 

describieron como factores de transcripción nucleares y como mediadores de 

los efectos del E2. Aunque en un principio se les asoció con procesos 

meramente reproductivos (e.g., regulación de la proliferación y la muerte 

celular en el útero; aparición de la conducta reproductiva), recientemente se 

ha establecido que sus funciones van más allá de los procesos asociados a 

la reproducción (Weiser et al. 2008). 

 Una de las nuevas funciones que se les ha atribuido a los ERs es su  

participación en el mantenimiento de la función mitocondrial. Varios 

investigadores han reportado el efecto benéfico del E2 sobre la actividad 

mitocondrial en el cerebro (Chen et al. 2009). Estos resultados concuerdan 

con la detección de receptores a estrógenos 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 fisiológico y farmacológico de envejecimiento del cerebro in vivo. Por 

primera vez se cuantificaron los niveles de acumulación de estos receptores 

mitocondriales en áreas del cerebro importantes en los procesos 

cognoscitivos (hipocampo y corteza cerebral) y reproductivos (hipotálamo). 

Además, se estudió 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 respiración celular. 

 Los resultados de este trabajo apoyan la idea de que los ERs 

participan en la regulación de la actividad mitocondrial a través del E2 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 está asociado a la 

disminución de la capacidad cognitiva. Esta disminución es particularmente 

notable en hembras que han llegado a la senescencia reproductiva, que se 

caracteriza por el cese de la secreción de hormonas esteroides, como el 

estradiol (E2). El E2 tiene efectos neuroprotectores bien establecidos. La 

relación entre el envejecimiento del cerebro y la disminución de las 

concentraciones de E2 se puede explicar en parte por la disfunción 

mitocondrial, que también está asociada al envejecimiento. La mayoría de los 

efectos neuroprotectores del E2 son mediados por los receptores a 

estrógenos (ERα y ERβ) 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 función 

mitocondriales. 

En este estudio, se analizaron la localización subcelular, las variantes, 

los niveles de expresión e interacciones proteína-proteína de los receptores a 

estrógenos mitocondriales (mtERs) en el cerebro de ratas jóvenes y viejas. 

Mediante experimentos de Western blot y co-inmunoprecipitación en dos 

modelos, fisiológico y farmacológico, se demostró que: 1) ERα y ERβ se 

localizan en las mitocondrias del hipocampo, la corteza y el hipotálamo de 

ratas de 3 y 18 meses de edad; 2) los mtERs se expresan como variantes en 

las tres áreas estudiadas; 3) el nivel de acumulación de los mtERs no se 

altera con la edad; 4) ERβ, pero no ERα, forma complejos con la ATP sintasa 

mitocondrial independientemente de la edad y de las concentraciones de E2. 

Estos resultados sugieren que mtERα y mtERβ tienen funciones específicas 

en diferentes áreas del cerebro y que ambos son necesarios para mantener 

la función 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 (E2). E2 has well established neuroprotective 

effects; the link between brain aging and the decrease of E2 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 E2 are mediated by estrogen receptors, mainly ERα and ERβ; 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) ERα and ERβ 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) ERβ and mtERβ, but not ERα, were detected as protein complexes 

with the mitochondrial ATP synthase (complex V), in an age- and E2-

independent manner. 

 These results suggest that mtERα and mtERβ 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, ESTRÓGENOS Y FUNCIÓN MITOCONDRIAL 
 Generalmente, el envejecimiento normal del cerebro está asociado a 

cambios estructurales, funcionales y neuroquímicos (Thakur y Sharma 2006). 

Por ejemplo, se ha reportado un aumento del 20% en la cantidad de células 

de la microglía (astrocitos) en el CA1 del hipocampo de ratones hembra 

adultas (13-14 meses de edad) y viejas (20-24 meses de edad) en 

comparación con ratones hembra jóvenes (3-4 meses de edad) (Mouton et al. 

2002). En esta misma región del hipocampo, se reportó una disminución en la 

densidad de espinas dendríticas de ratas macho viejas (20-24 meses de 

edad) en comparación con ratas jóvenes (3-5 meses de edad) (Markham et 

al. 2005). En otras áreas del cerebro también se pueden observar cambios 

asociados al envejecimiento: en macacos viejos (19 años de edad) se detectó 

un decremento en las corrientes post-sinápticas de la corteza pre-frontal 

cuando se compararon con las corrientes post-sinápticas en la corteza de 

macacos jóvenes (12 años de edad) (Luebke et al. 2004). En esta misma 

área y modelo se reportó que, aunque no existe una pérdida de neuronas, sí 

hay una disminución dependiente de la edad en el número de sinapsis. 

(Peters et al. 2008). 

 Estas cambios no son iguales en las diferentes áreas 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 (E2), producidas tanto en las gónadas 

como en el cerebro (Zwain y Yen 1999, Adams et al. 2001, Adams y Morrison 

2003). El E2 puede regular la función cerebral a través de diferentes 

aspectos. Entre los efectos del E2 sobre el cerebro se encuentran: 1) El 

aumento de la expresión de los transportadores de glucosa (GLUT-3 y GLUT-

4), lo que se relaciona con la eficiencia metabólica (Alonso et al. 2008); 2) el 

aumento de la expresión de la triptófano hidroxilasa (TPH2) y la disminución 

de la expresión de la enzima que degrada a la serotonina (MAO-A), lo que se 

asocia a una mejor función 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 número de sinapsis y dendritas en el hipocampo (Zhao et al. 

2005). 

 Actualmente se considera que el E2 es un factor neuroprotector 

(García-Segura y Balthazart 2009) porque puede proteger al cerebro contra el 

daño, e.g., excitotóxico (Brewer et al. 2006) e isquémico (Dubal et al. 1999). 

Además, se le considera un factor neurotrófico 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 activación de 

CREB (Zhao et al. 2005). 

 Un aspecto importante que se debe tomar en cuenta es que la síntesis 

de estrógenos disminuye con el envejecimiento (Foster 2011). Esta 

disminución en la concentración sérica de estrógenos participa en la 

disfunción hipotalámica que provoca el cese de los ciclos reproductivos en las 

hembras y se ha relacionado con la progresión de algunas afecciones 

neurodegenerativas como las enfermedades de Parkinson y Alzheimer 

(Azcoitia et al. 2005). La baja concentración de estrógenos también se asocia 

a cambios funcionales en el cerebro, como la disminución de la actividad 

metabólica (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 función 

mitocondrial, como la disminución de la producción de ATP (Navarro y 

Boveris 2007) y del transporte de electrones a través de la cadena de 

transporte mitocondrial (Boveris y Navarro 2008); la disminución del potencial 

de membrana (Boveris y Navarro 2008); la pérdida de la regulación de las 

concentraciones intracelulares de calcio (Brown et al. 2004) y la disminución 

de la capacidad de reparar el daño al DNA mitocondrial (mtDNA) (Gredilla et 

al. 2010). Además, en algunos casos de neurodegeneración, la función 

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 neurodegeneración (Singh et al. 2006, Simpkins y Dykens 

2008). 

 

2.2 RECEPTORES A ESTRÓGENOS 

 La mayoría de los efectos del E2 son mediados por los receptores a 

estrógenos (ER). Estas proteínas pertenecen a la superfamilia de los 

receptores nucleares y su mecanismo de acción clásico (genómico), como 

factores de transcripción, se ha descrito ampliamente. En mamíferos, se han 

caracterizado dos subtipos de ERs que están codificados en diferentes genes 

nucleares: Esr1 codifica al subtipo ERα (~61-67 KDa) y Esr2 a ERβ (~50-56 

KDa) (Shughrue et al. 1997, Kumar et al. 2010) (Fig. 1). La estructura de las 

proteínas ERα y ERβ está muy bien conservada entre los mamíferos, e.g., 

los ERα y ERβ de humano (hERα y hERβ) tienen 87% y 88% de identidad 

con los ERα y ERβ de la rata (datos obtenidos de un alineamiento de la 

secuencia de aminoácidos). 
 

 

 

 
Figura 1. Representación esquemática de las estructuras proteínicas de ERα y ERβ de humano. Las 
letras (A-F) indican los diferentes dominios funcionales de las proteínas. A/B: Función de activación 1 
(AF-1); C: Dominio de unión al DNA (DBD); D: región tipo bisagra; E: dominio de unión al ligando 
(LBD); F: Función de activación 2 (AF-2). Los porcentajes indican el grado de identidad de cada 
dominio entre ERα y ERβ. 
 

 El análisis de la distribución y niveles de expresión de los ERs en el 

cerebro es de particular interés ya que se ha establecido que el E2 tiene 

propiedades neuroprotectoras en el sistema nervioso central y la mayoría de 



estos efectos son mediados por ERα y/o ERβ (De Nicola et al. 2009, García-

Segura y Balthazart 2009). 

 A pesar de que los ERs se describieron inicialmente como factores de 

transcripción nucleares, estudios recientes han demostrado que los dos 

receptores también participan en procesos celulares fuera del núcleo. 

Además de localizarse en el núcleo, 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 señalización 

estrogénica que incluyen las vías de las cinasas MAPK y PI3K, entre otras 

(Hirahara et al. 2009); de esta manera, los ERs membranales contribuyen a 

la regulación de los efectos no genómicos del E2 en el cerebro. 

 Más recientemente, tanto ERα como ERβ se han detectado en las 

mitocondrias de diferentes tejidos y tipos celulares como ovario y útero 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 

corazón 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 línea 

celular de músculo esquelético murino C2C12 (Milanesi et al. 2009) y células 

bronquiales de humano (Ivanova et al. 2009). 

 La aportación de estos mtERs a la señalización estrogénica es un área 

de investigación reciente y aún no se ha establecido inequívocamente cuál es 

su función 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 función mitocondrial. 

 Los ERs son proteínas reguladas en gran medida por su ligando. 

Tanto la localización subcelular como la expresión de los ERs puede ser 

regulada por el E2 (Sharma y Thakur 2006). De hecho, se ha demostrado que 

algunos ERs pueden translocarse a diferentes sitios subcelulares ante el 

estímulo del E2. Por ejemplo, el E2 induce la translocación de ERα a la 

membrana celular (Song et al. 2004) y tanto ERα como ERβ se localizan en 



las mitocondrias de células MCF-7 de manera E2-dependiente (Chen y Yager 

2004). 
 El nivel de expresión de los ERs y su afinidad por el E2 cambian a lo 

largo de la vida. Esto puede provocar que la sensibilidad al E2 disminuya 

conforme avanza la edad (Yamaguchi-Shima y Yuri 2007). Dado que se ha 

establecido que los ERs participan en la neuroprotección, existe un gran 

interés en describir detalladamente los patrones y niveles de expresión de 

estas proteínas en el cerebro (Thakur y Sharma 2006). 

 Los estudios acerca de la expresión de los ERs datan desde la década 

de 1970, cuando se describió su disminución 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 expresión 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 

expresión de los ERs, tanto a nivel del mRNA como de la proteína 

(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 

disfunción de ciertas áreas del cerebro involucradas en la memoria y la 

cognición (García-Segura y Balthazart 2009). Los trabajos en los que se 

analizan estos cambios muestran resultados muy diversos que dependen del 

modelo, los núcleos cerebrales y el tipo de molécula (mRNA o proteína) en 

los que se estudien. 

 Entre el hipocampo (CA1) de ratas de ∼4 (jóvenes) y ∼23 meses 

(viejas) se demostró que hay una reducción del 50% de espinas dendríticas 

ERα-positivas en las ratas viejas (Adams et al. 2002). En las áreas CA1 y 

CA3 del hipocampo se comprobó que el número de células ERα- y ERβ-

positivas disminuye de los 10 a los ∼24 meses y que en el hipocampo total la 

expresión 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 demostró 

que la expresión de ERβ disminuye significativamente con la edad, pero la 

expresión de ERα se mantiene esencialmente igual (Sharma y Thakur 2006). 



En contraste con lo anterior, en la corteza (isocortex; estrato piramidal IV-VI) 

de ratas de 3, 11 y 19 meses se encontró que los niveles de mRNA de ERβ 

no cambian con la edad (Wilson et al. 2002). 

 Por último, en el hipotálamo de ratas de ∼4, ∼12 y ∼26 meses, se 

encontró que el número de células ERβ-positivas disminuye, y el número de 

células ERα-positivas aumenta en el núcleo paraventricular anteroventral 

(AVPV). En el núcleo principal de la stria terminalis (pBST), el número de 

células ERβ-inmunoreactivas se mantiene igual (Chakraborty et al. 2003a, 

Chakraborty et al. 2003b). Otros investigadores demostraron que en el núcleo 

preóptico periventricular (POA) el mRNA de ERα disminuye en ratas viejas 

(∼24 meses) en comparación con ratas adultas (∼12 meses) y jóvenes (∼4 

meses). En el mismo estudio se comprobó que el mRNA de ERβ disminuye 

en el núcleo supraóptico (SON) de ratas adultas (∼12 meses) y viejas (∼26 

meses) al compararlo con el de ratas jóvenes (∼4 meses) (Wilson et al. 

2002). 

 Como se puede ver, la información sobre los cambios en la expresión 

de los ERs durante el envejecimiento se limita a describir, cualitativa o 

cuantitativamente, la expresión “global” de los ERs, es decir, no existe 

información acerca de cómo cambian los niveles y patrones de expresión de 

los receptores a estrógenos mitocondriales (mtERs), que podrían participan 

directamente en la respuesta de la mitocondria al E2. En la sección 2.4 de 

este trabajo se describe la evidencia que existe sobre los efectos del E2 sobre 

la mitocondria y la posible participación 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 distribución tisular 

particular. La función de estos receptores también es diferencial: a ERα se le 

ha atribuido un papel más enfocado a la reproducción (e.g., proliferación de 

los tejidos uterinos), mientras que a ERβ se le atribuyen más funciones 

asociadas al sistema nervioso central (e.g., ansiolítico) (Weiser et al. 2008). 

 ERβ se encuentra ampliamente expresado en el cerebro de la rata 

(Gustafsson 1999, Chung et al. 2007). Aunque ERα y ERβ son muy similares 

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



sus diferentes afinidades por el ligando (56%) los hacen tener respuestas 

muy variadas ante el E2 (Weiser et al. 2008). 

 La gran variedad de efectos del E2 también depende de la expresión 

de isoformas que resultan de la edición alternativa del pre-mRNA de ERα y 

ERβ. La expresión diferencial y localización subcelular de estas isoformas es 

muy importante en la respuesta al E2 dado que cada isoforma tiene diferente 

estructura, patrón de translocación, actividad transcripcional y afinidad por el 

E2 (Petersen et al. 1998, Chung et al. 2007, Irwin et al. 2008, Weiser et al. 

2008, Ishii et al. 2010). 

 Las isoformas de ERβ son particularmente interesantes en la 

señalización por E2 en el cerebro, dado que es el subtipo que más se expresa 

en este tejido. Hasta la fecha se han descrito 5 isoformas de ERβ en el 

cerebro de la rata: ERβ1, ERβ2, ERβ1δ3, ERβ1δ4 y ERβ2δ3 (Weiser et al. 2008, 

Ishii et al. 2010). Los cDNAs de ERβ2 y ERβ2δ3 tienen una inserción de 54 pb 

entre los exones 5 y 6 que se traduce en 18 aminoácidos extras en el dominio 

de unión al ligando (LBD) (Maruyama et al. 1998). ERβ1δ3 y ERβ2δ3 presentan 

una ablación de 39 aminoácidos en el exón 3 que corresponde al extremo 

carboxilo del DBD. ERβ1δ4 no tiene el exón 4 que es parte del LBD y contiene 

la secuencia de localización nuclear (NLS), por lo que esta isoforma no se 

une al E2 y se localiza en el citoplasma (Price et al. 2000). 

 El mRNA para la isoforma ERβ1 es el más abundante de las cinco 

isoformas en el cerebro de rata. En general, los mRNAs de las isoformas β2 

se expresan menos que las β1. Sin embargo, el nivel de expresión de las 

isoformas también es dependiente del tejido y el modelo de estudio, e.g., la 

isoforma ERβ1δ4 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 ESTROGÉNICOS SOBRE LA MITOCONDRIA 
 Las mitocondrias son organelos que participan en los procesos de 

envejecimiento y neurodegeneración (Razmara et al. 2007) y pueden ser 

consideradas como blancos importantes en la neuroprotección dependiente 

de hormonas. La preservación de la función mitocondrial es un aspecto 

importante en la neuroprotección dependiente de hormonas y se ha 



propuesto que la respuesta de la mitocondria al E2 podría estar directamente 

regulada por mtERs y no necesariamente implicar un mecanismo de 

transcripción nuclear (Borras et al. 2010). 

 Varios grupos de investigación han reportado que algunos efectos del 

E2 convergen en diferentes puntos de la función mitocondrial, e.g., la 

expresión 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 

función mitocondrial se ha estudiado más a fondo (Jones y Brewer 2009). Por 

ejemplo, se sabe que en neuronas corticales e hipocampales algunas rutas 

de transducción de señales activadas por estrógenos inciden directamente en 

la mitocondria promoviendo la fosforilación oxidativa y la síntesis de ATP 

(Brinton 2008). Además, recientemente se comprobó que el E2 es protector 

en mitocondrias aisladas, libres de componentes citoplasmáticos, y que esta 

protección es dependiente de la dosis, lo que sugiere que el E2 actúa a través 

de mtERs (Borras et al. 2010). 

 Diversos estudios indican que tanto la actividad de la COX como la 

expresión del mRNA de sus subunidades I, II y III son reguladas 

positivamente por el E2 (Bettini y Maggi 1992, Hsieh et al. 2006a, Yager y 

Chen 2007). Además, en estudios in vivo se ha demostrado que la 

progesterona (P4) y el E2 incrementan la capacidad oxidativa de las 

mitocondrias de cerebro al promover la actividad de COX, inducir la expresión 

de la subunidad α del complejo V (FOF1-ATPasa, FOF1-ATP sintasa o ATP 

sintasa), reducir la producción de peróxidos y regular los niveles de 

antioxidantes en la célula (Nilsen et al. 2007, Irwin et al. 2008, Shi y Xu 2008). 

 Los efectos del E2 y la P4 sobre la ATP sintasa son particularmente 

interesantes dado que esta enzima es la fuente principal de energía 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 E2 inhibe la actividad de hidrólisis de ATP de la FOF1-

ATPasa (Zheng y Ramírez 1999b). 

 Los efectos del E2 sobre la ATP sintasa son importantes porque 

afectan directamente el metabolismo energético de la célula y pueden ser 



parcialmente explicados por la unión de hormonas a la proteína que confiere 

sensibilidad a la oligomicina (OSCP). Esta pequeña proteína es parte de la 

ATP sintasa y se requiere para que el gradiente de protones y la síntesis de 

ATP estén perfectamente acoplados (Zheng y Ramírez 1999a). La unión del 

E2 a la OSCP podría participar en la inhibición de la actividad de ATPasa de 

la FOF1-ATPasa y ayudar a mantener las concentraciones de ATP en la 

célula. 

 Por otra parte, la función mitocondrial no sólo se define por la 

composición enzimática, 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 multienzimáticos (D'Aurelio et al. 2006). 

 Por otro lado, el estado monomérico, 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 estrógenos también tienen efectos positivos sobre la 

ultraestructura mitocondrial, e.g., se ha comprobado que el E2 favorece la 

formación de crestas bien definidas; el aumento del número de mitocondrias 

por célula; la preservación de las membranas internas (MIM) y las 

membranas externas (MEM) mitocondriales; la preservación del área de la 

matriz mitocondrial y la actividad de la MRC (complejos I y IV) (Chen et al. 

2005). 

 Estos antecedentes hacen evidente que existe una relación 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 relación es mediada por mtERs. 

 
2.5 RECEPTORES A ESTRÓGENOS MITOCONDRIALES 
 Varios reportes indican que la disminución de la eficiencia mitocondrial 

observada en individuos viejos (Sas et al. 2007) puede prevenirse con E2 

(Nilsen y Brinton 2004, Duckles et al. 2006, Simpkins y Dykens 2008). Por lo 

anterior resulta de gran importancia estudiar la expresión de los mtERs en 

tejido nervioso de individuos de diferentes edades. 



 Aunque ambos ERs regulan los efectos del E2, sus diferencias 

estructurales les confieren actividades biológicas diferentes (Gustafsson 

1999). Además, se ha demostrado que los ERs tienen diferente localización 

subcelular, i.e., ERβ, a diferencia de ERα, es una proteína principalmente 

extranuclear (e.g., mitocondrial) (Yang et al. 2004, Yang et al. 2009) por lo 

que se ha sugerido que puede tener funciones más allá de la activación de la 

transcripción nuclear. 

 Específicamente, ERβ 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 ERβ (hERβ) tiene una 

secuencia interna (aminoácidos 220-270) que podría funcionar como una 

señal interna de localización mitocondrial (Chen et al. 2004a). Es por esto 

que los estudios sobre los efectos estrogénicos en la mitocondria mediados 

por ERs se han enfocado más en ERβ que en ERα. 

 Se ha sugerido que ERβ puede funcionar como un componente 

estructural de la mitocondria, con la capacidad de modular la transcripción 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 ERα como a ERβ en la mitocondria y que sugieren la participación de ERβ 

en la conservación de la estructura mitocondrial. Sin embargo, aún no existen 

pruebas de los mecanismos por los cuales los ERs son transportados a este 

organelo. 

 Uno de los mecanismos mejor descritos para la importación de 

proteínas hacia la mitocondria es en el que las pre-proteínas citoplasmáticas 

son reconocidas mediante una pre-secuencia en el NH-terminal. Estas pre-

secuencias son péptidos (10-80 aminoácidos con la capacidad de formar 

hélices anfipáticas) que funcionan como señales de importación (mTPS); 

también se les llama “señales de importación a la matriz” (MTS) porque, en 

ausencia de otras señales de importación (e.g., señales para el ensamblaje 

en la MIM) pueden dirigir a las pre-proteínas 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 translocación 

de las proteínas a través de la MEM y hacia el espacio intermembranal (IMS). 

El ensamblaje de las proteínas 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 relocalización de muchas 

pre-proteínas del IMS y la MIM. Los receptores de TIM23 reconocen pre-

proteínas con mTPSs (Ahmed y Fisher 2009). 

 TIM22 participa en la translocación de pre-proteínas con señales de 

localización internas y las dirige hacia la MIM para su ensamblaje como 

proteínas transmembranales (Lithgow 2000, Baker et al. 2007, Neupert y 

Herrmann 2007, Ahmed y Fisher 2009). 

 Sin embargo, este esquema clásico de importación no explica la 

translocación de muchas otras proteínas mitocondriales. Aproximadamente 

30% de las proteínas que se localizan en la mitocondria no contienen señales 

clásicas para su transporte hacia la mitocondria (Diekert et al. 1999, 

Mokranjac y Neupert 2009). Para este tipo de proteínas se han propuesto 

mecanismos alternativos o combinados de localización mitocondrial. Por 

ejemplo, se ha demostrado que las chaperonas Heat-shock protein-70 y -90 

(HSP70 y HSP90) pueden formar complejos citoplasmáticos con pre-

proteínas que después se unen a la subunidad Tom70 del complejo TOM, 

formando un supercomplejo proteínico (chaperonas/TOM) que participa en la 

translocación de las pre-proteínas 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 translocación 

incluyen a las modificaciones post-traduccionales (e.g., fosforilación y 

miristoilación), que marcan a las pre-proteínas para su relocalización 

subcelular (Zha et al. 2000); y a la importación co-traduccional (Ahmed et al. 

2006, Ahmed y Fisher 2009). En este último mecanismo, el mRNA 

traduccionalmente activo debe aproximarse a la MEM e interactuar con 

factores citoplasmáticos como el complejo asociado al polipéptido naciente 

(NAC). En la importación co-traduccional también son importantes los 

llamados “códigos postales” en el mRNA, que son secuencias en el extremo 



3´-UTR del mRNA que forman estructuras tipo horquilla (Ahmed y Fisher 

2009). 

 A pesar de que los mecanismos de importación mitocondrial se han 

estudiado  por más de tres décadas, no existe una regla general para todas 

las proteínas que deben integrarse a la mitocondria y nuevos mecanismos se 

siguen descubriendo hasta la fecha. 



3. JUSTIFICACIÓN 

 Una característica importante del envejecimiento del cerebro es que en 

muchos casos la función y morfología mitocondrial en las neuronas disminuye 

con la edad. Esta disfunción se debe en parte a la disminución de la actividad 

de los complejos I y IV respiratorios, la disipación del potencial de membrana 

mitocondrial, la disminución de la síntesis 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 E2 puede prevenir algunos de los cambios 

estructurales, funcionales y neuroquímicos que el cerebro sufre durante el 

envejecimiento (Thakur y Sharma 2006). Además de las vías clásicas 

activadas por E2 (e.g., MAPK, PI3K), esta hormona puede mejorar la función 

mitocondrial y, por lo tanto, actuar como un factor neuroprotector en el 

cerebro (Brinton 2008). 

  La mayoría de los efectos benéficos del E2 son mediados por los ERs 

(ERα y ERβ), cuya expresión también se modifica durante el envejecimiento. 

Sin embargo, los estudios en los que se cuantifica la expresión 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 

expresión de estos receptores. 

 Por otra parte, la reciente localización mitocondrial de ambos ERs ha 

llevado a varios grupos de investigación a buscar vías de señalización 

estrogénica dentro de la mitocondria, para explicar los efectos del E2 a nivel 

mitocondrial. Existen reportes en lo que se demuestra que los mtERs 

participan en la transcripción de genes mitocondriales (Chen et al. 2005) y 

otros trabajos en los que se sugiere que los efectos antioxidantes del E2 

podrían estar mediados por mtERs (Borras et al. 2010). Sin embargo, la 

participación directa y la función de los mtERs en el cerebro aún no se 

esclarecen. 

 Hasta la fecha, la mayoría de los estudios sobre la expresión y 

localización subcelular de los ERs se han llevado a cabo en modelos in vitro y 

sólo existe un trabajo previo en el que se explora la localización subcelular de 



ERβ en tejido cerebral in vivo (Milner et al. 2005). Además de su localización 

subcelular, es importante determinar si la acumulación de los mtERs se 

modifica con el envejecimiento, lo que podría afectar la capacidad de 

respuesta al E2 en individuos de edad avanzada. Los resultados de este 

estudio serán los primeros en aportar información sobre los niveles de 

acumulación y el patrón de localización de los ERs en la mitocondria de 

animales de diferentes edades. 

 Los antecedentes sugieren que podría existir una relación entre el 

envejecimiento en el cerebro y 1) la localización de ERs en la mitocondria; 2) 

el nivel de acumulación de los mtERs y 3) la capacidad de estos receptores 

mitocondriales de regular la señalización estrogénica. En este estudio, se 

determinará la existencia de interacciones entre los ERs y proteínas 

mitocondriales, lo que representa una primera aproximación a la 

funcionalidad de estos receptores dentro de la mitocondria. 

	
  



4. HIPÓTESIS 
 El envejecimiento del cerebro se ha asociado a la disfunción 

mitocondrial, así como a alteraciones en el nivel total de expresión de los 

ERs. La disfunción mitocondrial puede prevenirse con el E2 a través de 

mecanismos mediados por los ERs y algunos aspectos de la función 

mitocondrial son regulados directamente por los mtERs. Dado que la función 

mitocondrial y el contenido total de los ERs se modifican con la edad, se 

espera que el nivel de expresión 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 expresión e interacciones 

proteínicas de los mtERs en el cerebro de la rata durante el envejecimiento. 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 
 5.2.1 En un modelo fisiológico de envejecimiento del cerebro (corteza, 

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

de edad: 

• Estudiar la localización subcelular (mitocondria y citoplasma) de 

ERα y ERβ. 

• Cuantificar los niveles de acumulación de las proteínas mtERα 

y mtERβ. 

• Analizar la expresión de variantes de mtERα y mtERβ. 

• Comparar los niveles de expresión de las variantes de mtERα y 

mtERβ. 

5.2.2 En un modelo fisiológico de envejecimiento (cerebro completo y 

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

meses de edad: 

• Demostrar las interacciones entre los ERs totales y la ATP 

sintasa mitocondrial y/o las interacciones entre los mtERs y la 

ATP sintasa mitocondrial. 

• Comparar las interacciones ERs-ATP sintasa y mtERs-ATP 

sintasa en las diferentes edades. 

5.2.3 En el modelo fisiológico de envejecimiento y en un modelo 

farmacológico (ratas de 3 meses OVX y OVX-tratadas con E2; ratas de 

18 meses OVX desde los 3 meses de edad): 

• Demostrar el efecto del E2 en las interacciones ERs-ATP 

sintasa. 



6. MATERIAL Y MÉTODOS 
6.1 ANIMALES  

 Para el modelo fisiológico de envejecimiento se utilizaron ratas hembra 

Wistar de dos edades: adultas jóvenes (3-4 meses) y adultas viejas (16-18 

meses). Para el modelo farmacológico en individuos jóvenes se utilizaron 

ratas ovariectomizadas bilateralmente (OVX) a los 3 meses de edad a las que 

se les administró E2 (30 µg/Kg) vía subcutánea, 2 semanas post-ovariectomía 

y 24 horas antes de ser sacrificadas. Para el modelo farmacológico en 

animales viejos, se utilizaron ratas de 18 meses (OVX a los 3 meses de 

edad). Las ratas jóvenes fueron sacrificadas en la etapa de diestro 1 (D1) 

después de haber presentado al menos 4 ciclos regulares de 4 días (el ciclo 

estral se monitoreó mediante el análisis de los frotis vaginales tomados 

diariamente). Las ratas viejas presentaron irregularidades en el ciclo, i.e., 

citología vaginal típica de la etapa del diestro, por mínimo 10 días 

consecutivos y fueron sacrificadas en dicha etapa. Las ratas OVX jóvenes se 

sacrificaron 24 horas después del tratamiento con E2 y las ratas OVX viejas 

se sacrificaron a los 18 meses de edad (15 meses post-ovariectomía).  

 Para todos los modelos, las ratas jóvenes 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 rápidamente. 

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 

hipotálamo de 3-4 ratas se procesaron juntos. El tejido se homogenizó 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 albúmina 

deslipidada e inhibidores de proteasas de Roche; pH 7.5) en un 



homogenizador Kontes (pistilo 22) con 20 pases lentos. El homogenizado se 

centrifugó a 1000 g por 10 min. El sobrenadante se desechó y la pastilla se 

volvió a resuspender en 1 ml de amortiguador de aislamiento mediante 10 

pases lentos en el homogenizador. La suspensión se volvió a centrifugar a 

1000 g por 10 min. El sobrenadante se descartó y la pastilla se resuspendió 

con micropipeta en 1 ml de amortiguador de aislamiento. El homogenizado se 

centrifugó una última vez a 1000 g por 10 min. El sobrenadante se centrifugó 

a 15,000 g por 32 min para obtener la fracción mitocondrial (pastilla) y la 

fracción citosólica (sobrenadante). La pastilla mitocondrial se lavó en 

amortiguador de lavado para mitocondrias (Tris HCl 10 mM, EDTA 1 mM, 

sacarosa 250 mM e inhibidores de proteasas de Roche; pH 7.5) mediante 

resuspensión con micropipeta. La suspensión se centrifugó a 15,000 g por 32 

min. La pastilla mitocondrial se resuspendió en 150-200 µl de amortiguador 

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

 

6.3 CO-INMUNOPRECIPITACIÓN (CoIP) DE PROTEÍNAS  

 Todos los pasos y centrifugaciones de la CoIP se realizaron a 4°C. 

Todos los anticuerpos y la proteína A/G-Agarosa utilizados en la CoIP 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 

µg/Kg de E2. El cerebro completo (sin cerebelo) se procesó en 2 ml de 

amortiguador de precipitación NP-40 (Tris HCl 50 mM, NaCl 150 mM, NP-40 

1% v/v, inhibidores de proteasas de Roche) o RIPA (PBS IX, NP-40 1% v/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 expresión de ERα y ERβ (útero, 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 sección 6.2. 

La proteína de cerebro completo se obtuvo por centrifugación a 12,500 rpm 

por 15 min a 4°C. Se disolvieron 0.5-1 mg de proteína total o mitocondrial de 

cerebro en RIPA, se agregaron 2 µg de anticuerpo anti-F1-ATP sintasa (A-8), 

anti-ERβ (1531) o anti-ERα (MC-20) y las muestras se dejaron agitando a 



4°C por 2 h. En este punto se consideraron controles negativos de CoIP (0.5-

1 mg de proteína sin los anticuerpos correspondientes). Posteriormente, se 

agregaron 20 µl de Proteína A/G-Agarosa-PLUS a todas las muestras y se 

dejaron toda la noche en agitación a 4°C. Las muestras se centrifugaron a 

1000 g por 2-5 min y se retiró el sobrenadante. La pastilla se lavó 4 veces 

con 500 µl de RIPA y los inmunocomplejos se desnaturalizaron en 40 µl de 

amortiguador Laemmli 2x (SDS 4%, azul de bromofenol 0.2%, β-

mercaptoetanol 10%, glicerol 20% y Tris HCl 150 mM; pH 6.8). Las muestras 

se conservaron a -20°C hasta su análisis por Western blot. 

 

6.4 WESTERN BLOT  

 Para los experimentos de expresión con inmunoprecipitados, se 

cargaron 10-20 µl de inmunocomplejos de cada grupo y 10-20 µg de los 

controles de expresión (útero, ovario, cerebro). Para las muestras de 

fraccionamiento subcelular se cargaron 10 µg de las fracciones mitocondrial 

(MIT) y citosólica (CIT) y 10 µg de los controles de expresión (útero, ovario, 

corteza cerebral, hipocampo o hipotálamo de rata en diestro). Las proteínas y 

los inmunocomplejos se transfirieron con una cámara de transferencia semi-

húmeda (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 realizó con los anticuerpos de Santa Cruz anti-ERα (MC-20; 

0.8 µg/ml), anti-ERβ (1531; 0.4 µg/ml), anti-F1-ATP sintasa (A-8; 0.2 µg/ml), 

cabra anti-ratón IgG-HRP (sc-2005; 0.05 µg/ml) y cabra anti-conejo IgG-HRP 

(sc-2004; 0.04 µg/ml). Los anticuerpos anti-mHSP70 (Affinity BioReagents. 

MA3-028; 2.32 µg/ml) y anti-NeuN (Millipore. MAB-377; 5 µg/ml) se utilizaron 

como marcadores mitocondriales y nucleares, respectivamente. Las bandas 

de expresión se visualizaron con un sistema ECL quimioluminiscente 

(Millipore). El análisis de la intensidad de bandas se hizo con el programa 

para densitometría Kodak ID 3.6.1. 

 
6.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
 Los valores de intensidad de banda se expresaron como el promedio ± 

el error estándar. Las diferencias estadísticamente significativas entre grupos 



se analizaron utilizando las pruebas t de Student no pareada y ANOVA de 

una vía con análisis post hoc de Tukey. Los análisis se realizaron en el 

programa Prism 4.0 (GraphPad). 



7. RESULTADOS 

7.1 ERα Y ERβ SE DETECTARON COMO VARIANTES CON UNA 

DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR ESPECÍFICA EN EL HIPOCAMPO, LA 
CORTEZA Y EL HIPOTÁLAMO DE RATAS DE 3 Y 18 MESES  
 La expresión de las proteínas ERα y ERβ se analizó en las fracciones 

mitocondriales y citosólicas del hipocampo, la corteza y el hipotálamo de 

ratas de 3 y 18 meses para comparar los patrones de expresión de proteína y 

detectar los posibles cambios asociados con la edad. Las áreas 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 fracción mitocondrial de todas las áreas cerebrales, ERα se 

detectó como dos variantes de 55 y 61 KDa en los dos grupos de edad (Fig. 2 

A-C, paneles superiores, carriles 4-5). ERβ se encontró como dos variantes 

mitocondriales de 52 y 63 KDa en la corteza y el hipotálamo, mientras que en 

el hipocampo sólo se detectó la variante de 52 KDa (Fig. 2 A-C, paneles 

centrales, carriles 4-5). 

 En el mismo modelo se analizaron las variantes citosólicas de ambos 

ERs. Estas variantes se distribuyen de manera diferente a los mtERs. El ERα 

citosólico se detectó principalmente como una proteína de ∼55 KDa en las 

tres áreas cerebrales estudiadas. En el citosol del hipocampo, ERβ se 

encontró como una proteína de ∼63 KDa, aparentemente menos abundante 

que la forma mitocondrial de 52 KDa. La variante citosólica de ERβ en la 

corteza y el hipotálamo se detectó a ∼63 KDa y aparentemente es más 

abundante que las variantes mitocondriales (Fig. 2 A-C, paneles superiores y 

centrales, carriles 6-7). 

 En la Tabla I se hace una comparación de las masas moleculares 

entre áreas, 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. 



 
Figura 2. Localización subcelular y patrón de expresión de las variantes de ERα  y ERβ  en el 

cerebro de rata. Expresión de proteína analizada por Western blot en el hipocampo (A), la corteza (B) 

y el hipotálamo (C) de ratas jóvenes (3 m) y viejas (18 m). A-C. (todos los paneles): Carriles 1 y 2 son 

controles positivos de expresión para ERα y ERβ, respectivamente. Se cargaron 10 µg de proteína total 

de útero (UT) u ovario (OV). El carril 3 es un control positivo para la presencia de ERs en cada área 

cerebral. Se cargaron 10 µg de proteína de hipocampo (HIP), corteza (CTX) o hipotálamo (HYP). A-C: 

Expresión de ERα (panel superior) y ERβ (panel central) en las fracciones mitocondrial (carriles 4 y 5) y 

citosólica (carriles 6 y 7). Para estas fracciones se cargaron 20 µg de proteína. A-C. (paneles 

inferiores): Heat-Shock Protein-70 mitocondrial (HSP70) o F1-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 fracción 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 ÁREA mtERα  (KDa) mtERβ  (KDa) ERα  (KDa) ERβ  (KDa) 

3m HIP 61 y 55 52 55 63 

18m HIP 61 y 55 52 55 63 

3m CTX 61 y 55 63 y 52 55 63 

18m CTX 61 y 55 63 y 52 55 63 

3m HYP 61 y 55 63 y 52 55 63 

18m HYP 61 y 55 63 y 52 55 63 

En la Tabla I se comparan las masas moleculares calculadas de las variantes mitocondriales y 

citosólicas de ERα y ERβ detectadas en diferentes áreas del cerebro de ratas de 3 y 18 meses de 

edad. 

 

7.2 LAS VARIANTES DE mtERα Y mtERβ PRESENTAN UNA 

DISTRIBUCIÓN ÁREA-ESPECÍFICA Y SU NIVEL DE ACUMULACIÓN EN 
LA MITOCONDRIA NO CAMBIA DURANTE EL ENVEJECIMIENTO 

 Los niveles de expresión y la distribución de las dos variantes 

detectadas para mtERα y mtERβ se compararon entre los dos grupos de 

edad con el fin de evidenciar los cambios relacionados con el envejecimiento. 

Se encontró que los niveles de acumulación de proteína de las variantes de 

los mtERs permanecen esencialmente iguales entre los dos grupos de edad, 

en las tres áreas cerebrales estudiadas (Fig. 2 A-C, paneles superior y 

central, carriles 4 vs. 5 y Fig. 3 A-D). 

 Además, se analizó la distribución por área de las variantes de ambos 

mtERs. Se encontraron diferencias significativas en la expresión de la 

variante de 55 KDa de mtERα y de la variante de 63 KDa de mtERβ, entre 

áreas cerebrales de ratas de la misma edad (Fig. 3 B y C). La variante de 63 

KDa de mtERβ es prácticamente indetectable en el hipocampo (Fig. 2 A, 

panel central y Fig. 3 C). 
 Para visualizar claramente las diferencias en el nivel de acumulación 

de los mtERs entre las áreas cerebrales se hizo un análisis de los mtERs 

totales, sumando la acumulación relativa de las dos variantes de cada 

subtipo. Este análisis demuestra que mtERα total se localiza a niveles 

significativamente más altos que mtERβ total en el hipocampo y la corteza de 

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



cambio, los niveles de acumulación  de mtERα y mtERβ totales son 

esencialmente iguales en el hipotálamo de ratas de las dos edades (Fig. 4 C). 

 

 
Figura 3. Nivel de acumulación y distribución por área y por edad de las variantes de mtERα  y 

mtERβ . Las gráficas representan los resultados del análisis densitométrico de las variantes 

mitocondriales de ERα y ERβ y su nivel de acumulación en el hipocampo (HIP), la corteza (CTX) y el 

hipotálamo (HYP) de ratas jóvenes y viejas (3 m y 18 m). La expresión relativa (eje Y) de cada variante 

se calculó como la proporción entre el nivel de acumulación de las variantes de mtERs y su respectivo 

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

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

independientes. 



 

 
Figura 4. Comparación entre los niveles de acumulación de mtERα  y mtERβ  totales en 

diferentes áreas cerebrales. Las gráficas representan los resultados de la suma del análisis 

densitométrico de las dos variantes de cada mtER (mtERα total y mtERβ total). En el eje Y se muestra 

la expresión relativa, calculada como la suma de la acumulación de las variantes entre la expresión de 

los controles de carga (HSP70 o ATPsin). Las diferencias significativas en el nivel de acumulación entre 

mtERs se indican con asteriscos (* P < 0.05; ** P < 0.005). Los datos son el promedio de 4 

experimentos independientes. 

 

7.3 ERβ Y LA ATP SINTASA FORMAN COMPLEJOS EN EL CEREBRO 

DE LA RATA DE MANERA E2-Y EDAD-INDEPENDIENTE  
 Con el fin de comenzar a explorar las funciones de los mtERs en el 

cerebro, se diseñaron experimentos de CoIP en los que se analizaron las 

interacciones de estos receptores con la ATP sintasa. Se eligió comenzar a 

trabajar con esta enzima dado que su expresión y actividad son reguladas 

por el E2 (Nilsen et al. 2007, Irwin et al. 2008). Además, se sabe que una de 

las proteínas que forman a la ATP sintasa, la OSCP, tiene capacidad de 

unirse al E2, por lo que pensamos que esta unión podría darse a través de los 

mtERs (Zheng y Ramírez 1999a). 

 Se encontró que ERβ, pero no ERα, coprecipita con la ATP sintasa en 

el cerebro de ratas jóvenes (3 y 5 meses) y viejas (18 meses) intactas (Fig. 5 

y Fig. 6 A y B). Además, el complejo ERβ-ATP sintasa también se detectó 

cuando se hicieron los experimentos de CoIP con proteína mitocondrial de 

cerebro de ratas de 3 y 18 meses. Esto indica que la interacción con la ATP 

sintasa se localiza específicamente en la mitocondria (Fig. 6 C). 

 Posteriormente, para investigar si la interacción entre ERβ y ATP 

sintasa depende de la presencia de E2, se realizó la CoIP en dos modelos 

farmacológicos: 1) ratas jóvenes OVX y ratas OVX tratadas por 24 h con 30 



µg/Kg de E2; 2) ratas de 18 meses OVX a las 3 meses de edad (OVX18m). Los 

resultados muestran que el complejo entre ERβ y ATP sintasa está presente 

tanto en las ratas OVX como en las tratadas con E2 (Fig. 7 A, panel superior). 
Los valores de intensidad de banda se analizaron entre las ratas jóvenes 

OVX y las tratadas con E2 y se encontró que la cantidad de complejo ERβ-

ATP sintasa es esencialmente igual entre los dos grupos (valores de 

intensidad neta de 211 y 222 para OVX y E2, respectivamente). 

 Adicionalmente, el complejo ERβ-ATP sintasa también se detectó en el 

cerebro de ratas OVX de 18 meses (Fig. 7 B, panel superior). 

 Para corroborar que las interacciones entre ERβ- y mtERβ-ATP 

sintasa son específicas, en todos los modelos se realizaron Western blots 

para la detección de la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), 

una proteína principalmente citoplasmática 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 sólo se detecta 

en los controles positivos de expresión (Figs. 6 B-C y 7 A-B, paneles 

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

 
Figura 5. Interacciones entre ERα  y ATP sintasa. Ausencia del complejo ERα-ATP sintasa en ratas 

de 3 (3m) y 18 (18m) meses de edad. IP ERα: inmunoprecipitación de ERα en 500 µg de proteína total 

de cerebro. C-: control negativo (sin anticuerpo). ATPsin y ERα: detección de la expresión de ATP 

sintasa y ERα por Western blot. La imagen es el resultado representativo de tres experimentos 

independientes. 



 
Figura 6. Interacciones entre ERβ  y ATP sintasa. Todas las CoIPs se realizaron con 0.5-1 mg de 

proteína 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 proteína). 

Inmunoprecipitación (IP) ATPsin: IP de ATP sintasa. Se muestran las cadenas pesada (IgG CP) y ligera 

(IgG CL) del anticuerpo anti-ATPsin. B. IP ERβ: IP de ERβ total. C: Panel superior, carril 1: control 

positivo de inmunoprecipitación (ERβ). Carriles 2 y 3: IP de mtERβ. A-C. Carriles 1-3. Controles de 

expresión (UT= útero, OV= ovario, CER= cerebro; 10-20 µg de proteína). ATPsin y ERβ: detección 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 ERβ o mtERβ y ATP sintasa. C-: control negativo (sin anticuerpo). 

Paneles inferiores. Control de especificidad de la interacción ERβ- y mtERβ-ATPsin. GAPDH: Western 

blot para detección de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 



 

 

 
Figura 7. Efecto del E2 en la formación de complejos entre ERβ  y ATP sintasa. La figura 

representa 3 experimentos independientes de CoIP entre ERβ y ATP-sintasa en lisados de proteína 

total de cerebro (0.5-1 mg de proteína). A: ratas jóvenes (3 meses) OVX u OVX y tratadas con 30 µg/Kg 

de E2. B: ratas viejas (18m = 18 meses de edad) OVX desde los 3 meses de edad. A y B: carriles 1 y 2 

son controles de expresión para ERα y ERβ, respectivamente (UT y OVA, 10-20 µg). Carril 3: proteína 

de cerebro (10-20 µg). C-: control negativo (sin anticuerpo). IP:ERβ: inmunoprecipitación de ERβ y 

detección de ATP sintasa (ATPsin). Paneles inferiores: control de especificidad de la interacción ERβ-

ATPsin. GAPDH: Western blot para detección de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa. 



7.4 ANÁLISIS COMPUTACIONAL PARA LA IDENTIFICACIÓN DE 
SECUENCIAS DE LOCALIZACIÓN MITOCONDRIAL Y ANÁLISIS DE LOS 
PERFILES DE HIDROFOBICIDAD DE ERα Y ERβ  

 Los resultados de este trabajo indican que ERα y ERβ se localizan en 

el citoplasma y las mitocondrias del cerebro. Además, mtERβ forma 

complejos con la ATP sintasa mitocondrial, que es una enzima con una parte 

transmembranal (FO) de la MIM y una parte catalítica (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 predicción 

de secuencias de localización mitocondrial y programas para el cálculo de 

perfiles de hidrofobicidad y probabilidad de formación de α-hélices. 

 Para ERβ de rata (NP036886.1) se encontró una posible pre-

secuencia en el NH-terminal (MTFYSPAVMNYSVPGSTSNLDGGPVRL), 

utilizando el programa MitoProt II-v1.101 (Claros y Vincens 1996). Sin 

embargo, la probabilidad de exportación hacia la mitocondria es baja (0.1594) 

cuando se compara con la probabilidad de otras proteínas codificadas en 

genes nucleares y que se translocan a la mitocondria e.g., Atp5b 

(NP599191.1) con una probabilidad de exportación de 0.9192 (Tabla II). Sin 

embargo, con el programa SignalP 3.0 (Bendtsen et al. 2004) no se encontró 

ninguna posible pre-secuencia en ERβ (Tabla II). 

Para ERα de rata (NP036821.1) no se encontraron posibles pre-secuencias 

con ninguno de los dos programas (Tabla II). 

 Para el cálculo de los perfiles de hidrofobicidad y la predicción 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>≥ 1.5 como “muy hidrofóbicos” y a los 

segmentos con <H>≤ 0.7 como “muy hidrofílicos”. 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 proteínas 

solubles como intermembranales (Gavel y von Heijne 1992). 



 La hidrofobicidad promedio calculada con el programa SOSUI se basa 

en el “Índice de Hidropatía de Kyte y Doolitle”, en el que se considera a los 

aminoácidos o regiones con valores positivos como hidrofóbicos y a los 

negativos como hidrofílicos (Kyte y Doolittle 1982). 

 El análisis in silico de las secuencias de aminoácidos de ERα y ERβ 

muestra que ambas son proteínas con una hidrofobicidad promedio baja 

(<H>≤ 0.7) (Tabla II) y que no tienen altas probabilidades de formar hélices 

transmembranales (Fig. 8). Los datos de hidrofobicidad y probabilidad de 

formación de hélices de ERα y ERβ se compararon con los de la proteína 

Atp6, una proteína que forma parte de la porción transmembranal (FO) de la 

ATP sintasa. Atp6 presenta una hidrofobicidad promedio alta (<H>≥ 1.5) y 5 

hélices transmembranales (Fig. 8). 

 Este análisis in silico en conjunto sugiere que tanto ERα como ERβ 

son proteínas solubles, sin probabilidades de formar estructuras hidrofóbicas 

que pudieran insertarse en las membranas mitocondriales. 



 

Tabla II. Comparación de las predicciones estructurales para los ERs y 
subunidades de la ATP sintasa 

PROGRAMA PREDICCIÓN PROTEÍNA 

  ERα  ERβ  Atp5b 

MitoProt Pre-secuencia NP 
MTFYSPAVMNYSVP

GSTSNLDGGPVRL 

MLSLVGRVASASASGALR

GLNPLAAPQAHLLLRTAPA

GVHPARDY 

 Sitio de corte NP 28 47 

 
Probabilidad de 

exportación 
0.042 0.159 0.919 

     

SignalP 
Probabilidad de 

péptido señal 
0.064 0.002 0.911 

    Atp6 

SOSUI Hidrofobicidada -0.362 -0.242 0.969 

TopPred No. de helicesb 1 0 5 

En la Tabla II se muestran las probabilidades de la presencia de pre-secuencias, sitios de corte y  

péptidos-señales, así como la probabilidad de exportación hacia la mitocondria, calculadas con los 

programas MitoProt II-v1.101 y SignalP 3.0. También se muestra el promedio de hidrofobicidad y el 

número de hélices transmembranales calculados con los programas SOSUI y TopPred, 

respectivamente. Los resultados de MitoProt y SignalP se compararon con la proteína Atp5b de rata 

(subunidad β de la  F1-ATP sintasa), que tiene una pre-secuencia bien conocida y se sabe que es 

exportada a la mitocondria. Los cálculos de SOSUI y TopPred se compararon con los valores de 

hidrofobicidad y número de hélices transmembranales de la proteína Atp6 de rata (subunidad 6 de la 

FO-ATP sintasa), que tiene hélices transmembranales y se localiza en la MIM. aValores de 

hidrofobicidad promedio calculados con base en la escala de Kyte-Doolittle (valores positivos = 

segmentos hidrofóbicos; valores negativos = segmentos hidrofílicos). bNúmero de hélices 

transmembranales calculado con base en la escala de hidrofobicidad de GES descrita en el texto. 



 

 
Figura 8. Perfiles de hidrofobicidad. En las gráficas se muestran los valores de hidrofobicidad 

calculados con el programa TopPred, basándose en la escala de GES descrita en el texto. Cuando los 

valores de hidrofobicidad sobrepasan el umbral inferior, se considera que se podría formar una hélice; 

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

transmembranal. 



 

8. DISCUSIÓN 
 Desde hace más de una década, existen evidencias sobre los 

efectos estrogénicos en la estructura y función mitocondrial (Chen et al. 

2005). A partir de entonces, muchos grupos de investigación han reportado la 

localización mitocondrial de ERα y ERβ 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 demostró que tanto ERα como ERβ se localizan 

en las mitocondrias del hipocampo, la corteza y el hipotálamo de ratas 

jóvenes y viejas, lo que concuerda con los reportes previos en tejido nervioso 

(Milner et al. 2005). Sin embargo, la mayoría 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 hipotálamo en tejido obtenido in 

vivo. Además, 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 áreas 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 

útero y ovario, tanto en humano como en roedores. Estas isoformas son el 

producto de la edición alternativa del pre-mRNA de los genes Esr1 y Esr2. En 

el cerebro de la rata se ha demostrado que existen cinco isoformas para ERβ. 

Para ERα, 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 múltiples isoformas de ERα 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 distribución diferencial tanto 

dentro de la célula como en distintos tejidos. Por ejemplo, ERβ1 y ERβ2 se 

expresan casi al mismo nivel en el hipocampo, donde la isoforma ERβ1δ4 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 proteínas mtERβ-52 

KDa y mtERα-55 y 61 KDa del hipocampo. La primera se detectó como una 

proteína de ~52 KDa (Tabla I) que se aproxima a la masa molecular 

esperada para la isoforma ERβ1 (485 aminoácidos, ~53 KDa). Para mtERα 

se calcularon masas moleculares aproximadas de 55 y 61 KDa para las dos 

variantes encontradas (Tabla I); estas masas corresponden a las de otras 

proteínas (~55-60 KDa) con capacidad de unión al E2 que han sido 

reportadas previamente en experimentos de fraccionamiento subcelular en 

útero de conejo (Monje y Boland 2001). 

 En este trabajo también se demostró la presencia de una variante de 

ERβ de ~63 KDa que es aparentemente más abundante en el citosol que en 

las mitocondrias de las tres áreas cerebrales estudiadas y fue la variante de 

ERβ con mayor masa molecular detectada (Fig. 2). La variante ERβ-63 KDa 

no se detectó en las mitocondrias del hipocampo, pero sí en las de la corteza 

y el hipotálamo (Fig. 2 y Tabla I). La masa molecular calculada para esta 

variante no corresponde a la masa esperada para la isoforma ERβ2, 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 ERβ 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 corazón humano, respectivamente. Esto sugiere que la 

variante ERβ-63 KDa podría ser otra isoforma de ERβ no descrita aún en el 

cerebro. 

 Evidentemente, son necesarios experimentos con mRNA para 

confirmar la presencia de las isoformas de ERα y ERβ en las mitocondrias 

del cerebro. El estudio de la expresión de estas isoformas ayudaría a explicar 

algunas de las diferencias en el daño observado entre distintas áreas 



cerebrales durante el envejecimiento y también a entender mejor los 

mecanismos de neuroprotección por E2 (Chung et al. 2007, García-Segura y 

Balthazart 2009). 

 El efecto del nivel de acumulación 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 demostró que el nivel de acumulación de los mtERs se mantiene durante 

el envejecimiento (Fig. 3). Los reportes previos sobre la expresión global (en 

toda la célula) de los ERs en diferentes áreas cerebrales muestran resultados 

muy diversos. Mientras que en ciertas áreas (AVPV del hipotálamo e 

hipocampo) se observa una disminución en ERα y/o ERβ, en otras áreas 

(VMN del hipotálamo) se detecta un aumento y en algunas otras (pBST, MPN 

y ARH del hipotálamo; 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 

regulación estrogénica a través de los ERs es específica de cada área 

cerebral. Los datos presentados en este estudio apoyan esta noción, ya que 

los niveles de mtERs, aunque se mantuvieron esencialmente constantes con 

la edad, sí presentaron variaciones con respecto al área 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 disminución de las 

capacidades cognitivas. En este contexto, se ha sugerido que el tratamiento 

con E2 podría revertir muchos de los efectos del envejecimiento sobre las 

capacidades cerebrales (Wilson et al. 2002). Sin embargo, si el E2 tuviera 

este efecto en todos los casos, la terapia de reemplazo hormonal resolvería 

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 E2 a lo 

largo de la vida es que el cerebro de individuos viejos no responde igual al E2 

porque no se expresan la misma cantidad de ERs y porque los mecanismos 

compensatorios que protegen la función 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 jóvenes y viejos, lo que podría sugerir que son elementos 

necesarios para la función mitocondrial y que no sólo funcionan como 

receptores de E2 y mediadores en la neuroprotección por hormonas (Dubal et 

al. 1999, Dubal et al. 2006). 

 En el contexto de la regulación de la función mitocondrial por E2 

(Chen y Yager 2004, Hsieh et al. 2006a, Nilsen et al. 2007, Irwin et al. 2008), 

los mtERs podrían ser proteínas importantes que modulan la respuesta al E2 

a lo largo de la vida. 

 En este trabajo también se demostró que las variantes de ambos 

mtERs se distribuyen diferencialmente en las tres áreas cerebrales 

estudiadas. Específicamente, para mtERα-55 KDa y mtERβ-63 KDa existen 

diferencias significativas en los niveles de acumulación por área (Fig. 4). 

 Con respecto a los mtERs totales, los datos sugieren que los subtipos 

podrían participar en funciones cerebrales diferentes, ya que se demostró 

que en las ratas jóvenes mtERα es el subtipo más abundante en el 

hipocampo y la corteza, así como en la corteza de las ratas viejas. Es 

interesante que en este estudio se detectara a mtERα como la variante más 

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 ERβ-total sobre ERα-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 mtERα y mtERβ 

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 función y la estructura 

mitocondrial están relacionadas con la estabilidad de los supercomplejos de 

la MRC (Schäfer et al. 2006). La arquitectura mitocondrial también se ve 

alterada en el envejecimiento. De hecho, hay una disminución en la 

proporción de supercomplejos y de ATP sintasa intacta en mitocondrias 

corticales de ratas viejas. Sin embargo, se ha demostrado que el decremento 

en el monómero de la ATP sintasa coincide con un aumento en la cantidad 

de oligómeros 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 función mitocondrial asociados al 

envejecimiento (Navarro y Boveris 2007, Sas et al. 2007, Jones y Brewer 

2009). 

 En un estudio reciente, Borrás, et al. (2010) reportaron que los efectos 

antioxidantes y protectores del E2 sobre la mitocondria no necesariamente 

son dependientes de la presencia de factores citoplasmáticos, e.g., en 

mitocondrias aisladas y purificadas de cerebro de rata, el tratamiento con E2 

(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 E2 actúan de 

manera directa sobre la mitocondria, posiblemente a través de mtERs (Borras 

et al. 2010). 

 Se ha demostrado que el estado de oligomerización 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 podrían ser los 

mediadores directos de los efectos estrogénicos sobre la mitocondria (Borras 

et al. 2010). En este contexto, nuestros resultados sobre la formación del 

complejo mtERβ-ATP sintasa (Fig. 6) son importantes ya que sugieren otra 

vía posible por la cual el E2 podría modular la actividad de la ATP sintasa, 

i.e., a través de la unión E2-mtERβ-ATP sintasa. Sin embargo, es necesario 

comprobar la capacidad de unión al E2 de los mtERs descritos en este 

estudio. 

 También se demostró que la ATP sintasa forma complejos 

específicamente con ERβ, pero no con ERα, en ratas de 3 y 18 meses (Figs. 

5 y 6). Lo anterior coincide con otros estudios en los que se detectó ERβ, 

pero no ERα, en las mitocondrias de diversos tipos celulares (Psarra y 

Sekeris 2008). De hecho, mtERα se ha detectado en pocos tejidos en 

comparación con los que presentan mtERβ, e.g., útero 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 demostró la localización de ERα en tejido nervioso por primera vez en un 

modelo in vivo. A pesar de su clara localización mitocondrial, mtERα no 

interactúa con la ATP sintasa, lo que sugiere que ambos mtERs tienen 

funciones distintas dentro de la mitocondria. 



 La demostración de que mtERβ forma complejos con la ATP sintasa 

de ratas jóvenes y viejas sugiere que este receptor podría regular la 

estabilidad y/o función de la ATP sintasa y concuerda con la noción de que 

este receptor participa en el mantenimiento de la función 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 dependerá del estado general de la mitocondria. 

 Para evidenciar el efecto del E2 sobre los complejos ERβ-ATP sintasa, 

se hicieron experimentos de CoIP en ratas jóvenes OVX tratadas con 30 

µg/Kg de E2 y en ratas viejas OVX. Previamente se ha demostrado que este 

esquema de tratamiento con E2 induce diferentes aspectos de la función 

mitocondrial, e.g., la expresión de las subunidades α y β de la ATP sintasa y 

el aumento de la actividad respiratoria mitocondrial (Nilsen et al. 2007, Irwin 

et al. 2008). Con estos experimentos se demostró que los complejos ERβ-

ATP sintasa no son dependientes de la presencia de E2 y se detectan aún en 

ratas privadas de E2 por 15 meses (Fig. 7). 

 El presente es el primer trabajo en el que se demuestra la asociación 

entre ERβ y la ATP sintasa. El hecho de que ERβ, pero no ERα, co-precipita 

con esta enzima puede tomarse como una evidencia de la diferencia de 

funciones entre mtERα y mtERβ. Aunque aún no se sabe cuál es 

exactamente la función de la asociación ERβ-ATP sintasa, nuestros 

resultados concuerdan con esta nueva idea en la que ERβ es un factor 

importante en la mitocondria, independientemente de su papel como receptor 

a estrógenos (Yang et al. 2009). 

 Con respecto a la localización intramitocondrial de los mtERs, se ha 

demostrado que muchas proteínas mitocondriales tienen señales de 

localización 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-proteínas 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 proteínas mitocondriales no tienen mTPSs 



escindibles y tienen secuencias internas de localización las cuales  hasta la 

fecha han sido poco caracterizadas (Mokranjac y Neupert 2009). 

 El presente trabajo y estudios previos han demostrado que tanto ERα 

como ERβ se encuentran en las mitocondrias de diversos tejidos y tipos 

celulares. Sin embargo, sólo un reporte demuestra experimentalmente que 

ambos mtERs se localizan específicamente en la matriz mitocondrial de 

células MCF-7 y que el hERβ tiene una región interna de aminoácidos 

básicos (aminoácidos 220-270) que podría funcionar como una mTPS (Chen 

et al. 2004a). 
 Contrario a lo reportado por Chen, et al. (2004a), al someter las 

secuencias completas de ERα y ERβ a diferentes programas de predicción 

no se encontró suficiente evidencia que indique la presencia de mTPSs, α-

hélices o pre-secuencias que sugieran un mecanismo clásico de importación 

mitocondrial. Sin embargo, se conocen otras proteínas mitocondriales que no 

son importadas de la manera clásica, i.e., no tienen pre-secuencias o tienen 

mTPSs atípicas (Lithgow 2000). Por ejemplo, se sabe que además de 

participar en la estabilidad y plegamiento correcto de muchas proteínas, las 

HSP-70 y -90 están involucradas en la translocación de pre-proteínas 

mitocondriales mediante la interacción con Tom70/71 (Aumais et al. 1997, 

Bouhouche-Chatelier et al. 2001, Li et al. 2009). 

 Los datos del presente trabajo sugieren que mtERα y mtERβ son 

proteínas 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 translocación de pre-

proteínas mitocondriales (Young et al. 2003, Li et al. 2009), se propone que la 

poza citosólica de ERs no unidos a ligando se encuentran en complejos con 

HSP70/90. Posteriormente, este complejo ER-HSP70/90 podría reubicarse 

en la MEM, ser reconocido por Tom70 e iniciar el proceso de internación en 

la mitocondria. Una vez dentro de la mitocondria, los mtERs tendrían que ser 

translocados a la matriz mitocondrial (asumiendo que son proteínas solubles). 

La ruta clásica para proteínas de la matriz mitocondrial es mediada por 

TIM23. El otro translocador de la MIM, TIM22, se asocia a la importación de 

proteínas que se insertan en la MIM (Schmidt et al. 2010). Aunque 



generalmente se ha aceptado que TIM23 transloca pre-proteínas con mTPSs 

(Neupert y Herrmann 2007), se propone que esta translocasa podría ser la 

que regula la entrada de los mtERs a la matriz mitocondrial, dado que se 

piensa que estos receptores no son proteínas transmembranales de la MIM 

(Fig. 9). 
 Por otra parte, previamente se ha demostrado que ERα y ERβ pueden 

existir como proteínas 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 características 

estructurales de las proteínas deben ser iguales a las de los ERs encontrados 

en el núcleo. Aún así, sólo una parte de estos ERs se transloca a la 

membrana celular. Se ha demostrado que una de las características 

estructurales determinantes para que ERα se transloque a la membrana 

celular es la presencia de una serina en la posición 522 dentro del LBD que le 

permite asociarse a la caveolina 1 (Razandi et al. 2003). En un trabajo más 

reciente de los mismos autores, se comprobó que la Hsp27, otra chaperona 

citoplasmática, es necesaria para que ERα se transloque a la membrana 

celular (Razandi et al. 2010). Estos antecedentes indican que la asociación 

con proteínas citoplasmáticas es una forma de regular el tránsito de ERs 

dentro de la célula. 
 Tomando en cuenta lo anterior, es posible que la asociación de los 

mtERs a proteínas citoplasmáticas (e.g., HSP-70/90) les confiera la 

capacidad de translocarse a la mitocondria. Sin embargo, la localización 

intramitocondrial de los mtERs en el cerebro deberá estudiarse 

experimentalmente para comprobar estas hipótesis. 



 
Figura 9. Modelo de importación mitocondrial para mtERα  y mtERβ . A. En presencia de E2, los 

complejos de chaperonas citosólicas HSP70/90 se disocian de los ERs y éstos se activan y regulan la 

transcripción de genes blanco. B. En ausencia de E2, 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, ERβ 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 demostró que la edad no tiene efectos significativos 

sobre la cantidad de mtERs en el cerebro. Además, el complejo mtERβ-ATP 

sintasa se forma independientemente de la presencia del E2 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 mtERα y mtERβ en la mitocondria 

es dependiente de la concentración de E2. 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 

fisiológicas.	
  



9. CONCLUSIÓN 
 Se demostró que diferentes variantes de ERα y ERβ se localizan en 

las mitocondrias del hipocampo, la corteza y el hipotálamo de la rata. El nivel 

de expresión de estas variantes no se altera significativamente con la edad. 

Además, se encontró que ERβ y mtERβ, pero no ERα, forman complejos con 

la ATP sintasa mitocondrial independientemente de la edad y de la presencia 

del E2. 



10. PERSPECTIVAS 
 El estudio de los efectos de la señalización estrogénica sobre la 

mitocondria es un tema relativamente nuevo en el que se ha reportado 

consistentemente la localización mitocondrial de los receptores a estrógenos; 

pero aún 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 lo que en un futuro será 

necesario estudiar su localización intramitocondrial y determinar los 

mecanismos involucrados en la translocación. 

Mediante CoIP se puede comenzar a explorar la presencia de los 

mtERs en la matriz mitocondrial, por ejemplo, coprecipitando a los ERs con 

proteínas específicas de este compartimento (e.g., mHSP-70). Después, la 

acumulación de mtERs en la matriz se puede confirmar mediante 

microscopía electrónica e inmunogold (Chen et al. 2004a). 

La disposición 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 centrifugación diferencial, los 

componentes proteínicos de las membranas internas y externas de la 

mitocondria se pueden separar y diferenciar por Western blot (Pon 2007). 

 Es importante saber cuáles son los elementos estructurales esenciales 

para la translocación de los ERs a la mitocondria. Una manera de estudiarlos 

es la mutagénesis dirigida para identificar la relación entre la estructura y la 

capacidad de translocación. Se comenzaría por sustituir aminoácidos 

importantes para la translocación a la membrana celular (Razandi et al. 2003) 

y después estos ERs mutantes se podrían subclonar a vectores que 

expresen proteína verde fluorescente, con el fin de observar cuáles mutantes 

tienen la capacidad de translocarse a la mitocondria y cuáles la pierden. 

 En este estudio se demostró que mtERβ, pero no mtERα, forma un 

complejo con la ATP sintasa. Es importante determinar las características 

estructurales que le permiten a mtERβ unirse a esta enzima y cuáles 

subunidades (reguladora o catalítica) están participando directamente en el 

complejo. Para esto se podría purificar el ERβ de cerebro y posteriormente 



realizar experimentos de entrecruzamiento (“cross-linking”) que permitieran 

visualizar las interacciones entre ERβ 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 último, se sabe que la mitocondria está directamente involucrada 

con el inicio y progresión 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, será necesario estudiar a los mtERs en 

humanos con diferentes patologías metabólicas y neurodegenerativas y 

empezar a establecer una relación entre los niveles de acumulación 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 

empezaría por analizar la acumulación de mtERs en tejidos que son 

directamente afectados por enfermedades metabólicas y neurodegenerativas 

(e.g., hígado, cerebro, páncreas). 
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ABREVIATURAS 
 
ARH: núcleo arcuato del hipotálamo 
AVPV: núcleo paraventricular anteroventral del hipotálamo 
CA1 y CA3: cornu ammonis 1 y 3 del hipocampo 
COX: citocromo c oxidasa 
DBD: dominio de unión al DNA 
ERα y ERβ: receptor a estrógenos alfa y beta 
FOF1-ATP sintasa: complejo V de la fosforilación oxidativa; ATPasa 
mitocondrial 
HSP70/90: proteínas de choque térmico 70 o 90 
IMS: espacio intermembranal de la mitocondria 
LBD: dominio de unión al ligando 
MEM: membrana externa mitocondrial 
mHSP70: proteína mitocondrial de choque térmico 70  
MIM: membrana interna mitocondrial  
MPN: núcleo preóptico medial del hipotálamo 
MRC: cadena respiratoria mitocondrial 
mtER: receptor a estrógenos mitocondrial 
mTPS: secuencia peptídica de localización mitocondrial 
NLS: secuencia de localización nuclear 
OSCP: proteína que confiere sensibilidad a la oligomicina 
pBST: núcleo principal de la estría terminal 
POA: área preóptica del hipotálamo 
SON: núcleo supraóptico del hipotálamo 
TIM: translocasa de la membrana interna mitocondrial 
TOM: translocasa de la membrana externa mitocondrial 
VMN: núcleo ventromedial del hipotálamo 
	
  



ANEXO 1 

• Parte de los resultados de este trabajo se publicaron en la revista 

Experimental Gerontology en el artículo: Álvarez-Delgado, C., et al 

(2010) Different expression of α and β mitochondrial estrogen 

receptors in the aging rat brain: Interaction with respiratory complex V. 
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ANEXO 2 
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mitocondriales: la señalización hormonal más allá del núcleo. En: 

Efectos no reproductivos de las hormonas sexuales. Editores: 

Camacho-Arroyo, I. y Morales-Montor, J. Editorial UAM-PUIS. México 
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a b s t r a c t

Recent evidence suggests that hormonal effects on mitochondria could be mediated by mitochondrial
estrogen receptors (mtERs). These receptors are new candidates for the beneficial estrogenic effects on
mitochondria in different physiological conditions. The aim of this investigation was to study mtER
expression during brain aging. We analyzed mtERa and mtERb expression in cortical, hippocampal and
hypothalamic mitochondria of young adult (3 months) and aged (18 months) female Wistar rats by Wes-
tern blot. In addition, we explored the interaction of mtERb with respiratory complex V by using coim-
munoprecipitation assays. The results show that mtERa and mtERb are present in young and aged
brain mitochondria. We also demonstrate that mtERs are expressed as variants and have a brain region
specific distribution. The predominant mtER variants detected were of 61 and 55 KDa for mtERa and of
63 and 52 KDa for mtERb. However, we did not observe differences in the mtERa or b content between
the two age groups studied. Additionally, we show that mtERb interacts with complex V.
The overall results demonstrate that there is a differential expression of mtERa and mtERb variants in

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; García-Segura and
Balthazart, 2009). Specifically, estradiol (E2) 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 ERb (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 E2-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

localization of these splicing variants is highly significant in the
E2-signaling diversity given that each isoform has a different struc-
ture, trafficking patterns, transactivation capacities and E2 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 E2, decreased sensitivity to E2 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 (García-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 themitochondrion’s capacity tomanage 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 themitochondrial 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 alteredmitochondrial
function could be one of themain 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 E2 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 III (COX III) is
stimulated by E2 (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 E2
(Chen and Yager, 2004; Hsieh et al., 2006). In vivo, progesterone
(P4) and E2 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 E2 inhibits the ATPase (ATP hydrolysis) of complex V
(Zheng and Ramirez, 1999).

The effects of P4 and E2 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; García-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 ERb 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, Düsseldorf,
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 lL 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 (CoIP) 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 CoIP,
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 (1" 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 CoIP experiments described below and 1 mg of whole cell
brain protein was diluted in RIPA and precleared with 0.25 lg of
normal mouse IgG (Dako, Carpinteria, USA). CoIP 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 lg of primary antibody for F1-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 lL 2" 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 lg/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 lg/mL anti-ERa (MC-20; sc-542), 0.4 lg/
mL anti-ERb (1531; sc-53494) and 0.2 lg/mL anti-F1-ATP-synthase
(F1-ATPase or F1-ATPsyn) (A-8; sc-74549). Anti-HSP70 (MA3-028)
(Affinity BioReagents, Golden, USA) was used at 2.32 lg/mL for
the detection of the mitochondrial heat-shock protein-70. The
detection of HSP70 and F1-ATPsyn was used as a subcellular frac-
tionation control. NeuN (MAB-377) (Millipore, Billerica, USA) was
used at 5 lg/mL as a nuclear marker. The secondary antibody used
was 0.00005 lg/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. ERa and ERb are present in young and aged rat brain mitochon-
dria and have different subcellular distributions and variant
expression

ERa 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 ERb 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

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

3.2. mtERa and mtERb variants are unaltered during aging

mtERa and mtERb 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 mtERb variant was
detected at low levels in the hippocampus (Fig. 1A, middle panel
and Fig. 2B) and that mtERa was present at higher levels than
mtERb in the cortex (Fig. 2C and D).

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 ERa and
ERb expression, respectively. 10 lg of total uterine (U) or ovaric (OV) protein of a
young rat in D1 were loaded. Lane 3: positive control for ER presence. 10 lg 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 lg 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 F1-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.
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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
mtERb 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) mtERb 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

Fig. 2. Densitometric analysis of the mitochondrial variants of ERa and ERb in young and aged rats. The relative expression of mtERa and mtERb were calculated as the ratio
between mtER expression and their respective mitochondrial marker expression (HSP70 or F1-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.
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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 E2-signaling and mediators of hormonal
neuroprotection (Dubal et al., 1999, 2006). In the context of E2
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 E2 affinity varies with different isoform
expression (Rev. in Weiser et al., 2008) and this can modulate
the E2 responsiveness of different tissues. In this study, we demon-
strated that mtERa and mtERb 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
E2 (García-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
(Schäfer 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
ERb 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 E2 mediated mitochondrial pathways remains an important field
of study and needs further investigations.

In conclusion, we demonstrated that ERa and ERb 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.
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RESUMEN 
 

El estradiol (E2) es una hormona esteroide cuyos efectos van más 
allá de la reproducción. Específicamente, se ha demostrado que esta 
hormona participa en procesos tan variados que van desde la regulación 
de la función cardiaca hasta la neuroprotección. El E2 ejerce la mayoría 
de sus efectos a través de los receptores a estrógenos (ER) α y β (ERα y 
ERβ). Los ERs se localizan en el núcleo, la membrana celular y la 
mitocondria (mtER). Su reciente localización mitocondrial ha sido de gran 
importancia ya que concuerda con las observaciones previas de que 
muchos efectos del E2 inciden en la mitocondria, manteniendo su 
estructura y función. El estudio de los mtERs es importante en el contexto 
fisiológico, ya que ahora se sabe que son indispensables para mantener 
la estructura y función de la mitocondria y para regular los efectos 
protectores del E2 sobre este organelo. Además, muchas enfermedades 
(i.e., enfermedades mitocondriales) se caracterizan por una disfunción 
mitocondrial heredada, por lo que es evidente que el estudio de los 
mtERs también aportará nuevas estrategias para su tratamiento. 

 
 
INTRODUCCIÓN 

 
Las últimas décadas en el estudio de las hormonas esteroides han 

dejado claro que éstas son moléculas pleiotrópicas y participan no sólo 
en la regulación de la reproducción, sino en diversos procesos 
fisiológicos. Gran parte de la investigación sobre los efectos no 
reproductivos de las hormonas esteroides se ha enfocado en el estradiol 
(E2). En general, varios grupos de investigación han demostrado que el 
E2 tiene un efecto positivo sobre la estructura y/o función ósea, 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; García-Segura y 
Balthazart, 2009), entre otros tejidos.  

Los efectos del E2 sobre el cerebro han sido de especial interés en 
el contexto fisiológico y patológico, e.g., su participación y capacidad 
neuroprotectora en procesos como el envejecimiento, la lactancia y las 
enfermedades neurodegenerativas.  

Los mecanismos exactos por los cuales el E2 ejerce sus efectos 
neuroprotectores aún no se han descrito en su totalidad. Sin embargo, 
ahora se sabe que el E2 es una señal intracelular importante con la 
capacidad de activar cascadas de señalización (vía de las cinasas MAPK, 
la ruta PI3K y vías asociadas a los receptores acoplados a proteínas G, 
entre otras) (Brinton, 2008); regular las concentraciones intracelulares de 
calcio (Brewer, et al., 2006); modular el balance de proteínas pro- y anti-
apoptóticas (Nilsen y Brinton, 2003; Zhao y Brinton, 2007); mejorar el 
estatus de oxidación celular (Borrás, 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 está 
constituido por tejido postmitótico y de alto gasto energético (20% de la 
glucosa y el oxígeno totales se consumen en este órgano) en el que la 
regulación de las concentraciones de calcio es esencial para la 
neurotransmisión y el balance entre sobrevivencia y muerte (Bolaños, et 
al., 2009). 

La mayoría de los efectos biológicos del E2 son mediados por dos 
subtipos de receptores a estrógenos (ER) codificados en diferentes 
genes: el receptor a estrógenos alfa y el beta (ERα y ERβ). Ambos 
receptores se han localizado en el núcleo, membranas celulares (Moore y 
Evans, 1999) y, más 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; 
Álvarez-Delgado, et al., 2010). 

Más recientemente, ha llamado la atención el hecho de que varios 
de los efectos neuroprotectores del E2 inciden en la mitocondria. Este 
organelo está implicado en muchos de los eventos celulares: produce la 
mayoría del ATP mediante la fosforilación 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 permeabilización 
de su membrana externa y del balance de diferentes proteínas pro- y 
anti-apoptóticas (Pradelli, et al., 2010); es el sitio donde se produce la 
mayor cantidad de especies reactivas de oxígeno (Lee y Wei, 2007) y 
donde se lleva a cabo la esteroidogénesis (Hu, et al., 2010). Además, la 
mitocondria tiene su propio DNA (mtDNA) en el que se encuentran 
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codificadas trece proteínas 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 proteínas, la mayoría de los cuales 
están codificados en el DNA nuclear (nDNA) (Falkenberg, et al. 2007). 
Teniendo en cuenta lo anterior, podemos pensar en la mitocondria y el 
núcleo como organelos interdependientes de cuya cooperación resulta el 
ensamblaje final de la CRM, indispensable para todas las funciones 
celulares. 

Existe una clara relación entre los efectos estrogénicos a nivel 
celular y el estatus mitocondrial. Básicamente, se ha comprobado que el 
E2 promueve la función mitocondrial en todos sus aspectos: producción 
de ATP, síntesis de proteínas de la CRM y capacidad de tolerar 
diferentes daños (Chen, et al., 2005). La reciente localización 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 señalización 
hormonal. 

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

 
 

EL E2 Y SUS EFECTOS SOBRE LA MITOCONDRIA 
 
En general, se ha demostrado que tanto en modelos in vivo como 

en aislados mitocondriales, el E2 induce la eficiencia respiratoria y el 
balance antioxidante. En muchos casos, la actividad del E2 es mediada 
por ERs (Chen, et al., 2004b). 

Con respecto al balance antioxidante, la participación del E2 tomó 
mucha importancia después de la observación de que, comúnmente, las 
hembras viven más que los machos. Esta diferencia en la expectativa de 
vida llevó a distintos grupos de investigación a estudiar la participación de 
las hormonas sexuales en la longevidad. En modelos in vivo se ha 
demostrado que las mitocondrias de macho producen casi el doble de 
H2O2 y a la vez tienen menos defensas antioxidantes, i.e., menor 
actividad de la glutatión-peroxidasa y la Mn-superóxido-dismutasa. Estas 
diferencias en el estatus de oxidación se deben en parte a la presencia 
del E2, lo que explicaría el mejor balance antioxidante en las hembras. 
Además, se comprobó que el E2 actúa directamente a nivel mitocondrial, 
promoviendo las defensas antioxidantes, sin la participación de 
componentes citoplasmáticos (Borrás, et al., 2003, 2009; Nilsen, et al., 
2007). Con respecto a los efectos del E2 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 explicaría sus efectos aún 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 expresión y ensamblaje de proteínas de la 
CRM, la actividad de las enzimas respiratorias (complejos I, II, III, IV y V ó 
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 E2 
puede mejorar la función 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 E2 
 
El E2 es capaz de inducir efectos sobre la morfología y función 

mitocondrial actuando sobre las proteínas de la CRM, el mtDNA y las 
membranas mitocondriales. 

Uno de los blancos estrogénicos más importantes es la ATP 
sintasa. El E2 tiene un efecto positivo sobre la síntesis de ATP mediante 
la inducción de la expresión y actividad de esta enzima. Específicamente, 
se demostró que en mitocondrias de cerebro de rata tratadas con E2 
aumenta la expresión de las subunidades α, β y γ de la porción catalítica 
(F1-ATP sintasa) de la holoenzima (Nilsen, et al., 2007; Irwin, et al., 
2008). De esta manera, el E2 puede influenciar la capacidad de síntesis 
de la ATP sintasa y promover el balance energético de la célula. La 
actividad de la holoenzima resulta de la coordinación entre la síntesis e 
hidrólisis de ATP, es por esto que la ATP sintasa tiene proteínas 
reguladoras. Una de ellas, la proteína de sensibilidad a la oligomicina 
(OSCP), forma parte del brazo periférico de la ATP sintasa. El E2 puede 
unirse a esta proteína y modular la actividad de hidrólisis de la ATP 
sintasa, lo que se traduciría en mayores concentraciones de ATP, que es 
necesario para la mayoría de las funciones celulares (Zheng y Ramírez, 
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, hígado, músculo cardiaco y esquelético) 
las formas funcionales de la mayoría de los complejos de la CRM 
(complejos I-V) son dímeros u oligómeros (e.g., supercomplejos I2, I1III2, 
I1III2IV0-4, y dímeros/oligómeros de la ATP sintasa) que facilitan la 
transferencia de electrones y, por lo tanto, la síntesis de ATP (Schäfer, 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). Además, se ha demostrado que la morfología 
mitocondrial (área de la matriz, estructura de las crestas) puede ser 
modificada por el E2 (Zhai, et al., 2000, 2001; Chen, et al., 2004b). De 
acuerdo con los reportes en los que el E2 potencia la función mitocondrial, 
en estos estudios se observó que la ovariectomía y la ausencia de E2 
tienen un efecto negativo en la morfología mitocondrial. Sin embargo, no 
existen trabajos en los que se describa cómo afecta el E2 en la estructura 
supramolecular de la CRM, lo que ayudaría a entender con mayor detalle 
por qué y cómo la presencia o ausencia del E2 modifica la morfología 
mitocondrial. 

 
Figura 1. Estructura del mtDNA. Se muestran los genes de la CP y la CL, el 
origen de replicación y transcripción de ambas cadenas y la secuencia de los 
mtEREs descritos en el D Loop del mtDNA de mamífero. Figura modificada de 
Falkenberg, et al., 2007.  
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Otro de los blancos mitocondriales del E2 es el mtDNA. La 
modulación de la transcripción y traducción del mtDNA por E2 se ha 
observado in vivo e in vitro, lo que indica que es un mecanismo activo en 
condiciones fisiológicas. La regulación estrogénica del mtDNA es un 
punto importante ya que la expresión de los genes mitocondriales es 
indispensable para el ensamblaje de la CRM. De los trece genes 
mitocondriales que codifican proteínas, se ha demostrado que el E2 (1-
300 nM) induce la transcripción de ND1 (subunidad I de la 
NADH:ubiquinona oxidorreductasa, complejo I), COI, COII y COIII 
(subunidades I, II y III de la citocromo c oxidasa, complejo IV) (Figura 1) 
(Bettini y Maggi, 1992; Chen, et al., 2004, 2007; Hsieh, et al., 2006a; 
Chen, et al., 2005). Además, algunos de los efectos del E2 sobre la 
transcripción del mtDNA son inhibidos por el compuesto anti-estrogénico 
ICI 182 780 (Fulvestrant), lo que indica que están regulados por los ERs 
(Chen y Yager, 2004). El anti-estrógeno Fulvestrant actúa como un 
antagonista puro, bloqueando la actividad transcripcional de ambos ERs, 
impidiendo su translocación al núcleo y promoviendo su degradación 
(Howell, 2006). En este sentido, es interesante que el Fulvestrant también 
bloquee los efectos estrogénicos sobre el mtDNA, lo que sugiere un 
mecanismo de acción similar al de la transcripción nuclear. De acuerdo 
con lo anterior y basándose en los estudios de transcripción del mtDNA, 
se demostró la presencia de elementos de respuesta a estrógenos (ERE) 
en la región reguladora (D-loop) del mtDNA de humano y de roedor 
(mtERE) (Figura 1); además de la unión de ERα y ERβ a estos mtEREs 
(Demonacos, et al., 1996; Chen, et al., 2004).  

El mtDNA se transcribe y produce un mRNA policistrónico que 
tiene toda la información para producir las trece subunidades 
mitocondriales de la CRM, además de los rRNAs y tRNAs mitocondriales. 
La transcripción 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, podríamos 
pensar que el E2 tiene la capacidad de activar la transcripción de todos 
los genes mitocondriales, mediante la unión 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 E2 como un agonista específico de ERβ 
(diarilpropionitrilo; DPN) inducen la transcripción de COI y COII, pero no 
de ND2 (subunidad II de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa, complejo 
I) (Hsieh, et al., 2006a), lo que indica que la regulación de la transcripción 
del mtDNA no sólo se da a través de los mtEREs. Además, una vez que 
el mRNA mitocondrial se ha producido, existen mecanismos de 
regulación de la traducción mitocondrial que determinan qué tanto se 
expresará como proteína funcional cada uno de los genes, por lo que los 
efectos del E2 sobre el mtDNA son sólo el inicio de la serie de 
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modificaciones que podemos ver en la morfología y función 
mitocondriales. 

Por otra parte, los efectos del E2 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 E2 (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 morfología como la función mitocondriales son el resultado de la 
coordinación núcleo-mitocondria y que ambos organelos son blancos 
reconocidos del E2. 

 
 

LOS RECEPTORES A ESTRÓGENOS MITOCONDRIALES (mtER) SE ENCUENTRAN 
EN DIVERSOS TEJIDOS Y MEDIAN LOS EFECTOS DEL E2 SOBRE LA MITOCONDRIA 

 
La participación del E2 sobre la morfología y función mitocondrial 

se ha demostrado consistentemente en diferentes modelos y los 
resultados sugieren que la hormona podría actuar directamente en la 
mitocondria, independientemente de factores nucleares o citoplásmicos. 
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 acción estrogénica sobre la mitocondria 
se encuentran en experimentos en los que se muestra la unión del E2 a 
membranas y proteínas mitocondriales (Grossman, et al., 1989; Zheng y 
Ramírez, 1999a; Monje y Boland, 2001). Estos estudios llevaron a la 
búsqueda de mtERs y proteínas mitocondriales con unión al E2. Desde 
entonces, el descubrimiento y la caracterización de los mtERs por 
diversas técnicas (immunogold, inmunocitoquímica, microscopía confocal 
y electrónica, fraccionamiento subcelular y Western blot) han ido en 
aumento. 

El primer reporte sobre la localización de los ERs en mitocondria lo 
presentaron Monje y Boland (2001) en un modelo in vivo, al demostrar 
que ERα y ERβ se encuentran en las mitocondrias de útero y ovario de 
conejo y se distribuyen de manera diferencial en otros compartimentos 
subcelulares, i.e., se detectó mayor cantidad de mtERα y mtERβ en útero 
en comparación con ovario, donde la localización subcelular de ambos 
ERs es predominantemente citosólica o nuclear. 

Posteriormente, Chen, et al. profundizaron en la investigación de 
los mtERs y su relación con los efectos estrogénicos sobre la mitocondria 
en las líneas tumorales MCF-7 (carcinoma mamario) y HepG2 
(hepatocarcinoma). A partir de los reportes del grupo de Chen, la mayoría 
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de los estudios sobre mtERs se han enfocado en diferentes modelos de 
cáncer, sobre todo en células tumorales dependientes de estrógenos. 

 
Tabla 1: Localización mitocondrial de ERα  y ERβ  

Autores Año Tejido/Tipo Celular mtERα  mtERβ  Técnicas 
Monje y 
Boland 2001 Útero y Ovario de 

conejo X X FS, WB 

Chen, et al; 
Chen y Yager 2004 MCF-7 y HepG2 X X FS, WB, 

MC, IG 

Yang, et al. 2004 
Cardiomiocitos y 

neuronas de rata; HT-
22 

 X 

FS, WB, 
MC, MF, 

ICQ, 
MALDI-
TOF/MS 

Cammarata, et 
al. 2004 HLE-B3  X FS, WB, 

MC  

Milner, et al. 2005 Hipocampo de rata  X ICQ, IG, 
ME 

Stirone, et al. 2005 Capilares cerebrales 
de rata X  FS, WB, 

MC 

Pedram, et al. 2006 MCF-7; HCC-1569 X X FS, WB, 
MC 

Flynn, et al.  2007 Cristalino humano  X MC   

Milanesi, et al. 2008 C2C12 X X FS, WB, 
MC 

Ivanova, et al. 2009 Células bronquiales 
de humano X X MC 

Álvarez-
Delgado, et al. 2010 Hipocampo, corteza e 

hipotálamo de rata X X FS, WB, 
IP 

Tabla 1. Se resume la evidencia de la localización mitocondrial de ERα y ERβ en 
diversos tejidos y líneas celulares. FS: Fraccionamiento subcelular; WB: Western 
blot; MC: microscopía confocal; ME: microscopía electrónica; MF; microscopía de 
fluorescencia; IG: Immunogold; ICQ: inmunocitoquímica; MALDI-TOF/MS: 
deserción/ionización láser asistida por matriz/espectrometría de masas; IP: 
inmunoprecipitación. Las líneas celulares se describen en el texto. X= mtER 
localizado en cada caso. 
 

En MCF-7 y HepG2 se demostró la presencia de mtERα y mtERβ 
en la matriz mitocondrial (Chen, et al., 2004a), donde también se 
encuentra el mtDNA. Además, se comprobó que tanto las proteínas 
mitocondriales de MCF-7 como los ERs recombinantes de humano 
pueden unirse específicamente a mtEREs (Chen, et al., 2004b; Chen y 
Yager, 2004). La localización intramitocondrial de los mtERs y la unión 
específica a los mtEREs concuerdan con la noción de que los propios 
mtERs podrían regular la transcripción del mtDNA y muchos de los 
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efectos estrogénicos sobre la mitocondria. Adicionalmente, se comprobó 
que en las líneas de carcinoma mamario MCF-7 y HCC-1569, mtERα y 
mtERβ son receptores funcionales y median los efectos protectores del 
E2 sobre la mitocondria (Pedram, et al., 2006).  

Hasta la fecha, también se ha reportado la localización mitocondrial 
de ERα y ERβ en la línea celular de músculo esquelético murino C2C12 y 
en la línea de células epiteliales bronquiales de humano HBEC2-KT 
(Milanesi, et al., 2008, 2009; Ivanova, et al., 2009). 

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

A pesar de todas estas investigaciones que demuestran la 
presencia de mtERs en diferentes líneas celulares y tumorales, existen 
pocos estudios en los que se comprueba la localización mitocondrial de 
los receptores en condiciones fisiológicas e in vivo. Además del reporte 
inicial de Monje y Boland (2001), se ha localizado a mtERα en capilares 
cerebrales de rata (Stirone, et al, 2005) y a mtERβ en el hipocampo de 
rata (Milner, et al., 2005, 2008), así como a ambos mtERs en el 
hipocampo, corteza e hipotálamo de ratas de diferentes edades (Álvarez-
Delgado, et al., 2010). 

 
 

ERβ  Y SU PARTICIPACIÓN EN LA FUNCIÓN Y ESTRUCTURA MITOCONDRIAL 
 
ERα y ERβ tienen funciones biológicas específicas, e.g., a ERβ se 

le asocia con la modulación de la respuesta estrogénica durante la 
depresión y la ansiedad, la respuesta al E2 en tejidos ERα-negativos y la 
regulación de la actividad de ERα (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 distribución y cantidad de los mtERs es variable 
(Monje y Boland, 2001; Álvarez-Delgado, et al., 2010), por lo que podrían 
regular de manera diferencial la función mitocondrial de manera tejido-
específica. Además, los ERs comparten poca homología (18%) en el 
dominio de interacción A/B, por lo que pueden asociarse a diferentes 
proteínas 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 ERβ, muchos de los trabajos sobre 
mtERs se han enfocado en estudiar solamente a mtERβ. 

ERβ tiene efectos específicos sobre el potencial de membrana 
mitocondrial y la resistencia al estrés oxidativo. Por ejemplo, el 
knockdown (siERβ) de ERβ en células hipocampales resulta en una 
mayor tolerancia al daño por H2O2 y en la disminución del potencial de 
membrana mitocondrial (∆ψm). Es interesante que el fenotipo que resulta 
del siERβ es similar al cambio observado cuando las células wild type 
(wt) son tratadas con E2, e.g., hay un aumento del 50% en la actividad de 
la citocromo-c oxidasa (COX) en las células wt tratadas con E2 y en las 
células siERβ (Yang, et al., 2009). Esto podría significar que ERβ tiene 
una función que es “bloqueada” al unirse a su ligando.  

En plaquetas de ratones knock-out para ERβ (βERKO), se observó 
una disminución en el potencial energético al compararse con las 
plaquetas de ratones wt (Jayachandran, et al., 2010). Estos trabajos 
demuestran que ERβ participa en el mantenimiento del ∆ψm y, por lo 
tanto, también está involucrado en el metabolismo energético 
mitocondrial. Además, recientemente se demostró que mtERβ forma 
complejos con la ATP-sintasa mitocondrial (Álvarez-Delgado, et al., 2010) 
de manera E2-independiente (Álvarez-Delgado, et al., en preparación), lo 
que sugiere que este receptor también podría modular la estabilidad o la 
actividad de la enzima. 

La información acerca de los efectos directos de mtERβ en la 
función mitocondrial es escasa, pero a partir de estos últimos estudios se 
puede concluir que ERβ, independientemente de su unión al E2, está 
involucrado en la regulación de la función mitocondrial y podría ser una 
proteína estructural, además de un receptor de E2. 

 
 

IMPLICACIONES FISIOPATOLÓGICAS DE LOS mtERS 
 
Las enfermedades mitocondriales son aquéllas que resultan de la 

disfunción mitocondrial. La disfunción mitocondrial está asociada a 
enfermedades tan variadas como cáncer, infertilidad, diabetes, fallos 
hepáticos y renales, sordera, ceguera y afecciones crónico-degenerativas 
como el Parkinson y el Alzheimer. Además, a la mitocondria se le ha 
atribuido un papel principal en procesos fisiológicos como el 
envejecimiento (i.e., la mitocondria es el “reloj del envejecimiento”), la 
muerte celular programada y la regulación de la tasa metabólica 
(Mitochondria Research Society, E.U. http://mitoresearch.org). Estas 
enfermedades generalmente son transmitidas genéticamente por 
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herencia materna, pero la sintomatología también puede ser esporádica o 
inducida por el ambiente. El mtDNA tiene una tasa de mutación muy alta 
que resulta en tres tipos de alteraciones: mutaciones recientes de la línea 
germinal que producen enfermedades mitocondriales; mutaciones 
evolutivamente antiguas que producen adaptaciones a las diferentes 
demandas energéticas; mutaciones somáticas que se acumulan con la 
edad y son la base del envejecimiento (Wallace, 2010). En general, el 
conjunto de enfermedades mitocondriales tienen en común el fallo 
bioenergético que con frecuencia resulta ser letal (Wallace y Fan, 2010), 
por lo que representan un problema de salud importante. 

Específicamente, 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 están relacionadas con diversos 
fenotipos clínicos, e.g., miopatías, cardiomiopatías, acidosis láctica 
infantil y fallo multisistémico. El mtDNA codifica las tres subunidades 
catalíticas de COX (Cox I, Cox II y Cox III) (Shoubridge, 2001) y su 
transcripción puede ser regulada a través de los mtERs (Chen, et al., 
2005). Por lo tanto, la actividad de los mtERs tiene implicaciones en la 
progresión de estas enfermedades. 

La idea de que el E2 mantiene la función mitocondrial actuando a 
través de los mtERs se apoya en los estudios descritos en este capítulo; 
de éstos, los trabajos de Flynn (2007) y Chen (2004 y 2005) representan 
la evidencia más clara de que los efectos del E2 sobre la mitocondria son 
mediados necesariamente por los mtERs. En este contexto, la 
caracterización de los mtERs será indispensable para entender las 
enfermedades mitocondriales y proponer nuevas estrategias para su 
tratamiento. 

 
 
CONCLUSIONES 

 
Los mtERs son elementos esenciales en las vías de señalización 

del E2. Estos receptores son ubicuos y su presencia es indispensable 
para mantener la estructura y función mitocondrial. Además, su actividad 
es imprescindible en la regulación de los efectos protectores del E2 en la 
mitocondria.  

El estudio de los mtERs ha avanzado mucho en los diez años 
desde su descubrimiento. Sin embargo, para poder caracterizarlos como 
componentes mitocondriales quedan muchas preguntas por contestar, 
por ejemplo: 1) ¿cómo se translocan los ERs a la mitocondria?; 2) ¿cómo 
se regulan los niveles de ERs en los diferentes compartimentos 
subcelulares?; 3) ¿qué función tiene el complejo de mtERβ-ATP sintasa?; 
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4) ¿cómo se regula la transcripción de los genes mitocondriales a través 
de los mtEREs?  (Figura 2). La información que resulte de estos estudios 
ayudará a formular nuevas estrategias para el tratamiento de muchas 
enfermedades (e.g. cáncer,  y afecciones mitocondriales) y para 
establecer con detalle las bases moleculares del envejecimiento y la 
neurodegeneración.   

 
Figura 2. Resumen gráfico de las funciones y efectos de los mtERs. nDNA: 
genes nucleares regulados por E2 a través de los ERs y que promueven la 
función mitocondrial. Ndufa7 y Ndufs8: subunidades 7 y 8 de la NADH:ubiquinona 
oxidorreductasa; Qcr9: subunidad 9 de la ubiquinol:citocromo c reductasa; Cox8: 
subunidad 8 de la citocromo c oxidasa; ATP5o: subunidad 0 de la F1-ATP sintasa 
mitocondrial; Gpx3, glutatión-peroxidasa 3; Cyp2e1, polipéptido del citocromo 
P450. En el mtDNA: Cox I-III, subunidades I-III de la citocromo c oxidasa 
(mtDNA); Nd1: subunidad 1 de la NADH:ubiquinona oxidorreductasa. 
ERβ/ATPsin: complejo formado entre ERβ y la ATP sintasa mitocondrial. Los 
signos de interrogación indican procesos incompletamente descritos hasta la 
fecha. 
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