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Resumen: Con la menopausia se inicia el climaterio, periodo fisiolégico en el que se
produce el cese de la fertilidad debido a que los ovarios de una mujer dejan de liberar
ovulos. Durante esta etapa, las mujeres pueden experimentar signos y sintomas que se
atribuyen a la disminucibn de hormonas sexuales, principalmente estrégenos y
progesterona. La menopausia es una caracteristica casi exclusiva del ser humano, por lo
gue para el estudio experimental de posibles alteraciones metabdlicas y fisioldgicas es
necesario contar con un modelo experimental. En este sentido, las ratonas SAM
(Senescence Accelerated Mouse) resistentes y propensas a desarrollar senescencia
(SAMR1 y SAMPS8, respectivamente) sometidas a un procedimiento quirdrgico de
extirpacion de ovarios (ovariectomia), permiten estudiar el efecto de la ausencia de
hormonas sexuales y, ademas, determinar la contribucion del envejecimiento, proceso
también asociado a la menopausia.

Dentro del grupo de los estrégenos, es el 173-estradiol (estradiol) el que ejerce los efectos
estrogénicos mas potentes. Las funciones fisioldgicas del estradiol estan reguladas por los
receptores de estrégenos (ER, de sus siglas en inglés), siendo los principales el ERaq, el
ERB y el receptor de estrogenos asociado a proteina G, GPER. ERa y ERp tienen funciones
reguladoras en la transcripcion de genes diana, se expresan en gran variedad de células y
tejidos, y modulan distintas funciones fisiolégicas ademas de las reproductivas,
principalmente a través de acciones a nivel cardiovascular, esquelético y nervioso. El
GPER, también tiene un papel importante en eventos rapidos de sefializacién no genémica
debido a la activacion de numerosas vias de sefializacion intracelular como la PI3/AKT o
MAPK ERK1/2. Todos los receptores de estrdgenos tienen algunas funciones comunes
pero su papel es mas o menos destacado dependiendo del tejido en el que se expresen.

En este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo estudiar si la ausencia de
hormonas ovaricas inducida por una menopausia experimental produce una alteraciéon en
la expresion de receptores de estrégenos en diferentes tejidos. Para ello, nos hemos
centrado en estudiar la expresién por gRT-PCR de los principales receptores de estrégenos
ERa, ERB y GPER en diferentes tejidos procedentes del modelo murino de menopausia
experimental SAMR1/SAMPS8, concretamente en corazon, bazo, pulmén, higado y rifidon.




Titol del TFG: Expressio diferencial de receptors d'estrogens en diferents teixits d'un
model muri de menopausa experimental.

Paraules clau: Receptors d’estrogens, menopausa, ERa, ERB, GPER.

Resumen: Amb la menopausa s'inicia el climateri, periode fisiologic en qué es produeix el
cessament de la fertilitat perque els ovaris de la dona deixen d'alliberar ovuls. Durant
aguesta etapa, les dones poden experimentar signes i simptomes que s'atribueixen a la
disminucié d'hormones sexuals, principalment estrogens i progesterona. La menopausa és
una caracteristica quasi exclusiva de I'ésser huma, per la qual cosa per a l'estudi
experimental de possibles alteracions metaboliques i fisiologiques cal tenir un model
experimental. En aquest sentit, els ratolins SAM (Senescence Accelerated Mouse)
resistents i propenses a desenvolupar senescencia (SAMR1 i SAMPS8, respectivament)
sotmeses a un procediment quirdrgic d'extirpacié d'ovaris (ovariectomia), permeten estudiar
l'efecte de l'absencia d'hormones sexuals i, a més, determinar la contribuci6 de
I'envelliment, procés també associat a la menopausa.

Dins del grup dels estrogens, és el 17B-estradiol (estradiol) el que exerceix els efectes
estrogénics més potents. Les funcions fisiologiques de I'estradiol estan regulades pels
receptors d'estrogens (ER, de les sigles en anglés), els principals son I'ERa, I'ERB i el
receptor d'estrdgens associat a proteina G, GPER. ERa i ERpB tenen funcions reguladores
a la transcripci6 de gens diana, s'expressen en gran varietat de cel-lules i teixits, i modulen
diferents funcions fisiologiques a més de les reproductives, principalment a través d'accions
a nivell cardiovascular, esquelétic i nerviés. El GPER també té un paper important en
esdeveniments rapids de senyalitzacié no gendmica a causa de l'activacié6 de nombroses
vies de senyalitzacié intracel-lular com la PI3/AKT o MAPK ERK1/2. Tots els receptors
d'estrogens tenen algunes funcions comunes pero el seu paper és més o0 menys destacat
depenent del teixit on s'expressen.

En aquest context, aquest treball t¢ com a objectiu estudiar si 'abséncia d’hormones
ovariques induida per una menopausa experimenta produeix una alteracié en I'expressio
de receptors d’estrogens en diferents teixits. Per aix0, ens hem centrat a estudiar I'expressié
per qRT-PCR dels principals receptors d'estrogens ERa, ERB i GPER en diferents teixits
procedents del model muri de menopausa experimental SAMR1/SAMP8, concretament en
cor, melsa, pulmo, fetge i renyé .




Title: Differential expression of estrogen receptors in different tissues of a murine model of
experimental menopause.

Keywords: estrogen receptors, menopause, ERa, ERB, GPER.

Abstract: Menopause is the beginning of the climacteric, a physiological period in which
fertility ceases because a woman's ovaries stop releasing eggs. During this stage, women
may experience signs and symptoms that are attributed to the decrease in sex hormones,
mainly estrogen and progesterone. Menopause is an almost exclusive characteristic of
human beings, so for the experimental study of possible metabolic and physiological
alterations it is necessary to have an experimental model. In this sense, SAM (Senescence
Accelerated Mouse) resistant and senescence-prone mice (SAMR1 and SAMPS,
respectively) subjected to a surgical procedure of ovarian removal (ovariectomy), allow us
to study the effect of the absence of sex hormones and, in addition, to determine the
contribution of aging, a process also associated with menopause.

Within the estrogen group, it is 17B-estradiol (estradiol) that exerts the most potent
estrogenic effects. The physiological functions of estradiol are regulated by estrogen
receptors (ER), the main ones being ERa, ERB and the G protein-associated estrogen
receptor, GPER. ERa and ER[ have regulatory functions in the transcription of target genes,
are expressed in a wide variety of cells and tissues, and modulate different physiological
functions in addition to reproductive ones, mainly through actions at the cardiovascular,
skeletal and nervous levels. GPER also plays an important role in rapid non-genomic
signaling events due to the activation of numerous intracellular signaling pathways such as
PI3/AKT or MAPK ERK1/2. All estrogen receptors have some common functions but their
role is more or less prominent depending on the tissue in which they are expressed.

In this context, the present work aims to study whether the absence of ovarian hormones
induced by an experimental menopause produces an alteration in the expression of
estrogen receptors in different tissues. To this end, we have focused on studying the
expression by gRT-PCR of the main estrogen receptors ERa, ERB and GPER in different
tissues from the murine model of experimental menopause SAMR1/SAMPS, specifically in
heart, spleen, lung, liver and kidney.




AGRADECIMIENTOS

Me gustaria dar las gracias a todos los que han estado presentes durante la realizacién del
TFG:

A Susana y Pascual, por haberme dado la oportunidad de realizar este trabajo y por

hacérmelo todo mucho mas facil.

A todos los linces, por todo el apoyo y la buena compaifiia, pero en especial a Javier, que es
guien mas ha tenido que aguantar. Gracias por ayudarme a sacar el TFG adelante y por todas
las risas que me has sacado cada dia. Ojala todos tengan la suerte de encontrar un compi de

lab como tu.

A mis amigas Carmen, Empar y Andrea, por estar en cada momento, tanto bueno como malo,

y siempre darme razones para seguir adelante.

A Mara, por haber estado toda la carrera mano a mano y por haber pasado todo juntas.

A mis padres y a mi hermana, por apoyarme en todo lo que hago. Gracias por todo lo que

habéis hecho por mi.

Y por ultimo a Marta, por haber estado toda la carrera a mi lado, desde que recibi el mensaje
de admision hasta la entrega del TFG, siempre apoyandome y dandome fuerza en cada
momento, por aguantar lo inaguantable y ponerse mas nerviosa que yo en cada examen que

hacia. Gracias por acompafiarme en cada etapa y seguir a mi lado siempre.



INDICE

1. INErOAUCCION ...

1.1 Menopausia y ovariectomia ...

1.2 Estrogenos y Sus reCePtOres ....meeess

1.3 Modelo murino de menopausia experimental

2. Hipotesis y 0DJEtivos ........eceemmseseessssssseseesssssns

3. Materiales y MEtodos ........rerermsnseseesssssssessessssssss

3.1 Muestras y grupo de estudio ......cmeersmeeeenns

3.2 Extraccidn de 0rganos ...

O© © 00 N & O N = =

3.3 Extraccion de RNA total ....ooovererereveenennens

[UnN
o

3.4 Reaccion de amplificacion mediante PCR

—_
—_

3.5 AnAlisis eStadiStiCO . sessessessessesssseens

p—
[

4, ReSUltados .......vverrereeeesesesesressesessssssens

—_
—_

4.1 Comprobacién de expresion de RE en diferentes tejidos

4.2 Influencia de la senescencia en la expresion de los receptores de estrogenos en los
diferentes tejidoSs ....eresseseessssssesssesesssens 13

4.3 Efecto de la ovariectomia en la expresion de los receptores de estrégenos en los tejidos. 16

LT D) Tt 11553 11 ) + W 19

6. CONCIUSIONES ... bsssasens 22

7. Bibliografia ... 23




INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Descenso de los niveles de estrdgenos con la edad

Figura 2. Organizacion estructural de los receptores de estrogenos

Figura 3. Expresion de ERa (A), ERB (B) y GPER (C) en pulmdn, bazo, rifién, higado y corazén en
ratonas Sham SAMR1

Figura 4. Expresion de ERa, ERB y GPER en los pulmones (A), bazo (B), rifiones (C), higado (D) y
corazoén (E) higado de ratonas Sham SAMR1

Figura 5. Expresion de ERa en diferentes tejidos en ratonas Sham SAMR1 y SAMP8

Figura 6. Expresion de ER en diferentes tejidos en ratonas Sham SAMR1 y SAMP8

Figura 7. Expresion de GPER en diferentes tejidos en ratonas Sham SAMR1 y SAMP8

Figura 8. Expresion de ERa, ERB y GPER en los pulmones de ratonas Sham y OVX SAMRL1 (A) y
SAMPS8 (B)

Figura 9. Expresion de ERa, ERB y GPER en el bazo de ratonas Sham y OVX SAMR1 (A) y SAMP8
(B)

Figura 10. Expresion de ERa, ERB y GPER en los rifiones de ratonas Sham y OVX SAMR1 (A) y
SAMPS8 (B)

Figura 11. Expresion de ERa, ERB y GPER en el higado de ratonas Sham y OVX SAMR1 (A) y
SAMPS8 (B)

Figura 12. Expresion de ERa, ERB y GPER en el corazén de ratonas Sham y OVX SAMR1 (A) y
SAMPS8 (B)



ABREVIATURAS

cDNA: DNA complementario

DNA: Acido desoxirribonucleico

El: Estrona

E2: 17B-estradiol

E3: Estriol

ERa: Receptor de estrégenos alfa

ERp: Receptor de estrégenos beta

ERE: Elementos de respuesta al estrégeno
GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
GPER: Receptor de estrégenos acoplado a la proteina G
GPR30: Receptor 30 acoplado a proteina G
MRNA: RNA mensajero

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OVX: Ovariectomizado

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
gRT-PCR: PCR cuantitativa en tiempo real
RE: Receptor de estrogenos

RNA: Acido ribonucleico

RT: Transcripcién reversa

RT-PCR: PCR con transcriptasa reversa
SAM: Senesce Accelerated Mouse
SAMRL1: SAM resistente

SAMP8: SAM propenso



1. Introduccién

1.1 Menopausia y ovariectomia

La menopausia marca el inicio del climaterio, proceso fisiolégico que tiene lugar
aproximadamente en el Gltimo tercio de vida de las mujeres, justo tras finalizar sus afos
reproductivos por el cese de la menstruacién y, por tanto, de la fertilidad (Takahashi y
Johnson, 2015). Se diagnostica cuando una mujer no ha menstruado durante un afo
debido a la pérdida de la actividad folicular ovarica y generalmente tiene una duracién de
varios afios. La menopausia esta precedida de una etapa denominada perimenopausia,
gue es una transicidbn menopausica donde las mujeres experimentan un ciclo menstrual
irregular haciendo frente al cese de la produccion de ovocitos en los ovarios (Potter et al.,
2018). La perimenopausia precede a la menopausia durante varios afios y se caracteriza,
ademas de la irregularidad del ciclo menstrual, por los sofocos y sudores nocturnos
(Takahashiy Johnson, 2015).

Durante la menopausia destacan principalmente los cambios hormonales que se dan en
las mujeres, ya que los ovarios dejan de liberar 6vulos, y, en consecuencia, dejan de
producir hormonas como progesterona y los estrédgenos. Esto se puede observar en la
Figura 1, la cual explica mediante una grafica como van disminuyendo los niveles de
estrogenos durante el periodo de los 40-50 afios hacia delante, correspondiéndose con la

etapa de la menopausia.
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Figura 1. Descenso de los niveles de estrogenos con la edad (Villar et al., 2022).



Estos cambios hormonales provocan una gran cantidad de sintomas que afectan a la
mayoria de mujeres durante esta etapa. Los que mas destacan son la disfuncion
vasomotora, los cambios de humor, trastornos del suefio, cambios cognitivos, quejas
somaticas, disfuncion sexual y reduccion de la calidad de vida (Nelson, 2008). Ademas,
hay otros sintomas importantes como los sintomas genitourinarios, que incluyen sequedad
vulvovaginal y atrofia, sintomas del tracto urinario inferior, que incluyen polaquiuria,

urgencia y nicturia (Takahashi y Johnson, 2015).

Actualmente, un gran nimero de alteraciones fisioldgicas (Vieira et al., 2017), metabdlicas
e inmunoldgicas (de Arruda Amaral et al., 2018) que ocurren durante la menopausia son
todavia desconocidos o0 no se conoce completamente el mecanismo, por lo que se recurre
a un modelo animal que ayude a estudiar dichos cambios. El problema reside en que los
roedores y primates no humanos presentan un patron de cambio de estrégenos a lo largo
de la vida diferente al de los humanos. La senescencia reproductiva natural de los roedores
se denomina estropausia, cuyo proceso es el siguiente: al comienzo, los ciclos se vuelven
irregulares hasta mediana edad antes de volverse aciclicos (Berkley et al., 2007), sin
embargo, en los roedores, la estropausia ocurre debido a una reduccién en el aumento de
las gonadotrofinas (suele ocurrir antes de la ovulacion), mientras que en las mujeres la
menopausia ocurre por una reduccion en los foliculos ovaricos a lo largo de la vida (Finch,
2014).

Por tanto, para establecer un modelo experimental adecuado, los animales tienen que ser
sometidos a un procedimiento denominado ovariectomia, el cual consiste en extirpar
guirdrgicamente los ovarios para que los animales experimenten una deficiencia de
estrogenos, tal y como ocurre con la menopausia (Souza et al., 2019). Con este modelo
experimental, se ha podido estudiar en profundidad la accién de las hormonas ovaricas en
muchos érganos y sistemas, asi como algunos efectos relacionados con la menopausia
como la osteoporosis (Sophocleous e Idris, 2014), trastornos cardiometabdlicos (Cox-York
et al., 2015) o enfermedades inflamatorias (Mendes et al., 2017). No obstante, cabe tener
en cuenta que, aunque la ovariectomia permite modelar la pérdida de estrégenos, con el
tiempo se va diferenciando de los cambios que ocurren en la menopausia natural (Russell
et al., 2019).

1.2 Estr6genos y sus receptores

Los estrdgenos son las principales hormonas sexuales femeninas producidas en los

ovarios y glandulas suprarrenales. Su sintesis parte del colesterol, a partir del cual se
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producen los andrégenos y, estos, por accion de la enzima aromatasa, sintetizan el
estrogeno. Hay tres tipos de estrogenos fundamentalmente; el estradiol (E2), cuya sintesis
tiene lugar a partir de la testosterona, la estrona (E1), derivada de la progesterona y el
estriol (E3), obtenido a partir de la androsterona. Existen otros tipos de estrogenos que se
pueden encontrar en anticonceptivos orales: los estrégenos semisintéticos o sintéticos,
como el etinilestradiol y mestranol o los estrogenos no esteroides, como estilbenos,

isoflavonas y otros fitoestrogenos cuyo origen es vegetal (de Miguel et al., 2019).

En los seres humanos, el 17B-estradiol (E2) es la forma mas comin de estrégeno
circulante y es la principal hormona sexual femenina. Su produccion tiene lugar en los
ovarios y circula por el plasma transportado por la globulina transportadora de hormonas
sexuales, para incorporarse a los tejidos diana por difusion pasiva a través de la membrana
plasmatica de las células (Palmisano et al., 2017). Otra forma de produccién de estrégenos
es a partir de los precursores androgénicos, como la testosterona, la cual se aromatiza
para producir estradiol. Ocurre en los testiculos y sitios no ovaricos como el cerebro,
glandulas suprarrenales, piel, grasa o médula 6sea, donde se expresa la aromatasa (Ryan,
1982).

Desde un punto de vista fisioldgico, el E2 es una hormona sexual que tiene efectos directos
sobre el desarrollo y funcionamiento del sistema reproductivo femenino (Patel, 2017), ya
gue estimulan el crecimiento uterino y regulan la sintesis del receptor de progesterona.
Ademas de tener su papel principal en funciones reproductivas, participa en importantes
funciones fisiolégicas como el mantenimiento de la homeostasis del sistema endocrino,
cardiovascular, metabdlico y desarrollo 6seo (Li y Wang, 2018) ya que sus receptores se
expresan en gran cantidad de tejidos y 6rganos, como el corazén (Karas et al.,1994),
cerebro (McEwen et al., 1979), huesos (Laurent et al., 2014), higado (Shi et al., 2014),
tejido adiposo (Kim et al., 2014), colon (Barzi et al., 2013), piel (Stevenson y Thornton,
2007), prostata (Yeh et al., 2014), testiculos (Royer et al., 2012), epididimo (Hess et al.,

2011) y glandulas salivales (Imamov et al., 2005).

El E2 desempenfia sus efectos reguladores mediante acciones gendémicas y no genémicas
(Marino et al., 2006). Se une a los receptores de estrégenos (RE) clasicos, el receptor de
estrogenos alfa (ERa) y el receptor de estrégenos beta (ERB) en el citosol. Cuando se
forma el complejo de los receptores unidos a E2, se dan lugar cambios conformacionales
donde se dimerizan, translocan al nlcleo y pueden unirse a secuencias de DNA (los
elementos de respuesta al estrégeno, ERE) o unirse indirectamente al DNA, en los

promotores o a los factores de transcripcion, y, de este modo, regular la transcripcion de
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genes (Fuentes y Silveyra, 2019). Ademas, pueden activar numerosas vias de
sefializacion al unirse a ER asociados a la membrana (Mendelsohn, 2002).

Por lo tanto, las funciones fisioldgicas de los compuestos estrogénicos estdn moduladas
mayoritariamente por ERa y ERB. Como se puede observar en la Figura 2, ambos
receptores tienen una estructura similar compuesta por seis dominios. El dominio A/B es
el sitio de la activacion transcripcional, con el coactivador, AF-1. El dominio C es el sitio de
union al DNA. La bisagra del dominio D contiene una sefial de localizacién nuclear. El
dominio E es el dominio de unién al ligando y el lugar de la activacion transcripcional, con
el coactivador, AF-2. Por ultimo, el dominio F puede desempefar un complejo papel
regulador. Ambos comparten gran homologia en la secuencia de aminoacidos a excepcion
del dominio N-terminal. La homologia del 55% entre ERa y ERB en el dominio de unién al
ligando da lugar a las afinidades variables. Mientras que ambos muestran una afinidad
similar al E2, el ERa tiene una mayor afinidad a la estrona y el ER tiene una mayor
afinidad al estriol (Hsu et al., 2017).

No obstante, ambos se unen a la misma secuencia de DNA, el ERE o elemento de
respuesta a estrogenos, e interactdan con los mismos correguladores (coactivadores y
correpresores que interactian con ambos receptores influyendo en la capacidad de estos
de activar o inhibir la expresién de un gen). A pesar de interactuar con los mismos
correguladores, ambos tienen diferentes efectos biolégicos y una distribucion tisular
diferencial (Hall et al., 2001).

NTD/ AF-1 DBD hinge LBD/ AF-2
‘ [ Yotlfmesal:.... |
Era NH,-| A/B | c |p] E/F |-cOOH 67kDa
1 180 263 302 595
NTD/ AF-1  DBD hinge LBD/ AF-2
[ | [ I |
Er NH,-| AB | C [D] E/F |-COOH  s9kDa
1 144 227 255 530

Figura 2. Organizacion estructural de los receptores de estr6genos. Los dominios estructurales
del receptor de estrégeno a (ERa) (595aa) y del ERB (530aa) estan marcados de la A a la F. Ambos
receptores tienen 6 dominios estructurales y funcionales diferentes: N- terminal (NTD, dominios A/B, AF-
1), el dominio de unién al DNA (DBD, dominio C), la bisagra (dominio D), la region C-terminal que contiene
el dominio de unién al ligando (LBD, dominio E/F, AF-2) (Fuentes y Silveyra, 2019).



En los seres humanos, ambos receptores se expresan en varios 6rganos y sistemas, como
el reproductivo, esquelético, cardiovascular y sistema nervioso central, asi como tejidos
especificos como el mamario, subcutaneo o subcompartimentos de préstata y ovario,
ejerciendo funciones fisioldgicas comunes como el desarrollo y funcién de los ovarios y la
proteccion del sistema cardiovascular. No obstante, ERa se localiza principalmente en la
glandula mamaria, Utero, en las células tecales del ovario, hueso, testiculo, epididimo, en
el estroma de la préstata, higado y tejido adiposo. Es por esto por lo que este receptor
tiene un papel notable en la glandula mamaria y Utero, ademas de la regulacion del
metabolismo y la preservacion de la homeostasis esquelética. Por otro lado, el ERPB se
encuentra en el epitelio de la préstata, vejiga, células de la granulosa del ovario, colon,
tejido adiposo y sistema inmunitario, por lo que su efecto serd mas destacado en el sistema
nervioso central y el inmunitario. Generalmente, contrarresta la hiperproliferacion celular

promovida por ERa en tejidos como la mama y utero (Paterni et al., 2014).

Otro de los receptores que ha ganado importancia en la ultima década es el receptor de
estrogeno acoplado a la proteina G (GPER), originalmente llamado receptor 30 acoplado
a proteina G (GPR30). Es un receptor de estrégenos implicado en respuestas rapidas no
gendmicas (Tutzauer et al., 2020). A diferencia de los RE clasicos, GPER es una proteina
de siete dominios transmembrana que se expresa en la membrana plasmatica, aparato de
Golgi y reticulo endoplasmatico (Revankar et al., 2005). GPER, ademas de poseer una
estructura diferente a la de ERa y ER, difiere también en su mecanismo de accion. GPER
activa vias de transduccion de sefiales que llevan a cabo la fosforilacion de proteinas
sustrato, siendo algunas de ellas factores de transcripcion. Ademas, uno de los factores
de transcripcion que esta aguas abajo de GPER es ERa, lo que podria indicar una posible
interaccion entre los efectos no gendmicos y gendmicos de los estrégenos (Clark et al.,
2014).

Segun algunos estudios (Kvingedal y Smeland, 1997), GPER se expresa en varios tejidos,
como el musculo esquelético, tejidos linfoides, pulmones, corazén, cerebro, higado y
epididimo y en células como las de Sertoli y Leydig (Walczak-Jedrzejowska et al., 2022).
Ademas, al tener E2 mayor capacidad de unién a GPER que a otros receptores como el
ERa (Hong et al., 2019), posee un papel fundamental en la regulacion de las funciones

fisiologicas (Ulhaqg et al., 2021).



1.3 Modelo murino de menopausia experimental

El envejecimiento y la pérdida de estrégenos provocados por la menopausia se han
relacionado en algunos casos con los diferentes niveles de expresion de receptores de
estrogenos en los tejidos. En este estudio se ha utilizado un modelo murino de menopausia
experimental compuesto por ratonas SAMR1 y SAMP8 ovariectomizadas, previamente
caracterizadas por nuestro grupo de investigacion a nivel cardiovascular (Novella et al.,
2010). Se trata de un modelo desarrollado en ratonas con senescencia acelerada (SAM,
Senescence Accelerated Mouse) conseguido por seleccion fenotipica a partir de una
colonia de AKR/J descrito por Takeda (Takeda et al., 1981). Este modelo se compone de
dos cepas diferentes, SAMRL1, con resistencia al desarrollo de la senescencia y por tanto
con envejecimiento biolégico, y SAMPS, la cepa con predisposicion a la senescencia. En
este estudio se ha hecho uso de un modelo experimental de menopausia, las SAMR1 y

SAMPS8 ovariectomizadas.

El modelo murino SAMP8 se caracteriza por presentar el envejecimiento de forma
temprana, el cual se manifiesta con lesiones y signos, como las lesiones en la piel, pérdida
de pelo, lordocifosis, alteracién del comportamiento y una esperanza de vida mas corta
después de un periodo normal de desarrollo; SAMP demostré tener una esperanza de vida
40% menor al de SAMR (9,7 y 16,3 meses, respectivamente) (Takeda et al., 1981).

En la tesis realizada por Vidal-Gémez en 2018, (Vidal-Gémez, 2018), se establecio la
esperanza de vida maxima y media de ratonas SAM mediante curvas de supervivencia.
Estas indicaron que existe una diferencia significativa entre ambas colonias, ya que la
longevidad media de la cepa SAMP8 era de 12 meses y la maxima de 22, mientras que la
de SAMRL1 eran 22 meses de media y 38 meses de maxima. Ademas, se demostro que
enfermedades dependientes de la edad en humanos, como osteoporosis, osteoartritis,
cataratas y pérdida de audicién afectan mas a esta cepa. Con todo ello, se considera el
modelo SAMP8 como un modelo vélido para estudiar procesos fisioldgicos relacionados

con el envejecimiento (Takeda, 2009).

2. Hipotesis y objetivos

A partir de la menopausia, se observa un descenso en los niveles de estrégenos que conduce

a una mayor incidencia de enfermedades, como la osteoporosis, enfermedades metabdlicas,

psiquiatricas o cardiovasculares. De forma general, la menopausia aparece en edades

avanzadas en las que también existe envejecimiento por parte de los tejidos, por lo que el
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aumento de la incidencia de estas enfermedades podria atribuirse a la falta de estrégenos
debido a la menopausia, al envejecimiento de tejidos o a ambos.

Los receptores de estrdgenos son capaces controlar la expresion de genes a nivel genémico,
uniéndose a promotores o interactuando con factores de transcripcion, y no genémico, a
través de vias de transduccion de sefiales. Esto indica que tienen funciones muy importantes
y que su regulacién y modulacion podrian ayudar a comprender el papel que desempenfa la
falta de estrégenos en el desarrollo de enfermedades.

La hipétesis del presente trabajo es que la expresion de los diferentes receptores de
estrogenos varia en diferentes tejidos en funcion del envejecimiento y de la presencia de
hormonas ovaricas. El modelo murino de menopausia experimental SAMR1 y SAMP8 permite

estudiar tanto los efectos de la ausencia de hormonas ovéaricas como del envejecimiento.

Para abordar la hipétesis, nos planteamos los siguientes objetivos:

- Determinar los niveles de expresion de los receptores de estrogenos ERa, ERB y

GPER en diferentes 6rganos: pulmén, higado, corazén, rifién y bazo.

- Comparar los niveles de expresion de los distintos receptores estrégenos en los

organos estudiados.

- Determinar el efecto del envejecimiento en los niveles de expresion de receptores de

estrogenos en los 6rganos estudiados.

- Determinar el efecto de la ovariectomia en SAMR1 y SAMP8 para estudiar la
contribucién del envejecimiento y la menopausia en la expresion de receptores de

estrégenos.

3. Materiales y métodos

Todos los protocolos experimentales necesarios para la realizacion del presente estudio
fueron aprobados por la Comisién de Etica en Investigacion Experimental de la Universitat de
Valéncia (nimero de autorizacion de la Generalitat Valenciana 2020/VSC/PEA/0128) y los
experimentos se realizaron de acuerdo con el Real decreto 53/2013 por el que se establecen
las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en

experimentacion.



3.1 Muestras y grupo de estudio

Para la realizacion de este trabajo experimental, se utilizaron higados, pulmones, bazos,
rilones y corazones extraidos de animales de experimentacion en abril de 2022 por el grupo
del Laboratorio de Investigacion de Células Endoteliales (L.In.C.E.), del Departamento de
Fisiologia de la Universitat de Valéncia. Todos los tejidos fueron conservados en RNAlater
(Ambion) y a -80°C en las instalaciones de la Unidad Central de Investigacion de Medicina
(UCIM) de la Universitat de Valéncia. Las muestras bioldgicas procedian de ratonas con
senescencia acelerada (SAM, Senescence Accelerated Mouse), resistentes (SAMR) al
desarrollo de senescencia acelerada y propensos (SAMP) a desarrollar senescencia, y en
concreto de las cepas SAMR1 y SAMP8 de las que se mantiene una colonia en el animalario
de la UCIM.

Para determinar el efecto de la falta de estrégenos y envejecimiento, se han utilizado los
organos procedentes de ratonas SAMR1 y SAMP8 sometidas a ovariectomia. El
procedimiento quirargico se realizé en ambas cepas a los 5 meses de edad. Las ratonas se
anestesiaron mediante la administracion de isoflurano por via inhalatoria, ademas de
buprenorfina por via subcutanea. Una vez se comprobé que el animal no presentaba reflejos
podales y después de desinfectar la zona a abordar, se realizé una incision de 0,5 cm en el
borde dorsal de la dltima costilla de cada flanco lateral para proceder a la extirpacién de
ambos ovarios, el oviducto y la grasa ovarica. Finalizada la intervencion, se administré
meloxicam en perfusién continua durante 3 dias como analgesia postoperatoria. El grupo al
gue solamente se les realiz6 la ovariectomia se denominé OVX. El grupo denominado Sham
es considerado como grupo control de cirugia, ya que se les realizé la misma intervencion
guirdrgica, pero sin la extirpacion de los érganos reproductores, con la intencién de que
sufrieran el mismo estrés quirdrgico que los otros grupos experimentales, y los resultados
obtenidos no se vieran afectados por los procedimientos quirlrgicos. Estos roedores fueron
sacrificados 28 dias después de realizarles dicha intervencién quirdrgicas. A la edad de 6
meses, se utilizaron 12 animales SAMR1 y SAMP8 de los que 6 fueron SHAM y los otros 6

OVX por lo que cada grupo de estudio tiene una n = 6.

3.2 Extraccion de 6rganos

Una vez realizado el sacrificio de las ratonas, se aislaron inmediatamente todos los érganos

en una placa Petri con solucién salina fisiologica (NaCl 0,9%) a 4°C. Las muestras fueron



cuidadosamente limpiadas eliminando toda grasa visceral y adherencias con tijeras de
microdiseccion, bajo una lupa estereoscopica (Nikon Instruments Inc) e iluminada con luz
fria (EK-1, Euromex). Al finalizar, estas muestras se conservaron en RNAlater (Ambion) a
una temperatura de -80°C hasta su posterior uso.

3.3 Extraccion de RNA total

Para la obtencion de RNA total primero se procedi6 a la digestion de los 6rganos con Tissue
Lyser LT (Qiagen). Este procedimiento consiste en descongelar el 6rgano conservado en
RNAlater (Ambion) de forma gradual en hielo, cortar un trozo de este sobre una placa Petri e
introducirlo en un eppendorf con una bolita metalica. A continuacion, tras congelarlo en
nitrégeno liquido y afiadir 500 pL de TRIzol Reagent (ThermoFisher Scientific), se introduce
en el Tissue Lyser y tras 5 0 10 minutos ya se obtiene la muestra digerida. El Tissue Lyser
permite la disrupcion y homogenizacion simultaneas de la muestra mediante la agitacion a

alta velocidad de estas en tubos de microcentrifuga de 2 mL con perlas de acero inoxidable.

Posteriormente se procedi6 a la purificacion del RNA. Para ello, sobre el tejido previamente
homogenizado, se afadieron 200 uL de cloroformo para ver la separacion de fases. Tras
invertir el eppendorf unas 10 veces y pasar la muestra por el vortex 30 segundos, se incubdé
3 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifug6 a 15 min a 17000
rpm a 4°C. La centrifuga utilizada en todo el proceso fue la Centrifugue 5415R (Eppendorf).
A continuacion, se transfiere la fase acuosa transparente cuidadosamente a otro eppendorf,
ya que en ésta es donde se encuentra el RNA. Para la precipitacién de RNA se afiadieron
500 pL de isopropanol, se mezclé por inversion y se incub6 durante 10 min a temperatura
ambiente (sobre 20°C). Posteriormente, se centrifugé durante 10 min a 17000 rpm y a 4°C.
Al acabar la centrifugacion, se observa un pelleten el fondo del eppendorf, que corresponde
a RNA precipitado. Para realizar el lavado, se procede a eliminar el sobrenadante, se afiade
1 mL de etanol al 75% (etanol puro diluido con agua libre de RNA) y se vuelve a centrifugar
en las mismas condiciones que anteriormente. Finalmente, se elimina el sobrenadante, se
deja secar las muestras durante 5-10 min, se eluye el RNA con RNAse-free water y se
cuantifica en el Nanodrop (NanoDrop One/One, ThermoFisher Scientific), esperando
conseguir un ratio Azeo/Azso de 2.0-2.2. Este ratio es importante para evaluar la pureza de la
muestra y comprobar si existe 0 no contaminacion. Si el ratio es mayor a 1.7, la pureza es
aceptable, si es menor a 1.7 significa que el RNA esta contaminado por compuestos

aromaticos y si esta entre 2.0-2.2 la pureza de la muestra es 6ptima.



3.4 Reaccién de amplificacion mediante PCR

La transcripcion reversa o retrotranscripcion (RT) es la sintesis de DNA monocatenario (DNA
complementario o cDNA) con RNA monocatenario como plantilla gracias a la accién de
enzimas transcriptasas reversas para su posterior amplificacion por PCR. Para llevar a cabo
la reaccion de retrotranscripcion de mRNA a cDNA, se hizo uso de High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific), siguiendo las
indicaciones del fabricante. La reaccion se realizé a partir de 400 ng de RNA total en un
volumen de reaccion de 15 pL que contenia agua libre de RNA, solucion tampdén, dNTPs,
random primers y la enzima transcriptasa reversa Multiscribe. Una vez preparada, se llevé a
cabo la RT en el termociclador MasterCycler 5891T13 (Eppendorf). El programa utilizado
consistié en: 10 min a 25°C, 120 min a 37°C y 5 min a 85°C. Cuando finaliz6 la RT, las

muestras se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

La expresion de los receptores de estrégenos seleccionados (ERa, ERB y GPER) se
determiné mediante PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR), con la que se amplifican,
detectan y cuantifican secuencias especificas. Para comenzar con esta técnica, se procede
a la desnaturalizacion del DNA de doble cadena, con el fin de que los cebadores puedan
unirse. El enzima polimerasa Tag DNA polimerasa incluida en el mix (Thermo Fisher
Scientific) se encarga de sintetizar nuevas cadenas de DNA a partir del cDNA y las sondas
especificas de secuencia. La PCR se llevé a cabo mediante el iTaq TM Universal SYBR Green
super mix (Bio-Rad Laboratories INC., Madrid, Spain). Ademas, se utilizaron sondas de
expresion SYBR Green para cada uno de los receptores de interés. La gRT-PCR se realizd
en el servicio de qRT-PCR de la UCIM (termociclador 7900HT). Las condiciones de la qRT-

PCR se establecieron en base a las instrucciones del fabricante.

Los primers utilizados en la realizacion del trabajo fueron los siguientes:

Gen Forward Reverse
GAPDH CATCACTGCCACCCAGAAGACTG | ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG
ERa TCTGCCAAGGAGACTCGCTACT | GGTGCATTGGTTTGTAGCTGGAC
ERB GGTCCTGTGAAGGATGTAAGGC AACACTTGCGAAGTCGGCAGG
GPER GCCACATAGTCAACCTTGCAGC CGTCTTCTGCTCCACATAGAGC

Cuando la PCR finalizd, el software QuantStudio (Applied Biosystems, ThermoFisher

Scientific) facilité para cada pocillo, un valor de ciclo umbral (CT, Cycle Threshold). Este valor

10



indicé el numero de ciclo de amplificacién de PCR en el que la fluorescencia detectada supera
el ruido de fondo de la reaccion. La expresion de cada receptor fue normalizada por la
expresion del control endégeno GAPDH. Se hizo uso de este gen ya que otros estudios (Lin
y Redies, 2012) lo proponen como control endégeno en diferentes tejidos y en nuestros
resultados mostraba un coeficiente de variacion y expresion adecuadas para ser
consideradas como tal. Cada una de las muestras fue analizada por duplicado y la expresion
se calculé por el método 272¢, donde ACt es la diferencia entre el Ct del gen problema'y el Ct
del gen enddgeno. Para el andlisis de resultados se utilizé el software QuantStudio 1.3
(ThermoFisher Scientific).

3.5 Andlisis estadistico

Los resultados se expresan como media + SEM. El andlisis estadistico se realiz6 mediante el
programa Prism 8 (GraphPad Software Inc.). Primero se llevé a cabo una prueba de
identificacion de valores atipicos, y se realiz6 un analisis de normalidad de los datos con el
test estadistico de Kolmogorov-Smirnov. Una vez se demostrd la normalidad de la muestra,
los grupos experimentales se compararon mediante un andlisis de varianza de una via (one-
way ANOVA). En aquellos analisis en los que el ANOVA mostrd diferencias se realizé un post-
test de Bonferroni. Se consideraron diferencias estadisticamente significativas aquellas cuyo
valor p fuera menor a 0.05. Las diferencias significativas han sido indicadas como *p < 0.05,
**p < 0.01y ***p < 0.001.

4. Resultados:

4.1 Comprobacién de expresion de RE en diferentes tejidos

En primer lugar, se determiné si los receptores de estrégenos ERa, ERB y GPER se
expresaban en todos los 6rganos estudiados. Para ello, se realizé un andlisis de expresion
inicial mediante qRT-PCR en muestras procedentes de 3 ratonas hembras Sham SAMR1,

con una n de 4-6.

Se pudo observar que, efectivamente, los receptores de estrogenos se expresan en pulmén,
corazoén, rifién, higado y bazo de la cepa SAMR1. Ademas, se observd una diferencia de
expresion de los tres receptores de estrégenos analizados en los diferentes tejidos (Figuras
3 - 5). Los niveles de expresion del ERa fueron superiores a los obtenidos en ERB y GPER

en todos los 6rganos.
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Centrandonos en cada tipo de receptor, observamos también una diferente expresion de los
receptores de estrogenos en cada érgano. El ERa se expresa mayoritariamente en el higado

y corazon, y en menor medida en pulmoén, bazo y rifién (Figura 3A).

En el caso de ERp (Figura 3B), se observé que es en el corazén el 6rgano donde se producia
mayor expresion, a diferencia del pulman, bazo, rifion e higado. No obstante, los valores de
expresion de todos eran muy bajos en comparacion con los demas receptores. Con un patréon
de expresion similar a lo que ocurre con ER, pero con niveles de expresién comparables a
los de ERa, GPER se expresé en mayor medida en el corazén de ratonas SAMR1 (Figura
30).
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Figura 3. Expresion de ERa (A), ERB (B) y GPER (C) en pulmén, bazo, rifién, higado y corazén en ratonas Sham
SAMRL1. Los datos fueron obtenidos mediante método 2-2¢t y |os resultados se expresan como media + SEM (n =4
- 6).

Por lo tanto, si nos filamos en los niveles de expresién, son muy diferentes para los
receptores, en especial ERB, que tuvo valores muy bajos. Por otro lado, ERa y GPER

presentaron niveles muy similares en pulmén, bazo y rifién.

Una vez comprobada la expresion de los receptores de estrégenos en los drganos
estudiados, comparamos los niveles de expresion de los RE en los diferentes 6rganos (Figura
4A-E). El pulmdn, bazo y riidn mostraron un patrén de expresién de receptores similar (Figura
4A, 4By 4C), con mayor expresion de ERa y GPER que de ER.

Por otra parte, el higado y el corazén también comparten un patron de expresion similar pero
las diferencias de expresién son mayores que en los érganos anteriores. En el higado (Figura

4D), el ERa (272 = 7.0 £ 0.3) se expresa significativamente mas que el ERB y GPER (con
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272 de 0.016 = 0.004 y 0.24 + 0.01, respectivamente). En el corazén (Figura 4E), ERa y
GPER también son los receptores que mas se expresan y ER[, a pesar de sus bajos niveles
de expresién, aumenta su expresion con respecto a la de otros 6rganos, lo que sugiere su

importancia en las funciones cardiacas.
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Figura 4. Expresion de ERa, ERB y GPER en los pulmones (A), bazo (B), rifiones (C), higado (D) y corazén
(E) higado de ratonas Sham SAMRL1. Los datos fueron obtenidos mediante método 2-2¢ y |os resultados se
expresan como media + SEM (n =4 - 6, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

4.2 Influencia de la senescencia en la expresion de los receptores de estrégenos

en los diferentes tejidos

Para poder evaluar el efecto del envejecimiento en la expresién de los receptores de
estrogenos en los diferentes tejidos se realizé una qRT-PCR en muestras procedentes de
hembras Sham de las cepas SAMR1 y SAMPS8 (n =4 - 6).
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En la Figura 5 se representa la expresion de ERa en SAMR1 y SAMPS8 en los diferentes
tejidos. En pulmédn, bazo y corazén, no se apreciaron diferencias entre ambos grupos. Sin
embargo, se observd un aumento de expresion en el riidn e higado, ambos 6rganos
metabdlicos, en el grupo de ratonas con senescencia SAMPS8, si bien sb6lo se obtuvo

diferencia estadistica en el caso del higado.
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Figura 5. Expresion de ERa en diferentes tejidos en ratonas Sham SAMR1 y SAMPS8. Los datos fueron
obtenidos mediante método 2-2¢ y |os resultados se expresan como media + SEM (n =4 - 6 en cada grupo,

*xp < 0.01).

Por otro lado, el ER[ cuyos niveles de expresion eran tan bajos en las ratonas control SAMR1,
aumentaba significativamente en todos los érganos de las ratonas del grupo SAMP8 (Figura
6), excepto en el bazo donde se observé una fuerte tendencia (p = 0.06). Estos resultados

sugieren un papel relevante de los ERB durante el envejecimiento.
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Figura 6. Expresion de ERP en diferentes tejidos en ratonas Sham SAMR1 y SAMP8. Los datos fueron
obtenidos mediante método 2-2¢t y |os resultados se expresan como media + SEM (n = 4 - 6 en cada grupo,
***n < 0.01, *p < 0.05).

La expresion de GPER (Figura 7) fue similar en todos los 6érganos de ambas cepas excepto
el corazon, donde la expresion de este receptor disminuyd significativamente en el grupo de

ratonas senescentes.
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Figura 7. Expresion de GPER en diferentes tejidos en ratonas Sham SAMR1 y SAMPS8. Los datos fueron
obtenidos mediante método 2-2¢t y |os resultados se expresan como media + SEM (n =4 - 6 en cada grupo,

*xp < 0.01).

En resumen, el envejecimiento, caracteristico de las ratonas senescentes SAMP8, afecta de

manera generalizada a la expresion de ER[ en todos los 6rganos estudiados. En el caso del
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receptor ERa, aumenta significativamente la expresion en el higado y con fuerte tendencia

en el rifndn, y GPER disminuye su expresion en el corazon.

4.3 Efecto de la ovariectomia en la expresion de los receptores de estrogenos
en los tejidos

Finalmente, para poder evaluar el efecto de la falta de hormonas ovéricas en la expresion de
los receptores de estrégenos en los diferentes tejidos se realizaron gRT-PCR en muestras de
hembras Sham y OVX de las cepas SAMR1 y SAMPS8 (n = 4 - 6). De esta manera, pudimos
comparar por un lado el efecto de la falta de hormonas ovaricas y por otro el del

envejecimiento sobre la expresion de RE.

Estudiando la expresion de los RE en el pulmén (Figura 8A y 8B) se observé que la
ovariectomia no afectaba a la expresion de ERa y ERB en ratonas control SAMR1 vy
envejecidas SAMP8. S6lo en el caso de GPER, se observé un aumento significativo en las
ratonas ovariectomizadas de las ratonas envejecidas, sugiriendo una contribucién conjunta

de envejecimiento y menopausia afecta a la expresion de este receptor en el pulmon.

En el caso del bazo la ovariectomia afecté de manera similar a las ratonas SAMR1 y SAMP8
e indujo un aumento en la expresion de ERa, mientras que la expresion de los receptores
ERB como GPER no se maodificaron (Figuras 9A y 9B).

En el rifidn se observa, de manera general, una mayor expresion de receptores de estrdgenos
en ratonas ovariectomizadas control SAMR1 y envejecidas SAMP8 (Figura 10A y 10B,
respectivamente), sugiriendo la importancia de las hormonas ovéricas en este tejido. De
manera similar a lo que ocurria en el bazo, la elevada expresion de ERa en ratonas
ovariectomizadas resultd ser significativa. Se observa también un aumento significativo de

GPER en ratonas envejecidas y ovariectomizadas (Figura 10B).

En el higado, los niveles de expresién de los receptores también se mantienen en ratonas
ovariectomizadas. La expresion de los receptores fue muy similar en ratonas control y
envejecidas (Figuras 11A y 11B), observandose una Unica diferencia significativa en la
expresion de ERa de las ratonas SAMR1, donde la ovariectomia aument6 su expresion (p <
0.05)

Por ultimo, en el corazdn la ovariecomia no indujo diferencias en la expresiéon de receptores

en ninguno de los grupos (Figuras 12A y 12B). La Unica diferencia permanece en el hecho de
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gue los niveles de expresién de GPER disminuyen con el envejecimiento, si bien la ausencia

de hormonas ovaricas debidas a la menopausia experimental no produce ningun efecto.
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Figura 8. Expresion de ERa, ERB y GPER en los pulmones de ratonas Sham y OVX SAMR1 (A) y SAMP8 (B). Los datos
fueron obtenidos mediante método 2-2¢t y |os resultados se expresan como media + SEM (n = 4 - 6 en cada grupo, ***p <
0.001).

Bazo P8
Bazo R1
2.0 I 2.0 % %k *k | SHAM
’ - = SHAM
1.5 = = ovX 154 I = OVX
1.0
& 054 s}
. 4 -
o o’
0.04 4
0.03- 0.5
0.02 |l|
0.01- rl |I|
0.00L : , 0.0L =N :
ERa ERf GPER A ERa ERP  GPER B
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Figura 12. Expresion de ERa, ERB y GPER en el corazon de ratonas Sham y OVX del grupo SAMR1 (A) y SAMPS8 (B).

Los datos fueron obtenidos mediante método 2-2¢t y |os resultados se expresan como media + SEM (n =4 - 6 en cada grupo).

5. Discusioén

En el presente estudio se han identificado las diferencias de expresién de los receptores
de estrogenos ERa, ERB y GPER en los diferentes 6rganos. La comprobacion
experimental de la expresion de RE se ha realizado en pulmén, bazo, rifién, higado y
corazon de ratonas SAMR1 del grupo control (Sham), donde se observa que ERa en el
higado es donde mas se expresa, seguido del corazén y del resto de érganos. Por otro
lado, en el caso del ERB y GPER es el corazén el érgano donde mas se expresan estos
receptores. A parte de estudiar los receptores por separado, se ha determinado qué
receptor se expresa mas en cada 6érgano por separado, viendose como ERa y GPER son
los predominantes en todos los casos a excepciéon del higado, donde ERa se expresa

significativamente mas respecto a los otros dos receptores.

Ademas, se ha estudiado el efecto del envejecimiento en la expresion de los receptores
en ratonas senescentes de la cepa SAMP8, viéndose como la expresion de ERB aumenta
en ratonas SAMP8 en todos los 6rganos. La expresion de ERa y GPER, dependiendo del

organo aumenta, disminuye o se mantiene practicamente igual.

Finalmente, se ha estudiado el efecto de la ovariectomia en la expresién de RE tanto en
ratonas jovenes como envejecidas. En este caso, las ratonas SAMR1 aumentan la
expresion de los RE después de una ovariectomia, especialmente del ERa en bazo, rifidn
e higado. Por otro lado, en las ratonas envejecidas SAMP8 y ovariectomizadas la

expresion de GPER aumenta en pulmén y rifién, y ERa en bazo vy rifién.

Las expresiones de los receptores en cada tejido en condiciones normales (Sham SAMR1)
ya se han descrito en otros estudios. Por ejemplo, en el higado se ha detectado expresion
de ERa y GPER principalmente en ratones LERKO de 2 a 3 meses con un tratamiento
para extirpar condicionalmente el ERa (Qiu et al., 2017), siendo la expresion de ERa
mucho mas abundante que la de GPER (Prossnitz y Bartol, 2014). En nuestro estudio, se
puede observar que efectivamente ERa es el receptor predominante en el higado

expresandose significativamente mas que GPER y ER.
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En el caso del rindn, se ha descrito previamente que los niveles de ERa son elevados en
rata, sin embargo, los de ERp, son apenas detectables (Pelletier, 2000). Ademas, otros
estudios sugieren que GPER en ratones macho y hembra también se expresa en varias
partes del rifién (Cheng et al., 2014). Atendiendo a nuestro estudio, los resultados que se
obtienen son similares, pues los niveles de ERa son significativamente mayores a los de
ERB, los cuales tienen un nivel de expresion muy bajo. También se puede observar que

GPER se expresa en menores niveles que ERa, pero en mayores niveles que ERp.

En el corazdn, se sabe que E2 ejerce sus efectos cardioprotectores al unirse a los
receptores nucleares ERa y ERB en ratonas (Aryan et al., 2020), pero también algunos
estudios demuestran que GPER se expresa en cardiomiocitos en ratones knockout para
ERa y ERB machos y hembras (Deschamps y Murphy, 2009). Ademas, otros estudios
indicaron que ERa y GPER son los principales receptores que median los efectos de los
estrégenos en el sistema cardiovascular en ratones macho y hembra, mientras que ERf
es indetectable (Gurrala et al., 2021). Comparando estos resultados con nuestro estudio,
se puede observar que existe expresion de los tres receptores de estrégenos, aunque la

expresion de GPER y ERa es mayor que ER.

En el caso del pulmén, en algunos estudios se han determinado niveles mas altos de ER[
que de ERa en ratones de ambos sexos de 3 a 8 meses de edad (Couse et al., 1997).
Estos resultados no concuerdan con los que se han obtenido en el presente trabajo,
sugieriendo que tal vez estas diferencias se deban a que los ratones no eran de la misma

cepa.

Por ultimo, algunos estudios han detectado la presencia de ERa en células esplénicas de
ratonas (Sakazaki et al., 2002). En este trabajo se puede observar la expresién de ERa y

GPER como los receptores mayoritariamente expresados en el bazo.

Por otro lado, se han estudiado las diferencias de expresion entre los distintos grupos de
la cepa SAM (SAMR1 y SAMP8) en condiciones normales (Sham) para ver si el
envejecimiento afecta a la expresién. El envejecimiento, segln la organizacion mundial de
la salud (OMS) (2022) es el resultado de la acumulacién de dafios moleculares y celulares
a lo largo del tiempo que conduce a un descenso gradual de las capacidades fisicas y
mentales de un individuo, una mayor probabilidad de sufrir enfermedades vy, en ultima
instancia, la muerte. Es un proceso caracterizado por cambios progresivos en todos los
Organos y tejidos (Srivastava et al., 2020) y una de sus consecuencias es la disminucién

en la produccion de hormonas ovaricas (Brann y Mahesh, 2005).
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Para determinar la posible relacién de los niveles de estrogenos con el envejecimiento,
estudiamos primero las diferencias de expresién de RE en diferentes érganos en las cepas
SAMR1 y SAMPS8, y después si el envejecimiento afectaba de alguna manera a los
cambios en la expresién de receptores de estroégenos observados en OVX.

Desafortunadamente no hay muchos estudios con los que poder comparar los resultados
obtenidos. No obstante, nuestro estudio determina que la expresion del receptor ERB
aumenta significativamente en ratonas senescentes en todos los 6rganos. Por otra parte,
en ERa solo aumenta significativamente su expresion en el higado y rifion de ratonas
SAMP8, con resultados parecidos en el resto de los érganos. En lo que respecta a GPER,

Unicamente se observa un aumento de la expresion en el corazén de ratonas SAMRL1.

Otro de los objetivos del presente estudio es determinar la influencia de las hormonas

ovaricas en la expresion de los receptores de estrogenos en ratonas SAMR1 y SAMPS.

Algunos estudios afirman que tanto ERa como ERB aumentan con la pérdida aguda de
hormonas ovaricas (Jayachandran y Miller, 2002). A pesar de ser un estudio realizado en
cerdos, los resultados obtenidos en nuestro estudio son los mismos, pues la expresion de
ambos receptores aumenta en ratonas ovariectomizadas. Por otro lado, en algunos
estudios se indica que el receptor de membrana GPER a nivel vascular no es sensible al
estado hormonal, ya que las ratonas ovariectomizadas mantienen la funcién y la expresién
de este receptor (Zimmerman et al., 2016). Los resultados obtenidos en el presente trabajo
coinciden con estos estudios ya que indican que GPER se mantiene practicamente igual

en todos los tejidos y no se observan cambios significativos en ratonas SAMRL.

Dependiendo del érgano estudiado, el aumento en la expresion de RE puede ser 0 no
significativo. Por ejemplo, un estudio sobre el efecto de la ovariectomia en la expresién de
los receptores de estrégenos, en concreto ERa, (Mohamed y Abdel-Rahman, 2000) indica
gue hay un aumento significativo de ERa en las ratonas ovariectomizadas en rifidn pero
gue en el higado y corazén no hay un aumento significativo. Los resultados obtenidos en
este trabajo son similares, pues la expresibn de ERa en el rifidn aumenta
significativamente a diferencia del corazén. No obstante, en nuestro estudio la expresion

de este receptor en ratonas ovariectomizadas si es significativa en el higado.

Por otro lado, estudiando el envejecimiento en ratonas Sham y OVX, se obtienen
resultados similares a los de SAMR1, con diferencia de que GPER aumenta su expresion

en ratonas OVX en el pulmén vy rifién. Esto puede deberse a que la expresion de estos
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receptores no sea dependiente del envejecimiento ni de los niveles de estrégenos en los
organos estudiados, excepto el receptor GPER que en el pulmén y el riidén aumenta su
expresion de forma importante cuando no hay estrégenos. Este puede ser un mecanismo
compensador que aparece Unicamente cuando los niveles de estrogenos disminuyen de

manera considerable, por la eliminacion de los ovarios.

Los resultados comentados anteriormente muestran que la regulaciéon de la expresion de

los receptores de estrégenos en ratonas ovariectomizadas es especifica de tejido.

Concretamente, la ausencia de estrégenos aumenta la expresion de ERB en todos los
organos. Una posible explicacion del aumento de expresion de los RE en el grupo OVX es
gue, al disminuir los niveles de estrogenos, se produce una retroalimentacion negativa que
aumenta la expresion de los receptores de estrégenos para hacer mas efectiva la union

de la hormona al receptor.

6. Conclusiones

De los resultados presentados en este trabajo se pueden extraer las siguientes conclusiones:

1. Los receptores de estrogenos ERa, ERB y GPER se expresan en pulmén higado,

corazoén, rifdn y bazo de ratonas de la cepa SAM.

2. Existe una expresion diferencial de los receptores de estrogenos en los diferentes
tejidos analizados. Destaca la elevada expresion de ERa en higado y corazén de
ratonas SAMR1 mientras que la expresion de ERB y GPER es mayor en corazon que

en el resto de érganos.

3. El envejecimiento aumenta la expresion de ERB en todos los érganos estudiados, y
de ERa en higado. Los niveles de expresion de GPER no varian en ratonas SAMP8

a excepcion del corazén, donde los niveles de SAMR1 son mayores.

4. La ausencia de hormonas ovaricas inducida por una ovariectomia afecta de manera
diferencial a la expresion de receptores de ratonas control SAMR1 y envejecidas
SAMP8. Destaca el aumento en la expresion de ERa en rifién y bazo de ratonas con
menopausia jovenes y envejecidas, y la contribucion conjunta del envejecimiento y la

menopausia en el aumento de expresiéon de GPER en pulmén y rifién.
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